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Resumen de la tesis que presenta Salvador Villasuso Palomares como requisito parcial
para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Efecto de Sistema carbdn-carbonatos en el acondicionamiento reproductivo del
ostion Kumamoto (Crassostrea sikamea) en un sistema de recirculacion acuicola

Resumen elaborado por:

Salvador Villasuso Palomares

La acidificacion del océano por efecto de la emision de CO; es un factor limitante el cual
ha adquirido una mayor importancia en los ultimos afos para la produccion de los
moluscos bivalvos. Los principales efectos de altas concentraciones de CO, en
bivalvos son: la reduccion en la tasa de crecimiento, la disminucion del éxito
reproductivo, la acidificacion de los fluidos internos, el incremento en el riesgo de
infecciones, la disolucion de la concha y la pérdida del indice de condicién. Los
sistemas de recirculacion acuicola (SRA) son una posible solucién para la manipulaciéon
de los reproductores de bivalvos y solucionar el efecto a la acidificacion por el CO,. Los
SRA son una opcién de produccion intensiva que permiten el control de la maduracion y
el crecimiento de los organismos por manipulaciéon de la calidad de agua, el alimento y
el fotoperiodo. Por lo cual, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la
acidificacion del agua y su interaccion en el sistema carbon-carbonatos en el indice de
condicion y en el uso del sustrato metabdlico del ostion Kumamoto (Crassostrea
sikamea) durante el acondicionamiento reproductivo. Para el experimento se tuvieron
un total de 12 SRA divididos en 2 tratamientos: los SRA control y los SRA con reactor
de calcio. El acondicionamiento reproductivo se realiz6 con un gradiente de
temperatura ascendente de 18 a 24°C en un periodo de 10 semanas. En cada cambio
de temperatura se determino la tasa de consumo de oxigeno, la excrecion amoniacal,
analisis histologico de las génadas, el indice gonadosomatico, el indice de condicion y
diariamente se determiné la calidad del agua en los 12 SRA (OD, pH, temperatura,
NAT, NO,, NOs, alcalinidad, CO,, COs? HCO3). La calidad del agua se mantuvo
dentro de los parametros Optimos para los moluscos bivalvos. Sin embargo las
concentraciones de los parametros que componen el sistema carbon-carbonato (pH,
alcalinidad, CO,, CO3?, HCO3) fueron significativamente mayores en los SRA con
reactor de calcio. No se detectaron diferencias significativas en el indice de condicion
entre los tratamientos, ni entre el tiempo de acondicionamiento reproductivo. En los
cortes histologicos de las gonadas se observaron ostiones indiferenciados y en
desarrollo en ambos tratamientos durante las 10 semanas de acondicionamiento
reproductivo. En el indice gonadosomatico se observd diferentes porcentajes de
espacio ocupado por la gonada en la glandula digestiva. Estos resultados indican que
los ostiones tuvieron desoves parciales durante el acondicionamiento reproductivo, por



lo cual no fue posible determinar una temperatura acumulada efectiva para la
maduracion de los organismos. Se detectaron diferencias significativas en la
concentracion espermatica y de ovocitos, asi como en el largo y ancho de las larvas D
entre los tratamientos, siendo significativamente mayores las mediciones con los SRA
con rector de calcio. Estos resultados sugieren que no solamente la temperatura, la
alimentacion y el fotoperiodo tienen una influencia en el acondicionamiento reproductivo
del ostion Kumamoto, también el intercambio i6nico tiene una relacion directa durante
este proceso.

Palabras clave: ostion Kumamoto, Crassostrea sikamea, acondicionamiento
reproductivo, balance i6nico, sistemas de recirculaciéon acuicolas.
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Abstract by Salvador Villasuso Palomares as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Aquaculture

Effect of the system carbon- carbonates in the reproductive conditioning in the
Kumamoto oyster (Crassostrea sikamea) in a recirculating aquaculture system

Abstract by:

Salvador Villasuso Palomares

The water acidification by effect of CO, has become in one of the major factors in recent
years for the production of bivalves. The CO; higher concentrations main effects are:
reduction of growth rate, decrease in fertility, acidification of body fluids, higher risk of
infections, shell dissolution, and loss of condition index. The recirculating aquaculture
systems (RAS) are a possible solution to counteract the effect of higher concentrations
of CO,in water. RAS allow us through the manipulation of water quality, feed rate and
photoperiod to control the organisms growth rate and conditioning. The aim of this work
was to evaluate the effect of water acidification in the conditioning, condition index and
use of metabolic substrate of Kumamoto oyster broodstock (Crassostrea sikamea) in a
RAS. For the experiment, two treatments were used: treatment 1, RAS with calcium
reactors, and treatment 2, RAS without calcium reactors. A total of 12 RAS were used, 6
for treatment 1 and 6 for treatment 2. The conditioning was performed increasing the
temperature since 18 to 24°C in a 10 weeks period. Every time the temperature
changed, oxygen consumption, ammonia excretion, gonad histology analysis,
gonadosomatic index, and condition index were performed. The water quality of the 12
RAS was evaluated daily (DO, pH, temperature, TAN, NO,, NOg, alkalinity, CO,, CO3?,
HCOg3) by triplicate. The water quality was in optimal parameters for C. sikamea.
However significant differences in the various parameters of the carbon-carbonate
system (pH, alkalinity, CO,, CO3s?, HCO3) were detected between the treatments, RAS
with the calcium reactor showed higher concentrations. No differences in condition index
were detected between treatments and through time. Histology analysis revealed
undifferentiated and development gonads throughout the 10 weeks conditioning period.
The gonadosomatic index revealed different percentages of space occupied by the
gonad in digestive gland at all temperatures. These results indicated that Kumamoto
broodstock spawn partially through the conditioning period and it was not possible to
determine an effective accumulated temperature for these oysters.  Significant
differences in sperm and oocytes number and the of D larvae length and width were
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detected between the treatments being higher in the RAS with the calcium reactor.
These results suggested that not only feed ratio, temperature and photoperiod has a
direct influence on the reproductive conditioning of the Kumamoto oyster, the ion
balance related to the alkalinity carbon — carbonate system have an effect also.

Key words: Kumamoto oyster, Crassostrea sikamea, conditioning, ionic balance,
recirculating aquaculture system.
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Capitulo 1. Introduccion

La produccion acuicola mundial en el 2010 fue de 59.81 millones de toneladas, las
cuales se dividieron en peces de agua dulce (33.7 millones de toneladas), moluscos
(14.2 millones de toneladas), crustaceos (5.7 millones de toneladas), peces diddromos
(3.6 millones de toneladas), peces marinos (1.8 millones de toneladas) y otros animales
acuaticos (814, 300 toneladas) (FAO, 2012). Los moluscos se destacan de estos
grupos de produccién (en su mayoria bivalvos como ostiones, mejillones y almejas,
entre otros) debido a que su cultivo requiere un minimo de mantenimiento y depende de
la produccién natural del medio. Estas caracteristicas hacen a los bivalvos una fuente
econémica de proteina animal mas barata comparada con los peces y crustaceos
incrementando su interés por parte de los productores acuicolas para su cultivo (Helm
et al., 2004).

A nivel mundial, los principales productores de moluscos bivalvos son: China, Japon,
Estados Unidos de América, Republica de Corea, Tailandia, Francia, Espafia, Italia y
Chile. México ocupa el cuarto lugar en la produccion de moluscos bivalvos en América
Latina por debajo de Chile, Brasil y Pert (FAO, 2008). En México la acuicultura de los
bivalvos se lleva casi en su totalidad en las costas del Pacifico de Baja California y el
Golfo de California (Carifio y Monteforte, 1995).

En México el bivalvo con mejor aceptacion es el ostion, debido a su amplia distribucion,
abundancia, sabor, valor nutritivo, y su gran adaptabilidad. México cuenta con nueve
especies de ostion de importancia comercial, para la explotacion acuicola y pesquera.
Las especies de ostiones mas importantes en México son: (1) el ostion del Este
(Crassostrea virginica), (2) el ostion de Piedra (Crassostrea iridescens), (3) el ostion del
Placer (Crassostrea corteziensis), (4) el ostion de Mangle (Crassostrea rhizophorae), (5)
el ostion Japonés (Crassostrea gigas), (6) Ostrea angelica, (7) Ostrea fisheri, (8) Ostrea
palmula y (9) el ostibn Kumamoto (Crassostrea sikamea) (SAGARPA, 2010). Entre
estas especies de importancia comercial, el ostion Kumamoto ha despertado el interés
de los productores ostricolas, debido a que es una especie que tiene un sabor sutil, una

mayor proporcion de carne con respecto a su concha, una mejor textura incluso durante
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la época de verano y puede alcanzar el doble del precio que el ostion japonés (C. gigas)
(Robinson, 1992; Gordon et al., 2001).

1.1 Generalidades del ostion Kumamoto

El ostion Kumamoto es nativo del Mar de Ariake (Figura 1), ubicado en Kyushu, en la
prefectura de Kumamoto en Japdén (Sekino, 2009). EIl ostion Kumamoto pertenece al
filo Mollusca al grupo de los lamelibranquios o bivalvos (CONAPESCA, 2008). El ostion
Kumamoto estd4 conformado por dos valvas de forma irregular y asimétrica unidas por
una charnela. Las valvas estan compuestas por carbonato de calcio como la calcita,
aragonita y una matriz organica (Addadi et al., 2006). La parte exterior de las valvas es
aspera, mientras que en su interior es lisa, debido a que los carbonatos de calcio se
transforman en una sustancia iridiscente llamada “nacar” (CONAPESCA, 2008). Estos
organismos alcanzan la madurez sexual en el primer afio de vida, su fecundacion es
externa (Imai, 1982; Pauley et al., 1988) y presentan un hermafroditismo protandrico
(Baghurts y Mitchell, 2002).

" e
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Figura 1. Mapa de Kyushu, ubicaciéon del mar Ariake y la prefectura de Kumamoto en
Japon, obtenido de Sekino 2009.
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El ostion Kumamoto fue introducido a México en 1975 a la bahia de San Quintin (Baja
California, México) para su cultivo comercial con semilla proveniente de la costa oeste
de los Estados Unidos de América como una variedad del ostion japonés (Crassostrea
gigas) (Céceres-Martinez et al., 2012). Posteriormente el cultivo del ostion Kumamoto
se extendi6 a los estados de Baja California Sur, Sonora y Sinaloa con semilla
producida en laboratorio (SAGARPA, 2010). La produccion de moluscos bivalvos en
México presenta una serie de limitaciones que han frenado su desarrollo. La
disponibilidad de alimento, la depredacion, las mortalidades masivas asociadas a
parasitos y las enfermedades, asi como el cambio climético y la calidad variante del
agua son algunas de la razones (Céceres-Martinez et al., 2013). La principal razén por
la cual la produccién de moluscos bivalvos se ha visto limitada para su desarrollo en
México es la falta de semilla (FAO, 2008). En los afios ochenta y noventa el
abastecimiento de juveniles provenia del Centro Reproductor de Especies Marinas del
Estado de Sonora (CREMES). Sin embargo por cambios administrativos la produccion
de semilla colapso6. El colapso del centro provocé que los ostricultores mexicanos
buscaran como fuente de abastecimiento los laboratorios de Washington y Oregon en
Estados Unidos de América para suplir la demanda de larvas pediveliger y semilla
(FAO, 2008).

Otro factor limitante para la produccion de los moluscos bivalvos al cual se le ha
comenzado a dar mayor importancia, es la acidificacion del océano, por efecto de la
emision de CO; (Arnold et al., 2009). Al disolverse el CO, en el agua de mar, causa un
incremento en la concentracion del ion hidronio (H) y una disminucién del ion
carbonato (COs?). El resultado es una disminucién del pH y de los estados de
saturacion del carbonato de calcio (CaCO3) oceanico (Cummings et al.,, 2011). Las
reducciones del pH en el agua marina tienen un impacto negativo en la fisiologia y
desarrollo de los bivalvos, al disminuir el pH interno generando acidosis e hipercapnia
(Portner et al., 2004, 2005; Raven et al., 2005; Cummings et al., 2011), ademas de
tener un efecto en la concentracion de CaCOj3; disponible. Los principales efectos de
altas concentraciones de CO, en bivalvos son: la reduccion en la tasa de crecimiento

(Gazeau et al., 2007), la disminucién del éxito reproductivo (Kurihara et al., 2004), la
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acidificacion de los fluidos internos (Spicer et al., 2007), el incremento en el riesgo de
infecciones (Holman et al., 2004) y disolucién de la concha (Bamber, 1990).

1.2 Antecedentes

Los organismos marinos que tienen estructuras de carbonatos de calcio, como los
bivalvos, son los mas sensibles a decrementos en el pH del océano provocando una
disolucion de la concha. El proceso de disolucion de la concha de los bivalvos
comienza cuando el CO, presente en un cuerpo de agua (dulce u oceanica) se asocia
con las moléculas de agua generando &cido carbonico (H,CO3). El H,CO3 por ser un
acido débil se puede disociar en un ion hidronio (H") y bicarbonato (HCO3). El HCO3
también tiene la capacidad de disociarse y lo hace en un i6n carbonato (COg3’) y en un
ion hidronio (H"). Los iones hidronio aportados por la disociacion del H;CO3 y el HCO3®
protonan el agua bajando el pH. Los iones hidronio pueden ser neutralizados
asociandose con iones COj3 formando HCOg'.

