
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

La investigación reportada en esta tesis es parte de los programas de investigación del CICESE (Centro de Investigación Científica 

y de Educación Superior de Ensenada, Baja California). 

 

La investigación fue financiada por el CONACYT (Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología). 

 

Todo el material contenido en esta tesis está protegido por la Ley Federal del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México). El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea objeto de protección de los derechos 

de autor, será exclusivamente para fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por 

el respectivo o titular de los Derechos Autor.    

 
CICESE@ 2023. Todos los derechos reservados 



Centro de Investigación Científica y de Educación 
Superior de Ensenada, Baja California 

 
 

 
 
 
 

Doctorado en Ciencias 
en Ciencias en Acuicultura  

 
 
 

Efecto de la calidad del agua, el sistema CO2-carbonatos y 
Polydora sp. en el acondicionamiento reproductivo del ostión 

japonés (Magallana gigas) en un sistema de recirculación 
acuícola 

 

 

Tesis 
para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de 

Doctor en Ciencias 
 

Presenta: 
 
 
 

Salvador Villasuso Palomares 
 
 
 

Ensenada, Baja California, México 
2023



Tesis defendida por 

Salvador Villasuso Palomares 
 

y aprobada por el siguiente Comité 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Copyright © 2023, Todos los Derechos Reservados, CICESE 
Prohibida su reproducción parcial o total sin la autorización por escrito del CICESE  

Dra. Carmen Guadalupe Paniagua Chávez 
Directora de tesis 

 
 

Dra. M. del Pilar Sánchez Saavedra 
 

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sánchez 
 

Dra. María Teresa Gutiérrez Wing 
 
 

 

Dr. Roberto Cruz Flores 
Coordinador del Posgrado en  Ciencias en Acuicultura 

 

 

 

 

Dra. Ana Denise Re Araujo 
Directora de Estudios de Posgrado 



ii 

Resumen de la tesis que presenta Salvador Villasuso Palomares como requisito parcial para la obtención 
del grado de Doctor en Ciencias en Acuicultura  
 

Efecto de la calidad del agua, el sistema CO2-carbonatos y Polydora sp. en el acondicionamiento 
reprodcutivo del ostión japonés (Magallana gigas) en un sistema de recirculación acuícola 

 
Resumen aprobado por: 

____________________________________ 
Dra. Carmen Guadalupe Paniagua Chávez 

Directora de tesis  
 
El ostión japonés (Magallana gigas) es una de las principales especies de bivalvos cultivados en México. 
Sin embargo, la producción de M. gigas presenta un gran reto por superar: la producción de semilla para 
satisfacer la demanda actual. Para producir semilla los laboratorios de reproducción utilizan a organismos 
que provienen de las zonas de cultivo, los cuales están expuestos a condiciones ambientales no controlable 
como la temperatura, salinidad, alimento, o la exposición a patógenos como Polydora sp. Esto ha resultado 
en que los organismos tengan un índice de condición variable y que su estadio de desarrollo reproductivo 
no este sincronizado entre ellos. Consecuentemente, el tiempo que deberán pasar los reproductores en 
el laboratorio para la obtención de gametos maduros, será poco predecible. Para un control preciso de los 
factores involucrados en el ciclo reproductivo como lo es la temperatura y la cantidad y calidad del 
alimento, los sistemas de recirculación acuícolas (SRA) pueden ser la solución. No obstante, los SRA 
presentan retos operacionales como la acidificación del agua debido a la nitrificación y a la hidrólisis de 
CO2 acumulado. Lo cual, puede modificar negativamente la calidad del agua y al sistema CO2-carbonatos 
y consecuentemente comprometer el ciclo reproductivo de los organismos. Por lo tanto, el objetivo de 
este trabajo fue evaluar el efecto de la calidad del agua, el sistema CO2-carbonatos y Polydora sp. en el 
acondicionamiento reproductivo del ostión japonés en un SRA. El acondicionamiento reproductivo se 
dividió en dos etapas: pre-acondicionamiento y maduración. Durante el pre-acondicionamiento, los 
organismos se mantuvieron a 12°C por 45 días. La maduración tuvo una duración de 70 días y se utilizó un 
gradiente de temperaturas de 18, 20, 22 y 24°C. Ambas etapas tuvieron dos condiciones experimentales, 
SRA sin control del sistema CO2-carbonatos (C1) y SRA con el control del CO2-carbonatos mediante un 
reactor de calcio (C2). La calidad del agua, el sistema CO2-carbonatos, el índice de condición (IC), el estadio 
de desarrollo reproductivo y la expresión de los genes anhidrasa carbónica (CA II), Glucógeno fosforilasa 
(GPH), D-lactato deshidrogenasa (D-LDH) y Piruvato quinasa (PK) fueron medidos y analizados para 
comprender de la respuesta de los ostiones ante las condiciones experimentales. En ambas etapas los SRA 
en C1 y C2 mantuvieron la calidad del agua y el sistema CO2-carbonatos dentro de los rangos considerados 
adecuados para M. gigas. Por lo que, el reactor no es necesario bajo las condiciones probadas. También, 
se determinó que el pre-acondicionamiento permite la sincronización del estadio de desarrollo 
reproductivo del ostión japonés en SRA. Sin embargo, al finalizar la maduración no se observaron gametos 
maduros en C1 y C2 y se observó una disminución en el IC durante todo el experimento. Los análisis de 
expresión de genes confirmaron que los ostiones tuvieron una alta demanda energética sin importar la 
prevalencia de Polydora sp. Por lo tanto, los resultados sugieren que la exposición de M. gigas a Polydora 
sp. en un SRA afecta negativamente su ciclo reproductivo ya que los mantiene en un estado de estrés 
moderado.  
 

 
 
 
Palabras clave: Sistemas de recirculación acuícola, ostión japonés, acondicionamiento reproductivo, 
calidad del agua, sistema CO2-carbonatos, Polydora sp. 
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Abstract of the thesis presented by Salvador Villasuso Palomares as a partial requirement to obtain the 
Doctor of Science degree in Aquaculture  
 

The effect of the water quality, the CO2-carbonate system, and Polydora sp. in the broodstock 
conditioning of the Pacific oyster (Magallana gigas) in a recirculating aquaculture system 

 
Abstract approved by: 

____________________________________ 
Dra. Carmen Guadalupe Paniagua Chávez 

Thesis Director 
 

The Pacific oyster (Magallana gigas) is one of the most important bivalves cultures y Mexico. However, M. 
gigas production faces a significant challenge to overcome: continuous seed production to meet the 
current demand.  For seed production, the hatcheries use organisms from the culture areas, which are 
exposed to uncontrollable environmental conditions such as temperature, salinity, food, or exposure to 
pathogens such as Polydora sp. This has resulted in a variable oyster condition index and their reproductive 
development stage is not synchronized among them. Consequently, the time required by the broodstock 
in the hatchery to produce mature gametes will be unpredictable. For more accurate control of the factors 
involved in the reproductive cycle of oysters, such as the temperature and the quality and quantity of the 
food, the recirculating aquaculture systems (SRA) may be significant. Nevertheless, SRAs present 
operational challenges like water acidification due to the nitrification process and the hydrolysis of 
accumulated CO2. Water acidification can negatively modify the water quality and the CO2-carbonate 
system, compromising the reproductive cycle of the organisms. Thus, this work aimed to evaluate the 
effect of the water quality, the CO2-carbonates system, and Polydora sp. on the broodstock conditioning 
of Pacific oyster in a RAS. The broodstock conditioning was divided into two stages: preconditioning and 
maturation. During preconditioning, the organisms were kept at 12°C for 45 days. Maturation lasted 70 
days and a temperature gradient of 18, 20, 22, and 24°C was used. Both stages had two experimental 
conditions, RAS without control over the CO2-carbonates system (C1) and RAS with a CO2-carbonate 
system that was controlled through a calcium reactor (C2). The water quality, the CO2-carbonate system, 
the condition index (IC), the reproductive development, and the gene expression of carbonic anhyidrase 
(CA II), glycogen phosphorylase (GPH), D-lactate dehydrogenase (D-LDH) and pyruvate kinase (PK) were 
measured and analyzed to understand the response of the oysters to the experimental conditions. During 
preconditioning and maturation the RASs for C1 and C2 kept the water quality and the CO2-carbonate 
system within the ranges considered optimal for M. gigas. Therefore, the calcium reactor is not necessary 
under the tested conditions. Also, it was determined that preconditioning allows the synchronization of 
the stage of reproductive development of the Pacific oyster in SRA. However, at the end of maturation, no 
mature gametes were observed in C1 and C2 and a decrease in CI was observed throughout the 
experiment. Gene expression analyzes confirmed that oysters had a high energy demand regardless of the 
prevalence of Polydora sp. Therefore, the results suggest that the exposure of M. gigas to Polydora sp. in 
an SRA negatively affects their reproductive cycle as it keeps them in a state of moderate stress. 
 
 
 
 
 
 
 

 
Keywords: Recirculating aquaculture system, Pacific oyster, broodstock conditioning, water quality, CO2-
carbonate system, Polydora sp.  
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Capítulo 1.  Introducción 

En el presente trabajo de investigación se expondrá la importancia de la producción del ostión japonés a 

nivel mundial y en México, así como el gran reto que enfrenta, que es tener una producción de semilla de 

forma constante. Por lo tanto, en este documento se desglosarán y analizarán las bases del 

acondicionamiento reproductivo, el cual es el primer proceso para la producción de semilla de ostión 

japonés. Asimismo se plantearán posibles soluciones para incrementar la producción de semilla, como la 

integración de una nueva etapa al proceso de acondicionamiento reproductivo, la cual hemos llamado 

pre-acondicionamiento. Por lo que se propone que el acondicionamiento reproductivo sea dividido en dos 

etapas: el pre-condicionamiento y la maduración. También proponemos el desarrollo de tecnología 

enfocada en los sistemas de recirculación acuícola (SRA) para tener un control más preciso sobre los 

factores que intervienen en el ciclo reproductivo del ostión japonés. Para determinar si los SRA fueron 

capaces de proveer las condiciones adecuadas para la reproducción se evaluó el efecto de la calidad del 

agua (temperatura, oxígeno disuelto, salinidad y compuestos nitrogenados) y el sistema CO2-carbonatos 

(pH, alcalinidad, pCO2, HCO3
-, CO3

-2 y la saturación de calcita y aragonita) en ambas etapas del 

acondicionamiento reproductivo. Conjuntamente se evaluó el efecto del patógeno Polydora sp. en la 

reproducción, ya que actualmente tiene presencia en las principales zonas de producción de ostión 

japonés en el estado de Baja California.  

Para poder realizar el presente trabajo de investigación se tuvieron que afrontar varios desafíos, uno de 

ellos fue desarrollo del protocolo del pre-acondicionamiento, ya que hasta donde tenemos conocimiento 

no hay reportes de trabajos similares. Por lo que, se tuvo que establecer la definición del pre-

acondicionamiento, sus objetivos, rangos de temperatura, su tiempo de duración y los conceptos en la 

cuales está basado. Otro de los principales desafíos fue el diseño de los SRA, esto es debido a que los 

sistemas deben ser capaces de mantener los factores que integran la calidad del agua, así como los 

factores que integran al sistema CO2-carbonatos en rangos óptimos por periodos prolongados. Además, 

cada etapa del acondicionamiento reproductivo tuvo requerimientos diferentes, ya que se buscaba 

estimular diversos procesos fisiológicos, por lo tanto, el diseño de los SRA entre la etapa de pre-

acondicionamiento y la etapa de maduración fueron diferentes.  

Otro de los desafíos que enfrentamos fue la presencia de Polydora sp. en los reproductores, así como la 

escasa información disponible sobre el efecto que pueden tener en los ostiones cuando están en SRA. Para 

reducir la prevalencia de Polydora sp. en los ostiones utilizados en la etapa experimental, seleccionamos 
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una zona de producción que de acuerdo con un estudio de investigación, presentaba la prevalencia más 

baja en la Bahía Falsa (San Quintín, Baja California) de la cual fueron extraídos los organismos (Pérez, 2020). 

También realizamos ajustes a las densidades de ostiones en cada SRA, así como la implementación de 

canastas suspendidas para evitar que los organismos tuvieran contacto con los sólidos sedimentables en 

el fondo del tanque. Sin duda otro desafío considerable fue el provocado por el COVID 19, el cual provocó 

el cese de actividades en el CICESE y dificultades para conseguir material para biología molecular.  

Para una mejor compresión del presente documento se decidió dividirlo en 7 capítulos. El primer capítulo 

proporciona una breve introducción sobre el tema de investigación. Dentro de este capítulo está la sección 

de antecedentes donde se aborda el cambio de género del ostión japonés de Crassostrea a Magallana. 

Esta sección también sirve para describir los antecedentes acerca de las características generales del 

organismo, la distribución mundial, el ciclo de vida y los factores que regulan la reproducción del ostión 

japonés, así como su importancia económica y por qué el desabasto de semilla es el reto más importante 

que enfrenta su producción actualmente en México. Asimismo se aborda la importancia del proceso de 

acondicionamiento reproductivo para la producción de semilla y como los SRA podrían beneficiar dicho 

proceso. Consecutivamente se establecen los retos que enfrentan los SRA cuando son aplicados al 

acondicionamiento reproductivo de ostión, específicamente los asociados a la acidificación del agua que 

son derivados del proceso de nitrificación y de la acumulación de CO2 (modificación del sistema CO2-

carbonatos), así como los retos asociados a la introducción accidental de parásitos, virus y bacterias al 

sistema.  

Los retos asociados a la introducción accidental de parásitos, virus o bacterias al SRA toma una particular 

relevancia en estos momentos, ya que una de las principales zonas de producción de ostión japonés en 

México, como es la Bahía Falsa en San Quintín en Baja California se ha observado la presencia de gusanos 

de Polydora sp. (Pérez, 2020). Sin embargo, aún se desconocen los efectos que podrían tener dichos 

gusanos en el ciclo reproductivo ostión japonés. Por lo que en este capítulo también se plantea la 

necesidad de integrar herramientas moleculares como una opción para mejorar la comprensión de la 

interacción de los organismos con el ambiente creado por los SRA (calidad del agua, sistema CO2-

carbonatos y la presencia de Polydora sp.) durante su acondicionamiento reproductivo. 

En la sección de justificación del trabajo se establece el posible impacto que podría tener este trabajo en 

la producción de semilla de ostión japonés. El segundo capítulo se enfoca en la propuesta y evaluación de 

una nueva etapa en el acondicionamiento reproductivo llamada pre-acondicionamiento. El proceso del 

pre-acondicionamiento se diseñó a partir del análisis de literatura, la plática con ostricultores y de 
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experiencias personales obtenidas a partir de varios experimentos de acondicionamiento reproductivo, en 

los cuales se observó que el estadio de desarrollo reproductivo entre los ostiones incluso provenientes del 

mismo lote al momento de iniciar el proceso de maduración gonadal no estaba sincronizado.  

La consecuencia principal del desfase en el estadio de desarrollo reproductivo de los ostiones es que el 

tiempo para la obtención de gametos maduros, así como la cantidad de organismos con gametos maduros 

y la calidad de los mismos es poco predecible. Por lo que a través de este capítulo se expondrán los retos 

asociados al acondicionamiento reproductivo y como el pre-acondicionamiento podría solucionar dichos 

retos. Además se expondrán las bases del protocolo del pre-acondicionamiento, así como el diseño del 

SRA para llevarse a cabo. Los resultados obtenidos en este capítulo describen la interacción de los ostiones 

con la calidad del agua, con el sistema CO2-carbonatos, con la prevalencia de Polydora sp. y como afectaron 

la sincronización del estadio de desarrollo reproductivo y la condición de los reproductores.  

El tercer capítulo se centra en la evaluación de la segunda etapa del acondicionamiento reproductivo para 

madurar a los organismos. En este capítulo se aborda la necesidad que tiene la industria ostrícola de 

implementar nueva tecnología y nuevos protocolos de acondicionamiento reproductivo para mantener un 

suministro de semilla de ostión de forma constante. Por lo que evaluó un protocolo de maduración un 

grandiente o rampa térmica con cuatro temperaturas diferentes (18, 20, 22 y 24°C). Además, en este 

capítulo se establece la importancia de continuar con la investigación de los SRA aplicados al 

acondicionamiento reproductivo del ostión japonés. Posteriormente se discute la interacción de los 

ostiones con la calidad del agua, el sistema CO2-carbonatos y Polydora sp. y como es que afectan el proceso 

de maduración de gametos en M. gigas. Asimismo, se platea la necesidad de complementar la información 

proporcionada por los análisis de respuesta fisiológica tradicionales como el peso total, el índice de 

condición e histología, con herramientas moleculares como los análisis de expresión de genes y así tener 

una visión más holística de la respuesta de los ostiones al proceso de acondicionamiento reproductivo en 

un SRA.  

El cuarto capítulo se enfoca en el análisis de expresión de genes del ostión japonés durante su 

acondicionamiento reproductivo a través de la técnica de qPCR. En este capítulo se describe la función 

específica de cada uno de los genes seleccionados y a qué proceso fisiológico está asociado. Cada uno de 

los genes analizados fueron seleccionados a partir de los resultados obtenidos en el pre-

acondicionamiento y la maduración. Por lo que en este capítulo se podrá integrar la información obtenida 

de calidad del agua, del sistema CO2-carbonatos, la prevalencia de Polydora sp. con procesos fisiológicos 

específicos y establecer el posible efecto en los reproductores.  
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El capítulo cinco integra los resultados obtenidos de los capítulos anteriores destacando la aportación de 

este trabajo de investigación a la industria de producción de semilla de ostión japonés. Además, en este 

capítulo se recomiendan nuevas líneas de investigación en el uso de los SRA en la maduración de gametos 

de bivalvos. Finalmente en el capítulo seis se exponen las conclusiones obtenidas de este trabajo.  

 Antecedentes 

1.1.1 Generalidades del ostión japonés (Magallana gigas)  

El ostión japonés pertenece a la familia de los Ostreidos (Ostreiade) que incluye a 75 especies diferentes 

distribuidas a lo largo de todo el mundo (Huber, 2010). No obstante, en el año 2014 Salvi et al. (2014) 

realizaron un estudio entre distintos géneros de ostiones para evaluar su relación filogenética y 

taxonómica, utilizando los genes ITS2 rRNA y 16S rRNA  y se determinó que el género Crassostrea podía 

ser dividido en el linaje de las especies Asiáticas del Indo-Pacífico (C. ariakensis, C. belcheri, C. gigas, C. 

hongkongensis, C. nipona y C. sikamea) y en el linaje de las especies Americanas del Océano Atlántico (C. 

gasar ≡ C. brasiliana, C. rhizophorae y C. virginica) debido a su divergencia genética. Consecuentemente, 

se propuso mantener el género Crassostrea para los organismos del linaje Americano del Océano Atlántico 

y para los organismos del linaje Asiático del Indo-Pacifico el género Magallana (en honor a Fernão de 

Magalhães). Por lo tanto, en este trabajo nos referiremos al nombre científico del ostión japonés como 

Magallana gigas y no nombre anterior Crassostrea gigas.  

El ostión japonés (M. gigas) también conocido como ostión del Pacífico es un molusco bivalvo originario 

de los mares entre Japón y Corea y es el ostión más cultivado a nivel mundial (FAO, 2022). El clico de vida 

de M. gigas abarca una etapa plantónica (embrión, mórula, blástula y gástrula), una etapa planctónica de 

nado libre (larva trocófora, charnela recta o larva D, veliger o umbonada y pediveliger o con ojo o con 

mancha ocular) y una etapa sésil (fijación, metamorfosis, semilla/post larva y adulto) (Figura 1) (Vogeler 

et al., 2016).  El ostión japonés es un organismo filtrador, presenta un ciclo reproductivo anual, es 

hermafrodita protándrico y está conformado por dos valvas de forma irregular y asimétrica unidas por una 

charnela (Miossec et al., 2009). Las valvas están compuestas por carbonato de calcio (calcita y aragonita) 

y una matriz orgánica (Addadi et al., 2006).  
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Normalmente el ostión japonés se encuentra en litorales, zonas intermareales y hasta una profundidad 

máxima de 40 m, en donde se adhiere a sustratos firmes como rocas, desechos y conchas de otros 

organismos (FAO, 2022). Dichas zonas están normalmente expuestas a rápidos cambios ambientales, lo 

cual ha proporcionado a M. gigas de mecanismos adaptativos a este tipo de ambientes (Hoffmann, 1983). 

La producción de M. gigas se ha expandido a países como: Australia, Nueva Zelanda, Francia, España, 

Alemania, Noruega, Irlanda, Marruecos, Sudáfrica, Marruecos, China, Canadá, Estados Unidos, México, 

Chile, Japón y Argentina (Figura 2). Su extensa distribución es debido a que el ostión japonés es un 

organismo euritérmico (-2°C hasta 35°C) y eurihalino (0 hasta los 50 ups), lo cual le permite tener una tasa 

de crecimiento elevada en un amplio rango de condiciones ambientales (Héral y Deslous-Paoli, 1991).  

 

 Ciclo de vida del ostión japonés (M. gigas); hpf: horas post fertilización; dpf: días post fertilización; mpf: 
meses post fertilización. Imagen traducida al español de Vogeler et al. (2016). 
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 Distribución mundial del cultivo del ostión japonés (M. gigas). Imagen obtenida de Miossec et al. (2009). 

1.1.2 Reproducción del ostión japonés  

El ciclo reproductivo del ostión japonés está influenciado por factores exógenos y endógenos. La 

interacción de los organismos con los factores exogenos promoverá la respuesta endógena, como la 

liberación de neurotramisores para llevar a cabo los procesos necesario para la maduración de los gametos 

(Bayne, 2017). Los principales factores exógenos son: la temperatura y la cantidad y la calidad del alimento. 

Se ha observado que el ciclo reproductivo de M. gigas puede ser acelerado, retrasado o prolongado 

mediante el control de la temperatura (Fabioux et al., 2005), mientras que el alimento beneficia la 

fertilidad y la calidad de los gametos (Loosanoff y Davis, 1963; Lannan et al., 1980; Muranaka y Lannan, 

1984; Utting y Millican, 1997). 

El ostión japonés tiene un solo ciclo reproductivo al año, comenzando generalmente cuando la 

temperatura del agua supera los 12°C y culminando con la expulsión de lo gametos maduros entre los 18°C 

y 25°C (Chávez-Villalba et al., 2002; Lango-Reynoso et al., 2006). En M. gigas se ha observado que se puede 

reducir el tiempo necesario para la obtención de gametos maduros conforme se incrementa la 

temperatura del agua. Chávez-Villalba et al. (2002) encontraron que en el ostión japonés la velocidad de 

crecimiento de los ovocitos se incrementaba cuando los organismos eran expuestos a una temperatura de 

22°C comparada con los organismos expuestos a 16°C. Además, observaron que los organismos expuestos 

Leyenda 

Distribución mundial de 

Magallana gigas 
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a los 22°C requerían de 19 días para producir los primeros gametos maduros, mientras que los organismos 

expuestos a 16°C requerían de 27 días.  

