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RESUMEN

En el presente trabajo se estudiaron la maduracion reproductiva, los métodos de induccién
al desove, la fecundidad real y el desarrollo larval y juvenil en la almeja catarina (Argopecten
ventticosus, Sowerby Il, 1842). Adicionalmente se determiné el efecto de la temperatura, la
salinidad y la cantidad del alimento, en eicrecimento de juveniles de la misma especie.

Los resultados indican que adultos recién desovados de almeja catarina pueden ser
madurados artificialmente en 27 dias, a 23 #1°C,37%. y alimentados con 3.9 x10°
células/almeja/dia de Isochrysis galbana; Chaetoceros sp.y Tetraselmis suecicé. en
proporcion 6:3:1. La termoestimulacion combinada con la adicidon de productos sexuales,
produjo el desove en el 50 % de los reproductores y fué el Unico tratamiento que indujo la
liberacién de ovocitos. La serotonina (5-hydroxytryptamina) fué muy efectiva como inductor
de esperma solamente. La fecundidad real vario entre 2.17 y 3.01 millones de ovocitos por
almeja de 45 mm de altura. El desarrollo larval ocurrié en 15 dias y el desarrollo juvenil se
estudié durante 45 dias, hasta los 4.3 mm de altura. Las distintas etapas del desarrollo
fueron descritas basandose en un estudio micrafotogréafico. En el estudio del efecto de la
temperatura (20, 23 y 28 “C) y salinidad (28, 32 y 37 %o) combinados, el mayor crecimiento
de 0.0707 mm/dia se obtuvo a 20 °Cy 37%.. Finalmente, en el estudio del efecto de
concentracién de alimento, desde 0.25 x 10° hasta 1.5 x 10 ° células/ml de Isochrysis
galbana, Chaetoceros sp.y Tetraselmis suecica, en proporcién 6:3:1, el mayor crecimiento
de 0.0334 mm/dia, se obtuvo a la mayor concentracién probada. No se logré determinar si

una concentraciéon mas alta podria producir un mayor crecimiento.



ABSTRACT

In the present work, several studies on the reproduction and development of the catarina
scallop (Argopecten ventricosus, Sowerby Il, 1842) were done, including reproductive
maturation, methods for spawninginducticn determination of the real fecundity, and the
development of larvas and juveniies. ltwzsalso determined the effect of temperature.
salinity, and food quantity on growth of juveniles of the same species.

Results indicate that recently spawned broodstock can be matured to spawning in 27 days,
at 23 £1°C, 37ppt salinity and with a food ration of 3.9 x 10° celis/scallop/day of a 6:3:1
mixture of /sochrysis galbana, Chaetoceros sp., and Tetraseimis suecica. Thermostimulation
combined with the addition of sexual products from another individual, were effective as
spawning inducers in 50% of the breeders and were the only treatment tnat induced oocyte
release. Serotonin (5-hydroxytryptamine) was very effective as sperm inducer only. Real
fecundity varied between 2.17 and 3.01 million oocytes per 45-mmshell height. Larval
development lasted 15 days and the juvenile stage was followed during 45 days up to 4.3-
mm shell height. Larval and juvenile development was studied under the light microscope,
and microphotographs of the relevant stages and structures were taken.

The study of the combined effect of temperature (20, 23, and 28 “C) and salinity (28, 32, and
37 ppt) indicated that highest growth of scallop juveniles of 0.0707 mm/day was obtained at
20 °C and 37 ppt salinity. Finally, the highest growth of juveniles fed 0.26 x 1 0°to 1.5 x 1 0°
celis/ml of 6:3:1/sochrysis galbana, Chaetoceros sp., and Tetraselmis suecica was found
at the highest concentration tested. It was not possible to determine if a higher concentration

would improve growth rate.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

Argopecten ventricosus (=cfrcularis) (Sowerby 1, 1842), es conocida
comunmente en México como almeja catarina (Félix-Pico, 1991a; Waller,
1995). En este pais, existe una importante pesqueria comercial
principalmente en la costa Oeste de Baja California Sur y el Golfo de
California. La importancia econdmica de la almeja catarina radica en el alto
valor del masculo aductor o “callo” y su amplio mercado. Se comercializa
fresco-enhielado en los Estados Unidos de Norteamérica y en ‘México, o
localmente precocido con la gonada y el manto incluidos. La pesqueria de
almeja catarina fué de 978.3 toneladas-anuales de callos promedio de 1981
a 1990, registrandose una produccion atipica de mas de 2,500 toneladas
anuales en 1989 y 1990 (Maeda-Martinez et al., 1993). Sin embargo,
existen casos donde las poblaciones de almeja catarina han desaparecido
por completo, supuestamente debido a la sobreexplotacion del recurso. Tal
es el caso en la Ensenada de La Paz (Baqueiro et al., 1981) en 1980 y en
Panama (Morales y Muiiiz, 1992) en 1987. En 1978, la Ensenada de La Paz
fué el area de pesca mas importante de almeja catarina en México. Sin

embargo, la densidad de los organismos se redujo de 13 a 1 almeja por m?,



Z
en un periodo de 2 afios. En 1986, la pesqueria de almeja catarina en
Panama, registré capturas por un valor superiora los 31 millones de délares,
significando uno de los mayores incrementos conocidos del sector pesquero
panamefio en toda su historia. Ese afio, solamente los pescadores
artesanales ingresaron a Panama 13 millones de dolares en exportaciones,
ademas de haberse generado aproximadamente 35,000 empleos directos.
A partir de 1987, la pesqueria desaparecid, trayendo como consecuencia
una catastrofe econdémica en ese pais centroamericano (Morales y Muiiz,

1992).

Con la finalidad de regular la pesqueria y proteger a la especie de la
sobreexplotacion, en 1987 la antigua Secretaria de Pesca (ahora
SEMARNAP), inici6 un programa de fomento acuicola, en que el sector
privado y las cooperativas interesadas en explotar los bancos naturales,
estaban obligadas a colectar semillas y a liberarlas en las areas previamente
determinadas por la Secretaria de Pesca (Diario Oficial, 1987). Esta medida
carecia de sustento cientifico, pero foment6 el interés de productores e
instituciones por la acuicultura de la especie. Ahora se sabe que las
poblaciones naturales de almeja catarina se desarrollan por la combinacion
de factores naturales como el tamafio de las poblaciones silvestres, la

temperatura, las corrientes marinas, la velocidad y direccion del viento, la



3

presion de depredacion, etc. (Maeda-Martinez et al., 1993), pero a(in se

desconoce el efecto real de la explotacion sobre las poblaciones.

Gracias a la gran cantidad de estudios existentes sobre esta especie (ver
antecedentes mas adelante) y a las condiciones mas favorales para el
desarrollo de la acuicultura en nuestro pais, en 1995 una empresa del sector
privado cosech6 mas de 20 toneladas métricas de callos en Bahia
Magdalena, a partir de 4.5 millones de semillas de origen combinado
(silvestres y del laboratorio), cultivadas en el fondo marino con un nuevo
método de cultivo (Maeda-Martinez y Ormart-Castro, 1995). No obstante, en
esta experiencia hubo desabasto de semillas en algunos meses del afio,
debido a la inconsistencia en la produccion de semillas en el laboratorio, lo
cual provocé un desfasamiento en el programa de produccion (Maeda-
Martinez com. pers.). Por lo tanto, alin se requiere revisar la zootecnia de
semillas de almeja catarina en el laboratorio (Avilés-Quevedo, 1990;
Maeda-Martinez et al., 1989; Maeda-Martinez et al., 1995), incluyendo la
determinacion precisa del tiempo para madurar reproductivamente a una
almeja bajo un medio ambiente determinado, el método mas efectivo para
inducir el desove, la determinacion de la fecundidad real, el método de
cultivo de larvas, la induccién al asentamiento y la metamorfosis de

juveniles, y las condiciones Optimas de temperatura, salinidad y



concentracion de microalgas.

La maduracién reproductiva y la induccion al desove en A. ventricosus ha
sido estudiada por Avilés-Quevedo y Mucifio-Diaz (1988). Ellas encontraron
gue adultos de A. ventricosus con gbénadas indiferenciadas pueden ser
madurados en solamente 20 dias a 18 °C, 35 % de salinidad y una racion

de 4 x 10° células/aimeja/dia de Isochrysis galbana.

Los métodos de induccidn al desove en pelecipodos han sido discutidos en
revisiones por Giese (1959), Loosanoff y Davis (1963), Galtsoff (1961,
1969), Fretter y Graham (1964), Loosanoff (1954, 1971), Giesé y Parse
(1974) y Sastry (1979). Choques térmicos, cambios en la salinidad, luz,
estrés mecanico, y algunas substancias quimicas han sido probadas como
inductores del desove. La temperatura ha sido considerada uno de los

factores mas importantes como estimuladores del desove en bivalvos.

También se conoce que el complejo serotonina-creatinina-sulfato induce el
desove en A. irradians (Gibbons y Castagna, 1984), Pecten albicans
(Tanaka y Murakoshi, 1985), Pecten ziczac (Vélez et al., 1990) y A.
purpuratus (Martinez et al., 1996). En el pectinido didico Patinopecten

yessoensis, la serotonina es efectivo tanto en machos como en hembras. Se
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desconoce aun cual es el papel que juega este neurotransmisor como

inductor al desove.

Para determinar la fecundidad intraovarica en organismos marinos, se
emplean métodos gravimétricos o estereologicos apoyados con la histologia
(King, 1948; Cumming, 1961; Shafee y Lucas, 1980). Sin embargo, la
fecundidad intraovarica puede reflejar nUmeros de gametos muy superiores
a los que realmente se desovan, ya que en la gran mayoria de los moluscos
los desoves son parciales (Yamamoto, 1950; Wolf, 1987). Por consiguiente,
parte de los gametos pueden permanecer en el ovario sin ser expulsados al
medio externo. Normalmente éstos gametos son reabsorbidos por el
organsimo y las substancias nutricias son empleadas nuevamente para la
gametogeénesis en el siguiente ciclo reproductivo (Gabbott, 1975; Blake y
Sastry, 1979; Sastty, 1979). En el laboratorio de produccion, es muy
importante conocer la fecundidad real, o sea el nimero promedio de
ovocitos que se pueden esperar del desove de un adulto reproductivamente
maduro. Esto tiene un impacto econdémico muy grande ya que de aqui se
calcularda el nimero de reproductores que se deben madurar y por
consiguiente la cantidad de fitoplancton que se debe producir para su

alimentacion.
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La literatura existente sobre la importancia de la geometria de los tanques
de cultivo de larvas es muy escasa. Normalmente, las larvas de moluscos
son cultivadas en tanques anchos de fondo plano, lo cual no permite una
mezcla y oxigenacion del medio de cultivo adecuados y se puede inducir
mortalidad en las larvas ya que éstas quedan atrapadas en los sedimentos
del tanque. Por lo tanto, seria conveniente disefiar y probar tanques con
geometria delgada, alta, y de fondo cénico, que produzcan una mezcla

homogénea del medio de cultivo y eviten la sedimentacion de las larvas.

La proximidad del asentamiento y metamorfosis de una larva nadadora a un
juvenil reptante, esta indicada por la presencia de una mancha ocular, la
degeneracion del velum y el desarrollo de un pié reptante. En moluscos
bivalvos, el asentamiento y la metamorfosis son consideradas como las
etapas criticas del desarrollo, donde frecuentemente ocurre una alta
mortalidad de los individuos. Este fendmeno se puede prolongar en
ocasiones hasta dos semanas después de iniciado el proceso (Pechenik,
1980, Ebert y Houk, 1984). Los métodos tradicionales para el asentamiento
en moluscos, no son satisfactorios en los pectinidos por dificultades en su
manejo (Thompson et al., 1985). Por ejemplo, las larvas y juveniles de
pectinidos no deben ser expuestas al aire por tiempos prolongados, no es

posible desinfectarlos con soluciones de cloro para remover epibiontes, etc.
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En los pectinidos, esta etapa es critica ya que aparte de que el pié reptante
tiene una capacidad muy grande de adhesion, el manto inicia la secrecion
de la disoconcha de composicion aragonitica, la cual es muy fragil. Por esta
razén, debera encontrarse un método que evite el manejo de los juveniles
en esta etapa. Maeda-Martinez et al. (1995) describen un método para este
fin que consiste en la introduccion del substrato de fijacion a los tanques de
cultivo larvario y Mazén-Suastegui et al. (1991) utilizaron camas para

fijacion de ostion y sistemas de surgencia, con resultados satisfactorios.