El H,COg3 al entrar en contacto con la concha provoca una disolucion, disociando los
carbonatos de calcio (CaCO3) de la estructura de la concha en iones CO5 y Ca™. Los
iones de COj3 provenientes de la disolucion de la concha sirven como amortiguadores
para neutralizar los iones H* provenientes de la disociacion del H,COs; y HCOs
produciendo HCOj3 regularizando el pH (Figura 3). Entre mayor sea la concentracion
de CO; en el agua, mayor sera la concentracion de H,CO3; y el pH tendera a
acidificarse. Cuando la especie quimica dominante son los HCOg', el pH se mantendra
en el rango de lo neutro a lo ligeramente alcalino. En contraste cuando los COg3 sean la
especie quimica dominantes el pH tendera hacia lo alcalino (Figura 2) (Timmons et al.,
2002). Estéa interaccion entre las diversas formas de carbono (CO,, CO3 y HCO3) con
el pH y la alcalinidad le denominaremos sistema carbdn-carbonatos y se representa con

la siguiente ecuacion:

COz+ Hy0 €= HCO3; & HCOz + H" €2 COz2+ H* (1)



El efecto de la acidificacion del océano sobre el crecimiento y la produccion de la
concha en juveniles y adultos es muy variable, incluso entre organismos de las mismas
especies (Gazeau et al., 2013). Pequeias variaciones en el pH pueden provocar una
disolucion de la concha (Arnold et al., 2009). En C. virginica y en el mejillén azul
(Mytilus edulis) se presenta una disolucion de la concha con una disminucion de 0.5 en
el pH (Beniash et al., 2010; Talmage y Gobler 2011). Para el mejillon del Mediterraneo
con un decremento de 0.75 pH se obtienen los mismos resultados (Michaelidis et al.,
2005; Berge et al., 2006).
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Figura 2. Interaccién entre las especies quimicas del sistema carbén-carbonatos y el pH
(Timmons et al., 2002).
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Figura 3. Interaccién entre el sistema carbdn carbonatos y un molusco bivalvo

Los sistemas de recirculacion acuicolas (SRA) son una posible solucién a las limitantes
de depredacion, disponibilidad de alimento, mortalidades por parasitos, cambios
climaticos, calidad de agua variante y sobre todo la falta de juveniles y la acidificacion
por efecto del CO,. Los SRA son una opciéon de produccion intensiva donde por medio
de la aplicacion de operaciones unitarias basicas como: la recirculacion, la remocion de
sélidos, la nitrificacion, la aireacion/oxigenacion y la desgasificacion se proporcionan
las condiciones Optimas de la calidad del agua para el cultivo acuicola. Una
caracteristica de los SRA es que permiten el uso racional del agua ya que el recambio
diario es menor al 10% del volumen total del sistema (Timmons y Ebeling, 2010). Con
el manejo y correcta aplicacion de las operaciones unitarias basicas, se tiene el control
sobre los principales factores que componen la dinamica de la calidad del agua como el
nitrdogeno amoniacal total (NAT), los nitritos (NO), los nitratos (NO3), la temperatura,
el oxigeno disuelto (OD), la salinidad, el diéxido de carbono (CO,), la alcalinidad y el
pH. Los SRA permiten un mayor control en la cantidad y calidad del alimento, el
control de parasitos y depredadores, asi como el control de la temperatura y el

fotoperiodo.

El control sobre los factores fisicoquimicos relacionados con la dinamica de la calidad
del agua, los factores ambientales y los factores de alimentacion manejados por las
operaciones unitarias permite la creaciéon de condiciones para una produccion o

reproduccion de organismos acuaticos en forma continua durante todo el afio (Timmons
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et al.,, 1996). El acondicionamiento reproductivo es un procedimiento en el cual se
busca ampliar el ciclo reproductivo de los organismos sin tener que depender del
periodo de reproduccion natural (Helm et al., 2004). El principal objetivo de usar SRA
en el acondicionamiento reproductivo de bivalvos es maximizar la produccion en
cantidad y calidad de los gametos con el fin de obtener larvas con una alta viabilidad.
El fotoperiodo, la alimentacién y la temperatura son los principales factores a
considerar para lograr una buena calidad y viabilidad de los gametos y larvas de los
bivalvos (Utting y Millican, 1997).

En los moluscos bivalvos el fotoperiodo es una importante variable para promover la
maduracion durante el acondicionamiento reproductivo (Mallet y Carver, 2009). El
fotoperiodo es un desencadenador de respuestas de otros factores que dependen de
las condiciones ambientales (Bradshaw y Holzapfel, 2007). La disponibilidad de
alimento en cantidad y calidad es un factor determinante en el proceso de maduracion,
ya que mejora la fertilidad y la calidad de los gametos (Utting and Millican, 1997). Los
mejores resultados se han obtenido cuando los organismos son alimentados entre el
3% y el 6% del peso seco corporal, si la concentracion del alimento es mayor al 9%
provoca un crecimiento excesivo de las valvas, reduce la cantidad de espermas u
ovocitos, reduce la viabilidad de las larvas y provoca desoves involuntarios (Utting y
Millican, 1997; Martinez y Pérez, 2003). En el proceso de maduracion es necesario que
el alimento posea un perfil completo de acidos grasos altamente insaturado como el
acido eicosapentaenoico, 20:5 n-3 (EPA) y el &cido docosahexaenoico, 20:6 n-3 (DHA),
ya que son de importancia estructural para los ovocitos (Helm et al., 2004 ). Las
microalgas mas utilizadas para la alimentacion de moluscos bivalvos por cumplir con
los acidos grasos necesarios para la maduracion son: Tetraselmis (chuii, T. tetrahele y
T. suecica), Isochrysis spp. Pavlova spp, Chaetoceros spp y Thalassiosira weissfloggii
(Helm et al., 2004).

La temperatura es otro factor determinante en la reproduccién de los bivalvos (Sastry,
1968; Robinson, 1992; Rodriguez-Jaramillo et al.,, 2001). ElI cambio en las
temperaturas del agua varia de acuerdo a la estacion del afio en turno y esta

directamente correlacionada con la gametogénesis en bivalvos (Sastry, 1979).



Cuando los organismos son sometidos a un acondicionamiento reproductivo existen
cambios en la tasa metabdlica y el gasto de energia, por lo cual es necesario
monitorear constantemente el estado fisiologico de los organismos (Saucedo et al.,
2004). El consumo de oxigeno y el indice de condicion han sido utilizados como
indicadores del estado fisiolégico de los organismos. El consumo de oxigeno permite
determinar el metabolismo post-alimenticio, asi como el destino de la energia asimilada
a través del alimento (Villareal y Rivera, 1993; Diaz-Iglesias et al., 2004). El indice de
condicién nos da informacion sobre el estado fisiolégico del organismo debido a su
actividad (reproduccion, crecimiento) bajo ciertas condiciones ambientales (Bayne et al.,
1973). En la actualidad hay insuficiente informacion acerca del proceso de maduracion
del ostion Kumamoto en SRA y cémo influye la dinamica de la calidad del agua durante
el acondicionamiento reproductivo, asi como el efecto i6nico del sistema carbdn
carbonatos. Por estas razones en este trabajo se busca evaluar el efecto del sistema
carbon-carbonatos en el acondicionamiento reproductivo y la fertilidad de una especie

econdmicamente importante como es el ostion Kumamoto.

1.3 Hipotesis

El control del sistema carbon-carbonatos y la calidad del agua pueden disminuir la
pérdida del indice de condicién durante el acondicionamiento reproductivo del ostion

Kumamoto (Crassostrea sikamea) en un sistema de recirculacion acuicola.
1.4 Objetivos

1.41 Objetivo general

Evaluar el efecto de la acidificacién del agua en el indice de condicion y en el uso del
sustrato metabolico del ostion Kumamoto (Crassostrea sikamea) durante el

acondicionamiento reproductivo y su interaccion en el sistema carbon-carbonatos.

1.42 Objetivos especificos

1. Caracterizar la dinamica del sistema carbon-carbonato (alcalinidad, CO,, HCOg3,
CO5?) en el acondicionamiento reproductivo del ostibn Kumamoto (Crassostrea

sikamea)
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. Caracterizar la dindmica de la calidad del agua (NAT, NO2, NOs’, temperatura,
pHy O) durante el acondicionamiento reproductivo

. Evaluar el efecto del sistema carbén-carbonato en la fertiidad del ostién

Kumamoto acondicionado en un sistema de recirculacion acuicola.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos

2.1 Obtencién de los Organismos

Un total de 240 ostiones Kumamoto (Crassostrea sikamea, Amemiya, 1928) fueron
usados para el experimento. Los organismos fueron donados por la empresa acuicola
Bivalva S. A. de C.V. ubicada en la Bahia Todos Santos en Ensenada Baja California,

México (Figura 4).

Figura 4. Ubicacion de la compafiia Bivalva S.A de C.V. Ensenada, Baja California, México (Google
Maps, 2013).

2.2 Aclimatacion

Los organismos se aclimataron por aproximadamente 6 semanas en tanques de 200L
con un recambio diaria del 10% del volumen total, a una temperatura de 17.35 £ 2°C, un
pH de 7.99 + 1.45 y una alcalinidad de 130.77 + 6.78 mg/L en el laboratorio de Disefio y
Desarrollo de Tecnologia Acuicola, en el Departamento de Acuicultura del CICESE.
Antes de ser colocados en el tanque, las valvas de los ostiones fueron limpiadas para
eliminar epibiontes. En el proceso de aclimatacion los organismos fueron alimentados
con un concentrado de pasta de microalgas Shellfish Diet 1800 (Reed Mariculture, Ca,

USA), a una concentracion de 2x10° células por organismo por dia. Previo al
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experimento los ostiones se indujeron al desove por medio de shock térmico con la
técnica descrita por Helm et al., (2004), con la intencion de contar con organismos
sexualmente no maduros. Esta técnica consiste en someter a los organismos a bajas y
altas temperaturas, para lograr un diferencial de 10°C durante periodos de 20 minutos,

hasta que los organismos liberen sus gametos.
2.3 Sistema de recirculacién acuicola (SRA)

Cada sistema de recirculacion estaba formado por un tanque de maduracion
transparente de fondo plano de 20L, un biofiltro de medio dindmico de 48 L y un
fraccionador de espuma para la retencién de sélidos disueltos (Figura 5). El biofiltro
contenia 2.65 L de medio dinamico K1 (Kaldnes, Aquatic Eco-systems, USA), con una
superficie de area de 24.062 m?, una longitud de 7 mm de largo y 10 mm de didmetro.
La recirculacion de agua en los sistemas se llevé a cabo por medio de bombeo con
aire, con un aireador eléctrico regenerativo de 1HP (S43, Aquatic Eco-systems, USA).
La temperatura del agua en los SRA se controlo con calentadores eléctricos con
termostato de 500 watts JH500 (Aquatic Eco-systems). Cada SRA contd con su propio
calentador y termostato para cumplir con el gradiente ascendente de temperatura
(Figura 7).

Figura 5. Sistema de recirculacién acuicola para el acondicionamiento reproductivo del ostién
Kumamoto
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2.4 Reactor de calcio

El reactor de calcio estaba formado por una camara de reaccion (40 cm largo x 10.16
cm diametro, 3.24 L), la cual tenia en su interior 1.5 Kg de corales fosiles (ReBorn,
Florida, USA) como fuente de COs?. El agua circulé del reactor hacia los SRA con una
bomba Quiet one modelo 1200 con una tasa de flujo de 18.64 L/min (Lifegar Aquactics,
California, USA). El flujo de CO; se contabilizado por medio de una camara de burbujas
(16.5 cm largo x 5.2 cm diametro, 0.380 L). El conteo de burbujas se contabilizé en 34

(£5) burbujas por minuto.

Figura 6. Reactor de calcio utilizado durante el acondicionamiento reproductivo del ostion
Kumamoto en un SRA. (1) camara de reaccion con coral fésil, (2) bomba, (3) camara de burbujas,
(4) entrada de agua al reactor proveniente de los SRA y (5) retorno del agua alos SRA.
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2.5 Alimentacion

En la fase experimental los ostiones se alimentaron con una pasta comercial de
microalgas Shellfish Diet 1800 (Reed Mariculture CA, USA) a una concentracion de
2x10°® células por organismo por dia. La pasta de microalgas estd compuesta por una
mezcla de 4 diferentes microalgas: Isochrysis spp, Pavlova spp., Thalassiosira
weissfloggii y Tetraselmis spp., con una concentracion de 2x10° células/mL. La dosis
de alimentacion fue dividida en 2 porciones para evitar la produccion de pseudoheces.

A fin de determinar la concentracién de alimento consumido en los SRA, se elaboré una
curva de calibracion. La curva de calibracién se elabor6é haciendo diluciones de 1:10
hasta 1:100,000 células/mL en una microplaca de plastico con pozos de 300 pyL. Las
diluciones fueron leidas a una longitud de onda de 670 nm en un espectrofotometro
Epoch (Biotek Instruments, Winooski, USA).

2.6 Diseflo experimental

Se realiz6 un disefio totalmente aleatorizado con 12 SRA. En cada sistema se pusieron
20 ostiones Kumamoto de aproximadamente 1 afio de edad. Los SRA fueron divididos
en 2 grupos. El primer grupo consté de 6 SRA y fue usado como control. Para el
segundo grupo fueron usados la misma cantidad de sistemas con la adicion de un

reactor de calcio por cada SRA (Figura 7).
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Figura 7. Disefio experimental del acondicionamiento reproductivo del ostion Kumamoto en un
SRA. Los sistemas dellal 6 corresponden a los sistemas control, mientras que los sistemas del 7
al 12 corresponde a los sistemas con reactor de calcio.

2.7 Calidad del Agua

Las variables que componen la calidad del agua, como: nitrégeno amoniacal total
(NAT), nitritos (NOy), nitratos (NO3), temperatura, oxigeno disuelto (OD), salinidad,
alcalinidad (CaCO3), pH, diéxido de carbono (CO,), carbonatos (COs?) y bicarbonatos
(HCO3) se midieron diariamente durante las 10 semanas de experimento. El pH se
midié con un potenciometro portatil pH10 (YSI, Ohio, USA). ElI OD y la temperatura se
midieron con un multiparametros 55-12 (YSI, Ohio, USA). La salinidad se midié por

medio de refractometro (Vitalsine SR-6, Aquatic Eco-systems, USA).

