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Los sistemas de recirculacion son sistemas que tienen ventajas para llevar a cabo el
acondicionamiento y la maduracion de los moluscos bivalvos ya que permiten mantener los
parametros fisicoquimicos adecuados. Sin embargo, son pocos los trabajos en los que se
utilizan sistemas de recirculacion para el acondicionamiento y maduracion de reproductores
de moluscos bivalvos. En este estudio se probd un prototipo de sistema de recirculacion
para el acondicionamiento y maduracion de reproductores de ostion japonés (Crassostrea
gigas). Se llevaron a cabo dos diferentes experimentos, en el primer experimento se evalué
el efecto de la dieta en la maduracion de los gametos en tres diferentes tratamientos: D1
(alimentados con Tetraselmis 3600), D2 (alimentados con Isocrisys 1800) y D3
(alimentados con mezcla 50:50 de las dos microalgas). En el segundo experimento se
evalud el efecto de tres diferentes regimenes de temperatura con una dieta mixta en la
maduracion de los gametos: T1 = 16-24 °C, T2 = 20 °C y T3 = 24 °C. Para cada uno de
estos tratamientos se utilizaron 43 organismos por tanque y cada tratamiento se realiz6 por
triplicado. Se hicieron 7 muestreos durante un periodo de 72 dias, en cada muestreo se
recolectaron tres organismos de cada tanque para realizar cortes histoldgicos y hacer el
andlisis del desarrollo gonadal. Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que el
prototipo de sistema de recirculacion disefiado fue eficiente ya que se logré mantener los
parametros fisicoquimicos controlados y los compuestos nitrogenados se mantuvieron por
debajo de los niveles toxicos (< 0.2 mg/L). No se encontraron diferencias significativas en
el desarrollo gonadal de los tratamientos D1 y D2 (P>0.05) aunque se encontré que el
tratamiento D1 se mantuvo constante en el porcentaje de componentes celulares de la
gonada durante todo el experimento. En el D2 se observdé gametogénesis, pero el
porcentaje de gametos maduros producidos fue muy bajo, el D3 también se observé
gametogénesis pero con volimenes de gametos maduros muy bajos con excepcion del
altimo dia de muestreo (dia 72) en el cual fue significativamente diferente a D1y D2. En el
tratamiento T1 se observé un mayor porcentaje de gametos maduros y ademas el indice
gonéadico alcanzd porcentajes altos desde el dia 33, para el T2 no se observé un incremento
en el indice gonadico durante el experimento aunque si se observaron porcentajes > 20 %
de gametos maduros en el volumen de los componentes de la génada. En el tratamiento T3
se encontrd un incremento en el indice gonédico para el dia 41 y 48 del experimento con
porcentajes cercanos al 40 % de gametos maduros, pero este tratamiento presenté el mayor



porcentaje de mortalidad. Con esto se puede concluir que la combinacion entre la
alimentacion y la temperatura permiten manipular el desarrollo gonadico de C. gigas y los
sistemas de recirculacion son una herramienta eficiente para poder mantener los parametros
mas convenientes.

Palabras clave: ostion, Crassostrea gigas, sistemas de recirculacion, temperatura,
alimentacion.
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CONDITIONING AND RIPENING OF Crassostrea gigas REPRODUCERS IN A
RECIRCULATION SYSTEM

Closed recirculation systems can be used for conditioning and maturation of bivalve
mollusks, since they can be used to maintain adequate physical-chemical parameters.
Nevertheless, recirculation systems for conditioning and maturation of bivalve mollusks
broodstock have been used in few studies. In this study, a recirculating system prototype
for conditioning and maturation of Japanese Oysters (Crassostrea gigas) broodstock was
tested. Tow different experiments were designed to attain this objective. In the first
experiment, three different diets: D1 (fed with Tetraselmis 3600), D2 (fed with Isochrisys
1800), and D3 (fed with a 50/50 combination of both microalgae). In a second experiment
three different temperatures regimes: T1=16-24 °C, T2=20 °C and T3=24 °C were
evaluated. For each one of these treatments, 43 organisms were used and every treatment
was done in triplicate. Seven samplings were completed in 72 days. In each sampling
period 3 oysters from each treatment were collected and a gonad sample was obtained for
histology analysis to determine gonad development. The results obtained in this study
indicated that the recirculation system prototype was able to keep water optimum quality
parameters, and the nitrogenous components stayed below toxic levels (< 0.2 mg/L). for the
first experiment no significant differences were detected in gonad development for
treatments D1 and D2 (P>0.05). Although it was found, that in treatment D1 the
percentages of cellular components of the gonads stayed constant during the whole
experimental development. In treatment D2, gametogenesis was observed, but the
percentage of ripe gametes was very low. Gametogenesis was found in treatments D2 and
D3. However the volume of ripe gametes was very low, except for the last day of sampling
(day 72) were treatment D3 was significant different from D1 and D2. T1 had the higher
percentage of ripe gametes; in addition, the gonad index reached high percentages starting
from day 33. In T2, gonad index did not increase during the experiment. However, the
volume of rip gametes was >20 %. In the treatment T3, there was an increase in the gonad
index on day 41 and 48, with percentages close to 40%. Nerveless this treatment had the
highest percentage of mortality. Thus, it can be concluded that the combination of diet and
temperature allows the manipulation of the gonad development of C. gigas and that the
recirculation systems are an efficient tool to maintain convenient physical-chemical and
environmental parameters.
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I.- INTRODUCCION
I.1.- Generalidades

La producciéon de organismos marinos como fuente de alimento ha crecido en los
ultimos 20 afios, con una produccién total 87.8 millones de toneladas en 1984 y de 143.6
millones de toneladas en el 2006 (FAO, 2008). En la produccion de moluscos ha habido un
incremento en la produccion acuicola considerable en la ultima década. En 1983 se produjo
1.8 millones de toneladas, esta produccion se incrementd un 783 % (14.1 millones de
toneladas) para el 2006 (FAO, 2008).

De los 14.1 millones de toneladas de produccion de moluscos en 2006, el 97%
(13.67 millones de toneladas) correspondié a organismos bivalvos. El 35% de estos a
ostiones, el 97 % (4.64 millones de toneladas) del total de ostiones producidos corresponde
al el ostion japonés (Crassostrea gigas) lo que lo coloca como la especie de molusco mas
importante producida en términos de biomasa (FAO, 2006).

El ostion japonés tiene su origen en el noroeste de Asia y posteriormente se
introdujo para su cultivo en Europa, América y Nueva Zelanda (FAO, 2006). El primer
cultivo comercial mexicano se hizo en la Bahia de San Quintin, Baja California en el afio
de 1976 (Ibarra, 1980, Villarreal, 1993), con semilla proveniente de un laboratorio de
Washington en E.U.A. Este laboratorio a su vez obtuvo la semilla de poblaciones naturales
de ostion en Japon (Gutiérrez, 1988). Periodicamente se introdujo en Bahia San Quintin
semilla de ostion proveniente de Washington y Oregon E.U.A. (De la Rosa et al, 1991).

En los inicios del cultivo de ostion Japonés en Bahia San Quintin, las cosechas
fueron exitosas y su desarrollo se increment6 al paso de los afos (Lara, 1975) obteniendo

para el afio 2001 una produccion de 1600 toneladas (SAGARPA, 2001). Este incremento se



debid en gran parte a la alta productividad primaria que caracteriza a la Bahia de San
Quintin como una de las lagunas costeras mas fértiles del océano pacifico (Lara, 1975).

Sin embargo, a partir de 1997 se presentaron altas mortalidades de semilla,
juveniles y adultos de C. gigas, lo que ha llevado a una crisis en la industria de la
ostricultura en Baja California (Chavez et al., 2007). Las causas de las altas mortalidades
no son bien conocidas, pero en otros paises donde esto ha ocurrido se ha determinado como
posible causa a las interacciones entre el ambiente, los ostiones y organismos patogenos
(Cheney et al., 2000). Las altas mortalidades registradas y la falta de disponibilidad de
semilla han hecho necesaria la aplicacion de nuevas técnicas de cultivo para mantener y
acondicionar a los reproductores, incluyendo el disefio, uso o aplicacion de sistemas de
recirculacion.

Los sistemas de recirculacion acuicola son un conjunto de procesos y componentes
que se utilizan para el cultivo de organismos acuaticos, donde el agua se limpia
continuamente y se re-utiliza (Libey, 1993). Los sistemas de recirculacion o sistemas
cerrados tienen como ventaja el uso racional del agua ya que el volumen de recambio es
menor a un 10% diario del volumen total del sistema. Este tipo de sistemas permite el
monitoreo y control de los pardmetros fisicoquimicos tales como: la temperatura, la
salinidad, el oxigeno disuelto, el dioxido de carbono, el potencial de hidrogeno (pH), la
alcalinidad y los metabolitos como el nitrdgeno amoniacal, los nitritos y los nitratos. El
control de los parametros fisicoquimicos permiten la produccion continua a lo largo del afio
(Timmons et al., 2002). Ademas, si se mantienen los factores fisicoquimicos adecuados, los
organismos cultivados pueden presentar mejores tasas de crecimiento y conversion

alimentaria (Wheaton, 1977). Los sistemas cerrados también permiten disminuir la



transmision horizontal de enfermedades, ya que cada tanque se mantiene como una unidad
de cultivo independiente (Losordo et al., 1992a).

Para que un sistema de recirculacion sea eficiente y provea un ambiente adecuado
debe poseer cinco procesos o caracteristicas: a) La remocion de sélidos que consiste en
remover los desechos producidos en los sistemas tales como las heces y el alimento no
consumido, b) La biofiltraciéon que tiene la funcion de controlar los compuestos
nitrogenados producto del metabolismo de los organismos, ¢) La aireaciéon u oxigenacion
que consiste en adicionar aire u oxigeno al agua, d) La desgasificacion que es el proceso de
eliminar el didoxido de carbono acumulado en el sistema, y e) La circulacién del agua
(Losordo et al., 1992b). Estos procesos o tratamientos se llevan a cabo en unidades
especialmente disefiadas para proveer una calidad de agua adecuada y deben tener un bajo
coste para que se mantenga la rentabilidad del cultivo (Losordo et al., 1992a).