Para mejorar el cultivo de la almeja catarina, se requiere ademas contar con
un estudio fotogréafico de las primeras fases de desarrollo que le ayude al
zootecnista a familiarizarse con estructuras morfolégicas clave. Actualmente
solamente existen diagramas de los estadios mas importantes del desarrollo
de esta especie (Avilés-Quevedo, 1990) y dos fotografias de microscopia
electronica de barrido de una larva pediveliger y un juvenil (Robles-

Mungaray y Serrano-Guzman, 1995).

Finalmente, para eficientar la zootecnia de almeja catarina en el laboratorio,
aln se necesita incrementar la tasa de crecimiento de los juveniles sin
reducir la supervivencia. Actualmente se emplean entre 55 y 60 dias

(Avilés-Quevedo, 1990; Maeda-Martinez et al., 1989; Mazén-Suastegui et
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al., 1991; Robles-Mungaray y Serrano-Guzman , 1995) para alcanzar 3 mm
de altura de la concha a partir de la metamorfosis. Los factores ambientales
mas importantes que determinan el crecimiento en invertebrados marinos
son la temperatura: la salinidad y la calidad y cantidad del alimento (Sastry,
1966; 1979). Con el fin de optimizar los métodos de cultivo, se requiere
determinar experimentalmente los valores de esos factores donde se
obtenga la tasa de crecimiento mas elevada, sin reduccion en la tasa de

supervivencia.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

El compendio mas reciente sobre la biologia, ecologia y acuicultura de
pectinidos, ha sido compilado por Shumway, (1991). Los antecedentes del
cultivo de A. ventricosus en México, han sido descritos por Félix-Pico et al.
(1989). Los primeros experimentos de cultivo fueron hechos por Félix-Pico
(1978) en 1976, quien realizd un cultivo piloto en la Ensenada de La Paz, a
partir de semillas silvestres. Este trabajo sirvidé de base para el desarrollo de
cultivos experimentales mas detallados como los trabajos de Félix-Pico et
al. (1980) en la Ensenada de La Paz, Reyes-Sosa (1988) en
Bacochibampo, Sonora, y la tésis de maestria de Tripp (1985) en Bahia
Magdalena, B.C.S. Adicionalmente, se realizaron trabajos sobre la colecta
de semilla silvestre (Tripp , 1985; Reyes-Sosa, 1985; Ruiz-Verdugo y
Caceres-Martinez, 1991; Tripp-Quezada, 1991; Maeda-Martinez et al.,
1993), la produccion de semillas en el laboratorio (Mazon-Suastegui et al.,
1991; Maeda-Martinez et al., 1995; Robles-Mungaray y Serrano-Guzman,
1995) y se diseflaron y probaron sistemas de engorda en suspension

(Siewers, 1983; Hernandez-Llamas y Singh, 1988; Hernandez-Llamas y
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Gomez-Mufoz, 1996; Maeda-Martinez et al.,, 1997) y en fondo
(Caceres-Martinez et al., 1986; Maeda-Martinez y Ormart-Castro, 1995).
Paralelamente, se encontré que ta depredaciéon es un factor limitante en et

desarrollo de cultivos en fondo sin protecién (Maeda et al., 1992).

Adicionalmente a estos estudios, la zootecnia se ha basado
significativamente en estudios basicos de biologia, ecologia y ecofisiologia
de ta especie. Algunos aspectos de ta ecologia reproductiva de A.
ventricosus, como et indice gonadico y tos estadios de madurez por
meétodos histolégicos 0 macroscopicos, han sido estudiados por Baqueiro
et al. (1981), Caceres-Martinez ef al. (1990); Tripp-Quezada (1'985; 1991),
Vittatejo-Fuerte y Ochoa-Baez (1993) y Vitlataz (1992; 1993; 1994; 1996).
Villatejo-Fuerte (1995) determiné la fecundidad de ta especie a diferentes
tallas. Félix-Pico (1975; 1985), Tripp-Quezada (1985) y Félix-Pico (1991 b),
estudiaron tos periodos de desove poblacional en la Ensenada de La Paz,
en Bahia Concepcion y en Bahia Magdalena respectivamente, basados en
la cglecta de larvas en el plancton y ta captacion de juveniles en colectores.
Singnoret-Braitovsky et al. (1996) determinaron ta tolerancia a la salinidad
de ta especie, estudiando ta presién osmotica de ta hemotinfa en funcion de

ta salinidad del medio ambiente.



Algunos estudios basicos han permitido la mejoria de técnicas de cultivo de
semillas en el laboratorio, los cuales tratan sobre la induccién a la
maduracion artificial de reproductores, la induccién al desove vy el cultivo de
larvas y juveniles (Mazon-Suéastegui, 1986; Coronel-Sol6rzano et al., 1987;
Martinez, 1988; Avilés-Quevedo, 1990 y Avilés-Quevedo y Mucifio-Diaz,
1990). También se han descrito parasitos en esta especie (Gomez-Del
Prado, 1982; Gomez-Del Prado ef al., 1992) y se ha estudiado el efecto
Vibrio alginolyticus sobre las larvas de la almeja catarina (Sainz et al., 1997).
Finalmente, se ha estudiado la ingestion y digestiéon larvaria en almeja
catarina, alimentadas con 10 especies de microalgas (Lora-Vilchis y Maeda-

Martinez, 1997).
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

El cultivo de cualquier especie se basa en la disponibilidad de semillas en
tiempo, en cantidad y calidad. A pesar de que ya se han logrado producir
semillas de A. ventricosus en el laboratorio a nivel comercial, la produccion
ha sido aun erratica. En este trabajo se presenta una revision de los
métodos de cultivo y/o la adaptacion o modificacion de las técnicas
tradicionales para el cultivo de moluscos. Se muestra ademas el desarrollo
ontogénico de la especie, fotografiado bajo el microscopio compuesto hasta
el estadio juvenil, lo cual representa una herramienta importante para el

laboratorio de produccion, para el taxdnomo, o el biélogo del desarrollo.

Finalmente, en este trabajo se definen los valores 6ptimos de temperatura,
salinidad y cantidad de alimento, los cuales constituyen algunos de los
factores mas importantes que regulan el crecimiento y la supervivencia de

las especies marinas.

Con este trabajo se pretende contribuir al desarrollo y la consolidacién de

la incipiente industria del cultivo de moluscos en México.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS

Objetivo General:
Contribuir a la optimizacion de la zootecnia de juveniles de almeja catarina

(Argopecten ventricosus) en el laboratorio.

Objetivos especificos:

- ldentificar las etapas de madurez gonadica de los reproductores.

- Evaluar un método de maduracion artificial de reproductores.

- Determinar la eficiencia de algunos métodos de induccion al desove, en
la almeja catarina.

- Evaluar un método de cultivo de larvas.

- Estimar la fecundidad de la especie a una talla determinada.

- Descripcion del desarrollo embrionario, larval y juvenil de la almeja
catarina.

- Evaluar un método para inducir el asentamiento y la metamorfosis de
juveniles.

- Determinar los valores Optimos de temperatura y salinidad combinados en

el crecimiento y supervivencia de juveniles de almeja catarina.



- Determinar la concentracion de microalgas que promueva el mayor

crecimiento en juveniles de almeja catarina.

14
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CAPITULO 5

MATERIALES Y METODOS

5.1 Origen de los Reproductores

Adultos de almeja catarina mayores de 45 mm de altura con madurez
gonadica avanzada, fueron periddicamente recolectados durante 1988, por
buceo libre a 2.5 + 0.5 metros de profunidad, en el banco natural “El
Comitén” en la Ensenada de La Paz, B.C.S (24°07'N-110°24' W) (Figura
1). Estos organismos sirvieron para los experimentos de maduracién e
induccion al desove y como progenitores de las larvas y juveniles cultivados
de este trabajo. En el momento de la colecta se registraron 28 °C de
temperatura y 37 %o de salinidad. Las almejas fueron transportadas al
laboratorio del Centro de Investigaciones Biolégicas del Noroeste, S.C.
(CIBNOR) ubicado a 1 Km de distancia del sitio de colecta, en una hielera
de 60 | conteniendo agua marina del mismo sitio la cual recibio aireacion
constante. Durante el transporte, la temperatura del agua se registraba
cada 10 min con un termémetro de campo Bannam con una escala de -20
a 110 °C y 1°C de precisiéon. En caso de detectar algin aumento en la

temperatura, se introdujeron a la hielera bolsas de polietileno conteniendo
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Figura1l Localizacion de los bancos de almeja catarina
(Argopectenventricosus) en la Ensenada de ' La
Paz: Las Palmitas (1); El Comitan (1) y El Cente-
nario (I11). (Modificado de Yoshida y De Alva,
1977).
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cubos de hielo para contrarrestar el calentamiento. En ningln caso se

registr6 mortalidad de los organismos durante el transporte.

5.2 Seleccién y marcado de reproductores

Al llegar al laboratorio, cada individuo fué lavado y liberado de epibiontes
con una espatula y cepillos de alambre y posteriormente se colocaron en un
tanque de fibra de vidrio de 1100 | de capacidad. El proceso de transporte
y lavado indujo el desove masivo de las almejas el cual duré 5 horas. Una
vez que se detuvo el desove, se seleccionaron 300 organismos
complentamente desovados para los experimentos. A diferencia con otros
grupos de moluscos, los pectinidos abren las valvas al ser extraidos del
agua, permitiendo hacer la revision de la génada sin sacrificarlo. Las
gbnadas de los organismos seleccionados tenian forma de saco
transparente con ausencia de pigmentacion, donde se observaba
claramente el intestino. Este estadio de indiferenciacion de las porciones
testicular y ovérica, correspondio al estadio | de la escala empirica de Sastry
(1963). Las almejas seleccionadas, se marcaron con una etiqueta de
plastico atada a un orificio pequefio perforado en el I6bulo auricular dorsal
de la concha. Esto permiti6 mantener un estricto registro de los organsimos

experimentales.
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5.3 Maduracioén reproductiva de Argopecten ventricosus

El estudio de maduracion reproductiva, se llevé a cabo en un tanque de fibra
de vidrio de 1,100 | de capacidad, el cual recibi6é un flujo constante de 3
I/min de agua marina filtrada recirculante a 23+1°C y 37 %o de salinidad,
conteniendo una mezcla de microalgas cultivadas de Isochrysis galbana,
Chaetoceros sp. y Tetraselmis suecica, en proporcion 6:3:1. Las almejas
recibieron una racién diaria de 3.9x10° células/org/dia. Las heces en el
tanque fueron eliminadas diariamente por sifoneo y cada tercer dia se hizo
un recambio total del agua y del alimento.

El efluente del tanque rectangular, caia por gravedad a un tanque reservorio
de plastico de 150 |, donde se encontraba una bomba sumergible que
regresaba el agua nuevamente al tanque de aclimatacion. El agua en el
reservorio recibié aireacion continua. Cada 4 dias se registro la condicion

gonadica de los ejemplares.

5.4 Induccién al desove

Una vez que las almejas alcanzaron nuevamente el estadio IV de madurez

gonadica, se probaron cinco tratamientos de induccidon al desove

empleando 20 almejas por tratamiento:
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a) Choque térmico agudo (18 a 30 °C en 1 segundo)

b) Choque térmico rapido (incremento de 3°C/min de 18 a 30 °C)

c) Incremento térmico gradual (1°C/min de 18 a 30 °C)

d) Incremento térmico gradual mas adicibn de gametos (como el
tratamiento anterior) (Loosanoff y Davis, 1963).

e) Inyeccion intragonadal de serotonina (5-hydroxytryptamina), 0.025,
0.25y 2.5 mM (Tanaka y Murakoshi, 1985).

f) Inyeccién intragonadal de KCI1, 0.5, 1 .0y 2.0 mM (Young, 1945),y

g) Choques eléctricos (20V durante 1 seg)(lwata, 1951)

Los experimentos de choque térmico se llevaron a cabo en tanques de 70
[. Inicialmente cada tanque contenia agua de mar a la temperatura de
maduracion (23+1“C). Posteriormente, se vacié agua precalentada por sifén
a los tanques, a la velocidad necesaria para provocar el cambio deseado,
hasta alcanzar los 30 °C. La respuesta al estimulo de inducciéon fué
considerada rapida, media o lenta, si la expulsion de gametos ocurrié en
menos de 3 h, entre 3y 5 h, 0 en mas de 5 horas posteriores a la aplicacion

del estimulo.

Los gametos expulsados por estos organismos, fueron colectados

separadamente para ser posteriormente utilizados en los estudios de
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fecundidad real, ontogenia y cultivo larval y juvenil.

