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El abuldn rojo (Haliotis. rufescens) es un molusco gasterépodo con alto valor
comercial a nivel internacional. En México, la peninsula de Baja California es la
Unica entidad productora. Actualmente la produccion de abuldn rojo es solo por
cultivo y la produccion en el afio 2007 tuvo un valor de $ 4, 677, 499 pesos.
Considerando que el éxito en el cultivo depende en gran medida de la crianza
selectiva y el conocimiento de los aspectos reproductivos en estos sistemas, se
realizé este estudio donde se compararon diferentes métodos como herramientas
para la identificacion del sexo, asi como un analisis del desarrollo gonadal de
abulones pertenecientes a un sistema de cultivo.

Los abulones se obtuvieron de la granja de Abulones Cultivados S.A. de C.V en
Eréndira, Baja California. Los abulones estudiados estuvieron en el intervalo de
tallas de 21.98 mm y 77.32 mm. Se utilizaron tres métodos para la identificacion
del sexo y analisis del desarrollo gonadal de los abulones: método visual, método
histologico y método bioquimico. ElI método visual se basé en la observacion del
aspecto de la génada. ElI método histologico se baso en la inspeccion microscopica
de la génada y sirvié de control para evaluar los resultados obtenidos en los otros
métodos. El método bioquimico consistio en la aplicacion de acido tiobarbitlrico y
acido tricloroacético a biopsias de tejido de abulén en condiciones de alta
temperatura. Posteriormente la alicuota obtenida se analiz6 en un espectrofotometro
con un barrido de 400-600 nm de longitud de onda. Finalmente con los valores de



absorbancia se obtuvieron unos indices que permitieron identificar el sexo de forma
cuantitativa.

Con la inspeccion visual e histoldgica se encontrd que por debajo de la talla de
50 mm los abulones estuvieron en la fase de desarrollo gonadal preproliferativo,
caracterizada por la ausencia de gonada y epitelio germinal. Por arriba de la talla de
65 mm fue posible identificar el sexo de forma visual con una precision de 90.2%.
En este mismo grupo, con el método histologico la hembra de menor talla
encontrada fue de 66.28 mm y el macho de menor talla fue 65.78 mm. En las
hembras, el 17% de este grupo estuvo en fase de maduracion y el 83% estuvo en la
fase de desove nulo. En los machos, el 71% estuvo en fase de maduracion y el 29 %
restante estuvo en la fase madura.

Con el método bioquimico si fue posible identificar el sexo del abuldon rojo.
Utilizando tejido gonadico, en las hembras se produce un cromoforo rosa asociado a
un pico de mayor absorbancia a los 555 nm mientras que en los machos se produce
un cromdforo amarillo asociado a dos picos de mayor absorbancia, el primero a los
458 nm y el segundo a los 502 nm. Analizando los valores de absorbancia se crearon
cuatro indices utilizando la absorbancia a los 458 nm, 502 nm y 555 nm. Ademas,
se estimaron los valores limites para poder identificar cada sexo. El indice b
(Abssss/Abssg,) tuvo la precision total mayor de 86.27 % respecto a la histologia
considerada del 100%. Si el valor del indice es mayor de 1.0 el abulén es hembra, de
0.6 a 1.0 es indiferenciado y menor a 0.6 es macho. No se observ6 una correlacion
entre el grado de madurez sexual y los valores de absorbancia, por lo que el método
bioquimico no permite cuantificar el grado de madurez sexual pero es una
herramienta util para identificar el sexo cuando no es posible hacerlo de forma
visual y para detectar el momento en que empieza el proceso de maduracion sexual.

Palabras Clave: Identificacion del sexo, desarrollo gonadal, abulon rojo
cultivado.



ABSTRACT of the thesis presented by Ana Maria Basto Cuevas as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCES degree in Aquaculture.
Ensenada, Baja California, México. Agosto 20009.

SEX IDENTIFICATION AND GONAD GROWTH IN THE RED ABALONE
HALIOTIS RUFESCENS CULTURED

Key Words: Sex identification, gonad growth, red abalone cultured.

The red abalone (Haliotis rufescens) is a gastropod mollusk with a high
commercial value in international market. Baja California, Mexico, is the only state
that produces cultured red abalone, In 2007, the abalone production had a value of
$4, 677,499. Considering that farm success depends of the selective culture and
knowledge of reproductive process, this study aim to compared different methods
for sex identification and gonad assessment.

Abalones were obtained from the Abulones Cultivados S.A de C.V, a farm
situated in Ejido Erendira, Baja California. The abalones were between 21.98 mm
and 77.32 mm of length of shell. Three methods were used for sex identification and
gonad assessment; visual macroscopic, hystology and biochemistry method. The
visual method was based in the macroscopic observation of the gonad color. The
histology was based in the microscopic observation of the gonad. With the visual
and histological inspection was found that abalones with minor size of 50 mm were
without gonad nor germinal epithelium. For abalone above 65 mm it was possible to
visually identified the sex with a 90.2% precision. In this group, for the female
abalone smaller than 66.28 mm, 17% were in maturation phase and the 83% were in
null spawning. For males smaller than 65.78 mm in size, 71% were in maturation
phase and the 29% in mature phase. (se repite maturation phase dos veces corrije
cual es!)

For the biochemical method, each tissue sample was treated with thiobarbituric
(TBA) and trichloroacetic (TCA) acids. Then, the absorbance (A) spectrum was
obtained in a spectrophotometer from 400 to 600 nm. Finally, with absorbance
values, four absorbance ratios were estimated a quantitative way for identified the
Sex.

With the biochemical method female gonad produced a pink coloration with the
highest absorbance at 555 nm, while male gonads produced a yellow coloration with
two peaks with the highest absorbance at 458 nm and 502 nm. The absorbance ratios
also helped to differentiate between sexes. The Asss:As, (b ratio) has the highest
precision at 86.27% in contrast with histology that considered 100% precision. The



comparison of Asssnm:Aso2 nm ratio with histological results showed that when the
ratio was > 1.0 the abalone were female, between 0.6 and 1.0 were undifferentiated
and < 0.6 were male, respectively. The specific lipids content in could be the cause
of the observed differences between sexes. There were not correlation between
absorbance values and the maturity phase of the gonad. This method is useful for
abalone sex identification when with the visual methods is not possible and to know
precisely the moment when sexual maturation process begins.
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Capitulo |

INTRODUCCION

I.1.  Generalidades del abulon

Los abulones son moluscos gasterépodos marinos de los mas primitivos en
forma y estructura pertenecientes a la Familia Haliotidae. Recientes revisiones de la
familia Haliotidae la colocan en una nueva relacion sistematica, en la nueva sub-
clase Orthogastrépoda dentro del nuevo orden Vetigastropoda y dentro de la Clase
Gastrépoda (Harasewych y McArthur, 2003). La principales caracteristica de la
familia Haliotidae es la concha en forma de oreja, ovalada y convexa que puede ser
altamente arqueada o extremadamente aplanada la cual cuenta con una hilera de
perforaciones o poros sobre la cavidad respiratoria. Las estructuras sensoriales estan
generalmente bien desarrolladas, el cuerpo es aplanado y las masa visceral esta
contigua a la altima espiral de la concha (Cox, 1962).

Existen cerca de 83 especies que habitan en mares templados y tropicales del
mundo, la mayor diversidad de especies se encuentra en Australia, Japon, Africa del
Sur, y a lo largo de las costas del Pacifico Noreste. (Geiger y Poppe, 2000).
Batimétricamente se localizan desde la zona intermareal hasta profundidades
mayores de 400 m (Lindberg, 1992) aunque la mayoria se localiza entre el nivel
medio del mar y los 30 m de profundidad (Geiger y Poppe, 2000).

Las principales especies de abulon en México por su abundancia son: Haliotis
rufescens Swainson, 1822 (abuldn rojo), Haliotis fulgens Philippi, 1845 (abuldn
azul) y Haliotis corrugata Word, 1828 (abulon amarillo) (Hahn, 1989). De ellas, la

especie que se cultiva con mayor éxito en México, es el abulén rojo cuya



distribucion va desde la Bahia Sunset, Oregon hasta Bahia Tortugas, Baja California
(Fig. 1) y habita en costas rocosas, entre la zona supramareal hasta los 165 m de
profundidad. Sus mayores densidades ocurre entre los 6 y 15 m. Usualmente no se
encuentran en bahias protegidas, prefieren localidades donde hay una considerable

accion de las olas y recambios de agua (Cox, 1962).

Bahia Sunset
A

Abulén rojo

Bahia Tortuaas

Figura 1. Distribucién del abul6n rojo,
Tomado de Cook 2003.

