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GLOSARIO

Atresia: Ovocito que ha detenido su desarrollo y que se encuentra en reabsorcion.

Ciclo gametogénico: Evento repetitivo dentro de las génadas que conducen a la
formacién de gametos. Etapas involucradas: 1) acumulacion de tejidos nutritivos
para ser utilizados durante la gametogénesis; 2) proliferacién y diferenciacién de
células sexuales; 3) maduracion de gametos maduros; 4) desove y 5) periodo de

reposo y reabsorcion de gametos reiduales.
Espermatozoide: Gameto masculino maduro, caracterizado por su movilidad.

Fagocito: Célula ameboide perteneciente al sistema de defensa del organismo,
especializada en englobar y digerir cuerpos extrafios no reconocidos por el

organismo.

Foliculo: Estructura en forma de sacos redondeados de tejido conjuntivo. Sus
paredes estan formadas por células germinales, que son pequefias células
eosinofilas con un nucleo central, que a medida que madura forman los gametos
masculinos o femeninos (Zuhiga-Pacheco, 1998), por lo que este término suele

ser utlizado indistintamente tanto en machos como en hembras.

Gametogénesis: Proceso que tiene como resultado la formaciéon de gametos, se

inicia con células germinales (ovogonias y espermatigonias).

Gonada: Organo en el que tiene lugar el desarrollo de gametos masculinos o
femeninos. Esta compuesta por tejido conjuntivo, foliculos, hematocitos y algunas
fibras musculares. Cuando la gonada esta desarrollada, envuelve a la glandula

digestiva y forman un sistema funcional (Pérez-Estrada, 2000).

Gonocorismo: Condicion de una especie que posee sexos separados ya sea

machos o hembras durante todo su ciclo vital.

Hemocito: Células circulantes presentes en la hemolinfa, capaces de circular y

migrar a otros tejidos del organismo animal (Bachére et al., 2004), las cuales son



capaces de generar cambios de forma por la emisién de seudopodios, actividad
fagocitica, citotoxicidad y encapsulacion de particulas de gran tamafo (Roch,
1999).

Hermafrodita: Tipo de reproduccion sexual en la cual el organismo poseen a la
vez organos reproductivos usualmente asociados a los dos sexos: macho y

hembra y que presenta la capacidad de producir gametos masculinos y femeninos.

Hermafrodita funcional simultaneo: Tipo de reproduccion sexual en la cual los
individuos de una poblacion pueden funcionar como macho y hembra al mismo

tiempo.

Hermafroditismo protandrico: Tipo de reproduccion sexual en la cual algunos
individuos de la poblacion maduran por primera vez como machos vy
posteriormente se transforman en hembras a una cierta talla o edad, produciendo

inicialmente espermatozoides y sucesivamente en el tiempo ovocitos.

Hermafroditismo protoginico: Tipo de reproduccion sexual en la cual algunos
individuos de la poblacion maduran por primera vez como hembras vy
posteriormente se transforman en machos a una cierta talla o edad, produciendo

inicialmente ovocitos y sucesivamente en el tiempo espermatozoides.

Histoquimica: Métodos que tienen por objeto localizar sustancias quimicas
conocidas, basadas en tinciones de células de origen gonadico o somatico de los

organismos.

indice de condicion: Valor nimerico utilizado para comparar la condicion fisica
de los organismos, basado en el peso humedo total del organismo y el peso

humedo de la masa viseral.

indice de rendimiento muscular: Valor numerico utilizado para comparar el
rendimiento del musculo abductor como indicador de la condicion fisica de los
organismos, basado en el peso humedo de la masa viseral y el peso humedo del

musculo abductor.



indice lipidico: Indicador cuantitativo del contenido de triglicéridos o fosfolipidos
en tejido gonadico y somatico de los organismos, basado en técnicas

histoquimicas y apoyados con analisis digitales de imagenes.

indice glucidico: Indicador cuantitativo del contenido de carbohidratos y mucinas
en tejido gonadico y somatico de los organismos, basado en técnicas

histoquimicas y apoyados con analisis digitales de imagenes.

Lipofucsinas: Grupo numeroso de pigmentos granulosos pardo-amarillentos,
formados por lipoproteinas, que se acumulan en las células como resultado de
procesos fagociticos derivados de la defensa del organismo o incluso por casos de

estrés o enfermedad (Lynch et al., 1972).

Ovocito: Gameto o célula sexual femenina en desarrollo que se diferencia durante

la ovogénesis.

Tejido conjuntivo 6 conectivo: Tejido que se encuentra dentro y fuera de los
foliculos; provee de soporte, transporte de nutrientes y sustrato para la
diferenciacion del tejido gonadico (Morse y Zardus, 1997), asi como presencia de
células del tejido vesicular conectivo encargadas de almacenar nutrientes
(Saucedo et al., 2002b).

Tincion: Proceso histolégico que tiene como propésito resaltar ciertas estructuras
celulares por medio de colorantes naturales o artificiales, que permiten una clara

apreciacion al microscopio.
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RESUMEN

En Pteria sterna, el proceso reproductivo se encuentra regulado por una
compleja interaccion de factores ambientales, siendo la temperatura uno de los de
mayor importancia. Se evalu6 el efecto de diversos regimenes térmicos sobre el
desarrollo y composicion de la gonada y tejidos somaticos relacionados con la
gametogénesis de P. sterna en el laboratorio. Se recolectaron 132 organismos
(855 mm de altura) en la Bahia de La Paz, los cuales fueron sometidos a cinco
regimenes térmicos: constante (22 °C), ascendente (19 a 27 °C), descendente (27
a 19 °C) y dos temperaturas oscilantes (211 °C y 2212 °C). Los tratamientos se
manejaron por duplicado durante 34 dias experimentales. La alimentacién fue
continua con Isochrisis galbana, Pavlova salina y Chaetoceros gracilis en
proporcién 1:1:1. Se realizaron biometrias, asi como toma de muestras de gbnada
y tejidos somaticos (dias 0, 17 y 34), mediante las cuales se obtuvieron los indices
de condicidon (IC) y de rendimiento muscular (IRM), estadios de desarrollo
gonadico, perfiles bioquimicos (carbohidratos, proteinas vy lipidos), indice de tejido
gonadico (ITG), indice lipidico (IL), indice glucidico (IG) e indice de fucsinas (ILF),
Ni el IRM e IC variaron significativamente (P>0.05) entre tratamientos al concluir el
experimento. El ICG mostré valores >30% tanto para machos como para hembras
en la mayoria de los tratamientos. En la gbnada masculina se observaron las
mayores concentraciones de carbohidratos en el tratamiento descendente
(P<0.05), en tanto que las hembras incrementaron la concentracion de lipidos y
proteinas en los tratamientos oscilante (O1) y constante. La glandula digestiva
presentd una disminucién de lipidos, proteinas y carbohidratos en los tratamientos
constante y ascendente (P<0.05). EI musculo presenté un decremento de
carbohidratos y un aumento de lipidos en los tratamientos constante y ascendente
(P<0.05). También se observo un incremento del IL en gonada de machos en el
tratamiento ascendente (P<0.05), un decremento del IG en la glandula digestiva
(P<0.05) y un incremento del IF en todos los tratamientos, tanto en glandula
digestiva como en tejido conjuntivo.
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ABSTRACT

In Pteria sterna, the reproductive process is regulated by a complex
interaction of environmental factors, being temperature one of the most important.
We evaluated the effect of different thermal regimes on the development and
composition of the gonad and somatic tissues involved in gametogenesis in P.
sterna at the laboratory. At total of 132 organisms were collected (855 mm shell
height) in Bahia de La Paz and subjected to five thermal regimes: constant (22 °C),
ascendant (19-27 ° C), descendant (27 to 19 ° C) and two oscillating temperatures
(21+1 °C and 2242 ° C). Treatments were run in duplicate for 34 days. The
organisms were fed continuously with Isochrisis galbana, Pavlova salina and
Chaetoceros gracilis, at a 1:1:1 ratio. Measurements were taken and samples of
gonad and somatic tissues were collected (days 0, 17 and 34) to determine a
condition index (Cl), muscle performance index (MRI), stages of gonad
development, biochemical profiles (carbohydrates, proteins and lipids), gonadal
coverage ratio (ICG), lipid index (IL), carbohydrate index (Gl) and fucsine index
(PI). Nor the MPI neither the CI varied significantly (P> 0.05) between treatments at
the end of the trial. The ICG showed values >30% in males and females in most of
the treatments. Male gonads yielded higher carbohydrate concentrations in the
descendant treatment (P <0.05), while females increased the lipid and protein
concentration in the oscillating (O1) and constant treatments. In the digestive
gland, lipids, proteins, and carbohydrates decreased in the constant and ascendant
treatments (P <0.05). The muscle showed a decrease in the carbohydrate content
and an increase in the lipid content in the constant and ascendant treatments (P
<0.05). There was also an increase in the IL in male gonads in the ascendant
treatment (P <0.05) and a decrease in the IG in the digestive gland (P <0.05), while
the IF increased in all treatments in the digestive gland and connective tissue.
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la acuicultura se ha transformado en una de las
actividades productivas con mayor crecimiento, tanto en el mundo entero, como en
nuestro pais. Ello como resultado de la reduccidén progresiva de los recursos
bidticos por la sobre explotacion de las poblaciones naturales de una gran
variedad de especies acuaticas, asi como por el surgimiento de nuevas y
eficientes técnicas de cultivo y el avance e innovacion tecnoldgica y cientifica.
Todo ello han convertido esta actividad en una alternativa de produccion para

varios sectores, entre los que destaca el pesquero (FAO, 2011).

Considerando los ultimos registros de anuario de la FAO (2011) en el
2009, la produccién mundial de peces, crustaceos y moluscos fue de 88 918 040 t.
Dentro de estas cifras, México incursiona como el numero 25 de la lista de
productores, representando el 1.8% con 1 611 106 t, lo que equivale
aproximadamente a $USD 531,449 000.00 anuales. La produccion por acuicultura
en México genero en el 2009 aproximadamente 156 957 t de peces, crustaceos y
moluscos cultivados, aportando $USD 477 500.00.

Dentro de la acuicultura, la perlicultura (cultivo de perlas) representa la
actividad acuicola de mayor rentabilidad y potencial en todo el mundo, con cerca
de $USD200,000,000 anuales (Taylor y Strack, 2008). De acuerdo con la FAO
(2011), para el cultivo de ostras perleras y de perlas, se reporta una produccion de
21,579 t en 2008, que generd $USD 115,659.00 en paises como China, Islas Fiji,
Polinesia Francesa, Indonesia y Papua Nueva Guinea. En estas cifras se incluyen
perlas y conchas, destacando las especies del género Pinctada (P. fucata, P.
margaritifera y P. maxima) y recientemente del género Pteria (P. penguin y en
menor grado P. sterna en México). Esto debido a que las ostras perleras son
susceptibles de ser aprovechadas integralmente, ya que ademas de la produccién
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 elaboracién de cremas de belleza y para la regeneracion de
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defectos Oseas en el campo de la biomedicina; 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 ello, el cultivo de ostras perleras
(nacaricultura) y cultivo de perlas (perlicultura) generan aportaciones importantes
al producto interno bruto de diversos paises asiaticos o del Pacifico Sur, como
Japén, Polinesia Francesa,lslas Cook, Islas Marshal, Fiji, Australia, etc. De hecho,
algunos de estos paises, como Polinesia Francesa, Islas Cook, Islas Marshall,
Tonga, Kiribati y otros del sudeste asiatico, son considerados tradicionalmente
perleros, ya que familias enteras se benefician de la nacaricultura y perlicultura, y
basan casi en su totalidad su economia en ambas actividades (Gervis y Sims,
1992; Monteforte, 1996; Fassler, 1991.

En México el desarrollo de la perlicultura es incipiente, aunque las costas
mexicanas albergan cuatro especies productoras de perlas representantes de los
géneros Pinctada y Pteria, pertenecientes a la familia Pteriidae. En la costa del
Caribe mexicano se distribuye P. radiata y P. colymbus y dos especies mas se
distribuyen en el Pacifico mexicano y Golfo de California, localmente conocidas
como madreperla (P. mazatlanica) y ostra arcoiris o0 concha nacar (P. sterna). Esta
dos ultimas presentan gran importancia, ya que en el Noroeste del pais se utilizan
para sustentar las operaciones de granjas perleras, siendo P. sterna la de mayor
importancia. Ello debido a que esta especie se utiliza mayormente para la
produccion de perlas en las empresas Perlas Unicas, S.A. de C.V. (antes Perlas
del Mar del Cortés S.A. de C.V) en el area de la Bahia de Bacochibampo,
Guaymas, Sonora) y Perlas del Cortéz S. de R.L. M.l. empresa ubicada en la
Bahia de La Paz, B.C.S. En ambas localidades, las dos especies producen perlas

de alta calidad y poseen reconocimiento internacional (Kiefert et al., 2004).

Por todo lo anterior, el recurso biolégico constituido por las ostras perleras,
particularmente P. sterna, posee un gran potencial de aprovechamiento. Sin
embargo, para impulsar y fortalecer el desarrollo de la perlicultura en México, se

requiere generar nuevo conocimiento sobre aspectos claves de la biologia vy
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ecologia de la especie que permitan un manejo adecuado de los organismos.
Dentro de estos aspectos, la fase reproductiva constituye uno de los pilares o
cimientos del proceso productivo, ya que permite la propagacion controlada de la
especie, y con ello una produccion continua y basta de semilla en condiciones

controladas de laboratorio.

Para las ostras perleras, el proceso reproductivo se rige, al igual que para
muchas otras especie de moluscos subtropicales o templados, por una compleja
combinacién de factores exdégenos (profundidad, periodos lunares, temperatura,
disponibilidad de alimento y fotoperiodo) y enddégenos (genéticos, hormonales,
neuroendocrinos), los cuales condicionan el inicio y detenimiento de la
gametogeénesis, la maduracion y desove de los gametos y la reabsorcidon de los
mismos para el reciclamiento de los nutrientes (Bayne, 1976; Gease y Pearse,
1974, 1979; Lubet, 1981; Mackie, 1984; Baber y Blake, 1991; Lucas, 1992;
Chavez-Villalba, 2001; Roman et al.,, 2002; Saucedo y Southgate, 2008). Sin
embargo la temperatura y la disponibilidad de alimento son los factores exdgenos,
que parecen ejercer mayor efecto sobre el ciclo reproductivo de los bivalvos

(Gosling, 2003), incluidas las ostras perleras (Saucedo y Southgate, 2008).

Se han realizado estudios que abordan la respuesta reproductiva de las
ostras perleras, en particular P. sterna, en donde se han descrito los ciclos
reproductivos anuales (Hernandez-Diaz y Buckle-Ramirez, 1996; Saucedo y
Monteforte, 1997; Hernandez-Olalde et al., 2007), fecundacion in vitro de gametos
(Harris et al., 2002), analisis de los ciclos de almacenamiento de energia (Vite-
Garcia y Saucedo, 2008) y estudio del esfuerzo reproductivo (Caceres-Puig et al.,
2009). Sin embargo, a pesar de la generacion de estos conocimientos, existe un
vacio significativo de informacion sobre la respuesta de los organismos
mantenidos en condiciones controladas de laboratorio. Esto es particularmente
claro con respecto al efecto de ciertas variables importantes, como la temperatura,
que juegan un papel decisivo para inducir la maduracién en laboratorio y asegurar
la calidad de gametos y el éxito en el cultivo de las larvas y la produccion

suficiente y consistente de semilla. Por ello, la presente tesis esta dirigida a
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evaluar la respuesta y condicién de reproductores de P. sterna sometidos a

diferentes regimenes térmicos en el laboratorio.