5.5 Fecundidad real

Para determinar la fecundidad real en esta especie, la totalidad de ovocitos
desovados de al menos 20 almejas del experimento anterior, fueron
colectados separadamente del esperma en tanques de plastico de 4 litros,
conteniendo agua de mar filtrada a través de un filtro Wathman (GF/C).
Cinco muestras de 10 ml de la suspension de huevos, se diluyeion
nuevamente en probetas graduadas, aforando a 100 ml con agua de mar.
El nimero de ovocitos fué determinado por cuenta directa (n>5) en una
camara Sedgewick-Rafter de 1 ml. Estos mismos ejemplares fueron medidos
bajo el microscopio compuesto en cuyo ocular tenia una reticula calibrada.

De manera similar se hicieron conteos y mediciones del esperma.

5.6 Fertilizacion

Los ovocitos resutantes del experimento anterior, se suspendieron en agua
de mar filtrada contenida en cubetas de plastico de 20 | de capacidad, a
razén de 10 ovocitos/ml. A partir de este momento y hasta el estadio juvenil,

se fijaron muestras de especimenes bajo cultivo en formol al 4%,
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neutralizado con borato de sodio 1 N, para su posterior observacion y toma
de microfotografias. La fertilizacion in vitro, se llevé a cabo mezclando las
suspensiones de espermatozoides y ovocitos, a razon de 6 espermas por
ovocito. El éxito de la fertilizacion se verificO examinando muestras de la
suspension al microscopio compuesto. La operacion se efectué lo mas
rapido posible antes de transcurridos 30 min posteriores al desove, segin

lo recomiendan Dupuy et al. (1977).

5.7 Desarrollo embrionario y larvario

Después de la fertilizacion, los embriones se mantuvieron en las mismas
cubetas de plastico durante 24 h, a una densidad de 10 huevos/ml, a 37 %o
de salinidad y 23 = 1 °C con aireacién muy suave y sin alimento ya que antes
del estadio veliger, los embriones y la larva trocofora intermedia, son
lecitotréficos. Una vez cumplidas las 24 h, las larvas alcanzaron el estadio
veliger temprano también conocido como "D" por la forma de la concha.
Estas larvas con proteccion valvar y capacidad de nado y de alimentacion
externa, fueron transferidas a columnas con fondo cénico de 100 | (Figura

2), a una densidad de 10 larvas/ml.

Las larvas se alimentaron con 60,000 células/mi de /sochrysis galbana,
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Figura 2. Columnas cilindrico conicas de 100 1 de
capacidad utilizadas para el cultivo de
larvas de ameja catarina (Argopecten
ventricosus), hasta la formacion de la
mancha ocular.
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Chaetoceros sp. y Tetraselmis suecica en proporcion 6:3:1. Una vez
alcanzadas las 85 um de longitud de concha promedio a los 6 dias de
cultivo, la densidad se redujo a 6 larvas/ml y se aumenté la concentracion
del alimento a 100,000 células/ml. A los Il dias de cultivo cuando la
longitud promedio de la concha alcanzé las 112 pm, la densidad larvaria se
redujo a 3 larvas/ml y la concentracion del alimento se incrementé a 150,000

células/ml.

Durante el cultivo larvario, el agua de los tanques se renovd por completo
cada tercer dia. Durante el recambio del agua, las larvas se retuvieron en
una serie de tamices de nylon de diferentes aperturas de malla; colocando
el de mayor calibre en la parte superior hasta el de menor calibre en la parte
inferior. Al inicio del cultivo, la malla de menor calibre fué de 22 pm. El uso
de tamices de esta forma, permiti6 seguir el desarrollo del cultivo sin
necesidad de mediciones microscoépicas, ya que fué posible distinguir el
crecimiento y la distribucion de tallas conforme se observaba la abundancia
de larvas en las mallas de diferente calibre. A lo largo del cultivo larvario, se
utilizaron mallas de las siguientes aperturas: 22, 45, 54, 60, 85, 95, 112,

120, 135, 140, 150 y 160 pum.
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5.8 Asentamiento, metamorfosis y cultivo de juveniles

En el presente estudio, se utilizé un sistema de recirculacion de agua, que
permitiera inducir el asentamiento de las larvas y evitara el dafo a las
delicadas larvas pediveliger en proceso de metamorfosis. El sistema (Figura
3) consitié en tamices de plastico de 30 cm de didametro con malla de nylon
de 140 ym, parcialmente sumergidos en tanques de 70 | conteniendo agua
de mar a temperatura y salinidad constantes (24 °Cy 37 %) y 1.5 x10°
células/mi de Isochrysis galbana, Chaetoceros sp. y Tetraselmis suecica en
proporcion 6:3:1.Los efluentes de los tanques se condujeron por gravedad
a un tanque reservorio de 150 | de capacidad, el cual contenia una bomba
sumergible que regresaba el fluido a los tamices.

El alimento consumido fué repuesto tres veces al dia y cada 48 horas se
realizaron recambios totales del agua y el alimento del sistema. Los tamices
recibieron un flujo continuo con direccion tangencial de agua y alimento, a
razén de 0.5 I/min. Las larvas pediveliger con mancha ocular de los tanques
cilindrocénicos, se suspendieron en el agua dentro de los tamices donde
ocurrio el asentamiento y la metamorfosis. Una vez superada la fase critica
con el engrosamiento y crecimiento de la disoconcha, el’ tamiz fue
reemplazado por otros de mayor calibre de acuerdo al crecimiento (160,

180,212 y 250 pm). Los juveniles se transfirieron de un tamiz a otro con la
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Sistema de flujo continuo y circuito cerrado para el cultivo de larvas_
pediveliger y juveniles de almeja catarina (Argopecten ventricosus).
A=Toma de aire; BS=Bomba sumergible;C=Contenedor; DA=Difusor
de aire; MD=Manguera de dosificacion de alimento y agua marina,;
TA=Tanque de almacenamiento; TF=Tamiz de fijacion.
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ayuda de pinceles de cerdas finas.

5.9 Crecimiento y supervivencia de juveniles de Argopecten ventricosus en

relacion a la temperatura y salinidad.

Con el objeto de determinar la combinacion Optima de temperatura y
salinidad en la almeja catarina, se disefid un experimento matricial de 15
dias de duracion, exponiendo a una parte de los juveniles resultantes del
experimento anterior, a combinaciones de tres temperaturas (20, 23 y 28 °C)

y tres salinidades (28, 32 y 37 %) por duplicado.

Veinte juveniles de 2.23 * 0.4 mm de altura de la concha, fueron
seleccionados por tamizado y colocados en matraces Erlenmeyer de 250 mi,
conteniendo 200 ml de agua marina filtrada a través de filtros Whatman
GF/C y esterilizada por radiacién ultravioleta. A cada matraz se le agregaron
1.5x10° cel/ml de una mezcla de /sochrysis galbana , Chaetoceros sp. y
Tetraselmis suecica, en proporcion 6:3: 1 respectivamente. Los matraces
se mantuvieron a las temperaturas y salinidades experimentales en bafios
termorregulados. La salinidad de los medios de cultivo, se ajustaron con la
ayuda de un refractbmetro de mano, empleando agua destilada como

diluyente. Los medios de cultivo fueron renovados diariamente durante los
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15 dias de duracion del experimento. El efecto de los tratamientos fué
evaluado midiendo diariamente la altura de la concha de todos los
ejemplares en los matraces y la supervivencia. La altura de las conchas se

midié con un microscopio estereoscopico con reticula calibrada.

5.10 Crecimiento y supervivencia de juveniles de Argopecten ventricosus

en relacion a la cantidad del alimento.

Una vez estimada la combinacion de temperaturas y salinidades 6ptimas,
se procedio a investigar el efecto de la concentracion de alimento en el
crecimiento de juveniles. La dieta se prepar6 mezclando tres de las
microalgas con alto valor nutritivo en esta especie (Avilés-Quevedo, 1990;
Lora-Vilchis y Maeda-Martinez, 1997) y en otros moluscos como en Ostrea -
edulis ( Walne, 1974). Asi, se emplearon /sochrysis galbana , Chaetoceros
sp., y Tetraselmis suecica, cuyo indice de valor nutritivo en Ostrea edulis es
de 1 .000, 1.028 y 1.200 respectivamente (Walne, 1974). La proporcion de
células de cada especie en ese mismo orden fue de 6:3:1, respectivamente.
Las concentraciones probadas fueron de 0.25x10° 0.50x10, 0.75x10 5,

1x10%,1.25x10° y 1.50x10° células/ml.

Veinte organismos de 2.89 £ 0.03 mm de altura promedio de la concha,
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fueron colocadas por triplicado en matraces Erlenmeyer de 250 ml, con 200
ml de agua marina filtrada conteniendo las dietas. El volumen fué renovado
diariamente durante los 13 dias de duracion del experimento. El crecimiento
y la supervivencia se estimaron de igual forma que en los experimentos de

temperatura y salinidad.
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CAPITULO 6

RESULTADOS

6.1 Maduracioén reproductiva de Argopecten ventricosus

Los cambios temporales en la maduracion reproductiva de 300 adultos de
Argopecten ventricosus se muestran en la Figura 4. En el estadio | de
indiferenciacion, el tejido gonadico era transparente y no fué posible
distinguir la porcién que correspodia a cada sexo. En el segundo dia de
acondicionamiento, algunos foliculos en el 5% de los animales, presentaban
oogonias y espermatogonias caracteristicas del estadio Il. Las oogonias y
espermatogonias solamente fueron evidentes bajo el microscopio
estereoscopico. Entre los dias 7 y 9, el 85% de los individuos ya se
encontraban en el estadio ll. Después del dia 18, el 85% de las almejas
estaban en el estadio Il , caracterizado por una pigmentacion uniforme en
la parte testicular de color cremoso y de color anaranjado en la region
ovarica. En este estadio, el volumen de la gonada se incrementd
notablemente. En el estadio de madurez o estadio IV, ambas regiones de
la gbnada mostraban colores muy brillantes, cremoso obscuro en la parte

masculina y anaranjado-rojiza la parte femenina. Esta pigmentacion era
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homogénea y la gbnada aumenté ain mas su volumen. El dia 27, el 95% de

los organismos se encontraron en el estadio IV.

6.2 Inducciéon al desove

En la Tabla 1, se presentan los resultados de los experimentos de induccion
al desove.

El choque térmico agudo de 18 a 30 °C en 1 segundo, indujo el desove en
20% de las almejas solamente, con una respuesta media entre 3 y 5 horas
después de aplicado el estimulo. El 75% de estos organismos iniciaron el
desove como macho y el resto lo hiceron como hembra. En los tratamientos
siguientes, choque térmico rapido (3 °C por minuto de 18 a 30 “C) e
incremento térmico gradual (1°C/min de 18 a 30 “C), solamente 10 y 30%
de las ‘almejas desovaron. La respuesta fué lenta, y media,
respectivamente. Cuando el tratamiento de incremento térmico gradual fué
aplicado con adicién de productos sexuales, la respuesta al estimulo se
increment6 al 50% de los organismos. El tiempo de respuesta permanecio
a un nivel medio. El promedio de los porcentajes de desove iniciales como
hembra o macho obtenidos de los tratamientos térmicos, mostraron que un
63% fueron desoves como macho y solamente el 37% iniciaron liberando

ovocitos. Las almejas estimuladas por los diferentes tratamientos térmicos,



Tabla 1. Respuesta a diferentes estimulos del desove, en ejemplares reproductivamente
maduros de almeja catarina Argopecten ventricosus (n=20 individuos).

Respuesta Desove inicial
(% de ocurrencia) (%)
Répida Media Lenta
Método <3h 35h >5h Hembra Macho

Choque térmico agudo 20 25 75
(18-30°C en 1 segundo)
Choque térmico rapido, - 10 50 50
(incrementos de 3°C/min.
de 18 a 30°C)
Incremento térmico gradual - 30 35 65
(1°C/min de 18 a 30°C)
Incremento térmico gradual - 50 40 60
con adicién de gametos
(= al tratamiento previo)
Porcentage promedio usando - 37.5 62.5
el estimulos térmicos.
Inyeccion intragonadal de 100 0 100
serotonina
(0.025. 0.25. y 2.5 mM)
Inyeccion intragonadal de - 0 0
de KCL
(0.5,1.0y 2.0 mM)
Choques eléctricos 0 0

(20V durante 1 seq)

32
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continuaron desovando cambiando de un producto sexual a otro sin ningun

patréon definido.