En el ostión kumamoto (M. sikamea) se ha observado que cuando los organismos son expuestos a una 

temperatura de 24°C se pueden obtener gametos maduros entre 2 y 4 semanas antes que aquellos 

organismos expuestos a una temperatura de 20°C (Robinson, 1992). También se encontró que 

reproductores de M. sikamea pueden pasar de un estadio de desarrollo reproductivo indiferenciado a 

maduro en solo 10 semanas si los ostiones son sometidos a un gradiente de temperatura (18°C-3 semanas, 

20°C-1 semana, 22°C-3 semanas, y 24°C-3 semanas) (Panana, 2012; Villasuso-Palomares, 2014). Sin 

embargo, si se somete a los organismos a temperaturas cercanas a su tolerancia térmica, se promoverá el 

agotamiento de las reservas energéticas y un cambio en el uso de sustrato metabólico (Bayne y Thompson, 

1970; Gabbott y Bayne, 1973; Frederich y Pörtner, 2000; Sokolova et al., 2012).  

Una vez concluida la maduración de los gametos y su posterior liberación al medio, los ostiones entrarán 

en una fase de descanso o de recuperación, la cual coincide con un descenso en la temperatura del agua. 

Durante las estaciones de otoño-invierno, cuando la temperatura del agua es menor a los 12°C los ostiones 

comenzarán a acumular reservas energéticas en forma de glucógeno. Posteriormente cuando la 

temperatura del agua comience a incrementarse (primavera-verano > 8°C-12°C) los ostiones utilizarán el 

glucógeno almacenado como fuente de energía para la producción de espermatozoides y ovocitos o para 

su transformación en ácidos grasos vía lipogénesis (Gabbott, 1975; Palacios et al., 2005). La cantidad de 

glucógeno almacenada en los organismos está directamente relacionada con la cantidad de alimento 

disponible en el medio (Thompson et al., 1996).  

La cantidad y calidad del alimento son el segundo factor de importancia para el proceso de maduración 

gonadal en el ostión japonés (Loosanoff y Davis, 1963; Lannan et al., 1980; Utting y Millican, 1997). Se ha 

recomendado que para la etapa de maduración, los ostiones de M. gigas deben ser alimentados entre el 

2% y el 6% del peso seco corporal para asegurar que las necesidades energéticas y nutrimentales de los 

organismos sean satisfechas adecuadamente (Utting, 1993; Helm et al., 2004). De manera similar se han 

probado raciones entre el 6% y 9% del peso seco corporal, sin embargo, se observó que en lugar de 

estimular la maduración de los gametos los ostiones destinaban su energía al crecimiento acelerado de las 

valvas (Utting y Millican, 1997; Helm et al., 2004). 

Por otra parte, se sabe que la calidad del alimento está directamente relacionada a la calidad de los 

gametos (Robinson, 1992a; Samain et al., 1992). Por lo tanto, durante el ciclo reproductivo de M. gigas los 
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organismos deben estar expuestos a una fuente de alimento que cumpla con sus requerimientos 

nutricionales. Durante la etapa de maduración los reproductores deben ser alimentados con microalgas 

que contengan una alta proporción de ácidos grasos altamente insaturados (HUFAS) como el ácido 

eicosapentaenoico (EPA) y el ácido docosahexaenoico (DHA), ya que pueden ser almacenados en distintos 

tejidos y posteriormente ser movilizados y transferidos a los ovocitos durante el proceso de vitelogénesis 

(Llera, 2008). Las microalgas que cumplen de manera adecuada los requerimientos nutricionales de los 

ostiones por ser ricas en ácidos grasos altamente insaturados son: Tetraselmis sp.; Isochrysis sp.; Pavlova 

sp.; Chaetoceros sp. y Thalassiosira weissfloggii (Chu y Greaves, 1991; Helm, 2004). Asimismo se 

recomienda que la dieta de los reproductores esté compuesta por varias especies de microalgas, debido a 

que el valor nutricional puede variar entre las distintas especies y por las condiciones de cultivo (Enright 

et al., 1986; Brown et al., 1997).   

1.1.3 Producción acuícola del ostión japonés  

El ostión japonés (M. gigas) es el ostión más cultivado a nivel mundial, teniendo presencia en más de 60 

países. La producción mundial de M. gigas en 2019 se calcula en 653, 296 toneladas, con un valor de 

mercado de 1.2 x 109 millones de dólares USD (FAO, 2021). Dentro de los principales países productores 

del ostión japonés se encuentran República de Corea, Japón, Francia, Estados Unidos, Irlanda, Canadá y 

México (FAO, 2022). El éxito del cultivo de M. gigas alrededor del mundo es debido a que es una especie 

con una alta capacidad de adaptación a diversas técnicas de cultivo, alta fecundidad (una hembra puede 

llegar a producir en un ciclo reproductivo entre 20 y 100 millones de huevos) y que su semilla/crías 

(organismos después de la metamorfosis) pueden ser producidas en laboratorios de reproducción 

conocidos como “hatcheries”  (criaderos), por su nombre en inglés (Mazón-Suástegui 1996; Helm et al., 

2004; Miossec et al., 2009).  

En México el ostión japonés fue introducido en la década de los años 70 en la Bahía Falsa de San Quintín, 

Baja California con semilla proveniente de Estados Unidos y a través de los años se ha posicionado como 

una de las principales especies de bivalvos cultivadas en todo el país (Chávez-Villalba, 2014). Los 

principales estados productores de M. gigas son Baja California, Baja California Sur y Sonora, siendo Baja 

California el principal productor. Baja California cuenta con 29 unidades de producción acuícolas (UPA), 

Baja California Sur 28 UPA y Sonora 27 UPA, sumando más de 445,000 hectáreas dedicadas a la producción 

del ostión japonés (Carta Nacional Acuícola, 2021). Sin embargo, la producción de M. gigas presenta un 

gran reto por superar, que es el abastecimiento constante de semilla.  
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Desde el año 2007 se ha reportado a través de los Programas Maestros Sistema Producto Ostión de Baja 

California, Baja California Sur y Sonora que los ostricultores han enfrentado un desabasto de semilla para 

poder sembrar la totalidad de sus artes de cultivo. A pesar de que los principales estados productores de 

ostión japonés cuentan con laboratorios de reproducción, los ostricultores se han visto en la necesidad de 

importar semilla proveniente de Estados Unidos y Chile. Para el año 2008, el 90% de la producción del 

ostión japonés en el estado de Baja California estuvo conformada por semilla proveniente de Estados 

Unidos. Los principales laboratorios extranjeros que exportan semilla a México son Taylor Shellfish Farms 

con el 50% del mercado, Whisky Creek Shellfish con cerca del 40% del mercado (Programa Maestro del 

Sistema Producto Ostión de Baja California, 2008). 

Para la producción de semilla de ostión japonés los laboratorios de reproducción emplean el 

acondicionamiento reproductivo. Este un proceso mediante el cual el ciclo reproductivo de los organismos 

puede ser controlado a través de la manipulación del ambiente (Helm et al., 2004). Por lo tanto, el objetivo 

del acondicionamiento reproductivo es la obtención de gametos maduros en una fracción del tiempo que 

le llevaría al organismo hacerlo en su ciclo natural. Consecuentemente, el control de los factores que 

intervienen en el ciclo reproductivo del ostión japonés como la temperatura y la alimentación es crítico. 

Para un control más preciso y prolongado de los factores que intervienen en la maduración gonadal del 

ostión japonés, los sistemas de recirculación acuícola (SRA) pueden ser una opción. 

1.1.4  Sistemas de recirculación acuícolas (SRA)  

Los sistemas de recirculación acuícolas (SRA) son una forma de producción intensiva que a través de varios 

procesos unitarios como la nitrificación, la aireación/oxigenación, la remoción de sólidos, recirculación del 

agua y la desgasificación tratan continuamente el agua y la mantienen en rangos favorables para los 

organismos cultivados (Losordo et al., 1992; Espinal y Matulić, 2019) (Figura 3). Los SRA permiten el control 

de los factores que integran la calidad del agua como la temperatura, la salinidad, los compuestos 

nitrogenados (Nitrógeno amoniacal total, NAT; y los nitritos, N-NO2), el pH, el dióxido de carbono (CO2), la 

alcalinidad y el oxígeno disuelto (OD) (Timmons et al., 2002). Además, los SRA también permiten un mejor 

control del fotoperiodo, en la cantidad y calidad del alimento, de las densidades de cultivo, un uso más 

eficiente del agua, de la estrategia de alimentación y la exposición a compuestos tóxicos (Dalsgaard et al., 

2013). Si el SRA es operado adecuadamente se mantendrá una buena calidad del agua por periodos 

prolongados, evitando la generación de estrés a los organismos y en consecuencia la incidencia de 

enfermedades o mortalidades masivas (Masser et al., 1998). 
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No obstante, para mantener la calidad del agua en condiciones óptimas los SRA deben tener una 

circulación de agua constante, lo cual implica un alto consumo eléctrico (Singh y Marsh, 1996). Además, 

los SRA son considerados mecánicamente sofisticados y biológicamente complejos por lo que requieren 

un monitoreo constante y su operación debe ser realizada por personal altamente capacitado (Masser et 

al., 1998; Lekang, 2007). A pesar de que los SRA presenten un alto consumo eléctrico y requieran personal 

altamente capacitado, su uso se ha extendido para la producción de diversas especies de peces como 

tilapia (Oreochromis niloticus, O. aureus, O. mossambicus, O. spp.), trucha (Oncorhynchus mykiss), salmón 

del atlántico (Salmo salar), lubina (Micropterus salmoides), bagre africano (Clarias gariepinus), entre otras 

especies (Martins et al., 2010; Badiola et al., 2012). Incluso, los SRA también se han utilizado en el cultivo 

larval y el acondicionamiento reproductivo del bivalvos (Frías y Segovia, 2010; Panana, 2012; Congrove, 

2012; Kuhn et al., 2013; Villasuso-Palomares, 2014; Qiu et al., 2015; Asmani et al., 2016, Asmani et al., 

2017: Qiu et al., 2017). 

1.1.5 Uso de los SRA en la ostricultura  

En la ostricultura, el cultivo larval se ha realizado principalmente en sistemas de flujo abierto (SFA). Los 

SFA se caracterizan por su necesidad constante de reabastecimiento de agua durante todo el día (Rico-

Villa et al., 2008). Una de las desventajas de los SFA es que utilizan agua proveniente de las zonas 

circundantes al laboratorio de reproducción; por lo tanto la calidad del agua variará a través del año, 

incluso durante el mismo día (Barton et al., 2015). Esto ha tenido como consecuencia altas mortalidades 

larvales, debido a que la etapa larval es la más sensible del ciclo de vida del ostión a cambios drásticos en 

la calidad del agua (Beiras y His, 1994). Consecuentemente, el interés en implementar los SRA durante los 

cultivos larvales se ha ido incrementando. 

Para el cultivo larval se han realizado estudios en SRA enfocándose principalmente en la densidad cultivo. 

Las principales especies de ostiones que se han cultivado en SRA son las larvas de C. virginica, (Congrove, 

2012; Kuhn et al., 2013), M. gigas (Asmani et al., 2016; Asmani et al., 2017) y M. angulata (Qiu et al., 2015; 

Qiu et al., 2017).  

Los SRA también han sido empleados en el acondicionamiento reproductivo de C. virginica (Buchanan et 

al., 1998), M. gigas (Frías y Segovia, 2010) y M. sikamea (Panana, 2012; Villasuso-Palomares, 2014) 

logrando madurar los gametos de los organismos al finalizar dicho proceso. Sin embargo, los SRA 

presentan retos técnicos por superar al ser aplicados al cultivo larval o al acondicionamiento reproductivo 
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de ostión, como la acidificación continua del agua (debido a la nitrificación y la acumulación de CO2) y la 

introducción accidental de parásitos, virus y bacterias (Losordo et al., 1992; Masser et al., 1998; Panana, 

2012; Yanong, 2003a; Yanong, 2003b). Mientras que la acidificación del agua puede provocar la disolución 

externa de la concha, modificar la química del agua y por lo tanto la condición de los organismos; la 

introducción accidental de patógenos puede provocar altas mortalidades o el fracaso del cultivo.  

 Diagrama general de los procesos de un sistema de recirculación acuícola (SRA). Imagen modificada de 
Losordo et al. (1992). 

1.1.6 Acidificación del agua en los SRA  

Los ostiones excretan amoniaco (NH3) a través de sus branquias como subproducto metabólico de las 

proteínas. El amoniaco es sumamente tóxico para una gran variedad de organismos acuáticos como peces, 

crustáceos y bivalvos (Keppler, 2007). Sin embargo, cuando el NH3 entra en contacto con el agua, este se 

puede transformar a amonio (NH4), el cual es una forma menos tóxica de nitrógeno para los organismos 

(Meade, 1985). No obstante, la propoción de amonio y amoniaco es dependiente del pH del agua, siendo 

que a menor pH predominará el amonio y a mayor pH, predominará el amoniaco. Al conjunto de amonio 

y amoniaco se le denomina nitrógeno amoniacal total (NAT). Para la remoción de los compuestos 

nitrogenados, los SRA emplean filtros biológicos comúnmente llamados biofiltros. En su interior los 

biofiltros contienen un medio inerte que permite la fijación de las bacterias que llevan a cabo el proceso 

de nitrificación (Sandu et al., 2002; Guerdat et al., 2010).  

La nitrificación es un proceso compuesto por dos etapas: la oxidación del amonio (NH4) a nitritos (N-NO2) 
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y la oxidación de los nitritos (N-NO2) a nitratos (N-NO3) (Ebeling et al., 2006). Las ecuaciones 1 y 2 muestran 

de forma básica el proceso de nitrificación en las dos etapas (WPCF, 1983; USEPA, 1984). Los géneros de 

bacterias encargados de oxidar el amonio en nitritos son: Nitrosomonas (más importante), Nitrosococcus, 

Nitrosospira, Nitrosolobus, y Nitrosovibrio que reciben el nombre de bacterias oxidantes de amonio (AOB 

por su abreviación en inglés). Por su parte, los géneros de bacterias que oxidan los nitritos a nitratos son 

Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira, y Nitrospina que reciben el nombre de bacterias oxidantes de nitritos 

(NOB por su abreviación en inglés) (Prosser, 1986).  

 NH4
+ + 1.5O2 → 2H+ + H2O + NO2

− ……………………………………………………………………………………….(1) 

 NO2
− + 1.5O2 → NO3……………………………………………………………………………………………………………….(2) 

Durante la nitrificación las bacterias nitrificantes consumen oxígeno, carbono inorgánico y nitrógeno y 

como subproducto metabólico liberan protones (H+) al medio. Los requerimientos de carbono inorgánico 

de las bacterias se satisfacen a partir del bicarbonato (HCO3
-). El consumo de HCO3

- afecta la alcalinidad 

del agua, esto es debido a que la alcalinidad está conformada mayoritariamente por bicarbonato (90%) 

(Staley, 1989). Por lo tanto, la adición constante de H+ y el consumo de HCO3
- provocarán una disminución 

del pH y de la alcalinidad del agua en el SRA. El proceso general de la nitrificación se puede reducir en la 

ecuación 3 (USEPA, 1984).  

 NH4
+ + 1.856O2 + 1.979HCO3

− → 0.0205C5H7O2N + 0.982NO3
− + 1.041H2O + 1.876H2CO3 ………..(3) 

La segunda causa de acidificación en los SRA es la acumulación de CO2. La mayor fracción CO2 será 

proveniente de los organismos en el sistema, de las bacterias nitrificantes y de la descomposición de la 

materia orgánica (si no es removida) (Losordo et al., 1992). Si el CO2 no es removido del SRA se podrá 

hidrolizar en el agua para generar ácido carbónico (H2CO3). A su vez, el H2CO3 se puede disociar en HCO3
- y 

en un H+. Finalmente, el HCO3
-
 puede disociarse en carbonato (CO3

-2) más un protón (H+) (Ecuación 4).  

CO2 + H2O ⇄  H2CO3  ⇄ HCO3
− +  H+  ⇄ CO3

−2 +  H+………………………………………………………….(4) 

Los protones aportados por la disociación del H2CO3 y el HCO3
- disminuirán el pH del agua, provocando su 

acidificación (Seibel y Walsh, 2003). La especie de carbono dominante (H2CO3, HCO3
- y CO3

-2) dependerá 

del pH del agua (Figura 4). En un pH ácido la especie química dominante será el H2CO3, en un pH neutro 

será el HCO3
- y en un pH alcalino será el CO3

-2 (Timmons et al., 2002). 



13 

 Dinámica del ácido carbónico (H2CO3), los bicarbonatos (HCO3
-) y los carbonatos (CO3

-2) respecto al pH. 
Imagen obtenida de Timmons et al. (2002). 

 

El incremento de H+ en el agua tiene un efecto directo en la concentración de iones de carbonato (CO3
-2) 

(Fabry, 2008). Esto es debido a que los iones CO3
-2 se asociarán con los H+ en el agua para crear HCO3

- y así 

poder amortiguar el pH y la alcalinidad (Ecuación 5). No obstante, los CO3
-2 también pueden interactuar 

con la molécula del agua con el ácido carbónico (Ecuación 6 y 7). 

CO3
−2 +  H+ ⇄ HCO3

−………………………………………………………………………………………………………………..(5) 

CO3
−2 +  H2O ⇄  HCO3

−  + OH−……………………………………………………………………………………………....(6) 

CO3
−2 + H2CO3  ⇄ 2HCO3

−……………………………………..…………………………………………………………………(7) 

Los CO3
-2 presentes en el agua, se encuentran principalmente en forma de carbonatos de calcio (CaCO3). 

Los CaCO3 están principalmente en 2 formas: calcita y aragonita (Miller et al., 2009). La calcita es el 

carbonato menos soluble de los dos, por lo que la acidificación del agua afecta principalmente a la 

aragonita (hasta 50% más soluble) (Harrould-Kolieb et al., 2009; Gazeau et al., 2013).  

La proporción de carbonato de calcio en forma de aragonita (o calcita) en el medio se mide a través de su 

índice de saturación (Ω). Si Ω<1 se considera que el agua está insaturada de CaCO3, por lo que el agua 

perderá su capacidad de amortiguar la constante adición de H+ provenientes de la nitrificación y de la 
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acumulación de CO2. A la interacción entre las diversas formas de carbono (CO2, H2CO3, HCO3
-, CO3

-2, calcita 

y aragonita) con el pH y la alcalinidad, le denominaremos sistema CO2-carbonatos.  

Si la acidificación del agua en un SRA empleado para el acondicionamiento reproductivo de ostión no se 

controla adecuadamente, se puede promover la disolución externa de la concha. Esto es debido a que 

conforme disminuye el pH, se incrementa la solubilidad de la aragonita. Una vez que la saturación de 

aragonita sea ≤1, la calcita comenzará a disociarse en CO3
-2 y Ca+2 para poder amortiguar los H+ presentes 

en el agua (Figura 5). La disociación de la calcita es de particular importancia, ya que es la principal forma 

de carbonato de calcio que compone la concha de los ostiones adultos. Por lo tanto, si los organismos son 

expuestos crónicamente a condiciones ácidas durante el acondicionamiento reproductivo se afectaría la 

cantidad de energía disponible para la producción de gametos; ya que los organismos destinarían una alta 

cantidad de energía al proceso de calcificación para reponer los CaCO3 cedidos (Zhang y Zhang, 2006; 

Lannig et al., 2010; Thomsen et al., 2015; Rivera y Hernández 2020). 

1.1.7 Introducción de parásitos, virus y bacterias a los SRA  

La introducción de parásitos, virus y bacterias patógenas a los SRA plantean un gran reto técnico, ya que 

el mismo sistema puede proveer las condiciones ambientales óptimas para su proliferación y propagación 

(Noble y Summerfelt, 1996). Los patógenos pueden ser introducidos a los SRA a través del agua, de los 

mismos organismos a cultivar o por equipo contaminado (Masser et al., 1998). Algunos brotes de 

enfermedades pueden ser controlados con una buena calidad del agua, regulando las densidades de 

cultivo o adquiriendo organismos certificados como libres de enfermedades (Masser et al., 1998). 

También, pueden ser empleados métodos de desinfección como el uso de agentes químicos (cloro, ozono, 

yodo, detergentes, peróxido de hidrógeno, etc.), agentes físicos (radiación ultravioleta), agentes 

mecánicos (filtros) y radiación (rayos gama, radiación acústica y electromagnética) (Lekang, 2007). No 

obstante, una vez que el patógeno es introducido al SRA, este no podrá ser eliminado, solo se podrá reducir 

el riesgo de que se propague al resto de los sistemas de producción o provoque mortalidades masivas 

(Timmons et al., 2002). 

Es importante que los operadores de los SRA estén atentos a cualquier signo de enfermedad en los 

organismos. En el caso del cultivo de peces se puede observar signos de enfermedad como excitabilidad, 

nado errático, úlceras en la piel o aletas, o reducción en el consumo de alimento (Masser et al., 1998). Sin 

embargo, en el caso de los bivalvos como es el ostión, es difícil la detección de signos de infección o incluso 
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la presencia de parásitos. Existen parásitos como Polydora sp. que requieren atención especial debido a 

que para poderlos detectar es necesario matar al organismo. Esto es debido a que los gusanos del género 

Polydora pueden fijarse en la cara interna de las valvas de los organismos, introduciéndose entre el espacio 

que existe entre ellas y el manto y provocando la creación de ampollas de lodo (Blake y Evans, 1973). Por 

lo tanto, es importante reducir el riesgo de la introducción accidental de patógenos a los SRA, ya que 

pueden determinar el fracaso o éxito del cultivo o del ciclo reprodcutivo (Barber, 1988; Handley, 1998).  

1.1.8 Polydora sp. 

Los gusanos del género Polydora, Boccardia y Pseudopolydora también conocidos como polidóridos 

forman parte del complejo-Polydora y pertenecen a la familia Spionidae. Los polidóridos son considerados 

cosmopolitas ya que se han encontrado en lagunas costeras, esteros y zonas intermareales en el norte de 

Europa, Australia, Estados Unidos de América, Japón y México (Blake, 1996; Cáceres-Martínez, 2003; 

Almeda et al., 2009; Walker, 2011). Los polidóridos se caracterizan por tener setas especializadas para la 

perforación de sustratos cálcicos como las conchas de los moluscos bivalvos y gasterópodos, además de 

tener una reproducción sexual, asexual y por poecilogonia (Blake, 1969; Blake y Evans, 1973). 