Existen pocos trabajos en los que se utilizan los sistemas de recirculacion para el
crecimiento, engorda, acondicionamiento y maduracion de reproductores de moluscos
bivalvos (Bolton, 1982; Laing, 1987; Robinson, 1992a; O’Connor et al., 2000; Wang,
2003). El uso de los sistemas de recirculacion presenta una gran ventaja, sobre todo, para
los laboratorios de produccion de semilla de moluscos bivalvos ya que es posible propiciar
condiciones ambientales adecuadas para el acondicionamiento y maduracion de los
reproductores atin fuera del periodo de maduracion y reproduccion natural (Chavez et al.,
2002).

El objetivo principal de los laboratorios de produccion de semilla es obtener una
maxima fecundidad de los reproductores ademés de mantener la calidad de los huevos y

viabilidad de las larvas (Utting y Millican, 1997). Existen muchos trabajos donde se



describe el protocolo para la produccion de semilla de ostion y otros moluscos bivalvos y
se sefala que los principales factores que promueven el desarrollo de las gonadas son los
parametros ambientales como la temperatura, el fotoperiodo, la calidad del agua y los
pardmetros nutricionales como la disponibilidad y calidad del alimento (Breese y Malouf,
1975; Gallager y Mann, 1986; Utting y Spencer, 1991; Castagna et al., 1996; Utting y
Millican, 1997; Brown y McCausland, 1999; Matthiessen, 2001; Brown, 2002; Chavez et
al., 2002; Uriarte et al., 2004).

En todo laboratorio de produccién de semillas de bivalvos, el protocolo de
produccion se divide en tres etapas: a) El acondicionamiento de reproductores, b) El
desove, la fertilizacion, la obtencion de larvas y, c) El asentamiento y la obtencion de
juveniles (Chavez et al., 2001). Aunque estas fases se llevan a cabo de forma rutinaria,
existen variaciones en el tiempo necesario para la maduracion de las gonadas ya que
dependen del origen de los reproductores, el estadio de maduracion al tiempo de la
recoleccion y estacion del afio de la recolecta (Robinson, 1992b, Chavez et al., 2003).

Una de las principales operaciones de los laboratorios de produccion de semilla es
la produccion de alimento (Powell et al., 2002). La principal fuente de alimento para
moluscos bivalvos, tanto reproductores como larvas y juveniles, son las microalgas. En la
actualidad la produccion de microalgas como alimento vivo garantiza un mejor crecimiento
y sobrevivencia de los organismos en comparacion con formulas alternas (Laing y
Millican, 1986; Cordero y Voltolina, 1994).

Para controlar la reproduccion de los moluscos bivalvos se tienen que tomar en
cuenta la interaccion entre factores exdgenos como el alimento y la temperatura, asi como

factores endogenos como los ciclos neuro-endocrinos y el genotipo. El rol de estos factores



en la iniciacion y duracion de la gametogénesis difiere en su mayoria en el rol que juegan
en el tiempo y sincronizacion de los desoves (Seed y Suchanek, 1992). La temperatura es el
factor exdgeno mas utilizado para alterar la gametogénesis en los bivalvos, sin embargo la
alimentacion también juega un papel muy importante en el tiempo de inicio de la
gametogénesis. La razon por lo que el alimento es uno de los principales factores que
afectan en la gametogénesis es debido a que es un proceso que demanda mucha energia por
lo que se hace necesario la disponibilidad adecuada de alimento, la disponibilidad de
energia de reserva o ambas (Gosling, 2003).
1.2.- Antecedentes

El uso de sistemas de recirculacion para cultivo de organismos bivalvos se ha
llevado a cabo por casi 30 afios (Bolton, 1982). Los sistemas cerrados propician un mejor
crecimiento para postlarvas de ostion Japonés (Crassostrea gigas) ya que permite que haya
un mayor tiempo de residencia del alimento en el sistema, aumentando asi su
disponibilidad a lo largo del dia (Badillo, 2006). Aun cuando no se han encontrado
diferencias en el crecimiento y desarrollo gonadico de los reproductores mantenidos en
sistemas de recirculacion y sistemas tradicionales de flujo abierto, el control de la
temperatura y el fotoperiodo en un sistema de recirculacién permite disponer de semilla
durante todo el afio (Robinson, 1992a). Al incrementar la temperatura del agua, los
reproductores de moluscos bivalvos pueden madurar aun fuera de la temporada
reproductiva (Robinson, 1992b). En condiciones naturales, los bivalvos de zonas costeras
de aguas templadas empiezan su maduracion sexual cuando la temperatura excede los 10-
14 °C y los gametos comienzan a desarrollarse entre mayo y junio, y maduran entre julio y

agosto (Utting y Spencer, 1991). Para el ostion Japonés (C. gigas), la acumulacion de



reservas (glicogeno) en el medio natural comienza en otofio e invierno y los primeros
signos de inicio de gametogénesis se observan en enero cuando la temperatura ain esta
descendiendo (Chavez et al., 2002). Sin embargo, se ha encontrado que en sistemas de
cultivo artificial es necesario proporcionar una buena alimentacidon y temperaturas mayores
de 18 °C, para que se estimule el desarrollo y la maduracion de las gonadas (Thompson et
al., 1996).

Se han realizado diversos trabajos en los que se aborda el tema de la alimentacion
para el acondicionamiento de reproductores de moluscos. Utting y Spencer (1991),
mencionan que la madurez puede ser acelerada si se administran cantidades adecuadas de
alimento y que las especies Monochrysis lutheri e Isochrysis galbana son microalgas que
tienen un tamafio y calidad nutricional adecuado para la engorda y acondicionamiento de
reproductores. Los mejores resultados de acondicionamiento y maduracion de los
reproductores de moluscos bivalvos se han obtenido alimentando con una racion de 4 a 6
% del peso seco del organismo en peso seco de microalgas (Millican y Helm, 1994). Si se
alimentan con una racién mayor (9%) puede generarse un crecimiento exagerado de las
conchas, retraso en la maduracion de los gametos y una disminucion en la viabilidad de las
larvas producidas (Stephenson, 1973). Para la alimentacion de sus reproductores los
laboratorios de produccion de semillas utilizan monocultivos o mezclas de dos o mas
especies de microalgas siendo Isochrysis sp., Chetoceros calcitrans, Pavlova lutheri y
Thalassiosira pseudonana, las mas usadas (Coutteau y Sorgeloos, 1992).

Existe una carencia de informacion en relacion al acondicionamiento de C. gigas en

sistemas de recirculacion. Es por esto que en este trabajo se estudiara el efecto de la mezcla



de dos microalgas y la temperatura en la maduracion de reproductores de ostion Japonés C.

gigas en un sistema de recirculacion.



I1.- OBJETIVOS
11.1.- Objetivo General
e Determinar el efecto de la dieta y la temperatura en el desarrollo gonaddico del
ostion Japonés (Crassostrea gigas) mantenidos en un prototipo de un sistema de
recirculacion.
11.2.- Objetivos particulares
e Disefiar, construir y evaluar un prototipo de un sistema de recirculacién para la
maduracion de reproductores de moluscos bivalvos.
e Determinar el efecto de la dieta sobre el tiempo de maduracion de las gonadas de
los reproductores.
e Comparar el desarrollo de las goénadas de C. gigas al mantenerlos con tres

temperaturas diferentes.



I11.- HIPOTESIS
El uso de un sistema de recirculacion en el que se pueda manipular la temperatura y
dieta, permitird controlar la maduracion de las gonadas de los ostiones y obtener gametos y

larvas durante cualquier época del afio.
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IV.- MATERIALES Y METODOS
IV.1.- Obtencion de organismos

Para llevar a cabo este experimento, se utilizd un total de 804 ostiones adultos
(Crassostrea gigas) de 83.9+£16.3 g de peso fresco entero. Los ostiones se obtuvieron de
Bahia San Quintin, B.C. Los organismos se transportaron en seco en hieleras con una
temperatura de 18°C al Departamento de Acuicultura del CICESE, donde se colocaron en
tanques circulares de 280 1 para su aclimatacion. La aclimatacion se llevd a cabo
incrementando un grado centigrado la temperatura del agua por dia hasta que se alcanz6 la
temperatura correspondiente de cada tratamiento.

IV.2.- Descripcién del sistema
IV.2.1.- Sistemas para la maduracion de reproductores

Cada unidad de maduracion estuvo compuesta por un tanque circular (0.77 m de
didmetro x 0.46 m de alto), de color negro y fondo plano con una capacidad maxima de 280
| conectado a un biofiltro de medio granular de 0.018 m® de capacidad (Figura 1).

El agua se recirculd en la unidad de maduracion por medio de bombeo con aire
(Reinemann y Timmons 1987). El abastecimiento de aire para promover la circulacion del
agua y oxigeno a los reproductores, la proporcioné un aireador regenerativo eléctrico de 7.5
HP de capacidad. Para elevar la temperatura de los sistemas se utilizaron calentadores
eléctricos de titanio de 300 W (Fines, Westmont, IL) controlado con un termostato de + 0.5
°C de precision. Cada uno de los biofiltros de cada sistema se aclimato por 50 dias a 16 °C

previo a los experimentos como lo recomienda Simmonel et al. (2002).
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Ostiones

Figura 1. Sistema de maduracion con bioclarificador que se utilizo para los experimentos.
a) tanque de maduracion, b) tuberia de desagiie, c) bioclarificador, d) retorno de agua
filtrada, e) cuentas de plastico.
IV.2.2.- Disefio del bioclarificador

El biofiltro estuvo compuesto por un tubo de PVC de 0.4 m de didmetro con una
altura de 0.5 m. Se utilizaron 7.2 1 de esferas de polipropileno de 2-3 mm de didmetro como
medio filtrante. En la parte interna del biofiltro se colocd un fraccionador de espuma
construido con tuberia de PVC de 0.06 m de didmetro con un tapén capucha en la parte
inferior del tubo y una reduccion (0.06 a 0.025 m) en la parte superior. Para la recoleccion
de la espuma se utilizé un tapon de capucha de 0.1 m de diametro. La circulacion del agua
a través del biofiltro y de regreso al tanque de cultivo se realiz6 utilizando bombeo por aire

(Figura 2).
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Figura 2. Diagrama del biofiltro utilizado para la remocién de solidos y oxidacion de
compuestos nitrogenados. a) tanque de maduracion, b) fraccionador de espuma, ¢) medio
expandible granular, d) desagiie para retrolavado, €) tuberia de retorno.
1VV.3 Monitoreo de la calidad del agua

La temperatura (°C), la salinidad (%,) y el oxigeno disuelto (mg 1) en el agua se
monitorearon diariamente usando un equipo multiparametro (YSI modelo 556MPS, Ohio,
EUA). El pH se monitored diariamente con un potencidémetro manual (HANNA
Instruments, modelo HI 98127, Rhode Island, EUA).