Por otra parte, las almejas inyectadas con serotonina, fueron estimuladas
en un 100%, iniciando el desove como machos. Las respuestas en las tres
concentraciones de serotonina fué rapida. El esperma fué liberado a los 9
+ 1 min después de la inyeccion. Sin embargo, este método resulté muy
estresante para los organismos ya que la serotonina produjo movimientos
valvares muy bruscos al grado que en ocasiones se expulsaron filamentos
branquiales. El desove de esperma continué hasta la tercer hora posterior
a la inyeccion de serotonina. Durante este tiempo, no se’ observo la

expulsion de ovocitos.

Por ultimo, no se obtuvo respuesta a las inyecciones de cloruro de potasio

ni a los choques eléctricos.

6.3 Fecundidad real

La fecundidad real promedio de 20 almejas de 45 mm de altura, fué de 2.59

+ 0.42 x 108 ovocitos, con un valor maximo de 3.01 y minimo de 2.17 x 10°.
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En la gran mayoria de los organismos, los desoves fueron parciales, ya que
se observaron gametos residuales en el interior de la gbénada aun cuando

el desove ya hubiese concluido.

Los ovocitos desovados de la almeja catarina, tuvieron un diametro
promedio de 53.0 £ 5.0 pm (Figura 5a) (n=20), con un didametro minimo de

48 ym y maximo de 58.0 ym.

Por otra parte, los conteos de esperma dieron como resuitado un promedio
de 178 £ 71 millones por organismo, con un maximo de 249 y un minimo de
108 millones. La cabeza del espermatozoide midié 3.0 £ 0.4 ym de longitud

por 2.3 £ 0.1 de anchura y el flagelo 47.0 £ 3.0 um de longitud (Figura 5b).

6.4 Desarrollo embrionario, larval y juvenil de Argopecten ventricosus.

La fertilizacion ocurri6 en un 90 % de los ovocitos desovados, a una
proporcion de 7 espermatozoides por ovocito. Sin embargo, se desconoce
el numero de ovocitos que venian previamente fertilizados a la adicion del
esperma, ya que en la almeja catarina, ocurren simultineamente ambos
gametos en el rifion de la almeja catarina durante el desove (Lora-Vilchis,

Rodriguez-Jaramillo y Maeda-Martinez com. pers)



b)

Figura 5. Gametos de la almeja catarina {(Argopecten ventricosus)
a) Ovocito; b) Espermatozoides. (Barra=30 pm)
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El crecimiento larvario fué lineal durante los 15 dias de cultivo y se describe

mediante la ecuacion:

Altura de la concha = 54.1895 + 6.0969 * Dias

Los ovocitos fecundados de forma esférica, presentaron el primer cuerpo
polar entre los 9-12 min (Figura 6a) y el segundo a los 13-15 min después
de la fertilizacion (Figura 6b). La primera division celular ocurrié a los 25 min
después de la fertilizacion (Figura 6c), y a los 40 min, el embrién de 73 pm
de diametro, desarrollé un I6bulo polar del tamafio de los dos primeros
blastbmeros , dando la impresion de un estadio de tres células (Figura 6d).
La segunda division ocurrié a los 80 min, resultando un embrion de 4
blastbmeros de 76 ym (Figura 6e). Mas tarde, uno de los blastomeros
desarroll6 un lobuio polar, dando la apariencia de un estadio de cinco
células (Figura 6f). Este Iobulo polar fué de mayor tamafio que los

blastbmeros.

A las tres horas de la fertilizacion, se formé una blastula esférica de 80 pm
de diametro (Figura 7a), la cual permanecio hasta la quinta hora sin ningan

cambio morfolégico aparente bajo el microscopio compuesto. A partir de
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Figura 7. Desarrcllo embriorario y larvario de
ventricosus).

la almeja catarina (Argopecten
a) Blastula, b) Gastrula, c) Larva trocofora, d) Secrecion de la
prodisoconcha durante la metamorfosis de larva trocéfora a larva véliger, e)
Larva veliger “D", f) Larva veliger umbada. BARRA = 30 ym. (C! = Cilios; F =
Flagelo apical; V = Velum; CH = Prodisoconcha; U = Umbo).
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la quinta hora, se desarroll6 una gastrula ciliada casi esférica (Figura 7b), la
cual exhibié movimientos rétatorios muy activos tanto en el fondo del tanque
como en columna de agua. A las 6 horas, se presento la primera larva
caracteristica de los moluscos conocida como trocofora (Figura 7c¢). Esta
larva lecitotrofica y nadadora, adquirié una forma mas o menos cénica de 80
pm en su dimension mayor. Present6 una corona de cilios en uno de los
extremos, en cuyo centro se desarrollé un flagelo apical de 7+1um de
longitud. El nado de la trocéfora fué muy activo en direccion al flagelo

apical, el cual se mantuvo permanentemente extendido.

A las 8 horas de la fertilizacion, fué evidente la formacion de la glandula de
la concha en la parte distal de la larva, y el velum en la parte proximal
(Figura 7d). Esta trocofora avanzada de 81+3 um, se alimenté solamente
de vitelo y se encontré parcialmente desnuda, pero mostré indicios del

crecimiento de las valvas de la prodisoconcha.

Entre las 8 y las 22 horas, la larva se mantuvo muy activa, nadando
continuamente en la columna de agua. Las valvas alcanzaron a cubrir el
cuerpo de la larva, quedando solamente expuesto el velum. A partir de ese
momento, la larva alcanzo el estadio veliger cuya caracteristica principal fué

la presencia del velum desarrollado. El velum cumplié las funciones de
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natacion, captura del alimento y su conduccion hacia la boca, v |5

respiracion, hasta la metamorfosis.

La primera veliger conocida como larva de charnela recta o “D”, midi6 84
pUm de altura promedio de la concha (Figura 7e). En ese momento, las larvas
en los tanques de cultivo se alimentaron parcialmente de las particulas del

medio externo (mixotrofia), segun fué observado bajo el microscopio.

Conforme avanzaba el crecimiento, el flagelo apical desaparecio y la rectitud
de la charnela se fué perdiendo. Del dia 2 al dia 12, las larvas
permanecieron en natacion constante en la columna de agua. El velum fué
creciendo gradualmente y fué posible observar las particulas ingeridas en
proceso de digestion, dentro del sistema digestivo de la larva. A partir del
dia 13, las larvas midieron 136 pm de altura de la concha. Estas mostraron
una apariencia mas robusta por la concavidad de las valvas y la presencia
del umbo (Figura 79. A los 16 dias, las larvas de 178-188 ym de altura
presentaron indicios de la proximidad del asentamiento y la metamorfosis:
el umbo mas desarrollado, .un pie extensible rudimentario y una mancha

ocular.

Estas larvas conocidas como pediveliger, fueron transferidas al sistema de



41

flujo continuo y circuito cerrado descrito anteriormente (Figura 3). En este

sistema, el crecimento fué exponencial y se describe mediante la ecuacion:

Altura de la concha = g (5:043+0.05471°DIAS)

A los pocos minutos de su transferencia al sistema, las pediveliger
experimentaron periodos combinados de natacion con intentos de reptacion
con el pié, tanto en la malla como en el aro de plastico del tamiz.
Posteriormente, un ndmero creciente de animales fueron reduciendo su
actividad natatoria para fijarse al substrato mediante el pie e iniciar la

metamorfosis.

A los 19 dias de la fertilizacidn, las pediveliger de 197216 ym de altura,
mostraron la degeneracion gradual del velum, la cual se acompafi6é del
desprendimiento de cilios en movimiento. Simultdneamente, se observo el
desarrollo de las branquias que tomaron las funciones del velum como
6rgano de respiracion vy filtracion del alimento, y fué evidente el inicio del
funcionamiento de la glandula del biso ya que algunos juveniles se
observaron fijos al substrato con pelos bisales. Una vez perdido el velum, los
ahora juveniles se distribuyeron homogéneamente en el tamiz, reptando

activamente sobre la malla y el aro, hasta donde permitié el nivel del agua.



42

Al encontrar su sitio, los juveniles se fijaron con el biso.

Cuando los juveniles alcanzaron los 254 um de altura, se inicié la secrecion
de la disoconcha, de estructura aragonitica muy fragil, con cristales
exhagonales muy caracteristicos y evidentes bajo el microscopio (Figura
8a). Los juveniles de 300 um de altura presentaron una muesca bisal en la
disoconcha, una auricula dorsal derecha, y se pudo distinguir la linea
divisoria entre la prodisoconcha y la disoconcha (Figura 8b). Al alcanzar las
366 pm, algunos juveniles aln presentaron la mancha ocular (no se
observa en las microfotografias) y fué visible la auricula dorsal izquierda

(Figuras 9ay 9b).

En organismos de 530 um, las 4 auriculas presentaron tamafos similares
y la concha mayor grosor debido a la acelerada calcificacion. A las 578 pm
de altura, se dej6 de observar la mancha ocular y los filamentos branquiales
fueron mas evidentes, observandose algunos tentaculos elongados y
ocelos bien desarrollados en el margen externo manto (Figura 10a).
Cuando los juveniles alcanzaron la altura promedio de 611 pm, el margen de
la concha mostro algunas lineas del crecimienta bajo el microscopio y fué

cuando se observaron manchas de blancas y de colores (Figura 1 Ob).
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Figura 8. Secrecion de la disoconcha de la almeja catarina
(Argopecten ventricosus). a) Larva véliger con un
umbo de 19 um de ancho e inicio de la secrecion
de la disoconcha. b) Diferenciacion de la cristali-
zacion de la prodisoconcha y disoconcha con la
formacion del canal del biso. D=disoconcha;
MB=canal del biso; PD=prodisoconcha; U=umbo.
(Barra=27 pm)



Figura 9. Crecimiento de las auriculas de la concha en
juveniles de almeja catarina (Argopecten
ventricosus). a) Auricula ventral dorsal de
18 ym de longitud. B) Auricula dorsal
derecha. ADI= auricula dorsal derecha;
AVD=auricula ventral derecha.

(Barra=47 pm)
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b)

Figura 10. Juvenil de almeja catarina (Argopecten ventricosus)
mostrando: a) Pie, branquias y tentaculos en el mar-
gen del manto. b) Pigmentacion y lineas de crecimien-
to de la concha.B=branquias; M=manto: LC=lineas de
crecimiento; P=pie; T=tentaculos
(Barra=34 um)



Figura 11, Juvenil de almeja catarina (Argopecten ventricosus)
mostrando costillas y ctenoliums en el canal del biso
de la disoconcha. a) Costillas de la concha. B) Pri-
mero, segundo y primordio del tercer ctenolium del
canal del biso. C=costilla; ID, 2D=1er. y 2do.cteno-
ltums; P3D= primordio del tercer ctenolium del canal
del biso.

(Barra=34 um)
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A los 33 dias de cultivo, la concha de los juveniles de 900 pm de altura,
perdid su transparencia por completo, debido a la calcificacién y
pigmentacion caracteristicas de la especie. A las 926 ym, se observo la
formacion de las costillas de la concha (Figura 1 la) y tres dientecillos o
ctenoliums en el canal del biso (Figura Il b), los cuales fueron aumentando
en numero hasta 22, en juveniles de 4,250 um de altura promedio (Figura

12),

6.5 Crecimiento de juveniles de Argopecten ventricous en relacion a la

temperatura y la salinidad.

Los resultados del crecimiento de juveniles cultivados durante 15 dias a 20,
- 23y 28 °C a diferentes salinidades (28, 32 y 37 %o), Se muestran en las
Figuras 13, 14 y 15. El crecimiento en todos los tratamientos fué lineal,
obteniéndose coeficientes de correlacion mayores a 0.9. Por lo tanto, las
pendientes de las ecuaciones reflejaron la tasa de crecimiento de los
juveniles (mm/dia). El mayor crecimento se obtuvo a 20 “C-37 %o, con un
crecimiento de 0.0707 mm diarios durante los 15 dias de experimentacion
(Tabla 2). Este crecimiento fué menor hacia temperaturas mas’ elevadas y

a salinidades mas bajas.



Figura 12.
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Ctenoliums desarrollados en el canal del biso
de un juvenil de almeja catarina (4rgopecten
ventricosus). 1D:2D;3D:4D;5D=ctenoliums:
PD= primordio de ctenoliums.

(Barra=250 um)
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Figura 13. Crecimiento de juveniles de almeja catarina
(Argopecten ventricosus) (2.23+0.04 mm de atura)
cultivados a diferentes salinidades a 20°C.
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Figura 14. Crecimiento de juveniles de almeja catarina
(Argopecten ventricosus) (2.23+0.04 mm de altur a)

cultivados a diferentes salinidades a 23°C.
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Figura 15. Crecimiento de juveniles de almeja catarina
(Argopecten ventricosus) (2.23+0.04 mm de altura)
cultivados a diferentes salinidades a 28°C.
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Tabla 2. Tasa de crecimiento (mm/dia) de juveniles de Argopecten ventricosus (2.23+0.4 mm
de altura inicial), cultivados a diferentes temperaturas y salinidades, durante 15 dias

de experimentacion.