Se ha observado que durante su etapa larval, los gusanos de Polydora se fijan sobre las conchas de los 

moluscos produciendo un tubo o canal con la materia orgánica disponible en la columna de agua, el cual 

es cementado con un mucus producido por la misma larva (Zottolli y Carriker 1974). Los tubos o canales 

producidos mantienen contacto con el exterior para que los gusanos puedan captar o filtrar alimento de 

la columna de agua (Radashevsky et al., 2006). Una vez que el gusano de Polydora se encuentra totalmente 

cubierto por el tubo, comenzará a perforar la concha de su hospedero hasta llegar a la cara interna (Blake, 

1996). No obstante, los gusanos de Polydora también pueden reptar entre el manto y la cara interna de la 

concha para alojarse en su hospedero (Blake y Evans 1973). Cuando el hospedero detecta la presencia de 

Polydora comenzará a producir una “ampolla de lodo” como un mecanismo de defensa para contener al 

gusano (Handley y Bergquist, 1997) (Figura 6).  

La producción de las ampollas de lodo tienen varias consecuencias negativas para el hospedero ya que 

debe gastar energía en su producción, lo cual puede causar un desajuste energético, afectando la tasa de 

crecimiento o el desarrollo (Bergman et al., 1982; Silina, 2006; Silina y Zhukova, 2009). De manera similar 

las ampollas de lodo pueden favorecer la acumulación de materia orgánica dentro de ellas, propiciando la 

ocurrencia de infecciones oportunistas provocadas por bacterias y hongos (Cáceres-Martínez et al., 1998). 
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Además, la ampolla de lodo provoca el rechazo del consumidor debido al mal aspecto que genera, así 

como el mal olor que emana debido a la acumulación de metabolitos anaerobios de sulfato de hidrógeno 

dentro de ella (Handley y Berguist, 1997; Sato-Okoshi et al., 2013; Clements et al., 2018). Además, Handley 

(1998) reportó que los ostiones de M. gigas infestados con Polydora sp. tuvieron una disminución 

significativa en el tamaño de los ovocitos producidos. Por lo tanto, los con prevalencia de Polydora sp. 

podrían tener un retraso en el desarrollo y maduración de sus gametos, en el desove o incluso afectar la 

supervivencia de las larvas debido a ovocitos de mala calidad. 

La gravedad del efecto negativo de los polidóridos en los moluscos bivalvos está influenciado por diversos 

factores, como la especie del gusano, la intensidad de la infestación, las condiciones ambientales, así como 

el tamaño, especie y la condición fisiológica del hospedero (Lleonart et al., 2003). Para determinar el daño 

provocado por los polidóridos los moluscos bivalvos se ha utilizado de forma tradicional el índice condición 

(IC) (Spencer et al., 2021). De acuerdo con Mann (1978) el índice de condición representa la habilidad que 

posee un organismo para resistir una condición de estrés ambiental generada por factores físicos, químicos 

o biológicos. Por lo tanto, el IC permite determinar cómo es la interacción de un organismo con el ambiente 

en el cual se encuentra. A pesar de que el IC es una herramienta de bajo costo, rápida y representativa del 

estado fisiológico de los organismos, no proporciona suficiente información sobre como se ve afectado el 

organismo, es decir, no proporciona información sobre los mecanismos de respuesta como alteraciones 

en rutas metabólicas, la producción o inhibición de enzimas o la interrupción de procesos fisiológicos. Por 

lo tanto, la información proporcionada por el IC, debe ser completada con otros tipos de análisis como 

podría ser el análisis de expresión de genes.  

1.1.9 Análisis de expresión de genes en el ostión japonés  

El análisis de expresión de genes proporciona una visión de la respuesta molecular y bioquímica de los 

organismos ante un cambio químico, físico o biológico en su ambiente (Lutier et al. 2021). Existen varias 

técnicas de análisis de expresión de genes como la hibridación in situ, microarreglos, secuenciación masiva 

y qPCR (por sus siglas en inglés Quantitative Polymerase Chain Reaction), las cuales han permitido tener 

una mejor compresión de los procesos fisiológicos que lleva a cabo M. gigas como la calcificación 

(Bagusche, 2013), la reproducción (Dheilly et al., 2012) o la respuesta de los ostiones ante condiciones de 

hipoxia e hiperoxia (Sussarellu et al., 2010, 2012), Temperatura (Lim et al., 2013) la acidificación del océano 

y la exposición a patógenos (Vibrio splendidus) (Cao et al., 2018) o ante la exposición de los ostiones a 

microorganismos productores de toxinas (Prorocentrum lima) (Romero, 2013). 
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Por ejemplo, Llera (2008) evaluó los genes VTG1 y VTG2 relacionados a la vitelogénesis tardía en hembras 

de M. gigas durante su ciclo reproductivo y reportó que la máxima expresión de estos genes se daba 

cuando las hembras tenían sus gametos maduros. Además, observó que los niveles de expresión de VTG1 

y VTG2 estaban relacionados a la disponibilidad de alimento que tenían los organismos; indicando que 

existía una relación entre la cantidad de alimento y la calidad del vitelo producido por las hembras. Por lo 

cual, los resultados obtenidos en este experimento plantearon la posibilidad de considerar a los genes 

VTG1 y VTG2 como marcadores moleculares cuantitativos del esfuerzo reproductivo en hembras.  

También se han realizado estudios para determinar la respuesta de M. gigas a diferentes temperaturas: 

5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35°C (Zhu et al., 2016). En este estudio se observó que la exposición de los ostiones 

a las temperaturas de 5 y 35°C promovía la expresión diferencial de 1377 genes y de 1363 genes 

respectivamente comparados con los 635 genes expresados diferencialmente entre los 10 y los 25°C o los 

439 genes a los 30°C. Los genes diferencialmente expresados durante los 5 y los 35°C estuvieron 

relacionados al metabolismo de los carbohidratos, a la producción de proteínas de choque térmico (HSP70, 

HSP20 y HSP90) y al proceso de apoptosis (CAS8.03767).  La expresión de dichos genes fue la respuesta de 

los ostiones para intentar reparar o eliminar las proteínas dañadas y así mantener su homeostasis celular. 

Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo ayudaron a establecer un rango de tolerancia térmica 

M. gigas, la cual se encuentra entre los 10 y los 30°C. 

De manera similar Dheilly et al. (2012) lograron determinar que el ciclo reproductivo del ostión japonés 

está influenciado por 2, 482 genes, de los cuales 77 genes están relacionados con la diferenciación sexual 

entre los organismos, expresándose 9 exclusivamente en machos y 68 exclusivamente en hembras. La 

diferencia en la cantidad de genes expresados exclusivamente en las hembras pudo ser asociada al 

complejo proceso de la vitelogénesis, el cual implica la movilización y acumulación de reservas energéticas 

en los ovocitos para el futuro embrión. Además, durante este trabajo también se logró determinar la 

expresión de genes relacionados a la respuesta inmune en branquias, gónadas y manto, lo cual sugiere 

que M. gigas emplea mecanismos de protección para asegurar su éxito reproductivo.  

Del mismo modo se han realizado trabajos de investigación para evaluar la expresión génica de M. gigas 

a una amplia gama de valores de pH, como el reportado por Lutier et al. (2021). En dicha investigación se 

expuso a organismos de 5 meses de edad durante 23 días a un rango de pH entre 7.8 y 6.4 (con una 

variación de 0.1 unidades) y de Ωar entre 3.1 y 0.1, detectándose un punto de inflexión de pH entre 6.9 y 

7.3. Los organismos expuestos a un pH menor al rango de inflexión tuvieron una mayor expresión de genes 

relacionados al metabolismo celular, al transporte transmembrana de iones, a la señalización del calcio, a 
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la producción de carbonatos de calcio, a la biosíntesis de macromoléculas y a la síntesis de proteínas, 

ribosomas y aminoácidos. Lo cual indicaba que los organismos estaban llevando a cabo una serie de 

procesos para mitigar las condiciones ambientales adversas para mantener su homeostasis y por lo tanto 

una excesiva demanda energética.  

Por su parte los ostiones que se mantuvieron a un pH superior a 7.3 no se vieron afectados de forma 

significativa su crecimiento, su tasa de respiración, mortalidad o su regulación iónica. Por lo tanto, como 

podemos observar el análisis de expresión de genes puede ser una herramienta útil que podría ayudar 

establecer rangos de concentración de los factores que integran la calidad del agua o el sistema CO2-

carbonatos con diversos objetivos, como por ejemplo, el acondicionamiento reproductivo. De la misma 

forma, el análisis de expresión de genes podría ayudar a evaluar diversos protocolos de acondicionamiento 

reproductivo y así determinar si estuvieron sometidos a algún factor de estrés que pudiera comprometer 

la la producción de gametos de buena calidad.  

 Acidificación del agua en un sistema de recirculación acuícola (SRA) con ostión. Dióxido de carbono, CO2; 
agua, H2O; ácido carbónico H2CO3; bicarbonato, HCO3

-; carbonato, CO3
-2; OH-, iones hidroxilo; carbonatos de calcio 

en forma de calcita y aragonita (Ω). CaCO3; calcio, Ca+2; protones, H+. 
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 Gusano polidórido y su efecto en las conchas de moluscos bivalvos. (A) Cuerpo completo de un gusano 
polidórido, imagen obtenida de (Pérez 2020); (B) Ampollas de lodo en la concha de ostión japonés (M. gigas). Las 
flechas rojas indican la ubicación de las ampollas. 

 Justificación  

El ostión japonés (M. gigas) es el molusco bivalvo más cultivado a nivel mundial y uno de los más cultivados 

en México. Sin embargo, su producción se ha visto limitada a través de los años debido a que no se produce 

semilla suficiente, ni de forma constante. Para satisfacer sus requerimientos de semilla los ostricultores 

mexicanos han importado semilla proveniente de otros países, llegando a representar hasta el 90% de su 

producción. Para poder incrementar la producción de semilla es necesario desarrollar y probar protocolos 

de acondicionamiento reproductivo, así como tecnología que permita un control más preciso y prolongado 

sobre los factores que regulan el ciclo reproductivo del ostión japonés, como es el caso de los SRA.  

A pesar de que los SRA comienzan a tener una mayor aceptación entre los ostricultores para el cultivo 

larval, existe muy poca información disponible sobre diseños de SRA utilizados en el acondicionamiento 

reproductivo del ostión japonés. Consecuentemente, hay poca información sobre la dinámica de la calidad 

del agua y del sistema CO2-carbonatos y los rangos entre los cuales se deben mantener para evitar algún 

efecto negativo en la maduración de los gametos de los ostiones. Además, es necesario complementar la 

información proveniente de las biometrías con otras técnicas de análisis que proporcionen mayor 

información sobre la respuesta fisiológica de los ostiones cuando son expuestos a los protocolos de 

acondicionamiento reproductivo, como puede ser el análisis de expresión de genes.  

El establecer rangos óptimos de calidad del agua y del sistema CO2-carbonatos y conocer el estado 

fisiológico de los ostiones, permitiría a los productores de semilla realizar ajustes a sus protocolos de 

(A) (B) 

(A) 
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acondicionamiento reproductivo o al diseño de los SRA para que la los gametos de los organismos puedan 

madurar en tiempos predecibles y en consecuencia mantener una producción de semilla constante. Por lo 

tanto este trabajo de investigación podría sentar las bases para desarrollar nuevos protocolos de 

acondicionamiento y SRA especializados en ostión japonés.  
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Capítulo 2.  Pre-acondicionamiento del ostión japonés en un 

sistema de recirculación acuícola (SRA) 

  Introducción 

La producción constate de semilla es fundamental para abastecer a los cultivos de ostión japonés a lo largo 

del año (Helm et al., 2004, Walker, 2017). Por lo tanto, es primordial que los laboratorios de reproducción 

cuenten con un protocolo de acondicionamiento reproductivo. Sin embargo, el acondicionamiento 

reproductivo presenta un gran reto técnico y es que el tiempo que deben pasar los organismos en 

acondicionamiento para la obtención de gametos maduros es poco predecible.  

Frecuentemente los laboratorios utilizan como reproductores a organismos que provienen de las zonas de 

cultivo, los cuales han estado expuestos a condiciones ambientales (temperatura, salinidad, cantidad y 

calidad del alimento, parásitos, etc.) que no se pueden controlar  (Reynaga-Franco et al., 2020). Esto ha 

resultado en que los reproductores, tengan un índice de condición variable y que su estadio de desarrollo 

reproductivo no este sincronizado entre ellos (Robinson, 1992). Es decir, los organismos que tengan una 

menor madurez gonadal requerirán de un mayor tiempo de acondicionamiento para obtener gametos 

maduros comparados con los que tengan una mayor madurez gonadal, creando un desfase en la madurez 

entre los organismos que se utilizan como reproductores. Consecuentemente, al momento de inducir a 

estos organismos a la liberación de gametos no se tendrá certidumbre del número de organismos listos 

para este procedimiento ni la cantidad y calidad de los gametos obtenidos en la liberación. 

Para determinar la cantidad de días necesarios que los reproductores deben ser expuestos a una 

temperatura establecida para producir espermatozoides y ovocitos maduros de ostión, Mann (1979) 

desarrolló el concepto de °C día. Durante su experimento, Mann (1979) observó que se requirieron entre 

512 y 592 °C día para observar gametos maduros de M. gigas provenientes de las costas de Whitstable, 

Inglaterra. No obstante, Chávez-Villalba et al. (2002) observaron que el ostión japonés requería entre 207 

y 228°C día para su maduración gonadal si los organismos eran provenientes de las costas de Francia. 

Ambos experimentos permitieron establecer que la cantidad de días de acondicionamiento necesarios 

para la maduración sexual de los organismos también dependerá de la latitud de la cual provengan.  Por 

lo tanto, el concepto de °C día propuesto por Mann, debe ser ajustado constantemente de acuerdo al 
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origen de los reproductores y de acuerdo a las condiciones ambientales que predominaron en las zonas 

de las cuales fueron extraídos los organismos.  

Una posible solución para estandarizar el tiempo de acondicionamiento reproductivo de moluscos bivalvos 

en los laboratorios de producción de larvas, es que los organismos pasen por un proceso de pre-

acondicionamiento. El pre-acondicionamiento lo hemos definido como el proceso de sincronización del 

estadio de estadio de desarrollo reproductivo mediante la manipulación del cero biológico  que es la 

temperatura a la cual ningún proceso biológico o fisiológico se lleva a cabo (Bělehrádek y Mann, 1935). El 

objetivo del pre-acondicionamiento es que los organismos seleccionados como reproductores inicien 

todos y al mismo tiempo el proceso de maduración de los gametos. Uno de los beneficios del pre-

acondicionamiento es que se pueden obtener tiempos de acondicionamiento más predecibles. Otro 

beneficio es que al mantener los organismos en el cero biológico se promueve la acumulación de reservas 

energéticas en forma glucógeno, mejorando su condición (Fabioux et al., 2005). Para llevar a cabo el pre-

acondicionamiento los organismos deben ser expuestos a una temperatura y alimentación (cantidad y 

calidad) constante. Consecuentemente, al tener que controlar los parámetros físico-químicos, los sistemas 

SRA se perfilan como la opción más viable para llevar a cabo el pre-acondicionamiento. 

Debido a que los SRA permiten un control preciso de los parámetros físico-químicos, se ha documentado 

ampliamente su aplicación y sus beneficios en la producción y reproducción de peces (Martins et al., 2010; 

Badiola et al., 2012; Wambua et al., 2021). Sin embargo, en moluscos bivalvos, existe la necesidad de seguir 

realizando más investigación ya que es necesario determinar la interacción que existe entre el SRA con la 

concha de los organismos y la posible inclusión accidental de parásitos o patógenos que no pueden ser 

fácilmente detectados como es el caso de los poliquetos del género Polydora, debido a que se encuentran 

en la cara interna de la concha. La inclusión accidental de estos parásitos u otros patógenos en un SRA, 

podrían tener un efecto negativo en el ciclo reproductivo del ostión japonés (Handley, 1998; Spencer et 

al., 2021). Por lo que es necesario realizar experimentos para determinar el efecto de Polydora sp. en el 

pre-acondicionamiento del ostión japonés en un SRA. 

 Hipótesis 

El control de la calidad del agua y del sistema CO2-carbonatos del sistema de recirculación acuícola durante 

el pre-acondicionamiento incrementa el índice de condición del ostión japonés (Magallana. gigas).  



23 

El pre-acondicionamiento del ostión japonés (Magallana gigas) en un sistema de recirculación acuícola 

permite la sincronización de su estadio de desarrollo reproductivo.  

La prevalencia de Polydora sp. afecta el índice de condición del ostión japonés durante el pre-

acondicionamiento en un sistema de recirculación acuícola.  

 Objetivo general 

Evaluar el efecto de la calidad del agua, del sistema CO2-carbonatos y la prevalencia de Polydora sp. en el 

pre-acondicionamiento y la sincronización del estadio de desarrollo reproductivo del ostión japonés 

(Magallana gigas) mantenido en un sistema de recirculación acuícola (SRA).  

2.3.1 Objetivos específicos 

1. Caracterizar la dinámica de la calidad del agua (Temperatura, oxígeno disuelto (OD), salinidad, 

nitrógeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO2) y nitratos (N-NO3). 

2. Caracterizar la dinámica del sistema CO2-carbonatos (pH, alcalinidad, presión parcial de CO2 

(pCO2), bicarbonatos (HCO3
-), carbonatos (CO3

-2) y el índice de saturación de calcita y aragonita).  

3. Determinar el índice de condición de Magallana gigas 

4. Determinar el sexo y el estadio de desarrollo reproductivo de los organismos. 

5. Determinar el índice de prevalencia de Polydora sp. y su efecto en el índice de condición.  

 Materiales y Métodos 

2.4.1 Arribo de los organismos 

Un total de 816 ostiones japoneses (Magallana gigas) de un año de edad y cultivados en sartas en Bahía 

Falsa en San Quintín, Baja California, fueron adquiridos del productor Cristóbal Murillo Villanueva.  Al 

recibir los ostiones en el laboratorio de reproducción de moluscos bivalvos en el Departamento de 

Acuicultura del CICESE, fueron inspeccionados y los epibiontes y materia orgánica que se encontraba en 
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sus valvas fueron removidos. Una vez que los organismos estuvieron limpios y antes de empezar el 

experimento (día 0) se tomó una muestra de 10 organismos para determinar su índice de condición y otros 

10 organismos para determinar el estadio de desarrollo reproductivo.  

2.4.2 Proceso de Pre-acondicionamiento 

El pre-acondicionamiento tuvo una duración de 60 días, en los cuales los organismos fueron sometidos a 

dos condiciones experimentales diferentes. En la primera condición (C1), los organismos fueron colocados 

en un sistema de recirculación acuícola (SRA) donde el sistema CO2-carbonatos no fue regulado. En la 

segunda condición (C2) los organismos fueron colocados en un SRA, donde el sistema CO2-carbonatos 

estuvo regulado a través de un reactor de calcio. 

Los ostiones mantenidos en las condiciones experimentales C1 y C2 fueron pre-acondicionados en dos 

etapas. En la primera etapa los organismos se mantuvieron a una temperatura de 12°C (cero biológico 

determinado para M. gigas, Helm et al., 2004) por 45 días y en la segunda etapa se incrementó la 

temperatura del agua 1°C cada 3 días hasta llegar a la temperatura que estimula la maduración (18°C) 

(Mann 1979). La segunda etapa tuvo una duración de 15 días. Durante el experimento se tomaron 

muestras por cada condición (C1 y C2) en los días 20, 45 y 60. Por cada muestreo se extrajeron 20 

organismos. Diez organismos se utilizaron para determinar el índice de condición y otros 10 para 

determinar el estadio de desarrollo reproductivo (Figura 7). 

 Temperatura (°C) y tiempo en días del proceso de pre-acondicionamiento del ostión japonés (M. gigas). Las 
flechas indican el día en el cual se realizaron muestreos de los organismos para determinar su índice condición y su 
estadio de desarrollo reproductivo.  
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2.4.3 Sistema de recirculación acuícola (SRA) para el pre-acondicionamiento 

Los SRA utilizados para las condiciones experimentales C1 y C2 en el pre-acondicionamiento de M. gigas 

estuvieron conformados de un tanque de fibra de vidrio con 1.3 m3 de agua de mar filtrada hasta 5 µm e 

irradiada con luz UV (QL-40 Lifegard, Aquatic ecosystem) durante 24 horas previas a su uso. La remoción 

de compuestos nitrogenados se realizó con un biofiltro de cama dinámica que contenía 180 L de medio 

KaldnesTM K1 (con un área superficial específica de 500m2/m3) y la de sólidos sedimentables con un 

contenedor plástico de forma cilíndrica con una capacidad de 100 L, el cual funcionó como un hidrociclón. 

Para el control de la temperatura del agua se utilizó una bomba de calor Delta Star® modelo DSHP-5 (Aqua 

Logic). La circulación de agua se realizó con una bomba magnética 3-MD-SC (Little Giant, Oklahoma City) 

ajustada a un gasto de 57 L/min (Figura 8). Para la condición experimental C2, donde se requería que el 

sistema CO2-carbonatos estuviera regulado se acopló un reactor de calcio al biofiltro del SRA, el cual se 

describe en la sección 2.4.4.  

Cada condición experimental estuvo conformada por un SRA. En cada SRA se mantuvieron 384 ostiones 

distribuidos en 12 canastas (51 cm x 30.5 cm x 13.5 cm) plásticas (32 organismos por canasta) montadas 

en 2 líneas (6 canastas por línea) (Figura 9). Para remover los sólidos acumulados se realizaron recambios 

de 500 L de agua dos veces por semana. El agua con la que se hizo el recambio estaba filtrada e irradiada 

como se indicó anteriormente y la temperatura del agua fue ajustada antes de agregarla a los SRA para 

evitar el choque térmico en los ostiones.  