Las mediciones de nitrogeno amoniacal total (NAT), los nitratos (NO;) y los nitritos
(NO3) se realizaron semanalmente utilizando un kit de medicion rapida para agua de mar

marca Aquarium Pharmaceuticals, Inc.
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IV.4.- Disefio experimental
Para cumplir con los objetivos de este trabajo, se utilizaron 18 unidades de
maduracion, donde cada unidad consistiéo de un tanque y un bioclarificador (Figura 3). En

cada unidad se colocaron 43 organismos reproductores con un peso fresco entero promedio

de 83.9+16.3 g.

Figura 3. Diagrama del sistema de tanques y filtros que se utiliz6 para los experimentos de
acondicionamiento y maduracion de gonadas de reproductores de ostion japonés, a)
bioclarificador, b) tanques de maduracion, c¢) tuberia de aire.

Se llevaron a cabo en forma simultanea dos experimentos. El primero para probar el
efecto del uso de diferentes dietas y el segundo para probar el efecto de diferentes

temperaturas en el desarrollo de la génada del ostion Japonés. En cada uno de los dos

experimentos se probaron tres diferentes tratamientos con tres repeticiones cada uno.
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En el experimento donde se probaron las dietas, en el primer tratamiento (D1) los
organismos se alimentaron con la microalga en pasta Tetraselmis 3600 (Reed Mariculture
Store, Campbell, CA, EU). En el segundo tratamiento (D2) los organismos se alimentaron
con la microalga en pasta Isochrysis 1800 (Reed Mariculture Store) y en el tercer
tratamiento (D3), los organismos se alimentaron con una mezcla (50-50) de las dos
microalgas en pasta (Tetraselmis 3600 y Isochrysis 1800). Los reproductores se
mantuvieron a una temperatura constante de 20 °C durante 72 dias.

Para evaluar el efecto de la temperatura en el desarrollo de la génada de los
organismos en el primer tratamiento (T1) se consider6 la temperatura ambiente que oscilo
entre 16 y 24 °C. En el segundo tratamiento (T2), la temperatura se mantuvo constante a 20
°C y en el tercer tratamiento (T3) se consider6 una temperatura constante de 24 °C. A todos
los organismos en este experimento se les alimentd con una mezcla (50-50) de dos
microalgas en pasta (Isochrysis 1800 y Tetraselmis 3600) y se mantuvieron bajo las
condiciones experimentales por 72 dias.

La alimentacion de los organismos en los dos experimentos se efectué de forma
manual agregando el 2% del peso seco del tejido de los reproductores de ostion en peso
seco de pasta. Para calcular el peso seco del tejido y poder determinar la racidon alimentaria
diaria se muestrearon 30 organismos al inicio del experimento. Los organismos
seleccionados fueron sacrificados y se obtuvo el peso hiimedo con una precision de 0.1 g.
Posteriormente los organismos se colocaron en forma individual en navecillas de aluminio
previamente pesadas y etiquetadas y se secaron en una estufa a 60 °C durante 48 horas.
Una vez transcurrido el tiempo de secado las navecillas con el tejido seco se pesaron en una

balanza digital de 0.01 g de precision. La racion alimentaria se ajustd durante todo el
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experimento disminuyendo la cantidad de microalga que se agregaba a cada tanque en
relacion a los organismos retirados para muestreo y debido a la mortalidad.

Para determinar el estado de desarrollo de las goénadas del ostion Japonés
Crassostrea gigas, se muestrearon nueve ejemplares por semana en forma aleatoria en cada
uno de los seis tratamientos (tres organismos por unidad de maduracion). A cada organismo
muestreado se le tomo el peso entero y el peso de la carne con una balanza digital de 0.01 g
de precision y se midio la longitud (eje mayor) con un ictidémetro de 0.1 cm de precision.
IV.5.- Analisis Histologico

Para cuantificar el desarrollo gonadico de los organismos en cada uno de los
tratamientos se realizaron cortes histologicos para esto, se tomd una fraccion del cuerpo
blando de cada organismo haciendo un corte transversal oblicuo centrado en la region
media de la glandula digestiva, seguido de un segundo corte transversal a ~ 5 mm posterior
al primer corte. En forma inmediata las secciones cortadas de cada organismo se colocaron
en crio-moldes de vinilo desechables (25 mm x 20 mm x 5 mm marca Tissue Tek”™ 4557),
se etiquetaron y se embebieron en un medio congelante para tejidos (O.C.T. Freezing
Medium Compound, Tissue Tek™) y se congelaron a — 78 °C con CO, (hielo seco).
Posteriormente las muestras se almacenaron en un ultra-congelador REVCO a -70 °C para
su posterior tratamiento y analisis.

Las muestras se sacaron una a una del ultra-congelador y se colocaron en una
hielera con hielo seco. Las muestras se colocaron y adhirieron en un porta muestras para
criostato utilizando un medio congelante O.C.T..

A cada una de las muestras congeladas se le hizo un corte de 7um de ancho con un

criostato marca Leica modelo CM 1510s a una temperatura de -32 °C que se montd sobre
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un porta objetos previamente limpiado con alcohol etilico y enfriado dentro del criostato.
Para el andlisis histoldgico se utilizo la tincidn rutinaria de hematoxilina-eosina (Humason,
1967) en un tren de tincion manual marca Tissue Tek modelo II. Posterior a la tincion, las
laminillas se montaron en resina sintética (Cytoseal "™60 Richard-Allan Scientific) y se
cubrieron con un cubre objetos para llevar a cabo el andlisis histologico

La evaluacion del desarrollo gonadal se estudié en un microscopio marca NIKON
modelo ECLIPSE 80i. Las imdagenes analizadas se capturaron con una camara para
microscopio (EVOLUTION VF, Media Cybernetics, Canadd). Las imagenes obtenidas con
la camara se procesaron con el software IMAGE PRO PLUS version 5.1 (EVOLUTION
VF, Media Cybernetics, Canada).

Las goénadas se clasificaron en funcidn de las distintas fases de maduracion gonadal
de acuerdo a la siguiente clasificacion: Indiferenciado (Estadio 1), en desarrollo (Estadio
2), maduro (Estadio 3), desovado (Estadio 4) y en reabsorcion (Estadio 5). Se utilizé como
método de determinacion de las fases de desarrollo gonadal una modificacion de la escala

de comparacion descrita por Steele y Mulcahy (1999) (Tabla I y II).
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Tabla I. Descripcion de los estadios gonadicos utilizados para clasificar el desarrollo
gonadal de las hembras de Crassostrea gigas.

Estadio Descripcion

1 Indiferenciado No hay evidencia o presencia de foliculos en el area
circundante a la glandula digestiva.

2 Desarrollo Las oogonias presentes, no hay oocitos libres, mucho
tejido conectivo.

3 Maduro Los foliculos estan llenos oocitos, los oocitos libres con
nucleo y nucléolo visibles.

4 Desovado Los oocitos libres pero poco compactados, las paredes de

los foliculos aparentemente rotas, foliculos vacios y
presenciade fagocitos.

5 Reabsorcion El tejido conectivo aparente en los foliculos, los oocitos
pueden ser vistos en proceso de citdlisis, y presencia de
fagocitos en los foliculos.

Tabla II. Descripcion de los estadios gonadicos utilizados para clasificar el desarrollo
gonadal de los machos de Crassostrea gigas.

Estadio Descripcion
1 Indiferenciado No hay evidencia o presencia de foliculos en el area
circundante a la glandula digestiva.
2 Desarrollo Muchos  foliculos  pequefios, espermatogonias y

espermatocitos  numerosos, puede o no haber
espermatozoides, si hay presencia de espermatozoides las
colas estan en direccion del lumen del foliculo, en el centro
del foliculo.

3 Maduro El tejido inter folicular y epitelio germinal no son
evidentes, los foliculos estan llenos de espermatozoides
con las colas orientadas hacia el lumen del foliculo.

4 Desovado Los foliculos vacios o parcialmente vacios, si hay
presencia de espermatozoides estdn poco compactados en
los foliculos o en los conductos de espermas el tejido
conectivo crece rapidamente entre los foliculos, citolisis de
las células germinales presentes y grandes cantidades de
fagocitos.

5 Reabsorcion El tejido conectivo aparente en los foliculos, infiltracion de
fagocitos en los foliculos.
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IV.6.- Estereologia cuantitativa

El método de estereologia cuantitativa se utilizd para obtener la proporcion de
volumen de los diferentes componentes celulares de la gonada (Seed y Suchanek, 1992). La
estereologia cuantitativa se basa en el principio de Delesse, el cual establece que en una
seccion bidimensional o fraccion de volumen (Vy) de una roca o cualquier otro compuesto
solido (tejido), la naturaleza y distribucion de los componentes seccionados esta
relacionada con su naturaleza tridimensional y su distribucion en la estructura de un todo
(Briarty, 1975). Este principio parte de que la fraccion del volumen (Vy) de los diversos
componentes “i” de un compuesto so6lido, se puede estimar midiendo sobre secciones
tomadas aleatoriamente las areas relativas de sus perfiles cuya expresion matematica es

(1344
1

A.i=V,i. La fraccion del volumen del componente (V.i) se define como el volumen del

[13%4]

componente “i” en la unidad de volumen del espacio de referencia y se evalua mediante
una reticula con 21 puntos alineados (Weibel, 1969), de tal forma que se obtiene Vi;
contando el nimero de puntos que se encuentran sobre los perfiles del componente “i” (42
puntos) (Figura. 4).