TEMPERATURA SALINIDAD (%)
Q)
Repeticion 28 32 37

20 1 0.0614 0.0659 0.0701
2 0.0610 0.0637 0.0713
X 0.0610 0.0637 0.0707

23 1 0.0543 0.0591 0.0605
2 0.0529 0.0563 0.0604
X 0.0536 0.0577 0.0604

28 1 0.0370 0.0417 0.0453
2 0.0420 0.0359 0.0433
X 0.0395 0.0388 0.0443

Tabla 3. Andlisis de variancia donde se prueba el efecto de la salinidad y la temperatura, sobre el
crecimiento de juveniles de almeja catarina Argopecten ventricosus.

Fuente Suma de Cuadrados G.L. Cuadrado medio F P
Salinidad 0.000077 2 0.000038 14.84 0.0141
Temperatura 0.000947 2 0.000473 182.58 0.0001
Residual 0.000010 4 0.000002

Total 0.001034 8




Tabla 4. Prueba de rangos multiples para definir las diferencias entre temperaturas sobre el
crecimiento de juveniles de almeja catarina Argopecten venfricosus.

Temperatura n Medias Grupos homogéneos
20 3 0.0655667 X
23 3 0.0572333 X
28 3 0.0408667 X
Contraste Diferencia * Limites
20-23 - 0.0247 0.003651
20 - 28 * 0.0083 0.003651
23-28 . -0.0163 0.003651

--Denota diferencias significativas.

Tabla 5. Prueba de rangos multiples para definir las diferencias entre salinidades sobre el
crecimiento de juveniles de almeja catarina.Argopecten venfricosus.

Salinidad n Medias Grupos homogéneos
28 3 0.0514333 X
32 3 0.0537667 X
37 3 0.0584667 X
Contraste Diferencia + Limites
28-32 -0.00233 0.003651
28 - 37 .-0.00703 0.003651
32-37 *-0.0.0047 0.003651

--Denota diferencias significativas.
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El analisis de variancia de las pendientes (Tabla 3), muestra diferencias
significativas (<0.01) entre salinidades y entre temperaturas. Las pruebas
de rangos multiples del crecimiento en funcion de la temperatura (Tabla 4),
indican nula homogeneidad entre temperaturas, mientras que el crecimiento

en funcion de la salinidad (Tabla 5) fué homogéneo a 28 y 32 %o pero

diferente a 37 %.. La mortalidad en todos los tratamientos fué despreciable.

6.6 Crecimiento de juveniles de Argopecten ventricosus en relacion a la

concentracion del alimento.

El crecimiento de juveniles cultivados durante 13 dias a 28 °C, 37 %o, a
diferentes concentraciones de [Isochrysis galbana, Chaefoceros sp., y
Tetraselmis suecica 6:3:1 (Figura 16) fué lineal en todas las
concentraciones, con coeficientes de correlacion mayores a 0.94. Por lo
tanto, las pendientes calculadas de los andlisis de regresion entre
crecimiento y concentraciones, reflejaron las tasas de crecimiento. El mayor
crecimento se obtuvo a 1.5 x 10° células/ml con 0.0334 mm/dia (Tabla 6).
El crecimiento fué gradualmente menor a concentraciones de microalgas
mas bajas. El andlisis de variancia de las pendientes (Tabla 7), muestra

diferencias significativas (<0.01) entre las concentraciones probadas. La
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Figura 16. Crecimiento de juveniles de almeja catarina (Argopecten ventricosus)
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Tabla 6. Tasa de crecimiento (mm/dia) de juveniles de Argopecten ventricosus (2.89 £ 0.03 mm
de altura) , cultivados a diferentes concentraciones de /sochrysis galbana, Chaefoceros
sp. y Tetraselmis suecica, en proporcion 6:3:1 respectivamente a 28°C y 37 %e.

CONCENTRACION DE ALIMENTO (X10° cel/ml)

Repeticion 0.25 0.50 0.75 1.0 1.25 1.5
1 0.012 0.016 0.0164 0.0224 0.0248 0.0338
2 0.012 0.013 0.0143 0.0206 0.0236 0.0330
X 0.012 0.014 0.0150 0.0215 0.0242 0.0334

Tabla 7. Andlisis de variancia donde se prueba el efecto de la concentracién de alimento, sobre el
crecimiento de juveniles de almeja catarina Argopecten ventricosus.

Fuente de variacion Suma de Cuadrados G.L. Cuadrado medio FP
Entre concentraciones 0.00063034 5 0.000126 80.77 0.000
Dentro de las concentraciones 0.00000936 6 0.000001

Total 0.00063970 Il
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prueba de rangos multiples para crecimiento y concentracion de alimento
(Tabla 8), indica que la concentracion de 25,000 células/ml produjo el mismo
crecimiento que la de 50,000, y ésta a su vez que la de 75,000. La
concentracion de 75,000 células/ml fué diferente de la de 100,000, pero ésta
ltima produjo estadisticamente el mismo crecimiento que la concentracion
de 125,000. Estas ultimas concentraciones fueron diferentes a la mayor
concentracion probada (150,000 céiulas/ml). La mortalidad en todos los
tratamientos fué también despreciable.

Tabla 8 . Prueba de rangos mudltiples para definir las diferencias entre concentraciones de alimento,
sobre el crecimiento de juveniles de almeja catarina Argopecten ventricosus.

Concentracion n Media Grupos homogéneos
(1 05 célutas/ml)
25 2 0.012 X
50 2 0.0145 XX
75 2 0.01535 X
100 2 0.0215 X
125 2 0.0242 X
150 2 0.0334 X
Contraste Diferencia + Limites
25 - 50 -0.0025 0.003057
25 - 75 #-0.00335 0.003057
25 -100 #-0,0095 0.003057
25 -125 *-0.0122 0.003057
25 -150 #-0.0214 0.003057
50 - 75 -0.00085 0.003057
50 -100 *-0.007 0.003057
50 -125 *-0.0097 0.003057
50 -150 #-0.0189 0.003057
75 =100 -0.00615 0.003057
75 -125 10.00885 0.003057
75 -150 *-0.01805 0.003057
100 -125 -0.0027 0.003057
100 -150 .-0.0119 0.003057
125 -150 #-0.0092 0.003057

-.Denota diferencias significativas.
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CAPITULO 7

DISCUSION

En los pectinidos, la examinacion visual de las gonadas es un meétodo
directo que permite distinguir los estadios de madurez reproductiva
basandose en la apariencia morfocromatica. En la almeja catarina, se han
descrito escalas de madurez (Baqueiro et al., 1981; Tripp, 1985; Villalejo-
Fuerte y Ochoa-Baez, 1993). Baqueiro et al. (1981) presentaron una escala
histologica con cinco fases de desarrollo gametogénico sin incluir criterios
cuantitativos del andlisis microscoépico. Tripp (1985) propone una escala
basada en observaciones macroscopicas, en la cual no se especifica una
diferencia morfocromatica entre los estadios indiferenciado y postdesove ni
entre la gametogénesis inicial y la intermedia. Sin embargo, cada estadio lo
relaciona con un indice gonadico que puede ser considerado como una
medida de la fecundidad relativa (Villalejo-Fuerte, 1995). La mas reciente
escala propuesta para esta especie (Villalejo-Fuerte y Ochoa-Baez, 1993),
fué desarrollada a partir de un estudio histolégico, fundamentado en la
caracterizacion cualitativa y cuantitativa de cada estadio del desarrollo de la

gonada, pero sin abordar aspectos morfocromaticos de la gametogénesis.

Esta escala proporciona la frecuencia modal del diametro de los ovocitos en

cada etapa del desarrollo gonadal.
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En el presente trabajo y en el de Avilés-Quevedo (1990), se considerd
adecuada la escala empirica motfocromatica de Sastry (1963) desarrollada
para Argopecten irradians, porque cuenta con confirmacion histolégica y
describe adecuadamente los estadios de madurez de Argopecten
ventricosus. En el laboratorio de produccion, este método morfocromatico
prob6 ser muy rapido y permitié seleccionar facilmente los reproductores

para el desove.

El método para madurar reproductivamente la almeja catarina descrito en
el presente trabajo, produjo reproductores maduros en solamente 27 dias
a 25 °C y 3.9 x10 ° células/almeja /dia de la mezcla de microalgas. Sin
embargo, se desconoce si este tratamiento acelera la maduracion
reproductiva comparativamente con el medio natural. Avilés-Quevedo y
Mucifio-Diaz (1988) lograron madurar completamente reproductores de esta
especie en un tiempo mas corto (20 dias), a una temperatura mas fria (18
°C) y empleando una racion alimenticia mas elevada (4 -5 x 10 °
células/aimeja/dia). Los siete dias de diferencia con respecto a los
resultados de este trabajo, se pueden deber a la falta de precisién en la
seleccién de los reproductores por parte de Avilés-Quevedo y Mucifio-Diaz
(1988). Estos autores emplearon almejas en estado indiferenciado, lo que
significa que sus organismos pudiesen haber estado en el estadio Il de
madurez cuando aun no era posible distinguir macroscopicamente el

desarrollo de los gametos y sin embargo la maduracion estaba ya muy
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avanzada. En contraste, en este trabajo el ciclo de maduracion se inicié con
almejas recién desovadas. En caso de que estos autores hayan partido de
almejas en estadio VI, existen dos posibilidades para explicar la diferencia
de siete dias: a) El marco de actividad en la almeja catarina es maximo a 19
°C, lo que significa que existe mayor energia para el crecimiento y la
reproduccién a esa temperatura (M.T. Sicard com. pers.) 6 b) Que la racién
mas elevada empleada por Avilés-Quevedo y Mucifio-Diaz (1988), haya
producido una maduracion mas rapida. En una especie similar (Argopecten
irradians), la maduracion en condiciones de laboratorio es alcanzada entre
los 26 y 30 dias a 18 °C (Castagna y Duggan, 1971) y en 35 dias a29+ 1 .0

°C (Sastry, 1963) mantenidas en flujo continuo de agua de mar cruda.

La termoestimulacién es uno de los métodos mas comunes para la
induccién al desove en moluscos (Loosanoff y Davis, 1963). De los métodos
usados en este trabajo para la induccién al desove, el choque. térmico
parece ser la alternativa para obtener tanto esperma como ovocitos de
reproductores madurados de Argopecfen ventricosus. Este método ha sido
probado exitosamente por Avilés-Quevedo (1990), asi como por Mazén-
Suastegui et al. (1991); Maeda-Martinez et al. (1995); Robles-Mungaray y
Serrano-Guzman (1995) en centros de produccién acuicolas. La eficiencia
de este inductor es mejorada si productos sexuales de ejemplares
sacrificados de la misma especie son agregados al tanque del desove. La

mejoria en la intensidad del estimulo por adicion de productos sexuales, ha
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sido observada en un gran nimero de especies (Lossanoff y Davis, 1963;
Bayne, 1965). Wada (1954) encontré que la adicidbn de suspensiones-de
huevos o esperma, inducen al desove en Tridacna. A pesar de que los
tratamientos de temperatura parecen ser muy estresantes, no producen
ningun efecto negativo en el desarrollo de las larvas resultantes cultivadas
en el laboratorio. Otra alternativa para inducir al desove en la almeja
catarina, es la combinacion del manejo (choque mecanico) con algun
cambio térmico. Aunque este meétodo no fué evaluado, en este trabajo

produjo desoves no buscados después de la colecta de los reproductores.

En A. ventricosus, el desove se inicia principalmente como machos que
como hembras. Esto también ocurre en A. irradians, donde los
espermatozides son liberados mas faciimente que los ovocitos (Sastry,
1966). En la actualidad no existe una explicacion satisfactoria a este hecho.
En la almeja catarina, la serotonina es un inductor al desove muy efectivo
como en A. irradians (Gibbons y Castagna, 1984), Pecten albicans (Tanaka
Yy Murakoshi, 1985), Euvola ziczac (Vélez ef al., 1990) y A. purpuratus
(Martinez, et al., 1996). Sin embargo, la serotonina no produce la liberacion
de ovocitos en especies hermafroditas como la almeja catarina, pero es
efectiva como inductor del desove de ovocitos en pectinidos didicos como
Patinopecten yessoensis (Matsutani y Nomura, 1982). El papel de la
serotonina como inductor al desove en pelecipodos, requiere de mayor

investigacion.
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Recientemente, Martinez et al. (1996), encontraron que las inyecciones de
dopamina y prostaglandina E(2), con un lapso de 30 min entre las
aplicaciones, inducen la liberacion de esperma y ovocitos en A. purpuratus.
Esta alternativa podria ser probada en A. ventricosus para la obtencion

separada de gametos y asi poder tener control sobre la fertilizacion.