2.4.4 Reactor de calcio 

Para controlar el sistema CO2-carbonatos se utilizó un reactor de calcio. El reactor de calcio estuvo 

conformado por una cámara de reacción (40 cm de alto x 10.16 cm de diámetro) con 1 Kg de coral fósil 

compuesto principalmente de aragonita, con trazas de estroncio, fosfato y silicato (ReBornTM, Florida, 

USA), una cámara contadora de burbujas (16.5 cm de alto x 5.2 cm de diámetro) y una bomba magnética 

Quiet One® 1200 (Lifergard Aquatics) para la circulación del agua. Para la disociación del coral fósil se 

inyecto al reactor de calcio 2.6-3.0 mL/min de CO2 (Figura 10). El diseño del reactor de calcio fue de 

acuerdo al descrito por Sanjay Joshi (2022). 
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2.4.5 Calidad del agua  

La calidad del agua fue medida diariamente en cada SRA. La temperatura (°C), el oxígeno disuelto (OD) y 

la salinidad (ppt) fueron medidos con un multiparámetro Pro Dss (YSI®; Ohio, USA). El nitrógeno amoniacal 

total (NAT) fue determinado con una alícuota de 200 µL de acuerdo al método de azul de indofenol 

descrito por Solorzano (1969) y leído a una longitud de onda de 640nm. Los nitritos (N-NO2) fueron 

determinados con el método de formación de compuestos azo de acuerdo a lo descrito por Shin (1941) y 

modificado para agua marina por Bendschneider y Robinson (1952) con una alícuota de 200 µL y leído a 

una longitud de onda de 543 nm. Los nitratos (N-NO3) fueron determinados en una alícuota de 100 µL por 

el método de luz ultravioleta con dos longitudes de onda: 220 nm para materia orgánica y 275 nm para 

NO3 y materia orgánica. La diferencia entre las lecturas de ambas absorbancias indica la concentración de 

N-NO3 (APHA, 1995). Todas las mediciones de los compuestos nitrogenados (NAT, N-NO2 y N-NO3) se 

realizaron por triplicado en un espectrofotómetro de microplaca EpochTM (Biotek® Instruments, Winooski, 

USA).  

 Sistema de recirculación acuícola (SRA) para el pre-acondicionamiento del ostión japonés (M. gigas). Las 
flechas rojas indican la dirección del flujo del agua.  
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  Acomodo de las jaulas que contuvieron a los ostiones (M. gigas) durante su pre-acondicionamiento en el 
sistema de recirculación acuícola (SRA). 

 

 Reactor de calcio para el control de sistema CO2-carbonatos durante el pre-acondicionamiento y el 
acondicionamiento reproductivo del ostión japonés (M. gigas). 
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2.4.6 Sistema CO2-carbonatos  

El pH fue medido con un potenciómetro computer-set (Aqua Medic) calibrado en la escala NBS (National 

Bureau of Stansdars). La alcalinidad fue determinada con el método colorimétrico descrito por Adams 

(1990), una alícuota de 10 mL fue teñida con verde de bromocresol y titulada con ácido sulfúrico (H2SO2) 

0.02 N hasta el viraje de color. La presión parcial del dióxido de carbono (pCO2), los bicarbonatos (HCO3
-), 

los carbonatos (CO3
-2), y los índices de saturación de calcita (Ωca) y aragonita (Ωar) fueron calculados a partir 

de la temperatura, la salinidad, el pH y la alcalinidad con el software CO2 System (CO2 sys) desarrollado por 

Lewis y Wallace (1998), utilizando las constantes de disociación aparente descritas por Mehrbach et al. 

(1973).  

2.4.7  Alimentación de los organismos 

Los ostiones fueron alimentados con la pasta comercial Shellfish diet 1800TM (Reed Mariculture), la cual es 

una mezcla de seis diferentes microalgas: Isochrysis sp., Pavlova sp., Tetraselmis sp., Chaetoceros 

calcitrans, Talassiosira weissflogii y Thalassiosira pseudonana. La concentración celular de la pasta según 

el proveedor es de aproximadamente 2 X 109 células/mL. No obstante, se realizó un conteo celular para 

determinar la concentración celular real de la pasta con una cámara de Neubauer y  observadas con un 

microscopio compuesto, la cual fue de 1.96 X 109 células/mL.  

La concentración celular adecuada para alimentar a los ostiones durante el pre-acondicionamiento se 

determinó a partir del trabajo realizado por Le Gall y Raillard (1988). En dicho trabajo, los autores 

establecen que para organismos de M. gigas que están fuera de sus ciclo reproductivo y expuestos a bajas 

temperaturas (10 °C), una concentración de alimento entre los 20 X 103 y 50 X 103 células/mL es adecuada 

para promover la acumulación de reservas energéticas. Sin embargo, debido a que la pasta de microalgas 

Shellfish diet 1800TM (Reed Mariculture) está conformada por células muertas era posible que una fracción 

de la pasta suministrada se pudiera sedimentar. Por lo cual, la concentración de alimento para los ostiones 

se ajustó a  60 X 103 células/mL por SRA (40 mL de pasta). Durante todo el pre-acondicionamiento la pasta 

de microalgas se mantuvo en su recipiente original y fue almacenada en un refrigerador a 4°C.  
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2.4.8 Composición proximal de la pasta de microalgas  

Para el análisis de la composición proximal de la pasta de microalgas (lote: #19292) se colectó una alícuota 

de 10 mL en un filtro de fibra de vidrio de 24 mm de diámetro y una abertura de poro de 1 µm (Whatman 

GF/C). El filtro con la pasta de microalgas fue almacenado a -20°C hasta su momento de utilización. Los 

análisis de la composición proximal de la pasta de microalgas se llevaron a cabo en el laboratorio de 

Biotecnología de Algas (BIOAL), ubicado en el Departamento de Acuicultura en CICESE y bajo la dirección 

de la Doctora Pilar Sánchez Saavedra.  

Las proteínas fueron extraídas exponiendo a las muestras 100°C durante 60 minutos e hidróxido de sodio 

al 0.1N de acuerdo con el método descrito por Malara y Charra (1972) y cuantificadas con la reacción de 

Folin-Ciocalteau de acuerdo con el método de Lowry et al. (1951). Una curva de calibración fue generada 

utilizando como estándar suero de albúmina de bovino (98%). 

Los carbohidratos fueron extraídos con ácido sulfúrico al 0.5 N de acuerdo al método descrito por Whyte 

(1987) y cuantificados utilizando fenol al 5% y ácido sulfúrico de acuerdo con el método descrito por 

Dubois et al. (1956). La curva de calibración se generó utilizando como estándar glucosa.  

Los lípidos fueron extraídos con cloroformo-metanol-agua de acuerdo al método descrito por Blight y Dyer 

(1959) y cuantificados de acuerdo a la metodología descrita por Pande et al. (1963). Una curva de 

calibración fue generada utilizando como estándar una solución de tripalmitina al 99% (C16:0).  

2.4.9  Biometrías, índice de condición (IC) y supervivencia  

Para determinar el peso total de los organismos, se les retiro el exceso de agua con papel secante para 

posteriormente pesarlos en una balanza digital ScoutTM Pro modelo SP601 (Ohaus). Posteriormente el 

cuerpo blando de cada uno de los organismos fue removido de sus valvas. Las valvas fueron pesadas de 

manera individual, mientras que el cuerpo blando fue secado en un horno Arsa, modelo AR-290AD a 60°C 

por 48 horas. El peso seco del cuerpo blando de los ostiones se determinó con una balanza analítica 

AdventureTM Pro modelo AV64C (Ohaus). Finalmente, con los datos obtenidos del (peso total, peso de las 

valvas y peso seco del cuerpo blando se calculó el índice de condición descrito por Hickman e Illingworth 

(1980): 
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𝐼𝐶 =  
𝑃𝑆𝐶

𝑃𝑇−𝑃𝑉
∗ 100……………………………………………………………………………………….……………………………(8) 

 

Donde: 

IC: índice de condición 

PSC: peso seco del cuerpo blando 

PT: peso total 

PV: peso de las valvas 

Para determinar la supervivencia se registró diariamente el número total de organismos muertos en cada 

condición experimental durante los 60 días de pre-acondicionamiento.  

2.4.10  Estadio de desarrollo reproductivo 

La evaluación del estadio de desarrollo reproductivo se llevó a cabo realizando un análisis histológico de 

acuerdo a la metodología descrita por Shaw y Battle (1957), el cual no requirió la aprobación de un comité 

de ética debido a que M. gigas es una especie no regulada. A cada ostión se le hizo un corte transversal 

de 4-5 mm de espesor entre los labios palpales y las branquias. Cada corte se guardó en un casete 

histológico y se fijó en solución Davidson durante 48 horas. Posteriormente el tejido fue deshidratado en 

una serie de etanol de 70%, 96% y 100% y consecutivamente fue incluido en parafina. Los cortes 

histológicos se realizaron con un micrótomo de 5 µm de espesor y fueron colocados en un porta objetos 

para posteriormente ser teñidos con hematoxilina-eosina-floxina siguiendo la metodología descrita por 

Shaw y Battle (1957). El estadio de desarrollo reproductivo fue determinado usando la escala de 5 etapas 

descritas por Aldana-Aranda et al. (2014) (Tabla 1).  

2.4.11 .Índice de prevalencia de Polydora  sp. 

Para determinar el índice de prevalencia de polidóridos, se registró la presencia de canales y ampollas en 

la cara interna de las valvas de los 20 ostiones muestreados por condición experimental en cada día de 

muestreo (día 0, 20, 45 y 60). El índice de prevalencia se calculó con la fórmula descrita por Cáceres-

Martínez et al. (1998):   
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PE (%) =
OI

OE
∗ 100……………………………………………………………….…………………………(9) 

 

Donde:  

PE: prevalencia de polidóridos en porcentaje  

OI: número de ostiones infestados  

OE: número de ostiones examinados 

Tabla 1. Descripción del desarrollo reproductivo descrito por Aldana-Aranda et al. (2014). 

Nombre Descripción 

I indiferenciado o reposo 
Los sexos no se pueden diferenciar. Solo se puede observar epitelio 
germinativo y tejido conectivo  

II gametogénesis  
Diferenciación sexual; se pueden observar gametos inmaduros (en las 
hembras ovogonias y ovocitos y en los machos espermatogonias, 
espermatocitos y espermátidas) 

III maduros  
Los folículos se observan llenos de espermatozoides en los machos y de 
ovocitos maduros en las hembras 

IV desovados Los folículos se observan parcialmente vacíos y rotos 

V post-desove 
Lo folículos se encuentran vacíos; se observa una gran cantidad de 
fagocitos en tejido conectivo y en la gónada 

2.4.12 Efecto de la prevalencia de Polydora  sp. en el Índice de condición  

Para determinar el efecto de la prevalencia de Polydora sp. en el índice de condición, se clasificaron a los 

ostiones en organismos con prevalencia de Polydora sp. y organismos sin prevalencia de Polydora sp. de 

acuerdo con la información obtenida del punto 2.4.11. El índice de condición de cada organismo se obtuvo 

de los resultados del punto 2.4.9. Finalmente, se realizó una comparación del índice de condición entre 

los organismos con prevalencia de Polydora sp. y organismos sin prevalencia de Polydora sp. 

2.4.13 Análisis de datos 

Para evaluar la normalidad y homogeneidad de varianza en el peso total, en el índice de condición, en el 

Índice de prevalencia de Polydora sp. y en el efecto de la prevalencia de Polydora sp. en el índice de 
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condición se realizaron las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene´s. Para evaluar la normalidad de la 

supervivencia se realizó una prueba de Kolmogorov Smirnov. Para el peso total se realizó un Análisis de 

Varianza (ANOVA) de dos vías. Los factores del ANOVA fueron las condiciones experimentales (C1 y C2) y 

los días de muestreo (0, 20, 45 y 60). Cuando se detectaron diferencias significativas se utilizó una prueba 

posterior de Tukey. 

Para el índice de condición, supervivencia, el índice de prevalencia de Polydora sp., y en el efecto de la 

prevalencia de Polydora sp. en el índice de condición se realizó una prueba no paramétrica U de Mann-

Whitney. Los resultados expresados en porcentaje fueron transformados previamente con la función de 

raíz cuadrada del arcoseno.  

Para todas las pruebas estadísticas se seleccionó una P = 0.05 como nivel de significancia. Los análisis 

estadísticos fueron realizados con el programa Statistica 7.1 (Stat Soft, Inc.). 

  Resultados 

2.5.1  Calidad del agua 

La temperatura se mantuvo en el rango deseado (12°C) durante los primeros 45 días del pre-

acondicionamiento. No obstante, entré el día 2 y el 5 se detectó un incremento en la temperatura en C2 

hasta alcanzar 15.8°C debido a una falla en la bomba de calor. El promedio de la temperatura en C1 

durante los primeros 45 días fue de 11.72°C ± 0.28 y de 11.73°C ± 0.79 en C2 (Figura 11 A). La concentración 

promedio de oxígeno disuelto durante los 60 días de experimento fue de 7.83 ± 0.24 mg/L en C1 y 7.83 ± 

0.26 mg/L en C2 (Figura 11 B). La salinidad promedio en C1 fue de 34.82 ± 0.27 ppt y de 34.90 ± 0.24 en 

C2 ppt (Figura 11 C). 

La concentración de NAT en ambas condiciones experimentales tuvo una tendencia a incrementarse 

durante los primeros 15 días de pre-acondicionamiento para posteriormente disminuir hasta 

concentraciones cercanas a 0 mg/L. La concentración promedio de NAT durante los 60 días de pre-

acondicionamiento en C1 fue de 0.73 ± 1.24 mg/L y de 0.60 ± 1.13 mg/L en C2 (Figura 11 D).  La 

concentración de nitritos en ambas condiciones experimentales tuvo una tendencia a incrementarse hasta 

llegar a una concentración máxima de 6.51 mg/L en C1 y 5.43 mg/L en C2. La concentración promedio de 
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N-NO2 en C1 fue de 1.83 ± 1.95 mg/L y de 2.06 ± 1.91 mg/L (Figura 11 E). La concentración promedio de 

N-NO3 en C1 fue de 21.61 ± 13.65 mg/L y de 20.17 ± 13.40 mg/L en C2 (Figura 11 F). 

2.5.2 Sistema CO2-carbonatos 

El pH en ambas condiciones experimentales tuvo un decremento durante los primeros 7 días para 

posteriormente estabilizarse entre un valor de 7.7 y 7.9. El valor promedio del pH fue de 7.81 ± 0.08 en C1 

y de 7.85 ± 0.07 en C2 (Figura 12 A). El sistema de recirculación con reactor de calcio (C2) tuvo una mayor 

capacidad de amortiguamiento con una alcalinidad promedio de 130 ± 9.39 mg/L de CaCO3 comparado 

con la alcalinidad 111 ± 11.12 mg/L de CaCO3 en C1 (Figura 12 B). La pCO2 durante los 60 días de pre-

acondicionamiento fue de 916 ± 118 µatm en C1 y 983 ± 157 µatm (Figura 12 C). 

La concentración promedio de HCO3
- en C1 fue de 1990 ± 174 µmol/Kg y de 2322 ± 160 µmol/Kg en C2 

(Figura 12 D). La concentración promedio de los CO3
-2 durante los 60 días de pre-acondicionamiento fue 

de 69 ± 23 mol/Kg en C1 y de 87 ± 22 µmol/Kg en C2 (Figura 12 E). El ΩCa promedio fue de 1.66 ± 0.55 en 

C1 y de 2.09 ± 0.52 en C2 (Figura 12 F). El Ωar promedio en C1 fue de 1.06 ± 0.35 y de 1.33 ± 0.33 (Figura 

12 G). 

2.5.3 Composición proximal de la pasta de microalgas  

La pasta de microalgas Shellfish diet 1800TM presentó una composición proximal de 14.07% de proteínas, 

15.05% de carbohidratos, 20.50% de lípidos y 37.70% de cenizas.  

2.5.4 Biometrías, Índice de condición (IC) y supervivencia  

Los ostiones iniciaron el pre-acondicionamiento con un peso total de 96.3 ± 21.7 g y finalizaron con 110.9 

± 16.2 g en C1 y 111.9 ± 12.7 g en C2. Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas entre las 

condiciones experimentales ni entre los días de muestreo (P = 0.70) (Figura 13 A). En el IC no se detectaron 

diferencias significativas entre las condiciones experimentales en los distintos días de muestreo (P > 0.05). 

No obstante, si se detectaron diferencias significativas (P = 0.01) en el IC entre el día 0 (8.02) y el día 60 

(5.20) en C1. De manera similar, en C2 se detectaron diferencias significativas (P = 0.03) en el IC entre el 
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día 0 (8.02) y el día 60 (4.83) (Figura 13 B). En la supervivencia no se detectaron diferencias significativas 

(P = 0.31) entre C1 y C2. Posterior a los 60 días de experimentación la supervivencia fue de 78.65% en C1 

y de 81.16% en C2 (Figura 13 C). 

 Calidad del agua durante el pre-acondicionamiento del ostión japonés (M. gigas) en dos condiciones 
experimentales. C1 sistema de recirculación acuícola (control) y C2, sistema de recirculación acuícola con reactor de 
calcio (A) Temperatura: (B) OD, oxígeno disuelto; (C) salinidad; (D) NAT, nitrógeno amoniacal total; (E) N-NO2, nitritos; 
(F) N-NO3, nitratos.  
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 Factores del sistema CO2-carbonatos durante el pre-acondicionamiento del ostión japonés (M. gigas) en 
dos condiciones experimentales. C1 sistema de recirculación acuícola (control) y C2, sistema de recirculación acuícola 
con reactor de calcio (A) pH: (B) alcalinidad; (C) pCO2, presión parcial de CO2; (D) HCO3

-, bicarbonato; (E) CO3
-2, 

carbonato; (F) Ωca, índice de saturación de calcita; (G) Ωar, índice de saturación de aragonita. 

7.6

7.8

8.0

8.2

8.4

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

p
H

Días

C1 C2

90

100

110

120

130

140

150

160

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

A
lc

al
in

id
ad

 (
m

g/
L 

C
aC

O
3)

Días

400

600

800

1000

1200

1400

1600

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

p
 C

O
2

(µ
at

m
)

Días

0

1

2

3

4

5

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Ω
ca

Días

0

1

1

2

2

3

3

4

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Ω
ar

Días

(A) (B) 

(C) 

(F) 

(G) 

30

80

130

180

230

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

C
O

3-2
(µ

m
o

l/
K

g)

Días

(E)

1700

1900

2100

2300

2500

2700

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
H

C
O

3-
(µ

m
o

l/
K

g)

Días

(D)



36 

2.5.5 Estadio de desarrollo reproductivo 

Al inicio del pre-condicionamiento se observó que el 80% de los organismos estaban en un estadio 

indiferenciado (estadio I) y el 20% restante estaban en gametogénesis (estadio II) (Figura 14). En los días 

20 y 45 se observó una mayor proporción de organismos indiferenciados en ambas condiciones 

experimentales (> 50%). Los ostiones machos estaban en gametogénesis (estadio II), mientras que las 

hembras estaban en estadio IV (desovadas). Al finalizar el pre-acondicionamiento (día 60) se observó que 

el 90% de los organismos muestreados en C1 no desarrollaron gónada y se encontraban en un desarrollo 

reproductivo inactivo, estadio indiferenciado. El 10% restante se encontró en estadio II o gametogénesis 

y todos eran machos, mientras que en C2 el 100% de los ostiones se encontraban indiferenciados o sin 

actividad reproductiva (Figura 14). 

Figura 13. Peso total, índice de condición (IC) y supervivencia durante el pre-acondicionamiento del ostión japonés 
(M. gigas) en dos condiciones experimentales. C1 sistema de recirculación acuícola (control) y C2, sistema de 
recirculación acuícola con reactor de calcio (A) peso total; (B) IC, índice de condición; (C) Supervivencia. Letras 
diferentes indican diferencias significativas entre las condiciones experimentales.    
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 Estadio del desarrollo reproductivo del ostión japonés (M. gigas) durante el pre-acondicionamiento en 
dos condiciones experimentales. C1 sistema de recirculación acuícola (control) y C2, sistema de recirculación acuícola 
con reactor de calcio (A). Las barras verdes indican el porcentaje de organismos indiferenciados; las barras azules la 
proporción de machos y las barras grises la proporción de hembras.  

2.5.6 Índice de prevalencia de Polydora  sp. 

En el pre-acondicionamiento se registró un índice de prevalencia promedio de 44% en C1 y de 35% en C2. 

No obstante, no se detectaron diferencias significativas (P = 0.38) en el índice de prevalencia de Polydora 

sp. entre las condiciones experimentales (Figura 15). 

 Índice de prevalencia de Polydora sp. en el pre-acondicionamiento del ostión japonés (M. gigas) en dos 
condiciones experimentales. C1 sistema de recirculación acuícola (control) y C2, sistema de recirculación acuícola 
con reactor de calcio. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las condiciones experimentales.  
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2.5.7 Efecto de la prevalencia de Polydora  sp. en el índice de condición 

No se detectaron diferencias significativas (P = 0.78) en el índice de condición promedio entre los 

organismos con prevalencia de Polydora sp. y sin prevalencia de Polydora sp. (Figura 16). 

 Índice de condición en organismos con prevalencia de Polydora sp. y sin prevalencia de Polydora sp. en el 
pre-acondicionamiento de M. gigas en un sistema de recirculación acuícola (SRA). Letras diferentes indican 
diferencias significativas entre las condiciones experimentales.  

 Discusión 

El objetivo del pre-acondicionamiento fue sincronizar el estadio de desarrollo reproductivo de los 

organismos manteniéndolos en su cero biológico (12°C, temperatura a la cual ningún proceso biológico o 

fisiológico se lleva a cabo Bělehrádek y Mann, 1935). Además, el mantener a los ostiones expuestos a bajas 

temperaturas promueve la acumulación de reservas energéticas, las cuales se utilizaran durante la 

producción y maduración de los gametos (Berthelin et al. 2000). La acumulación de reservas energéticas 

durante el pre-acondicionamiento no solo es promovida por la baja temperatura, también es necesario 

proporcionar a los organismos condiciones óptimas de alimentación, de calidad del agua y del sistema 

CO2-carbonatos. Sin embargo, podrían existir algunos factores de estrés no esperados que pueden 

comprometer la acumulación de las reservas energéticas y la salud de los ostiones, como es la presencia 

de parásitos o patógenos.  

Recientemente, se ha reportado la presencia de gusanos de Polydora sp. en la zonas de donde se 

obtuvieron los ostiones utilizados en este experimento (Pérez, 2020). La prevalencia de Polydora sp. 

plantea un reto muy particular, ya que para poder detectarla es necesario abrir a los ostiones y examinar 
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la cara interna de las valvas. Por lo tanto, el riesgo de haber introducido gusanos de Polydora sp. de forma 

accidental a los SRA fue muy alto, en especial, por la cantidad de organismos que utilizamos en el pre-

acondicionamiento (816 ostiones). Entonces, este experimento también sirvió para evaluar el efecto de 

Polydora sp. durante el pre-acondicionamiento del ostión japonés (M. gigas). 