2. ANTECEDENTES
2.1. Biologia reproductiva de ostras perleras

El estudio de la reproducciéon de la familia Pteriidae ha permitido
caracterizar la biologia reproductiva de las principales especies comerciales o con
potencial de explotacidon en la industria perlera. Entre las cuales destacan
especies como P. maxima (Rose et al., 1991), P. funcata (Desai, et al.,1979;
Chellam, 1987; Behzadi et al., 1997; Jamili et al., 1999), P. sterna (Arizmendi-
Castillo, 1996; Hernandez-Diaz y Buckle-Ramirez, 1996; Saucedo y Monteforte,
1997; Hernandez-Olalde et al., 2007), P. mazatlanica (Sevilla, 1969; Garcia-
Dominguez, 1996; Torres y Cruz, 2002) P. albina (Tranter, 1958) P. margaritifera
(Thielley et al,. 1993; Pouvreau et al., 2000; Acosta y Southgate, 2005). Dichas
investigaciones se enfocan principalmente en describir ciclos reproductivos, asi
como caracteristicas morfoldgicas de los érganos reproductores y las principales
células germinales participantes en el proceso reproductivo (Thielley et al., 1993).
En el caso particular del género Pinctada, algunos aspectos del proceso
reproductivo son comunes para todos los miembros de dicho género, ya que
presentan ciclos reproductivos continuos y sincronia a lo largo del afio, asi como
variables periodos de actividad reproductiva y picos de desove (Tranter, 1958;
Chellam, 1987; Jamili et al., 1999; Pouvreau et al., 2000; Torres y Cruz, 2002).

Las principales diferencias se centran en la temporalidad con la que
ocurren los eventos de desove, mismos que dependen de la distribucidon
geografica latitudinal de cada especie (Saucedo y Southgate, 2008). Se ha
reportado que algunas especies de ostras pueden presentar hasta dos picos
maximos de desoves, como es el caso de P. albina (Tranter, 1958) y P. funcata
(Desai et al., 1979; Jamili et al., 1999). Sin embargo, P. mazatlanica (Saucedo y
Monteforte, 1997; Torres y Cruz, 2002) y P. margaritifera (Acosta y Southgate,
2005) presentan unicamente un pico de desove de mayor intensidad en los meses

calidos del afio cuando la temperatura oscila entre los 23 y los 30 °C.



Por otro lado, se ha reportado que los desoves de P. sterna, perteneciente al
género Pteria, se encuentran ligados a los periodos frios del afio, y que al igual
que las especies del género Pinctada, presentan desoves de menor intensidad de
forma continua durante todo el afo, con uno o dos desoves de mayor intensidad.
En Bahia de los Angeles los desoves ocurren en los meses de diciembre, febrero
y agosto (Hernandez-Diaz y Buckle-Ramirez, 1996), mientras que en las
cercanias a Guaymas, Sonora, se presenta un solo periodo de desove de marzo
a mayo, cuando la temperatura del agua varia de 19 a 22 °C (Arizmendi-Castillo,
1996). Por otro lado, en Bahia de la Paz los desoves se presentan durante enero-
febrero, con temperaturas de 20-22°C, no obstante, ocurre un segundo periodo de
desove en mayo, con temperaturas entre 23-25 °C (Saucedo y Monteforte, 1997).
En la laguna Ojo de Liebre Hernandez-Olalde et al., (2007) reportaron la
ocurrencia de desove de junio a septiembre, cuando la temperatura estuvo entre
los 23 y 25 °C, lo cual coincide con las temperaturas de desoves de esta especie
en la Bahia de La Paz (Saucedo y Monteforte, 1997).

Otra caracteristica tipica es el gonocorismo de las especies, lo cual significa
la presencia de sexos separados, asi como el hermafroditismo protandrico, que
implica que la primera madurez sexual sea del sexo masculino, cambiando
posteriormente al sexo femenino a una cierta talla/edad, en funcién de los
parametros ambientales. Esta condicion ha sido reportada para P sterna, el cual
ocurre a partir de los 50 mm de altura (Saucedo y Monteforte, 1997). Los autores
mencionan que en dicho cambio se pueden observar gametos femeninos como
masculinos en la misma gonada, los primeros en desarrollo y los segundos en
regresion o atrofia. Sin embargo, en caso de condiciones de estrés fisioldgico,
dadas por altas densidades de cultivo o por re-direccionamiento de energia
destinada al proceso reproductivo, podria presentarse un evento de protoginia, es
decir, una reversién de sexo de femenino a masculino, aunque es poco comun
(Tranter, 1958; Saucedo et al., 2002). En este sentido, existen excepciones a las
condiciones de hermafroditismo antes mencionada, por ejemplo P. maxima

presenta un hermafroditismo de tipo funcional ya que se ha reportado que ambos
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sexos maduran de manera simultanea, con porcentajes similares de gametos
maduros (Rose et al., 1990), mientras que P. funcata presenta una dominancia de

sexo femenino durante el ciclo gametogénico (Chellam, 1987).

El tiempo de madurez sexual varia entre cada especie y depende del tiempo
de vida y la talla de cada una. Se ha reportado que la ostra P. margaritifera,
cultivada en la laguna Takapoto, ubicado en las Polinesias francesas, presenta
maduracion sexual tardia al alcanzar la madurez sexual al final del primer afo de
vida, a una talla de altura de la concha de ~40 mm, caso similar se puede
observar en P. maxima la cual ocurre al superar los 110 mm de altura de la
concha (Rose et al., 1990; Pouvreau et al., 2000). La madurez sexual en algunas
especies puede superar el afio como en el caso particular de P. sterna la cual se
inicia a partir de los 17 meses de vida, cuando alcanza una talla de 39 mm de
altura de la concha. Otras especies pueden presentar madurez temprana, como es
el caso de P. albina y P. funcata, las cuales maduran sexualmente entre los 4y 8
meses de vida, siendo unas de las representantes mas pequefia del género
Pinctada (Tranter, 1958; Dasai, 1987).

Los ciclos reproductivos se encuentran estrechamente ligados con los
ciclos de almacenamiento y utilizacion de energia de los diferentes tejidos, los
cuales ayudan a sostener la gametogénesis cuando la disponibilidad de alimento
en el medio es baja. Estos varian de acuerdo a la influencia de diverso factores
exogenos y endogenos entre especies e incluso entre poblaciones de la misma
especie (Epp et al., 1988, Barber y Blake, 1991). En este sentido tanto la concha
nacar (P. sterna) como la madre perla (P. mazatlanica) presentan incrementos en
las reservan de proteinas y lipidos almacenados en el tejido conjuntivo durante el
proceso gametogénico, a la par con esto se ha demostrado que existen un
decremento en las concentraciones de proteinas en musculo de ambas especies y
unicamente en P. sterna se ha observado que existe un decremento también en la
glandula digestiva indicando una posible movilizacion para cubrir necesidades
energéticas durante el desarrollo gonadico. También, se ha demostrado que la

cantidad de energia de los tejidos somaticos (musculo, manto y glandula digestiva)
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decrece cuando la temperatura disminuye, presumiblemente debido a que las
temperaturas bajas (~21 °C) estimulan un movimiento de energia hacia la gonada,
mientras que las temperaturas elevadas (-~28.8°C) muestras un evento de
acumulacién en tejidos somaticos, asi como los minimos de energia en la gonada
(Vite-Garcia y Saucedo, 2008; Caceres-Puig et al., 2009).

En lo que respecta a la experimentacién bajo condiciones controladas de
laboratorio, se han realizado trabajos de induccion a la maduracion de
reproductores de P. sterna implementado diferentes tipos de dietas artificiales
elaboradas a base de cereales, en los cuales se han reportado hasta un 40 % de
desoves exitosos en machos alimentados con fécula de maiz (harina de germen).
Sin embargo, al integrar harian de arroz y fécula de maiz se ha logrado obtener
hasta un 100 de desoves (Avilés-Quevedo y Mazon-Suéastegui, 1989).
Experiencias similares ocurrieron con P. martensii, al implementar dietas
artificiales basadas en un alto contenido de carbohidratos, como es el caso de las
harinas (Kuwatani y Nishii, 1968). Se ha demostrado que la implementacion de
acidos grasos altamente saturados (microencapsulados de DHA) como
complemento de una dieta mixta de las microalgas Isochrysis galbana,
Chaetoceros gracilis y Pavloba salina, proporciéon 1:1:1, incrementan el desarrollo
gonadico, alcanzado hasta un 50% de organismos la fase de posdesoves y un

40% la fase de madurez (Hernandez-Lépez, 2012).

2.2. Relacion de latemperatura con los ciclos reproductivos

En los moluscos bivalvos, particularmente los que presentan distribucion
templada o subtropical, las fluctuaciones térmicas anuales del medio ambiente se
consideran uno de los principales detonantes de una serie de eventos
reproductivos involucrados en el inicio e interrupcidon de la gametogénesis,
maduracion y liberacion de gametos y reabsorcion de nutrientes (Gosling, 2003).
En la Laguna Ojo de Liebre (Baja California Sur) se ha observado que la almeja
mano de leén (Nodipecten subnodosus), presenta su maxima actividad de la
gametogénesis y periodo de desove, cuando las temperaturas del agua son las
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mas altas, las cuales corresponden a los meses de agosto a octubre,
posteriormente, durante los meses frios (noviembre a mayo) la gonada entra en
una fase de recuperacion (Ramirez-Castillo, 2003; Arellano-Martinez, 2004a). Asi
mismo, la temperatura puede influir en el transporte de reservas, como se ha
reportado para la almeja Argopecten ventricosus, donde la disminucion de la
temperatura favorece al transporte de reservas desde el musculo abductor a la

gonada (Villalejo-Fuerte y Ceballos-Vazquez, 1996).

En Crassostrea gigas las temperaturas altas (19°C) de verano en la Bahia
de Marennes Oléron (Francia) regulan el tiempo y velocidad de los eventos
reproductivos de los macho, dando como resultado un rapido desarrollo
gametogénico y mas de un desove al ano. (Pardo-Fernandez et al., 2002,
Enriquez-Diaz et al., 2009). Para esta misma especie se evalué en condiciones
controladas el ciclo reproductivo en un periodo anual, sugiriendo el efecto de la
temperatura como un acelerador en la proliferacion de gonias y obtencion de
organismos maduros al realizar simulaciones invernales (8-11 °C) (Fabioux et al.,
2005). Este resultado se obtuvo sin importar el estado fisiologico inicial de las
ostras en experimentacion, y permitié asegurar la produccion de gametos durante
un afo completo, incluso en el periodo de descanso natural de la especie en

otono.

Otros trabajos realizados en laboratorio han logrado obtener maduracién
gonadica de moluscos en condiciones controladas de laboratorio, manteniendo
temperaturas estables y suministrando una dieta de alimento adecuada. La idea
de maduracion de organismos a temperatura estable, se basa en el supuesto de
evitar que parte de la energia destinada a la reproduccién se desvie a procesos de
compensaciones fisioldgicas, lo cual sucede cuando la temperatura es variable o
desfavorable. La almeja N. subnodosus ha sido sometida a temperaturas
constantes de 24 °C y un suministro continuo de microalgas, con lo cual se ha
obtenido madurez gonadica (Villavicencio, 1997). También, se han obtenido
organismos reproductivamente maduros e incluso con desoves prematuros al

emplear dichas temperaturas estables (Sicard-Gonzalez et al., 2006). Sin
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embargo, se ha reportado que dichos tratamientos térmicos estables aunque
generan un rapido crecimiento gonadico y un rapido desarrollo gametogénico
asincronico, también provocan una pérdida de peso corporal y una alta produccion
de ovocitos pero con bajo crecimiento (Lopez-Sanchez, et al., 2009). Contrario a
esto, en Atrina maura se ha observado que a una temperatura constante de 20 °C
genera un aumento de talla de los ovocitos, asi como una mayor cantidad de
triglicéridos almacenados en tanto que temperaturas constantes de 25 y 30 °C,

propician una gran numero de ovocitos atrésicos (Rodriguez-Jaramillo, 2004)

Las fluctuaciones térmicas han sido consideradas dentro de los trabajos
experimentales, con el fin de igualar las condiciones ambientales naturales, de
manera que incrementos graduales u oscilantes han generado resultados
satisfactorios en la maduracion de moluscos bivalvos, tal es el caso de N.
subnodosus (Gutiérrez-Villasefior y Chi-Barragan, 1997; Robles-Mungaray, 2001;
Villegas-Carrasco, 2004; Sicard-Gonzalez et al., 2006; Lopez-Sanchez, et al.,
2009), P. mazatlanica (Saucedo et al., 2001), C. gigas (Chavez-Villalba et al.,
2002) A. purpuratus (Martinez y Pérez, 2003). En la almeja N. subnodosus se
observé que las temperaturas crecientes (de 17 a 21 °C) en un periodo de 20 dias,
con una alimentacion de 8.0 x 104 cel/mL de 1. galbana, C. gracilis, C. calcitrans y
Dunaliela tertiolecta, pueden estimular la maduracion gonadica (Robles-Mungaray,
2001). También se ha observado que ejemplares de esta especie con gonadas en
fase inicial de madurez y mantenidos a temperaturas oscilantes en laboratorio (23
+ 5 °C en 24 h), desovaron masivamente a los 16 dias de iniciado el experimento,
mientras que otros mantenidos a temperatura estable (23 °C) no muestran el

mismo efecto (Maeda-Martinez, 2003).

Por lo anterior, han surgido trabajos comparativos usando temperaturas
estables ascendentes y oscilantes para la maduracion gonadica, los cuales han
demostrado resultados variables, dadas las exigencias de cada especie en el
proceso reproductivo. Para P. mazatlanica se realizaron simulaciones entre
temperaturas constantes (20, 24 y 28 °C) y ascendentes (de 20 a 29 °C), con fines

de acondicionamiento reproductivo, dando como resultado que tanto el régimen de
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temperaturas constantes (24 °C) como el ascendente, favorecen una mayor
proporcién de organismos maduros, un mayor numero y tamafo de ovocitos
postvitelogénicos, asi como mayores indices gonadicos (Saucedo et al., 2001). En
contraste, se ha reportado que la almeja A. purpuratus en condiciones de
temperatura estable (15°C), muestra un mayor porcentaje de organismos en etapa
de desove y los mas altos valores del indice gonadosomatico, mientras que los
organismos sometidos a temperatura ascendente (de 15 a 19 °C) y descendente
(de 19 a 15 °C), mostraron una mayor variabilidad en la madurez ovocitaria de la
especie (Martinez y Pérez, 2003). La exposicion a temperaturas oscilantes puede
potenciar el crecimiento de la almeja mano de ledn (Sicard-Gonzalez et al., 2006),
mientras que los tratamientos de oscilaciones térmicas de baja amplitud
contribuyen a un incremento del peso humedo, a un lento crecimiento gonadico,
asi como a un rapido desarrollo gametogénico con sincronia y una baja
produccién de ovocitos pero con alto crecimiento de los mismos (Lépez-Sanchez,
et al., 2009).
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3. HIPOTESIS

Dada la importancia de la temperatura del agua como factor regulador de
la reproduccién de los moluscos bivalvos marinos, se espera entonces que al
aplicar diferentes regimenes térmicos (ascendente, descendente, oscilante y
constante), la condicion de los organismos, asi como el grado de desarrollo y
composicion bioquimica de la gonada vy tejidos somaticos variaran

significativamente entre tratamientos.
4. JUSTIFICACION

Uno de los principales problemas en la maduracion de la ostra perlera P.
sterna en condiciones de laboratorio es la limitada informacion acerca de las
variables ambientales a controlar, principalmente la temperatura y calidad de
alimento. La importancia de dichas variables radica en el efecto directo que tienen
en los procesos fisiologicos de almacenamiento y utilizacion de reservas

energéticas durante la maduracion de los organismos.