Para esta estimacion es necesario delimitar el espacio de referencia y los
componentes. En este trabajo los componentes celulares que se tomaron en cuenta son: las
células adipogranulares (AG), las células vesiculares del tejido conectivo (CVT), los
gametos maduros (GM), los gametos en desarrollo (GD) y los espacios foliculares (EF)
(Figura 5).

Para hacer los conteos de los tipos celulares y tener una representatividad del estado

de madurez de los ostiones se tomaron fotos de cinco zonas de la gonada de cada una de las

muestras de los diferentes tratamientos. Las observaciones de los componentes de la
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génada se sumaron y se expresaron como fraccion del volumen (Vy) expresado en
porcentaje:
V= (cm/n) * 100
donde:
cm= sumatoria de las observaciones de los componentes de la gonada
n= numero total de conteos realizados
Una representacion clara del ciclo gonadico y del tejido de reserva se obtiene
mediante los indices gonddico (IG) y somatico (IS) que se expresan en porcentaje:
IG= Vyom *+ Viep
IS=Vyag + Vievr
Los cambios en los indices gonadico (IG) y somético (IS) pueden ayudar a inferir

cuando ocurre la gametogénesis y los procesos de acumulacion de reservas.

Figura 4. Reticula de Weibel, los extremos de cada linea muestran los lugares de conteo de
los componentes de la gonada.
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Figura 5. Cortes histologicos de hembras y machos de C. gigas donde se observan los
componentes celulares de la goénada: las células adipogranulares (AG), las células
vesiculares del tejido conectivo (CVT), los gametos maduros (GM), los gametos en
desarrollo (GD) y los espacios foliculares (EF)
IV.7.- Andlisis estadistico
La temperatura, el oxigeno disuelto, el pH, la salinidad, los compuestos
nitrogenados (NAT, NO, y NOs), el peso de los organismos, la talla y la mortalidad se
analizaron con una ANOVA de una via (SAS, 1985, version 6.12). Cuando se detectaron
diferencias significativas en los parametros, se llevé a cabo una prueba a posteriori de
Tukey para encontrar las diferencias entre medias a un nivel de significancia de P < 0.05.
Para determinar el efecto de las dietas en el desarrollo gonadico del ostién Japonés

se realiz6 una prueba no paramétrica de Friedman ANOVA con un nivel de significancia de

P<0.05.
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Para determinar el efecto de la temperatura en el desarrollo gonadico del ostion
japonés se realizd6 una prueba no paramétrica de Friedman ANOVA con un nivel de

significancia de P< 0.05.
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V.- RESULTADOS
V.1.- Calidad del agua

En el ensayo en el que se probaron las diferentes dietas no se encontraron
diferencias significativas en la temperatura (P > 0.05), la temperatura en este experimento
oscilé entre 20.89 + 1.7 y 21.15 + 1.20 °C (Tabla III). No se detectaron diferencias
significativas en la concentracion de la salinidad, el oxigeno disuelto y el pH entre los
tratamientos D1, D2 y D3 (Tabla IV). No se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de NHy, NO, y NO; (P<0.05) entre los tratamientos D1, D2 y D3 (Tabla
V).

En el ensayo en el que se probaron las diferentes temperaturas, se encontrd que en
los tres tratamientos la temperatura fue significativamente diferente donde T3>T2>T1 (P <
0.0001 (Tabla III). Se observaron diferencias significativas en la salinidad entre los tres
diferentes tratamientos donde T3>T2>T1 (P, 0.0001) (Tabla IV). La concentraciéon de
oxigeno disuelto también presentd diferencias significativas, se observo que T1>T2>T3 (P
< 0.0001)(Tabla IV). EI pH no present6 diferencias significativas entre los tratamientos
T1, T2 y T3 alo largo del experimento (Tabla IV),

No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de NH4, NO; y

NOj; (P>0.05) entre los tratamientos T1, T2 y T3. (Tabla V).
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Tabla III. Temperatura esperada y promedio + desviacion estandar registrada en los
sistemas de recirculacion durante el experimento. Subindices diferentes (a, b, ¢) y (X, y, z)
indican diferencias significativas entre los tratamientos de los dos diferentes
experimentos®.

Temperatura (°C)

Esperado Observado
Promedio Méaximo Minimo
D1 20 21.15+1.20° 23.6 19.5
D2 20 21.11+£1.41° 23.8 19.6
D3 20 20.89+1.17° 23.3 19.3
T1 16-24 20.04+1.40" 24.1 15.8
T2 20 21.26+1.237 23.9 19.7
T3 24 23.85+2.01* 26.5 18.6

*D1 = Tetraselmis 3600, D2 = Isochrysis 1800, D3 = Mezcla de microalgas, T1 = Temperatura variable, T2 =
20°Cy T3 =24 °C.

Tabla I'V. Concentracion (promedio + desviacion estandar) de la salinidad, la concentracion
de oxigeno disuelto y el pH medidos en los sistemas de recirculacion durante el
experimento. Subindices diferentes (a, b, ¢) y (X, y, z) indican diferencias significativas
entre los tratamientos de los diferentes experimentos®.

Tratamiento Salinidad (ppm) O, (mg/l) pH
D1 34.4+1.7% 6.2+0.6" 7.8+0.1°
D2 34.7£1.7° 6.1+0.6° 7.8+0.1°
D3 34.4+1.7* 6.2+0.5° 7.8+0.1°
T1 33.8+1.97 6.3+0.5" 7.8+0.1%
T2 34.7+1.57 6.0+0.5” 7.8+0.1%
T3 35.3+1.8" 5.4+0.6” 7.8+0.1%

*D1 = Tetraselmis 3600, D2 = Isochrysis 1800, D3 = Mezcla de microalgas, T1 = Temperatura variable, T2 =
20°Cy T3 =24 °C.



24

Tabla V. Concentraciéon (promedio + desviacion estandar) del nitrogeno amoniacal total,
los nitratos y los nitritos presentes en los sistemas de recirculacion durante el experimento.
Subindices diferentes (a, b, ¢) y (X, y, z) indican diferencias significativas entre los
tratamientos de los diferentes experimentos®.

Tratamiento NH, (mg/L) NO; (mg/L) NO, (mg/L)
D1 0.05+0.09° 15.21£5.77* 0.11+0.14°
D2 0.09+0.12° 19.90+8.35% 0.21+0.16"
D3 0.04+0.04" 17.9249.06" 0.14+0.15°
T1 0.07+0.08" 13.54+5.06" 0.10+£0.14*
T2 0.08+0.11* 15.42+5.47" 0.11+0.10*
T3 0.11+0.12* 15.52+5.03" 0.09+0.11%

*D1 = Tetraselmis 3600, D2 = Isochrysis 1800, D3 = Mezcla de microalgas, T1 = Temperatura variable, T2 =
20°Cy T3 =24 °C.
V.2.- Parametros biologicos
V.2.1.- Crecimiento

En el experimento en el que se probaron las tres diferentes dietas no se encontraron
diferencias significativas (P > 0.05) en la longitud y el peso entero final de los ostiones
muestreados de los distintos tratamientos. La talla promedio inicial de los tres tratamientos
fue de 8.85 + 1.01 cm de longitud y el peso entero promedio inicial fue de 95.26 £ 22.21 g
(Tabla VI). No se encontraron diferencias significativas (P > 0.05) en el peso humedo del
tejido entre los tratamientos en los que se vari6 la dieta aunque si se observaron variaciones

a lo largo del experimento (Tabla VII).
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Tabla VI. Talla inicial y final, peso entero himedo inicial y final del ostion Crassostrea
gigas mantenidos durante el experimento. Subindices diferentes (a, b, ¢) y (X, y, z) indican
diferencias significativas entre los tratamientos de los diferentes experimentos*.

Tallainicial ~ Tallafinal  Peso enteroinicial Peso entero final
Tratamiento (cm) (cm) (9) (9)
D1 8.85+1.01° 8.82+0.05° 05.26+22.21% 102.82+8.19 *
D2 8.85+1.01° 8.42+0.18* 95.26+22.21* 100.65+£10.32?
D3 8.85+1.01*  8.55+0.25° 95.26+22.21° 96.54+4.90°
T1 8.85+1.01° 8.93+0.42* 95.26+22.21" 102.35+£7.47*
T2 8.85+1.01°% 8.45+0.07* 95.26+22.21" 94.05+1.14*
T3 8.85+1.01" 8.68+016" 95.26+22.21" 88.06+6.93 *

*D1 = Tetraselmis 3600, D2 = Isochrysis 1800, D3 = Mezcla de microalgas, T1 = Temperatura variable, T2 =

20°Cy T3 =24°C.*

Para los tratamientos en los que se varid la temperatura no se encontraron

diferencias significativas (P > 0.05) en la talla y peso entero final (Tabla VI). Tampoco se

encontraron diferencias significativas en la variacion del peso humedo del tejido de los

ostiones muestreados a lo largo del experimento (Tabla VII).
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V.2.2.- Mortalidad

A nivel de tratamiento se encontraron diferencias significativas (P=0.03475) en
el experimento donde se vari6 la dieta. Se encontraron diferencias significativas en la
mortalidad en dias donde el dia 1 fue significativamente diferente y menor que el resto
de los dias que duro en ensayo (P < 0.0001). En el tratamiento D1 (Tetraselmis 3600)
solo se murié un organismo, lo que equivale a un 99.22 % de sobrevivencia, sin
embargo en este experimento la sobrevivencia del tratamiento D2 y D3 no fue menor de
80 % (Tabla VIII).