En el presente estudio, ejemplares maduros de Argopecfen ventricosus de
45 mm de altura, expulsaron entre 2.1y 3.0 x 10° ovocitos. Robles-
Mungaray y Serrano-Guzman (1995), estimaron una fecundidad de 1.4 x
10" ovocitos/reproductor en animales de 5 a 7 cm de altura, basandose en
el nimero inicial de larvas “D” obtenidas en un desove. Estos valores de
fecundidad real, concuerdan con la encontrada en A. irradians por Sastry
(1963) y Langton ef al. (1987), quienes contaron alrrededor de 2 millones
de ovocitos por almeja. Sin embargo, Villalejo-Fuerte (1995) estim6 una
fecundidad cercana a los 12 millones de ovocitos para Argopecten
ventricosus. Esta importante discrepancia puede deberse al método
empleado por Villalejo-Fuerte, ya que sus calculos los realiz6 midiendo la
diferencia en el peso humedo de la gonada de un organismo maduro,
menos el peso humedo de la gbénada de una almeja desovada, dividido

entre el peso del ovocito.

El éxito de la fertilizacion se podria medir por el nimero de ovocitos

fecundados. Sin embargo, el porcentaje de fertilizacion obtenida en este
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trabajo (90%), a razén de 7 espermatozoides por ovocito, no refleja el
namero de larvas normales que se obtuvieron, ya que un ndmero no
cuantificado de larvas mostraron malformaciones. Gruffydd y Beaumont
(1970) determinaron la proporcion Optima de ovocitos y espermatozoides
en Pecten maximus pero concluyen que un alto procentaje (90.5%) de los
embriones desarrollaran uno de los cuatro tipos de malformaciones descritas
por ellos mismos. La causa de las malformaciones esta relacionada con el
namero de ovocitos en el recipiente cultivo mas que a la poliespermia. En
el laboratorio de ecofisiologia y cultivos del CIBNOR, se obtienen entre 8 y

16 % de larvas normales en A. ventricosus (Maeda-Martinez ef al., 1989).

Las larvas anormales se eliminaron gradualmente a los primeros dias del
cultivo, gracias al tamizado regular de larvas descrita en el Capitiulo 2. Al
avanzar el crecimiento, las larvas anormales se fueron rezagando del grupo

de larvas normales.

El desarrollo de embriones, larvas y juveniles ocurrié como lo describe
Avilés-Quevedo, (1990). Adicionalmente, en el presente trabajo se muestra
fotograficamente el desarrollo de la disoconcha sobre la prodisoconcha,
posteriormente a la metamorfosis. Este es un momento critico, ya que la

manipulacion de los juveniles puediese causarles dafio.

La mortalidad normalmente observada durante la metamorfosis, puede
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deberse al efecto de la inanicion del organismo, causada por la
descoordinacién natural entre la degeneracion del velum y la secrecion de
los filamentos branquiales. Gruffydd y Beaumont (1972), mencionan que los
filamentos branquiales son funcionales como 6érgano de alimentacion
durante el primer dia posterior a la metamorfosis. Aqui cobra relevancia el

vigor larval producido por una alimentacién adecuada durante el cultivo.

En la actualidad no se conocen estudios que evallen el crecimiento y la
supervivencia larvaria en moluscos, en funcion de la geometria de los
tanques de cultivo. En este trabajo, el cultivo de larvas se realizé en tanques
cilindricos de fondo cénico, dando buenos resultados de crecimiento (6.09
um/dia). Posiblemente la ventaja mas importante en la geometria de los
tanques usados fué la inyeccion de aire por el vértice del fondo cénico, ya
gue se evitd la sedimentacion de las larvas y produjo una mezcla mas
efectiva del alimento. Aln es necesario hacer un estudio comparativo del
crecimiento y la supervivencia de las larvas cultivadas en tanques de

diferentes dimensiones y formas.

El crecimiento larvario de A. ventricosus fué similar al obtenido por Avilés-
Quevedo (1990) y Mazon-Suastegui et al. (1991). Sin embargo, la tasa de
crecimiento fué menor a la obtenida por Robles-Mungaray y Sefrano-
Guzman (1995) quienes produjeron larvas pediveliger en Bahia Kino,

Sonora en solamente 9 dias a 28 +0.5°C, 35-36 %o y 30-50 x 1 0° células/ml
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de Isochrysis galbana y Chaefoceros calcitrans. La diferencia puede ser
explicada por la alta calidad de agua existente en el laboratorio de Bahia

Kino la cual es tomada practicamente de mar abierto.

Como se ha mencionado, debido a la alta mortalidad que ocurre durante el
asentamiento y la metamorfosis, se han buscado sistemas para aumentar
la supervivencia. Para fijar larvas metamoérficas de A. ventricosus, Mazan-
Suastegui et al. (1991) emplearon charolas de asentamiento usadas en
ostras y sistemas de surgencia con 0.7 % y 9.6% de supervivencia
respectivamente. Maeda-Martinez et al. (1995) y Robles-Mungaray y
Serrano Guzman (1995), introdujeron mallas de fijaciéon en los,tanques de
larvas con 30 y 58 % de supervivencia, respectivamente. En el presente
trabajo se obtuvo un 50 % de supervivencia, fijando las pediveliger en

tamices de malla de nylon.

En este estudio, se logré determinar la combinacion Optima de temperatura
(20 “C) y salinidad (37 %o) en el crecimiento de juveniles de almeja catarina.
Este hallazgo tiene una gran relevancia, ya que durante mucho tiempo se
habia, especulado sobre este tema. En cuanto a la temperatura, los
resultados indican que A. ventricosus es una especie que se adapta mas a
condiciones templadas que a las tropicales. Con esto se puede explicar la
ocurrencia espasmaodica de la especie en las bahias célidas del Golfo de

California (Concepcion y La Paz) en México y en las costas de Panama,
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durante peridos climaticos frios, y la presencia permanente en las bahias
frias de Meéxico (Magdalena, San Ignacio) y zonas profundas de la
plataforma continental de Baja California. Los resultados de este trabajo,
coinciden con los reportados por Singnoret-Brailovsky et al. (1996), quienes
encontraron que A. ventricosus es un osmoconformador perfecto y sobrevive
en un mayor porcentaje a 37 %o. Estos autores definieron el intervalo de
salinidad en adultos de la especie entre 27 y 47 %e. Las salinidades
empleadas en el presente trabajo de 28 a 37 %e, caen dentro de ese

intervalo, lo cual explica porqué la mortalidad fué despreciable.

En el presente trabajo, se emple6 un método similar al de Walne (1970)
para determinar la cantidad de alimento Optimo en la almeja catarina. Sin
embargo, la tasa de crecimiento mas alta (0.0334 mm/dia), se obtuvo a la
densidad microalgal mas elevada (1.5 x 10° células/ml). Por lo tanto, no se
logré determinar si una concentracibn mas elevada pudiese producir un
mayor crecimiento. Debido a que en los moluscos la tasa de filtracion es
inversamente proporcional a la densidad de particulas suspendidas
(Jergensen, 1960; Bayne, 1983), el continuar elevando la concentracion de
microalgas resultaria posiblemente en una disfuncién del aparato
filtroalimentador (Bayne, 1976; Motton, 1983) de las almejas . Por lo tanto,
para determinar la cantidad de alimento en almeja catarina a

concentraciones mas elevadas, seria conveniente utilizar un método que
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mantenga la concentracion de microalgas constante mientras se monitorea

el consumo de alimento (Winter, 1973).

La tasa de crecimiento del experimento de temperatura y salinidad a 28°C
y 37 %o (0.0443 mm/dia), deberia ser la misma que la del experimento de
concentracion de alimento a 1.5 x 10 °células/ml (0.0334 mm/dia). La
diferencia posiblemente se deba a que en el segundo experimento, se
emplearon semillas mas grandes (2.89 mm) que en las del primero. (2.23
mm). La tasa de crecimiento es inversamente proporcional a la talla de los

organismos.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES

l.- Los reproductores recién desovados de almeja catarina, pueden ser
madurados artificialmente en 27 dias, a 23 £1°C, 37%0 y alimentados con
3.9 x10° células/almeja/dia de Isochrysis galbana, Chaetoceros sp. y
Tetraselmis suecica, en proporcién 6:3:1.

2.- La termoestimulacién combinada con la adicién de productos sexuales,
produjo el desove en el 50 % de los reproductores, y fué el Unico
tratamiento que indujo la liberacion de ovocitos.

3.- La serotonina (5-hidroxitriptamina) fué muy efectiva como inductor de
esperma solamente.

4.- La fecundidad real vari6 entre 2.17 y 3.01 millones de ovocitos por almeja
de 45 mm de altura.

5.- Los tanques cilindrocénicos son apropiados para el cultivo de larvas de
almeja catarina. En estos tanques, el periodo larval tuvo una duracion de 15
dias, con una tasa de crecimiento de 6.09 um/dia.

6.- El sistema de fijacion descrito en este trabajo, produce una alta
supervivencia (50%), durante la metamorfosis de las larvas de almeja
catarina.

7.- El crecimiento de los juveniles en tamices fué exponencial,
alcanzandose 4.3 mm de altura en 45 dias.

8.- El mayor crecimiento (0.0707 mm/dia) en juveniles de almeja catarina,
se obtuvo a 20 °C y 37%o, habiéndose probado las combinaciones de 20, 23
y 28 °Cy 28, 32y 37 %o.

9.- El mayor crecimiento (0.0334 mm/dia) en juveniles de almeja catarina,
se obtuvo a 1.5 x 10° células/ml de Isochrysis galbana, Chaetoceros sp.y
Tetraselmis suecica, en proporcion 6:3:1, habiéndose probado
concentraciones entre 0.25 x 10 °y 1.5 x 10 °. No se logré determinar si una
concentracion mas alta podria producir un mayor crecimiento.
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CAPITULO 9

RECOMENDACIONES

1.- Se recomienda el uso del método morfocromatico empleado en este
trabajo, para determinar los estadios de madurez en la almeja catarina. Sin
embargo, aun se requiere desarrollar una escala de madurez gonadica
especifica para esta especie, con confirmacidon histolégica.

2.- Se recomienda la termoestimulacién con adicién de productos sexuales,
como método para obtener ovocitos y esperma, en reproductores maduros
de almeja catarina.

3.- Se recomienda la cuenta directa de ovocitos desovados, para la
determinacion de la fecundidad real en moluscos.

4.- Se recomienda realizar un estudio que defina la causa de las
malformaciones en las larvas de almeja catarina y otros pectinidos. En su
caso, determinar la densidad Optima de ovocitos para disminuir el
procentaje de larvas con malformaciones.

5.- Se recomienda el uso de tanques cilindrico-cénicos para el cultivo de
larvas de almeja catarina. Sin embargo,-alin es necesario realizar un estudio
de supervivencia larvaria, en funcion de la geometria del tanque de cultivo.

6.- Para maximizar la tasa de crecimiento larvario, se recomienda que los
laboratorios de produccion_ de larvas, cuenten con una fuente de agua de
mar de la mas alta calidad posible. De preferencia, el agua deberia de ser
bombeada desde mar abierto.

7.- Se recomienda confirmar por métodos ecofisiolégicos, la combinacién
Optima de temperatura y salinidad encontrada en este trabajo, en el
crecimiento de juveniles de almeja catarina.

8.- Para la determinacion de la cantidad de alimento éptima en la almeja
catarina y otros moluscos, se recomienda el uso de un método que
mantenga la concentracion de microalgas constante, mientras se monitorea
el consumo del alimento.
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GLOSARIO

Acuicultura [ del lat. aqua, agua; y cultura, cultivo]. Actividad del cultivo en
el agua de especies organicas (vegetales, animales, bacterias, etc.).

La produccién derivada de la acuicultura es la obtenida como consecuencia
del manejo fisico y genético del organismo durante su ciclo vital.

Blastémero.- Una de las células formadas durante las primeras divisiones
de un ovocito; clivaje celular.

Desarrollo embrionario.-Cambios progresivos que ocurren en un
organismo multicelular debido a su crecimiento desde la fecundacion del
ovocito hasta el momento en que puede llevar una vida auténoma (término
de reservas vitelinas y/o obtencion de la estructura general del progenitor).