Por lo tanto, resulta indispensable definir los requerimientos
fundamentales en el acondicionamiento de reproductores de P. sterna en
condiciones de laboratorio. En este sentido, en el presente estudio se pretende
establecer un régimen térmico adecuado para lograr una maduracion exitosa de
reproductores de P. sterna y de esta manera establecer las bases en el desarrollo
e innovacion de zootecnias eficientes para el acondicionamiento gonadico de
reproductores (maduracion) y con esto poder garantizar en un futuro la produccion
continua de semillas (juveniles) que abastezca la demanda en la industria perlera

en México.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

e Evaluar el efecto de diversos regimenes térmicos sobre el desarrollo y
composicion de la gonada y tejidos somaticos relacionados con la

gametogénesis de la concha nacar P. sterna en el laboratorio.
5.2. Objetivos particulares

e Evaluar el grado de desarrollo de la gonada de P. sterna por medio de
analisis histologicos y su relacion con las variaciones de los indices de
condicion e indice de tejido gonadal, en funcién al efecto de los diferentes
regimenes térmicos aplicados.

e Evaluar el proceso de almacenamiento de reservas energéticas de P.
sterna, por medio de analisis histoquimicos y bioquimicos de la gonada y
tejidos somaticos, en funcién de los diferentes regimenes térmicos
aplicados.

e Evaluar el posible estrés fisiologico de los organismos debido a la

termorregulacion.
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6. METODOLOGIA
6.1. Recoleccion y aclimatacion de organismos

Se recolectaron de las instalaciones de cultivo submarino del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR) ubicada en la Caleta El Merito,
Bahia de La Paz, B.C.S. (24 °16'N y 110° 19'W) (Fig. 1) un total de 132
organismos adultos de P. sterna. La recolecta de los organismos se realizo en el
mes de junio del 2008, considerando que los organismos se encontraban fuera de
la temporada reproductiva (Saucedo y Monteforte, 1997). Los ejemplares se
trasladaron al Laboratorio de Ecofisiologia del CIBNOR para su aclimatacion, para
lo cual fueron colocados en contenedores de plastico de 70L, provistos de agua de
mar filtrada a 1 ym y esterilizada por luz UV, asi como de aireacion a una
temperatura de 24 + 1°C y fotoperiodo a 12h:12 h de luz y oscuridad durante dos
semanas. Se utilizaron 10 contenedores, y en cada uno se colocaron 12
organismos, los cuales fueron alimentados con un flujo constante de una mezcla

de microalgas Isochrisis galbana, Pavlova salina y Chaetoceros gracilis en

proporcion 1:1:1 en cuanto a numero de células.

Figura 1. Localizacion del area de recolecta de reproductores de P. sterna, Bahia de La Paz, BCS.



6.2. Disefo experimental

Una vez concluida la fase de aclimatacién, los organismos fueron
sometidos a cinco tratamientos térmicos en los que se simularon diferentes tipos
de regimenes térmicos como se menciona a continuacion. En cada tratamiento se

conservaron las mismas caracteristicas de la aclimatacién previamente descritas.
Los regimenes térmicos experimentales a evaluar fueron:

1) Temperatura constante (C): a razon de 22°C por 34 dias— Grupo control.

2) Temperatura ascendente (A): se incrementd gradualmente de 19 a 27°C a
razén de 2°C cada semana durante 34 dias.

3) Temperatura descendente (D): se disminuyé gradualmente de 27 a 19°C a
razon de 2°C cada semana durante 34 dias.

4) Temperatura oscilante (O1): variaciones de 21 + 1°C (2 ciclos/12h) durante 34
dias.

5) Temperatura oscilante (O2): variaciones de 22 + 2°C (1 ciclo/24h) durante 34

dias.

Cada régimen térmico se aplico por duplicado. Los regimenes térmicos
iniciales (1, 2 y 3) se controlaron con calentadores sumergibles de 300 W. Para
regular los regimenes térmicos oscilantes (4 y 5) se utilizé el Simulador Térmico
Marino Automatizado (SITMA) (Fig. 2), cuyo funcionamiento se describe en el
Anexo |.
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Figura 2. Unidades experimentales SITMA para reproductores de P. sterna.

6.3. Muestreo

Al inicio del experimento (Tp) se tomd una muestra representativa de 12
ostras, las cuales sirvieron como control. Estas fueron medidas para registrar la
altura y longitud de la concha (precision 0.1 mm), asi como el peso humedo total
con concha, peso total sin concha y peso del musculo aductor (precision 0.01 g).
Ello con el fin de poder determinar el indice de condicion (IC) e indice de
rendimiento muscular (IRM) (ver seccién 5.4.) (Fig. 3A). A su vez, se recolectaron
muestras de gonada, glandula digestiva y musculo (Fig. 3B), de las cuales, una
muestra del tejido gonadico se fijo en solucion Davidson por 48 h para su posterior
analisis histolégico e histoquimico (ver seccion 5.5 y 5.6) y muestras adicionales
de la gonada y tejidos restantes se conservaron a —80 °C para los analisis
bioquimicos (ver seccion 5.7). Posteriormente, se realizaron otros dos muestreos
para la recolecta de tejidos, uno a los 17 dias (T4) y otro a los 34 dias (T2),
siguiendo la misma metodologia antes mencionada. En ambos casos, se
recolectaron seis ostras por réplica de cada tratamiento experimental.
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andula digestiva y
Gonada

Figura 3. Biometria (A) y diseccion (B) de organismos experimentales de P. sterna, para obtener
muestras de tejidos para histologia, histoquimica y analisis bioquimico.

6.4. Determinacion de la condicién general de los organismos

Los datos biométricos previamente obtenidos en cada tiempo de muestreo
(0, 17 y 34 dias) se utilizaron para realizar el calculo del indice de Condicién (IC) e
indice de Rendimiento Muscular (IRM) (Villalejo-Fuerte y Ceballos-Vazquez, 1996)

de la siguiente forma:

IC = PMVX 100 IRM = bM X100
~ PC ~ PSC
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Donde:

PMV=Peso de la masa visceral (g); PM=Peso de musculo aductor (g); PC=Peso

del organismos con concha (g) y PSC=Peso del organismos sin concha (g).

6.5. Analisis histoldgicos

Las muestras de génadas previamente fijadas en solucion Davidson, se
procesaron siguiendo las técnicas histolégicas propuestas por Howard y Smith
(1983). Estas consisten en deshidratar los tejidos en alcoholes de concentracion
ascendente (70 a 100%), y posteriormente incluirlas en Paraplast-TX® y cortarlas
a 4 ym en un micrétomo de rotacion (Leica RM 2155) (ver, anexo Il). Los cortes
histologicos fueron tefiidos por contraste con la técnica de hematoxilina-eosina (H-
E) (Humason, 1979) (ver, anexo lll). Las laminillas previamente tefidas se
digitalizaron en tres campos visuales en alta resolucion (3600 dpi; 3465x5184
pixeles) tomados al azar en aumentos de 10x y 20X, empleando un sistema de
analisis digital de imagenes, el cual esta integrado por un microscopio compuesto
(Olympus BX50), una camara digital (Coolsnap-Pro) y una computadora Pentium
Il que contenia el programa Image Pro Plus® (version 6.0, Media Cybernetics,
E.U.A.).

Los estadios de desarrollo gonadico se designaron siguiendo la
clasificacion para ostras perleras propuesta por Tranter (1958a, b), con
modificaciones propuestas por Saucedo y Monteforte (1997) y Saucedo et al.
(2002) en cuanto al numero de estadios. Los estadios de desarrollo gonadal
considerados fueron: 1) indiferenciado, 2) desarrollo, 3) madurez, 4) desove

parcial y 5) post-desove o reabsorcion de gametos (ver anexo V).

Las imagenes digitales de las génadas fueron utilizadas para calcular el
indice de tejido gonadico (ITG), propuesto por Rodriguez-Jaramillo et al. (2006), el
cual sirve para estimar el grado de cobertura de la gonada con respecto al tejido
somatico (Fig. 4). El procesamiento de las imagenes se realiz6 también con el
programa Image Pro Plus. En este caso utilizando el cursor de la computadora
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para realizar la seleccion de las areas correspondientes al tejido gonadico y

posteriormente se aplicé la siguiente férmula:

ITG = ACG X 100
" ATI

Donde:

ACG= area de cobertura de la génada (um?) y ATI= area total de la imagen (um?)

Figura 4. Microfotografias de cortes histolégicos de génada de P. sterna: A) tejido gonadico; B) la
zona roja indica el tejido gonadico seleccion utilizada para el calculo del indice de tejido gonadico
(ITG).

6.6. Andlisis histoquimicos

Para los analisis histoquimicos, las muestras de génada-glandula digestiva
fueron tefiidas con tres colorantes especificos sensibles a carbohidratos y mucinas
(Azul Alciano Pas, ver anexo V), lipidos (Sudan Negro B, ver anexo VI) y
lipofucsinas (Carbol fucsina, ver anexo VII). Las laminillas previamente tefiidas se
digitalizaron en tres campos visuales tomados al azar, considerando tres tipos de
tejidos (génada, glandula digestiva y tejido conjuntivo) (Fig. 5A), cada uno fue
digitalizado en alta resolucion (3600 dpi; 3465%5184 pixeles) (20X) con el sistema

de analisis digital de imagenes antes descrito.

Las imagenes fueron segmentadas de manera manual eligiendo los
pixeles en tonalidades de colores de acuerdo a la tincion realizada, para la
cuantificacién de carbohidratos y mucinas (Azul Alciano Pas) (Fig. 5B). La
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segmentacion se realizé en los colores que varian entre azul, magenta y azul
oscuro, es decir, en las tonalidades de pixeles de tonos magenta-rosa. En el caso
de los lipidos (Sudan Negro B) (Fig. 5C), los tonos de las imagenes variaron entre
gris, azul oscuro y negro, y para realizar la cuantificacion se segmentaron los
pixeles mas oscuros entre tonalidades de negro-azul. Para la tincion de
lipofucsinas (Carbol fucsina) (Fig. 5D) las tonalidades obtenidas fueron amarillo y

rojo-pardo, siendo este ultimo color el seleccionado para cuantificar lipofucsinas.

Una vez finalizada la segmentacion de las tonalidades correspondiente a
cada tincién, el programa genero el calculo del area de los pixeles seleccionados
en cada fotografia (um?), y posteriormente se realizé el calculo de una media de
los tres campos visuales tomados al azar para cada fotografia. Los datos
obtenidos se utilizaron para la determinacién del indice glucidico (IG), indice
lipidico (IL) e indice de lipofucsinas (ILF). Para ello, se utilizaron las formulas
estandarizadas por Rodriguez-Jaramillo (2004, 2008):

IG = ACCX 100
T ATI

IL = ACLX 100 ILF = ACLFX 100
T ATI T ATI

Donde:

ACC= area de cobertura de carbohidratos (um?); ACL= &area de cobertura de
lipidos (um?); ACLF=area de cobertura de lipofucsinas (um?) y ATI= area total de

la imagen (um?).
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Figura 5. Microfotografias de cortes histolégicos (20X) de P. sterna: A) secciones de tejidos
utilizadas para realizar los analisis histoquimicos (TCL= Tejido conjuntivo laxo; TCG= Tejido
conjuntivo adipogranular); B) tinciéon Azul Alciano PAS para identificacion de carbohidratos en
glandula digestiva; C) tincién Sudan Negro B para identificacién de lipidos en glandula digestiva y
D) tincion Carbol fucsina para identificacion de lipofucsinas en tejido conjuntivo.

6.7. Andlisis bioquimicos

Las muestras de tejidos preservadas inicialmente a -80 °C (godnada,
musculo y glandula digestiva) fueron pesadas (0.1 g de precision) y liofilizadas
para obtener su peso seco. Posteriormente se rehidrataron en 1.0 mL de solucion
salina (NaCL 35 %), para realizar el homogenado de la muestra y la obtencién del
extracto crudo de cada tejido. Los extractos fueron utilizados para la determinacion
de la concentracion de carbohidratos totales utilizando la técnica de Van Handel
(1965) (ver anexo VIII), proteinas totales por el método BCA (acido bicinconinico)

(ver anexo IX) y determinacion de lipidos totales con la técnica de la
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sulfofosfovainillina (Barnes y Blacktock, 1973) (ver anexo X). Todas las técnicas
fueron adaptadas a lectura en microplaca para utilizar cantidades pequenas y
posteriormente, fueron leidas en un espectrofotometro de microplacas a 620 nm,

595 nm y 560 nm, para carbohidratos, proteinas y lipidos, respectivamente.
6.8. Andlisis estadisticos

Para inferir la normalidad de los datos (altura y longitud, asi como el peso
huamedo total de la concha de los organismos), en cada muestreo se realizé una
prueba de Kolmogorov-Smirnof y de homogeneidad de varianzas de Levene. A
pesar de que las pruebas confirmaron la normalidad de los datos (ver resultados
seccion 8.1), se procedié a realizar una prueba no parameétrica (Kruskal-Wallis)
(Sokal y Rohlf, 1982), debido a que el tamafio de muestra utilizado por tratamiento
fue pequeno (n= 6 organismos/tratamiento/réplica). Esto se realizé con el
proposito de detectar diferencias significativas en los indices de condicion y de
rendimiento muscular de los organismos (IC, IRM), composiciéon bioquimica de los
tejidos (carbohidratos, proteinas, lipidos) e indices histoquimicos (IL, IG, ILF) en
funcion de los regimenes térmicos evaluados. Dichos analisis se realizaron por
separado para cada tiempo de muestreo (17 dias y 34 dias). En caso necesario,
se aplicaron pruebas de comparacién multiple de medias de rangos para
jerarquizar dichas diferencias. Los analisis antes mencionados fueron aplicados
exclusivamente en machos, ya que en hembras el numero limitado de organismos
no permitié la realizacion de ningun tipo de prueba estadistica. Los datos fueron
analizados con el programa STATISTICA 7 (StatSoft Inc., E.U.A.). En todos los
casos el nivel de significancia se fij6 en P < 0.05. Para la elaboracion de los

graficos se utilizé el programa Slide Write (Version 5.0-Bit, E.U.A).
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7. RESULTADOS
7.1. Andlisis inicial de tallas de los organismos

Se observo que los organismos sometidos a experimentacion asi como la
muestra inicial (tp) presentaron una distribucion normal de tallas (altura y longitud

de la concha) y peso humedo total (Tabla 1).

Tabla 1. Promedio de tallas (altura y longitud de la concha) y peso de los organismos de P. sterna
sometidos a experimentacion, asi como muestra inicial. Des. Est.= Desviacion estandar; K-S=
Kolmogorov-Smirnov.

Variable Media Des. Est. K-S Levene
Altura 84.88 5.87 P>0.20 P>0.20
Longitud 81.86 9.82 P>0.20 P>0.20
Peso
humedo 135.65 29.02 P>0.20 P>0.20
total

7.2. Condicion general de los organismos

Los resultados derivados del analisis de la variacién del IC entre
tratamientos muestran un patron ascendente a la mitad del experimento con
respecto al valor inicial (24%) (Figura 6). El valor mas alto se registré en el
tratamiento O2 (38.22%), seguido del tratamiento C o grupo control (36.63%) o
grupo control, mientras que el tratamiento con menor incremento del Cl fue el O1
(33.61%). Al finalizar el experimento los valores del IC no tuvieron variacion con
respecto a lo registrado a la mitad del experimento, siendo los tratamientos D y
02 los que presentaron mayores valores de IC (38.33% y 37.38%,
respectivamente). Por el contrario, el tratamiento O1 present6 el menor valor de
IC (35.3%). Dichas variaciones no fueron significativas entre tratamientos a la
mitad (H=5.79, p=0.214) y final del experimento (H=6.41, p=0.170).
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Figura 6. Variaciones del indice de Condicion (IC) de organismos de P. sterna en funcién de los
diferentes regimenes térmicos aplicados en laboratorio. Tratamientos: O1= Oscilante 21 + 1; 02
=Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente 20 °C a 28
°C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C.