1.2.  Biologia reproductiva del abulon

1.2.1. Sistema reproductivo
Se considera que los abulones son organismos dioicos (sexos separados), sin
dimorfismo sexual externo. Presentan una sola génada que ocupa la misma posicion
en ambos sexos. La gonada forma una capa de tejido cubriendo la glandula digestiva

y conformando el apéndice conico (Tutschulte y Connell, 1981) (Fig. 2). En la



mayoria de los casos, el color de la gonada permite diferenciar los sexos cuando los
abulones estdn maduros, verde en hembras y amarilla en machos (Boolotian et al.,
1962).

Corazdn

A
R—_

Intestino

Glandula
digestiva

Figura 2. Ubicacion de la génada en el abuldn una vez removida la concha (Modificada de
Rogers-Bennett et al., 2004)

La pared externa de la génada es similar en ambos sexos. La pared consiste de
una epidermis glandular cubierta por la parte externa por una cuticula delgada y por
la parte interna de una pared muscular con tejido conectivo. En hembras maduras, el
ovario esta compuesto de trabéculas organizadas en forma poligonal compuestas de
tejido conectivo y algunas fibras musculares que se proyectan desde la pared externa
de la gonada hacia la glandula digestiva. Las trabéculas adjuntas a la pared externa
de la gonada sirven de soporte a la gonada. En la parte distal de las trabéculas y en la
pared externa del ovario se localizan senos sanguineos que contiene amebocitos. En
la parte interna del ovario se delinea el epitelio germinal donde se desarrollan las
ovogonias, con forma cubica que daran lugar a los ovocitos (Hahn, 1989). En

machos maduros, el testiculo consiste de tubos de tejido conectivo que se ramifican



desde la pared externa del testiculo hacia la pared interior. Los tubos lo cuales estan
rodeados por el epitelio germinal que darad origen a las espermatogonias y a los
espermatozoides (Young y DeMartini, 1970).

Antes y durante el desove la gonada cubre gran parte de la glandula digestiva, el
estdbmago, los dérganos renales y el corazon. Durante el desove los gametos son
descargados dentro de la cavidad renal derecha y se liberan a través de la abertura
renal externa, dentro de la cAmara respiratoria y de ahi hacia la columna de agua
(Cox, 1962). En el abuldn rojo la proporcion de sexos se mantiene 1:1 como en la
mayoria de las especies y poblaciones de abulén (Young y DeMartini, 1970). Sin
embargo, en algunos casos esta proporcion puede variar en funcion de la tasa de

crecimiento o mortalidad entre hembras y machos (Tutschulte y Connell, 1981).

1.2.2. Ciclo reproductivo en la génada

Se denomina ciclo reproductivo a las fases de desarrollo que ocurren en la
gonada de un organismo que ya ha alcanzado la madurez sexual. Las fases van
desde el reposo hasta la produccion de gametos maduros (Ault, 1985). El ciclo
reproductivo de un abuldn esta caracterizado por cinco o seis fases: (1) activacion
(iniciacién de gametogénesis), (2) gametogénesis, (3) incremento en el tamafio de la
gonada debido al incremento en nimero y tamafio de los gametos, (4) desove, (5)
reabsorcion de gametos no desovados y (6) reposo, sin embargo las fases utilizadas
para estudiar el ciclo reproductivo pueden variar dependiendo de la especie y del
investigador (Hahn, 1989; Refstie y Gjedrem, 2005). Se considera que la interaccién
de los factores exogenos (bioticos: densidad de poblacidn, presencia del sexo
opuesto, presién depredatoria; abioticos: alimento, temperatura, luz, ciclo lunar,
corrientes) y enddgenos (genéticos y hormonales) determinan el tiempo y duracion
de cada fase del ciclo reproductivo para una particular especie y zona geografica
(Barber y Blake, 1991).



La maduracién de la gonada es un proceso demandante de energia, debido a la
movilizacion de nutrientes hacia ella durante el desarrollo de lo gametos. Se
considera al alimento y la temperatura del agua como los principales factores
exogenos que regulan los ciclos reproductivos en invertebrados marinos (Barber y
Blake, 1991). En ausencia de alimento o por debajo de la temperatura de cero
bioldgico, los gametos no se desarrollan (Sastry y Blake, 1971). En abulon rojo la
maduracion de la gonada esta directamente controlada por el nivel alimenticio
(Hahn, 1989). Por ejemplo, durante el verano la abundancia de algas cerca de
Mendocino, California (fuente de alimento del abuldn) esté correlacionada con una
alta produccion de gametos (Giorgi y DeMartini, 1977; Hahn, 1989). En el desove
interviene la activacion de la prostaglandina endoperoxido sintetasa (Morse et al.,
1977) y puede ser inducido por el fotoperiodo y la temperatura del agua (Hahn,
1989).

Sobhon et al. (1999) al estudiar el ciclo reproductivo del abulén Haliotis asinina
encontraron que los machos estaban maduros después de siete u ocho meses de
haber desovado mientras que las hembras estaban maduras después de diez u once
meses. Por lo que concluyeron que los machos tienden a recuperar la madurez de la

gonada mas rapido que las hembras.

1.2.3. Talla o edad de madurez sexual
Se considera que el abul6n rojo ha alcanzando la madurez sexual cuando ha
producido una generacion de gametos maduros y tiene la capacidad de desovar
(Rogers-Bennett et al., 2004). La determinacion de la talla o edad de primera
madurez se ha utilizado para conocer el momento en que los organismos de una
poblacion se reclutan al grupo reproductor e implementar estrategias de manejo. En
acuicultura permite planear la integracion de nuevos reproductores a la granja y la

obtencion de semillas.



Giorgi y DeMartini (1977) estudiaron dos poblaciones de abulon rojo en
Mendocino, California. Ellos determinaron la talla minima de madurez sexual,
midieron la fecundidad y monitorearon histolégicamente el ciclo reproductivo
encontrando que las hembras maduran a menor talla que los machos. EI macho
maduro mas pequefio encontrado fue de 84.5 mm y la hembra madura mas pequefia
fue de 39.5 mm. Tutschulte y Conell (1981) estudiaron el ciclo reproductivo de tres
especies de abulon en California, asumiendo que los abulones hembras con ovocitos
en crecimiento y los abulones machos con espermatocitos alcanzaran la madurez
sexual en un afio. Encontraron que el abulon amarillo (H. corrugata) alcanzaba la
madurez en 3 afios, el abuldn azul (H. fulgens) a los 5 afios y el abuldn blanco (H.
sorenseni) a los 4 afios de edad. Ault (1985) estudié algunos aspectos de la
reproduccién y el crecimiento del abuldn rojo recolectado en Mendocino, California
y encontraron que los abulones mantenidos en condiciones de laboratorio maduraron
a menor talla con relacion al estudio de Giorgi y DeMartini (1977) de abulones
silvestres. Shepherd et al. (1991) estudiaron el crecimiento, la talla de madurez
sexual y la fecundidad del abulén azul en Baja California. La talla de primera
madurez que encontraron estuvo en el intervalo de 70 a 140 mm y sugirieron que la
madurez sexual depende mas de la edad que de la talla porque las tazas de
crecimiento pueden variar entre sitios. Rogers-Bennett et al. (2004) estudiaron la
talla de madurez sexual en abulones silvestres del norte de California, y encontraron
que las hembras maduraron a mayor talla que los machos. Todos los machos a partir
de los 91 mm tuvieron esperma y es hasta que las hembras alcanzan 130 mm

(longitud de la concha) que el 100% de los ovocitos estdn maduros.



1.3. Identificacion del sexo

1.3.1. Factores de determinacion del sexo

Los moluscos tienen sistemas reproductivos y modos de determinacion del sexo
diversos, desde organismos dioicos hasta hermafroditas funcionales, incluso en
especies del mismo género pueden existir diferencias respecto a la sexualidad (Coe,
1943). EIl abulodn es dioico y de acuerdo con los andlisis del cariotipo en Haliotis
cracherodii (Minkler, 1977), H. discus hannai y H. discus (Arai et al., 1982), en H.
rufescens (Gallardo-Escarate et al., 2004) y en H. fulgens y H. corrugata (Gallardo-
Escérate, et al., 2005) no existe evidencia de cromosomas sexuales heteromorficos.
Minkler (1977) sugiere que la determinacion sexual deber estar determinada a nivel
intracromosomal.

Hay factores ambientales que pueden afectar la anatomia sexual en moluscos,
Castagna y Kraeuter (1994) encontraron que al mantener a machos de caracol
Busycon durante varios afios en condiciones de laboratorio se podria ver reducida la
talla del pene. Ademas en el caracol Neptunea antiqua (Mollusca: Prosobranchia),
una especie dioica se observo que los quimicos como la tributiltina de las pinturas
“anti-fouling” provocaron el fenémeno de “imposex”, el consiste en que las hembras
desarrollan vasos deferentes y pene (Power y Keegan, 2001). Jenner (1979)
denomin6 como pseudohermafroditismo cuando se presentan cambios en el fenotipo

que son provocados por el ambiente.