Los compuestos nitrogenados (NAT, NO, y NO3) se determinaron con las técnicas
espectrofotométricas descritas en el APHA (1995). El NAT fue determinado con el
método de azul de indofenol, leido a una longitud de onda de 640 nm. Los nitritos se
midieron por la técnica de formacién de compuestos azo a una longitud de onda de 543
nm (APHA, 1995). Los nitratos fueron medidos por el método de UV a 2 diferentes
longitudes de onda 220 nm (materia organica y nitratos) y 275 nm (materia organica).
La resta de las 2 diferentes longitudes de onda corresponde a los nitratos (APHA,
1995). La alcalinidad se determind por un método colorimétrico definido en el APHA
(1995), utilizando verde de bromocresol como indicador y titulado con acido sulfurico a
0.02 N.



La concentracion (mg/L) de HCO3 fue calculada por medio de la siguiente formula:

Ac[H*]

HCOs =y 12k,

(2)

Donde:

HCO3 = concentracion de bicarbonato (mg/L)
AC= alcalinidad (mg/L de CaCO3-)

H'=pH log

K2=4.7x10-11

La concentracién (mg/L) de COs? fue calculada por medio de la siguiente férmula:

AcK,

€Os = e+ 2K,

3)

Donde:

COgs'= concentracion de Carbonatos (mg/L)
AC= alcalinidad (mg/L de CaCOx3)

H*= pH log

Ko=4.7x10™

La concentracion (mg/L) de CO, fue calculada por medio de la siguiente férmula:

B Ac[H™]?
K ([H*] + 2K,)

co,

(4)

Donde:

CO,= concentracién de CO, (mg/L)
AC= alcalinidad (mg/L de CaCOzy)
H*= pH log

Ki= 4.3x10°®

Ko= 4.7x10™

15
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2.8 Control de latemperatura acumulada efectiva y fotoperiodo

La temperatura acumulada efectiva, es un método usado para la maduracion de
moluscos descrita por Mann (1979). Este método consiste en someter a los organismos
a la acumulacién de temperatura por un tiempo determinado para promover el
desarrollo gonadico, partiendo de un cero biolégico. El cero biolégico es la temperatura
a la cual los organismos no tienen la capacidad de iniciar la gametogénesis. Para la

determinacién de la temperatura acumulada efectiva se empled la siguiente férmula.

Y=3ti— O (5)

En donde:
Y = Temperatura acumulada efectiva (TAE)
ti = Temperatura diaria (t > ©)
© = Cero biologico (12°C para el género Crassostrea)

Los ostiones durante el acondicionamiento reproductivo, se sometieron por un periodo
de 10 semanas a un gradiente de 4 diferentes temperaturas a 18 °C (3 semanas), a 20
°C (1 semana), a 22 °C (3 semanas) y a 24°C (3 semanas) (Figura 8). El fotoperiodo

empleado para las 10 semanas de experimento fue de 16:8 (luz: obscuridad).

24 o 3 .
o 22 + + ,
g I
3
m
5 20
[a} A
5 I
2
18ﬁ * + e

e
()]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (Semanas)

Figura 8. Perfil de temperaturas y el tiempo en semanas parala maduracién del ostion Kumamoto
en un sistema de recirculacion acuicola. Las flechas indican las semanas en las que se realizaron
fisiol6gicos como: consumo de oxigeno, excrecion amoniacal e indice de condicion.
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2.9 Consumo de oxigeno y excrecion amoniacal

El consumo de oxigeno y la excrecion amoniacal de los organismos se determinaron a
las semanas 0, 3, 4, 7 y 10 (Figura 7). En cada determinacion se utilizaron 12 ostiones

por tratamiento.

En la determinacion del consumo de oxigeno se empled la metodologia descrita por
Diaz-Iglesias et al. (2010). Los organismos a los cuales se les determino el consumo de
oxigeno se tuvieron en ayuno por 24 horas para llevarlos a un estado basal.
Posteriormente los ostiones se introdujeron a 4 camaras metabdlicas de 500 mL cada
una (6 ostiones por camara). Una quinta camara fue usada como control. Las caAmaras
se llenaron con agua de mar filtrada y sometida a radiacion ultra violeta (UV) para
eliminar microorganismos. La temperatura del agua en las camaras metabdlicas se
reguld6 por medio de un controlador de temperatura programable (1160S. VWR
internacional, USA). La concentracion de oxigeno disuelto de cada camara metabdlica
se monitoreo por un electrodo polarografico Strathkelvin (Strathkelvin Instruments,
Lanarkshire, Escocia). Los electrodos eran controlados por un software de interfase de
oxigeno (928, Strathkelvin Instruments, Lanarkshire, Escocia). Las mediciones se
realizaron en un tiempo menor a 30 minutos a partir de la apertura de valvas para evitar

un consumo mayor al 30% de la concentracion de oxigeno en la camara. El consumo

de oxigeno de los ostiones se expresé en mg O,/g peso seco/h.

Figura 9. Equipo y para la determinacién de consumo de oxigeno (A). Cémara metabdlica y
electrodo usados para la determinacidon de consumo de oxigeno (B).
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La excrecion amoniacal (UMW) producida por los ostiones en las camaras metabdlicas
durante el consumo de oxigeno se determiné por medio de la técnica de Azul de
Indofenol (APHA 1995). La excrecién amoniacal de los organismos se expresd en mg
NH./g peso seco/h. La determinacion de excrecion amoniacal se llevo a cabo en forma

paralela a la de consumo de oxigeno.
2.10 indice de condicion

El indice de condicién (IC) se determiné a las semanas 0, 3, 4, 7y 10 (Figura 7). Para
cada andlisis se utilizaron los mismos 12 organismos por tratamiento previamente
usados para la determinacién del consumo de oxigeno y excrecion amoniacal. Para la
determinacion del IC se utilizo la formula establecida por Lucas y Beninger (1985). El
peso seco de los organismos se logré metiendo las valvas y el tejido metabdlicamente
activo por separado a una estufa a 60°C durante 48 horas, para su posterior pesado en
una balanza de 0.001 gramos de precision (Scout Pro SP601, Parsippany, USA).

B Peso seco de la carne (g)

~ Peso seco de la concha (g) x 1000 (6)

2.11 Histologia

La determinacion del desarrollo gonadico de los organismos durante el
acondicionamiento reproductivo se llevo a cabo realizando cortes histolégicos en las
semanas 0, 3, 4, 7y 10 (Figura 7). La obtencion de muestras para cada uno de los
analisis histologicos se utilizaron 5 organismos por tratamiento por periodo de muestreo.
Al tejido metabdlicamente activo de cada ostion se le realiz6 un corte transversal de 4
mm de espesor entre la union de los labios palpales y las branquias de acuerdo con la
técnica descrita por Morales-Alamo y Mann (1989) (Figura 10). El tejido obtenido del

corte se colocd en un casete histologico y se fijé con solucién Davidson. La muestra se
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deshidrato en forma secuencial con etanol al 70%, 96% y 100%, finalizando con
benceno. Una vez que la muestra fue deshidratada la muestra se incluy6 en parafina y
posteriormente se hicieron los cortes histolégicos con un micrétomo de 5 y de espesor
(American Optical). Los cortes se colocaron en un portaobjetos y se tifieron con

hematoxilina-eosina-floxina siguiendo la metodologia descrita por Shaw y Battle (1957).

Unién Labios-Branquias
Branquias

4
Labios Palpales
1

Anterior

;
12
4’;m

Figura 10. Ubicacion de la seccién a cortar en tejido metabélicamente activo en el ostion para

histologia (lineas punteadas) (Quintana y Burnside, 2011).

Las laminillas histolégicas se examinaron con un microscopio Nikon (eclipse 80i,
Melville, USA), vy se fotografiaron con una camara Evolution (VF cooled color,
MediaCybernetics, Rockville, USA) conectada al microscopio. El grado de madurez de
la gonada de los ostiones Kumamoto se determind siguiendo la clasificacion descrita
por Steele y Mucahy (1999) (Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacion del desarrollo gonadico de los machos y hembras del

ostién Kumamoto

Estadio

Descripcion

Macho

Hembra

Indiferenciado

Acinos pequefios y contraidos. Presencia de algunas células
sexuales tempranas, probablemente poco visibles.

Muchos Acinos pequefios vy
contraidos. Espermatogonias y

Ovogonias presentes, no
hay ovocitos libres. Tejido

acinos o en los conductos de
esperma. El tejido conectivo
crece rapidamente entre los
acinos, citolisis de las células
germinales presentes y grandes
cantidades de fagocitos

Desarrollo espermatocitos numerosos, | conectivo abundante
puede o] no haber
espermatozoides, Si hay
presencias de espermatozoides
las colas estan en direccion del
limen del acino, en el centro del
acino, presencia de tejido
conectivo
Maduro El tejido inter-folicullar y epitelio | Los e}cinos estan IIeno; de
germinal no son evidentes. Los | ovocitos, los ovocitos
acinos estan llenos de | libres con ndcleo vy
espermatozoides con las colas | nucléolo visibles
orientadas hacia el lumen del
acino
Los acinos vacios o | Los ovocitos libres pero
parcialmente vacios, si hay | poco compactados. Las
Desovado presencia de espermatozoides | paredes de los acinos
estan poco compactados en los | aparentemente rotas,

acinos vacios y presencia
de fagocitos

Reabsorcion

El tejido conectivo es aparente
en los acinos, infiltracion de
fagocitos en los acinos

El tejido conectivo es
aparente en los acinos,
los ovocitos pueden ser
vistos en proceso de
citolisis. Presencia de
fagocitos en los acinos

20
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2.12 indice gonadosomatico

El indice gonadosomético se calculé por medio de la relacion entre el area de la
gonada y el area de la glandula digestiva. Este analisis se llevo a cabo tomando una

una fotografia del corte histoldgico de los organismos, en la cual se observaba la
gonada y la glandula digestiva. Posteriormente la fotografia se analizé por medio del
paquete informéatico Image J 1.48v (National Institutes of health, USA). En la glandula
digestiva, se traz6 el area ocupada por la génada y posteriormente se trazé el area
ocupada por la glandula digestiva (Figura 11), con los datos obtenidos se usé la

siguiente férmula:

area cubierta por la gbnada

indice gonadosomatico= * 100 (7)

area cubierta por la gldndula digestiva

Figura 11. Trazado del &rea ocupada por la génada en un ostion Kumamoto (A). Trazado del &rea
ocupada por la glandula digestiva en un ostion Kumamoto (B)

2.13 Fertilizacion

Al finalizar el periodo del acondicionamiento reproductivo se tomaron 20 organismos
por tratamiento. Los ostiones se abrieron para tomar una muestra de la génada y
determinar el sexo del organismo observando la gbnada al microscopio. Posteriormente

se seleccionaron la misma proporcion de hembras y machos por tratamiento. El desove
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se llevé a cabo por el método de raspado para la obtencién de los gametos filtrandose a
40 p para retirar las impurezas (Helm et al., 2004). Los espermatozoides se contaron
de manera directa con una camara de Neubauer y los ovocitos en una camara de
Sedgwick Rafter con un microscopio Olympus (CX31, Florida, USA). Una vez conocida
la concentracién de espermatozoides y ovocitos se procedié a la fertilizacion. Los
reproductores que se acondicionaron en los SRA control se agregaron 5.46 x 10°
ovocitos (133 mL) y 3.37 x 10°espermas (1.3 mL), aforando a un volumen de 2.5L. En
los reproductores que se acondicionaron en los SRA con reactor de calcio se mezclaron
7.93 x 10° ovocitos (133 mL) y 6.66 x 10° espermas (250 L), aforando a un volumen
5.0 L.

Veinticuatro horas después de la fertilizacion se contaron y midieron (largo y ancho (p))
las larvas D. Las larvas D se contabilizaron en una camara Sedgwick Rafter, en un 1
mL de muestra. Para la medicion del largo y ancho de los organismos, se midieron 90
larvas por tratamiento en un microscopio Nikon (eclipse 80i, Melville, USA) vy se
fotografiaron con una camara Evolution (VF cooled color, MediaCybernetics, Rockville,
USA).

2.14 Mortalidad

La tasa de mortalidad se hizo todos los dias en cada SRA durante las 10 semanas del
periodo de acondicionamiento reproductivo y se extrajeron los organismos muertos para

no afectar la dinamica de la calidad del agua.
2.15 Anélisis estadistico

Todos los datos fueron sometidos a pruebas de normalidad y homogeneidad de
varianza. Para la comparacion entre los tratamientos de cada una de las variables de la
calidad del agua, la comparacién de las variables de la calidad del agua en las cuatro
diferentes temperaturas del acondicionamiento reproductivo de cada tratamiento, el
indice de condicion, el largo y ancho de las larvas D y la comparacién del indice de

condicion por tratamiento durante las diferentes temperaturas se llevd a cabo un
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analisis de varianza de una via (ANOVA) con un nivel de significancia de P < 0.05.
Cuando se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos, se utilizd6 una
prueba a posteriori Tukey. En el consumo de oxigeno, la excrecibn amoniacal, la
relacién atdbmica o: n y la concentracidén esperméatica y de ovocitos se utilizé una prueba
t con un nivel de significancia de P < 0.05. Todos los analisis estadisticos fueron
realizados con el paquete estadistico Statistica version 7.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Alimentacién durante el acondicionamiento reproductivo del
ostibn Kumamoto en un SRA

La determinacion diaria de la concentracion de microalgas se calcul6 con la formula y=
6x10"+ 2x10°, que se obtuvo a partir de la de regresion lineal entre la concentracion de
microalgas (eje y) con la absorbancia (eje x) (Figura 12).