Para el tratamiento en el que se varid la temperatura no se encontrd diferencias
significativas en la sobrevivencia (P > 0.05) registrada a lo largo del experimento (Tabla
VII). Se detectaron diferencias significativas a nivel de dias, donde el dia 1 presento una
mayor mortalidad que el resto de los dias (P < 0.0001)

Tabla VIII. Porcentaje de sobrevivencia del ostion Crassostrea gigas mantenidos en
sistema de recirculacion en los dos diferentes experimentos*.

Tratamiento No. Org. Muertos % Sobrevivencia
D1 1 99.22°
D2 21 83.72°
D3 22 82.95"
T1 10 92.25"
T2 23 82.17*
T3 34 73.64"

*D1=Tetraselmis 3600, D2= Isochrisys 1800, D3= Mezcla de microalgas, T1=Temperatura variable,
T2=20°Cy T3=24 °C.
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V.3.- Desarrollo gonadal
V.3.1.- Estadios gonadicos

En el experimento donde se vario la dieta no se encontraron diferencias
significativas (P=0.0752) en las fases de desarrollo gonadal entre los siete periodos de
muestreo de ninguno de los tratamientos (D1, D2 y D3). No fue posible observar una
tendencia clara en las observaciones de los estadios de desarrollo gonadal (Tabla I[X).
Tabla IX. Desarrollo gonadal del ostion Crassostrea gigas de los tratamientos D1, D2 y
D3 observados durante el periodo de experimental. Se indica el tratamiento N, namero

de muestras, M, porcentaje de machos, H, hembras, I, indiferenciados y el nimero de
observaciones de cada estadio.

Sexo % Estadio

Tratamiento Dia N M H | 1 2 3 4 5
D1 0 28 39 29 32 9 6 4 2 7
7 9 33 33 33 3 3 2 0 1

18 5 20 40 40 2 1 1 1 0

27 9 25 50 25 3 1 1 3 1

33 7 14 86 0 0 2 0 1 4

41 9 38 38 25 2 4 0 1 2

48 9 33 33 33 3 0 1 3 2

72 6 20 60 20 2 1 1 1 1

D2 0 28 39 29 32 9 6 4 2 7
7 9 33 11 56 5 4 0 0 0

18 6 20 80 0 1 2 2 0 1

27 9 22 67 11 1 2 5 1 0

33 6 50 50 0 0 2 1 3 0

41 9 44 33 22 2 3 1 1 2

48 9 0 56 44 4 0 2 1 2

72 6 33 67 0 0 0 2 2 2

D3 0 28 39 29 32 9 6 4 2 7
7 8 38 38 25 2 3 1 2 0

18 6 50 17 33 2 3 0 1 0

27 9 63 38 0 0 6 0 1 2

33 7 33 67 0 0 1 0 3 3

41 9 33 33 33 3 0 1 2 3

48 7 50 25 25 2 0 3 3 1

72 6 17 67 17 1 0 3 2 0

D1 = Tetraselmis 3600, D2 = Isochrysis 1800 y D3 = mezcla de microalgas
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Tabla X. Desarrollo gonadal del ostion Crassostrea gigas de los tratamientos T1, T2 y
T3 observados durante el periodo de experimental. Se indica el tratamiento N, nimero
de muestras, M, porcentaje de machos, H, hembras, I, indiferenciados y el niimero de
observaciones de cada estadio.

Sexo % Estadio
Tratamiento Dia N M H | 1 2 3 4 5
T1 0 28 39 29 32 9 6 4 2 7
7 9 22 67 11 2 0 4 2 1
18 6 17 33 50 3 1 1 1 0
27 9 33 33 33 3 1 4 0 1
33 7 29 57 14 1 2 3 1 0
41 9 78 22 0 0 3 3 2 1
48 9 22 67 11 1 1 7 0 0
72 6 17 33 50 3 0 0 2 1
T2 0 28 39 29 32 9 6 4 2 7
7 9 50 25 25 3 3 1 2 0
18 5 20 40 40 2 1 1 0 1
27 9 22 67 11 1 2 2 4 0
33 6 50 17 33 2 3 0 1 0
41 8 22 22 56 4 3 1 0 0
48 9 50 0 50 4 4 1 0 0
72 3 33 0 67 2 0 0 1 0
T3 0 28 39 29 32 9 6 4 2 7
7 9 22 11 67 6 1 1 1 0
18 6 17 33 50 3 1 0 2 0
27 9 22 33 44 4 1 2 2 0
33 6 50 50 0 0o 2 1 2 1
41 9 44 22 33 3 1 5 0 0
48 9 44 44 11 1 0 6 2 0
72 6 20 40 40 3 0 1 2 0

T1 = Temperatura variable, T2 =20°C y T3 =24 °C

En el experimento realizado para probar el efecto de la temperatura en el
desarrollo de las gonadas de reproductores de ostion Japonés no se encontraron
diferencias significativas en los estadios de desarrollo gonadal entre los siete periodos

de muestreo en ninguno de los tratamientos probados (T1, T2 y T3), en este
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experimento tampoco fue posible observar una tendencia clara en las observaciones del

desarrollo gonadal (Tabla X).

V.3.2.- Variacion de las fracciones de volumen de los componentes de la gdbnada

El cambio en las fracciones de volumen de los componentes de la gonada, en
especifico, el incremento en el porcentaje de gametos maduros muestran los cambios
obtenidos con cada tratamiento. En los dos experimentos la fraccion del volumen de los
componentes de la génada vario a lo largo del experimento (Figura 6 y 7).

En el experimento en el que se vari6 la dieta el tratamiento D1 (alimentados con
Tetraselmis 3600) no mostré cambios en el volumen de gametos maduros a lo largo del
experimento manteniéndose con valores menores al 13 %. El volumen de células
vesiculares de tejido conectivo (CVT) se mantuvo casi constante a lo largo del periodo
experimental, ademéas fue en el que se observo el mayor porcentaje de CVT (> 50%) de
los tres tratamientos (Figura 6). En el tratamiento D2 (alimentados con Isochrysis 1800)
el mayor porcentaje de gametos maduros fue de 24.52 % observado al dia 33 del
periodo experimental. Al igual que en D1, el mayor porcentaje de componente celular
fue el CVT (~ 55 %) sin embargo hubo un incremento en GM a partir del dia 18
manteniéndose entre 13 y 22 % durante el resto del periodo experimental (Figura 6). En
el tratamiento D3 (mezcla de microalgas) se observa una tendencia de aumento en el
porcentaje de gametos maduros conforme incrementa el tiempo, el mayor porcentaje de
gametos maduros (44.68%) se observo a los 72 dias del periodo experimental, el
volumen de gametos maduros en el dia 72 del periodo experimental del tratamiento D3
presentd diferencias significativas con respecto al volumen encontrado en los

tratamientos D1 y D2 en el mismo dia (Figura 6).
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Figura 6. Volumen de los componentes celulares de la gonada de los reproductores de
ostion para los tratamientos D1, D2 y D3 (Gametos Maduros (GM), Gametos en
Desarrollo (GD), Células Adipogranulares (AG), Células Vesiculares de Tejido
Conectivo (CVT) y Espacios Foliculares (EF) (temperatura constante de 20 °C.
D1 = Tetraselmis 3600, D2 = Isochrysis 1800 y D3 = Tetraselmis 3600 + Isochrysis
1800).
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En el experimento en el que se varid la temperatura, el tratamiento TI
(temperatura variable) presentd el porcentaje de gametos maduros mas alto de los tres
tratamientos con 48.36 % al dia 48. Se observa una tendencia a incrementar el volumen
de gametos maduros a lo largo del periodo experimental, pero para el dia 72 el volumen
de gametos maduros disminuy6 hasta menos del 10 %. El Tratamiento T2 (20 °C) el
porcentaje de gametos maduros se mantuvo muy bajo (maximo 19.79 %), no se observo
una tendencia clara en los cambios de volumen de ninguno de los componentes
celulares. El tratamiento T3 (24 °C) se observa una tendencia a incrementar el volumen
de los gametos maduros con respecto al tiempo, aunque el porcentaje maximo de
gametos observados fue de solo 35.67% observado el dia 48 del periodo experimental.
En este ensayo el mejor tratamiento fue el T1 ya que se observo una tendencia clara en

la maduracion de las gonadas y el volumen de gametos maduros fue mayor (Figura 7).

V.3.3.- Indice gonadico y somatico

La representacion grafica del ciclo gonadico (IG) y del tejido de reserva (indice
somatico) (IS) muestran con claridad las diferencias cualitativas que hubo entre los
tratamientos (Figura 8). En el caso de los tratamientos en los que se vario la dieta D1
(Tetraselmis 3600) los dos indices (IG e IS) se mantienen constantes a lo largo del
experimento, lo que indica que no hubo cambios en el estadio de maduracion de los
organismos mantenidos con esta dieta (Figura 8). En el tratamiento D2 (Isochrysis
1800) se observa un incremento en el IG y un decremento en el IS entre el dia 27 y 33
del periodo experimental, lo que indica un cambio en la maduracion de las gonadas de

los reproductores, sin embargo el porcentaje del IG es bajo.
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Figura 7. Volumen de los componentes celulares de la gonada de los reproductores de
ostion para los tratamientos T1, T2 y T3 (Gametos Maduros (GM), Gametos en
Desarrollo (GD), Cé¢lulas Adipogranulares (AG), Células Vesiculares de Tejido
Conectivo (CVT) y Espacios Foliculares (EF) (alimentados con la mezcla de
microalgas, T1 = temperatura variable, T2 = 20°C y T3 = 24°C).
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En el tratamiento D3 (mezcla de microalgas) se observo un cambio en las
proporciones de los indicies IG e IS para el dia 72, la tendencia de incremento en IG del
tratamiento D3 es gradual aunque no es posible determinar si la proporcion de IG
seguiria aumentando después del ultimo muestreo. Con los resultados de proporcion de
IG en el experimento en el que se vario la dieta no es posible determinar cual es el
mejor tratamiento ya que las proporciones de IG fueron bajas (< 50%) en todas las tres
condiciones experimentales (Figura 8).