1.4. Métodos para identificar el sexoy el grado de madurez sexual

1.4.1. Meétodo visual
Cuando los abulones presentan gonada se puede diferenciar el sexo observando
su color. La gonada de los abulones hembras es color verde obscuro y la de los

machos es color amarillo palido. La presencia del color café indica la carencia de



gonada, observandose solo la glandula digestiva (Boolootian et al., 1962). Al inicio
de la diferenciacion sexual las coloraciones antes mencionadas no son intensas, y la
gonada solo es una ligera capa de tejido traslucido. La génada madura representa del
15 al 20% del peso corporal del abulon (Hahn, 1989).

1.4.2. [ndices gonadicos
El ciclo reproductivo también puede ser evaluado individualmente utilizando
algun indice gonadico que considere el desarrollo gonadal a partir de evaluar el peso
0 porcentaje de la gonada respecto al peso o talla del animal (Hahn, 1989).
El indice gonadico (IG) es el mas simple y su calculo se basa en el peso himedo
0 seco de la gbnada en relacion al peso humedo o seco del abuldn. Este indice asume
que una génada inmadura o desovada es pequefia y una gonada madura es grande.

Esto no es valido en todas las especies de abulén como el caso del abuldn rojo.

G- Pesode lagonada (1)
Pesodel cuerpo

El indice gonadico volumétrico (IGV) calcula el porcentaje de la gonada en el
apéndice conico y se considera mejor que el 1G ya que considera la variacién en

tamario de la glandula digestiva.

GV =| - Areade/lagonad’a. <100
Areadelapéndiceconico

()

El indice gonadico volumetrico de Tutschulte y Connell (IGV1¢) calcula un
estimado del volumen de la gonada (EVG) asumiendo que toda la génada esta

contenida en un apéndice conico (Fig. 3).
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Figura 3. Apéndice conico mostrando la glandula digestiva (GD y la gonada (G)
del abulén; h=altura del apéndice cdnico; h'=altura de la glandula digestiva; h/2=
punto medio del apéndice cénico; R=radio del apéndice cénico; R'=radio de la
glandula digestiva. a=ancho de la glandula digestiva; b=alto de la glandula
digestiva; x=ancho del apéndice conico; y=alto del apéndice conico.

1.4.3. Método histologico
La histologia es un procedimiento practico para evidenciar la estructura de los
elementos anatdmicos de los organismos. Este procedimiento estd compuesto de 6
pasos: (1) Toma de la muestra, (2) Fijacién, (3) Inclusién, (4) Microtomia, (5)

Tincion y (6) Montaje y observacion al microscopio. Una vez tomada la muestra la
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fijacion provoca la muerte de las células de tal manera que los tejidos conservan lo
mejor posible las caracteristicas morfoldgicas y quimicas que tuvieron en estado
vivo. La inclusién conserva los tejidos en el interior de alguna sustancia, como la
parafina que penetra hasta lo mas interno de las estructura celulares, para que los
tejidos adquieran tal consistencia que se pueden cortar en laminas delgadas. La
microtomia permite cortar el tejido ya incluido en parafina y adherirlo a un
portaobjetos para llevar a cabo la tincion. La tincién colorea los diferentes
componentes celulares y tisulares para facilitar la observacion (Estrada et al., 1982;
Gavifio, et al., 1985).

Mediante la histologia se determina el sexo observando la presencia de las
células germinales especificas de cada sexo. Para el estudio del ciclo reproductivo se
han utilizado diferentes criterios. Ault (1985) describi6 el proceso de maduracion
gonadica para hembras de abuldn rojo con las siguientes fases: (1) Preproliferativo,
(2) Proliferativo, (3) Nuevo tallo, (4) Viejo tallo y (5) Liberacion. Capinpin et al.
(1998) utilizaron un criterio similar para describir el desarrollo gonadal del abulén
Haliotis asinina e incluyeron la descripcion para los machos, las fases que ellos
utilizaron fueron: (1) Preproliferativo, (2) Proliferativo, (3) Madurando, (4) Maduro,
(5) Parcialmente desovado y (6) Desovado.

Los criterios de clasificacion en las diferentes fases se basan en la ausencia o
presencia de células germinales, en la forma, tamafio y cantidad de éstas, asi como
en la estructura que presentan dentro de la génada. Por lo tanto, la examinacion
histologica de las secciones de la gdénada del abulén provee informacion mas
detallada sobre el estado de madurez de los abulones que la examinacion visual o los

indices gonédicos por si solos (Hahn, 1989).

1.4.4. Meétodo bioquimico
En algunos moluscos bivalvos y equinodermos marinos se ha demostrado la

existencia de ciclos de almacenamiento y utilizacion de energia denominados ciclos
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bioquimicos. En algunas especies se da una variacion estacional en la composicién
bioguimica de los 6rganos (Litaay y De Silva, 2003). En varios estudios se ha
comprobado que durante el ciclo reproductivo en diferentes especies de moluscos se
producen cambios en la composicion bioquimica como resultado del almacenaje y
transformacién de energia, indicando que las reservas lipidicas son usadas
principalmente durante la gametogénesis (Zandee, et a.l.,, 1980; Gabbott, 1983;
Jabbar y Davies, 1987; Littaay y De Silva, 2003; De la Parra et al., 2005). Las
fluctuaciones en el contenido lipidico en el érgano digestivo y en las gonadas
coinciden con el ciclo reproductivo en las especies Ensis arcuatus (Darriba et al.,
2005), Pecten sulciocostatus (Arendse et al., 2008), Fulvica mutica (Liu et al.,
2008), Paracentrotus lividus (Montero-Torreiro, 2000), Haliotis rubra (Litaay y De
Silva, 2003).

El &cido tiobarbitarico (TBA, por sus siglas en inglés) se ha usado para medir la
peroxidacion lipidica y poder evaluar los cambios en la composicion bioquimica de
los tejidos (Montero-Torreiro, 2000). Por lo tanto, con el método bioquimico se
puede identificar el sexo detectando el diferencial en las reservas lipidicas del
apéndice conico (glandula digestiva-gbnada) existente entre los abulones
indiferenciados, las hembras y los machos. EI método tiene como base la
degradacién de los acidos grasos poliinsaturados (PUFAS, por sus siglas en inglés)
en malonildialdehido (MDA), el cual al reaccionar con un agente cromogeno en
condiciones &cidas y calientes produce un cromoforo (complejo coloreado) y un
patrén absorbancia especifico (medido en un espectrofotometro de luz visible) para

cada sexo (Jabbar y Davies, 1987; Montero-Torreiro, 2000).

1.5. Importancia del cultivo de abulon
Las poblaciones naturales de abulon ha disminuido a nivel mundial debido, entre
otras causas, a la sobreexplotacion (Karpov et al., 2000). Tales declines en la

produccion y sus altos precios en el mercado, han provocado el interés en el cultivo
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de abulon en varios paises (Elliott, 2000). En Meéxico, el abulén es uno de los
moluscos con mayor importancia comercial y es Baja California la Unica entidad
productora. Como se menciond anteriormente el abulén azul, el abulén amarillo y el
abuldn rojo, son los de mayor importancia. Este Gltimo es la especie que sostiene el
cultivo y se estimo una produccion de 22.458 toneladas con un valor de $ 4, 677,499
pesos para el afio 2007 (SAGARPA, 2008).

Elliot (2000) menciona que explotando el potencial bioldgico del abuldn
mediante programas de mejoramiento genetico, se puede obtener una tasa de
crecimiento mayor, incrementar la fecundidad, asi como modificar la talla de
madurez sexual segun se requiera en el cultivo. Por lo tanto, considerando que el
éxito en el cultivo depende en gran medida de la crianza selectiva y el conocimiento
de los aspectos reproductivos en estos sistemas, se realizd este estudio donde se
comparan diferentes métodos como herramientas de seleccion para la identificacion
del sexo asi como un analisis del desarrollo gonadal de abul6n rojo H. rufescens
perteneciente a un sistema de cultivo comercial. La comparacion de estos métodos

permitira definir criterios para su mejor utilizacion practica en el cultivo de abulon.
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Capitulo 11

OBJETIVOS

11.1. Objetivo general
Identificar el sexo y comparar el desarrollo gonadal del abuldn rojo Haliotis
rufescens en cautiverio utilizando diversos métodos.