2.5 -

y = 6E+07x - 2E+06
R?=0.9967

Concentracién (células c x 108/mL)

0.5 -

Albsorbanclia (670 nnli)

Figura 12. Curva de calibracién para determinar la concentracién de microalgas presentes en los
sistemas de recirculacion acuicolas para el acondicionamiento reproductivo del ostién
Kumamoto.

No se detectaron diferencias significativas en la concentracién celular de alimento en
los SRA control y los SRA con reactor de calcio a los 18°C (P =0.297), 20°C (P = 0.608)
y 24°C (P =0.382). La unica temperatura en la que se detectaron diferencias
significativas entre ambos tratamientos durante el acondicionamiento reproductivo fue a
los 22°C (P = 0.036) (Tabla 2).
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Tabla 2. Concentracion celular del alimento de los SRA control y los SRA con reactor de calcio en
las diferentes temperaturas del acondicionamiento reproductivo del ostion Kumamoto. Letras
diferentes a>b indican diferencias significativas entre los tratamientos.

Concentracion de alimento (células/mL)

Temperatura (°C) Control Reactor

18 1.02x10°%(+3.10 x10°)® 9.52 x10° (+4.04 x10°)?
20 9.37x10°(+3.16 x10°)? 1.02 x10° (+7.59 x10°)?
22 8.73 x10° (+4.07 x10°)? 6.62 x10° (+3.60 x10°)°
24 9.08 x10° (+1.61 x10°)? 8.08 x10° (£3.90 x10°)?

3.2 Calidad del agua durante el acondicionamiento reproductivo del
ostion Kumamoto en un SRA

3.21 Calidad del agua 18°C

No se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos (P = 0.349) en la
concentracion de OD, en la salinidad (P = 0.974), el NAT (P = 0.737) y la temperatura
(P =0.202). Se detectaron diferencias altamente significativas entre los tratamientos en
la concentracion de los NO, (P = 0.000) y los NO3 (P = 0.000) (Tabla 4). En el sistema
carbon-carbonatos se detectaron diferencias altamente significativas entre los
tratamientos en el pH (P < 0.0001), en los CO3? (P < 0.0001), los HCOs (P < 0.0001),
el CO, (P =0.000)y la alcalinidad (P < 0.0001) (Tabla 3).

Tabla 3. Variables de la calidad del agua entre los SRA control y los SRA con reactor de calcio a
18°C durante el acondicionamiento reproductivo del ostion Kumamoto. Letras diferentes a>b
indican diferencias significativas entre los tratamientos.

18°C

Variable Control (mg/L) Reactor (mg/L)
oD 6.31 (+0.33)2 6.37 (+0.35)2
Salinidad 36.90 (+2.32)2 36.9 (+2.05)?
Temperatura 18.82(+0.90)% 18.65(+1.36)%
NAT 0.06 (+0.12)2 0.05 (+ 0.12)2
NO, 0.02 (+0.02)2 0.07 (£0.16)°
NO; 5.78 (+1.30)2 6.42 (+1.86)°
pH 7.91 (+0.04)? 8.09 (+0.07)°
CO5* 0.0074 (+0.001)? 0.0129 (+0.003)"
HCO3 137.21 (+20.22)? 236.97 (+59.27)°
CO, 3.85 (+0.59)% 4.44 (+1.19)°
Alcalinidad 137.50 (+18.75)? 240.74 (+59.51)°
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3.22 Calidad del agua 20°C

No se detectaron diferencias significativas en la concentracion entre los tratamientos en
la concentracién de OD (P = 0.887), en la salinidad (P = 0.131), en el NAT (P = 0.325)
y en la temperatura (P = 0.396) (Tabla 4). Se detectaron diferencias altamente
significativas entre los tratamientos en la concentracion de NO, (P = 0.000) y NO3 (P =
0.116). En el sistema carbon-carbonatos se detectaron diferencias altamente
significativas en los tratamientos en el pH (P < 0.0001), en los CO3s? (P = 0.000), los
HCO3 (P =0.000), el CO, (P =0.000) y la alcalinidad (P = 0.000) (Tabla 4).

Tabla 4. Variables de la calidad del agua entre los SRA control y los SRA con reactor de calcio a
20°C durante el acondicionamiento reproductivo del ostion Kumamoto. Letras diferentes a>b
indican diferencias significativas entre los tratamientos.

20°C
Variable Control Reactor

oD 6.31 (+0.13)% 6.30 (£0.17)?
Salinidad 38.82 (+1.70)? 39.42 (+1.31)?
Temperatura 20.21(x0.58)a 20.38(+0.98)%
NAT 0.0381 (+0.0564)? 0.0256 (+0.0397)?
NO, 0.0392 (+0.0201)? 0.0214 (+0.0079)°
NO; 7.29 (+1.82)* 8.10 (+2.16)?
pH 7.94 (+0.019)? 8.04 (+0.045)°
CO;5* 0.0084 (+0.0005)2 0.0121 (+0.0018)"
HCO3 156.13 (+9.99)? 222.96 (+33.70)°
CO; 4.12 (+0.26)? 4.59 (+0.41)°
Alcalinidad 157.42 (+10.10)? 225.35 (+34.36)"

3.23 Calidad del agua 22°C

No se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos en la concentracién de
OD (P = 0.296), en el NAT (P = 0.766), los NO3 (P = 0.258) y la temperatura (P =
0.178). Se detectaron diferencias altamente significativas entre los tratamientos en la
salinidad (P = 0.0039) y los nitritos NO, (P = 0.000) (Tabla 5).

En el sistema carbdn-carbonatos se detectaron diferencias altamente significativas
entre los tratamientos en el pH (P < 0.0001), los COs? (P < 0.0001), los HCO; (P =
0.000), el CO, (P =0.000) y la alcalinidad (P = 0.000) (Tabla 5).
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Tabla 5. Variables de la calidad del agua entre los SRA control y los SRA con reactor de calcio a
22°C durante el acondicionamiento reproductivo del ostion Kumamoto. Letras diferentes a>b

indican diferencias significativas entre los tratamientos.

22°C
Variable Control Reactor

oD 5.76 (+0.39)? 5.71 (+0.20)?
Salinidad 36.92 (+1.96)? 37.98 (+2.29)°
Temperatura 22.07(x0.70)2 22.22(+0.62)2

NAT 0.0554 (+0.1024)? 0.0492 (+0.1462)?
NO, 0.0467 (+0.0244)? 0.0247 (+0.0130)°
NO; 8.87(+1.90)2 8.45 (+2.39)?

pH 7.95 (+0.04)? 8.03 (+0.04)°
CO3? 0.0080 (x0.0011)? 0.0115 (+0.0019)"
HCO3 163.80 (+14.19)? 191.03 (+27.64)°
CO, 4.23 (+0.46)* 4.64 (+0.58)°
Alcalinidad 165 (+14.35)? 213.65 (+36.99)"

3.24 Calidad del agua 24°C

No se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos en el OD (P = 0.296),
en el NAT (P =0.766) y la temperatura (P = 0.631). Se detectaron diferencias

significativas entre los tratamientos en los NO;, (P = 0.000), los NO3 (P =0.002) y la

salinidad (P = 0.003) (Tabla 7).

En el sistema carbdn-carbonatos se detectaron

diferencias altamente significativas entre los tratamientos en el pH (P < 0.0001), los
COs? (P = 0.000), HCOs (P = 0.000), el CO, (P = 0.083) y la alcalinidad (P = 0.000)

(Tabla 6).
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Tabla 6. Variables de la calidad del agua entre los SRA control y los SRA con reactor de calcio a
24°C durante el acondicionamiento reproductivo del ostion Kumamoto. Letras diferentes a>b>c>d
indican diferencias significativas entre los tratamientos.

24°C
Variable Control Reactor
oD 5.58 (+0.18)* 5.72 (+0.28)°
Salinidad 35.25 (+2.33)? 36.04 (+3.54)?
Temperatura 24.14(+0.96)° 24.05(x0.91)%
NAT 0.0286 (+0.0443)? 0.0298 (+0.0783)?
NO, 0.0519 (+0.0239)? 0.0156 (+0.0064)"
NO3 12.72 (£2.79)% 10.82 (+3.24)°
pH 8.02 (+0.05)2 8.06 (+0.14)°
CO3* 0.0080 (+0.0005)2 0.0087 (+0.0004)"
HCO3 147.40 (+9.85)* 160.41 (+8.93)°
CO; 3.24 (+0.40)? 3.37 (¥0.30)?
Alcalinidad 148.88 (+10.01)? 162.38 (+8.78)°

3.25 Comparacion de las variables de la calidad del agua en las cuatro diferentes

temperaturas del acondicionamiento reproductivo de cada tratamiento

No se detectaron diferencias significativas en la concentracion de NAT en los SRA
control (P = 0.138) durante las 10 semanas de acondicionamiento reproductivo. No se
detectaron diferencias significativas (P = 0.417) en el NAT en los SRA con rector de
calcio durante el periodo de acondicionamiento reproductivo. Se detectaron diferencias
significativas (P = 0.000) en los NO, en los SRA control durante las diferentes
temperaturas. Se detectaron diferencias significativas (P = 0.001) en los NO; en los
SRA con reactor de calcio durante el acondicionamiento reproductivo. Se detectaron
diferencias significativas en los NO3 (P < 0.0001) en el tratamiento control durante las
10 semanas de acondicionamiento reproductivo. Se detectaron diferencias
significativas (P < 0.0001) en los NO3 en el tratamiento con reactor de calcio en las
cuatro diferentes temperaturas durante las 10 semanas del acondicionamiento

reproductivo. (Tabla 7).

Se detectaron diferencias significativas (P = 0.000) en la salinidad en los SRA control
durante el acondicionamiento reproductivo. Se detectaron diferencias significativas (P =

0.000) en la salinidad en los SRA con reactor de calcio durante las 10 semanas de
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acondicionamiento reproductivo. Se detectaron diferencias significativas (P < 0.0001)
en la concentracion de OD en los SRA control durante el acondicionamiento
reproductivo. Se detectaron diferencias significativas (P < 0.0001) en el OD en los SRA
con reactor de calcio durante las 10 semanas del acondicionamiento reproductivo. Se
detectaron diferencias significativas (P < 0.0001) en las temperaturas en los SRA
control durante el acondicionamiento reproductivo. Se presentaron diferencias
significativas (P < 0.0001) en los SRA con reactor de calcio durante las 4 diferentes
temperaturas del acondicionamiento reproductivo (Tabla 7).

Tabla 7. Variables de la calidad del agua en las cuatro diferentes temperaturas durante el
acondicionamiento reproductivo de cada tratamiento con SRA control y SRA con reactor de
calcio. Letras diferentes a>b>c>d indican diferencias significativas entre las temperaturas.

Temperatura °C

Variable Tratamiento 18 20 22 24
\ap  Control 0.06(0.12)"°  0.03(20.05  05(x0.10)° 0.02(+0.04)°
Reactor 0.05(x0.12)°  0.02(0.03+)*  0.04(0.14+)* 0.02(x0.07)*
o,  Control 0-02(10-02): 0.03(20.02)  0.04(x0.02)* 0.05(20.02)°
Reactor 0.07(x0.16)"  0.02(x0.007)®  0.02(x0.01)° 0.01(x0.006)"
a
NO, Control 5-72(11-30)a 7.29(x1.85)°  8g7(x1.90)° 12.72(+2.79)°
Reactor 6.42(+1.86) 8.10(x2.16)" g 45(+2.39)" 10.82(3.24)°
Salinidag  CONrO 36.90(x2.32)° 38.82(+1.70)° 36.92(+1.96)* 35.25(+2.33)°
Reactor 36.9(+2.05) 39.4(x1.31)°  37.98(x2.29)° 36.04(+3.54)"
ob Control 6.31(+0.33*  6.31(x0.13)  576(+0.39)° 5.58(x0.18)°
Reactor 6.37(x0.35°  6.30(x0.17)"  571(x0.20)° 5.72(:0.28)"
Temperatura COMrO! 18.82(0.90)% 20-21(10-58): 22.07(+0.70)° 24-14(i0-96):
Reactor 18.65(+1.36)*  20.38(x0.98)" 22 22(+0.62)° 24.05(+0.91)
3.26 pH

Se detectaron diferencias altamente significativas (P < 0.0001) en el pH de los SRA
control durante la fase experimental entre las diferentes temperaturas. La media del pH
durante las 10 semanas de acondicionamiento reproductivo en los SRA control fue de
7.95 (x0.06). EI pH mas alto (8.11) se registr6 durante el periodo de maduracién

correspondiente a los 24 °C. El menor pH se observo (7.79) los 18°C (Figura 13).

Se detectaron diferencias altamente significativas (P = 0.000) en el pH de los SRA con

reactor de calcio durante el acondicionamiento reproductivo a las diferentes
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temperaturas. La media del pH durante las 10 semanas de acondicionamiento en los
sistemas con reactor de calcio fue de 8.06 (+0.06). EIl valor minimo (7.88) y el valor
maximo (8.28) del pH fueron registrados a los 18°C (Figura 13).
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Figura 13. El pH (media + desviacion estandar) durante las 10 semanas del acondicionamiento
reproductivo del ostién Crassostrea sikamea en un SRA a diferentes temperaturas. La grafica
derecha (A) representa los SRA control y la grafica izquierda (B) los SRA con reactor de calcio.
Letras diferentes a>b>c indican diferencias significativas entre las temperaturas.

3.27 CO5?

Se detectaron diferencias altamente significativas (P < 0.0001) en la concentracion de
COs? en los SRA control en las diferentes temperaturas. La concentraciéon media
durante las 10 semanas de acondicionamiento reproductivo para los sistemas control
fue de 0.0080 + 0.0011 mg/L. La concentracion minima (0.000917 mg/L) se observo a
los 18°C mientras que la concentraciéon maxima (0.012452 mg/L) se exhibié a los 22°C
(Figura 14).