Los resultados del IRM (Fig. 7) muestran un decremento en los valores a
la mitad del experimento en relacioén al valor inicial (6.35%). Los tratamientos O2
y A (5.58% y 5.01%, respectivamente) presentaron el mayor valor de IRM a mitad
del experimento, en tanto que el tratamiento D presentd los valores mas bajos
(3.79%). Dichos variaciones fueron significativas entre tratamientos (H=9.37,
p=0.052) a la mitad del experimento. Al finalizar el mismo los tratamientos con
valores mas altos del IRM fueron el Cy D (4.61% y 4.33% respectivamente) y el
tratamiento con menor valor fue el O2 (3.73%), que mostré un descenso con
respecto a valor medio del experimento. En este caso las diferencias en el IRM

no fueron significativas entre tratamientos (H=3.58, p=0.464).
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Figura 7. Variaciones del indice de Rendimiento Muscular (IRM) de organismos de P. sterna en
funcion de los diferentes regimenes térmicos aplicados en laboratorio. Tratamientos: O1= Oscilante
21 £ 1; 02 =Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente
20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C.
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7.3. Andlisis histolégico y digital de imagenes
7.3.1 Proporcién sexual y desarrollo gonadico de los organismos

La proporcion sexual en la muestra inicial del experimento indicé que mas
del 50.5% eran machos, 22.2% hembras y 22.2% organismos indiferenciados (Fig.
8). A la mitad del experimento, se observé un mayor porcentaje de machos en la
mayoria de los tratamientos, particularmente el O2 (75%), seguido de organismos
indiferenciados (tratamiento O2 con un 54%). Sin embargo, hubo una ausencia
total de hembras en dos tratamientos (02 y A) y porcentajes bajos en el
tratamiento D (9%). Al final del experimento nuevamente hubo una mayor
presencia de machos, particularmente en los tratamientos O2, D y A (mayor de
60%), en tanto que el porcentaje de organismos indiferenciados al final del
experimento fue mayor al 30% (O1, O2, D y C). El porcentaje de hembras fue del
16% en los tratamientos O1 y A, asi mismo se encontré ausencia de hembras en

los tratamientos O2 y D.
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Figura 8. Proporcidon de sexos de P. sterna en funcién de los diferentes regimenes térmicos
aplicados en laboratorio. Tratamientos: O1= Oscilante 21 £+ 1; 02 =Oscilante 22 + 2°C; D=
Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente 20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C=
Grupo control: Constante 22 °C.

Al iniciar el experimento el 100% de las hembras estaban en estadio de
desarrollo (Fig. 9). A la mitad del experimento, el tratamiento D presenté un 100%
de hembras en madurez y el tratamiento O1 un 50% de organismos en estadio de
desarrollo y el otro 50% en madurez. Hubo una ausencia de hembras en los
tratamientos O2 y A. Al final del experimento, en el tratamiento A predominaron los
organismos en desoves parciales (100%), en tanto que en el tratamiento C se
presento un el 100% de organismo en estadio de madurez. Una descripcion
detallada de los cambios citoldgicos de las goénadas femeninas se presentan en el
Anexo IV (Fig. 22).

En el caso de los machos, al iniciar el experimento el 100% de organismos
se encontraban en estadio de desarrollo (Fig. 9). A la mitad del experimento se
observd un porcentaje <50% de organismos en estadio de madurez en los

tratamientos O1 y O2, con una frecuencia de desoves parciales y posdesoves

26



<30%. Al final del experimento se encontraron organismos en desove parcial y
posdesove en todos los tratamientos, particularmente en el tratamiento A (~33% y
~66%, respectivamente). Los tratamientos O1 y A presentaron un desarrollo
similar (33% en posdesove y 50% de desove parcial). Una descripcion detallada
de los cambios citoldgicos de las gonadas masculinas se presentan en el Anexo D
(Fig. 23).
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Figura 9. Estadios de desarrollo gonadico de hembras y machos de P. sterna en funcion de los
diferentes regimenes térmicos aplicados en laboratorio. Tratamientos: O1= Oscilante 21 + 1; 02
=Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente 20 °C a 28
°C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C. DES= Desarrollo; MAD= Madurez; DP=
Desove parcial; PD= Posdesove.

La observacion de laminillas histolégicas reveld la presencia de dos
individuos hermafroditas en el tratamiento inicial; en el primer caso (Fig. 10A) se

aprecia que el sexo en regresion es el femenino, y el que esta en desarrollo es el
28



masculino, lo que indica que se trata de un hermafroditismo secuencial, es decir,
un segundo cambio de sexo de hembra a macho. En el segundo caso (Fig. 10B),
el sexo en regresion es el masculino, mientras que el femenino se encontraba en
desarrollo, dado que los espermatozoides residuales llenan el lumen y los ovocitos

en nutricion estan adheridos a la pared folicular y en estado atrésico.

29



Figura 10. Microfotografias de unas génadas (20X) de P. sterna tefiida con hematoxilina-eosina en
la cual se observa hermafroditismo: A) Desove de macho y desarrollo de hembra; B) Desarrollo de
macho y desarrollo inicial de hembra. El corte corresponde a un organismo de la muestra inicial. E=
Espermatozoide; ER= Espermatozoide residual; OVA= Ovocitos vitelogénicos atresico; OPRA=
Ovocito previtelogénico atresico y OPR= Ovocito previtelogénico.

7.3.2. indice de tejido gonadico

En las hembras, se observaron valores que superan el 55% de cobertura
gonadica al inicio del experimento (Fig. 11). A mediados del experimento los
valores del ITG disminuyeron en la mayoria de los tratamientos experimentales,
siendo el tratamiento D el unico que presentd un valor superior al inicial (<57.4%).
Al final, los valores del ITG fueron >32% en todos los tratamientos, particularmente
el A (~17%). Los valores del ITG para machos inicialmente fueron superiores al
40%, aunque a la mitad estos disminuyeron con excepcién del tratamiento O2 que
mostré un incremento <40%. Al final del experimento el mayor valor se encontré
en el tratamiento O2 (~33%) y el valor mas bajo en el tratamiento A (~11%).
Dichas variaciones no fueron significativas entre tratamientos a mediados (H=6.22,
p= 0.183), ni al final del experimento ( H=4.70, p=0.318).
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Figura 11. Variaciones temporales en el indice de Tejido Gonadico (ITG) de hembras y Machos de
P. sterna en funcion de los diferentes regimenes térmicos aplicados en laboratorio. Tratamientos:
O1= Oscilante 21 = 1; 02 =Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A=
Ascendente 20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C. Se muestran las
medias + error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P<
0.05) después de Kruskal-Wallis.
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7.4. Analisis bioquimico
7.4.1. Génada

En la Tabla 2 se observa que las concentraciones de carbohidratos de la
gbénada de machos disminuyeron significativamente en todos los tratamientos con
respecto al valor inicial (~23.46 + 4.53 mg g™') (H=8.11, p=0.01), en tanto que las
variaciones en las concentraciones de proteinas y lipidos no fueron significativas
en ningun tratamiento con respecto al tiempo (H=1.19, p=0.55; H=1.53, p=0.46,
respectivamente). También se observaron diferencias significativa entre las
concentraciones de carbohidratos entre tratamientos a la mitad (H=11.67, p=0.00)
y al final del experimento (H=12.42, p=0.01). El tratamiento A presento el valor
maximo (~10.82 + 1.44 mg g') a la mitad del experimento, mientras que el
tratamiento D (~18.48 + 3.69 mg g') al concluir el experimento (Fig. 12). Por el
contrario, las variaciones en la concentracién de lipidos y proteinas no fueron
significativas entre tratamientos, ni a la mitad (H=3.44, p=0.4859; H=3.92,
p=0.416, respectivamente) y al final del experimento (H=8.12, p=0.087; H=3.51,
p=0.476, respectivamente).

En las hembras, el valor inicial de carbohidratos de la génada (~15.9 *
1.94 mg g') fue menor al encontrado para los machos. Los lipidos y proteinas, por
el contrario, fueron mayores en las hembras que los observados en machos, con
un valor inicial de ~57.34 + 1755 mg g' y ~404.93 + 80.75 mg g,
respectivamente, el tratamiento D alcanzo el valor maximo de lipidos a la mitad del
experimento (~78.71 mg g'). Al final las concentraciones de lipidos se
incrementaron, particularmente en los tratamientos O1y C (~151.1 + 14.34 mg g™,
~147.30 mg g™, respectivamente), en tanto que en el tratamiento C se presento el
valor mas alto de proteinas a la mitad y al final del experimento (~541.42 + 106.09

mg g'; ~643.07 mg g™, respectivamente) (Fig. 12).
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Tabla 2.Variacién de la composicion bioquimica de la génada de machos en funcion al tiempo de
exposicion de cada tratamiento térmico aplicado. Tratamientos: O1= Oscilante 21 = 1; 02
=Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente 20 °C a 28
°C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C. Se muestran las medias * error estandar.
Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05) después de Kruskal-

Wallis.
Carbohidratos Lipidos Proteinas
Tejido Tratamientos Tiempo mg g-1
To 23.46+4.53°  50.61+7.06°  504.15+66.38
01 T 10.8+1.94° 50.96+13.7%  578.87+54.55°
T, 12.18+2.89% 39.17+4.34°  617.93+59.54°
To 23.46+4.53°  50.61+7.06°  504.15+66.38
02 T4 6.87+0.742 34.52+4.022 585.06+44.8%
T, 12.63+2.44° 43.38+2.67% 504.17+47.92°
To 23.46+4.53°  50.61+7.06°  504.15+66.38
Goénada D T4 10.07+0.87° 39.62+5.29% 506.35+44 .22
T, 18.48+3.7% 31.39+3.35* 502.88+61.89°
To 23.46+4.53°  50.61+7.06°  504.15+66.38
A T4 10.82+1.44° 36.93+3.3° 629.55+30.84°
T, 16.81+1.46®  41.71+5.92° 508.82+61.43°
To 23.46+4.53°  50.61+7.06°  504.15+66.38
C T 9.09+0.8% 47.60+5.5°  553.26+64.88°
T, 8.53+1.03° 53.51+7.122 513.6+64.12°2
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Figura 12. Variaciones en el contenido de carbohidratos, lipidos y proteinas de la génada de
reproductores de P. sterna en funcidon de los diferentes regimenes térmicos aplicados en
laboratorio. Tratamientos: O1= Oscilante 21 + 1; O2 =Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a
19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente 20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante
22 °C. Se muestran las medias * error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas
entre tratamientos (P< 0.05) después de Kruskal-Wallis.
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7.4.2. Glandula digestiva

La concentracién de carbohidratos encontrada en la glandula digestiva de
machos presentdé una disminucion significativa en los tratamientos A y C con
respecto al valor inicial (~63.28 + 3.69 mg g"') (H=13.41, p=0.00). En cuanto al
contenido de lipidos se observé una disminucién significativa en los tratamientos A
y O1 (H=6.59, p=0.03; H=8.01, p=0.01, respectivamente). El contenido de
proteinas fue significativamente diferente unicamente en el tratamiento O1 con
respecto al muestreo inicial (~279.19 + 7.67 mg g') (H=8.10, p=0.01) (Tabla 3). Al
realizar la comparacion entre tratamientos, se encontraron diferencias
significativas en la concentracion de carbohidratos a la mitad del experimento
(H=21.75, p=0.00), mas no al finalizar (H=17.26, p=0.00). El tratamiento O1
genero valor mas alto a la mitad del experimento (~56.66 + 3.24 mg g™'), en tanto
que el tratamiento C el valor minimo de carbohidratos (~38.48 + 2.23 mg g™'). Por
otro lado, la concentracion de lipidos no fue significativamente diferente entre
tratamientos ni a la mitad (H=7.99, p=0.091), ni al final del experimento (H=3.18,
p=0.527), en tanto que en la concentracion de proteinas vario significativamente
en los dos periodos de muestreo (H=18.25, p=0.00; H=17.61, p=0.00,
respectivamente) (Fig. 13), siendo el tratamiento O2 el que present6 el valor
maximo de proteinas (~333.67 + 23.79 mg g') a la mitad del experimento, y el
tratamiento O2 al concluir el mismo (~330.33 + 23.21 mg g'1). En ambos casos el
tratamiento A present6 la minima concentracion de proteinas (~255.43 + 8.64 mg

g'1; ~233.93 £ 17.08 mg g'1, respectivamente)

Las hembras mostraron valores iniciales minimos de carbohidratos
(~61.75 + 1.77 mg g') con respecto a los reportados para machos. En contraste,
las concentraciones iniciales de lipidos y proteinas (~404 + 28 mg g'; ~281.41 +
10.41 mg g, respectivamente) fueron superiores a las reportadas para los
machos. A la mitad del experimento los valores de carbohidratos, lipidos y
proteinas se incrementaron, siendo el tratamiento D el que presenté el valor

maximo para carbohidratos (~74.82 mg g') a la mitad del experimento, en tanto
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que al finalizar, el tratamiento O1 fue el que presentd el valor mas alto (~52.35 +
1.44 mg g™"). De igual manera el tratamiento O1 presento los valores maximos de
lipidos y proteinas en glandula digestiva a la mitad del experimento (~488.76 +
134.39 mg g'; ~33241 + 4.41 mg g respectivamente), pero al final las
concentraciones de proteinas disminuyeron en todos los tratamientos, aqui, el
tratamiento O1 presentd el maximo valor de proteinas (~298.60 + 4.62 mg g™).

Tabla 3. Variaciones de la composicion bioquimica de la glandula digestiva en funcién al tiempo de
exposicion de cada tratamiento térmico aplicado. Tratamientos: O1= Oscilante 21 = 1; 02
=Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente 20 °C a 28

°C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C. Se muestran las medias * error estandar.
Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05) después de Kruskal-

Wallis.

Carbohidratos Lipidos Proteinas

Tejido  Tratamientos Tiempo mg g-1
T,  6328t3.59° 275.37:38.44° 279.19+7.67°
01 T, 56.67+3.24°  289.49+21.03" 321.97+11.24°
T,  51.07£3.42"  246.05:41.87% 330.34+23.21°
T,  6328t3.59° 27537+38.44° 279.1947.67°
02 T,  54.36:336° 319.97437.35° 333.64123.79°
T,  5864:4.06° 310.56:37.86° 320.1+29.75°
63.28+3.50°  275.37+38.44° 279.19:7.67°

To

gg‘:gw: T, 54.91#392°  22520+3553° 297.56+14.86°
T,  5577+269° 191.00:29.43" 277.47+12.6°
To 63.28+3.59°  275.37438.44™ 279.19+7.67°
A T, 41.28£3.1%  292.10+27.32° 255.43+8.65%
T,  4341:267° 166.31:33.36° 231.43+12.13°
T,  6328:3.59° 275.37:38.44° 279.1947.67°
c T,  3848:223"  280.13:54.38° 266.59+8.62°
T,  4245:2.84° 216.63:45.80° 233.93+17.08°
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Figura 13. Variaciones en el contenido de carbohidratos, lipidos y proteinas de la glandula
digestiva de machos de P. sterna en funcion de los diferentes regimenes térmicos aplicados en
laboratorio. Tratamientos: O1= Oscilante 21 £ 1; O2 =Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a
19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente 20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante
22 °C. Se muestran las medias * error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas
entre tratamientos (P< 0.05) después de Kruskal-Wallis.
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7.4.3. Musculo

En la Tabla 4 se observa que las concentraciones de carbohidratos y
proteinas en el musculo decrecieron significativamente en todos los tratamientos,
mostrando valores mas bajos que los obtenidos al inicio (~179.31 + 9.16 mg g™';
~179.31 £ 9.16 mg g y H=7.79, p=0.02; H=17.61, p=0.001, respectivamente). El
tratamiento C fue el unico que presentd un aumento significativo en las
concentraciones de proteinas (H=7.85, p=0.01). Sin embargo, las concentraciones
de lipidos aumentaron significativamente en la mayoria de los tratamientos, con

respecto a los valores iniciales (~29.61 + 1.73 mg g') (H=10.44, p=0.00).