11.2.  Objetivos particulares

11.2.1. ldentificar el sexo del abulén mediante los métodos visual,

histologico, y bioguimico.

11.2.2. Determinar si existe alguna correlacion en la identificacion del sexo

obtenido por los diversos métodos.

11.2.3. Cuantificar el grado de madurez sexual.

11.2.4. Determinar si existe alguna correlacion entre el grado de madurez

obtenido por los diversos métodos.
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Capitulo 111

MATERIALES Y METODOS

111.1. Obtencion y biometria de los abulones

Se obtuvieron abulones rojos H. rufescens de la granja “Abulones Cultivados
S.A. de C.V” del Ejido de Eréndira, Baja California (31°24'N; 16°24'0), a 85 km al
Sur de la ciudad de Ensenada. Los abulones se transportaron a las instalaciones del
Departamento de Acuicultura del CICESE en Ensenada, Baja California. Se
analizaron 151 abulones rojos entre 20 y 77 mm (longitud de la concha). Los
abulones se clasificaron dentro de cuatro clases de talla: (A) 20-30 mm, (B) 30-40
mm, (C) 40-50 mm y (D) 60-80 mm. Todos los abulones se marcaron y se les midio

el largo de la concha y su peso total.

111.2. ldentificacién del sexo

111.2.1. Método visual macroscopico

Se identificd el sexo observando la coloracion de la gonada del abulén. Primero,
se levanté el pie del lado opuesto a los poros respiratorios para exponer la génada,
posteriormente si la gonada era verde se registré el sexo del abulon como hembra, si
la génada era amarilla como macho y si era café como indiferenciado. Se analizaron
90 abulones con talla de 20 mm a 50 mm y 60 abulones con talla de 60 mm a 80 mm
y se obtuvo la proporcién de sexos. Para la estimar la precision del método sélo se
utilizaron 52 abulones con talla mayor a 60 mm, de los cuales se tenia resultados en

todos lo métodos.
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111.2.2. Meétodo histoldgico
A todos los abulones se les realizo la diseccion del apéndice conico, que contiene
la glandula digestiva y la gonada (Fig. 4) y se fijaron en solucion Davidson.
Posteriormente, los apéndices de las clases de talla A, B y C, se cortaron en
secciones longitudinales y la clase D en secciones transversales. Las muestras fueron
deshidratas con alcohol, embebidas en parafina, seccionadas a 5 pum, montadas y
teflidas con hematoxilina y eosina (Apéndice 1). El sexo se determiné observando la

presencia de gametos femeninos o masculinos.

(A) (B)

Figura 4. Direccion de los cortes para histologia realizados en el
apéndice conico que contiene la glandula digestiva (GD) y la
gonada (G) del abul6n. A. Corte longitudinal. B. Corte
transversal (Hahn, 1989).

La proporciéon de sexos en la clase D se obtuvo analizando un total de 60
abulones, sin embargo, como se menciono anteriormente, solamente se usaron a 52
abulones para estimar la precisién de los otros métodos y la precision de este
método se considerd del 100% (Tabla 1V).

111.2.3. Método bioquimico
Para conocer si era posible determinar el sexo con el método se procesaron
abulones de las clases A, B, C y D, a cada abulén se le tomd una biopsia entre 20 y

50 mg de manto, branquia, musculo, glandula digestiva y gonada. Cada muestra se
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colocé individualmente en tubos de plastico para microcentrifuga de 2 ml. A cada
tubo se le agregaron 1.5 ml de &cido tricloroacetico al 20% (TCA, PM=163.4) y
0.375 ml de acido tiobarbitdrico al 0.75% (TBA, PM=144.1). Se agitaron los tubos
con un vortex y se colocaron en un bloque de calentamiento a 90 °C de 20 a 30
minutos hasta que la alicuota desarroll6 coloracion (Modificado de Jabbar y Davies,
1987). Para la valoracion semicuantitativa de la diferenciacion sexual, las muestras
se enfriaron y se les realizd una centrifugacion a 2.3 g (5000 rpm) durante 3
minutos.

El sobrenadante se colocd en una celda y se escaneé sobre un intervalo de
longitud de onda de 400 a 600 nm cada 1 nm, en un espectrofotometro HACH
DR/4000 modelo 48000U. Se registro el espectro de absorbancia para cada muestra
y se comparo el patron de absorbancia observado entre tejidos y entre sexos.

Los valores de absorbancia fueron usados para calcular cuatro indices para
encontrar el tejido y los valores que permitieran identificar el sexo en abulones
indiferenciados. Se utilizaron las longitudes de onda donde se observaron los picos
de mayor absorbancia en hembras y en machos. En los abulones indiferenciados de
las clases A, B y C se usaron los valores de absorbancia de la reaccion de TBA y

TCA con glandula digestiva.

Qo Abs 458nm (5)
Abs 502nm

b Abs 555nm (6)
Abs 502nm

co Abs 458nm (7)

~ Abs 555nm
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d— Abs 555nm (8)
Abs 458nm

Con fines de comparacién se procesaron muestras de hembras y machos de

abulon azul y amarillo utilizando el método bioquimico.

111.3. Determinacion de la madurez sexual

111.3.1. Meétodo visual macroscépico

Para la madurez se clasificaron los abulones de acuerdo al area de la glandula
digestiva cubierta por génada. Se utilizaron cuatro niveles: 25%, 50%, 75% y 100%
del area cubierta, los cuales estan asociados a diferentes grados de madurez sexual
en la descripcion histoldgica y se compararon con los resultados obtenidos con el

método histoldgico (Ver tabla I).

111.3.2. Método histolégico
Se evallo el desarrollo gonadico presente en cada muestra para estimar la
madurez sexual en cada abulon. El criterio utilizado para describir el desarrollo
gonéadico fue el criterio empleado por Capinpin et al. (1998), que consiste de seis
fases: (1) Preproliferativo, (2) Proliferativo, (3) Madurando, (4) Maduro, (5)

Parcialmente desovado y (6) Desovado (Tabla I).

111.3.3. Método bioquimico
Para determinar si existe alguna asociacion entre la absorbancia y el grado de
madurez sexual se correlaciono la absorbancia a los 555 nm en hembras, y a los 458

nm y a los 502 nm en machos respecto a la madurez sexual.
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Tabla I. Criterio para determinar el desarrollo gonadico del abulén rojo (Capinpin et al. ,1998)

Fase

Gonada en hembras

Gonada en machos

Preproliferativo

Proliferativo

Madurando

Maduro

Parcialmente
desovado

Desovado

La gonada es inmadura caracterizada por poco o ningun epitelio germinal entre la

epidermis y la glandula digestiva.

Epitelio germinal escamoso. Las células
germinales crecen desde la trabécula.
Ovogonias de forma cuadrada miden de
5y 8 um y alcanzan hasta las 25 um. Las
ovogonias forman grupos sobre las
paredes de la trabécula. Tejido ovérico
cubriendo un cuarto de la GD.

Al inicio ovocitos primarios, miden ~25
pum. La vitelogénesis se inicia en esta
fase. Al final, ovocitos mayores de 50
um se extienden desde la trabécula hacia
la glandula digestiva, cada uno adjunto
en forma entallada y de gota. Tejido
ovarico cubre la mitad de la GD.

Ovocitos > 125 um. Los ovocitos libres
de la trabécula tienen didmetro medio de
150 um. Es comtin una ligera
proliferacion de ovocitos <25 um cerca
de la pared de la génada. Tejido ovarico
cubre més de la mitad de la GD.

Se reduce la cantidad de ovocitos
maduros, el lumen esta parcialmente
colapsado, las trabéculas dobladas.
Ovocitos necroticos en el area contigua a
la glandula digestiva. El primer signo de
necrosis ocurre en el nicleo, la
cromatina se vuelve eosinofilica, menos
granular y distribuida uniformemente y
la membrana nuclear se rompe
desaparece el nicleo. Se forman
vacuolas y masas eosinofilicas.

Epitelio germinal escamoso. Las
células germinales crecen desde
los tubulos del tejido conectivo.
Las espermatogonias de forma
cuadrada y miden ~ 5 pm. Tejido
testicular cubre un cuarto de la
GD.

Estado de gametogénesis
temprana alrededor de los tubulos.
Una delgada membrana de
espermatidas o espermatozoides
puede estar presente. Tejido
testicular cubre la mitad de la GD.

La gbnada esta densamente
ocupada con espermatozoides.
Pueden estar presentes pocos
estados gametogénicos tempranos
alrededor de los tubulos. Tejido
testicular cubre toda la GD.

Espacios alrededor de los tubulos
y otras areas siguen densamente
ocupadas por espermatozoides. No
hay evidencia de necrosis en los
espermatozoides residuales.