Se detectaron diferencias altamente significativas (P = 0.000) en la concentracién de
COs? enlos SRA con el reactor de calcio durante las 10 semanas de experimento. La
concentracién media de COs? durante la fase experimental fue de 0.0117 (+0.0029)
mg/L. La minima concentracién de COs? (0.001079 mg/L) se registré a los 22°C y la
maxima (0.021698 mg/L) a los 18 °C (Figura 14).
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Figura 14. Comportamiento de la concentracion de CO; (media *+ desviacion estandar) durante las
10 semanas del acondicionamiento reproductivo del ostion Crassostrea sikamea en un SRA a
diferentes temperaturas. La grafica izquierda (A) representa los SRA control y la derecha gréfica
(B) los SRA con reactor de calcio. Letras diferentes a>b>c>d indican diferencias significativas
entre las temperaturas.

3.28 HCO3

Se detectaron diferencias altamente significativas (P < 0.0001) en la concentracion de
HCO3; durante el acondicionamiento reproductivo en los SRA control en las diferentes
temperaturas. La concentracion media de HCO3; durante las diferentes temperaturas
fue de 148.54 (£19.40) mg/L. La minima concentracion (99.13 mg/L) se exhibié a los
22°C y la maxima (228.1744 mg/L) a los 18°C (Figura 15).

Se detectaron diferencias altamente significativas (P < 0.0001) en la concentracion de
HCO3;  en los SRA con reactor de calcio durante las 10 semanas de la fase
experimental. La concentracion media de HCO3z durante el acondicionamiento
reproductivo fue de 209.99 (x52.69) mg/L. La menor concentracion (99.13 mg/L) se
presentd a los 22°C y la mayor (395.2141mg/L) a los 18°C (Figura 15).
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Figura 15. Comportamiento de la concentracion de HCO3; (media + desviacion estandar) durante
las 10 semanas del acondicionamiento reproductivo del ostion Crassostrea sikamea en un SRA a
diferentes temperaturas. La grafica izquierda (A) representa los sistemas de SRA control y la
grafica derecha (B) los SRA con reactor de calcio. Letras diferentes a>b>c indican diferencias
significativas entre las temperaturas.

3.29 CO,

Se detectaron diferencias altamente significativas (P < 0.0001) en la concentracion de
CO; en los SRA control durante las diferentes temperaturas. La concentracion media
de CO; durante las 10 semanas de acondicionamiento fue 3.68 (£0.60) mg/L. La
concentracion minima de CO, (2.47 mg/L) se registro a los 18°C y la maxima (6.23
mg/L) a los 22 °C (Figura 16).

Se detectaron diferencias altamente significativas (P < 0.0001) en la concentracion de
CO, de los SRA con reactor de calcio entre las temperaturas durante las 10 semanas
de acondicionamiento reproductivo. La concentracion media de CO, para los SRA con
reactor de calcio en las diferentes temperaturas fue de 4.33 (£0.98) mg/L. Las

concentracion minima (2.69 mg/L) y maxima se registraron a los 18°C (Figura 16).

3.30 Alcalinidad

Se detectaron diferencias altamente significativas (P < 0.0001) en la alcalinidad de los
SRA control entre las diferentes temperaturas. La concentracion media durante las 10
semanas de acondicionamiento reproductivo fue de 149.48 (+19.06) mg/L de CaCOs.
La minima concentracion (100 mg/L de CaCOs3) se registro a los 18°C y la maxima (230
mg/L de CaCOg3) a los 22 °C (Figura 17).
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Se detectaron diferencias altamente significativas (P < 0.0001) en la alcalinidad en los
SRA con reactor de calcio entre las diferentes temperaturas durante las 10 semanas de
acondicionamiento reproductivo. La concentracion media para los SRA con reactor de
calcio durante las diferentes temperaturas fue de 218.96 (¥51.96) mg/L de CaCOs. La
minima concentracion (140 mg/L de CaCOg) se registré a los 24°C y la maxima (400
mg/L de CaCOs) a los18°C (Figura 17).
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Figura 16. Comportamiento de la concentracion de los CO, (media * desviacion estandar) durante
las 10 semanas del acondicionamiento reproductivo del ostién Crassostrea sikamea en un SRA a
diferentes temperaturas. La grafica izquierda (A) representa los SRA control y la gréfica derecha
(B) los SRA con reactor de calcio. Letras diferentes a>b>c indican diferencias significativas entre
las temperaturas.
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Figura 17. Comportamiento de la concentracion de la alcalinidad (media * desviacion estandar)
durante las 10 semanas del acondicionamiento reproductivo del ostién Crassostrea sikamea en un
SRA a diferentes temperaturas. La grafica izquierda (A) representa los SRA control y la gréfica
derecha (B) los SRA con reactor de calcio. Letras diferentes a>b>c indican diferencias
significativas entre las temperaturas.
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3.3 Consumo de oxigeno y excrecion amoniacal del ostion Kumamoto

durante su acondicionamiento reproductivo en un SRA

3.31 Consumo de oxigeno

No se detectaron diferencias significativas (P = 0.758) en el consumo de oxigeno a los
18°C entre los tratamientos. No se detectaron diferencias significativas (P = 0.659) en
el consumo de oxigeno a los 20°C entre los SRA control y los SRA con reactor de

calcio.

Se detectaron diferencias significativas (P = 0.001) en el consumo de oxigeno a los
22°C entre los tratamientos (Tabla 8). No fue posible determinar el consumo de

oxigeno a los 24°C debido a problemas técnicos con el equipo.

3.32 Comparacion del consumo de oxigeno por tratamientos durante las

diferentes temperaturas

Se detectaron diferencias significativas (P = 0.000) en el consumo de oxigeno en los
SRA control a los 18°C y 20°C con respecto al consumo de oxigeno a los 22°C. Se
detectaron diferencias significativas (P = 0.000) en el consumo de oxigeno en los SRA
con reactor de calcio entre los 18°C y 20°C con el consumo de oxigeno de los

organismos a los 22°C (Figura 18).
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Figura 18. Consumo de oxigeno del ostion Kumamoto durante su acondicionamiento
reproductivo por tratamientos durante las diferentes temperaturas. Letras diferentes a>b>c
indican diferencias significativas entre los tratamientos.

Tabla 8. Consumo de oxigeno del ostion Kumamoto durante su acondicionamiento en SRA
control y un SRA con reactor de calcio a diferentes temperaturas.

Consumo de oxigeno (VO2/W (mgO./g p.s/H)

Temperatura Control Reactor
)
18 2.69 (x2.31)° 2.45 (x1.19)°
20 2.47 (x0.95)% 2.66 (x1.07)°
22 0.24 (x0.17)* 0.74 (+0.42)°

3.3 Excrecion amoniacal del ostion Kumamoto durante su acondicionamiento

reproductivo en un SRA a diferentes temperaturas

No fue posible determinar la excrecibn amoniacal de los organismos debido a
diferencias en la concentracion de NAT entre el agua contenida en las camaras
metabdlicas y el agua proveniente de los SRA. El agua contenida en las cadmaras

metabodlicas presentaba una mayor concentracion de NAT en comparacion de la
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proveniente de los SRA. Cuando los organismos procedentes de los SRA abrian las
valvas en las cadmaras metabdlicas provocaban un efecto de dilucibn en la
concentracion de NAT. Debido a esto, la excrecion amoniacal al final del experimento

de consumo de oxigeno era menor que al inicio del experimento.

3.4 indice de Condicién

No se detectaron diferencias significativas (P = 0.243) en los indices de condicién de
entre los tratamientos durante las 10 semanas de acondicionamiento reproductivo. El
indice de condicion inicial fue de 53.05 (£8.75). Al termino del acondicionamiento
reproductivo los SRA control registraron un indice de condicion de 49.27 (x11.39) y los
SRA con reactor de calcio presentaron un indice de condicion de 45.67 (x7.66) (Figura
19).
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Figura 19. indices de condicion (media + desviacion estandar) durante las 10 semanas del
acondicionamiento reproductivo del ostién Crassostrea sikamea en un SRA a diferentes
temperaturas.
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3.5 Analisis histologico del desarrollo gonadico del ostion Kumamoto durante el

acondicionamiento reproductivo

En ambos tratamientos se encontré que en todas las temperaturas durante el proceso
de maduracion habia organismos indiferenciados, en desarrollo y maduros. En la
semana 0 se observé que el 60% de los ostiones se encontraba en desarrollo (Figura
20, Tabla 9). Después de 3 semanas el 100% organismos acondicionados en los SRA
control se encontraban en desarrollo (Figura 21, Tabla 10), mientras que los organismos
en los SRA con reactor tuvieron un 20% de maduros y un 20% indiferenciados (Figura
22, Tabla 11). Durante la semana de acondicionamiento a 20°C el 80% de los ostiones
de los SRA control se encontraba en desarrollo y un 20% indiferenciados (Figura 23,
Tabla 12), mientras que los ostiones en los SRA con reactor de calcio registraron un
40% indiferenciados y 60% en desarrollo (Figura 24, Tabla 13). Al finalizar el
acondicionamiento a 22°C los SRA control registraron un 20% de organismos
indiferenciados (Figura 25, Tabla 14) mientras que en los SRA con reactor de calcio un
40% (Figura 26, Tabla 15). En la semana 10 se encontr6 un 40% de organismos
indiferenciados y un 60% de organismos maduros en los SRA control (Figura 27, Tabla
16) y en los SRA con reactor de calcio un 40% de ostiones maduros, 40% en desarrollo
y un 20% indiferenciados (Figura 28, Tabla 17). Durante las 10 semanas de
acondicionamiento reproductivo no se detectaron diferencias significativas entre los
tratamientos en la temperatura, por lo cual se descarta los ostiones de cualquiera de los
dos tratamientos haya tenido una mayor cantidad de temperatura acumula efectiva
(TAE).
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Figura 20. Descripcion histolégica de la génada del ostién Crassostrea sikamea anterior al inicio
del acondicionamiento reproductivo. Tc: tejido conectivo, Ac: acino, Tg: tejido germinativo, Ovp:
ovocitos primarios, Ovv: ovocitos en vitelogénesis, Eps: espermatocitos, Epz: espermatozoide,
Ovm: ovocito maduro, Int: intestinos. A: Maduro, B: Desarrollo, C: Indiferenciado, D: Desarrollo.

Tabla 9. Estadio gonadal del ostibn Kumamoto (Crassostrea sikamea) previo al
acondicionamiento reproductivo (M: macho, H: hembra, TAE: temperatura acumulada efectiva).

Inicio
Semana Temperatura Sexo Estadio gonadal g[;?;%r;ﬂ(a) TAE
0 18 M Maduro 20
0 18 M Desarrollo
0 18 H Desarrollo 60 0
0 18 H Desarrollo
0 18 Indiferenciado 20
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Figura 21. Descripcion histolégica de la génada del ostion Kumamoto (Crassostrea sikamea)
durante el acondicionamiento reproductivo en los SRA control a los 18°C (semana 3). Tc: tejido
conectivo, Ac: acino, Tg: tejido germinativo, Ovp: ovocitos primarios, Ovv: ovocitos en
vitelogénesis, Eps: espermatocitos, Epz: espermatozoide, Ovm: ovocito maduro, Int: intestinos. A:
Desarrollo, B: Desarrollo, C: Desarrollo, D: Desarrollo.

Tabla 10. Estadio gonadal de los ostiones Kumamoto (Crassostrea sikamea) en los SRA control
18°C (M: macho, H: hembra, TAE: temperatura acumulada efectiva).

Control 18°C

Desarrollo TAE
Semana Temperatura Sexo Estadio gonadal gonadal (%)
3 18 H Desarrollo
3 18 M Desarrollo
3 18 M Desarrollo 100 143.22
3 18 M Desarrollo
3 18 H Desarrollo
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Figura 22. Descripcion histolégica de la génada del ostion Crassostrea sikamea durante el
acondicionamiento reproductivo en un SRA con reactor de calcio a 18°C (semana 3). Tc: tejido
conectivo, Ac: acino, Tg: tejido germinativo, Ovp: ovocitos primarios, Ovv: ovocitos en
vitelogénesis, Eps: espermatocitos, Epz: espermatozoide, Ovm: ovocito maduro, Int: intestinos. A:

Maduro, B: Desarrollo, C: Indiferenciado, D: Desarrollo.

Tabla 11. Estadio gonadal de los ostiones Kumamoto (Crassostrea sikamea) en los SRA con
reactor de calcio alos 18°C (M: macho, H: hembra, TAE: temperatura acumulada efectiva).

Reactor 18°C

Estadio Desarrollo TAE
Semana Temperatura Sexo gonadal gonadal (%)
3 18 M Maduro 20
3 18 M Desarrollo
3 18 M Desarrollo 60 139.65
3 18 H Desarrollo
3 18 indiferenciado 20
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Figura 23. Descripcion histolégica de la génada del ostion Crassostrea sikamea durante el
acondicionamiento reproductivo en los SRA control a los 20°C (semana 4). Tc: tejido conectivo,
Ac: acino, Tg: tejido germinativo, Ovp: ovocitos primarios, Ovv: ovocitos en vitelogénesis, Eps:
espermatocitos, Epz: espermatozoide, Ovm: ovocito maduro, Int: intestinos. A: Desarrollo, B:
Desarrollo, C: Desarrollo, D: Indiferenciado.

Tabla 12. Estadio gonadal de los ostiones Kumamoto (Crassostrea sikamea) en los SRA control a
los 20°C (M: macho, H: hembra, TAE: temperatura acumulada efectiva).

Control 20°C

Desarrollo TAE
Semana Temperatura Sexo Estadio gonadal gonadal (%)
4 20 M Desarrollo
4 20 H Desarrollo 80
4 20 M Desarrollo 199.22
4 20 H Desarrollo
4 20 indiferenciado 20
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Figura 24. Descripcion histolégica de la génada del ostion Crassostrea sikamea durante el
acondicionamiento reproductivo en los SRA con reactor de calcio a los 20°C (semana 4). Tc: tejido
conectivo, Ac: acino, Tg: tejido germinativo, Ovp: ovocitos primarios, Ovv: ovocitos en
vitelogénesis, Eps: espermatocitos, Epz: espermatozoide, Ovm: ovocito maduro, Int: intestinos. A:
Indiferenciado, B: Desarrollo, C: Desarrollo, D: Desarrollo.