La comparacion entre tratamientos mostréd diferencias significativas
(H=8.73, p=0.068) en las concentraciones de carbohidratos al finalizar el
experimento, siendo el tratamiento D (~171.42 + 16.75 mg g') en el que se
registré el valor mas alto. A mediados del experimento no se observaron
diferencias significativas (H=14.08, p=0.007) en ningun combustible metabdlico en
ningun tratamiento. En cuanto al contenido de lipidos los tratamientos que
mostraron diferencias significativas a la mitad (H=11.55, p=0.0021) y al final del
experimento (H=19.89, p=0.000), fueron el O1 y C con valores maximos de lipidos
a mitad y al final del experimento (~28.82 + 2.11 mg g'; ~33.31 + 2.54 mg g™
respectivamente). En contraste, las variaciones en la concentracion de proteinas
entre tratamientos fue significativa (H=29.71, p=0.000) a mediados del
experimento, pero no al finalizarlo (H=8.58, p=0.072) (Fig. 14). En el tratamiento
01 se encontrd el valor mas alto de proteinas (~384.78 + 23.71 mg g™') a la mitad

del experimento.

Las concentraciones de carbohidratos en hembras fueron menores en
todos los tratamientos que los observados para machos. En contraste los valores
de lipidos y proteinas en hembras fueron mayores a los observados en machos
durante todo el experimento, mostrando valores iniciales de ~31.44 + 7.99 mg g
y ~244.19 + 7.38 mg g, respectivamente (Fig. 14). El tratamiento O1 presento la

maxima concentracion de carbohidratos, lipidos y proteinas a mitad del
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experimento (~177.9 + 31.81 mg g'; ~28.33 + 2.83 mg g'; ~365.17 + 54.38 mg g’

1

, respectivamente). Al concluir el experimento, el tratamiento A presentd las

maximas concentraciones de carbohidratos (~131.81 + 36.14 mg g "), en tanto que

el tratamiento C presenté las maximas concentraciones de lipidos y proteinas

(~33.96 mg g; ~349.09 mg g, respectivamente).

Tabla 4. Variacion de la composicion bioquimica del musculo en funcién al tiempo de exposicion de
cada tratamiento térmico aplicado. Tratamientos: O1= Oscilante 21 £ 1; O2 =Oscilante 22 * 2°C;
D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente 20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C=
Grupo control: Constante 22 °C. Se muestran las medias + error estandar. Letras distintas indican

diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05) después de Kruskal-Wallis.

Tejido Tratamientos

Carbohidratos

Lipidos

Proteinas

Tiempo

mg g-1

To
01 T4
1>

179.31+9.16°
153.15+16.55°
151.21+28.9°

29.61+1.74°
28.83+2.11°
15.26+3.15°

234.78+18.99°
384.78+23.71°
273.48+17.36°

To
02 Ty
T

179.31+9.16°
184.13+12.29°
131.84+15.332

29.61+1.74°
23.44+2 5%
18.12+2.79°

234.78+18.99°
304.04+13.15°
313.87+11.68°

To
Mdusculo D T4

1>

179.31+9.16°
92.16+22.85°
171.42+16.75°

29.61+1.74°
23.76+1.76%°
19.51+3.242

234.78+18.99°
348.38+25.83°
294.29+14.59°

To
A T4
T,

179.31+9.16°
196.62+16.18°
100.97+15.322

29.61+1.74°
21.87+1.06°
27.66+2.73%°

234.78+18.99°
242.78+10.39°
250.63+16.94°

To
C T4
T

179.31+9.16°
174.0+23.89°
102.89+17.27°

29.61+1.74°
18.17+2.29°
33.31+2.54°

234.78+18.99°
261.99+10.47%
296.86+15.6°
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Figura 14. Variaciones en el contenido de carbohidratos, lipidos y proteinas de él musculo de
machos reproductores de P. sterna en funcién de los diferentes regimenes térmicos aplicados en
laboratorio. Tratamientos: O1= Oscilante 21 £ 1; O2 =Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a
19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente 20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante
22 °C. Se muestran las medias * error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas
entre tratamientos (P< 0.05) después de Kruskal-Wallis.
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7.5. Analisis histoquimicos
7.5.1. indice lipidico e indice glucidico
7.5.1.1. Génada

En los machos, los valores del IL no mostraron diferencias significativas en
ningun tratamiento en funcion al tiempo (H=3.69, P=0.15), en tanto que el IG
mostro un decremento significativo en todos los tratamientos con respecto al valor
inicial (4.59%) (H=8.02, P=0.01) (Tabla 5). Igualmente se encontraron diferencias
significativas en el IL a la mitad y al final del experimento (H=11.43, p=0.02;
H=19.79, p=0.00), siendo el tratamiento D (7.88%) el que present6 el valor mas
alto a la mitad del experimento, en tanto que el tratamiento O1 el mas bajo
(2.60%). Al finalizar el experimento el tratamiento A presentd el maximo valor del
IL (13.11%). Las variaciones en el IG entre tratamientos no fueron significativas a
la mitad (H=6.92, p=0.139) y al final del experimento (H=6.85, p=0.143).

En cuanto a las hembras, se observo un decremento en el IL a la mitad del
experimento con respecto al valor inicial (11.80%), siendo el tratamientos C el
unico que mantuvo valores similares (11.75%). Al final se observé nuevamente un
decremento en todos los valores del IL, siendo el tratamiento A el Unico que
supero a los valores iniciales (12.62%). El IG inicial para hembras fue mayor
(0.70%) que el reportado para machos, donde el tratamiento O1 reflejo el valor
mas alto (0.69%) y el tratamiento C el mas bajo (18%). Al finalizar el experimento,
los valores decrecieron, y nuevamente en el tratamiento O1 se obtuvo el valor mas
alto (0.61%) (Fig. 15).
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Tabla 5. Variacién del indice Lipidico e indice Glucidico de la génada de machos en funcién al
tiempo de exposicion de cada tratamiento térmico aplicado. Tratamientos: O1= Oscilante 21 * 1;
02 =0Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente 20 °C a
28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C. Se muestran las medias * error
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05) después de
Kruskal-Wallis.

indice Lipidico  indice Glucidico

Tejido  Tratamientos Tiempo %

To 4.59+1.47° 0.490.15

01 T 2.60+0.93" 0.10+0.03°

T, 4.40+0.85° 0.19+0.04°

To 4.59+1.47° 0.490.15

02 T, 2.92+1.17° 0.28+0.07%°

T, 5.32+1.13° 0.13+0.03°

To 4.59+1.47° 0.49+0.15

Gonada D T 6.22+1.32° 0.11%0.03°
T, 7.88+1.65 0.15+0.04°

To 4.59+1.47° 0.490.15

A T 7.00%1.35% 0.17+0.06

T, 13.11%1.55 0.04+0.01°

To 4.59+1.47° 0.490.15

C T 7.73+1.84° 0.09+0.02°

T, 7.26+1.52° 0.15+0.06
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Figura 15. Variaciones en el indice Lipidico e indice Glucidico de la génada de reproductores de P.
sterna en funcién de los diferentes regimenes térmicos aplicados en laboratorio. Tratamientos: O1=
Oscilante 21 + 1; 02 =Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A=
Ascendente 20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C. Se muestran las
medias + error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P<
0.05) después de Kruskal-Wallis.
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7.5.1.2. Glandula digestiva

El tratamiento O1 fue el Unico que presento diferencias significativas en el
valor del IL en la glandula digestiva de machos con respecto al tiempo (H=6.33,
p=0.04), donde el IL disminuyo con respecto al valor inicial (10.21%). En contraste,
el IG no varié significativamente en ningun tratamiento en el tiempo (H=2.25,
p=0.32) (Tabla 6). A su vez, los valores del IL variaron significativamente entre
tratamientos a la mitad y al final del experimento (H=17.95, p=0.001; H=24.51,
p=0.0001, respectivamente), siendo el tratamiento A el mas alto (11.86%) y el
tratamiento O1 el mas bajo (3.91%). Al final del experimento el valor maximo de IL
(17.22%) se observé en el tratamiento A. El IG también mostré diferencias
significativas entre tratamientos a la mitad (H=11.62, p=0.020) y final del
experimento (H=12.21, p=0.015); aqui el tratamiento O2 presenté el valor maximo
a mitad del estudio (0.66%), mientras que el valor mas bajo ocurrid en el
tratamiento C (0.28%). Los tratamientos D y O1 presentaron los valores mas altos
al concluir el experimento (0.69%, 0.66%, respectivamente); por el contrario el

valor mas bajo ocurrié en el tratamiento A (0.40%) (Fig. 16).

En el caso de las hembras, se observd un decremento del IL a mitad del
experimento con respecto al valor inicial (24.18%). En el tratamiento D se presento
el valor mas alto (16.39%). Al final, el tratamiento A present6 el valor mas alto
(11.36%), sin embargo se observé un decremento progresivo en comparaciéon a
los valores iniciales. Contrariamente, el IG se increment6 en el tratamiento O1
(0.91%) con respecto al valor inicial (0.70%), pero al final el tratamiento O1

nuevamente presenté el valor mas alto del IG (0.88%).
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Tabla 6. Variacién del indice Lipidico e indice Glucidico de la glandula digestiva de machos en
funcién al tiempo de exposicion de cada tratamiento térmico aplicado. Tratamientos: O1= Oscilante
21 £ 1; 02 =Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente
20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C. Se muestran las medias + error
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05) después de
Kruskal-Wallis.

indice Lipidico  indice Glucidico

Tejido  Tratamientos Tiempo %
To 10.21+3.93° 0.74£0.22°
01 T 3.9140.99 0.3740.07°
T, 7.79+1.38% 0.65+0.06
To 10.21+3.93° 0.74£0.22°
02 T 5.97+1.29° 0.66+0.09°
T, 7.11£0.94° 0.620.05
' To 10.21+3.93° 0.74£0.22°
gg‘;s‘mg T, 8.70+1.03° 0.46+0.05°
T, 11.10£1.0° 0.68+0.10°
To 10.21+3.93° 0.74£0.22°
A T 11.86+1.67° 0.5740.10°
T, 17.22+1.43° 0.40£0.05
To 10.21+3.93° 0.74£0.22°
C T 11.48+1.84° 0.28+0.03°
T, 12.73+2.38° 0.410.05
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Figura 16. Variaciones en el indice Lipidico e Indice Glucidico de la glandula digestiva de
reproductores de P. sterna en funcion de los diferentes regimenes térmicos aplicados en
laboratorio. Tratamientos: O1= Oscilante 21 £ 1; O2 =Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a
19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente 20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante
22 °C. Se muestran las medias + error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas
entre tratamientos (P< 0.05) después de Kruskal-Wallis.
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7.5.1.3. Tejido conjuntivo laxo

Las variaciones del IL e IG del tejido conjuntivo laxo de machos no fueron
significativas con respecto al tiempo (H=2.10, p=0.34; H=1.9, p=0.38,
respectivamente) (Tabla 7). Al evaluar las variaciones del IL e IG entre
tratamientos no se observaron diferencias significativas a mediados del
experimento (H=7.45, p=0.11; H=8.29, p=0.08, respectivamente), pero si al final
(H=14.28, p=0.00; H=16.34, p=0.00, respectivamente). Al concluir el experimento
los tratamientos A y D presentaron los mayores valores de IL (5.64% y 4.64%,
respectivamente), en tanto que el tratamiento O1 presento el valor mas alto del IG
(0.21%) y el tratamiento A el mas bajo (0.06%).

Las hembras presentaron valores del IL ligeramente menores (3.57%) que
los machos. A mediados del experimento el tratamiento D presentd el valor mas
alto (3.61%), en tanto que al concluir el valor mas alto se registr6 en el tratamiento
C (4.89%). El valor inicial del IG registrado en hembras (0.32%) fue superior al
obtenido en machos; dicho valor se incrementé hacia la mitad del experimento,
siendo los tratamientos O1 y D los mayores (0.59%, 0.47%, respectivamente). Por
el contrario, el tratamiento C present6 el valor mas bajo de I1G (0.06%). Al finalizar
el experimento se observo un decremento en comparacion a los obtenidos al inicio

y mitad del experimento, siendo el tratamiento A el mas alto (0.27%) (Fig. 17).
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Tabla 7. Variacion del indice Lipidico e indice Glucidico del tejido conjuntivo laxo de machos en
funcién al tiempo de exposicion de cada tratamiento térmico aplicado. Tratamientos: O1= Oscilante
21 £ 1; 02 =Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente
20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C. Se muestran las medias + error
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05) después de
Kruskal-Wallis.

indice Lipidico indice Glucidico

Tejido  Tratamientos Tiempo %
To 2.36+0.31° 0.16+0.07°
01 T, 2.54+0.39° 0.13+0.05°
T, 2.43+0.33° 0.21%0.06°
To 2.36+0.31° 0.16+0.07°
02 T, 2.16+0.44° 0.23+0.05°
T, 3.27+0.54° 0.15+0.03°
Tejido To 2.36+0.31° 0.16+0.07°
conjuntivo D T, 4.64+0.55° 0.15+0.03?
laxo T, 4.69+0.76° 0.160.01°
To 2.36+0.31° 0.16+0.07°
A T, 3.05+0.83° 0.07+0.01°
T, 5.64+0.63" 0.06+0.01
To 2.36+0.31° 0.16+0.07°
C T, 3.38+0.67° 0.08+0.03°
T, 3.88+0.74° 0.06+0.01°

48



10 10
MACHOS HEMBRAS
X 8 8
8
Z & ? 6
o
: |
S 4r 4 -
=
el 2+
0 0 :
0
1.00 1.00
0.80 0.80 |
9
o
8 0.60 060 -
=
(8]
= 040 + 0.40 |
o
g
- 0.20 0.20 -
=
0.00 0.00 ’
0 17
Tiempo (dias)
N A H c

Figura 17. Variaciones en el indice Lipidico e indice Glucidico del tejido conjuntivo laxo de
reproductores de P. sterna en funcion de los diferentes regimenes térmicos aplicados en
laboratorio. Tratamientos: O1= Oscilante 21 £ 1; O2 =Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a
19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente 20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante
22 °C. Se muestran las medias + error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas
entre tratamientos (P< 0.05) después de Kruskal-Wallis.
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7.5.1.4. Tejido conjuntivo adipogranular

Los valores del IL e IG en el tejido conjuntivo adipogranular en machos no
presentaron diferencias significativas a la mitad (H=0.76, p=0.68) y final (H=1.95,
p=0.15) del experimento, como se puede observar en la Tabla 8. Sin embargo, las
variaciones del IL entre tratamientos fueron significativas tanto a la mitad
(H=10.48, p=0.03) como al final del experimento (H=11.88, p=0.01), siendo el
tratamiento A el valor mas alto (9.46%), en tanto que la mayoria de los
tratamientos decrecieron. Al concluir el experimento los valores mas altos del IL se
obtuvieron en el tratamiento D (10.94%). En cuanto a las variaciones del IG entre
tratamientos, estas solo fueron significativas en el periodo intermedio (H=9.50,
p=0.049), mas no al concluir el experimento (H=6.57, p=0.160). El tratamiento O2

presento el maximo valor a la mitad del experimento (0.63%) (Fig. 18).
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Tabla 8. Variacién del indice Lipidico e indice Glucidico del tejido conjuntivo adipogranular de
machos en funcién al tiempo de exposicion de cada tratamiento térmico aplicado. Tratamientos:
O1= Oscilante 21 £ 1; 02 =Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A=
Ascendente 20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C. Se muestran las
medias + error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P<
0.05) después de Kruskal-Wallis.

indice Lipidico indice Glucidico

Tejido Tratamientos Tiempo %

To 7.72+3.75° 0.77+0.35°
01 T, 1.71+0.93° 0.27+0.05°
T, 2.72+0.74% 0.82+0.33°
To 7.72+3.75° 0.77+0.35°
02 T, 2.41+0.57° 0.63+0.10°
T, 1.91+0.30° 0.40+0.05°
Tejido To 7.724£3.75° 0.77+0.35°
conjuntivo D T, 3.51+1.83° 0.59+0.11°
adipogranular T, 10.9413.95° 0.52+0.10°
To 7.72+3.75° 0.77+0.35°
A T, 9.46+2.43° 0.56+0.10°
T, 9.65+2.08° 0.37+0.11°
To 7.72+3.75° 0.77+0.35°

C T, 7.92+1.712 0.28?
T, 8.10+2.05° 0.23+0.06°
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Figura 18. Variaciones en el indice Lipidico e indice Glucidico de él tejido conjuntivo adipogranular
de machos de P. sterna en funcién de los diferentes regimenes térmicos aplicados en laboratorio.
Tratamientos: O1= Oscilante 21 + 1; 02 =Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2
°C/c semana; A= Ascendente 20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C.
Se muestran las medias * error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (P< 0.05) después de Kruskal-Wallis.
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7.5.2. indice de lipofucsinas
7.5.2.1. Glandula digestiva

Los valores del ILF para machos mostraron un incremento durante todo el
experimento y su variacion fue significativa en el tiempo en todos los tratamientos
(H=10.83, p=0.00) (Tabla 9). Sin embargo, al realizar la comparacion entre
tratamientos, se encontré que no existen diferencias en el periodo intermedio de
muestreo (H=2.39, p=0.66), pero si al concluir el mismo (H=12.38, p=0.01), siendo
el tratamiento O1 el que presentd el valor maximo al final y los tratamientos Ay C

los mas bajos (3.73% y 3.40%, respectivamente) (Fig. 19).