La gonada carece de gametos maduros y tiene ligera actividad gametogénica. El
lumen se colapsa con los tubulos o las trabéculas dobladas. Un ovario puede tener

pocos ovocitos residuales.

GD=glandula digestiva
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Capitulo IV

RESULTADOS

IVV.1.Biometria de los abulones

La distribucion de las tallas (longitud de la concha) estuvo en el intervalo de
21.98 mm a 77.32 mm, y la distribucion del peso total en el intervalo de 1.54 g a
58.55 g. La talla promedio en la clase A fue de 27.45 mm, en B de 34.28 mm, en C
de 46.92 mmy en D de 69.87 mm (Tabla II).

Tabla Il. Biometria de los abulones por clase de talla (mm).

Media Minimo Maximo DE
A (n=28) 27.45 21.98 29.88 1.92
B (n=31) 34.19 30.40 40.00 1.90
C (n=32) 46.82 43.50 50.00 1.88
D (n=60) 69.87 65.78 77.32 2.77

DE=desviacion estandar

IV.2. ldentificacion del sexo

IV.2.1. Meétodo visual
De los 91 abulones pertenecientes a las clases de talla A, B y C ningun abulén
presentd tejido gonadico, todos fueron visualmente indiferenciados. En la clase D,
se identificaron 31 hembras y 27 machos con una proporcion de 1:87. De las 30
hembras, los 21 machos y un indiferenciado utilizados para estimar la precision se
identificaron correctamente a 28 hembras y 20 machos (Fig. 5) con una precision de

94.12% respecto al método histoldgico (Tabla. 111).
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IV.2.2. Meétodo histoldgico

Se identificd el sexo observando la ausencia o presencia de gametos. Las
diferencias entre los gametos de hembras y machos se apreciaron facilmente
mediante histologia (Fig. 6). De los 64 abulones examinados mediante histologia,
pertenecientes a las clases de talla A, B y C, so6lo siete abulones mostraron tejido
gonadal diferenciado siendo todas hembras, la hembra de menor talla fue de 26.90
mm. Para la clase D, se encontrd un indiferenciado, 33 hembras y 26 machos. La
hembra de menor talla fue de 66.28 mm y el macho de menor talla fue de 65.78 mm.
Soélo se utilizaron 30 hembras y 21 machos para estandarizar la comparacion entre
los métodos, que fueron a los abulones donde se tenian resultados de todos lo

métodos.

Tabla I11. Precision de los métodos para identificar el sexo en el abulén rojo.

Método H+ M+ |+ H - M - | . Precision Precision Precision

H M total
Histologia 30 21 1 0 0 0 100.00 100.00 100.00
Visual 28 20 0 1 93.33 95.24 94.12
Bioquimico
Cromoéforo 26 16 0 2 2 6 86.67 76.19 82.35
Espectro 18 12 0 3 2 17 60.00 57.14 58.82
indicea 16 12 1 0 0 23 53.33 57.14 54.90
Indiceb 27 17 0 1 0 7 90.00 80.95 86.27
indicec 21 18 1 0 0 12 70.00 85.71 76.47
indiced 26 17 1 0 0 8 86.67 80.95 84.31

H=hembras; M=machos; I=indiferenciados; + correctos, - incorrectos
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Figura 5. Vistas macroscopicas de las gonadas de abuldn rojo. A. Génada de una hembra de 70.28 mm. B. Génada de un macho de
69.14 mm. C. Gonada de un abulén indiferenciado de 69.00 mm.
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Figura 6. Identificacion histoldgica del sexo del abulén rojo. A. Corte longitudinal de un abulén
indiferenciado (talla de 32.80 mm). B. Corte transversal de un abulon hembra (talla de 68.56 mm)
con ovocitos en crecimiento. C. Corte Transversal de un abulén hembra (talla 71.66 mm) con
ovocitos maduros. D. Corte Transversal de una génada madura de un abulén macho (Talla 70.88
mm). PGD: pared de la glandula digestiva; GD: glandula digestiva; PO: pared del ovario; OC:
Ovaocito en crecimiento; TR: trabecula; OM: ovocito maduro; PT: pared del testiculo; T: tubulo; E:
espermas. Esc=150 um
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IV.2.3. Método bioquimico

En los tejidos del manto, el masculo, la branquia y la glandula digestiva el
cromoforo desarrollado fue de color anaranjado y el espectro de absorbancia
present6 el mismo patron sin haber diferencias entre sexos, todos tuvieron un pico
de mayor absorbancia a los 530 nm (Fig. 7). En la reaccién con tejido gonadico si
hubo diferencias, se produjeron dos cromoforos, las alicuotas se colorearon
amarillas o rosas, sin colores intermedios en abulones sexualmente diferenciados. El
cromoforo rosa que se desarrollé en abulones hembras se asocié con un pico de
mayor absorbancia a los 555 nm (Apéndice 2, Fig. A2.1), mientras que el cromo6foro
amarillo que se desarrolld en abulones machos se asocié con dos picos de mayor
absorbancia el primero a los 458 nm y el segundo a los 502 nm (Apéndice 2, Fig.
A2.2) (Fig. 8). Con tejido gonadico, ovocitos y espermas liberados si se pudo
identificar el sexo (Apéndice 2, Fig. A2.3y Fig. A2.4).

En hembras de abuldn azul el pico de mayor absorbancia fue a los 555 nm
(Apéndice 2, Fig. A2.5), mientras que las hembras de abulon amarillo el pico fue a
los 560 nm (Apéndice 2, Fig. A2.6). En los machos de abulon azul y de abulén
amarillo, los picos de mayor absorbancia también se observaron en las mismas
longitudes de onda, a los 458 nm y 502 nm (Apéndice 2, Fig. 2.7 y Fig. 2.8).

En algunas reacciones con glandula digestiva de los abulones sexualmente
indiferenciados de las clases A, B y C se presento la coloracién rosa y/o el espectro
de absorbancia caracteristico de los abulones hembras, con el pico de mayor
absorbancia a los 550 nm (Fig. 9) a diferencia del resto que presento el cromdforo

anaranjado con el pico de mayor absorbancia a los 530 nm.
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El resultado de graficar la relacion de las absorbancias en las longitudes de onda
usadas en cada indice bioquimico con las muestras de glandula digestiva y gonada,
confirmé que sélo la gonada es dtil para la identificacion del sexo con este método.
Al utilizar la gonada se observa que los valores se agrupan de acuerdo con el sexo de
los abulones (Fig. 10), contrario a cuando se emplea glandula digestiva (Fig. 11).
Los valores maximos y minimos de los indices de la reaccion con glandula digestiva
se usaron como los valores limites al trazarlos utilizando como origen el cero al
momento de graficar. Cuando los valores de los indice se analizaron con respecto al
sexo se corroboro6 que si hubo diferencia altamente significativa (F=40.07, p<0.001)
entre sexos en todos los indices. Posteriormente se elaboré una tabla para la

identificacion del sexo (Tabla IV).

Tabla IV. Valores de los indices para la identificacién de sexo.

indices Sexo
H | M
a (Abs,g,/Absgy, ) <1.0 1.0-1-6 >1.6
b (Absy;/ Absyy, ) >1.0 0.6-1.0 <0.6
C(AbS g4 / AbSqes ) <1.0 1.0-2-0 >2.0
d (Abssss/AbsA.ss) >0.9 0.4-0.9 <0.4

H=hembra; I=indiferenciado; M=macho



2.0 1 1.2 -
1.0 - x
1.5 - “xx " x/
£ £ 0.8 x /
S 1.0 2 : )
wn . b X -
3 0 0.6 - N xx,}>/
Q (%] - = N
< £ 0.4 1 L T -
< X o
0.5 - e oy 0 o
0.2 4 > - % 5 [o) 0O OO (o]
0.0 T T T T T ' 0.0 T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Abs 502 nm Abs 502 nm
A x H O M = | ——Limites B x H O© M = | — Limites
2.0 1.2 1
1.0 A x
1.5 4 08
: £
n
§ 10 4 Lun; 0.6 -
§ 5 04 -
0.5 - 0.2 A
0 0 . : \ 0.0 T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 02 O'é 0.6 0.8 10
Abs 555 nm f o A S|458 ”ml. "
x - imits
C x H o M = | ——Limites D

Figura 10. Re!acic’)n de absorbancia a d[ferentes longitudes de ongla de tejido gonadico. A. Abssg/Abss, (Indice a). B.
AbSsss/Abssg, (lndice b) C. Absyss/AbSsss (lndice C). D. AbSsss/AbSssg (lndice d)

27



=
o
1
=
N
]