Desove.-Liberacion de los gametos sexuales. Los huevos se liberan
cuando el ovario esta maduro y por lo tanto ha culminado el proceso de
vitelogénesis y maduracién, por accién endécrina se presenta la etapa de
ovulacién y puesta. La descarga o emision de los huevos puede ser de
manera natural o bien inducida artificialmente.

Especie.- Unidad de clasificacién taxonémica de los organismos, para
designar una poblacién de individuos similares, con estructura y funcion
idénticas que en la naturaleza son capaces de reproducirse entre si y tener
descendencia fértil y un antecesor comun.

Espermatozoide.- Gameto masculino, caracterizado por la autonomia de
movilidad, proporcionada por la posesion de uno o mas flagelos; en el
extremo anterior del espermatozoide, se encuentra el nicleo y el acrosoma
cuya funcion parece ser la de perforar la membrana del évulo para facilitar
la fecundacion, la pieza intermedia contiene las mitrocondrias que
proporciona la energia para el movimiento del espermatozoide.

Fecundacién [del lat. fecunditas, fecundidad]. Unién o singamia de los
gametos masculino y femenino. En organismos acuéticos es comun la
expulsion de huevos y espermatozoides simultaneamente, lo que asegura
la fecundacién.

Fecundidad [del lat. fecunditas, fecundidad]. Representa el potencial
reproductor de una especie y la supervivencia desde la fase de huevo hasta
el reclutamiento. Fertilidad potencial, esto es, la capacidad de producir
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gametos funcionales medida por la cantidad de gametos producidos,
particularmente de huevos (ovocitos).

Gameto [ del gr. gametes, cényuge]. Célula reproductiva madura, capaz de
fusionarse con otra de tipo similar del sexo opuesto para dar un cigoto.

Gametogénesis.- Proceso en las génadas que conduce a la
transformacion de ciertas células de los progenitores en células
especializadas llamadas gametos: los Ovulos en las hembras y los
espermatozoides en los machos (o en los érganos femeninos y masculinos
en los animales hermafroditas). El proceso involucra la proliferacion de
células goniales y su diferenciacion en gametos, acumulacion de gametos
maduros, liberacion de los gametos. El 6vulo y el espermatozoide,
conjuntamente, constituyen el sistema material que contiene los factores

esenciales y poseen la informacion codificada de las caracteristicas
especificas del futuro organismo.

Gdnada [del gr. gone, semilla; trophe, alimento]. Organo sexual, productor
de gametos masculinos y/o femeninos, espermatozooides y 6vulos
respectivamente, que también funciona como glandula endécrina que
sintetiza esteroides ovaricos o testiculares, segun el sexo.

Hermafroditismo.-Estado caracterizado por la presencia de Organos
sexuales masculinos y femeninos en el mismo individuo.

Hermafrodita funcional.- Organismos cuyas gonadas producen gametos
masculinos y femeninos en zonas distintas, separadas de tal manera que
una parte de la génada funciona como un testiculo y la otra parte como
ovario. Los gametos masculinos y femeninos maduran al mismo tiempo.

Indice gonadico.-Indicador que determina el estado de madurez de los
organos reproductores del individuo y se obtiene al dividir el peso de la
gonada entre la longitud total elevada al cubo.

Induccién al desove.-Técnica que consiste en aplicar un estimulo que
propicia la maduracion sexual y/o expulsién de gametos sexuales (6vulos;
espermatozoides). El estimulo puede ser fisico (ejem. cambio de las
condiciones ambientales del organismo), quimico (ejem. aplicacion de
peroxido de hidrégeno al aguaj o biologico (aplicacion de hormonas,
gametos, etc).

Juvenil.- Etapa del ciclo de vida de una especie en la cual ha adquirido la
morfologia del adulto, pero aun no es capaz de reproducirse.
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Manto.-Tejido especializado que contiene estructuras sensoriales; este
tejido secreta la concha de los moluscos bivalvos.

Metamorfosis.-Cambio de la forma y estructura de un organismo durante
su desarrollo postembrionario.

Ovocito.- Gameto femenino completamente formado, sin la presencia del
primer cuerpo polar.

Semilla.- Término utilizado en acuicultura para denominar a los pequefos
moluscos de 2 a 5 mm de talla, cuando son mas faciles de manipular,
cuantificar y transportar.

Zootecnia.-Término utilizado para designara las tecnologias de crianza de
animales. Se considera el mantenimiento y mejora de la condicion general
de la especie bajo la aplicacion multidisciplinaria de la investigacion como
alimentacion, genéticos, nutricién, conducta, etc.
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ABSTRACT

Reproductive maturity and spawning induction were studied in the hermaphroditic catarina scallop Argopecten ven-

tricosus. A closed systcm with scawatcr recirculation (3 L/min), constant temperature (23 * 1°C), and salinity (37 ppt) was used. The
scallops were fed 3.9 X 10” cells/animal per day of a 6:3:1 mixture of the microalgae Isochrysis galbana, Chaetoceros sp.. and
Tetraselmis suecica. Ninety-five percent of the scallops reached reproductive maturity in 27 days. For spawning induction, several
methods were used. Thermostirnulation combined withthe addition of sexual products produced spawniog in 50% of the animals and

was the only method from which both gamctes werc obtained. Male spawning was initiated in a higher proportion than female
spawning. Serotonin (5-hydroxytryptamine) was very effective, inducing sperm spawning only. The rest of the methods (electric

shocks and KClinjections) failed as spawning inducers,

KEY WORDS:
INTRODUCTION

The catarina scalop Argopecten ventricosus is commercially
exploited along the Pacific Coast from Mexico to Peru (Keen
1971). This species has a great potentia for intensive cuiture, asin
Mexico where some companies are successfully producing it com-
mercialy by specific methods for hatchcry (Maeda-Martinez ct a.
1995) and growout (Maecda-Martinez and Ormart-Castro 1995)
phases. Howcvcr, key factors of hatchery sced production, such as
the capability to maturc broodstock and to induce themto spawn
throughout the year, nccd further attention. Sastry (1963) has sug-
gested that gamete devclopment to maturity in Argopecten irradi-
ans can be accclcrated after gametogenesis has been initiated and
that the rate of development to maturation is dependent ontem-
perature. In Mercenaria mercenaria and A. irradians, gametoge-
nesis has been induced several times ina year hy controlling
environmental conditions, providing the animals can recuperate
from each of the postspawning activitics (Loosanoff and Davis
1963, Sastry 1966). The Alligator Harbor population of A. irra-
dians that spawns in late summer and autumn has been induced to
maturation and stimulatcd to spawn throughout mmost of thc year
(Sastry 1963). Oocytc growth and spawning have been advanced
by cxposing animals with developing oocytes to 25°C and to 30°C
(Sastry 1966). Sastry (1963) dcvcloped areproductive maturity
scale for A. irradians, bascd on the morphochromatic appearance
of the gonads. Stages 1to Illarc immature, 1V is mature, and V
and VI are partially spent and spent conditions. A specific five-
stage scale was proposed by Villdgo-Fuerte and Ochoa-Baez
(1993) for A. ventricosus, based on histologic observations. Somc
aspccts of thc reproductive biology of A. ventricosus, such as
gonad index variation and gonad maturation by histologic meth-
ods, havc been studied by Villalaz (1992, 1993, 1994, 1996),
Villagjo-Fuerte and Ochoa-Bacz (1993), and Felix-Pico ct a.
(1991). Artificid reproductive maturation and spawning induction
in A, ventricosus were studied by Aviles-Quevedo and Mucifio-
Diaz (1988). Those authors found that adult sballops with undif-

Reproductive mawration, spawning induction, Argopecten ventricosus ( = circularis), scallops

fercntiatcd gonads mature in only 20 days at 18°C and 35 ppt
salinity and on a diet of 4.0 x 10° to 5.0 x 10° cells/scallop per
day of Isochrysis galbana.

The factors inducing spawning in pelecypods have been dis-
cussed in reviews by Giese {1959), Loosanoff and Davis (1963),
Galtsoff (1961,1969), Frettet and Graham (1964). Loosanoff
(1954,1971), Gicse and Pearse (1974). and Sastry (1979). Tem-
perature changes, sdinity, light, mechanical shock. and chemicals
have been reported to induce spawning. Tempcrature has been
considered one of the important factorsin stimulating spawning in
a numbcr of pelecypods. It has been- reported that serotonin-
creatininc-sulfate complex induces sperm spawning in Argépecten
irradians (Gibbons and Castagna 1984),. Pecten albicans (Tanaka
and Murakoshi 1985), Pecten ziczac (Vélez ct a. 1990). and Ar-
gopecten purpuratus (Martinez et al. 1996). In the dioecious scal-
lop Patinopecten yessoensis, this neurotransmitter is effective in
both males and females (Matsutani and Nomura 1982). The pre-
cise role of this complex still remains unknown. In this article, we
rcport a method for artificia reproductive maturation for A. ven-
tricosus and the efficacy of different spawning methods.

MATERIALS AND METHODS

Ripe, Stage Iv (Sastry 1963) A. ventricosus were collccted by
diving at2 to 3-m dcpth in Ensenada de La Paz (24°07'N-
10724’ W), Mexico, with only thosc measuring over 45 mm in
shell Icngth selected for the reproductive maturity and spawning
induction experiments. At the time of collection, temperature and
sdinity were 28°C and 37 ppt. Each individua was cleaned and
tagged with a plastic label tied to the dorsa auricular lobe of the
shelland then left undisturbed in 1,100-L tanks with filtered sea-
water awt 2341°C and 37 ppt. This procedure indttccd massive
spawning within the following 5 h. Once spawning stopped, 300
completely spent scallops (pale brown gonads with no differenti-
ation betwcen testicular and ovarian regions) were selected for the
reproductive conditioning experiments. Reproductive conditioning
was done inaclosed system with a constant seawater flow (3
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L/min). Temperaturc and salinity remained coustant at 23 £1°C
and 37 ppt. The scallops werc fed with a mixture of Isochrvsis
galbana, Chaetaceros sp. . and Terraselmis succicu (6:3: 1), The
amount of food provided was 3.Y % 10Y cells/scallop per day.
Every 4 days, gonada condition was visually chccked. When
reproductive maturity was again reached, the following - spawning
inducdon methods werc tested in 20 individuals for cach method:
sudden 12°C thcrmal shock (18-30°C); fast thermal change from
18 to 30°C over 4 min (3°C/min); gradua thcrmal changc over 12
min (1°C/min); gradual thcrmal changc (1°C/min) with scxual
product addition {(LoosanofT and Davis 1963); 0.025, 0.25. and
2.5 mM intragonadal serotonin (5-hydroxytryptamine) injections
(Tanaka and Murakoshi 1985); 0.5, 1.0, and 2.0 mM intragonadal
KCI injections (Young 1945); and clectric shocks (20 V for 1sec)
(Iwata 1951). Thermal shock experiments wcrc donein 70-L
tanks. Initially, cach tank contained scawater at the same temper-
aturc and salinity as in the reproductive maturation experiment.
Then, warm scawater was siphoned into the tanks at a ratc that
produced the desired temperature change until 30°C was  reachcd.
Spawning response was considered fast, medium, or slow ir ga-
mete release began in <3 h,from 3 to 5 h, or >5 h from the

stimulus application.

RESULTS

Tagging tcchniques allow an exact obscrvation of the gonad
behavior and good control to avoid using the same animal in
different experiments, although therc is no damage. In Figured,
the development of thc A. ventricosus gonad is shown during thc
experiment. In Stage I or the indiffcrent stage, gonadal tissue was
transparent and it was not possible to distinguish the portion cor-
responding to each scx. On the sccond conditioning day, a few
follicies of thc gonads un 5% of thc animals had devcloped sper-
matogonia and vogonta, as scen dy microscopic examination
(Stage 11). Between days 7 and Y. 85% of the individuals werc
Stage 11. After day 18, 85% of thc animals were Stage 111, char-
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Figure 1. Temporal changeingonad maturation of 45-mm-shell-
length A. ventricosus, fed with 3.9 X 10° cells/scallop per day of a
mixture of I. galbana, Chaetoceros sp., and T. suecica (6:3:1) at 23 =
1°C and 37 ppt salinity. n = 300 scallops.

i2 15 16
Days

MONSALVO-SPENCER ET AlL.

TABLE 1.

Spawning response of ripe (Stage 1V: Sastry 1963) A. ventricosus to
dilferent stimuli (n = 20 individuals per treatient).