En el segundo experimento en el que se probaron las tres diferentes temperaturas
el tratamiento T1 (temperatura variable) present6 un incremento gradual en el IG hasta
el dia 48, el porcentaje de IG en este tratamiento llego hasta mas del 60%. Para el dia 72
el IG de T1 disminuyd hasta menos del 20 %, lo que indica la presencia de organismos
maduros en el dia 48 y un posible desove entre los dias 48 y 72 (Figura 9). Los indices
IG e IS en el Tratamiento T2 (20 °C) se mantuvieron practicamente constantes durante
todo el experimento, solo para el dia 72 se observo un decremento en el porcentaje de
IG (Figura 9). En el Tratamiento T3 (24 °C) el IG increment6 de forma gradual hasta el
dia 48 del periodo experimental obteniendo poco mas de 40 %. En el dia 72, se observo
un porcentaje de IG de aproximadamente 20 %, ésta disminucion de porcentaje indica
un posible desove o reabsorcion de gametos en los reproductores mantenidos en las

condiciones experimentales de T3 (Figura 9).
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Figura 8. Variacién del indice somatico (IS) y gonadico (IG) de los ostiones en el

tratamiento D1, D2 y D3 (temperatura constante de 20°C). D1=Tetraselmis 3600,
D2=Isochrysis 1800 y D3= mezcla de microalgas.
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Figura 9. Variacion del indice somatico (IS) y gonddico (IG) de los ostiones en el

tratamiento T1, T2 y T3 (alimentados con la mezcla de microalgas, T1= temperatura
ambiente, T2=20°C y T3= 24°C).
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VI.- DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo fue desarrollar el conocimiento y la
tecnologia para poder mantener, acondicionar y madurar ostiones en sistemas de
recirculacion. Aun cuando ya existen algunos trabajos en los que se han mantenido a los
organismos en sistemas de recirculacion por periodos largos (Epifanio y Mootz, 1976;
Macmillan et al., 1994), son pocos los trabajos en los que se utiliza este tipo de sistemas
para manipular el ciclo reproductivo de los ostiones (Buchanan et al., 1998). Una de las
ventajas de utilizar los sistemas de recirculacion es el bajo gasto de agua (Timmons y
Palacios, 2001), a la par permite reproducir condiciones de calidad de agua especificas
para cada especie o estadio. Estos sistemas permiten una produccion continua a lo largo
el afio, con volimenes constantes de producto por medio de la manipulacion de las
cinco operaciones unitarias (Masser et al., 1998; Timmons et al., 2002). Estas
operaciones se incluyeron en el disefio del prototipo esta investigacion. En este sistema,
para la remocion de solidos y para la nitrificacion se utilizo un filtro de tipo granular de
cuentas flotantes de polietileno de baja densidad que llevo a cabo el trabajo de filtracion
mecanica (remocion de so6lidos) y bioldgica la cual fue llevada a cabo por la técnica de
pelicula fija (eliminacion de compuestos nitrogenados disueltos) (Malone y Beecher,
2000; Zhu y Chen, 2001). El funcionamiento adecuado de este biofiltro esta
intimamente ligado a la cantidad de superficie especifica sobre la cual se puedan adherir
las bacterias y a la cantidad de oxigeno y nutrientes que puedan obtener que en este caso
fue de (1050 m*m’) (Avault, 1996; Timmons et al., 2002). Las desventajas que
presenta, es que al proceso de nitrificacion lo afecta la acumulacion de solidos, por lo

que es necesario retrolavarlos periddicamente para desechar del medio los soélidos
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capturados. Este proceso de retrolavado también permite remover el exceso de
biopelicula mejorando el proceso de nitrificacion (Golz et al., 1999).

Los sistemas de recirculacion en acuicultura se consideran sistemas de alto
consumo de energia debido a que es necesario mantener recirculando el agua a través
del sistema para su constante re-acondicionamiento. El método mds comun para
mantener el agua en movimiento es el uso de bombas centrifugas. Una alternativa en el
sistema de bombeo de agua es el uso de bombeo con aire, el cual utiliza el movimiento
obtenido por la entrada de burbujas para levantar y mover el agua. Algunos estudios
realizados por Reinemann y Timmons (1987) y Turk et al. (1991), indican que el uso
de bombeo por aireacion es substancialmente mas eficiente en términos de energia que
mover el agua con bombas de tipo centrifugas. Por otra parte, a la par de recircular el
agua, este tipo de bombeo permite llevar a cabo la aireacidon que es el proceso en el que
se adiciona aire u oxigeno al agua y la desgasificacion, que es el proceso en que se
elimina el dioxido de carbono acumulado en el sistema (Losordo et al., 1992a; Loyless
y Malone, 1998). El uso de bombeo por aire para recircular el agua en esta tesis
permitié mantener dptimas concentraciones de oxigeno disuelto (> 5 mg/L) y al mismo
tiempo removid el didxido de carbono (desgasificacion) eficientemente. EI bombeo de
agua con aire en sistemas de recirculacion puede reducir hasta un tercio del costo de
energia que se gastaria utilizando sistemas convencionales de bombeo y aireacion,
ademas de que la simplicidad del disefio hace que los costos de mantenimiento sean
muy bajos (Reinemann y Timmons, 1987).

El bajo consumo de agua, es la mayor ventaja que se presenta en el uso de tipo
de sistemas de recirculacion ya que solo se recambia el 10 % del volumen total de agua

(Timmons y Palacios, 2001). En esta tesis, el recambio de agua fue de 5 % diario de
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volumen total. En este caso, al haber realizado, previo a los experimentos, un balance de
masa, ayudo a determinar en forma precisa el flujo requerido en base a la biomasa, lo
que se vio reflejado en el mantenimiento de niveles 6ptimos de NAT, NO,, NOs, CO,,
SST y el oxigeno disuelto (Timmons et al., 2002; Colt et al., 2006).

La temperatura tiene un efecto indirecto sobre otros parametros como la
salinidad, la concentracion de oxigeno disuelto y la tasa de nitrificacion. En el caso del
primer experimento en el que se variaron las dietas, no se encontraron diferencias
significativas en la temperatura de los tres tratamientos de este experimento (D1, D2 y
D3) ni en ninguno de los demds parametros que pudieran ser afectados por la
temperatura.

En el segundo experimento en que se vario la temperatura, las diferencias en
este parametro fueron significativas entre los tres tratamientos y su efecto se reflejo en
la salinidad y el oxigeno disuelto. Las diferencias en la salinidad entre los tres diferentes
tratamientos se explican por las diferentes tasas de evaporacion las cuales aumentaron
conforme a las temperaturas establecidas para cada tratamiento. La temperatura es uno
de los parametros de mayor importancia ya que afecta directamente diversos procesos
fisiologicos de los organismos, como la tasa de respiracion, la eficiencia en la
asimilacion de los alimentos, la tasa de crecimiento y la reproduccion (Timmons et al.,
2002). Por otra parte, la temperatura tiene un efecto en el control de la gametogénesis y
otros procesos fisiologicos pero son complejos y dificiles de explicar (Thompson et al.,
1996; Shumway, 1996)

En el caso de la salinidad para tratar de evitar el efecto de este parametro sobre
la gametogénesis de los organismos se tratd de mantener en concentraciones constantes.

En los tratamientos en los que se vari6 la dieta, como se menciona anteriormente, no se
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encontraron diferencias significativas en la salinidad, sin embargo, durante el desarrollo
de este experimento se presentd un decremento brusco en la salinidad (hasta de 6 ppm)
en todos los tratamientos, la salinidad se incrementé poco a poco hasta llegar a la
concentracion del agua de mar que se tiene normalmente en el edificio de Acuicultura
del CICESE (36 ppm). En el caso del ostion C. gigas, se ha observado que la
gametogénesis se afecta de forma negativa cuando la salinidad es menor a 30 ppm
(Muranaka y Lannan, 1984), por lo que el desarrollo gonadal pudo verse afectado. El
decremento en la concentracion de la salinidad pudo hacer que el tiempo de la
gametogénesis se incrementara y que no fuera posible observar cambios en el
porcentaje de gametos maduros en la mayoria de los dias de los tratamientos D1, D2 y
D3. En el caso de los tratamientos T1, T2 y T3, si se presentaron diferencias
significativas entre los tres tratamientos. En este caso, los tratamientos que presentan la
salinidad mas baja y mas alta son en los que se observa un mayor incremento en el
volumen de gametos maduros en este segundo experimento, y en los que fue posible
observar los cambios en el volumen de gametos maduros a lo largo del experimento atin
cuando las diferencias en el volumen de gametos maduros producidos no sean
significativas entre ninguno de los tratamientos. Con esto se puede decir que la
combinacion de diferentes factores exodgenos puede generar resultados similares. En el
ostion americano Crassostrea virginica, la salinidad es un factor abiotico determinante
que afecta todos los procesos biologicos como la alimentacidon, la respiracion, la
utilizacion de las reservas, el desarrollo gonadal, el tiempo de desove, las interacciones
parasitos-enfermedades, el crecimiento y la distribucion de los organismos (Shumway,

1996).
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El oxigeno disuelto también presentd diferencias significativas entre los tres
tratamientos del experimento en el que se varid la temperatura. Algunos autores
(Timmons et al., 2002; Lekang, 2007) mencionan que el oxigeno disuelto es el
parametro fisicoquimico mas importante y critico y que requiere de monitoreo
constante. Uno de los problemas operativos mas importantes con la concentracion de
oxigeno es que la saturacion de este compuesto disminuye conforme se incrementa la
temperatura, lo cual es lo opuesto para las necesidades basicas para el metabolismo y
conversion de alimento de los organismos acuaticos, ya que, al incrementar la
temperatura los organismos incrementan su metabolismos y requieren una mayor
concentracion de oxigeno, mientras que a temperaturas mas bajas los organismos
requieren menos oxigeno ya que disminuye su metabolismo. (Avault, 1996; Timmons et
al., 2002). En general, se menciona que la concentracion de oxigeno mas adecuada para
que los organismos crezcan mas rapido, se alimenten mejor y se mantengan en mejores
condiciones no debe ser < 5 mg/l (Timmons et al., 2002). En el segundo ensayo, atin
cuando se incrementaba la aireacion, la saturacion del oxigeno estaba en funcion de la
temperatura del agua en el tratamiento. En este caso, no se inyectd aire por medio de
piedras difusoras en el agua, la saturacion de oxigeno se llevo a cabo por el bombeo de
agua con aire, lo que simplificé la operacion del sistema de maduracion.