0.8 - 7x O - 1.0 -
= - o X x c 0.8
c 0.6 7 [o XN} E
304 - -2 3 .
< O < 04 . 35 -
X
0.2 j . 22 e KX
- 0.2 _ _&,‘X_Q_
0-0 T T T T T T 1 0.0 T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Abs 502 nm B Abs 502 nm
A x H O M = | ——Limites x H o M = | ——Limites
12 - 1.0 q
1.0 4 0.8 -
E 0.8 A g 0.6 4
= n
§ 0.6 - s
2 § 0.4 -
<04 -
0.2 1
0.2 -
0.0 : : : : . 0.0 T T T T \
0.0 0.2 0.4 06 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 10
Abs 555 nm Abs 458 nm
C x H O M = | ——Limites D Xx H O M = | —— Limites

Figura 11. Re[acién de absorbancia a difprentes longitudes de onda’ de glandula digestiva. A. Abs,sg/Abssg, (indice a). B.
AbSsss/Abssg, (lndice b) C. Absyss/AbSsss (lndice C). D. AbSsss/AbSsss (lndice d)



29

De las 30 abulones hembras y 21 abulones machos de la clase D, con el indice a,
se pudieron identificar correctamente a 16 hembras y 12 machos; con el indice b, a
27 hembras y 17 machos; con el indice ¢ a 21 hembras y 18 machos; con el indice d
a 26 hembras y 17 machos. La precision total para identificar el sexo de los indices
a, b, c y d fue de 54.90%, 86.27%, 76.47% y 84.31 % respectivamente (Tabla I11).

De los abulones utilizados en el método bioquimico, los de la clase A y B todos
fueron visual e histologicamente indiferenciados, y en la clase C solo se detectaron 3
hembras mediante histologia, sin embargo al utilizar los indices se asigno el sexo de

a un mayor nimero de abulones (Tabla V).

Tabla V. Identificacion del sexo con los indices bioquimicos en
abulones de talla menor a 50 mm.

Clases de talla

A B C Total
H 0 5 7 12
M 9 4 5 18
| 6 6 3 15

H=hembras; M=machos; I=indiferenciados

IVV.3. Determinacion de la madurez sexual

IV.3.1. Meétodo visual

En las clases de talla A, B y C todos los abulones carecian de tejido gonadico por
los que se consideraron abulones inmaduros. En el grupo D, se observé el area de la
glandula digestiva cubierta por génada. El 67% de la hembras tuvo entre tres cuartos
y la totalidad de la glandula digestiva cubierta por génada, el 8% tuvo dos cuartos
cubiertos y el 25% restante sélo un cuarto cubierto. El 46% de los machos tuvo la
totalidad de la glandula digestiva cubierta por gonada, el 29% entres dos y tres
cuartos cubiertos y el 25% un cuarto cubierto (Fig. 12). Sin embargo al asignarle la

fase de madurez que indica la tabla | tomando en cuenta sélo el area de la glandula



30

digestiva cubierta por génada y compararlo con la fase de madurez determinada por

el método histoldgico, las fases de maduracion no son las mismas.

IV.3.2. Meétodo histoldgico

Para las clases de talla A y B los abulones estuvieron en el estado
preproliferativo de madurez sexual, donde la génada estuvo inmadura y no hubo
formacidn de epitelio germinal entre la epidermis y la glandula digestiva (Fig. 13A).
En el grupo C hubo 7 hembras en estado proliferativo, presentaron epitelio germinal
con crecimiento de las ovogonias con forma cubica midiendo alrededor de 25 pum
(Fig. 13B) vy el resto estuvo en el estado preproliferativo. En el analisis histolégico
de los abulones hembras de la clase D, hubo cinco hembras (17%) en fase de
maduracion, con ovocitos midiendo entre 25 um y 50 um (Fig. 13C) y el resto de las
hembras (83%) presentaron proliferacion de nuevos ovocitos y ovocitos maduros
(Fig. 13D-10E), asi como ovocitos en estado necrdtico en su fase temprana y tardia
(Fig. 13F), sin tener la trabécula y el lumen colapsados, lo cual indica una liberacion
de los ovocitos maduros, caracteristicas del estado de desove nulo. El didmetro
promedio de los ovocitos en maduracion fue de 33.30 um (DE + 6.44 pum), el
diametro de los ovocitos maduros fue de 164.29 um (DE £ 29.76 um). Los ovocitos
necréticos tempranos tuvieron un didmetro promedio de 145.68 um (DE + 19.09
pum).

En el analisis histoldgico de los abulones machos de la clase D, el 71% de los
machos estuvieron en la fase de maduracién, que se caracteriza por la presencia de
estados tempranos de gametogenesis alrededor de los tubulos con una ligera
proliferacion de espermatidas (Fig. 14) y el 29% restante estuvieron maduros con
abundantes espermatidas y espermatozoides y con pocos estados gametogénicos

tempranos solo alrededor de los tubulos (Fig. 15).



Figura 12. Diferencias macroscopicas en tamafio y grosor en las génadas de abul6n
rojo. A: hembra con 25% de glandula digestiva (GD) cubierta por génada (G)
(Talla: 67.36 mm); B: hembra con 100% de GD cubierta por G (Talla: 68.46 mm);
C: macho con 25% de GD cubierta por G (Talla; 68.78 mm); D. macho con 100%
de GD cubierta por G (Talla: 70.70 mm).
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Figura 13. Fases de maduracion gonadica en hembras de abuldn rojo. A. Estado preproliferativo (talla
de 35.70 mm). B-C. Estado proliferativo (talla 47 mm y 68.60 mm). D-E. Estado parcialmente
desovado (talla de 76.60 mm y 68.94 mm). F. Estado Necrotico (talla 76.60 mm) PGD: pared de la
glandula digestiva; GD: glandula digestiva; OG: Ovogonia; OC: Ovocito creciendo; OM: ovocito
maduro; ON1: ovocito necrético en fase temprana; ON2: ovocito necrético en fase tardia. Esc:
100um



Figura 14. Fase de maduracion gonadica en machos de abul6n rojo. Corte
transversal de un macho (talla 70.88 mm). EG: espermatogonia (redondas
de 10-12 um); ES: espermatocito secundario (redondas de 7 um ); ET:
espermatidas (ovales de 3-6 um). Esc:20 um

Figura 15. Fase madurez gonadica en machos de abulén rojo. Corte
transversal de un macho (talla 67.36 mm).
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IV.3.3. Meétodo bioguimico
Al graficar el grado de madurez sexual contra la absorbancia a los 458, 502 y
555 nm no se observé correlacion entre las dos variables (Fig. 16). Se esperaria que
a mayor madurez mayor absorbancia, sin embargo, en las graficas no se observo este
fendmeno. Por lo que el método bioquimico no permite cuantificar el grado de

madurez sexual.
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Figura 16. Correlacion del grado de madurez sexual y la absorbancia
obtenida en el método bioquimico en abuldn rojo. A. Absorbancia a los
458 nm. B. Absorbancia a los 502 nm. C. Absorbancia a los 555 nm.
O=preproliferativo, 1=proliferativo, 2=-madurando, 3=maduro, 4=desove
nulo.
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Capitulo V

DISCUSION

V.1. Talla del abulén y madurez sexual

La examinacion histoldgica de la gonada mostré que entre las tallas de 20-50
mm el abul6n rojo cultivado estuvo sexualmente indiferenciado y el 98 % de los
abulones con talla mayor a 60 mm estuvo diferenciado. Rogers-Bennett et al.
(2004) encontraron en el abul6n rojo silvestre del norte de California que a partir de
la talla de 50 mm se dieron los primeros signos de diferenciacion sexual (cuando se
pudieron observar ovocitos o espermatocitos en el tejido gonadico) y a partir de la
talla de 75 mm el grosor de la gonada aumentd drasticamente junto con un
incremento exponencial del nimero de ovocitos. En abulones rojos de Mendocino,
California, las hembras con tallas entre 51-70 mm ya presentaban ovocitos primarios
(Giorgio y DeMartini, 1977).

Las hembras en fase de maduracién y en fase de desove nulo estuvieron en el
mismo intervalo de tallas, 66.90-73.06 mm y 66.28-76.60 mm respectivamente. Sin
embargo, la fase de maduracion estuvo comprendida por cinco hembras, por lo
tanto, las hembras en este intervalo de tallas estuvo en general en desove nulo,
caracterizado principalmente por presentar escasos ovocitos maduros debido al
incremento de ovocitos necréticos, asi como ligera proliferacién de nuevos ovocitos
alrededor de la pared externa de la gonada. El desove nulo fue descrito por Giorgio y
DeMartini (1977) y mencionaron que la causa posible de esta fase es porque no se
presentan las condiciones que estimulan el desove, por lo que la necrosis es la

autolisis de los ovocitos residuales dado que la gametogénesis estara inhibida hasta
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que los ovocitos residuales sean liberados o reabsorbidos. Rogers-Bennett et al.
(2004) observaron que los ovocitos necréticos representaron el 30% del total de
ovocitos en abulones mayores de 81 mm y que el mayor de los abulones (260 mm)
tuvo mas del 80% de ovocitos necraticos.