Response
(% of Group Spawning) % Initial Spawn
Fast Medium  Slow
Method <3h 35h >5h Female Male
Sudden thermal 20 25 75
shock, 18-30°C in
1 sec
Fast thermal changc, 10 50 50
3°C/min incrcasc
(18-30")
Gradual thermal 30 35 65

change. 1°C/min
increase (18-30°C)

Gradual thermal 50 40 60
change (as above)
plus gamete
addition

Average % spawn
using thermal
stimuli

Serotonininjcction 100 100
(0.025. 0.25. or
2.5 mM)

375 62.5

acterized by a uniform pigmentation of the cream-colored testicle
and the orange ovary. Gonadal volume was considerably increased
at this time. Stagc 1V, thc mature stage, showcd brilliant colors in
bath gonadal portions, dark cream {or male and red-orange for
fcmalc. Pigmentation was very smooth, and gonadal volume in-
crcased as compared with somatic tissue. On day 27. 95% of the
animals werc in Stage [V.

Table I presents the results of the spawning induction experi-
ments. Sudden thermal shock (18-30°C) induced spawning in only
20% of the individuas. With this treatment, a medium response
was obtaincd (between 3-and 5 hours from the stimulus applica-
tion), and in most cases (75%), sperm was released first. In the
fast and gradual thermal change treatments, (3 and 1°C/min from
18 to0 30°C), only 10 and 30% of the individuals spawned. Re-
sponsc in these treatments was slow and medium, respectively.
When the latter trestment was applied with the addition of sexual
products from anothcr scallop. response improved 10 50%. Ti
of response remained at a medium level. An average of female and
male initial-spawn perccntages from our thermal treatments (Table
1) showed that only 37% of spawning began with ova release
whereas 63% were male spawvnings. Those scallops that spawned
continucd to do so. switching from onc scxual product to the other,
following arandom pattern. Scrotonin induced sperm spawning in
100% of scallops injected. For the three concentrationstested, the
responsc was the same and fast. Sperm was released 9 * 1 min
after injcction. However, this method seemed to be very stressful
because thC animals opened aad closed their valvCS violeatly. Be-
cause of this movement, there was even aloss of gill fragmeats.
Ejaculation ceased at about the third hour after injection. Ova
release after serotonin injections was not observed during this
time. There was no response to electric discharge or intragonadal
KCl injection atany of the concentrations tested.
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DISCUSSION

‘In the Pectinidae, visual examination of the gonad is a dircct
method of distinguishing the sex and maturity stage on the basis of
morphochromatic nppearance. Our results show that Sastry's scalc
developed for A. irradians could be applied in A. ventricosus. In
a production hatchery, the morphochromatic method is a fast and
reliable altemative in selecting the broodstock for spawning.

The reproductive maturity method described in this article pro-
duces ripe broodstock in only 27 days at 25°C and 3.9 x 10°
cclislscallop per day of a mixture of microalgac. 1t is not known,
however, if this treatment accelerates reproductive maturation
when compared with the wild. Aviles-Quevedo and Mucifio-Diaz
(1988) achieved full maturation in this species inless time (20
days),in coldcr (18°C) conditions, and with a higher ration (4.0 X
10" 10 5.0 x10° cclls/scallop per day). ‘The 7-day difference with
our results could bc caused by a lack of prccision in the sclection
of the broodstock by Aviles-Quevedo and Muciio-Diaz (1988).
Those authors used undifferentiated scallops, meaning that Stage
II animals could have been used. With the nnkcd cye, itis not
possible to distinguish the portion corresponding to each sexinthis
stage, but maturation is already well advanced. In contrast, in our
experiments, the whole cycle from spawning to spawning was
considered. If those authors actually matured Stage VI scallops,
two altematives could explain the 7-day diffcrcncc: (a) scopc for
activity measurcmcents indicatc thatin A. ventricosus, there is
higher energy available for growth and reproduction at19°C than
at 25°C (M. T. Sicard pers. comm.) and (b) Aviles-Quevedo and
Mucifio-Diaz used a higher food ration, which prohably promoted
faster gonad maturation. In a similar scallop (A. irradians), ma-
turity undcr laboratory conditions is reached in 26-30 days at18°C
(Castagna and Duggan 1971) and in 35 days at 29 £1.0°C (Sastry
1963), when held in running raw marine water.

Thermostimulation is one of the common methods to induce
spawning in molluscan species (Loosanoff and Davis 1963). Of
the methods used for spawning induction, temperature shock
seems tO be the altemative to obtain sperm and ova from ripe A.

ventricosus. The effciency of this inducer is improved if sexual
products from ancther scallop is added to the spawning tank. En-
hanced effectivencss of thermal stimulation combined with the
addition of gametes of the opposite sex has been reported for a
number of species (Loosanoff and Davis 1963, Bayne 1965).
Wada (1954) has reported that thc addition of an egg water sus-
pcnsion or a spcrni suspension stimulates spawning inTridacna.

Even if our temperature treatments seem to be stressful, there
appcars to bc no negative effect on dcvelopment because the re-
sultant larvae wcrc culturcd in the lahoratory. Another spawning
alternative in this work proved to be the combination of handling
(mechanical shock) with a tempcrarure change. Although this
mcthod was not cvaluated, it producedan unwanted spawning
shortly after scallop collcction. In A.ventricosus, male spawning
was initiatcd ina higher proportion than fcmale spawning. This
also oceurs in A. irradians, where spcrmatozoa are rclcascd more
rcadily than arc ova (Sastry 1966). No cxplanation was found for
this.

In A. ventricosus. serotonin is a very effective inducer of sperm
spawning, as itisin A. irradians (Gibbons and Castagna 1984), P.
albicans (Tanaka and Murakoshi 1985), P. ziczac (Vélez et al.
1990), and A. purpurarus (Martinez et al. 1996). Serotonin, how-
ever, fails toinduce ova spawning in these hermaphroditic species,
whereas ina dioccious species such as P. yessoensis (Matsutani
and Nomural982).itinduces spawning infemales. Martincz et al.
(1996) havc recently found that injections of dopamine and pros-
taglandin E,, with a 30-min lapse between them, successfully
induced ova and sprm spawning in A. purpuratus. Thisis a
promising altenative fo be tested in A. ventricosus and other her-
maphroditic scallops.

ACKNOWLEDGMENTS

Thc authors thank Francisco Cardoza-Velasco for his critical
revicw of thc manuscript and Dr. Ellis Glazier for his editing of the
English language manuscript.

LITERATURE CITED

Aviles-Quevedo, M. A. & M. 0. Mucifio-Diaz. 1988%. Gonad condition-
ing and spawning of Argepecten circularis (Sowerby, 1 835) under
laboratory conditions. Rev. Latinoam. Acuicult. 38: 13-21.

Bayne, B. L. 1965.Growth and the delay of metamorphosis of thc larvae

) of Mytilus edulis (L.). Ophelia 2: 1-47.

Castagna, M. & W. Duggan. 1971. Rearing of the hay scallop, Ae-
quipecten irradians. Proc. Natl. Shellfish. Assoc 6 1:86-92.

Fclix-Pico. E. F&, M. T. Ibarra-Cruz, R. E. Mecrino-Marquez, V. A.
Levy-Perez, F. A. Garcia-Domiguiez & R. Morales-Hcmandcz. 1991.
Repraductive cycle of Argopecten circularisin Magdalena Bay,
B.C.S.. Mexico. IFREMER. Acftes Colloques.17:151-155.

Fretter, V. & A. Graham. 1964. Reproduction. pp. 127-164. In: K. M.
Wilbur and C. M. Yonge (eds.). Physiology of Mollusca. vol. 1. Ac-
ademic Press, New York.

Galtsoff, P. S. 1961. Physiology of reproduction in molluscs. Am. Zool.
1:273-289.

Galtsoff, P. S. 1969. The American oyster Crassotrea virginica Gmclin.
U.S. Fish, Wildl. Serv., Fish. Bull. 64:1-480.

Gibbons. M. C. & M. Castagna. 1984. Scrotonin as an inducer of spawn-
ing in six bivalve spccies. Aquaculture 40:1 X0-191.

Giese, A. C. 1959. Comparative physiology: annual reproductive cycles
of marine invertchrdtes. Aanu. Rev. Physiol.21:547-576.

Giese, A. C. & 1. S. Pearse. 1974, lutraduction: general principles. pp.
1-49. In: A.C.Giceseand J. S. Pearse (eds.). Rcpnrluction of Marine
Invertebrates. vol. 1. Academic Press, New York.

Iwata, K. S. 1951. Gonad development, spawning and rearing of Mytilus
sp. larvae in the laboratory. Siud. Rev. GFCM 52:53-65.

Keen, A. M. 1971. Sea shells of Tropical West American Marine Mol-
luscs from Baja California to Peru. California Stanford Press, Stanford,
CA. 1025 pp.

Loosanoff, V. L. 1954. New advances in thc study of bivalve larvae. Am.
Sci. 42:607-624.

Loosanoff, V. L. 1971. Devclopment of shellfish culture techniques.
Proc. Conf. Artif. Propag. Commer. Valuable Shellfish-Oysters. Coll.
Mar. Stud.. Univ. Delaware 9-40.

Loosanoff, V. L. & H. C. Davis. 1963. Rcaring of bivalve molluscs. Adv.
Mar. Biol.l:1-136.

Maeda-Martinez. A. N. & P. Ormart-Castro. 1995. Sistema marino para
el crecimiento y engorda hasta la fase adulta de almeja catatina. Patent
No. 180211, I.N.P.I. México.

Maeda-Martinez. A. N., P. Monsalvo-Spencer & T. Reynoso-Granados.
1995. Sistema para la crianza intensiva en su etapa juvenil de almeja
catarina. Patent No. 180212, LN.P.1. México.

Maninez, G., C. Garrote, 1. Metiifogo, H. Pérez & E. Uribe. 1996.
Monoamines and prostaglandin E, ps inducers of the spawning of



70 MONSALVO-SPENCER ET Al .

the scallop, Argopecten purpuratus Lamark. J. Shellfish Res. 15:245-
249.

Matsutani, T. & T. Nomura. 1982. Induction of spawning by serotonin
in the scallop, Patinopecten yessoensis (Jay). Mar. Biol. Lett. 3:353-
358.

Sastry, A. N. 1963. Rcproduction of thc bay scallop. Aequipecten irradi-
ans Lamarck. Influence of tcmpcraturc on maturation and spawning.
Biol. Bull.125:146-153.

Sastry, A. N. 1966. Tempcrdturc cffccts in reproduction of the bay scal-
lop, Aequipecten irradians Lamarck. Biol. Bull.130:118-134.

Sastry, A. N. 1979. Pelecypoda (cxcluding Ostrcidac). Pp. 113-292.7n:
A. C. Gicst and J. S. Pcarsc {eds. ). Reproduction of Marine Inverte-
brates. Academic Press, New York.

Tanaka, Y. & M. Murakoshi. 1985. Spawning induction of the hermaph-
roditic scallop Pecten albicans, by injection witb serotonin. Bull. Natl.
Res. Inst. Aquacultnre 7:9-12.

Vélez, A.. A. Alifa & 0. Azuge. 1990. Induction of spawning by tem-
peraturc and serotonin in the hcrmaphroditic tropical scallop Pecten
ziczac. Aquaculture 84:307-3 13.

Villalaz, J. R. 1992. Laboratory study of rcproduction in Argopecten cir-
cularis. Natl. Shellfish. Assoc. Abstracts. p. 208. Orlando Fl.

Villalaz, J. R. 1993. Laboratory study of reproduction in Argopecten ven-
tricosus. Natl. Shelifish. Assoc. Abstracts. pp. 134-135. Portland,
Oregon.

Villalaz, J. R. 1994, Laboratory study of food concentration and temper-
ature cffect on the reproductive cyclc of Argopecten ventricosus. J.
Shellfish Res. 13:513-519.

Villalaz, J. R. 1996. Histological study of rcproduction in Argopecten
ventricosus. Natl. Shellfish. Assoc. Abstracts. p. 510. Baltimore.
Maryland.

Villacjo-Fucrtc. M. & R. 1. Ochoa-Bacz. IYY3. The reproductive cycle of
the scallop Argopecten circularis (Sowerby, 1835) in relation to tem-
pcrature and photoperiod, in Bahia Concepcion, B.C.S., Mexico.
Cienc. Mar. 19:181-202.

Wada. S. K. 1954. Spawning in the tridacnid ¢lams. Jpn. J. Zool. 11:
273-278.

Young, R. T. 1945, Stimulation of spawning in the musscl Mytilus cali-
Jornianus. Ecology 26:50-69.