En el pre-acondicionamiento el control de la temperatura es fundamental, ya que es el principal factor que 

afecta el ciclo reproductivo de los ostiones y de no mantenerla cercana al cero biológico promovería el 

comienzo de la gametogénesis en los organismos (Fabioux et al., 2005). En este experimento, la 

temperatura se mantuvo dentro de los rangos deseados en C1 y C2. Por lo que, los SRA demostraron tener 

la capacidad de mantener la temperatura constante por periodos prolongados. El segundo factor de 

importancia a controlar durante el pre-acondicionamiento es el oxígeno disuelto. Esto es debido a que el 

oxígeno es consumido tanto por los ostiones en los tanques de cultivo, como por las bacterias nitrificantes 

en el biofiltro. Por lo cual se recomienda que la concentración de oxígeno en el agua en los SRA no sea 

menor a 5 mg/L (Masser et al., 1998). Durante el pre-acondicionamiento la concentración de oxígeno 

disuelto en C1 y C2 fue mayor a los 7.0 mg/L, la cual se encuentra dentro del rango reportado como óptimo 

entre 5.0 y 7.0 mg/L para ostiones en SRA (Buchanan et al., 1998; Frías y Segovia, 2010; Panana, 2012; 

Villasuso-Palomares, 2014). La salinidad fue otro factor de la calidad del agua que se mantuvo constante 

en ambas condiciones experimentales durante los 60 días de pre-acondicionamiento. La salinidad en C1 y 

C2 se mantuvo en los 34 ppt, la cual está dentro del rango (entre 33 y 34 ppt) reportado como óptimo por 

Kamermans et al. (2016) para M. gigas en SRA. Por lo tanto, podemos concluir que durante el pre-

acondicionamiento los ostiones en los SRA estuvieron expuestos de forma constante a la temperatura 

objetivo de 12°C y condiciones óptimas de oxígeno disuelto y de salinidad.  

Debido a que los SRA son sistemas cerrados, es necesario el monitoreo constate de la concentración de 

los compuestos nitrogenados como el NAT y los N-NO2. De no removerse adecuadamente los compuestos 

nitrogenados se acumularán en el sistema y tendrán efectos negativos en los organismos (Timmons et al., 

2002; Ciji y Akhtar, 2020). La concentración de NAT en C1 y C2 durante los primeros 15 días de pre-

acondicionamiento se incrementó hasta observarse concentraciones superiores a los 3.5 mg/L, para 

posteriormente bajar hasta concentraciones cercanas a los 0 mg/L. Dicho comportamiento en la 

concentración de NAT fue debido a que el biofiltro no se encontraba maduro, es decir, no contenía 

suficiente cantidad de bacterias oxidantes de amonio (AOB por su abreviación en inglés), ni de bacterias 

oxidantes de nitritos (NOB por su abreviación en inglés) (Prosser, 1986). 
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La maduración del biofiltro consiste en permitir que crezca una población adecuada de bacterias 

nitrificantes, la cual será capaz de remover los compuestos nitrogenados que se produzcan en el SRA 

(Masser et al., 1998). Un biofiltro se puede madurar en un tiempo entre 4 y 8 semanas, dependiendo de 

la temperatura (Kuhn et al., 2010). En C1 y C2 la baja cantidad de bacterias nitrificantes en el biofiltro fue 

debido a la temperatura del agua (12°C), ya que la temperatura óptima de las bacterias se encuentra entre 

los 20°C y los 30°C (Maada-Gomoh, 2009). Temperaturas por debajo de los 20°C afecta el crecimiento de 

las bacterias nitrificantes así como su eficiencia para remover compuestos nitrogenados (Bhaskar y 

Charyulu, 2005; Malone et al., 2006; Maada-Gomoh, 2009). No obstante, la concentración promedio de 

NAT en ambas condiciones experimentales durante el pre-acondicionamiento se mantuvo dentro de los 

rangos reportados como óptimos (entre los 0.05 y los 4.2 mg/L) para ostiones cuando son mantenidos en 

SRA (Buchanan et al., 1998; Frías y Segovia, 2010). 

En organismos acuáticos se ha documentado que la exposición a altas concentraciones de nitritos afectan 

negativamente el crecimiento, la capacidad de transportar oxígeno, la osmorregulación y el esfuerzo 

reproductivo (Jensen, 2003; Ciji y Akhtar, 2020). En el pre-acondicionamiento, la concentración promedio 

de nitritos en C1 y C2 fueron superiores a las recomendadas por Stone y Thomforde (2004) para 

organismos acuáticos (entre 0.05 y 0.5 mg/L) y por las reportadas por Frías y Segovia (2010) entre los 0.09 

y 0.21 mg/L para M. gigas en un SRA. No obstante, Buchanan et al. (1998) reportó una concentración de 

nitritos entre los 0.05 y 1.90 mg/L para Crassostrea virginica en un SRA durante 8 semanas sin efectos 

negativos en los organismos. Por lo cual, podemos concluir que la concentración de nitritos en ambas 

condiciones experimentales no fue un factor de estrés durante el pre-acondicionamiento.  

Los nitratos son el producto final del proceso de nitrificación y el menos tóxico de los compuestos 

nitrogenados (Timmons et al., 2002).  En SRA con M. gigas se han reportado concentraciones de nitratos 

entre los 15 y los 20 mg/L sin observarse efectos negativos en los organismos (Frías y Segovia, 2010). Estas 

concentraciones son similares a las concentraciones promedio que se observaron en C1 y C2 en el pre-

acondicionamiento. Por lo tanto, podemos concluir que las concentraciones de nitratos se mantuvieron 

dentro de un rango considerado como óptimo. De manera similar, podemos concluir que los SRA permiten 

mantener las condiciones de calidad del agua dentro de los rangos reportados como óptimos para M. gigas 

y que el reactor de calcio no tuvo un efecto aparente en la calidad del agua bajo las condiciones del 

experimento.  

Además, de la calidad del agua (temperatura, oxígeno disuelto, salinidad y compuestos nitrogenados) los 

factores que integran al sistema CO2-carbonatos también deben ser monitoreados constantemente en los 
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SRA, en especial cuando son empleados en moluscos bivalvos. La acumulación de CO2 puede modificar la 

química del agua afectado la concentración de HCO3-, CO3
-2, la saturación de carbonatos de calcio (calcita 

y aragonita) y en consecuencia la alcalinidad y el pH. Algunos de los efectos negativos reportados por la 

acumulación de CO2 en bivalvos son reducción en la tasa de crecimiento, incremento de la mortalidad, 

reducción de la tasa de calcificación, efecto en el equilibrio ácido-base de los fluidos internos, incremento 

de la disolución externa de la concha, reducción del índice de condición, incremento de los requerimientos 

energéticos y reducción de la tasa de filtración (Gazeau et al., 2013). 

Es importante monitorear y controlar el pH en los SRA debido a que influye en la toxicidad del NAT, ya que 

a mayor pH se favorece la proporción de amoniaco el cual es muy tóxico. Además, se deben evitar cambios 

drásticos en el pH (de 0.5 a 1 unidad) ya que se puede afectar hasta en un 50% la eficiencia del biofiltro y 

por lo tanto se promueve la acumulación de compuestos nitrogenados (NAT y N-NO2) afectando la salud 

de los organismos (Timmons et al., 2002). Durante el pre-acondicionamiento el pH promedio en C1 (7.81 

± 0.08) y en C2 (7.85 ± 0.07) coincidió con el rango reportado por Buchanan et al. (1998) de 7.8 a 8.5 para 

C. virginica en SRA y a lo reportado por Frías y Segovia (2010) de 7.8 para M. gigas también en SRA. Por 

cual, podemos concluir que en C1 y C2 el pH no fue un factor de estrés para los ostiones durante el 

experimento.  

La alcalinidad se puede definir como la capacidad que tiene un agua para amortiguar un ácido o como la 

capacidad de un agua para aceptar protones (H+) (Timmons et al., 2002). Para SRA se recomienda de forma 

general una alcalinidad entre los 100 y los 200 mg/L de CaCO3 y específicamente para agua marina 

alrededor de los 120 mg/L de CaCO3 para evitar cambios drásticos en el pH o en la eficiencia del biofiltro 

(Lekang, 2007; Timmons et al., 2002). Durante el pre-acondicionamiento no se observaron cambios 

drásticos en el pH o una reducción en la eficiencia del biofiltro en ninguna condición experimental. Por lo 

tanto, podemos concluir que la alcalinidad se mantuvo en una concentración óptima para el 

funcionamiento del SRA. Para el caso de los bivalvos no se ha reportado una alcalinidad óptima o una 

alcalinidad mínima para evitar efectos dañinos en los organismos. Caso similar se presenta con la 

concentración del HCO3
-, no obstante, se ha reportado en experimentos de acidificación con M. gigas una 

concentración entre los 1280 y los 2010 µmol/Kg sin que se observaran efectos negativos asociados con 

los HCO3
- (Lannig et al., 2010; Gazeau et al., 2011). Consecuentemente, podemos concluir que la 

concentración de HCO3
- en C1 y C2 no fue un factor de estrés para los ostiones.  

El CO2 en los SRA proviene principalmente de la respiración de los organismos y de las bacterias 

nitrificantes y de no ser removido se acumulará en el sistema y afectará la salud de los organismos. En el 
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pre-acondicionamiento la pCO2 en ambas condiciones experimentales fue mayor al rango reportado como 

óptimo para bivalvos que está entre las 374 y 658 µatm. Sin embargo, la pCO2 en nuestro experimento fue 

menor al rango reportado como tóxico que está entre las 2170 y 2625 µatm (Lannig et al., 2010; Range et 

al., 2011; Gazeau et al., 2011; Ivanina et al., 2013; Parker et al., 2017; Wang et al., 2017). Por lo tanto, 

podemos concluir que a pesar de que se tuvo una acumulación moderada de pCO2, esta no fue un factor 

de estrés para los ostiones y que la inyección de CO2 para promover la disociación del medio del reactor 

de calcio no fue suficiente como provocar algún efecto negativo en los organismos en C2.  

Al exponer a los organismos por periodos prolongados a bajas concentraciones de CO3
-2 y a Ωar/ Ωca<1 

pueden afectar significativamente la tasa de calcificación y promover la disolución externa de la concha 

para incrementar la capacidad amortiguadora del agua (Yamamoto-Kawai et al., 2009). En este trabajo, la 

concentración de CO3
-2 en C1 fue menor a la reportada como mínima de 80 μmol/kg (Thomsen et al., 

2015). Además, se observó que en C1 que el Ωar fue < 1 durante 37 días de experimento. Esto indica que 

los ostiones en C1 estuvieron expuestos a condiciones corrosivas provocadas principalmente por el 

proceso de nitrificación (Losordo et al., 1992; Masser et al., 1998). Se ha observado que la exposición a 

condiciones corrosivas puede provocar estrés en los organismos e incrementar sus requerimientos 

energéticos (Lannig et al., 2010). Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en el índice de 

condición, en el peso total o en la supervivencia de los organismos entre C1 y C2 durante todo el pre-

acondicionamiento. Consecuentemente podemos concluir que a pesar de que el reactor de calcio 

proporcionó una mayor capacidad amortiguadora al agua en C2, no fue suficiente para provocar un efecto 

significativo en los ostiones durante los 60 días de experimento. Por lo tanto, también podemos concluir 

que el reactor de calcio no es necesario durante el pre-acondicionamiento, bajo las condiciones en las 

cuales se llevó a cabo el experimento. 

A pesar de que la calidad del agua y el sistema CO2-carbonatos se mantuvieron dentro de los rangos 

reportados como óptimos (a excepción de CO3
-2 y Ωar en C1) durante el pre-acondicionamiento se observó 

una disminución significativa en el IC en C1 y C2 al final del experimento. El IC obtenido en el día 60 del 

pre-acondicionamiento difiere de los reportados por Pérez (2020) que se encuentran entre un rango de 

valores entre 8.66 y 9.23 durante los meses de diciembre-enero donde la temperatura del agua fue 

alrededor de los 15°C. Cabe mencionar que los IC reportados por Pérez (2020) son de la misma zona de 

cultivo (Bahía Falsa en San Quintín, Baja California), del mismo proveedor (Cristóbal Murillo Villanueva) y 

de la misma especie (M. gigas) que los organismos usados en este experimento. Se podría pensar que el 

principal factor limitante y por lo tanto causante en la disminución en el IC de los ostiones fue la calidad y 

la cantidad de la pasta suministrada. Sin embargo, la pasta de microalgas ha sido usada como alimento 
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durante el cultivo larval de Pteria penguin (Wassnig y Southgate, 2016), en el acondicionamiento 

reproductivo de M. gigas (Frías y Segovia, 2010; Adams et al., 2013; Venkataraman et al., 2019) y de C. 

virginica (Buchanan et al., 1998). Además la misma pasta de microalgas (Shellfish diet 1800TM) utilizada en 

este experimento ha sido utilizada con éxito en el acondicionamiento reproductivo del ostión kumamoto 

(Magallana sikamea) (Panana 2012; Villasuso-Palomares, 2014) y en el cultivo larval de C. virginica (Kroll 

et al., 2016; Pruett et al., 2021). 

La pasta Shellfish diet 1800TM está conformada por las especies de microalgas Isochrysis sp., Pavlova sp., 

Tetraselmis sp., Chaetoceros calcitrans, Talassiosira weissflogii y Thalassiosira pseudonana, las cuales de 

acuerdo con Helm et al. (2004) son adecuadas para que los moluscos bivalvos adultos puedan generar 

reservas energéticas en forma de glucógeno, además de tener un alto contenido de ácidos grasos 

altamente insaturados (HUFAS por sus siglas en inglés) como el ácido eicosapentaenoico (EPA) y el ácido 

docosahexaenoico (DHA). Durante los periodos de bajas temperaturas, como la utilizada durante el pre-

acondicionamiento (12°C) el ostión japonés puede acumular glucógeno y HUFAS en la glándula digestiva, 

en la gónada y en el manto para utilizarlos posteriormente como fuente de energía para la producción de 

gametos y para la producción del vitelo durante la época reproductiva (Berthelin et al., 2000). Por lo que 

las especies que conforman la pasta de microalgas, así como su calidad (cantidad de proteínas, 

carbohidratos y lípidos) deben ser las adecuadas para asegurar el éxito reproductivo.  

Para evitar que la calidad de la pasta de microalgas se vea comprometida durante su tiempo de uso, es 

necesario almacenarla de forma adecuada. De acuerdo con la información proporcionada por el 

proveedor, la pasta Shellfish diet 1800TM tiene un tiempo de vida de hasta 4 meses, si se mantiene a 

temperatura de refrigeración y no se congela. Además, de acuerdo con Aji (2011) no hay diferencias 

significativas en el valor nutricional o la calidad de la pasta de microalgas y concentrados con las microalgas 

vivas, incluso por varios meses si estas son almacenadas en refrigeración y en un lugar obscuro. Durante 

el pre-acondicionamiento la pasta de microalgas con la que se alimentó a los ostiones en C1 y C2 tuvo un 

15.05% de carbohidratos, lo cual fue similar al porcentaje entre 8 y 17% de carbohidratos en la dieta 

utilizada por Adams et al. (2013) para alimentar a reproductores de M. gigas mantenidos a 9°C. Por su 

parte, el porcentaje de proteínas de la pasta Shellfish diet 1800TM fue de 14.7%, y difirió del valores 

reportado por dichos autores entre los 43.5 y 47.3%. 

No obstante, Adams et al. (2013) observaron que se podía reducir la anormalidad y fragilidad de los 

ovocitos si los ostiones eran pre-acondicionados y posteriormente madurados con una dieta que tuviera 

un rango de lípidos entre los 13.7 y 38.1%. Por lo cual, establecieron que la calidad de los ovocitos tiene 
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una mayor vinculación a la proporción de lípidos en la dieta que con las proteínas y los carbohidratos. La 

proporción de lípidos de la pasta de microalgas Shellfish diet 1800TM fue de 20.50%, por lo que puede ser 

considerada como una dieta de calidad adecuada para la el pre-acondicionamiento de M. gigas a bajas 

temperaturas. Por lo tanto, con la información relacionada a la pasta Shellfish diet 1800TM podemos 

concluir que, tanto las especies de microalgas proporcionadas a los organismos en C1 y C2, así como su 

contenido nutrimental fueron adecuados para alimentar a los ostiones durante el experimento. 

Además de la calidad, la cantidad de alimento también debe ser la adecuada para satisfacer los 

requerimientos energéticos de los organismos. Durante los 60 días de pre-acondicionamiento los 

reproductores de M. gigas fueron alimentados con aproximadamente 2.04 X 108 células por organismo 

por día, lo cual representó una concentración celular en los SRA de 60 X 103 células/mL. Dicha 

concentración fue similar a utilizada por Le Gall y Raillard (1988) y por Bougrier et al. (1995), en cuyos 

trabajos determinaron que no había diferencias en la tasa de filtración del ostión japonés entre los 5 y los 

15°C, mientras que la máxima tasa se alcanzaba entre los 19 y los 20°C. De manera similar Mao et al., 2006 

determinaron que la tasa de consumo de oxígeno, la tasa de excreción de amonio y por lo tanto el 

metabolismo disminuían después de la liberación gametos y conforme disminuía la temperatura, llegando 

a un mínimo en el mes de enero a 2.8°C. Por lo que suministrar una mayor concentración de microalgas a 

la utilizada durante el pre-acondicionamiento no necesariamente se hubiera visto reflejada en un 

incremento en el índice de condición. 

La cantidad de células por organismo por día suministrada a los ostiones en C1 y C2 fue la mitad de la 

reportada por Muranaka y Lannan (1984) y por Panana (2012) para la maduración de M. gigas y M. 

sikamea respectivamente. En dichos trabajos se utilizaron un rango de temperaturas entre los 18 y los 

24°C para estimular la maduración gonadal de los organismos. Sin embargo, para el pre-

acondicionamiento se consideró el bajo metabolismo de los organismos debido a la baja temperatura 

(12°C) y que no estaban llevando a cabo el proceso de maduración gonadal. Por lo que suministrar una 

cantidad de alimento similar a la que se utiliza durante el acondicionamiento reproductivo durante el pre-

acondicionamiento no sería adecuada para el ostión japonés.  

La adecuada alimentación de los organismos en C1 y C2 se pudo confirmar a través del análisis de las 

laminillas histológicas utilizadas para determinar el estadio de madurez gonadal. En las laminillas se pudo 

observar que los ostiones tenían alimento dentro de la glándula digestiva y que los divertículos digestivos 

(lugar donde se lleva a cabo la absorción de nutrientes) tenían su tradicional forma estrellada de acuerdo 

a la descripción realizada por Galtsoff (1964). Lo cual indicó que los organismos estaban consumiendo el 
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alimento proporcionado y no tenían indicios de tener problemas digestivos. Además, durante los 60 días 

de pre-acondicionamiento no se detectó pasta de microalga pegada en las paredes de los SRA, ni el 

biofiltro. Por lo que se puede asumir que la mayoría del alimento proporcionado a los ostiones fue 

consumido. Consecuentemente podemos concluir que la cantidad y calidad del alimento suministrada por 

organismo por día fue adecuada para adultos de M. gigas a una temperatura de 12°C y fuera de su ciclo 

reproductivo; por lo tanto se puede descartar con un factor limitante o como un factor causante de la 

disminución del IC de los organismos.  

Después de descartar que la reducción significativa en el IC de los ostiones al final del pre-

acondicionamiento fuera por efecto de la calidad del agua, el sistema CO2-carbonatos y la cantidad y 

calidad del alimento, los resultados sugieren un efecto por algún parásito, como es el caso de Polydora sp. 

Algunos de los efectos negativos que puede provocar Polydora sp. en los organismos son una reducción 

en la tasa de crecimiento, disminución en la supervivencia, disminución de la dureza de la concha y 

disminución del índice de condición (Bergman et al., 1982; Steele y Mulcahy, 1999; Silina, 2006; Chambon 

et al., 2007; Silina y Zhukova, 2009). Esto es debido a que cuando los ostiones detectan la presencia de 

Polydora sp., comenzarán a recubrir al gusano con capas de carbonato de calcio formando una ampolla 

(Ruellet, 2004). Dependiendo de la intensidad con la que los gusanos parasiten a las valvas y del área que 

cubra la ampolla, será la demanda energética requerida por el ostión, llegando incluso al agotamiento de 

sus reservas energéticas. 

Chambon et al. (2007) observó que los ostiones (M. gigas) con prevalencia de Polydora sp. también 

modificaban su comportamiento, abriendo las valvas por periodos muy cortos pero con una frecuencia 

mayor. Dicho comportamiento incrementaba la presión parcial de oxígeno en los fluidos internos, lo cual 

promovía al estrés oxidativo, afectando el metabolismo del organismo, así como su capacidad de 

almacenar reservas energéticas. No obstante, los ostiones pueden satisfacer los requerimientos 

energéticos derivados de la prevalencia de Polydora sp. a través de una mayor ingesta de alimento, 

siempre y cuando la energía requerida no sobrepase a la energía aportada por el alimento (Lannig et al., 

2010). Por lo tanto, mientras los organismos estén alimentados con una cantidad y calidad adecuadas 

podrán reducir el impacto negativo de Polydora sp. Esto explicaría por qué no se detectaron diferencias 

significativas en el índice de condición entre los ostiones con prevalencia de Polydora sp. y los ostiones sin 

prevalencia de Polydora sp.  

Handley (1997) reportaron que la infestación de gusanos poliquetos espiónidos en M. gigas se podía 

reducir si los organismos eran expuestos a zonas intermareales o si las artes de cultivo se ubicaban en 
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canales profundos. Esto es debido a que en las zonas intermareales, cuando los ostiones quedan expuestos 

al aire y al sol crean un ambiente desfavorable para los poliquetos, promoviendo su migración. Por su 

parte las zonas con canales profundos impiden la acumulación de sedimento lodoso, el cual es utilizado 

por las larvas de los poliquetos como sustrato para alimentarse. En el pre-acondicionamiento los ostiones 

en C1 y C2 se mantuvieron bajo el agua los 60 días de experimento. Además, los SRA son sistemas cerrados, 

es decir, tienen un bajo recambio de agua (5-10% diario del volumen total) comparado con los sistemas 

de flujo abierto que tienen un recambio de agua constante. Por lo tanto, los ostiones en los SRA durante 

el pre-acondicionamiento crearon condiciones adecuadas para los gusanos de Polydora sp., lo cual expuso 

a los ostiones de forma prolongada a su presencia.  

De acuerdo a Sokolova (2013) los efectos que provoca la exposición de un organismo a un estrés moderado 

son un mayor requerimiento energético para el mantenimiento basal, activación de mecanismos de 

protección o reparación de daños, reducción en la asimilación de energía y alteraciones en las rutas 

metabólicas para la producción de energía. Por lo que, acorde con los resultados obtenidos durante el pre-

acondicionamiento, es posible que la exposición de los ostiones a Polydora sp. en los SRA provocara un 

estrés moderado de forma general en los organismos. Si los organismos se mantienen durante un periodo 

prologado en estrés moderado, la acumulación de reservas energéticas, en forma de glucógeno o de 

lípidos, se reducirá o cesará y su índice de condición se verá afectado. Esta respuesta fisiológica por parte 

de los ostiones al estrés moderado durante un periodo prolongado se pudo observar en el IC en el día 60 

del pre-acondicionamiento. Por lo tanto, podemos concluir que la presencia de Polydora sp. en SRA puede 

tender un efecto negativo en el índice condición del ostión japonés. 