Tabla 13. Estadio gonadal de los ostiones Kumamoto (Crassostrea sikamea) en los SRA con
reactor de calcio alos 20°C (M: macho, H: hembra, TAE: temperatura acumulada efectiva).

Reactor 20°C

Estadio Desarrollo TAE
Semana Temperatura Sexo gonadal gonadal (%)
4 20 M Desarrollo
4 20 M Desarrollo 60
4 20 M Desarrollo 198.22
4 20 Indiferenciado 40
4 20 Indiferenciado
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Figura 25. Descripcion histolégica de la génada del ostion Crassostrea sikamea durante el
acondicionamiento reproductivo en los sistemas de SRA control a los 22°C (semana 7). Tc: tejido
conectivo, Ac: acino, Tg: tejido germinativo, Ovp: ovocitos primarios, Ovv: ovocitos en
vitelogénesis, Eps: espermatocitos, Epz: espermatozoide, Ovm: ovocito maduro, Int: intestinos. A:
Desarrollo, B: Desarrollo, C: Indiferenciado, D: Desarrollo.

Tabla 14. Estadio gonadal de los ostiones Kumamoto (Crassostrea sikamea) en los SRA control a
los 22°C (M: macho, H: hembra, TAE: temperatura acumulada efectiva).

Control 22°C

Desarrollo TAE
Semana Temperatura Sexo Estadio gonadal gonadal (%)
7 22 M Desarrollo
7 22 M Desarrollo 80
7 22 H Desarrollo 410.69
7 22 M Desarrollo
7 22 Indiferenciado 20
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Figura 26. Descripcion histolégica de la génada del ostion Crassostrea sikamea durante el
acondicionamiento reproductivo en los SRA con reactor de calcio a los 22°C (semana 7). Tc: tejido
conectivo, Ac: acino, Tg: tejido germinativo, Ovp: ovocitos primarios, Ovv: ovocitos en
vitelogénesis, Eps: espermatocitos, Epz: espermatozoide, Ovm: ovocito maduro, Int: intestinos. A:
Desarrollo, B: Desarrollo, C: Indiferenciado, D: Desarrollo.

Tabla 15. Estadio gonadal de los ostiones Kumamoto (Crassostrea sikamea) en los SRA con
reactor de calcio alos 22°C (M: macho, H: hembra, TAE: temperatura acumulada efectiva).

Reactor 22°C

Estadio Desarrollo TAE
Semana Temperatura Sexo gonadal gonadal (%)
7 22 M Desarrollo
7 22 M Desarrollo 60
7 22 M Desarrollo 412.93
7 22 Indiferenciado 40
7 22 Indiferenciado
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Figura 27. Descripcion histolégica de la génada del ostion Crassostrea sikamea durante el
acondicionamiento reproductivo en los SRA control a los 24°C (semana 10). Tc: tejido conectivo,
Ac: acino, Tg: tejido germinativo, Ovp: ovocitos primarios, Ovv: ovocitos en vitelogénesis, Eps:
espermatocitos, Epz: espermatozoide, Ovm: ovocito maduro, Int: intestinos. A: Maduro, B:
Maduro, C: Maduro, D: Desarrollo.

Tabla 16. Estadio gonadal de los ostiones Kumamoto (Crassostrea sikamea) en los SRA control a
los 24°C (M: macho, H: hembra, TAE: temperatura acumulada efectiva).

Control 24°C
Desarrollo TAE
Semana Temperatura Sexo Estadio gonadal gonadal (%)

10 24 H Maduro

10 24 H Maduro 60

10 24 M Maduro 665.63
10 24 H Desarrollo 40

10 24 M Desarrollo
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Descripcion histolégica de la gonada del ostion Crassostrea sikamea durante el

acondicionamiento reproductivo en los SRA con reactor de calcio a los 24°C (semana 10). Tc:
tejido conectivo, Ac: acino, Tg: tejido germinativo, Ovp: ovocitos primarios, Ovv: ovocitos en
vitelogénesis, Eps: espermatocitos, Epz: espermatozoide, Ovm: ovocito maduro, Int: intestinos. A:
Indiferenciado, B: Desarrollo, C: Maduro, D: Maduro.

Tabla 17. Estadio gonadal de los ostiones Kumamoto (Crassostrea sikamea) en los SRA con
reactor de calcio alos 24°C (M: macho, H: hembra, TAE: temperatura acumulada efectiva).

Reactor 24°C

Estadio Desarrollo TAE
Semana Temperatura Sexo gonadal gonadal (%)
10 24 M Maduro 40
10 24 H Maduro
10 24 H Desarrollo 40 665.98
10 24 H Desarrollo
10 24 Indiferenciado 20
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3.6 indice gonadosomatico

En la Tabla 18 se muestra el porcentaje ocupado por la gbnada en los organismos por
cada tratamiento y por temperatura. Se puede observar un incremento y decremento
en el porcentaje ocupado por la génada en los organismos en ambos tratamientos.
Estos resultados concuerdan con lo observado en los cortes histolégicos donde en
cada temperatura se apreciaban organismos en desarrollo y organismos

indiferenciados, provocando los cambios en el porcentaje de la génada (Tabla 18).

Tabla 18. Porcentaje ocupado por la gonada en el ostibn Kumamoto durante su
acondicionamiento reproductivo en un sistema de recirculacion control y un sistema de
recirculacion con reactor de calcio.

% Gonada
Temperatura (°C) Inicio Control Reactor
54.08(+£31.43)
18 44.64 (#19.19)  72.85 (¥11.95)
20 70.20 (¥19.77)  54.85 (¥19.56)
22 69.02 (£26.29) 49.17 (¥29.23)
24 75.88 (£33.10) 53.28 (+8.93)

3.7 Fertilizacion

En los 20 organismos obtenidos para el experimento de la fertilizacion de los SRA
control se identificaron: 11 machos, 4 hembras, 3 indiferenciados y 2 desovados
parcialmente. De los 20 ostiones muestreados de los SRA con el reactor de calcio se
identificaron: 9 machos, 3 hembras, 3 organismos en proceso de maduracién y 5

indiferenciados (Figura 29).

Se detectaron diferencias significativas (P = 0.031) en el numero de ovocitos entre los
SRA control y los SRA con reactor de calcio. El tratamiento donde se obtuvo un mayor
namero de ovocitos fue en los SRA con reactor de calcio. Se detectaron diferencias
significativas (P = 0.000) en la concentracién espermatica entre los SRA control y los
SRA con reactor de calcio. La mayor concentracion fue obtenida en el tratamiento de

los SRA con reactor de calcio. Se detectaron diferencias significativas (P =0.000) en el



48

namero de larvas entre los tratamientos. El tratamiento que produjo el mayor namero
de larvas fue el de los SRA con reactor de calcio. Se detectaron diferencias
significativas en el largo (P = 0.001) y en el ancho (P = 0.000) de las larvas entre los

tratamientos. Las larvas mas grandes se encontraron en los tratamientos con SRA con

reactor de calcio (Tabla 19) (Figura 30).

Figura 29. La imagen del extremo derecho representa un ostion Kumamoto no maduro y la
imagen del extremo izquierdo un ostion Kumamoto maduro.

Tabla 19. Numero de ovocitos, espermatozoides, larvas D, el ancho y el largo de las larvas D entre
los SRA control y los SRA con reactor de calcio, obtenidos de los reproductores de osti6n
Kumamoto después de las 10 semanas del periodo de acondicionamiento reproductivo. Letras
diferentes a>b>c indican diferencias significativas.

Variable Control Reactor

Ovocitos 4 100 (+424.26) mL 2 5950 (+212.13) mL *°
Espermatozoides  1.82 x 10%+6.8 x 10°) mL *? 26.6 x 10°(+3.05 x 10°) mL *°
Larvas 110.66 (+7.02) mL *? 396 (+38.22) mL P

Largo 53.84 uym(+ 4.31)? 55.89 um(+ 4.23)°

Ancho 59.62 um(t 5.64) 62.72 um(t 4.17)°
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Figura 30. Medicion del largo y el ancho (um) de las larvas obtenidas en la fertilizacion del ostion
Kumamoto.

3.8 Mortalidad

Durante el acondicionamiento reproductivo de los 18°C se registraron 2 organismos
muertos que representd el 0.83% de mortalidad. Un organismo en un SRA control y un
organismo en un SRA con reactor de calcio. Al final de la tercera semana durante el
acondicionamiento en esta misma temperatura (18°C) se registr6 una mortandad de 20
organismos en uno de los SRA con reactor de calcio. Esta mortandad fue debido a un
mal funcionamiento del calentador eléctrico elevando la temperatura hasta los 31.4°C y

bajando la concentracion de OD a 2.31 mg/L.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Alimentacion

El ciclo reproductivo de los bivalvos esta influenciado por factores externos. Los
factores reconocidos como mas importantes son la temperatura y la alimentacion
(Thompson et al.,, 1996). La temperatura tiene influencia directa sobre el desarrollo
gonadal y el desove, mientras que la alimentacion tiene una influencia en la calidad de
los gametos, afectando directamente el crecimiento y supervivencia de las larvas y
postlarvas (Loosanoff y Davis, 1963; Lannan et al., 1980; Muranaka y Lannan, 1984;
Utting y Millican, 1997; Uriarte et al., 2004).

La concentracion de alimento requerida por los moluscos bivalvos esta determinada
por la relacion del peso seco del tejido metabolicamente activo y el peso seco de las
microalgas utilizadas. La racion Optima, se encuentra usualmente entre el 2 y el 4% del
peso corporal (Helm et al., 2004). Raciones entre el 6 y 9% del peso seco corporal
resultan excesivas y no presentan ningun beneficio en el acondicionamiento
reproductivo, promueven un crecimiento irregular en las valvas, retrasan el desarrollo
gonadico, no aumentan el nimero de ovocitos durante el desove y provocan baja
viabilidad de las larvas (Stephenson, 1973). Sin embargo también se encontré que
dietas con un 8% del peso seco corporal en P. maximus, equivalente a una
concentracién celular de 14x10° células por organismo por dia aceleraba la
gametogénesis comparada con una dieta de 3x10° células por organismo por dia
equivalente al 2% del peso seco corporal (Devauchele y Mingant, 1991). En el
acondicionamiento reproductivo del ostion Kumamoto se aliment6 a los ostiones con
una tasa de alimentacion de 2 x10® células por organismo por dia y se encontré que
esta concentracion estaba dentro de los rangos recomendables para los moluscos
bivalvos. No obstante esta tasa de alimentacion a pesar de ser ¢ptima para el
acondicionamiento reproductivo de bivalvos, provocd una concentracion celular en los
SRA superior a la recomendada de 100,000 células/mL. Las concentraciones
superiores a la recomendada inducen a una gran produccién de pseudoheces,

afectando la calidad del agua, ademas altas concentraciones de alimento pueden
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provocar desoves involuntarios durante el periodo de acondicionamiento reproductivo
(Muranaka y Lannan, 1984; Coutteau et al., 1994; Heasman et al., 1996Mallet y Carver,
2009). En la dosificacién de la racion y el manejo de la concentracion celular en la
alimentacién de bivalvos en SRA se pueden utilizar diferentes estrategias de
alimentacién: (1) la alimentacién de flujo continuo 6 (2) alimentacion por racién(es). La
estrategia de alimentacion de flujo continuo permite una mejor dosificacion del alimento
(concentracion celular baja y uniforme) e incrementa la eficiencia de asimilacion. El
método de alimentacién por porcién(es) presenta incrementos drasticos en la
concentracion celular en los SRA, aumentando la produccion de pseudoheces
deteriorando la calidad del agua y provoca que los organismos mantengan cerradas sus
valvas (Ricotta, 1998; Ramirez et al., 1999). Durante el acondicionamiento reproductivo
del ostion Kumamoto se alimenté por el método de raciones (2 porciones por dia), lo
gue provoco gue los ostiones tuvieran las valvas cerradas la mayor parte del tiempo,
pero no se observo una gran cantidad de pseudoheces, esto podemos atribuirlo a la
remocion de solidos, producto del patron de circulacion del agua en el tanque de
acondicionamiento. Estos resultados sefialan que la tasa de alimentacion durante el
proceso de acondicionamiento reproductivo del ostion Kumamoto se encontré dentro de
los rangos 6ptimos, pero la estrategia de alimentacion utilizada probablemente no fue la

adecuada.

4.2 Calidad del agua

El monitoreo de las variables de la calidad del agua nos permiti6 conocer el
funcionamiento de los SRA durante el acondicionamiento reproductivo del ostion
Kumamoto. ElI mantenimiento de la calidad del agua para el acondicionamiento
reproductivo es esencial para asegurar la supervivencia, crecimiento y maduracion de
las gbnadas de los bivalvos cuando son mantenidos en un SRA (Widman et al., 2008).
La manipulacién de las variables fisicas tales como: la temperatura, el fotoperiodo, la
salinidad y las nutricionales como la cantidad y calidad del alimento son factores que
afectan el desarrollo gonadal, acelerando o retrasando la maduracion de la gonada
(Gallagher y Mann, 1986; Muranaka y Lannan, 1984; Ren et al., 2003; Mallet y Carver,
2009).
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En los SRA control y los SRA con reactor de calcio se detectaron diferencias
significativas en la salinidad a los 20 y 22°C esto fue debido a la perdida de agua por
evaporacion. El aumento en la salinidad por efecto de la temperatura durante el
periodo de acondicionamiento reproductivo ya ha sido reportado en otros estudios y se
encontré que no producia ningun efecto deletéreo en los organismos (Lawson, 1995).
En este experimento, la salinidad promedio de los SRA control durante las 10 semanas
de acondicionamiento fue 36.79 £ 2.37 g/Kg, y en los SRA con reactor de calcio fue de
37.32 + 2.56 g/Kg. Estas salinidades se encontraron dentro de las reportadas como
Optimas para los moluscos bivalvos (30 — 41 g/Kg) en las cuales no se ven afectados la
actividad metabdlica, el crecimiento de los organismos y el desarrollo gonadal
(Muranaka y Lannan, 1984; Bricelj y Shumway, 1991; Hughes-Games, 1977; Helm et
al., 2004).