En las hembras, el valor inicial del ILF fue de 1.47%, pero éste se
incremento a la mitad del experimento en la mayoria de los tratamientos, donde el
tratamiento O1 presenté el mayor valor (4.52%). Al concluir el experimento, los
valores se incrementaron nuevamente en el tratamiento O1, siendo este el valor
mas alto (6.59%).
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Tabla 9. Variacién del indice de Lipofucsinas de la glandula digestiva de machos en funcién al
tiempo de exposicion de cada tratamiento térmico aplicado. Tratamientos: O1= Oscilante 21 + 1;
02 =0Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente 20 °C a
28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C. Se muestran las medias * error
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05) después de
Kruskal-Wallis.

indice de Lipofucsinas

Tejido Tratamientos Tiempo %

To 1.28+0.50°

01 T, 5.46+0.95°

T, 5.55+0.74"

To 1.28+0.50°

02 T, 4.95+0.52"

T, 5.39+0.42"

To 1.28+0.50°

Glandula digestiva D T 4.67+0.48°
T, 5.500.69"

To 1.28+0.50°

A T, 5.59+0.88"

T, 3.73+0.41%°

To 1.28+0.50°

C T, 3.88+0.73"

T, 3.40£0.63%
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Figura 19. Variaciones en el indice de Lipofucsinas de la glandula digestiva de reproductores de P.
sterna en funcion de los diferentes regimenes térmicos aplicados en laboratorio. Tratamientos: O1=
Oscilante 21 £ 1; 02 =Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A=
Ascendente 20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C. Se muestran las
medias + error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P<
0.05) después de Kruskal-Wallis.
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7.5.2.2. Tejido conjuntivo laxo

En la Tabla 10 se observan las variaciones del ILF en el tejido conjuntivo
laxo de los machos. No se encontraron diferencias significativas en la mayoria de
los tratamientos en funcién del tiempo (H=2.79, p=0.24), y solo el tratamiento O1
presentd un aumento significativo en el tiempo (H=6.63, p=0.03). A su vez, no
existen diferencias significabas en el ILF entre tratamientos a la mitad del
muestreo (H=5.34, p=0.25), pero si al final (H=15.97, p=0.003); aqui el tratamiento
O1 generd el valor maximo (1.68%), mientras que los valores en el resto de los
tratamientos descendieron y alcanzaron su punto mas bajo en el tratamiento C
(0.80%).

En las hembras la cobertura inicial del ILF (0.85%) se incrementd
unicamente en el tratamiento O1 a la mitad del experimento (2.04%), mientras que
el menor valor ocurrié en el tratamiento D (0.49%). Al final del experimento, el
tratamiento C fue el que present6 el mayor valor del ILF (2.38%), mientras que el
tratamiento A el menor (0.74%) (Fig. 20).
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Tabla 10. Variacién del indice de Lipofucsinas del tejido conjuntivo laxo de machos en funcién al
tiempo de exposicion de cada tratamiento térmico aplicado. Tratamientos: O1= Oscilante 21 + 1;
02 =0Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A= Ascendente 20 °C a
28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C. Se muestran las medias * error
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05) después de
Kruskal-Wallis.

indice de Lipofucsinas

Tejido Tratamientos  Tiempo %

To 0.91:0.14°

01 T 1.48+0.13%

T, 1.68+0.18"

To 0.91£0.14°

02 T 1.27+0.19°

T, 1.26+0.10°

) o To 0.91:0.14°
Tejido IC;?cJ)untNo D T, 1 67+0.24°
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Figura 20. Variaciones en el indice de Lipofucsinas del tejido conjuntivo de reproductores de P.
sterna en funcion de los diferentes regimenes térmicos aplicados en laboratorio. Tratamientos: O1=
Oscilante 21 £ 1; 02 =Oscilante 22 + 2°C; D= Descendente 27 °C a 19 °C, 2 °C/c semana; A=
Ascendente 20 °C a 28 °C, 2 °C/c semana; C= Grupo control: Constante 22 °C. Se muestran las
medias + error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P<
0.05) después de Kruskal-Wallis.
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8. DISCUSION
8.1. Disefio experimental

El objetivo del presente estudio estuvo dirigido a evaluar el efecto de la
temperatura en el desarrollo gonadico y composicion bioquimica de la génada y
tejidos somaticos relacionados con el proceso reproductivo, asi como los posibles
efectos de estrés ocasionados por dichas variaciones térmicas. Esto considerando
que la temperatura es uno de los factores exégenos que mas impacto ejerce sobre
la fisiologia reproductiva de los organismos marinos, particularmente porque
controla el inicio o término de los principales eventos reproductivos, como la
diferenciacion de células germinales, maduracion y liberacion de gametos y
reabsorcion de nutrientes (Giese y Pearse, 1974; Sastry, 1979; Freites et al.,
2010). Ademas, debido a que la temperatura es un factor que varia ciclicamente,
sirve como indicador estacional de la respuesta reproductiva de los organismos.
Para el planteamiento del disefio de los regimenes térmicos se consideraron otros
dos aspectos importantes: Primero, los rangos de temperatura registrados en
trabajos previos sobre ciclos reproductivos de P. sterna en Bahia de La Paz, los
cuales reportan variaciones de 19 a 29 °C entre invierno y verano respectivamente
(Saucedo y Monteforte, 1997). Segundo, las microvariaciones de temperatura que
se presentan de forma normal a lo largo de un dia en un ambiente subtropical
como Bahia de La Paz (Sicard et al., 2006), que no solo pueden oscilar entre 0.5 a
8 °C, sino que también influyen en el curso de la gametogénesis de la especie. En
otras zonas de distribucion sub-tropical o templada, la respuesta reproductiva a las
variaciones de temperatura sera diferente para cada especie, poblaciones de la
misma especie, e incluso sexo (Loosanoff y Davis, 1963; Epp et al., 1988; Barber y
Blake, 1991).

Para muchas especies de bivalvos, el inicio del desove se da cuando la
temperatura excede ciertos niveles criticos caracteristicos de cada taxén
(umbrales de respuesta), y la maduracion de los gametos esta regulada por las
fluctuaciones anuales de temperatura, de tal suerte que algunas especies desovan
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cuando la temperatura aumenta, otras cuando esta alcanza su maximo y otras
cuando va en descenso (Mackie, 1984). Esto ha sido descrito para un gran
numero de especies pertenecientes a la clase Bivalvia (Bayne, 1976),
particularmente en las familias Mytilidae (Seed, 1976), Ostreidae (Andrews, 1979),
Veneridae (Mackie, 1984), Pectinidae (Roman et al., 2002; Barber y Blake, 2006),
y Pteriidae (Saucedo y Southgate, 2001, 2008; Castillo-Duran et al., 2010).

A pesar de lo anterior, se sabe que la temperatura no es el Unico factor
importante en la regulacion del ciclo reproductivo, pues existen otros: como el
estado fisiolégico de los individuos, la abundancia, calidad y disponibilidad de
alimento (Sastry 1968), la duracion del fotoperiodo (Fabioux et al., 2005) y la
periodicidad lunar (Giese y Pearse 1974, Mackie 1984).

De igual manera la disponibilidad de alimento, la cual se mantuvo en este
experimento a razén de saciedad con una mezcla de las microalgas |. galbana, P.
salina y C. calcitrans, la cuales se han reportado como adecuadas para la
alimentacion de moluscos bivalvos en condiciones de cultivo experimentale piloto
0 comercial, ya que presentan un efecto complementario entre diferentes especies
de flagelados y diatomeas, con diferente calidad nutricional (Ojeda et al., 2008;

Gonzalez-Jiménez, 2012).

El periodo de experimentacion considerado para este estudio fue de 34
dias, considerando que fue un tiempo suficiente para detectar cambios en la
condicion fisiologica de P. sterna, asi como el cambio en el desarrollo y
composicion bioquimica de la génada y tejidos somaticos relacionados en los
procesos de almacenamiento y movilizaciéon de energia. Trabajos similares han
demostrado que es posible inducir el desarrollo de génadas y alcanzar estadios de
madurez en periodos cortos de experimentacion, similares a los adoptados en este
trabajo. Esto es cierto para A. purpuratus (Avendafio y Le Pennec 1996, 1997), A.
ventricosus (Luna-Gonzalez 1997), C. gigas (Baltazar et al., 1999) y M.
galloprovincialis (Fearman et al., 2009). Anteriormente, Mazon-Suastegui (1988) y

Avilés-Quevedo y Mazdn-Suastegui (1989) acondicionaron reproductores de P.
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sterna, estableciendo diversos tiempos experimentales que variaron entre los 60,
90, 110 y 120 dias, obteniendo desoves con una eficiencia del 40 al 100%. Esto se
hizo considerando el numero de individuos desovados de ambos sexos
independiente del mes de experimentacion (abril, septiembre, octubre vy

noviembre).

En este estudio, hubo ausencia de hembras en algunos de los
tratamientos y muestreos realizados. Aunque se utilizé un rango de tallas entre los
8.6 cm de altura de la concha y 8.2 cm de longitud con el fin de tener mayor
representatividad de hembras, puesto que el cambio de sexo macho-hembra se
presenta a partir de los 50 cm (Saucedo y Montefortre, 1997), esto no fue del todo
posible. Para la misma especie cultivada en la Bahia de Acapulco, la talla de
primera madurez para hembras es de 5.6 cm de altura de la concha (Serna-Gallo,
2011). Aunque para la mayoria de las especies de bivalvos marinos silvestres la
proporcién sexual hembra:macho es cercana a 1:1 conforme se incrementa la talla
y edad de los organismos (Gervis y Sims, 1992), esta condicion no siempre se
cumple en organismos cultivados. Esto ha sido demostrado para adultos de P.
mazatlanica y P. sterna obtenidos del mismo sitio de cultivo de los de este trabajo,
donde la proporcién sexual hembra:macho fue de 0.38:1, 0.4:1 (Sacuedo y
Monteforte, 1997; Gémez-Robles, 2008) y 0.43:1 (Vite-Garcia y Saucedo, 2008),
respectivamente. Al parecer, mientras mas se incrementa la densidad de siembra
en el cultivo, el estrés también lo hace, lo que propicia, como una estrategia de
supervivencia, el desarrollo del sexo energéticamente menos costoso de producir,
es decir, el masculino (Acosta-Salmon y Southgate, 2005). También para P. sterna
en condiciones de cultivo, Serna-Gallo (2011) reportd una proporcion
hembra:macho de 0.60:1. Otras especies en cultivo en las que se ha observado un
mayor numero de machos, incluyen a P. fucata de la India (Chellam, 1987), P.
mazatlanica de Costa Rica (Solano-Lopez et al., 1997), P. albina sugillata (O’
onnor, 2002) y P. imbricada (O’ onnor y Lawler, 2004) de Australia y Caribe
colombiano (Hernandez-Ronddén et al., 2000) y P. penguin de Tailandia
(Arjarasirikoon et al., 2004).
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8.2. Efecto de la temperatura en los indices de condicion y analisis

histologicos, histoquimicos y bioquimicos

Varios autores reconocen la importancia de medir el IC para evaluar el
estado nutricional de los bivalvos, su calidad comercial, y para determinar la
presencia de diferentes contaminantes o enfermedades (Crosby y Gale 1990,
Mason y Nell 1995, Baghurst y Michell 2002). Boscolo et al. (2003) concluyen que
las variaciones en el IC se originan de las interacciones complejas de muchos
factores exdégenos y endogenos, y de la cual se puede inferir la condicidén
fisiologica de un organismo, asi como predecir de forma indirecta la actividad
reproductiva que origina la principal variacion en la biomasa del animal (Lucas y
Beninger, 1985). En el presente estudio, el IC aumento en el transcurso del tiempo
(particularmente a los 17 dias) y en algunos de los tratamientos este incremento
continud hasta el final del experimento (34 dias). Por tanto, el IC no presenta una
relacion clara con el régimen térmico aplicado, por lo que no refleja una tendencia
directa con el desarrollo y composicion de la gonada y tejidos somaticos de P.
sterna. Al respecto, se plantea que el comportamiento del IC no se encuentra
ligado al efecto directo de la temperatura, sino mas bien a las variaciones en la
disponibilidad del alimento, la cual se considera la segunda causa de influencia en
las tendencias del IC, particularmente como una adaptacion de los moluscos a
condiciones cambiantes o inusuales de alimentacién (Lucas y Beninger, 1985;
Pirini et al., 2007). A su vez, estas variaciones en la disponibilidad alimenticia
obligan a los organismos a adoptar alguna de las estrategias reproductivas
reportadas para bivalvos, ya sea conservadoras u oportunistas (Bayne, 1976). En
este sentido, es bien sabido que los bivalvos que sustentan la gametogénesis en
base a las reservas energéticas previamente almacenadas en tejidos somaticos
cuando es alta la disponibilidad de alimento, utilizan una estrategia de tipo
conservadora, mientras que aquellas especies que dependen del alimento
disponible en el medio para cubrir las necesidades reproductivas siguen una
estrategia oportunista. Vite-Garcia y Saucedo (2008) y Caceres-Puig et al. (2009)
confirman que P. sterna utiliza las dos estrategias, comportdndose como
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oportunista en el periodo de invierno, cuando la temperatura es baja (20-21 °C), la
disponibilidad alimenticia alta, y la movilizacion de energia a tejidos somaticos es
minima, mientras que en primavera la especie adopta una estrategia conservadora
cuando la energia del seston disminuye y se tiene necesidad de movilizar la
energia de la glandula digestiva o el musculo. Por tanto, se podria catalogar a P.
sterna como una especie que presenta gran plasticidad de seleccion de estrategia

de acuerdo al mejor escenario que asegure su éxito reproductivo.