A pesar de la prevalencia de Polydora sp. y su efecto en los organismos el objetivo del pre-

acondicionamiento después de 60 días experimentación se cumplió. El 90% de los ostiones en C1 y el 100% 

de los ostiones en C2 se mantuvieron como indiferenciados (estadio I) al finalizar el experimento. Por lo 

que, la temperatura de 12°C y los 45 días de pre-acondicionamiento fueron adecuados para lograr la 

sincronización del estadio de desarrollo reproductivo de los ostiones. Por lo tanto, los organismos podrían 

continuar con la siguiente etapa del acondicionamiento reproductivo: la maduración de gametos.  

No obstante, la temperatura del cero biológico (12°C) utilizada en nuestro experimento difiere de la 

reportada por Fabioux et al. (2005) de < 8°C con ostiones (M. gigas) provenientes de la bahía de Marennes-

Oléron (Francia); de la de Mann (1979) de 10.55°C con ostiones (M. gigas) provenientes de Whitstable 

(Inglaterra) o de la de Steele y Mulcahy (1999) < 10°C con ostiones (M. gigas) provenientes de Dungarvan 
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y el Puerto de Cork (Irlanda). Con esta información podemos concluir que la temperatura del cero biológico 

para el pre-acondicionamiento deberá ser ajustada dependiendo del lugar de origen de los ostiones.  
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Capítulo 3.  Maduración del ostión japonés (M. gigas) en un SRA 

 Introducción 

En general, la mayoría de la tecnología ( y las técnicas utilizadas por los laboratorios de reproducción de 

moluscos bivalvos, como el ostión japonés, han cambiado poco desde los años 60´s (Kamermans et al., 

2016). Por lo tanto, la capacidad de los laboratorios para incrementar la producción de semilla de forma 

significativa se ha visto limitada a través de los años. Bill Taylor presidente de Taylor Shellfish, la empresa 

productora de bivalvos más grande en Estados Unidos, indica que uno de los principales retos para su 

propia compañía y para la industria ostrícola en general, es la producción de semilla de forma constante y 

de forma confiable (Walker, 2017). Por lo tanto, es necesario desarrollar nuevas tecnologías que ayuden 

a decrecer la deficiencia de semilla de calidad.  

Uno de los primeros pasos para incrementar la producción de semilla de calidad, es mantener lotes de 

reproductores listos para liberar los gametos de acuerdo a los tiempos que se necesita abastecer a los 

ostricultores. Por lo que el desarrollo de una tecnología para el acondicionamiento reproductivo de lotes 

de reproductores es primordial. Además de que el acondicionamiento reproductivo de los reproductores 

en los laboratorios de reproducción puede ayudar al abastecimiento de semilla, este puede tener otras 

ventajas como es el contribuir en el mejoramiento genético basado en la selección de organismos con 

características deseadas por el productor, la producción de organismos triploides y el incremento de la 

calidad de los gametos a través del control de la cantidad y calidad del alimento (Muranaka y Lannan, 

1984; Akashige y Kusuki, 1992; Oliveira et al., 2021).  

Por lo general, el acondicionamiento reproductivo del ostión japonés se lleva a cabo en sistemas de flujo 

abierto (SFA). Estos sistemas se caracterizan por abastecer al laboratorio de producción con un flujo de 

agua constante proveniente de cuerpos de agua cercanos a él. Sin embargo, la principal desventaja de 

utilizar un SFA es que no se tiene un control de la calidad del agua y esta puede variar, incluso durante el 

mismo día (Walker, 2017). Al tener una calidad del agua variable, sobre todo en los parámetros que 

influyen en la maduración de los reproductores como lo son la temperatura y el alimento; o incluso en 

parámetros relacionados con la posible modificación del sistema CO2-carbonatos durante el 

acondicionamiento reproductivo, afectará el tiempo requerido para que los organismos tengan gametos 

maduros y la calidad de los mismos.  



49 

Los sistemas de recirculación acuícola (SRA) han captado el interés de los laboratorios de reproducción de 

bivalvos, ya que en ellos se pueden mantener condiciones ambientales constantes y óptimas por periodos 

prolongados (Gray et al., 2022). Sin embargo, se conocen pocos trabajos relacionados al 

acondicionamiento reproductivo del ostión en SRA y la mayoría de estos estudios se han realizado a nivel 

experimental (Buchanan et al., 1998; Frías y Segovia, 2010; Panana, 2012; Villasuso-Palomares, 2014). Por 

esta razón es necesario que se continúe con la investigación para tener una mejor compresión de la 

dinámica entre el SRA y los organismos durante la maduración los gametos. Además permitiría evaluar 

nuevos protocolos de acondicionamiento reproductivo como que él se ha propuesto en este trabajo (pre-

acondicionamiento y maduración), así como evaluar el posible efecto de parásitos que predominen en la 

zona de la cual provengan los ostiones (como Polydora sp.) en la maduración de los gametos.  

 Hipótesis 

El control de la calidad del agua y del sistema CO2-carbonatos durante la maduración del ostión japonés 

(M. gigas) en un SRA incrementa el índice de condición y el esfuerzo reproductivo. 

El control de la calidad del agua y del sistema CO2-carbonatos durante la etapa de maduración del ostión 

japonés (M. gigas) en un SRA reduce el efecto negativo de Polydora sp. en los organismos. 

 Objetivo general 

Evaluar el efecto de la calidad del agua, del sistema CO2-carbonatos y la prevalencia de Polydora sp. 

durante la maduración gonadal del ostión japonés (M. gigas) en un sistema de recirculación acuícola 

(SRA).  

3.3.1 Objetivos específicos 

1. Caracterizar la dinámica de la calidad del agua (Temperatura, oxígeno disuelto (OD), salinidad, 

nitrógeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO2) y nitratos (N-NO3). 

2. Caracterizar la dinámica del sistema CO2-carbonatos (pH, alcalinidad, presión parcial de CO2 

(pCO2), bicarbonatos (HCO3
-), carbonatos (CO3

-2) y el índice de saturación de calcita y aragonita).  
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3. Determinar el índice de condición de M. gigas 

4. Determinar el sexo y el estadio de desarrollo reproductivo de los organismos. 

5. Determinar el índice de prevalencia de Polydora sp. y su efecto en el índice de condición.  

 Materiales y Métodos   

La maduración tuvo una duración de 70 días (10 semanas) y se llevó a cabo con los organismos que fueron 

pre-acondicionados (Sección 4). Para la maduración, los ostiones fueron expuestos a dos condiciones 

experimentales diferentes. En la primera condición (C1), los organismos fueron colocados en un sistema 

de recirculación acuícola (SRA) en el cual, el sistema CO2-carbonatos no fue regulado. En la segunda 

condición (C2) los organismos fueron colocados en un SRA, en el cual, el sistema CO2-carbonatos estuvo 

regulado a través de un reactor de calcio. 

3.4.1 Proceso de maduración  

En la maduración se utilizó un gradiente con cuatro temperaturas diferentes (18°C, 20°C, 22°C y 24°C). Los 

ostiones se mantuvieron tres semanas a 18°C, una semana en 20°C, tres semanas en 22°C y tres semanas 

a 24°C (Panana, 2012) (Figura 16). Al finalizar cada temperatura se realizó un muestreo de 20 organismos 

de cada condición experimental (C1 y C2). Diez organismos se utilizaron para determinar sus índices de 

condición y otros 10 organismos para realizar análisis del estadio de desarrollo reproductivo (Figura 17).  

3.4.2 Sistema de recirculación acuícola (SRA) para la maduración   

Los SRA utilizados para madurar a los ostiones en las dos condiciones experimentales (C1 y C2) estuvieron 

conformados por un tanque cultivo circular con 180 L de agua marina filtrada hasta 5 µm e irradiada con 

luz ultravioleta 24 horas antes de su uso (QL-40 Lifegard, Aquatic ecosystem). La remoción de compuestos 

nitrogenados se realizó con un biofiltro de cama dinámica con medio KaldnesTM K1 (con un área superficial 

específica de 500m2/m3). La circulación del agua se realizó con una bomba magnética (Supreme Aqua-mag 

7, Danner manufacturing. Inc). La temperatura se controló con calentadores eléctricos con termostato de 

800 watts HC-800 (Finnex). Para la remoción de sólidos se empleó un filtro de cama empacada con 2 L de 

cuentas elípticas de polietileno AB1 (Pentair Aquatic Eco-System), contenidos en un tubo de 10.16 cm de 
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diámetro de PVC (Figura 18). Para la condición experimental C2 se acopló un reactor de calcio al biofiltro 

del SRA, el cual se describe en la sección 2.4.4. 

 Cada SRA contenía 40 ostiones, los cuales fueron distribuidos en 5 canastas plásticas (8 ostiones por 

canasta) montadas en 3 líneas (Figura 19). Dos veces por semana se realizaron recambios de 25 L de agua 

por SRA para remover los sólidos acumulados. El agua de los recambios fue previamente filtrada como se 

mencionó anteriormente y se ajustó la temperatura para evitar el choque térmico en los ostiones. La 

salinidad se controló con la adición de agua dulce. 

 Temperatura (°C) y tiempo en semanas del proceso del proceso de maduración del ostión japonés (M. 
gigas). Las flechas indican el día en el cual se realizaron muestreos de los organismos para determinar su índice 
condición y el estadio de desarrollo reproductivo (histología).  

 Esquema general del sistema de recirculación utilizado para la maduración del ostión japonés (M. gigas). 
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 Esquema del tanque de cultivo mostrando la distribución de las canastas plásticas que contenían los 
ostiones (M. gigas) durante su maduración. 

 Reactor de calcio 

El reactor de calcio se describe en la sección 2.4.4. Sin embargo, a diferencia del pre-acondicionamiento, 

durante la maduración no se inyectó CO2 al reactor de calcio. 

3.5.1 Calidad del agua  

Las mediciones de la calidad del agua se realizaron de acuerdo con la metodología descrita en la sección 

2.4.5. 

3.5.2  Sistema CO2-carbonatos  

Las mediciones del sistema CO2-carbonatos se realizaron de acuerdo a la metodología descrita en 

el capítulo 2 sección 2.4.6. 
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3.5.3 Alimentación de los organismos 

Los ostiones fueron alimentados con la pasta comercial Shellfish diet 1800TM (Reed Mariculture) descrita 

en el capítulo 2 sección 2.4.7. Durante la maduración los organismos fueron alimentados diariamente con 

20 mL de pasta divididos en 2 porciones de 10 mL para evitar la producción de pseudoheces de acuerdo a 

lo recomendado por Muranaka y Lannan (1984). Los 20 mL de pasta fueron equivalentes al 2% del peso 

seco corporal de los ostiones al inicio de los 18°C. El porcentaje de alimento proporcionado a los ostiones 

fue  de acuerdo a lo recomendado por Helm et al. (2004). La concentración de alimento en los tanques de 

cultivo de los SRA fue de 109.09 X 103 células/mL. 

3.5.4 Composición proximal de la pasta de microalgas  

El análisis de la composición proximal de la pasta de microalgas (lote: #20319) se realizó siguiendo la 

metodología descrita en el capítulo 2 sección 2.4.8 

3.5.5 Biometrías, índice de condición (IC) y supervivencia  

Las biometrías y la determinación del IC se realizaron de acuerdo a la metodología descrita en el capítulo 

2 sección 2.4.9. 

3.5.6 Estadio de desarrollo reproductivo 

La evaluación del desarrollo reproductivo se realizó de acuerdo a la metodología descrita en el capítulo 2 

sección 2.4.10. 

3.5.7 Índice de prevalencia de Polydora  sp.  

Para determinar el índice prevalencia de Polydora sp. se siguió la metodología descrita en el capítulo 2 

sección 2.4.11. 
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3.5.8 Efecto de la prevalencia de Polydora  sp. en el índice de condición 

Para determinar el efecto de la prevalencia de Polydora sp. en el índice de condición se siguió la 

metodología descrita en capítulo 2 sección 2.4.12. 

3.5.9  Análisis de datos  

Para evaluar la normalidad en los datos se utilizó la prueba de Kolmogorov-Smirnov (> 50 datos) o  de 

Shapiro-Wilk (≤ 50 datos) y para evaluar la homogeneidad de varianza la prueba de Levene´s. Para evaluar 

los factores de calidad del agua y el sistema CO2-carbonatos entre C1 y C2 en las diferentes temperaturas 

se utilizó un ANOVA de dos vías. Cuando se detectaron diferencias significativas se utilizó una prueba 

posterior de Tukey. 

Para evaluar el efecto de C1 y C2 en el peso total, el IC y el índice de prevalencia de Polydora sp. en cada 

temperaturas (18, 20, 22 y 24°C) se utilizaron las pruebas de T de student y una prueba U de Mann-

Whitney. Para evaluar el efecto de la prevalencia de Polydora sp. en el índice de condición se utilizó una 

prueba T de student y para evaluar el efecto de C1 y C2  en la supervivencia se utilizó una prueba U de 

Mann-Whitney. Para todas las pruebas estadísticas se seleccionó una P = 0.05 como nivel de significancia. 

Los análisis estadísticos fueron realizados con el programa Statistica 7.1 (Stat Soft, Inc.). 

 Resultados  

3.6.1 Calidad del agua 

La temperatura en ambas condiciones experimentales se mantuvo dentro del rango deseado de 18, 20, 22 

y 24°C durante las 10 semanas de maduración. En general, no se encontraron diferencias significativas en 

la rampa de temperatura entre C1 y C2 a 18°C (P = 0.587), 20°C (P = 0.965), 22°C (P = 0.894) y 24°C (P = 

0.328)  (Figura 20 A). 

La concentración promedio de OD en ambas condiciones experimentales fue mayor a los 5 mg/L durante 

las 10 semanas de maduración. En general, no se detectaron diferencias significativas (P = 0.999) en la 
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concentración de OD entre C1 y C2 a los 18 °C, 20°C (P = 0.999) y 22°C (P = 0.311). Sin embargo, a los 24°C 

la concentración de OD disminuyó significativamente en ambas condiciones experimentales y se 

detectaron diferencias significativas (P = 0.000) entre C1 (5.93 mg/L ± 0.27) y C2 (6.12 mg/L ± 0.12) (Figura 

20 B). 

La salinidad se mantuvo alrededor de las 35 ppt por 4 semanas y no se detectaron diferencias significativas 

(P = 0.999) entre C1 y C2 a los 18°C y 20°C (P = 0.999). Sin embargo, al incrementar la temperatura a 22°C 

la salinidad también incrementó y se detectaron diferencias significativas (P = 0.018) entre C1 (36.72 ppt 

± 0.35) y C2 (37.01 ppt ± 0.39). Al incrementar la temperatura a 24°C no se detectaron diferencias 

significativas (P = 0.987) en la salinidad entre C1) y C2 (Figura 20 C). Durante el incremento de la 

temperatura a 22 y 24°C, la salinidad fue significativamente mayor que a los 18 y 20°C en ambas 

condiciones experimentales (Figura 20 C).  

La concentración de NAT no fue significativamente diferente (P = 0.894) entre C1 (0.05 mg/L ± 0.11) y C2 

(0.03 mg/L ± 0.07) a los 18°C. Sin embargo, al aumentar la temperatura a 20°C, la concentración de NAT 

también aumentó y se encontraron diferencias (P = 0.032) entre C1 (0.19 mg/L ± 0.06) y C2 (0.08 mg/L ± 

0.06). Al incrementar la temperatura a 22°C también aumentó la concentración de NAT, siendo 

significativamente mayor (P =0.000) en C1 (0.23 mg/L ± 0.21) fue significativamente diferente que C2 (0.08 

mg/L ± 0.07). Cuando la temperatura alcanzó los 24°C, la concentración de NAT decreció y se mantuvo 

alrededor de los 0.01 mg/L. A esta temperatura no se detectaron diferencias significativas (P = 0.154) entre 

C1 y C2 (Figura 20 D). 

En la concentración de nitritos (N-NO2) no se detectaron diferencias significativas (P = 0.291) entre C1 (0.40 

mg/L ± 0.31) y C2 (0.30 mg/L ± 0.21) a los 18°C. En los 20°C se detectaron diferencias significativas (P = 

0.000) entre C1 (0.56 mg/L ± 0.13) y C2 (0.14 mg/L ± 0.07) en la concentración de N-NO2. En los 22°C se 

detectaron diferencias significativas (P = 0.000) entre C1 (0.81 mg/L ± 0.28) y C2 (0.07 mg/L ± 0.05) en la 

concentración de N-NO2. En los 24°C se detectaron diferencias significativas (P = 0.000) entre C1 (0.28 

mg/L ± 0.21) y C2 (0.03 mg/L ± 0.05) en la concentración de N-NO2 (Figura 20 E). 

En la concentración de nitratos (N-NO3) no se detectaron diferencias significativas (P = 0.917) entre C1 

(47.66 mg/L ± 9.51) y C2 (53.41 mg/L ± 9.92) en los 18°C. En los 20°C no se detectaron diferencias 

significativas (P =1.000) entre C1 (70.55 mg/L ± 17.61) y C2 (69.20 mg/L ± 11.89) en la concentración de N-

NO3. En los 22°C no se detectaron diferencias significativas (P = 0.760) entre C1 (75.88 mg/L ± 22.28) y C2 

(85.78 mg/L ± 43.48) en la concentración de N-NO3. En los 24°C no se detectaron diferencias significativas 
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(P = 0.997) entre C1 (96.98 mg/L ± 57.81) y C2 (92.13 mg/L ± 48.97) en la concentración de N-NO3 (Figura 

20 F). 

 Calidad del agua durante la maduración del ostión japonés (M. gigas) en dos condiciones experimentales. 
C1 sistema de recirculación acuícola (control) y C2, sistema de recirculación acuícola con reactor de calcio (A) 
Temperatura: (B) OD, oxígeno disuelto; (C) salinidad; (D) NAT, nitrógeno amoniacal total; (E) N-NO2, nitritos; (F) N-
NO3, nitratos. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las condiciones experimentales. 
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3.6.2 Sistema CO2-carbonatos  

En el pH se detectaron diferencias significativas (P = 0.022) entre C1 (7.86 ± 0.06) y C2 (7.91 ± 0.05) en los 

18°C. Durante el incremento de la temperatura no se encontraron diferencias entre C1 y C2 a los 20°C (P 

= 0.949), 22°C (P = 1.000) y los 24°C (P = 0.156). Sin embargo, el pH en C1 fue significativamente mayor (P 

= 0.000) a los 24°C que a los 18°C. De manera similar, el pH en C2 fue mayor (P = 0.000) a los 24°C que a 

los 18°C (Figura 21 A). 

La alcalinidad fue significativamente menor (P = 0.000) en C1 (112 mg/L de CaCO3 ± 11) que en C2 (121 

mg/L de CaCO3 ± 9) a los 18°C. Durante el incremento de la temperatura no se encontraron diferencias 

entre C1 y C2 a los 20°C (P = 0.952), 22°C (P = 0.999) y los 24°C (P = 0.995). No obstante, en C1 la alcalinidad 

fue significativamente mayor (P = 0.000) a los 24°C que a los 18°C. De manera similar, en C2 la alcalinidad 

fue significativamente mayor (P = 0.000)  a los 24°C que a los 18°C (Figura 21 B). 

La presión parcial de CO2 (pCO2) no fue significativamente diferente entre C1 y C2 a los 18°C (P = 0.670), a 

los 20°C (P = 0.993) y a los 22°C (P = 0.064). Sin embargo a los 24°C se detectaron diferencias significativas 

(P = 0.000) entre C1 (930 µatm ± 150) y C2 (810 µatm ± 104) en la pCO2. En C1 la pCO2 fue mayor (P = 

0.000) a los 24°C que a los 18°C. Por su parte, en C2 la pCO2 no se detectaron diferencias (P = 1.000)  entre 

los 18 y los 24°C (Figura 21 C). 

La concentración de bicarbonato (HCO3
-) fue significativamente menor (P = 0.001) en C1 (1947 µmol/kg ± 

179) que en C2 (2082 µmol/kg ± 146) a los 18°C. No obstante, no se encontraron diferencias entre C1 y C2 

a los 20°C (P = 0.950), 22°C (P = 0.956) y los 24°C (P = 0.999). En C1 la concentración de HCO3
- fue 

significativamente mayor (P = 0.000) a los 24°C que a los 18°C. De manera similar, en C2 la concentración 

de HCO3
-  fue significativamente mayor (P = 0.000) a los 24°C que a los 18°C (Figura 21 D). 

La concentración de carbonatos (CO3
-2) no fue diferente entre C1 y C2  a los 18°C P = 0.198), 20°C (P = 

0.930) y 22°C (P = 0.600). Sin embargo, a los 24°C se encontraron diferencias (P = 0.040) entre C1 (296 

µmol/kg ± 76) y C2 (327 µmol/kg ± 74) en la concentración de CO3
-2. En C1 la concentración de CO3

-2 fue 

significativamente mayor (P = 0.000) a los 24°C que a los 18°C. De manera similar, en C2 la concentración 

de  CO3
-2  fue significativamente mayor (P = 0.000)  a los 24°C que a los 18°C (Figura 21 E). 

El índice de saturación de calcita (Ωca) no fue diferente entre C1 y C2 a los 18°C (P = 0.204), 20°C (P = 0.931) 

y los 22°C (P = 0.906). A los 24°C se detectaron diferencias significativas (P = 0.046) entre C1 (7.0 ± 1.8) y 
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C2 (7.7 ± 1.7) en el Ωca. En C1 el Ωca fue significativamente mayor (P = 0.000) a los 24°C que a los 18°C. De 

manera similar en C2 el Ωca fue significativamente mayor (P = 0.000) a los 24°C que a los 18°C (Figura 21 

F). 

El índice de saturación de aragonita (Ωar) no fue diferente (P = 0.997) entre C1 y C2 a los 18°C, 20°C (P = 

0.999), 22°C (P = 0.157) y a los 24°C (P = 0.160). No obstante, en C1 el Ωar fue significativamente mayor (P 

= 0.000) a los 24°C que a los 18°C. De manera similar, en C2 el Ωar fue significativamente mayor (P = 0.000)  

a los 24°C que a los 18°C (Figura 21 G). 