El pH se usa para medir de forma indirecta la salud del biofiltro y la eficiencia
de nitrificacion. Con el buen manejo del biofiltro (retrolavados periddicos y remocion
de los solidos suspendidos totales) permiti6 mantener el pH y los compuestos
nitrogenados sin diferencias significativas entre los tratamientos de los diferentes
experimentos. Buchanan (1998), encontré incrementos en la concentracion de los

compuestos nitrogenados (NH4, NO, y NO;) en su sistema de recirculacion para
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acondicionar y madurar ostiones C. virginica, obteniendo concentraciones toxicas en los
primeros dias y fue disminuyendo gradualmente hasta llegar a concentraciones
indetectables. De las posibles diferencias entre su trabajo y el expuesto en este
documento es el tiempo previo en el que se promovid la fijacion y el crecimiento de
bacterias nitrificantes (maduracion) en el medio filtrante y la manipulacion de la
proporcion carbono: nitrogeno en el biofiltro (Zhu y Chen, 2001). En este trabajo el
medio filtrante se mantuvo poco mas de dos meses dentro del agua a temperatura
ambiente y se adicionaba periddicamente cloruro de amonio como alimento para
promover el crecimiento de bacterias nitrificantes.

En el caso del crecimiento en talla de los reproductores de ostion mantenidos en
las diferentes condiciones experimentales, se observo en casi todos los tratamientos un
decremento en la talla al final del experimento (Tabla V1). La razon por la que el
promedio de talla al inicio del muestreo es mayor que el del final, se debi6 a que todos
los organismos se midieron y pesaron antes de distribuirlos en sus respectivos tanques,
por lo que no se tiene la talla inicial de cada tanque para poder tomar en cuanta el
crecimiento por repeticion de cada tratamiento. Las diferencias en el peso entero final se
pueden explicar en parte por los cambios en el peso de tejido que se encontraron a lo
largo del experimento y que fueron resultado del efecto del tratamiento en la condicion
o estadio de maduracion de las gonadas de los reproductores de ostion. Las variaciones
en el peso del tejido a lo largo del experimento son un reflejo del incremento de tejido
conectivo o de incremento en la madurez de las gonadas. En los casos de disminucion
en peso puede ser explicado a la presencia de organismos desovados o en reabsorcion.

No se tiene bien definido cudl fue el motivo de la alta mortalidad en algunos de

los tratamientos ya que no se hicieron analisis para conocer la causa de su muerte. Son
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varias las posibilidades por las que se dan este tipo de eventos, Buchanan et al. (1998)
quien utiliz6 un sistema de recirculacion para la maduracion de reproductores de C.
virginica, menciond que la presencia de un agente infeccioso como P. marinus puede
causar mortalidades altas y una disminucion en la condicion fisiologica y reproductiva.
Otros autores mencionan que la mortalidades de las poblaciones de ostiones se deben a
una compleja interaccion entre el ambiente y algunos patogenos (Cheney, et al., 2000).
Chavez et al. (2007) sugieren que el aumento en la mortalidad de los organismos la
pueden causar incrementos significativos en la temperatura del agua y a la
disponibilidad del alimento, asi como por la acelerada actividad reproductiva y los altos
indices de condicion. En este trabajo seria dificil identificar cual fue la razon de las altas
mortalidades, pero se pudo deber a que se acelerd la actividad reproductiva ya que el
porcentaje de mortalidad coincide con la observacion del incremento en el indice
gonadico. El que tuvo el menor cambio en el indice gonadico fue el tratamiento que
tuvo el menor porcentaje de mortalidad y el tratamiento que registr6 mayor mortalidad
fue en el que se observo un mayor porcentaje de gametos maduros.

Como se menciona anteriormente, no se encontraron diferencias significativas
en los resultados obtenidos de los estadios de desarrollo gonadal entre los siete periodos
de muestreo con excepcion del tratamiento D3. En los analisis de las fases de madurez,
se encontr6 que los organismos mostraban diferentes estadios en el mismo dia de
muestreo, la causa probable es que esta especie tiene desoves asincronicos. Longwell y
Stiles (1973), mencionan que la asincronia es para garantizar que no se produzcan
cruces consanguineos, y asi se disminuye la endogamia evitando la disminucion de la
sobrevivencia larval, esta estrategia reproductiva también fue observada por Paniagua y

Acosta (1995). En este trabajo al examinar el desarrollo gonadal por separado se
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encontrd dicha asincronia entre machos y hembras, pero debido a la baja cantidad de
organismos muestreados por semana, no fue posible separar los sexos para tratar de
encontrar diferencias significativas en los estadios de desarrollo ya que habia muestras
en las que no se encontraron machos o hembras en el mismo muestreo.

La alimentacion junto la temperatura, son los dos factores exdgenos mas
importantes en la gametogénesis de los moluscos bivalvos (Thompson, et al., 1996;
Gosling, 2003). El alimento que se utiliza normalmente en los laboratorios de
produccion de semilla de ostion es una mezcla de diferentes microalgas (Robinson,
1992b), normalmente la combinacion de varias especies de microalgas acelera el
crecimiento (Romberger y Epifanio, 1981; Tan Tiu et al., 1989), el acondicionamiento y
maduracion de las gonadas de los ostiones, mejorando la calidad y cantidad de huevos
producidos (Utting y Millican, 1997; Epifanio y Mootz, 1998, Hurtado et al., 2008).
Estas cualidades se atribuyen a que la combinaciéon de microalgas provee una mezcla
balanceada de nutrientes esenciales (Webb y Chu, 1983). Berge y Barnathan (2005),
mencionan que para la almeja Pecten maximus, una dieta de varias especies de
microalgas es necesaria para obtener los nutrientes necesarios (4cidos grasos
insaturados n-3) para obtener una mayor concentraciéon de lipidos en los ovocitos y
posteriormente un mejor porcentaje de eclosion. En el experimento en el que se variaron
las dietas el volumen de gametos maduros no presentd diferencias significativas entre
los tratamientos D1, D2 y D3 durante los primeros 48 dias del periodo experimental, fue
hasta el dia 72 en el que el tratamiento D3 (mezcla de microalgas) presentd un
incremento significativo en el volumen de gametos maduros siendo al final el mejor de

los tratamientos de este experimento en relacion a la produccion de gametos maduros.
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Practicamente todos los laboratorios utilizan alimento del medio natural
bombeando agua directamente desde esteros o del mar para alimentar a sus
reproductores, también es comun que algunos produzcan microalgas vivas para
alimentar tanto a reproductores como a la semilla que producen. En este trabajo se
utilizaron dietas en pasta, este tipo de alimento ya se ha utilizado por otros autores para
evaluar el crecimiento y la sobrevivencia de semilla de ostion y mencionan que no
existe diferencia en el desarrollo y sobrevivencia comparado con lo obtenido
alimentando a los organismos Unicamente con microalgas vivas (McCauslan, et al.,
1999). La razén por la que se utilizo la pasta en este trabajo fue para tratar de disminuir
los costes de la alimentacion. La ventaja de utilizar las pastas como alimento para los
reproductores es que es posible tener una disponibilidad constante de alimento en altas
concentraciones sin el gasto de bombeo, ni de nutrientes y demas equipo para producir
las microalgas vivas. Buchanan (1998) utilizé microalgas en pasta para alimentar a
reproductores de ostion mantenidos en un sistema de recirculacion y encontrd niveles
altos de gametogénesis y poca mortalidad, aunque menciona que los resultados de
gametogénesis que obtuvo en el sistema de recirculacion fueron menores a los
encontrados en el medio natural y menciona que posiblemente fue debido a la falta de
una mejor y mas completa dieta. Para este trabajo el mayor volumen de gametos
maduros se observo en el tratamiento en el que se adiciono una dieta mixta (D3), los
organismos que se alimentaron con una dieta monoespecifica no presentaron
mortalidades altas y se mantuvieron con indices somaticos (IS) altos, lo que comprueba
que las dietas con mezcla de microalgas tienen un efecto en la gametogénesis de los

reproductores de ostion.
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Cacéres et al. (2004), describieron el ciclo gonadal de C. gigas en dos
localidades de de Bahia Falsa, Baja California México, una de las cuales es de donde se
obtuvieron los organismo para este experimento. Ellos empezaron a observar gametos
maduros desde febrero con un maximo en mayo y junio y mencionan que los periodos
no reproductivos se observan desde septiembre hasta enero. Paniagua y Acosta (1995)
también describen el ciclo gonadal de C. gigas cultivados en Bahia Falsa, ellos
encontraron el mayor porcentaje de gametos maduros en los meses de septiembre y
octubre (37%) y el minimo porcentaje de gametos maduros en abril (7%), también
mencionan haber encontrado desoves parciales desde julio hasta octubre. En esta tesis
los organismos fueron recolectados de la misma zona (denominada “La Boca”) de
donde obtuvieron sus resultados Paniagua y Acosta (1995) y Cacéres et al. (2004)
durante el mes de mayo y el primer muestreo (dia cero) se realiz6 en los primeros dias
de junio por lo que en teoria segiin la descripcion del ciclo gonadico realizado por
Cacéres et al. (2004), los organismos deberian de estar en su maximo grado de madurez
para esta fecha; sin embargo, en el primer dia de muestreo se encontr6 uno de los
porcentaje mas bajo de gametos maduros. Los mayores porcentajes de maduracion en
los organismos muestreados en el mes de agosto se encontraron en los tratamientos D3,
T1 y T3 que aparentemente mostraron un adelanto de un mes al ciclo gonadico en
relacion a lo descrito por Paniagua y Acosta (1995). Solo en el D2 se observd un mayor
porcentaje de gametos maduros (para ese tratamiento) a mediados de julio (dia 33),
aunque la presencia de gametos maduros es muy baja en casi todos los tratamientos,
solo en el tratamiento D3 el volumen de gametos maduros (44 %) fue

significativamente diferente a los volumenes obtenidos en los demas tratamientos. Sin
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embargo, el tratamiento T1 también presenta volumen alto de gametos maduros (48%)
aunque no es significativamente diferente.