En este estudio los machos en fase de maduracion estuvieron entre las tallas de
65.82-74.92 mm, y los machos maduros estuvieron entre las tallas de 65.78-71.68
mm. Rogers-Bennett et al. (2004) reportaron que el macho de menor talla con
espermatocitos y estructura testicular fue de 64 mm y que los machos entre 75-91
mm Yya presentaban esperma. No hubo evidencia de necrosis en los espermas, tal
como lo mencionaron Giorgio y DeMartini (1977). No se encontré diferencias en
la relacion de las tallas y fases de maduracion entre los abulones en cautiverio de
este estudio y los abulones silvestres estudiados por Giorgio y De Martini.

Ault (1985) mantuvo abulones rojos del norte California en cautiverio y encontré
que bajo condiciones de laboratorio maduraban a menor talla que los especimenes
silvestres reportados por Giorgio y DeMartini (1977). Ademas, expresaron que
dicha diferencia pudo haberse debido a la abundancia de macroalga Macrocystis
pyrifera. Jarayabhand y Paphavasit (1996) consideraron que los factores mas
importantes para tener abulones maduros todo el afio son las condiciones 6ptimas de
cultivo y adecuada cantidad de macroalga.

La talla minima de madurez sexual en el abuldn rojo de Mendocino, California
estuvo entre los 100-125 mm (Giorgio y DeMartini, 1997) entre los 105-130 mm en
hembras y entre 75-95 mm en machos (Rogers-Bennett et al., 2004). La talla
minima de madurez sexual del abuldén azul H. fulgens de Bahia Tortugas, Baja
California esta entre las tallas de 70-140 mm, aproximadamente a los tres afios de
edad (Shepherd et al., 1991), y de Santa Catalina, California esta entre las tallas de
61-128 mm alrededor de los cinco afios de edad (Tutschulte y Connell, 1988).
Shepherd et al. (1991) sugiere que las diferencias encontradas es debida a que la tasa

de crecimiento es menor en Santa Catalina, California, y consideraron que la talla de
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primera madurez sexual es méas dependiente de la edad que de la talla. Cabe

mencionar que no se utilizd el mismo criterio para definir a un organismo maduro.

V.2. ldentificacion del sexo y del desarrollo gonadal

V.2.1. Método visual macroscépico

En abulén no existe dimorfismo sexual externo. En las granjas de abuldn la
forma préactica de identificar el sexo es observando la coloracion de la gonada. Sin
embargo, es efectiva hasta que los organismos tienen una considerable cantidad de
gonada. En este estudio aunque la precision del método visual para el grupo D, fue
del 90.20 % se debe considerar que las gonadas examinadas ya estaban bien
desarrolladas, por lo que es de esperarse que a menor desarrollo gonadal menor la
precision. Considerando que con los otros métodos se pudo identificar el sexo de
abulones visualmente indiferenciados es necesario implementar otras técnicas
confirmatorias que sean rapidas y simples que permitan identificar el sexo cuando
los abulones empiezan a madurar.

Aunque durante el ciclo reproductivo de la gonada se produce un crecimiento en
la gbnada como resultado del aumento del tamafio y nimero de los gametos, el area
de la glandula digestiva cubierta por génada no es un criterio funcional para
establecer la fase de desarrollo por lo que se hace necesario el uso de la histologia

para lograr este proposito.

V.2.2. Método histoldgico
La histologia es una herramienta empleada cominmente para la examinacién
microscopica del apéndice conico donde crece la gonada. Tiene la ventaja de que
permite identificar el sexo a edad mas temprana y méas precisa que de forma visual,

asi como también permite apreciar la fase de desarrollo. Sin embargo es un método
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laborioso y tardado. En este estudio se utiliz6 como meétodo control para comparar

los resultados de los otros métodos.

V.2.3. Método bioquimico

Jabbar y Davies (1987) identificaron el sexo en el mejillon Mytilus edulis,
utilizando la reaccion con TBA y TCA con tejido del manto, glandula digestiva,
ovocitos y espermas. Mikhailov, et al. (1995) lo hicieron en el mejillon Mytilus
galloprovicialis con tejido el manto. En este trabajo se utilizd la misma técnica en
abuldn rojo y no fue posible identificar el sexo con el manto, el masculo, la branquia
y en abulones visualmente diferenciados tampoco con glandula digestiva. Estos
resultados podrian deberse a la diferencia entre los sistemas reproductivos, ya que en
el mejillén los foliculos donde se encuentra el epitelio germinal se localizan en el
manto y se conectan por ductos hacia el exterior (Jabbar y Davies, 1987) y en
abulones las células germinales crecen alrededor de la glandula digestiva, lo que
explica porque con algunas muestras fue posible identificar el sexo en abulones
visualmente indiferenciados utilizando este tejido.

Tanto en el mejillon como en el abuldn rojo se desarrollaron dos cromoforos: el
rosa en hembras y el amarillo en machos. En el espectro de absorbancia del mejillon
las hembras presentaron un pico de mayor absorbancia a los 532 nm y los machos
dos picos de mayor absorbancia el primero y mayor a los 453 nm y el segundo a los
490 nm, mientras que en el abul6n rojo en las hembras el pico de mayor absorbancia
fue a los 555 nm y en los machos el pico de mayor absorbancia a los 458 nm vy el
segundo a los 502 nm. En hembras de abuldn azul el pico de mayor absorbancia fue
igual que abul6n rojo, no asi en las hembras de abul6n amarillo. En los machos de
abuldn rojo, de abuldn azul y de abulén amarillo, los picos de mayor absorbancia se
observaron en las mismas longitudes de onda, a los 458 nm y a los 502 nm. Las
diferencias observadas en la longitud de onda donde se presentan los picos de mayor

absorbancia entre las diferentes especies sugieren que los espectros de absorbancia y
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por tanto los lipidos degradados en la reaccion con TBA son especificos para cada
especie.

En el mejillon, Jabbar y Davies (1987) encontraron que el cromdforo de los 450
nm estuvo presente desde la gametogénesis hasta el desove, por lo que estimaron un
indice dividiendo la absorbancia a los 450 nm (pico de mayor absorbancia en
machos) entre la absorbancia a los 530 nm (pico de mayor absorbancia en hembras)
y observaron la variacion sobre un periodo de 15 meses. Ellos pudieron determinar
el sexo todo el tiempo excepto de mediados de julio a mediados de octubre cuando
los mejillones se encontraron en fase de reposo y el valor del indice no mostré
diferencias entre ambos sexos. En este trabajo los indices bioquimicos permitieron
identificar el sexo y aunque no hubo resultados contradictorios que sefialaran falsas
hembras o falsos machos, si se presentaron diferencias en las precisiones. En
abulones visualmente diferenciados, el indice b tuvo mayor precision total que los
otros. No obstante, alin cuando en hembras la precision sigue siendo mayor con b, la
precision en machos fue mayor con el indice ¢ por lo que se recomienda el uso de
ambos indices para obtener un resultado confirmatorio.

En abulones con talla menor a 50 mm que fueron visualmente indiferenciados, se
pudo asignar el sexo utilizando los indices. Llama la atencion que en la clase de talla
A, que son abulones con talla menor a 30 mm se le asigno el sexo a 9 machos que
representan el 60% de los abulones del grupo con una proporcion de sexos
(Hembras:Machos) de 0:1. Considerando que la proporcion de sexos en la clase de
talla B (30-40 mm) fue de 1:0.8 y en la clase de talla C (40-50 mm) fue de 1:.0.7 y
que la literatura sefiala una proporcion de 1:1 para esta especie, asi como también
expresa que a los 30 mm los abulones aun no han entrando en el proceso de
maduracion sexual, no se recomienda el empleo del método bioguimico en tallas

menores a 30 mm.
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Jabbar y Davies (1987) consideraron que las diferencias observadas entre sexos
es reflejo de la abundancia relativa de ADN vy lipidos oxidables que son substancias
especificas de cada sexo.

V.3. Comparacion entre métodos

Los tres métodos probados pudieron identificar el sexo del abulon rojo. Sin
embargo, el método visual se recomienda usar en abulones de mayor talla respecto a
las tallas en las que se pueden usar los métodos histologico y bioguimico. Dicha
divergencia se puede atribuir a la naturaleza de cada método, ya que visualmente se
esta observando la capa de tejido gonadico formada por la agrupacién de las células
germinales, asi como por histologia se observa la célula germinal
independientemente de si existe una agrupacién o no y, en el caso del método
bioquimico se detectan los lipidos especificos de cada sexo que estan presentes en
las células germinales.