3.6.3 Composición proximal de la pasta de micro algas 

La pasta de microalgas Shellfish diet 1800TM presentó una composición proximal de 16.78% de proteínas, 

21.25% de carbohidratos, 23.92% de lípidos y 21.54% de cenizas 

3.6.4 Biometrías, índice de condición (IC) y supervivencia  

En general no se detectaron diferencias en el peso total entre C1 y C2 a los 18°C (P = 0.249), 20°C (P = 

0.733), 22°C (P = 0.449) y 24°C (P =0.923). Tampoco se detectaron diferencias significativas (P = 0.313) en 

el peso total entre los 18°C y los 24°C en C1. De manera similar, en C2 no se detectaron diferencias 

significativas (P = 0.685) en el peso total entre los 18°C y los 24°C (Figura 22 A). 

En el IC no se detectaron diferencias significativas (P = 0.638) entre C1 y C2 a los 18°C, 20°C (P = 0.587), 

22°C (P = 0.961) y los 24°C (P = 0.364) Sin embargo, en C1 el IC fue significativamente menor (P = 0.11) a 

los 24°C que a los 18°C en C1. Por su parte, en C2 no se detectaron diferencias (P = 0.058) en el IC entre 

los 18 y los 24°C (Figura 22 B). 

La supervivencia no fue diferente entre C1 y C2 a los 18°C (P =0.717), 20°C (P =0.276) y los 24°C (P =0.158). 

No obstante, a los 22°C se encontraron diferencias significativas (P =0.045) en la supervivencia entre C1 y 

C2 (Figura 22 C).  
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 Factores del sistema CO2-carbonatos durante la maduración del ostión japonés (M. gigas) en dos 
condiciones experimentales. C1 sistema de recirculación acuícola (control) y C2, sistema de recirculación acuícola 
con reactor de calcio (A) pH: (B) alcalinidad; (C) pCO2, presión parcial de CO2; (D) HCO3

-, bicarbonato; (E) CO3
-2, 

carbonato; (F) Ωca, índice de saturación de calcita; (G) Ωar, índice de saturación de aragonita. 
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 Peso total, índice de condición (IC) y supervivencia durante la maduración del ostión japonés (M. gigas) 
en dos condiciones experimentales. C1 sistema de recirculación acuícola (control) y C2, sistema de recirculación 
acuícola con reactor de calcio (A) peso total; (B) IC, índice de condición; (C) Supervivencia. Letras diferentes indican 
diferencias significativas entre las condiciones experimentales.  

3.6.5 Estadio de desarrollo reproductivo 

En general, en este experimento solo se observaron dos estadios de desarrollo reproductivo: 

indiferenciado y gametogénesis. El 100% de los organismos en ambas condiciones experimentales se 

mantuvieron indiferenciados hasta completar la etapa de los 20°C. Después de 3 semanas a 22°C, C2 tuvo 

el mayor porcentaje (60%) de organismos en gametogénesis y la condición C1 se mantuvo con un 

porcentaje alto (80%) de organismos indiferenciados. Al completar las 3 semanas a 24°C, todos los 

organismos de C1 alcanzaron el estadio de gametogénesis mientras que en C2 solo el 50% de los 

organismos se encontraron en este estadio (Figura 2). La proporción entre hembras y machos en los 
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organismos que estuvieron en gametogénesis fue diferente en cada una de las temperaturas y condiciones 

experimentales  y se describen en la Tabla 2.  

 Estadio de desarrollo reproductivo del ostión japonés (M. gigas) durante la maduración en dos 
condiciones experimentales. C1 sistema de recirculación acuícola (control) y C2, sistema de recirculación acuícola 
con reactor de calcio. Las barras verdes indican el porcentaje de organismos indiferenciados; las barras azules el 
porcentaje de organismos en gametogénesis. 

Tabla 2. Proporción en porcentaje de hembras y machos durante la maduración del ostión japonés (M. gigas) en un 
SRA en dos condiciones experimentales. C1 sistema de recirculación acuícola (control); C2, sistema de recirculación 
acuícola con reactor de calcio; H, hebras; M, machos, Hm, hermafroditas 

 C1 C2 

Temperatura (°C) H M Hm H M Hm 

18 0 0 0 0 0 0 

20 0 0 0 0 0 0 

22 50 50 0 17 83 0 

24 10 80 10 40 60 0 

3.6.6 Índice de prevalencia de Polydora  sp.  

La prevalencia promedio detectada para ambas condiciones fue de 45% en C1 y de 44% en C2. No se 

detectaron diferencias significativas (P = 0.885) en el índice de prevalencia de Polydora sp. entre las 

condiciones experimentales (Figura 24). 
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 Índice de prevalencia de Polydora sp. en la maduración del ostión japonés (M. gigas) en dos condiciones 
experimentales. C1 sistema de recirculación acuícola (control) y C2, sistema de recirculación acuícola con reactor de 
calcio. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las condiciones experimentales. 

3.6.7 Efecto de la prevalencia de Polydora  sp. en el Índice condición 

No se detectaron diferencias significativas (P = 0.993) en el índice de condición promedio entre los 

organismos con prevalencia de Polydora sp. y sin prevalencia de Polydora sp. (Figura 25). El IC promedio 

en los organismos con prevalencia de Polydora sp. fue de 4.35 ± 1.94 en C1 y de 4.35 ± 2.05 en los 

organismos sin prevalencia de Polydora sp. 

 Índice de condición en organismos con prevalencia de Polydora sp. y sin prevalencia de Polydora sp. en la 
maduración de M. gigas en SRA. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las condiciones 
experimentales.  
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 Discusión 

A la fecha existen pocos reportes sobre el uso de SRA para el acondicionamiento reproductivo de ostión. 

Sin embargo, se ha demostrado que los SRA permiten tener un control preciso de los factores que 

intervienen en el ciclo reproductivo de los ostiones y promover la maduración de los gametos (Buchanan 

et al., 1998; Frías y Segovia, 2010; Panana, 2012; Villasuso-Palomares, 2014). Por lo tanto, es importante 

continuar con la investigación del uso de los SRA en el acondicionamiento reproductivo y caracterizar la 

dinámica de la calidad del agua y del sistema CO2-carbonatos para poder comprender la respuesta 

fisiológica de los organismos mientras se encuentran en la etapa de maduración y así proponer nuevos 

protocolos y tecnologías para la producción de semilla.  

Al igual que en el pre-acondicionamiento, la temperatura fue el factor más importante a controlar durante 

la maduración ya que es el principal factor que regula el ciclo reproductivo del ostión japonés (Mann, 

1979). Durante las 10 semanas de maduración la temperatura en C1 y C2 se mantuvo dentro de las 

temperaturas objetivo de 18, 20, 22 y 24°C. Para el ostión japonés se ha establecido un rango entre los 18 

y 25°C para la maduración de los gametos con resultados favorables (Mann, 1979; Muranaka y Lannan, 

1984; Chávez-Villalba et al., 2002). Por lo que podemos concluir que los reproductores de M. gigas en C1 

y C2 fueron expuestos a las mismas condiciones de temperatura y que de acuerdo a lo reportado dichas 

temperaturas fueron las adecuadas para estimular la maduración de los gametos.  

No obstante, la temperatura no solo afecta a los organismos en el tanque de cultivo y a las bacterias en el 

biofiltro del SRA también afecta la solubilidad de los gases, entre mayor sea la temperatura, menor será la 

concentración de saturación del gas en el agua (Timmons et al., 2002). Dicho comportamiento lo 

observamos en la concentración de oxígeno disuelto (OD) durante toda la etapa de maduración en C1 y 

C2. Sin embargo, la concentración de OD se mantuvo en un rango entre los 6 y 7 mg/L, la cual coincide con 

la reportada por Frías y Segovia (2010) en un rango entre 6.1 y 6.4 mg/L durante el acondicionamiento 

reproductivo de ostión japonés en SRA. También se encuentra dentro del rango entre los 5.6 y 7.8 mg/L 

considerado como adecuado para el acondicionamiento reproductivo de ostión en SRA (Buchanan et al., 

1998; Panana, 2012; Villasuso-Palomares, 2014). 

Otro factor de la calidad del agua que se vio afectado por la temperatura fue la salinidad, siendo 

significativamente mayor a los 24°C que a los 18°C. El incremento en la salinidad fue debido a que 

conforme se incrementó la temperatura se incrementó la tasa de evaporación del agua, afectando su 

concentración en los SRA. Este mismo comportamiento fue reportado por Panana (2012) durante la 
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maduración del ostión kumamoto (Magallana sikamea) en un SRA teniendo un rango de salinidad entre 

34 ppt (a 18°C) y 36 ppt (a los 24°C). De acuerdo con Muranaka y Lannan (1984) el ostión japonés debe ser 

acondicionado a una salinidad ≥ 30 ppt para evitar retraso en su desarrollo gonádico. La salinidad en C1 y 

C2 durante la maduración estuvo en un rango entre 35.5 y 37 ppt, lo cual coindice con la salinidad 

reportada por Villasuso-Palomares (2014) para la maduración de M. sikamea en SRA entre los 36 y 39 ppt. 

Por lo tanto, podemos concluir que la temperatura, el OD y la salinidad estuvieron dentro de los rangos 

reportados como óptimos para el acondicionamiento reproductivo del ostión y se puede descartar que 

tuvieran algún efecto negativo en los reproductores.  

La concentración de NAT se mantuvo dentro del rango considerado como óptimo entre 0.05 y 4.2 mg/L 

para el acondicionamiento reproductivo de ostión en SRA (Buchanan et al., 1998; Frías y Segovia, 2010). 

De manera similar, la concentración de N-NO2, se mantuvo dentro de la concentración reportada como 

óptima entre 0.05 y 1.90 mg/L (Buchanan et al., 1998; Frías y Segovia, 2010). Por lo tanto, podemos 

concluir que los compuestos nitrogenados (NAT y N-NO2) en C1 y C2 se mantuvieron dentro de los rangos 

considerados como óptimos para el acondicionamiento reproductivo de ostión en SRA. No obstante, se 

detectaron diferencias significativas en la concentración de los compuestos nitrogenados entre C1 y C2. 

Esto pudo ser debido a una variación entre los diferentes géneros de bacterias oxidantes de amonio (AOB 

por sus siglas en inglés) y de bacterias oxidantes de nitritos (NOB por sus siglas en inglés) que habitaron 

en el biofiltro de los SRA.  

Los principales géneros de AOB que se pueden encontrar en los biofiltro de los SRA son Nitrosomonas, 

Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus, y Nitrosovibrio, mientras que los géneros de bacterias NOB 

pueden ser Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira, y Nitrospina (Prosser, 1986). Fukushima et al. (2013) 

observaron que las AOB predominantes en altas concentraciones de carbono inorgánico era Nitrosomonas 

nitrosa y que cuando se reducía la concentración predominaban Nitrosomonas nitrosa y Nitrosomonas 

europaea. En el caso de las NOB, en altas concentraciones de carbono inorgánico predominaba Nitrospira 

y en bajas concentraciones predominaba Nitrobacter (cuya capacidad oxidante es nueve veces mayor que 

la de Nitrospira). Por lo que el género de AOB y NOB predominantes puede cambiar constantemente 

dependiendo de las características ambientales que existan en el medio. Considerando que los SRA de C2 

tuvieron acoplado un reactor de calcio al biofiltro, es posible que el medio del reactor (compuesto de 

aragonita) influyera en el género de bacterias predominante en el biofiltro provocando las diferencias en 

las concentraciones de NAT y N-NO2 entre C1 y C2.  
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Como se discutió en el capítulo 2 relacionado al pre-acondicionamiento, los factores que integran el 

sistema CO2-carbonatos deben ser monitoreados constantemente en los SRA cuando son empleados para 

el cultivo de moluscos bivalvos. Esto es debido a que el CO2 se puede acumular en el SRA alterando la 

química del agua y en consecuencia la condición de los organismos cultivados (Gazeau et al., 2013). 

Durante la etapa de maduración el pH en C1 y C2 se mantuvo dentro del rango reportado como óptimo 

para la reproducción de ostión entre 7.5 y 8.5 (Buchanan et al., 1998; Frías y Segovia, 2010; Boulais et al., 

2017). Además, Bamber (1990) observó que en un pH < 7.0 el ostión japonés suspendía su crecimiento, se 

incrementaba la disolución de la concha, se dejaba de alimentar y su condición disminuía y que a un pH 

de 6.0 se incrementaba la mortalidad. Por lo cual, podemos concluir que los ostiones en C1 y C2 fueron 

expuestos a un pH adecuado para su acondicionamiento reproductivo durante las 10 semanas de 

experimento.   

La alcalinidad en C1 y C2 fue superior a los valores de esta variable considerada para el agua de mar de 

aproximadamente 120 mg/L de CaCO3 (Timmons et al., 2002; Parker et al., 2012). Además, no se 

detectaron cambios drásticos en el pH, por lo que la capacidad amortiguadora del agua en los SRA se 

mantuvo durante la etapa de maduración y proporcionó condiciones adecuadas para el correcto 

funcionamiento del biofiltro; es decir contenían una cantidad adecuada de HCO3
- para la bacterias 

nitrificantes (Losordo et al., 1992). De manera similar, la concentración de HCO3
- en C1 y C2 fue superior 

al rango de entre 1280 y 2010 µmol/Kg, en la cual no se han observado efectos negativos en los ostiones 

durante experimentos de acidificación (Lannig et al., 2010; Gazeau et al., 2011). 

Conforme se incrementa la temperatura, también lo hace el metabolismo aeróbico y la respiración de los 

ostiones y en consecuencia se incrementará la excreción de CO2 (Bougrier et al., 1995). Por lo cual, si el 

CO2 no es removido de los SRA se acumulará afectando la química del agua (concentraciones de CO3
-2, 

HCO3
-, Ωca y Ωar, pH y alcalinidad) y la condición de los organismos (Gazeau et al., 2013). Se ha observado 

que si la pCO2 se mantiene en un rango entre las 2170 y 2625 µatm afecta negativamente la tasa de 

crecimiento e incrementa la mortalidad. Además, reduce el índice de condición, incrementan los 

requerimientos energéticos y se reduce la tasa de filtración en los moluscos bivalvos (Lannig et al., 2010; 

Range et al., 2011; Gazeau et al., 2011; Ivanina et al., 2013; Parker et al., 2017 y Wang et al., 2017). Sin 

embargo, durante las 10 semanas maduración la pCO2 en C1 y C2 se mantuvo en un rango entre las 700 y 

las 900 µatm, por lo que podemos descartar que la pCO2 tuviera algún afecto negativo en los ostiones.  

Para moluscos bivalvos se ha reportado que una concentración mínima 80 μmol/kg de CO3
-2  y Ωar/ Ωca ≥ 1 

favorece la calcificación y evita la disolución externa de la concha (Thomsen et al., 2015). Durante toda la 



66 

etapa de maduración en C1 y C2 la concentración de CO3
-2  fueron superiores a las reportadas como 

mínimas y Ωar/ Ωca  fue >1. No obstante, en la etapa final de la maduración, a los 24°C, se detectaron 

diferencias significativas entre C1 y C2 en la concentración de CO3
-2 y Ωca. Esto pudo deberse al reactor de 

calcio que estuvo acoplado a los SRA en C2. La principal función del reactor de calcio fue la de adicionar 

constantemente al agua del sistema CO3
-2 para amortiguar los H+ provenientes de la hidrólisis del CO2 y de 

la nitrificación (WPCF, 1983; USEPA, 1984; Timmons et al., 2002; Lekang, 2007). De acuerdo con los 

resultados obtenidos de los factores que integran al sistema CO2-carbonatos podemos concluir que bajo 

las condiciones probadas el reactor de calcio no benefició la química del agua durante el 

acondicionamiento reproductivo de M. gigas en SRA y por lo tanto, no es necesario para mantener las 

concentraciones los factores del sistema CO2-carbonatos dentro de los rangos considerados como 

óptimos.  

A pesar de que los factores que integran el sistema CO2-carbonatos en ambas condiciones experimentales 

se encontraron dentro de los rangos reportados como óptimos para la maduración de ostión, se puede 

observar que tuvieron una tendencia a incrementar significativamente su concentración o su saturación 

en el agua conforme se incrementó la temperatura. Dicha tendencia no corresponde a la dinámica del 

sistema CO2-carbonatos en un SRA tradicional. Esto es debido a que en el proceso de nitrificación las 

bacterias nitrificantes consumen HCO3
- como fuente inorgánica de carbono y a su vez producen H+ como 

subproducto metabólico (Timmons et al., 2002). El consumo de HCO3
- y la constante adición de H+ reducen 

la alcalinidad, el pH, y la concentración de HCO3
- y CO3

-2 en el agua del SRA. 

El incremento en la concentración y en la saturación de los factores que integran al sistema CO2-

carbonatos pudo ser debido a la disolución externa de la concha de los ostiones. Esto es posible ya que la 

concha de los ostiones se compone en un 99% por carbonato de calcio (CaCO3) y 1% de una matriz orgánica 

(Lowenstam y Weiner, 1989). La principal forma de CaCO3 presente en la concha de los ostiones adultos es 

calcita y en menor proporción la aragonita, las cuales se pueden disociar en CO3
-2 y Ca+2 y así afectar la 

dinámica del sistema CO2-carbonatos (Stenzel, 1963). La disolución externa de la concha es un proceso 

fisicoquímico que se ve afectado por la solubilidad del biomineral, las características químicas del agua 

que rodean a los organismos y por el efecto de subproductos metabólicos de microorganismos adheridos 

a las conchas de los organismos (Milliman et al., 1999). Con lo cual, queda claro que la disolución externa 

de la concha no es un proceso que pueda ser regulado por el organismo, sino que está regulada por la 

química del agua de la cual se encuentra rodeado el organismo (Nienhuis et al., 2010). Lagos et al. (2016) 

reportaron una reducción del 36% en el grosor de la concha y un 7% en el peso de Argopecten purpuratus 
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cuando los organismos eran expuestos durante 12 días a una temperatura de 18°C y un pH de 7.7 en 

comparación con los organismos que se mantuvieron a 18°C y un pH de 8.0. 

Por lo tanto durante las 10 semanas de maduración, la disolución externa de la concha pudo ser debido a 

tres procesos biológicos que modificaron la química del agua en los SRA: la nitrificación, la calcificación y 

la creación de ampollas para los organismos con prevalencia de Polydora sp.  

En el proceso de nitrificación se ha observado, que conforme se incrementa la temperatura también lo 

hace la tasa de nitrificación, ya que las bacterias nitrificantes tienen un metabolismo óptimo entre los 20 

y los 30°C (Maada-Gomoh, 2009). El incremento en la tasa de nitrificación significa un mayor 

requerimiento de HCO3
-, OD y una fuente de nitrógeno (NAT o NO2) y a su vez una mayor producción de 

H+ (subproducto metabólico). La adición constante de protones (H+) incrementó la necesidad de iones CO3
-

2 para la producción de HCO3
- y así mantener la capacidad amortiguadora del agua. Debido a que los SRA 

son sistemas cerrados, la principal fuente de CO3
-2 disponible en el agua fue la de la concha de los ostiones 

promoviendo su disolución. Por lo tanto, conforme se incrementó la temperatura es posible que se haya 

incrementado la tasa de disolución de la concha y en consecuencia la concentración de CO3
-2, HCO3

- y la 

saturación de calcita y aragonita en el agua de los SRA. No obstante, la nitrificación no fue el único proceso 

que modificó la proporción de H+ y de HCO3
-en el agua de los SRA durante la maduración. También se ha 

observado que el proceso de calcificación tiene un impacto en la química del agua (Allemand et al., 2004). 

Se ha observado que el proceso de calcificación también tiene un impacto en la alcalinidad, en el pH y en 

la concentración de HCO3
- del agua (Allemand et al., 2004). Para la producción de la concha, los bivalvos 

utilizan el HCO3
- y el Ca+2 disponibles en el agua que los rodean (Allemand et al., 2004). Una vez obtenido 

el HCO3
- a través del transporte activo, se disociará en CO3

-2 y en un H+ (Thomsen et al., 2015). El CO3
-2 será 

utilizado en la producción de la concha asociándolo al Ca+2 para crear de CaCO3, mientras que el H+ 

excedente será excretado al ambiente. En los bivalvos la concha es la principal fuente de protección contra 

depredadores y estresores ambientales como cambios en la salinidad, contaminantes, patógenos, entre 

otros (Gosling, 2003). Por lo cual, una reducción en la resistencia mecánica de la concha, alteraciones en 

su microestructura o una reducción en su dureza debido a la disolución de la misma, afectaría la capacidad 

de supervivencia del organismo (Mackenzie et al., 2014). Consecuentemente, el organismo activará el 

proceso de calcificación para reemplazar los CO3
-2 que perdió la concha. No obstante, el mismo proceso 

de calcificación también tendrá un efecto en los factores del sistema CO2-carbonatos, reduciendo la 

alcalinidad, el pH, la concentración de HCO3
- , CO3

-2, Ωca y Ωar en el agua. 
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Conforme se incrementó la temperatura del agua en los SRA de C1 y C2, no solo se incrementó la tasa de 

nitrificación, posiblemente también se incrementó la tasa de disolución de la concha y en consecuencia se 

incrementó la tasa de calcificación para reemplazar los CO3
-2 cedidos al agua para que mantuviera su 

capacidad de amortiguamiento. Los resultados del sistema CO2-carbonatos sugieren que la disolución 

externa de la concha se llevó a cabo de forma general en los ostiones de C1 y C2. Sin embargo, es posible 

que los ostiones que presentaron prevalencia de Polydora sp. tuvieran que destinar una mayor cantidad 

de recursos para llevar acabo la calcificación ya que tuvieron que crear una ampolla de CaCO3 para 

contener al parásito. Lo cual, significó una mayor consumo de HCO3
- y una mayor producción de H+ 

comparados con los organismos sin la prevalencia Polydora sp. 

La calcificación es un proceso que tiene un alto requerimiento energético ya que incluye de manera 

general la producción de enzimas como la anhidrasa carbónica, el transporte de iones, la regulación ácido-

base, la creación de una matriz orgánica compuesta de proteínas, quitina y polisacáridos, la nucleación de 

los cristales de CaCO3 y el  transporte de los cristales de CaCO3 por los hemocitos (Zhang y Zhang, 2006; 

Lannig et al., 2010; Thomsen et al., 2015; Rivera y Hernández 2020). Por lo que, conforme se incrementó 

la temperatura en C1 y C2, se incrementaron los requerimientos energéticos de los ostiones debido a un 

posible incremento en la tasa de calcificación. Se ha documentado en Tegula Funebralis que el proceso de 

calcificación puede llegar a consumir el 75% del presupuesto energético durante el crecimiento de los 

organismos y puede llegar a ser hasta 4 veces más costosa energéticamente que la reproducción (Palmer 

1992). Sin embargo, Villasuso-Palomares (2014) reportó la posible disolución externa de la concha de M. 

sikamea durante el acondicionamiento reproductivo en SRA, pero no detectó algún efecto significativo en 

la maduración gonadal de los ostiones al finalizar el experimento. La demanda energética provocada por 

el proceso de calcificación puede ser satisfecha a través de la cantidad de alimento suministrada a los 

organismos. No obstante, si la demanda energética sobre pasa a la aportada por el alimento los ostiones 

comenzarán a consumir sus reservas energéticas y consecuentemente disminuirán su índice de condición 

(Flores-Vergara et al., 2004). Por lo cual, podemos concluir que el proceso de calcificación es demandante 

energéticamente, pero si los organismos son alimentados adecuadamente, por si sola la calcificación no 

afectará significativamente el ciclo reproductivo de los ostiones.  