En el acondicionamiento reproductivo en bivalvos la temperatura del agua es
importante, ya que esta directamente relacionada al proceso de gametogénesis y el
desove de los organismos (Muranaka y Lannan, 1984; Shpigel et al., 1992; Utting y
Millican, 1997). En los bivalvos las bajas temperaturas promueven el crecimiento
somatico y la acumulacion de reservas energéticas (glicogeno) que seran utilizadas
durante la maduracion gonadal, mientras que su incremento puede acelerar el proceso
de gametogénesis y promover el desove (Saout et al., 1999; Farias, 2008). En el
género Crassostrea el proceso de gametogénesis comienza cuando la temperatura del
agua alcanza los 18°C (Lango-Reynoso, 1999). El desarrollo de los ovocitos primarios
en condiciones controladas de temperatura, fotoperiodo y alimentacion comienza
después de los 17.5°C. Sin embargo para alcanzar la maduracion de las génadas se
requiere un incremento en la temperatura desde los 19°C hasta los 25°C, entre mayor
sea el tiempo de exposicién de los organismos a temperaturas calidas, el periodo de
acondicionamiento reproductivo serd menor (Chavez-Villalba et al., 2002). En el caso
del ostion Kumamoto se ha reportado que en temperaturas de 24°C se produjeron
gametos maduros de 2 a 4 semanas antes que los sometidos a los 20°C (Robinson,
1992). En este experimento el gradiente de temperaturas (18 - 24°C) se encontro
dentro del rango empleado en la maduracion de gametos para varias especies de

moluscos bivalvos, promoviendo exitosamente su maduracion. Las temperaturas
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utilizadas durante un acondicionamiento reproductivo pueden variar segun el sexo del
organismo, la edad (Green et al., 1983) la condicion nutricional, las caracteristicas
genéticas (Newell y Pye, 1970; Wallis, 1977) y las variables ambientales (Newell y Pye,
1970; Bourget, 1983; Poza-Boveda y Rodriguez, 1987; Urban, 1994).

El fotoperiodo es una variable importante en el acondicionamiento reproductivo en los
bivalvos. El ciclo reproductivo de los bivalvos puede acelerarse o retrasarse, alterando
las condiciones de temperatura y fotoperiodo (Fabioux et al., 2005). En P.
magellanicus y en A. irradians la exposicion a largos periodos de luz promovieron un
mejor desarrollo de la gbonada que los organismos expuestos a largos periodos de
obscuridad (Couturier y Aiken, 1989; Desanctis et al., 2007). Mallet y Carver (2009)
establecieron que se requiere un minimo de 8:16 (luz: obscuridad) para promover la
maduracion gonadal, siendo el mejor fotoperiodo el de 16:8 (luz: obscuridad). Este
ultimo fotoperiodo es el mismo que se utilizd durante el acondicionamiento reproductivo

del ostion Kumamoto obteniéndose resultados positivos en la maduracion de la gonada.

En los SRA el primer factor limitante es el oxigeno disuelto (OD) (Timmons et al.,
2002). En los moluscos bivalvos se han registrado concentraciones de OD de 7.15
mg/L y 6.25 mg/L para C. gigas (Clark et al., 2013). En el cultivo de A. purpuratus se
han registrado concentraciones de 5.8 mg/L y 4.8 mg/L (Soria et al., 2007), en M.
mercenaria concentraciones de 7.2 mg/L (Martinez y Pérez, 2003) y en C. virginica de
7.1 mg/L (Kuhn et al., 2013). Estas concentraciones se pueden reportar como ideales,
ya que en ninguno de los casos se reportaron efectos nocivos sobre los organismos.
En los SRA utilizados para el acondicionamiento reproductivo del ostion Kumamoto, la
concentracion promedio de OD mas alta fue registrada a los 18°C con 6.37 mg/L, en los
SRA con reactor de calcio la concentracion mas baja fue registrada a los 24°C con 5.58
mg/L en los SRA control. Estas concentraciones de OD se encuentran dentro del rango

Optimo para el crecimiento y acondicionamiento reproductivo de moluscos bivalvos.

Las concentraciones de los compuestos nitrogenados (NAT y NO,) deben ser
constantemente monitoreadas, ya que la exposicion a altas concentraciones de NAT

por periodos prolongados provoca efectos negativos en la tasa de crecimiento, la
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capacidad de reproduccion y la resistencia a enfermedades (Colt y Armstrong, 1981).
La concentracion de NAT no presentd diferencias significativas entre los dos
tratamientos (0.05 + 0.10 mg/L sistemas control, 0.04 £ 0.11mg/L sistemas con reactor
de calcio). Estas concentraciones son mayores a las registradas en el
acondicionamiento reproductivo de A. purpuratus que oscilé6 entre 0.005 y 0.01 mg/L
(Martinez y Pérez, 2003; Merino et al., 2009), en C. virginica el rango 6ptimo de NAT se
encontro entre 0.01 y 0.027 mg/L (Magnesen y Jacobsen, 2012) y 0.26 mg/L para P.
maximus (Kuhn et al., 2013). Aun cuando la concentracién de NAT obtenida durante el
acondicionamiento reproductivo del ostion Kumamoto fue mayor a las reportadas para
otras especies de bivalvos, no registr6 un efecto negativo. En el caso de los SRA
utilizados para la produccién o el proceso de acondicionamiento reproductivo se
recomienda mantener la concentracion de NAT por debajo de 1 mg/L (Timmons et al.,
2002).

En los NO; se han reportado en sistemas de flujo de abierto y SRA concentraciones
entre 0.02 y 0.27 mg/L en A. purpuratus (Martinez y Pérez, 2003; Merino et al., 2009),
0.01 mg/L en C. virginica (Magnesen y Jacobsen, 2012) y 0.27 mg/L con P. maximus
(Kuhn et al., 2013). La concentracion maxima de NO; durante el acondicionamiento
reproductivo del ostion Kumamoto en ambos tratamientos fue 0.07 mg/L. No hay un
efecto de los nitritos en el acondicionamiento por su baja concentracién y el pH del

agua.

Los NOj3 son los compuestos nitrogenados menos toxicos en los SRA (Timmons et al.,
2002). Concentraciones NO3; de 7.60 mg/L se han registrado en A. purpuratus
(Martinez y Pérez, 2003) y 14.1 mg/L en P. maximus (Kuhn et al.,, 2013). La
concentracion maxima reportada durante el acondicionamiento reproductivo del ostion
Kumamoto fue de 10.82 mg/L, la cual se mantuvo dentro del rango Optimo para los
moluscos bivalvos. Si comparamos las concentraciones de NO, y NO3 a las diferentes
temperaturas entre los tratamientos podemos observar que en gran parte de ellos
existen diferencias significativas. Estas diferencias se atribuyen a que el pH en los
sistemas con reactor de calcio siempre fue mayor que en los sistemas control. El pH

tiene un efecto en la tasa de nitrificacidbn (nitricion y nitracion), las bacterias
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quimioautrotrofas del grupo filogenético al cual pertenecen las Nitrosomonas
(transforman el NAT a NO) tienen un pH éptimo entre 7.0 y 8.0, mientras que el pH
optimo para las bacterias del grupo filogenético al cual perteneces las Nitrobacter
(transforma el NO; a NOg3) de 7.5 a 8.0 (Odell et al., 1996, Hagopian y Riley, 1998).

4.21 Sistema carbon-carbonatos

El monitoreo del pH es fundamental para la 6ptima eficiencia del biofiltro (Lekang,
2007). Si existen cambios drasticos en el pH (0.5 — 1.0 unidades) hay una disminucion
de la eficiencia de nitrificacion de hasta el 50% con la acumulacién de compuestos
nitrogenados (NAT y NOy) en el SRA (Timmons y Ebeling, 2010). En los SRA operados
con agua marina el pH debe mantenerse entre 7.8 y 8.3 para su correcto
funcionamiento (Lekang, 2007). En estos valores de pH son en los cuales los moluscos
bivalvos crecen y se desarrollan en su medio natural de manera Optima. En este
trabajo durante las 10 semanas de acondicionamiento reproductivo el pH en los SRA
con reactor de calcio (8.06 £0.06) fue mayor que en los SRA control (7.95 £0.06). El
pH de los SRA control fueron superiores a los registrados en la produccién de semilla
de M. mercenaria en un SRA de 7.5 0.2 (Martinez y Pérez, 2003) y en la produccion
de juveniles de A. purpuratus de 8.07 £0.17 al1l6°C y de 7.97 £0.26 a 22°C (Soria et al.,
2007). El pH de los SRA con reactor de calcio es similar al reportado durante el
acondicionamiento reproductivo de C. virginica que oscilé en un rango de pH de 7.8 -
8.5 (Buchanan et al., 1998). EIl rango de pH observados en este experimento entre los
SRA control y SRA con reactor de calcio no mostro tener algun efecto negativo en los
organismos. El valor del pH en los SRA control se incrementd, mientras que en los
SRA con reactor de calcio el valor del pH se mantuvo constante en las temperaturas de
20, 22 y 24°C. Estos resultados indican que el reactor de calcio funciono
correctamente, aportando en concentraciones suficientes iones de CO3? para mantener
constante los valores del pH durante el acondicionamiento reproductivo. En los SRA
control se observo que el pH incrementé conforme aumentaba la temperatura, esto se
debe a que las bacterias nitrificantes contenidas en el biofiltro incrementaron su
metabolismo conforme aumentd la temperatura. El incremento en el metabolismo de

las bacterias nitrificantes derivé en un aumento de iones H* derivados del proceso de
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nitrificacion (Hagopian y Riley 1998; Chen et al., 2006). El incremento de los iones H*
acelero la disolucion de la concha de los ostiones conforme se elevaba la temperatura.
Como respuesta al incremento de los iones H* tiene que haber un aumento en la
concentracién de iones CO3? para neutralizar el efecto de este ion en el pH. La fuente
de COs? es el mismo organismo, ya sea por disolucién de la concha o por un proceso
de difusién por el manto en donde se liberan iones de COs? que finalmente
neutralizaron a los iones H* formando iones HCO3. Los iones COs? son parte del
sistema carbon-carbonatos y junto con los iones H,CO3;y HCO3 son los responsables
directos de las variaciones del pH en el agua. La concentracién de iones COs? en los
SRA con reactor de calcio (0.0117 #0.0029 mg/L) siempre fue mayor que la
concentracion registrada en los SRA control (0.0080 +0.0011 mg/L) durante las 10
semanas de acondicionamiento reproductivo. Sin embargo las concentraciones de
iones CO3? en ambos tratamientos demostraron ser suficientes para mantener el pH del
agua dentro de los rangos optimos. Cuando los bivalvos se encuentran en el proceso
de engorda o acondicionamiento reproductivo en un SRA el control del pH se vuelve
esencial, ya que nos suministra en forma indirecta informacion sobre la salud del
biofiltro y la interaccion del sistema carbon-carbonatos (balance idnico) con la tasa de
nitrificacion y el balance iénico del agua. Los valores de pH menores de 7.0 hacen que
disminuya la capacidad del bivalvo para alimentarse, propicia una pérdida en el indice
de condicién y provoca una disolucion de la concha, valores menores a 6.5 incrementan
la mortalidad (Bamber, 1987). En el agua cuando se tienen altas concentraciones del
ibn HCO3 el pH se mantiene en un rango entre 7.0 y 8.5 (Timmons et al., 2002). En la
Figura 15 podemos observar que en los SRA control la concentracion de iones HCOj3
disminuy6 a los 24°C, pero el pH siguié aumentando. En los SRA con reactor de calcio
la concentracién de iones HCOj3 tendié a disminuir conforme se elevaba la temperatura,
mientras que el pH se mantuvo constante. La disminucion en la concentracion de iones
HCO3; se debio al incremento en la tasa metabodlica de las bacterias nitrificantes
contenidas en el biofiltro. Las bacterias nitrificantes utilizan el carbono inorganico (CO;
y HCO3) en procesos metabdlicos asociados al crecimiento, la reproduccién y el
metabolismo (Chen et al., 2006; Ebeling et al., 2006). Al aumentar la tasa metabdlica
se incrementa el consumo del carbono inorganico y como consecuencia se observa una

reduccion en la concentracién de iones HCOj3'. En los SRA el CO; en su fase liquida
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proviene de la respiracion de los organismos, de la difusion del CO, en su fase gaseosa
y por el proceso de amonificacion (Timmons et al., 2002). Las altas concentraciones de
CO; en el agua modifican el balance del sistema carbdn- carbonatos, ya que el CO; se
integra al sistema formandose H,CO3; que provoca una disminucién del pH (Orr et al.,
2005; Arnold et al., 2009). ElI pH sirve para saber de una manera indirecta la
interaccion del CO; en el sistema carbdn- carbonatos. EI CO, en altas concentraciones
reduce la tasa de crecimiento, afecta la tasa de calcificacion (Gazeau et al., 2007),
reduce el éxito reproductivo (Kurihara et al., 2004), provoca una disolucién de la concha
(Arnold et al., 2009), acidifica los fluidos internos del organismo (Spicer et al., 2007) y
aumenta el riesgo de infeccion (Holman et al., 2004; Bibby et al., 2007). La
concentracion de CO;, en los SRA control y en los SRA con reactor de calcio se
mantuvo constante durante los 18, 20 y 22 °C, pero disminuy6 significativamente a los
24°C. La disminucion en la concentracion de CO; en ambos tratamientos es debido a
gue la principal fuente de carbono inorganico para las bacterias nitrificantes es el CO,
(Timmons et al., 2002). Sin embargo no se puede solamente atribuir la disminucion en
la concentracion de iones HCO3 y CO; a la nitrificacion. Findlay et al., (2009) reporté
gue los moluscos bivalvos utilizan los iones HCO3 y CO, como fuente de carbono para
la formacion de su concha. El carbono que fijan para la produccién de la concha lo
obtienen de los iones HCO3; y del CO, presentes en el agua. Con los resultados
obtenidos podemos afirmar que la concentracién de CO, en los SRA control y SRA con
reactor de calcio no son suficientes para tener efectos negativos durante las 10

semanas de acondicionamiento reproductivo del ostion Kumamoto.