Las diferencias observadas en los periodos del ciclo reproductivo de la misma
especie y en la misma localidad puede estar relacionada a las variaciones en las
condiciones ambientales que ocurren en cada afio en particular (Seed 1976), aunque
también se sugieren que se deben a la variacion genética de las poblaciones sembradas
(Barber, et al., 1991). Gosling (2003) menciona que los factores ambientales que mayor
efecto tienen en la regulacion de la gametogénesis son la temperatura, el alimento, la
salinidad y el fotoperiodo. En este trabajo no se vari6 el fotoperiodo, pero si hubo
cambios y diferencias entre los tratamientos en la temperatura, el alimento (dieta) y la
salinidad.

Mann (1979) usé el concepto de Grados-Dia (day-degree) para calcular el
tiempo de exposicion requerida a cierta temperatura para lograr la maduracion de C.
gigas y encontr6 que existe un minimo absoluto de requerimiento de temperatura para
estimular la gametogénesis. Este método también lo describen Utting y Spencer (1991)
y mencionan que, para la mayoria de los ostiones, D° (grados-dia) esta entre 300 y 500
y que la temperatura a la que la mayoria de las especies de ostion pueden empezar a
desarrollar gonada es de 10 a 14 °C. Siguiendo la ecuacion de grados dia para los
tratamientos D1, D2 y D3 el tiempo para llegar a la maduracion de las gonadas seria de
30-50 dias, en el tratamiento D1 no se encontré6 un incremento en el porcentaje de
gametos maduros. En el D2 se observd un incremento del porcentaje de gametos
maduros en el tiempo estimado con la formula de Mann (1979), aunque el porcentaje
fue bajo y en el D3 el incremento en el volumen de gametos maduros se observo hasta

los 72 dias y no entre los 30 y 50 dias. Para los tratamientos T1, T2 y T3 los valores de
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los dias necesarios para encontrar organismos maduros no coincide con los obtenidos
con la formula de Mann (1979). Estas diferencias en el desarrollo gonadico que existe
entre lo que se describe por Paniagua y Acosta (1995), Cacéres et al. (2004) y los
resultados obtenidos con la formula descrita por Mann (1979) sugieren que los
tratamientos evaluados tienen un efecto directo sobre el tiempo en el que se puede
llevarse a cabo la maduracioén y sobre el volumen de gametos obtenidos. En base a
estos resultados, el concepto de Grados-Dias debe modificarse para el
acondicionamiento y maduracion de bivalvos cultivados en un sistema de recirculacion,
ya que las temperaturas y dietas se pueden manipular o en su defecto crear un nuevo
concepto sobre este método. En el trabajo de Chavez et al. (2002), los resultados de la
observacion de los gametos maduros encontrados en los experimentos coinciden con los
que se obtienen al calcularlos con la formula descrita por Mann (1979). Chavez et al.
(2002) también ajustaron sus resultados y obtuvieron un modelo para predecir el
crecimiento de los oocitos utilizando la temperatura y el tiempo como los parametros
principales que coincide con los resultados que se obtienen con la formula de D°.
Chavez et al. (2002), menciona que a pesar de que el modelo se ajusta bien a los
resultados obtenidos es necesario aplicarlo para probar su eficiencia. Ademas es
necesario experimentar para crear otros modelos fisiologicos en los que se integren mas
parametros incrementen la gametogénesis de los ostiones. Estos modelos ya se han
descrito para explicar el crecimiento en otras especies de moluscos (Ross y Nibeth,
1990, Pouvreau et al., 2000). En cuanto a la dieta, el tratamiento D3 (mezcla de
microalgas) fue la que mayor porcentaje de gametos maduros produjo al final del
periodo experimental y fue el unico tratamiento en el que se observo una diferencia

significativa, estos resultados coinciden con los obtenidos por Romberguer y Epifanio
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(1981) y Tan Tiu et al. (1989) que mencionan que la mezcla de microalgas acelera el
crecimiento, el acondicionamiento y maduracion de las gonadas. Ademas, Utting y
Millican (1997), Epifanio y Mootz (1989) y Hurtado et al. (2008) agregan que se
mejora la calidad de los gametos e incrementa la cantidad de gametos producidos.

En este estudio, el desarrollo de los gametos no se presentd de forma clara entre
los tratamientos probados y no se pudo encontrar diferencias significativas, aunque se
observaron algunas tendencias. Las condiciones experimentales de los tratamientos D1
y T2 lograron mantener a los organismos con indices somaticos altos durante un
periodo mas largo que el que presentan en el medio natural. Estas diferencias
permitirian mantener un grupo de reproductores con indices somaticos (IS) altos
durante periodos largos de tiempo y cambiarles las condiciones ambientales cuando sea
necesario para que se favorezca la maduracién de las gonadas y obtener gametos
maduros para obtener larvas y semilla en épocas del afio en las que no es comin
encontrarlos. Aunque no se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los
tratamientos es evidente que es posible manipular el acondicionamiento y maduracion
de los reproductores de ostion Japonés C. gigas en el prototipo en el prototipo de
sistema de recirculacion que se disefid para este experimento, ademas se abren las
puertas a nuevas opciones de biotecnias diferentes para la maduracion de ostion que
permitan sacar mejor provecho de los organismos cultivados.

El proceso reproductivo es bien conocido en el ostion japonés. Se sabe que los
eventos reproductivos estan coordinados por factores endogenos, como la cantidad de
nutrientes almacenados y presencia de diversos compuestos neuroendocrinos, y por
factores exdgenos tales como la salinidad y la temperatura. Sin embargo, en un sistema

de recirculacion donde los factores exdgenos se pueden manipular, es necesario volver a
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definir y delimitar la importancia de cada uno de ellos y considerar otros que se van a
generar con los altos tiempos de residencia hidraulica. Al controlar la cantidad de
alimento y los intervalos de temperatura vamos a poder enfocarnos en entender la
interrelacion entre el almacenamiento de energia (glicogeno), el crecimiento y la

reproduccion con el fin de lograr eventos reproductivos sincronizados y exitosos.



51

VII.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

VI11.1.- Conclusiones

e Los parametros de calidad de agua se mantuvieron dentro de los intervalos
aceptables por lo que en términos generales el prototipo de sistema de
recirculacion disenado es eficiente para los propositos establecidos en este

trabajo.

e No hay diferencias significativas que sugieran que alguna de las dietas probadas
en este experimento presenta ventajas en la maduracion de los reproductores de

ostion.

e El tratamiento D1 (alimentados con Tetraselmis 3600 y mantenidos a 20 °C), se
puede utilizar si se desea mantener a los reproductores de ostion con alto
volumen de tejido conectivo y sin gametos maduros hasta que el productor

necesite madurarlos para obtener semilla.

e El tratamiento D1 fue el mejor tratamiento en términos de sobrevivencia.

e En este estudio no se encontraron diferencias significativas que sugieran que
alguno de los tratamientos de temperatura presente ventajas en la maduracion de

reproductores de ostion.

e A pesar de no encontrarse diferencias significativas, el tratamiento T1
(alimentados con mezcla de microalgas y mantenidos con variacion de

temperatura) puede servir para obtener mayor volumen de gametos maduros en
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vez de utilizar tratamientos convencionales en los que se mantienen a los

organismos a temperaturas elevadas (20- 24 °C) constantes para su maduracion.

Es posible realizar observaciones de desarrollo gonadal utilizando como
metodologia histologica muestras tratadas en congelacion y cortadas en el

criostato.

VI11.2.- Recomendaciones

Es necesario realizar estudios en los que se prueben diferentes intervalos de
temperatura para evaluar si es posible incrementar el volumen de gametos
maduros producidos en los reproductores de ostion y comparar si hay

diferencias en la mortalidad.

Es recomendable realizar estudios en el que se pueda manipular el
acondicionamiento y maduracion de los organismos cuando éstos estén en su
mayoria recién desovados para evaluar mejor el desarrollo gonadal bajo los

tratamientos elegidos.

Es necesario manipular los parametros de calidad de agua y alimentacion que
duren més tiempo para conservar los cambios que existen en periodos mas

largos.
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ANEXOS
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Anexo 1.- Graficas de los pardmetros fisicoquimicos registrados en D1 a lo largo del

periodo experimental.
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Anexo 2.- Graficas de los parametros fisicoquimicos registrados en D2 a lo largo del
periodo experimental.
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Anexo3.- Graficas de los parametros fisicoquimicos registrados en D3 a lo largo del
periodo experimental.
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Anexo 4.- Graficas de los parametros fisicoquimicos registrados en T1 a lo largo del
periodo experimental.
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Anexo 5.- Graficas de los parametros fisicoquimicos registrados en T2 a lo largo del
periodo experimental.
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Anexo 6.- Graficas de los parametros fisicoquimicos registrados en T3 a lo largo del
periodo experimental.
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Anexo 7.- Promedio de tallas de los diferentes tratamientos experimentales
registrados a lo largo del periodo experimental.
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Anexo 8.- Promedio del peso entero del ostion Crassostrea gigas registrados a lo largo
del periodo experimental.
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Anexo 9.- Promedio del peso de tejido del ostion Crassostrea gigas registrados a lo
largo del periodo experimental.
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Anexo 10.- Porcentaje de organismos maduros en cada uno de los seis tratamientos
registrados a lo largo del periodo experimental.



Anexo 11.- Estadios de desarrollo de hembras. a) Estadio 2 (en desarrollo), b) Estadio
3 (maduro), c) Estadio 4 (desovado) y d) Estadio 5 (reabsorcion).



Anexo 12.- Estadios de desarrollo de machos. a) Estadio 2 (en desarrollo), b) Estadio 3
(maduro), ¢) Estadio 4 (desovado) y d) Estadio 5 (reabsorcidn).
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