Por otro lado, el IRM mostré una tendencia decreciente en el tiempo,
independiente del tratamiento experimental y el muestreo particular realizado. Del
Rio Portilla et al. (1992) reportaron que el IC e IRM en P. sterna sigue una
tendencia erratica e imprecisa en organismos mantenidos bajo diferentes
temperaturas contantes (20, 25 y 30°C) y alimentados con Chaetoceros sp. en
proporciones del 2, 4 y 8% del peso seco de la masa visceral. Los autores
concluyeron que las variaciones en ambos indices podrian estar ligadas a algun
esfuerzo biolégico por consumo de energia bajo condiciones desfavorables, a la
existencia de algun proceso patologico, e incluso a la produccion precoz de
gametos. Por otra parte, Angel-Pérez et al. (2007) relacionaron las variaciones en
el IRM con los estadios de desarrollo de reproductores de A. maura, y encontraron
una relacién inversa entre ambos aspectos. Por tanto, parece que la relacion costo
energético/produccién de gametos esta subsidiada por el musculo abductor, dado
que este organo es considerado el mayor sitio de reserva energética,
principalmente glucégeno, en la mayoria de los moluscos bivalvos como los
pectinidos (Bayne, 1976; Barber y Blake, 1991; Chantler, 2006).

La evidencia histologica, evaluada primeramente a través del ITG, permitio
cuantificar el area porcentual que refleja la relacion directa entre el espacio
ocupado por la gonada con respecto al tejido conjuntivo y glandula digestiva. Si
bien es sabido que el indice gonadosomatico es un estimador confiable del

desarrollo gonadico de los organismos, su variacion no permite estimar el grado
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de madurez de los gametos. En este sentido, una génada puede alcanzar un valor
del indice maximo sin que esto implique que sus gametos alcancen la madurez
estructural y fisiolégica, mientras que el indice de cobertura de godnada,
proporciona una idea mas clara, en términos porcentuales, del grado de expansion
de los gametos en cada estadio de desarrollo, mismos que evolucionan
paralelamente con relacién al porcentaje de aparicion de ovocitos maduros. Esto
ya ha sido determinado en Ruditapes decussatus (Delgado y Pérez-Camacho,
2002) y C. corteziensis (Rodriguez-Jaramillo et al., 2008). En el presente estudio
se observo que los valores del ITG de hembras presentaron inicialmente un valor
por arriba del 50%, los cuales se encuentran ligados al estadio de desarrollo de los
ovocitos y correspondieron a estadios de desarrollo. Este resultado no explica de
manera amplia el patron de este indicador por el efecto de la temperatura, dado
que el numero de hembras fue pequefio, 0 en caso particular de algunos
tratamientos fue nulo. Sin embargo, cabe sehalar que los porcentajes del ITG
fueron superiores en las hembras que en los machos durante todo el experimento.
A su vez, se observd que el valor del ITG decrecié en proporcion al grado de
desarrollo de la génada, como un reflejo claro de la ocurrencia de desoves
parciales y posdesoves. Ello es claro, ya que como se menciono antes, ciertos
puntos criticos en la tolerancia de la temperatura (e.g. umbrales térmicos)
propician la activacion o inactivacion de los diferentes estadios de desarrollo,
como se tiene descrito para un gran numero de especies de ostras perleras, como
P. imbricata (Hernandez-Rondon et al., 2000), P. albina (Tranter, 1958), P. fucata
(Dasai, 1987; Behzadi et al., 1997; Jamili et al., 1999), P. margaritifera (Pouvreau
et al., 2000), P. maxima (Rose et al., 1990), P. mazatlanica (Saucedo y Monteforte
1997; Torres y Cruz, 2002), P. sterna (Arizmendi-Castillo, 1996; Hernandez-Diaz y
Buckle-Ramirez, 1996; Saucedo y Monteforte 1997; Hernandez-Olalde et al.,
2007).

En el caso de los machos, un 100% de los organismos se encontraron en
estadio de desarrollo al iniciar el experimento, y solo los tratamientos oscilantes

favorecieron mas de un 50% la madurez gonadica de los organismos, los cuales
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se proponen como estimuladores de la gametogénesis. Ademas, en estos
tratamientos oscilantes mas del 30% de los organismos pasaron a la etapa de
desove y posdesove, llegando incluso al posdesoves un 60% al concluir el
experimento. Sin embargo, Hernandez-Lopez (2012) reporté un 50% de
organismos en posdesove y un 40% en madurez de organismos de la misma
especie mantenidos a una temperatura constante de 23 °C y alimentados con una
mezcla de microalgas y microcapsulas ricas en Omega-3. Dichos resultados, se
encuentran relacionados con la plasticidad que cada especie puede proporcionar
al establecer los limites criticos de respuesta en funcién a su condicion o historial
térmico de vida. Por ejemplo Saucedo et al. (2001) mencionan que P. mazatlanica
es estimulada a madurar mas rapidamente y con mayor numero de ovocitos post-
vitelogénicos con el suministro de una temperatura constante (24 °C) y/o un
incremento gradual de 20 a 29 °C en un periodo de 15 dias. Igualmente, en A.
purpuratus las temperaturas estables fueron las que estimularon un mayor
porcentaje de desoves, mientras que las ascendentes no presentaron tal
respuesta. Para otras especies de bivalvos como N. subnodosus, se reporta que
las temperaturas oscilaciones térmicas de baja frecuencia estimulan un rapido
desarrollo gametogénico en sincronia, baja produccién de ovocitos, pero un rapido
crecimiento de los mismos (Lépez-Sanchez, 2009). También se ha reportado para
esta especie que los ciclos oscilantes de alta frecuencia, aplicadas a organismos
en estadios incipientes de desarrollo gonadal, pueden favorecer desoves masivos
a los 16 dias de exposicion (Maeda-Martinez, 2003). A diferencia de las
temperaturas oscilantes, en este estudio los regimenes constantes pudieron
ocasionar que no se alcanzara el umbral de respuesta necesario para detonar las
reacciones del proceso reproductivo, llamense diferenciacion de las células
germinales, multiplicacion, crecimiento o el mismo proceso de reabsorcion de

gametos residuales.

Bioquimicamente, el glucogeno es considerado como el principal
metabolito de reserva en los moluscos bivalvos, el cual puede seguir diferentes

vias durante la reproduccion: (1) uso directo como fuente de energia para el
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sustento de la gametogénesis, (2) conversion metabdlica en lipidos por un proceso
llamado lipogénesis que permitirdA su uso posterior para otros procesos
reproductivos o de crecimiento, o (3) almacenamiento en células especializadas o
tejidos somaticos (Gabbott, 1975; Barber y Blake, 1991; Racotta et al., 1998). En
este estudio, el analisis de carbohidratos totales se realizé considerando que su
principal componente es el glucégeno en muchos moluscos (Barber y Blake 1983),
y en ostras perleras como P. mazatlanica en particular (Saucedo et al., 2001). No
observamos diferencias en la concentracion de carbohidratos en la gonada de
machos y hembras. De hecho, dicha concentracion en machos se incremento al
final del experimento en los tratamientos descendente y ascendente, aunque
nunca superarando los valores iniciales. El contenido de carbohidratos en la
glandula digestiva y en el musculo fue superior que en la génada, sobre todo los
del musculo como principal reservorio de carbohidratos. En P. sterna y P.
mazatlanica, no parece existir una acumulacion importante de carbohidratos en la
gonada en relacion a la condicion reproductiva, lo que sugiere que estas especies
utilizan el glucégeno rapidamente en el proceso reproductivo, evitando el
almacenamiento en la gonada (Vite-Garcia, 2005). Sin embargo, en el presente
estudio el régimen de temperatura descendente favorecié la acumulacion de
carbohidratos al finalizar el experimento, mientras que la temperatura ascendente
generd un descenso de este metabolito en el musculo aductor, y un incremento en

la glandula digestiva y gonada.

A su vez, las concentraciones de lipidos en machos fueron similares entre
tratamientos, aunque sus variaciones fueron menores a las observadas para
hembras. Los tratamientos constante y ascendente mostraron mayores
concentraciones de lipidos, particularmente durante los momentos en los que se
alcanzaron grados avanzados de desarrollo y madurez gonadica. Por otro lado, las
concentraciones registradas en la glandula digestiva fueron mayores que las de la
gonada. Se puede observar que existe un descenso en las concentraciones de
lipidos en la glandula digestiva al finalizar el experimento, el cual concuerda con

su incremento en la gonada. Este resultado, ademas de sugerir que la glandula
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digestiva movilizd reservas lipidicas a la gonada para el sustento de la
gametogeénesis, lo hizo durante momentos cortos que coinciden con los estadios
de desarrollo y madurez gonadica. Lo anterior concuerda también con Ilo
propuesto por diversos autores quienes sefialan que la glandula digestiva actua
como un tejido de almacenamiento a corto plazo de lipidos que se transfieren
después hacia la gonada (Gabbott, 1976; Barber y Blake, 1991; Lodeiros et al.,
2001; Saucedo et al., 2002; Arellano-Martinez et al., 2004b; Vite-Garcia y
Saucedo, 2008).

El efecto de la temperatura no mostré ninguna tendencia en la variacion
de proteinas entre los tratamientos térmicos en génadas de machos, en tanto que
en hembras las concentraciones se incrementaron ligeramente en los tratamientos
oscilante y constante, respecto a las concentraciones iniciales. En C. gigas, se
observé una influencia directa de la temperatura en el contenido de proteinas en el
tejido gonadico, ya que este vari6 estacionalmente, mientras que las temperaturas
bajas propiciaron un decremento en este metabolito, sugiriendo su posible uso
para el crecimiento somatico y/o las funciones relacionadas con el metabolismo
(Ren et al., 2003). Las concentraciones de proteinas en la glandula digestiva se
incrementaron en los tratamientos oscilante y descendente, como influencia
directa de la temperatura. En P. mazatlanica, se reportdé que el musculo aductor
desempefia un rol importante en el almacenamiento y suministro de energia y
elementos de importancia en el proceso reproductivo (Vite-Garcia, 2005; Vite-
Garcia y Saucedo, 2008). En el presente trabajo se observdé que el musculo
presentd un aumento gradual en la concentracion de proteinas de machos y
hembras, lo que indica cualquiera de dos opciones: (1) que este tejido no tiene
una relacién directa con el desarrollo gametogénico y el principal reservorio de
proteinas pudiera ser la glandula digestiva, o (2) que el sustento de la
gametogeénesis podria generarse a partir de los carbohidratos del musculo, tal
como se ha reportado previamente para otras especies (Barber y Blake, 1981,
1985; Saucedo et al.,, 2002). De hecho, las reservas de proteinas se utilizan

unicamente para satisfacer costos energéticos derivados de la maduracion vy el
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desove de los organismos (Brokordt et al. 2000). Sin embargo, Harvey et al.
(1993) y McLachlan et al. (1996) proponen que algunas especies de bivalvos
inhiben el crecimiento somatico durante el proceso de gametogénesis para hacer
mas eficiente el uso de reservas energéticas, siendo este un patrén tipico de
especies de zonas subtropicales y templadas sujetas a fuertes variaciones en los

parametros ambientales, como temperatura y alimento.

Los analisis histoquimicos permitieron determinar las variaciones en el
contenido de granulos de carbohidratos y gotas de lipidos en los tejidos que
participan en el proceso reproductivo (glandula digestiva, células especializadas
del tejido conjuntivo y gonada). En este estudio se encontré que el contenido de
lipidos fue dependiente del estadio de desarrollo gametogénico, tanto en machos
como en hembras. En lo que respecta a la génada de los machos, los tratamientos
ascendente, constante y descendente mostraron un incremento en los valores del
IL por arriba del 7%, con respecto a los valores iniciales (<5%), el cual podria estar
relacionado con el estadio de desarrollo que se presentd al final del ensayo
(madurez y desoves parciales). Los valores registrados para hembras fueron
superiores a los obtenidos para machos, lo que tiene una relacion estrecha con el
crecimiento de ovocitos durante la vitelogénesis, la cual trae consigo una
acumulacion importante de lipidos en el ovoplasma. Esto ya se ha reportado para
otros bivalvos como P. mazatlanica (Saucedo et al., 2002) y C. corteziensis
(Rodriguez-Jaramillo, 2004; Rodriguez-Jaramillo et al., 2008), en los cuales las
hembras presentan mayor cantidad de lipidos vy triglicéridos en las gonadas en
etapas de posvitelogénesis y menores porcentajes de lipidos en las etapas de
inmadurez, desove y reposo. En caso contrario, los valores de IG de la gbénada
decrecieron durante todo el experimento, lo cual podria estar ligado a la presencia
de diversos estadios de madurez, desove y posdesove en todos los tratamientos.
En C. corteziensis, el contenido de carbohidratos en las gonadas femeninas y
masculinas es mas alto en organismos inmaduros o que se encuentran en
gametogénesis temprana, y menor en organismos en estadios de desarrollo,

madurez o desoves parciales (Rodriguez-Jaramillo et al., 2008). Este patron de
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acumulacion de carbohidratos difiere de lo reportado para otras especies de
bivalvos (Barber y Blake, 1985; Dridi et al., 2007), y con lo observado en el
presente estudio, donde el contenido de glucégeno es maximo durante la

proliferaciéon de gametos y minimo posterior al desove.

El tejido conjuntivo laxo es considerado una matriz de sostén de los acinos
en desarrollo durante la gametogénesis y de ciertos tipos de células
especializadas en el almacenamiento de reservas energéticas, como las células
vesiculares del tejido conjuntivo (células VCT) y células adipogranulares (células
ADG). A su vez, el tejido conjuntivo participa en la comunicacién con la glandula
digestiva, por lo que en la mayoria de los moluscos juega un papel importante en
el proceso reproductivo. Aunque el IL en el tejido conjuntivo laxo en machos se
mantuvo por debajo de lo registrado en la glandula digestiva, se puede sugerir una
posible movilizacion de energia hacia la glandula digestiva y la goénada. Ello
debido a que se observé un incremento en el IL al finalizar el experimento, tanto
en el tejido conjuntivo como en la glandula y en la génada. En este sentido,
Hernandez-Lopez (2012) reportdé un patron similar en P. sterna, a pesar de que los
reproductores no desarrollaron tan activamente la goénada, sino mas bien
almacenaron lipidos en el tejido conjuntivo laxo y en la glandula digestiva. Por otro
lado, aunque los valores del IL fueron similares en hembras y machos, el IG fue
mayor en las primeras. En muchas especies de bivalvos parece ocurrir una
proliferacién de glucégeno en el tejido conectivo cerca de la génada, con fines de
almacenamiento a expensas de la reduccion de la funcidn hepatica (Eble, 1969).
Un caso similar se reportd en C. angulata, en donde la glandula digestiva no
presentd glucdgeno, debido a su posible movilizacidn hacia el tejido conjuntivo,
donde se almacena junto con mucopolisacaridos y glicoproteinas neutras o acidas
de las membranas basales y el epitelio (Rodriguez de la Rua et al., 2002). Ojea et
al. (2004) pusieron de manifiesto la variacion de la composicion en glucégeno a lo
largo del ciclo gametogénico de la almeja R. decussatus, observando los valores
mas bajos durante la fase de reposo gonadico, y valores altos durante la fase de

maduracion. La ausencia de glucdégeno en la glandula digestiva podria entonces
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estar relacionada con la movilizacion de este metabolito hacia células
especializadas del tejido conjuntivo para su posterior utilizacién (Bayne et al.,
1976), transformandose el glucogeno acumulado en lipidos (principalmente
triglicéridos) mediante lipogénesis e incorporandose éstos, junto con determinadas
lipo-proteinas (como la vitelina), a los ovocitos en desarrollo (Gabbot, 1976;
Racotta et al., 1998). En P. sterna el tejido conjuntivo laxo mostré una posible
transferencia de glucégeno hacia la glandula digestiva, sobre todo en los
tratamientos oscilantes y descendentes esto con el fin de ser usados en el proceso

reproductivo.