La alcalinidad se puede definir como la capacidad que tiene un agua para neutralizar un
acido (Timmons et al., 2002). En SRA se han registrado alcalinidades entre 103.1
mg/L de CaCO3 con M. mercenaria y 120 mg/L de CaCOg3con A. purpuratus, (Martinez
y Pérez, 2003; Merino et al., 2009). En los SRA control se registr6 una media de
149.48 +19.06 mg/L de CaCOgs. Debido a que los recambios del agua se realizaron
cada 8 dias, la uUnica fuente de alcalinidad disponible en los SRA control era la
proveniente de la disolucion de la concha por efecto del H,CO3;. La alcalinidad en los
SRA con reactor de calcio (218.96 £51.96) mg/L de CaCOg3) siempre fue mayor que la

observada en los SRA control. La alcalinidad de los SRA con reactor de calcio
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proporcioné al agua un efecto amortiguador y mantuvo constante los valores de pH
durante el acondicionamiento reproductivo. Las alcalinidades registradas en ambos
tratamientos (control y con reactor de calcio) son superiores a las registradas como
Optimas para los moluscos bivalvos, sin embargo no se observaron efectos negativos

durante el acondicionamiento reproductivo en el ostion Kumamoto.

4.3 Consumo de oxigeno

La temperatura es uno de los principales factores que controlan el metabolismo en los
bivalvos y al incrementarse, aumenta la tasa metabdlica de estos (Bayne y Newell,
1983). En P. mazatlanica se observé que el consumo de oxigeno aumentaba
conforme se incrementaba la temperatura (Saucedo et al., 2004). En experimentos
realizados con M. edulis y C. gigas se observo una mayor demanda de oxigeno cuando
la temperatura del agua se incrementaba durante los meses mas calurosos del afio
(Bayne y Thompson, 1970; Shpigel et al., 1992). En este experimento, durante el
acondicionamiento reproductivo del ostion Kumamoto, la tasa de consumo de oxigeno
en los SRA control y los SRA con reactor de calcio se mantuvo constante a los 18°C y
20°C. A los 22°C se detectd una disminucion en la tasa de consumo de oxigeno en
ambos tratamientos. Hand y Hardewig, (1996) detectaron que una posible causa de la
disminucién en la tasa de consumo de oxigeno era debido a que los organismos
estaban sometidos a condiciones de estrés. Sin embargo en los SRA control y los SRA
con reactor de calcio, los factores que integran la calidad del agua se mantuvieron
dentro los rangos reportados como 6ptimos, por lo que no fueron una fuente de estrés
para los ostiones Kumamoto. En P. mazatlanica se observé que cuando los
organismos estan proximos al desove, se incrementa el consumo de oxigeno y cuando
estan en condicion post-desove disminuye la tasa de consumo oxigeno. Esto podria
indicar que la disminucion de consumo de oxigeno en nuestros experimentos fue
debido a que los ostiones tuvieron desoves parciales durante el proceso de

acondicionamiento reproductivo.
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4.4 indice de condicién

Se ha reportado que el indice de condicion en los bivalvos disminuye durante los meses
frios 0o cuando se tienen altas temperaturas y bajas concentraciones de alimento.
(Gabbott y Walker, 1971; Del Rio-Portilla, 1991; Chavez-Villalba et al., 2010). Otro
factor que puede provocar una disminucion en el indice de condicion son altas
concentraciones de CO,. ElI CO;tiene un efecto negativo en el proceso de calcificacion,
el cual es integral en el control de procesos fisiologicos como el crecimiento, el
metabolismo, la reproduccién y la regulacién interna del pH (Portner, 2008). Por lo cual,
al verse afectado este proceso, se ve afectado el indice de condicion. (Barry et al.,
2005; Wood et al., 2008). En SRA se ha registrado que el indice de condicion puede
disminuir en los ostiones desde la primera semana de su acondicionamiento
reproductivo (Buchanan et al., 1998). En el ostion Kumamoto se han registrado
disminuciones en el indice de condicién durante su acondicionamiento reproductivo a
partir de la semana 7, pasando de 69.5 a 43.9, atribuyendo esta disminucion al
incremento en la temperatura (18 — 24°C) (Panana, 2012). Sin embargo Findlay et al.
(2009) registraron que aun cuando los bivalvos estén en condiciones desfavorables
tienen la capacidad de regular su metabolismo y no verse afectados en talla y peso
mientras se les suministre alimento en cantidad y calidad y no se altere el proceso de
calcificacion. En los SRA control y en los SRA con reactor de calcio no se detectaron
diferencias significativas entre los dos tratamientos ni entre las temperaturas del
acondicionamiento reproductivo. Obteniéndose un indice de condicion promedio de
49.27 £ 11.39 en los SRA control y 45.67 + 7.66 en los SRA con reactor de calcio. Esto
puede indicar que la cantidad de alimento fue suministrada en cantidad y calidad y el
proceso de calcificacién no se vio afectado por las concentraciones de CO,, debido al
control del balance iénico (sistema carbén-carbonatos). Los indices de condicién
constantes y las variaciones en el indice gonadosomatico pueden indicarnos que los
ostiones Kumamoto probablemente tuvieron desoves parciales durante el periodo de

acondicionamiento reproductivo.
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4.5 Histologia

Posterior al proceso de aclimatacion y desove inducido por medio de shock térmico
(Helm et al., 2004) se observd que el 60% de los ostiones con los cuales se inici6 el
proceso de acondicionamiento reproductivo estaban diferenciados sexualmente y se
encontraban en desarrollo. La génada en estos ostiones ocupaba el 54.08% de la
glandula digestiva. Esto indica que el tiempo de aclimatacion de 6 semanas a una
temperatura de 17.35°C (+ 2) fue un periodo muy extenso y los organismos ya habian
iniciado gametogénesis. Para C. gigas se requieren de 23 dias a 19°C para observar
los primeros ovocitos maduros (Chavez-Villalba et al., 2002). Por lo que sera necesario
reducir el tiempo de aclimatacién y la temperatura para evitar que los organismos inicien
gametogénesis. Las bajas temperaturas y una tasa de alimentacion optima benefician
el desarrollo de gametos y la acumulacién de reservas energéticas, las cuales son
consumidas durante el proceso de maduracion (Bayne et al.,, 1975). Los ostiones
acondicionados en los SRA control y SRA con reactor de calcio presentaron organismos
indiferenciados en las cuatro diferentes temperaturas, asi como un incremento y
disminucién del indice gonadosomatico (Tabla 9 - 17), obteniéndose un mayor numero
de organismos indiferenciados (40%) en los ostiones acondicionados en los SRA con
reactor de calcio a los 20 y 22°C. Estos resultados sugieren que el sistema carbon-
carbonatos puede tener efecto en el tiempo de maduracion gonadal del ostion
Kumamoto, ademas de indicar posibles desoves parciales por efecto del incremento en
la temperatura durante las 10 semanas de acondicionamiento reproductivo. Los
resultados obtenidos concuerdan con los registrados para bivalvos de zonas frio-
templadas en donde los cuales presentan cambios en el porcentaje ocupado por la
goénada en la glandula digestiva debido a desoves parciales como respuesta al
incremento de temperatura, teniendo como una temperatura minima de desove de 20°C
(Mann, 1979; Martinez y Pérez, 2003; Saldafia, 2012).

4.6 Temperatura acumulada efectiva (TAE)

La temperatura acumulada efectiva (TAE) ha sido ampliamente utilizada como indicador

del desarrollo gonadal en bivalvos (Mann, 1979; Muranaka y Lannan, 1984; Utting y
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Spencer, 1991). Los bivalvos de aguas frias y templadas requieren de un periodo de 4
a 8 semanas de acondicionamiento reproductivo para alcanzar la madurez gonadal. En
nuestro experimento encontramos que tanto los SRA control como los SRA con reactor
de calcio necesitaron alrededor de una TAE de 665 grados dia, lo cual coincide con el
trabajo de Helm et al. (2004) quienes indican que cuando se someten a los moluscos
bivalvos a condiciones controladas de temperatura y alimento, se requieren entre 350 y
650 grados dia acumulados para madurarlos. Aunque el TAE es un poco mas elevado
a lo reportado por estos autores, se sabe que si lo organismos son preacondicionados
suministrando una alta concentracion de alimento se puede reducir el TAE (Millican y
Helm 1994). Existen diferentes TAE dependiendo del manejo que se les dé a los
organismos como también la especie con la que se trabaje (Price y Maurer, 1971; Helm
et al., 1973; Utting y Spencer, 1991). En nuestro caso el alto TAE fue debido a: (1) que
los organismos ya habian empezado a desarrollar los gametos al iniciar el experimento
y (2) los organismos aparentemente tuvieron desoves parciales debido al incremento en
la temperatura. La TAE no es un indicador seguro para evaluar el grado de madurez de
los organismos, ya que el proceso de maduracion depende de factores como el manejo
de los reproductores, la calidad del agua, la temperatura y la calidad de alimento
(Millican y Helm, 1994). Sila TAE se complementa con histologia, nos puede ayudar a
generar protocolos mas especificos para el acondicionamiento reproductivo del ostion

Kumamoto en SRA.

4.7 Fertilidad

La calidad de los gametos se ve afectada por el proceso de acondicionamiento
reproductivo al cual se encuentran sometidos los bivalvos (Helm et al., 1973). En el
proceso de acondicionamiento reproductivo, con una dieta con altas concentraciones de
acidos grasos (PUFAS y HUFAS) se proporciona a los reproductores nutrientes
necesarios para la formacién de gametos de buena calidad, lo cual se vera reflejado en
las tasas de fertilidad y supervivencia de las larvas (Gallagher y Mann, 1986). En
nuestro experimento encontramos que la concentracion espermatica y de ovocitos, la
cantidad de larvas (D) y las lavas mas grandes (largo, ancho) se obtuvieron de los

organismos acondicionados en los SRA con reactor de calcio. Los resultados obtenidos
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en la tasa de alimentacion, la dinamica de la calidad del agua, el indice de condicién y
la TAE, no fueron diferentes entre los tratamientos y se mantuvieron dentro de los
rangos reportados como 6ptimos para el ostion Kumamoto. Sin embargo al analizar la
calidad del agua y en forma especifica el sistema carbdn carbonatos, podemos
observar que durante el periodo de acondicionamiento reproductivo se detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos en las concentraciones de HCO3', COsg,
CO; y alcalinidad. Las mayores concentraciones de los iones que integran el sistema
carbdén-carbonato se detectaron en los SRA con reactor de calcio. Estos resultados
sugieren que en el acondicionamiento reproductivo, la temperatura, la alimentacién y el
fotoperiodo no son los Unicos factores que intervienen en la maduracion del ostion
Kumamoto, sino que el balance idnico tiene un efecto importante. Se desconocen los
mecanismos involucrados en el balance ionico, el metabolismo del calcio y en la
formacion/disolucion de la concha, por lo que este estudio sirve como un punto de

partida para el desarrollo de estudios posteriores.
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Capitulo 5. Conclusiones

Los SRA son capaces de mantener la calidad del agua dentro de los rangos Optimos
reportados para los moluscos bivalvos.

Los SRA con reactor de calcio, promovieron un mejor equilibrio en el sistema carbo6n-

carbonatos.

La concentracion de CO; registrada en este experimento en ambos tratamientos no

provoco efectos negativos en el ostion Kumamoto.

Los reactores de calcio tienen una influencia directa en la fertilidad de los ostiones

Kumamoto.

El incremento constante de temperaturas en el acondicionamiento reproductivo, puede

provocar desoves parciales.

La temperatura, la alimentacion y el fotoperiodo, no son los unicos factores que
intervienen en la maduracion del ostion Kumamoto, el intercambio ionico también debe

ser considerado.
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5.1 Recomendaciones

Realizar estudios sobre el efecto de estrategias de alimentacion en el

acondicionamiento reproductivo del ostion Kumamoto en SRA.

Determinar y analizar el efecto de los iones aportados por el reactor de calcio en el

ostiébn Kumamoto durante su acondicionamiento reproductivo en SRA.

Determinar el tiempo y temperatura de aclimatacién 6ptima para el ostion Kumamoto.

Realizar estudios con las larvas obtenidas al final del acondicionamiento reproductivo

del ostibn Kumamoto.

Realizar nuevos prototipos de fraccionadores de espuma para la retencion de solidos
en los SRA.

Estudiar el efecto del manejo del sistema, carbon- carbonatos en el metabolismo del

calcio.

Estudiar el efecto del sistema carbon- carbonatos en la calidad de los gametos.

Se hacen las siguientes recomendaciones para determinar la excrecion amoniacal

durante la determinacion de consumo de oxigeno:

e Generar un reservorio de agua proveniente de los SRA. El agua deberéa estar

filtrada a 10, 5 y 1y y pasada por radiacién UV.

e Antes de introducir a los organismos a las camaras metabdlica, secarlos con
papel secante para retirar el excedente de agua de sus valvas y evitar errores

en la medicién.
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