Auln cuando no se observo correlacion entre la absorbancia y las fases de
madurez gonadica, el método bioquimico podria servir como herramienta para
indagar el momento en que empieza el proceso de maduracion sexual. Como se
observa en los diferentes estudios, el abuldn rojo madura alrededor de los 50 mm,
antes de la talla minima de comercializacion que es a los 80 mm. Tomando en
cuenta que la madurez sexual es un proceso demandante de energia es de suma
importancia conocer el inicio de la madurez sexual a fin de proveer de mayor

alimento a los abulones y asi evitar que el crecimiento somatico se vea reducido.
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Capitulo VI

CONCLUSIONES

Los métodos visual, histoldgico y bioguimicos permitieron identificar el sexo del
abuldn rojo.

Los abulones con talla menor de 50 mm son indiferenciados y en esencia carecen
de gbnada, a partir de esta talla empiezan a madurar sexualmente.

En las talla de 60-80 mm las hembras estuvieron en desove nulo y los machos en
fase de maduracion.

El método visual macroscopico es practico y preciso para identificar el sexo en
abulones con talla mayor a 60 mm.

El método bioquimico permitio identificar el sexo en abulones con talla mayor a

30 mm aungue no se encontré correlacion con este método y la madurez sexual.
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APENDICE 1

Técnica histologica: Tincion Hematoxilina-Eosina (HE)

Fijacion

La fijacion del tejido del abuldn se realiza para provocar la muerte de las células
de tal manera que conserven lo mejor posible las caracteristicas morfoldgicas y
quimicas que tuvieron en estado vivo.

La fijacion se realizé con liquido Davidson’s y la relacion entre el volumen de

muestra y liquido es de 1:5 y después se paso a la solucién conservante.
Davidson’s fijador:
Se mezcla nueve partes de solucion Davidson’s conservante y una parte de acido

acético.

Davidson’s conservante:

Glicerina 400 ml
Formol 800 ml
Alcohol (95 %) 1200 ml

Agua de mar filtrada 1200 ml
Agitar bien

Inclusion en parafina

La inclusion conserva los tejidos a estudiar en el interior de alguna sustancia
plastica (que penetra hasta lo mas interno de las estructura celulares) que da tal
consistencia que permite cortar los tejidos en laminas delgadas. Los tejidos
contienen gran cantidad de agua, tanto intracelular como extracelular que debe ser

eliminada y reemplazada con parafina.
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Para impregnara los tejidos con parafina, las muestras se deshidrataron y se
completo la impregnacion con un disolvente de la parafina que substituyé el alcohol
(benceno). Para la inclusién se utilizé un histoquinete LEICA TP 1400 con los

siguientes tiempos:

Solucion Tiempo (h) Producto Tiempo Hrs.

1. Alcohol 70% 1 7. Benceno 2
2. Alcohol 96% 2 8. Benceno 2
3. Alcohol 96% 2 9. Benceno-parafina 3
4. Alcohol 100% 2 10. Parafina 2
2 2
3

5. Alcohol 100% 11. Parafina
6. Etanol-benceno Tiempo total 23

Después del altimo bafio en parafina, el tejido se orientd de la manera deseada
dentro de moldes metalicos con parafina fundida. Una vez solidificados los bloques
se colocaron en una la solucién ablandadora de 24 a 48 horas previas a la

microtomia.

Solucién ablandadora:

Glicerina 5mil

Agua destilada 25 ml

Alcohol 95% 70 ml
Microtomia

La microtomia permite cortar el tejido ya incluido en parafina. Se utiliz6 un
microtomo modelo Spencer 820 y se realizaron cortes de 5 micras de grosor. Los
cortes se colocaron en un portaobjetos y se vertieron unas gotas de alcohol al 30%
entre el tejido y el portaobjeto para extender parcialmente el corte. Después se

colocé el tejido en un bafio de agua a 46 °C para extender completamente el corte.
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Finalmente se recogio el corte con un portaobjeto nuevo, esmerilado y se dejo

escurrir y secar.

Tincion
Desparafinado:
Antes de tefiir es necesario eliminar la parafina para que puedan penetrar los
colorantes. El desparafinado se realizd6 mediante bafios de Xileno a 30-35 °C, y
posteriormente se rehidratd el tejido con alcoholes de diferente graduacion y agua,

ambos a temperatura ambiente. Los tiempos para el desparafinado fueron los

siguientes:
Solucién Tiempo (min.) Solucién Tiempo (min.)
1. Xileno 5 5. Alcohol 100% 1
2. Xileno 5 6. Alcohol 96% 1
3. Xileno 5 7. Alcohol 50% 1
4. Alcohol 100% 1 8. Agua destilada Reposo

Nota: antes de desparafinar es necesario colocar las ldminas en la estufa de
preferencia 24 horas para que el tejido quedé adherido al portaobjetos.

Tincion: método de hematoxilina eosina:

La hematoxilina es un colorante basico que se utiliza en histologia para tefiir los
componentes anionicos (acidos) de los tejidos, a los que da una coloracion violeta.
Tifie intensamente los nacleos de las células, dado que estos contienen &cidos
nucleicos ricos en radicales acidos.

La eosina distingue detalles del citoplasma, al tener su base incolora y su
parte acida coloreada, es un colorante citoplasmatico. La mayor parte de la célula es

teflida por la eosina (rosado o rojo) y la intensidad en la cual se vea la tincion
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depende del pH de la solucién colorante. El procedimiento de tincién fue el que

sigue:
Solucion Tiempo  Solucion Tiempo
1. Agua destilada Reposo 8. Eosina-Floxina 2 min.
2. Hematoxilina 8 min. 9. Alcohol 11 96% 1 min.
3. Agua corriente Enjuagar 10. Alcohol 11196% 1 min.
4. Alcohol acido 10s 11. Alcohol 1100% 1 min.
4. Agua corriente Enjuagar 12. Alcohol 11 100% 1 min.
5. Carbonato de litio SAT.* 2 min. 13. Alcohol 111 100% 1 min.
6. Agua corriente Enjuagar 14. Xileno | 3 min.
7. Alcohol 1 96% 1 min. 15. Xileno Il 3 min.
*SAT=concentracion saturada
Montaje

El montaje se realiza para lograr la observacion microscopica de los tejidos

durante periodos prolongados. Al material por observar se le agreg6 el medio de

montaje (Resina) y se colocd el cubreobjetos. La resina utilizada fue Cytoseal 60.



APENDICE 2
Espectros de absorcion

Absorbancia

Longitud de onda (nm)

---—-1Manto ———2Milsculo —— 3Branquia ~———4GD ------- 5 Gonada

Figura A2.1. Espectros de absorbancia de la reaccibn TBA y TCA para diferentes
tejidos de hembras de abulén rojo. De los tejidos 1 al 4 se observa el pico de mayor
absorbancia a los 530 nm, mientras que en el tejido 5 se forma un pico de mayor
absorbancia a los 555 nm.
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Figura A2.2 Espectros de absorbancia de la reaccion TBA y TCA para diferentes tejidos
de machos de abulon rojo. De los tejidos 1 al 4 se observa el pico de mayor absorbancia
a los 530 nm, mientras que en el tejido 5 se forman dos picos de mayor absorbancia a
los 458 v las 502 nm.
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Absorbancia

Longitud de onda (nm)

Figura A2.3. Espectros de absorbancia de la reaccion TBA y TCA para diferentes
concentracion de ovocitos de abulon rojo.
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Figura A2.4. Espectros de absorbancia de la reaccion TBA y TCA para diferentes
concentracion de esperma de abulén rojo.
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Figura A2.5. Espectros de absorbancia de la reaccion TBA y TCA con diferentes tejidos
de hembra abulén azul. El espectro presenta la maxima absorbancia alrededor de los 555

nm.
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Figura A2.6. Espectros de absorbancia de la reaccion TBA y TCA con diferentes tejidos
de hembra de abuldn amarillo. El espectro presenta la maxima absorbancia a los 560 nm.
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Figura A2.7. Espectros de absorbancia de la reaccion TBA 'y TCA con diferentes tejidos
de machos de abulén azul. El espectro presenta la méxima absorbancia a los 458 nm y a

los 502 nm.
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Figura A2.8. Espectros de absorbancia de la reaccion TBA y TCA con diferentes tejidos
de machos de abuldn amarillo. El espectro presenta la méxima absorbancia a los 458 nm y

a los 502 nm.
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