El complejo gonada/glandula digestiva se encuentra recubierto por una
capa gruesa de tejido conjuntivo adipogranular, la cual podria funcionar como una
zona de reserva de energia. Los organismos sometidos a los tratamientos
térmicos ascendente, descendente y constante mostraron valores altos de lipidos
y carbohidratos en el tejido conjuntivo adipogranular, los cuales fueron similares o
superiores a los observados en el tejido conjuntivo laxo y en la glandula digestiva.
La presencia del tejido conjuntivo adipogranular se ha descrito en otros moluscos
como en el gasteropodo Polystira albina (Garcia-Lépez et al., 2007) y en los
mitilidos M. edulis (Peek y Gabbott, 1989; Mathieu y Lubet, 1993) y M.
galloprovincialis (Gimeno et al., 1991; Mathieu y Lubet, 1993). Es precisamente en
esta ultima especie en donde se reportdé que el manto contiene gran cantidad de
células granulares, las cuales presentan vacuolas (granos) identificadas como
lipidicas que presentan negatividad al colorante PAS (Gimeno et al., 1989). Sin
embargo, algunos granulos se tornan positivos a dicho colorante, demostrando la
existencia de mas de un tipo de grano, unos conteniendo glucogeno labil y no Iabil
y otros de naturaleza glucoprotéica y/o glucolipidica (Peek et al., 1989; Gimeno et
al., 1991). En M. edulis se observé que existe una disminucién en el numero de
células adipogranulares del manto durante la gametogénesis ya que estas se
someten a autolisis controlada en el que las reservas de glucdgeno y proteinas
son movilizadas para la formacion de gametos (Bayne et al., 1982; Peek et al.,

1989). Por ello, se podria esperar que el contenido de lipidos y carbohidratos en el
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tejido conjuntivo adipogranular de P. sterna, se encuentre ligado a la presencia de
mas de un tipo de vacuola, las cuales estén fungiendo como almacén de energia
para ayudar al proceso reproductivo. Esto se podria comprobar mediante estudios

de aislamiento, purificacion y caracterizacion bioquimica de este tipo de células.

Los cambios de temperatura pueden llegar a generar estrés y con ello un
trastorno fisioldgico en algunos organismos, como se observé en C. gigas, donde
las temperatura altas parecen generar estrés fisiologico, mientras que las
temperaturas bajas resultan propicias para la gametogénesis (Castillo-Duran et al.,
2010). Por el contrario, especies como C. corteziensis presentan una capacidad
de adaptaciéon de sus funciones metabdlicas en presencia de variaciones de
temperatura, aunque sin mostrar variaciones en el crecimiento, ni en la condicién
fisica durante temporadas extremas (Castillo-Duran, et al., 2010). Con base en lo
anterior, se procedié a cuantificar granulos de lipofucsinas presentes en el tejido
conjuntivo laxo y en la glandula digestiva, dado que estos lipopigmentos (lipidos
oxidados), permiten predecir el grado de salud y/o enfermedad del tejido. Esto se
ha comprobado en algunos grupos de peces y crustaceos, donde estos
compuestos se han empleado como un indicador de edad y/o enfermedad, debido
al deterioro celular y exposicién de los organismos a agentes estresantes (Nandy,
1985; Agius y Roberts, 2003; Bomnonato et al., 2007, Maxwell et al., 2007). En el
presente trabajo, la glandula digestiva mostré un aumento del 200% en los valores
de lipofucsinas con respecto a las cifras iniciales, tanto en machos como en
hembras. Contrariamente, el tejido conjuntivo no presentd dicha variacién en los
valores de lipofucsinas, no obstante los organismos sometidos a los tratamientos
oscilante y descendente presentaron mayores contenidos de lipofucsinas.
Aparentemente, los organismos mostraron cierta adaptabilidad a los cambios de
temperatura en los tratamientos ascendente y constante, ya que los niveles de
lipofucsinas fueron decreciendo con respecto al tiempo de exposicion, tanto en
glandula digestiva como en el tejido conjuntivo laxo. La cuantificacion de
lipofucsinas también permitié inferir el posible estado inmunoldgico del organismo,

ya que estos lipopigmetos fueron detectados en células cafés y hemocitos, los
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cuales se encuentran reportados en la gonada y en el tejido conjuntivo periférico a
la gonada de P. sterna (Vite-Garcia, 2005), Aunque en este estudio este tipo de
células no fueron cuantificadas directamente, la técnica utilizada permitié confirmar
su presencia e incremento en células fagocitarias. Flye-Sainte-Marine et al. (2009)
demostraron que R. philippinarum presenta variaciones en la concentracion de
hemocitos en la hemolinfa, en relacion al aumento de la temperatura del agua.
Otros trabajos de laboratorio confirman que la temperatura es el factor principal de
la proliferacién de hemocitos en la defensa del organismo (Liu et al, 2004; Paillard
et al, 2004; Monari et al, 2007), entendiendo que la reaccion defensiva de este
dependera de su condicion fisioldgica (un organismo joven presenta mejor defensa

que uno viejo).

A pesar de que la temperatura se considera un factor determinante en el
ciclo gametogénico, existen limitantes en cuanto a los requerimientos idoneos de
maduracion de cada especie, 0 poblacion de cada especie, en funcién de las
condiciones donde habita (incluyendo el laboratorio). Si bien los resultados del
presente estudio no fueron del todo concluyentes, y no permiten identificar con la
factibilidad deseada el patrén térmico 6ptimo para la maduracion de reproductores
de P. sterna, sientan las bases para futuros trabajos de maduracién gonadica con
manipulacion de la temperatura. Se sugiere evaluar otro tipo de indicadores de
respuesta en la gametogénesis, como el perfil hematico completo, analisis
moleculares de sintesis de vitelogenina, microscopia electrénica para identificar
tipos celulares participantes en los eventos reproductivos, etc. A su vez, se
recomienda medir algunos parametros de estrés oxidativo ocasionado por
termorregulacion, que podrian llegar a ser nocivos para la salud de los gametos,
como potencial redox, enzimas antioxidantes (catalasa, superéxido dismutasa) y

digestivos (lisozima, hidrolasa), etc.
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9. CONCLUSIONES

>

Los indices fisioldgicos de condicion y rendimiento muscular no mostraron
una relacién directa con ningun régimen de temperatura aplicado, ya que no
reflejaron un efecto directo con el desarrollo gonadico, ni con la
composicion bioquimica de la gonada y los tejidos somaticos que se
encuentran relacionados con el desarrollo gametogénico.

El régimen térmico descendente propici6 un claro transporte de
carbohidratos desde el musculo hacia la génada en machos, el cual se vio
reflejado en la presencia de estadios de desarrollo gonadico avanzado, asi
como de desove y posdesove en un periodo mas corto que el resto de los
tratamientos (17 dias).

Los regimenes térmicos constante y oscilante (O1) estimularon la
acumulacion de lipidos en la gébnada femenina como respuesta al desarrollo
ovocitario.

Los tratamientos constante, descendente y ascendente estimularon un
posible transporte de lipidos y carbohidratos desde la glandula digestiva
hacia la gdénada, también como posible indicador de crecimiento de
gametos.

Todos los tratamientos térmicos generaron estrés fisiologico en los
organismos de P. sterna, a excepcion del tratamiento constante, en donde
se generd género menor acumulacion de lipofucsinas en la glandula

digestiva y tejido conjuntivo.
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11. ANEXOS
I. Simulador Térmico Marino (SITMA).

El equipo de simulacién térmica marina automatizado (SITMA), disehado y
fabricado en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR),
con el propdsito de controlar variaciones térmicas del agua, la cual se emplea en
diversos experimentos de laboratorio. Dicho equipo consiste en una computadora
con un software y hardware que controlan los interruptores de encendido y
apagado de 6 equipos de refrigeracién, equipado con un serpentin de acero
inoxidable y 6 calentadores de titanio de 1000 W sumergidos en 6 tanques de 70
L de agua marina. La computadora registra los datos programados para la
simulacion, lo cuales se reproducen en cada tanque experimental por medio de un
termistor flotante, dichos datos son comparados con la simulaciéon programada con
anterioridad en la memoria de la computadora, la cual por medio del software
controla los interruptores del equipo por medio de cambio de voltajes. EI SITMA
fue disefiado para controlar la temperatura en seis tanques simultaneamente por

un tiempo indefinido, con una capacidad de variacién de 5°C/h en 60 L de agua.

COMPUTADORA

¢ EQUIPO DE SIMULADOR
TERMICO

l

6 SENSORES DE
TEMPERATURA

l ./ 6 CALEFACTORES

6 CONTENEDORES
O TINAS

6 EQUIPOS DE 6 SERPENTINES DE
REFRIGERACION EVAPORACION

Figura 21.Esquema representativo del Simulador Térmico Marino Automatizado (SITMA).
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Il. Técnica de inclusion en parafina

Fijacion
Los tejidos se fijaron en solucion Davidson para organismos marinos, durante 48
horas.

Cambiar a alcohol etilico al 70%, al transcurrir 48hr.

Deshidratacion

Alcohol etilico 70% | y Il (Minimo una hora c/u)

Alcohol etilico 80° (1 hora para tejidos grandes)

Alcohol etilico 90° (1 hora)

Alcohol etilico 96° (1 hora)

Alcohol etilico 100 I, Il, 1l (1 hora c/u)

Mezcla de alcohol etilico absoluto-xilol (1:1) (20 min. tiempo critico)
Xilol absoluto (100 %) (5-10 min. tiempo critico)

Infiltracidén en parafina
Parafina-xilol (1:1) (25 min. tiempo critico)
Parafina (Paraplast) | (1 hora)
Parafina (Paraplast) Il (1-2 horas)
Parafina (Paraplast) Il (1-2 horas)

)

Parafina (Paraplast) IV (1-2 horas para tejidos grandes)
[ll. Técnica de tincion hematoxilina-eosina (de Harris).

Xilol LIy 11-(5-10 min. c/u).
Alcohol etilico 96% (2 min.).
Alcohol etilico 70% |'y 70% Il (2 min. c/u)
Agua destilada (5 min.).
Hematoxilina de Harris (4 min.)
Agua corriente (5 min) y agua destilada (5 min.).
Alcohol acido (10-15 seg.) (1 L alcohol 96% con 5 gotas de acido clorhidrico)
Agua destilada (5 min.)
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Agua amoniacal (10-15 seg.) (Hidréxido de amonio, 5 gotas por caja de tincion).
Agua destilada (5 min.).

Alcohol etilico 50% (2 min.).

Alcohol etilico al 70% (2 min.).

Eosina-Floxina alcohdlica (3 min. dependiendo del tiempo del colorante)
Alcohol 96% 1 y Il, (1-2 min. c/u)

Alcohol 100% | y Il, (1 min. c/u)

Citrisolv I, II, 111 (5 min. c/u, sustitito de xileno 6 Hemo-De).

Montar en resina sintética o Entellan.
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IV. Estadios de desarrollo gonéadico.

Figura 22.Microfotografias de génadas femeninas (20X y 10X) de P. sterna tefdidas con
hematoxilina-eosina, donde se muestran diferentes estadios de desarrollo: A)= Organismo en fase
de indiferenciacién sexual; B)= Hembra en desarrollo; C)= Hembra en madurez; D)= Hembra en
desove parcial y E)= Hembra en reabsorcion. OV= Ovocitos vitelogénicos; OPR= Ovocito
previtelogénico; OPS= Ovocitos posvitelogenico; OR= Ovocitos residuales; OA= Ovocitos
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atrésicos; NC= Nucléolo; N= Nucleo; TJL= Tejido conjuntivo laxo y TJG=Tejido conjuntivo
adipogranular.

Figura 23. Microfotografias de gonadas masculinas (20X) de P. sterna tefiidas con hematoxilina-
eosina, donde se muestran diferentes estadios de desarrollo: A)= Macho en desarrollo; B)= Macho
en madurez; C)= Macho en desove parcial y D)= Macho en reabsorciéon. E= Espermatozoide; ER=
Espermatozoide residual; EG= Espermatogonia y ET= Espermatocito
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V. Técnica de tincion de acido peridodico SCHIFF

Desparafinar e hidratar en agua.

Oxidar en solucién de acido periédico (5 min.).

Enjuagar en agua destilada (5 min.).

Colocar en la solucion de Schiff de Coleman (15 -30 min.).

Enjuagar en agua corriente (10 min.).

Contratefir con hematoxilina de Mayer’s (15 min.) o de Harris (6 min.)
Enjuagar en agua de la llave (15 minutos).

Deshidratar en 2 cambios de ROH 95% y ROH 100% (2 min. c/u).
Aclarar en Xileno o sustituto de xileno (2 min. c/u).

Montar en resina sintética o entellan

Resultados:

Glucogeno, mucinas de rojo a purpura y algunas membranas basales

Nucleos de azul.
VI. Técnica de tincion de Sudan Negro B

Desparafinar e hidratar hasta agua destilada en caso de cortes en parafina.
Colocar los cortes en alcohol al 70%

Tenir en la solucion de Sudan Negro (15 min. a 30 min.).

Diferenciar en alcohol al 70%.

Contrastar los nucleos con carmalum o rojo rapido nuclear o hematoxilina Harris.
Lavar bien en agua corriente.

Lavar en agua destilada.

Montar en gelatina glicerinada.

Resultados:

Esteres de colesterol azul a negro.
Triglicérido azul a negro.
Fosfolipidos gris.

Mielina bronce.
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VII. Técnica de tincion de Carbol Fucsina Kinyoun

Desparafinar e hidratar las laminillas hasta agua destilada.

Tendir con solucion Carbol Fucsina Kinyoun (1 hora).

Enjuagar en varios cambios de agua destilada.

Diferenciar en la solucion de alcohol acido, 5 a 6 gotas o hasta que las secciones
se vean rosa palido.

Enjuague en agua corriente (5 min.), y luego enjuague en agua destilada.
Contraste con la solucion de acido picrico (1 min.).

Deshidrate en alcohol etilico al 96%, luego en alcohol etilico al 100 %.

Aclare en Xilol, 2 cambios (2 min. c/u).

Monte en resina sintética o Entellan.

Resultados
Lipofucsinas- rojas

Fondo, otros tejidos- amarillo

VIIl. Determinacion de proteinas bajo el protocolo de acido bicinconinico
(BCA).

Agregar 10uL de homogenizado (ver seccioén 7.4)

Digerir durante (2 horas).

Agitar

Recuperar 25uL en una en una microplaca

Agregar 200uL de reactivo colorimétrico BCA comercial (Sigma™)
Incubar a 60° (15 min.)

Leer a 562 nm

Nota: Se utiliza un patrén para realizar la curva tipo, para dicha curva se utiliza un

suero de albtimina de bovino (Sigma™).
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IX. Determinacion de carbohidratos (Roe, 1955)

Agregar 100uL de homogeneizado y afiadir 100uL de TCA al 20%.
Centrifugar 3600 rom. a 5°C (10 min.).

Recuperar 25uL de sobrenadante en un minitubo.

Agregar 250pL de antrona (0.001 g de antrona en 1mL de H2S0O4 al 96%)
Calentar a 85°C (4 a 10 min.).

Enfriar en bafio de hielo.

Sembrar 200uL en una microplaca.

Leer a 630nm.
X. Determinacion de lipidos (Barnes y Blackstock, 1973).

Agregar 25uL de homogeneizado e un minitubo.
Agregar 250pL de H,SO4 concentrado

Agitar

Calentar a 90°C en bafio maria (10 min.).
Enfriar en bafio de hielo

Agitar

Poner 20uL en cada pozo de una microplaca
Agregar 200uL de reactivo (Vainillina)

Incubar durante (40 min.).

Leer a 540 nm.
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