Durante las 10 semanas de maduración se alimentó a los reproductores con el 2% del peso seco del cuerpo 

blando de los organismos al inicio del experimento (18°C). Dicho porcentaje coindice con lo reportado por 

Frías y Segovia (2010) para la maduración de M. gigas en SRA. De manera similar, Helm et al. (2004) 

recomiendan alimentar a los bivalvos utilizados como reproductores en un rango entre 2 y 4% del peso 

seco del tejido blando. Dietas ≥ 6% proporcionan una alta cantidad de alimento, lo cual favorece el 
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crecimiento de los organismos pero no al desarrollo reproductivo. De manera similar, Panana (2012) 

reportó que durante el acondicionamiento reproductivo de M. sikamea en un SRA alimentó a los 

organismos con una dieta equivalente al 6%, lo cual incrementaba de manera drástica la concentración de 

microalgas en el agua y los ostiones no eran capaces de consumirlas. Además de que la alta concentración 

de alimento suministrada, promovía la producción de pseudoheces. Por lo que, proporcionar una alta 

cantidad de alimento a los reproductores puede ser contraproducente, en especial si se utiliza a los SRA 

para su acondicionamiento reproductivo. Esto es debido el alimento estará recirculando por el sistema 

hasta que sea filtrado por los organismos o sea removido a través de un recambio de agua.  

Otro factor importante a considerar en la alimentación de los reproductores durante la maduración 

gonadal en SRA, es la temperatura a la cual estarán expuestos. Como se discutió en el capítulo 2 la máxima 

tasa de filtración del ostión japonés es entre los 19 y los 20°C (Le Gall y Raillard, 1988; Bougrier et al., 

1995). Por lo tanto, incrementar la cantidad de alimento a temperaturas mayores a los 20°C no 

necesariamente promovería una mayor tasa de filtración de alimento. Durante las 10 semanas de 

maduración no se incrementó la cantidad de alimento suministrado a los reproductores en C1 y C2 ya que 

el IC de condición tuvo una tendencia a disminuir. Esto significó que durante la maduración los ostiones 

tuvieron una reducción en el peso seco del tejido blando. Consecuente a la diminución en el peso seco los 

reproductores terminaron consumiendo a los 24°C un 25% más de alimento comparado con el 

suministrado a los 18°C. Por lo que, se puede descartar que los ostiones fueran deficientemente 

alimentados conforme se incrementó la temperatura durante el experimento. Además, al igual que en el 

pre-acondicionamiento durante la maduración en los SRA en C1 y C2 no se observó que la pasta de 

microalgas se sedimentara o se quedara adherida a las paredes del tanque de cultivo o en el biofiltro. 

Conjuntamente, se observó durante el análisis de las laminillas histológicas que los ostiones tenían 

alimento dentro de la glándula digestiva y que los divertículos digestivos tenían su tradicional forma 

estrellada de acuerdo a la descripción realizada por Galtsoff (1964). Por lo tanto, se puede concluir que 

durante las 10 semanas de maduración la alimentación de M. gigas fue adecuada. 

A pesar de que los reproductores fueron alimentados adecuadamente, el IC en C1 (3.31) y C2 (2.76) fue 

menor a lo reportado por Pérez (2020) (entre 6.89 y 8.23) para el ostión japonés durante los meses de 

septiembre a enero con un rango de temperatura entre los 15.12 y 21.37°C. Cabe mencionar que los 

organismos utilizados por Pérez (2020) provienen la misma zona de cultivo y fueron obtenidos del mismo 

proveedor que los ostiones utilizados en este experimento. Asimismo, los IC al finalizar los 24°C en C1 y C2 

fueron menores comparados con el IC con el que se inició el pre-acondicionamiento de 8.02. El 

decremento en el índice de condición durante el proceso de acondicionamiento reproductivo (pre-
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acondicionamiento y maduración) en C1 y C2 no coindice con lo reportado por Fabioux et al. (2005) en 

cuyo trabajo observaron un incremento en el IC del ostión japonés durante la etapa maduración debido al 

crecimiento de la gónada por la acumulación de gametos y un decremento en el IC posterior a la liberación 

de los mismos.  

Durante la etapa de maduración en C1 y C2 los ostiones fueron expuestos a un gradiente de temperaturas 

o rampa térmica  de 18°C, 20°C, 22°C y 24°C para estimular la maduración de los gametos. Sin embargo, al 

finalizar las 10 semanas de experimentación en C1 y C2, solo se observaron ostiones en gametogénesis 

(estadio II), pero ninguno con gametos maduros (estadio III). Las temperaturas usadas durante nuestro 

experimento coindicen con los reportado por Chávez-Villalba et al. (2002) quienes reportaron un rango de 

temperatura entre los 19 y los 25°C para promover la maduración de los gametos en M. gigas. De manera 

similar Muranaka y Lannan (1984) y Mann (1979) reportaron una temperatura de maduración entre los 18 

y los 22°C como adecuadas para estimular la maduración gonadal del ostión japonés. Por lo tanto, 

podemos concluir que las temperaturas empleadas durante el experimento en C1 y C2 estuvieron dentro 

de lo reportado como adecuado para la maduración de los gametos del ostión japonés. 

Sin embargo, los resultados obtenidos en el IC y en el estadio de desarrollo reproductivo indican que 

posiblemente los organismos estuvieron llevando a cabo varios procesos fisiológicos que tuvieron un alto 

requerimiento energético, lo cual provocó una reasignación del presupuesto energético y un agotamiento 

paulatino de las reservas energéticas. Consecuentemente, hubo una menor cantidad de energía disponible 

para completar la reproducción. Como se mencionó anteriormente en C1 y en C2 se observó la posible 

disolución externa de la concha y en consecuencia la activación del proceso de calcificación, lo cual, de 

manera individual se ha observado que no tiene un efecto significativo en el ciclo reproductivo de los 

ostiones (Villasuso-Palomares, 2014). Sin embargo, si al requerimiento energético provocado por la 

calcificación y por la maduración de gametos del ostión japonés se le adicionan los requerimientos 

provocados por la presencia de Polydora sp., es posible que ciclo reproductivo de los organismos se viera 

comprometido.  

Como se discutió en el capítulo 2 la exposición prolongada de los ostiones a la presencia de Polydora sp. 

en los SRA les provocó un estrés moderado. El estrés moderado se caracteriza por provocar un mayor 

requerimiento energético para el mantenimiento basal, activación de mecanismos de protección y/o 

reparación de daños, reducción en la asimilación de energía y alteraciones en las rutas metabólicas para 

la producción de energía (Sokolova, 2013). Con los resultados obtenidos durante la maduración se puede 

considerar que independientemente de si los organismos presentan ampollas de lodo en la parte interna 
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de sus valvas, la exposición prolongada a la presencia de Polydora sp. en SRA reduce significativamente el 

IC en los ostiones y puede ser considerado con un factor de estrés.  

Por lo tanto, durante las 10 semanas que duro la etapa de maduración los ostiones en C1 y C2 tuvieron 

que dividir la energía disponible en tres procesos que se estuvieron llevando acabo de manera simultánea: 

en la calcificación, en la reproducción y en la mitigación del estrés provocado por Polydora sp. 

Consecuentemente, los reproductores de M. gigas no pudieron completar su ciclo reproductivo. De 

acuerdo con los resultados obtenidos del pre-acondicionamiento y la maduración, un análisis de expresión 

de genes relacionados a la producción de energía y al proceso de calcificación confirmaría la alta demanda 

energética que tuvieron los ostiones durante todo el experimento.  
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Capítulo 4.  Análisis de expresión de los genes CA II, PK, D-LDH y 

GPH del ostión japonés (M. gigas) durante el acondicionamiento 

reproductivo en un sistema de recirculación acuícola (SRA)   

 Introducción 

Los resultados obtenidos de calidad del agua y del sistema-CO2 carbonatos en el pre-acondicionamiento 

demuestran que los ostiones fueron mantenidos en rangos adecuados para M. gigas en un SRA para ambas 

condiciones experimentales (C1 y C2). Además, la cantidad y calidad del alimento también fue adecuada 

para los organismos a 12°C y fuera de su ciclo reproductivo. Sin embargo, el índice de condición disminuyó 

significativamente al final del pre-acondicionamiento en ambas condiciones experimentales. De acuerdo 

con Mann (1978) el índice de condición representa la habilidad que posee un organismo para resistir una 

condición de estrés ambiental generada por factores físicos, químicos o biológicos. Por lo que, la 

disminución en el índice de condición (IC) pudo ser atribuida a la exposición prolongada de los ostiones al 

parásito Polydora sp. (Chambon et al., 2007; Spencer et al., 2021)  

Cuando los organismos detectan la presencia de Polydora sp. en la cara interna de sus valvas, comienzan 

la producción de una capa de carbonato de calcio denominada ampolla, la cual tiene la función de contener 

al parásito (Ruellet, 2004). Debido a la alta demanda energética que implica la producción de la ampolla 

el IC se puede ver afectado negativamente. No obstante, en C1 y C2 no se detectaron diferencias 

significativas en el IC entre los ostiones con prevalencia de Polydora sp. y sin prevalencia de Polydora sp. 

Lo cual sugiere que independientemente de la prevalencia de Polydora sp., los ostiones se encontraban 

en un estado de estrés moderado durante el pre-acondicionamiento, generando una alta demanda 

energética en los organismos.  

De manera similar, durante la maduración se observó que los factores que integran la calidad del agua y 

el sistema CO2-carbonatos se mantuvieron dentro de lo reportado como adecuados para M. gigas en 

ambas condiciones experimentales. Además, durante toda la etapa de maduración la cantidad y calidad 

del alimento, así como la temperatura, fueron adecuados para estimular la maduración de los gametos en 

los ostiones. Sin embargo, al finalizar las 10 semanas de maduración no se detectaron organismos con 
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gametos maduros. Lo cual indicaba que los organismos estaban llevando a cabo otros procesos de alta 

demanda energética además del de reproducción.  

Conjuntamente, se observó que la concentración de HCO3, CO3
-2, la alcalinidad, el pH y la saturación de Ωca 

y Ωar, incrementaron en ambas condiciones experimentales conforme se incrementaba la temperatura. 

Dicho comportamiento fue atribuido a una posible disolución externa de la concha, la cual proporcionó 

CO3
-2 para mantener la capacidad amortiguadora del agua en los SRA. La disolución externa de la concha 

por efecto de la temperatura y la exposición a condiciones ácidas o de baja saturación de calcita y aragonita 

ya ha sido expuesta en larvas y juveniles de Mercenaria mercenaria, Magallana gigas y Argopecten 

purpuratus, afectando significativamente su supervivencia, crecimiento y desarrollo (Green et al., 2009; 

Barton et al., 2015; Lagos et al., 2016).Consecuentemente, es posible que la disolución externa de la 

concha haya provocado la activación del proceso de calcificación en los ostiones para reponer los 

carbonatos cedidos al agua, el cual se ha reportado que requiere una alta cantidad de energía para llevarse 

a cabo (Zhang y Zhang, 2006; Lannig et al., 2010; Thomsen et al., 2015; Rivera y Hernández 2020). Por lo 

tanto, la energía requerida para el proceso de calcificación, más la energía requerida para la mitigación del 

estrés moderado provocado por Polydora sp. podría haber promovido una reasignación del presupuesto 

energético, dejando una menor cantidad de energía disponible para la reproducción.  

La alta demanda energética que tuvieron los ostiones durante el acondicionamiento reproductivo (pre-

acondicionamiento y maduración) no puede ser sustentada únicamente con el IC, ya que solo confirma 

que los organismos estuvieron expuestos a un factor de estrés físico, químico o biológico, más no 

proporciona información sobre las rutas o sustrato metabólico que utilizaron los organismos para la 

obtención de energía. Conjuntamente, el peso total o el peso seco de las valvas de los ostiones no 

proporcionan suficiente información para comprobar la disolución externa de la concha. Esto es debido a 

que una vez que el organismo detecte una reducción en la resistencia mecánica de la concha, alteraciones 

en su microestructura o una reducción en su dureza se activará o incrementará la tasa de calcificación 

(Mackenzie et al., 2014). Por lo tanto, para poder detectar la disolución de la concha, esta deberá ser 

mayor a la tasa de calcificación (Nienhuis et al., 2010).  

Una manera de comprobar los planteamientos anteriores, es através del análisis de expresión de genes. 

Estudios anteriores en M. gigas, han demostrado la utilidad de este tipo de análisis, ya que permiten 

evaluar distintos procesos biológicos que sirven de mecanismos de respuesta ante los cambios 

ambientales (Wang et al., 2016; Wright-LaGreca, et al., 2022). Por lo tanto, para tener una mejor 

comprensión de la respuesta de los ostiones a la posible disolución externa de la concha, así como el 
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posible efecto del reactor de calcio durante el acondicionamiento reproductivo (pre-acondicionamiento y 

maduración), se seleccionó al gen anhidrasa carbónica II (CA II por sus siglas en inglés), cuya función está 

relacionada al intercambio gaseoso, a la regulación ácido-base y al transporte de iones como Ca+2, HCO3
-, 

H+, Na+ y H+-ATPasa durante la calcificación (Istin y Girard, 1970; Miyamoto et al., 2005; Fitzer et al., 2014; 

Wang et al., 2017). Asimismo, para determinar el gasto energético de lo ostiones derivado de la posible 

activación del proceso de calcificación y por la exposición prolongada a Polydora sp., se evaluaron los genes 

piruvato quinasa (PK) y el gen D-lactato deshidrogenasa (D-LDH). El gen PK está relacionado a la producción 

de energía a partir de los carbohidratos mediante rutas metabólicas aeróbicas(Le Moullac et al., 2007). 

Por su parte el gen D-LDH está relacionado a la producción de energía a partir del piruvato através de rutas 

metabólicas anaeróbicas (Simon et al., 1989). Además, considerando que los genes PK y D-LDH están 

relacionados a la producción de energía a partir de los carbohidratos, también se selección al gen 

glucógeno fosforilasa (GPH). El gen GHP está relacionado moviliziación del glucógeno como sustrato 

energético durante la reproducción (Bacca et al., 2005; Berthelin et al., 2012).  

 Hipótesis 

El reactor de calcio reduce los efectos provocados por la disolución externa de la concha y de la prevalencia 

de Polydora sp. en el acondicionamiento reproductivo del ostión japonés (M. gigas) en un SRA y por lo 

tanto, lo organismos tendrán un menor requerimiento energético.  

 Objetivo general 

Evaluar el efecto del reactor de calcio y la prevalencia de Polydora sp. en el acondicionamiento 

reproductivo del ostión japonés (M. gigas) en un sistema de recirculación acuícola (SRA) a través del 

análisis de expresión de genes.  

4.3.1 Objetivos específicos 

1. Cuantificar la expresión relativa de los genes Anhidrasa carbónica (CA II), Piruvato quinasa (PK) y 

D-lactato deshidrogenasa (D-LDH) en el pre-acondicionamiento del ostión japonés (M. gigas) en 

un sistema de recirculación acuícola (SRA). 
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2. Cuantificar la expresión relativa de los genes Anhidrasa carbónica (CA II), Piruvato quinasa (PK),  D-

lactato deshidrogenasa (D-LDH) y Glucógeno fosforilasa (GPH) en la maduración del ostión japonés 

(M. gigas) en un sistema de recirculación acuícola (SRA). 

 Materiales y Métodos   

4.4.1 Obtención de muestras 

Para el análisis de expresión de genes se utilizó tejido de los ostiones que fueron muestreados para 

determinar el estadio de desarrollo reproductivo en el día 60 del pre-acondicionamiento (sección 2.4.2) y 

en el día 70 de la maduración (sección 3.4.1). De cada organismo se tomó una muestra del manto pegado 

a la valva izquierda y se preservó en buffer NAP (Anexo A) por 24 horas a 4°C y posteriormente se 

almacenaron las muestras a -20°C hasta el momento de su uso. Los análisis de expresión de genes se 

llevaron a cabo en el laboratorio de Genómica funcional en el Departamento de Biotecnología Marina en 

CICESE y bajo la dirección de la Doctora Clara Elizabeth Galindo Sánchez. 

Los ostiones fueron mantenidos en dos condiciones experimentales, C1 ostiones acondicionados en un 

sistema de recirculación acuícola (control) y C2, ostiones que fueron acondicionados en un sistema de 

recirculación acuícola con reactor de calcio. En cada condición experimental se subclasificaron a los 

organismos en ostiones con prevalencia de Polydora sp. y ostiones sin prevalencia de Polydora sp. 

4.4.2 Extracción de ARN total y síntesis de ADNc 

La extracción de ARN total se realizó con Tri Reagment® (Sigma-Aldrich®) siguiendo el protocolo descrito 

en el Anexo B con 50 mg te tejido. La concentración de ARN extraído se determinó usando un NanoDrop 

2000 (Thermo ScientificTM). La integridad del ARN extraído se determinó por electroforesis en un gel de 

agarosa al 1%, TAE 1X, 80 V, durante 30 minutos.  

La purificación del ARN extraído se llevó a cabo con el kit RQ1 RNase-Free DNase I (Promega®, Madison, 

WI, USA) utilizando 1 U de DNase I por 1 µg de ARN, siguiendo el protocolo descrito en el Anexo C. La 

concentración de ARN purificado se determinó usando un NanoDrop 2000 (Thermo ScientificTM). La 



76 

integridad del ARN purificado se determinó por electroforesis en un gel de agarosa al 1%, TAE 1X, 80 V, 

durante 45 minutos. Para verificar la correcta eliminación del ADN residual se realizó un PCR punto final 

con el gen factor de elongación 1- α (EF1α) de 83 pb y un gel de agarosa al 2% a 80V durante 45 minutos. 

El PCR punto final se llevó a cabo bajo las siguientes condiciones: Buffer 1X, 0.2 µM de primer Forward y 

Revers, 0.2 mM dNTP’s, 0.4 mM MgCl2 y 0.4 U GoTaq® (Promega®, Madison, WI, USA). El protocolo de 

amplificación del PCR punto final fue: desnaturalización a 95°C – 2 minutos, seguido de 35 ciclos a 95°C – 

30 segundos, 35 ciclos  56°C – 30 segundos, 72°C – 20 segundos y una extensión final 72°C – 3 minutos.  

En la síntesis de ADNc se utilizó 1 µg de RNA purificado utilizando el kit ImProm-IITM Reverse Transcription 

System (Promega, Madison, WI, USA) siguiendo el protocolo descrito en el Anexo D. Para corroborar la 

correcta síntesis de cDNA se realizó un PCR punto final con el gen EF1α y un gel de agarosa al 2% a 80V 

durante 45 minutos. 

4.4.3 Análisis de eficiencia y de estabilidad de los genes de referencia  

Para el análisis de expresión relativa, es necesario la utilización de genes de referencia, para esto, se 

analziaron cinco genes: Subunidad ribosomal 28S (28s), Actina (ACT), Proteína ribosomal L7 (RL7), Proteína  

ribosomal 18S (RS18) y Factor de elongación 1- α (EF1α) cuyos primers fueron diseñados previamente por 

Romero (2013), Du et al. (2013) y Arroyo (2019) y se describen en la Tabla 3. Para determinar la eficiencia 

de los genes se comenzó tomando una alícuota de 2 µL de cDNA de cada una de las muestras para formar 

un pool, el cual se utilizó para realizar 5 diluciones seriadas (1:5). De cada dilución se tomó una alícuota de 

3 µL para una reacción con las siguientes concentraciones: master mix 1x de EvaGreen®, 0.2 µM de primer 

Forward y Reverse, y 1.6 µL de agua (libre de nucleasas). Cada dilución se amplificó por triplicado en un 

termociclador en tiempo real de PCR CFX96TM (Bio-Rad®). Las condiciones de amplificación fueron: 

desnaturalización a 95°C – 2 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C – 30 segundos, 40 ciclos  la Ta de cada 

gen en la Tabla 3 – 30 segundos  y una extensión final a 72°C – 20 segundos. Para verificar la ausencia de 

artefactos, dímeros y la especificidad de los primers se realizó una rampa de disociación de 65°C a 95°C 

(incrementos en la temperatura de 0.5°C/segundo). Finalmente, la eficiencia de cada uno de los genes de 

referencia fue estimada con el software CFX Manager 3.0 (Bio-Rad® 2012) con la ecuación descrita por 

Bustin et al. (2009).  

𝐸 =  (−1 + 10(−1/𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒))…………………………………………………………………………………………………(11) 
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La estabilidad de los genes de referencia se determinó utilizando los ciclos de cuantificación (Cq)  

obtenidos durante la amplificación de cada uno de los primers probados (con las diluciones seriadas) y con 

el software RefFinder (Xie et al., 2012) que a su vez integra los algoritmos de geNorm (Vandesompele et 

al., 2002), Normfinder (Andersen et al., 2004)  y BestKeeper (Pfaffl et al., 2004).  

4.4.4 Análisis de eficiencia y cuantificación de la expresión relativa de los genes 

blanco 

Se probaron genes blanco relacionados al proceso de calcificación (Anhidrasa carbónica, CA II), a la 

movilización del glucógeno (Glucógeno sintetasa, GPH) y a la producción de energía (D-lactato 

deshidrogenasa, D-LDH; y Piruvato quinasa, PK), cuyos primers fueron diseñados previamente con el 

software Primer3 (Untergasser et al. 2012) y se describen en la Tabla 4. La eficiencia de los genes blanco 

se determinó utilizando el mismo protocolo descrito anteriormente para los genes de referencia. Las Ta 

de cada de los primers de cada gen blanco se describen en la Tabla 4.  

Para determinar la expresión relativa de los genes blanco se utilzaron  3 µL de DNAc con un factor de 

dilución 1:5 de cada muestra para una reacción con las siguientes concentraciones: master mix 1x de 

EvaGreen®, 0.2 µM de primer Forward y Reverse, y 1.6 µL de agua (libre de nucleasas). Cada muestra se 

amplificó por triplicado en un termo ciclador en tiempo real de PCR CFX96TM (Bio-Rad®). Una vez finalizada 

la amplificación se obtuvieron los valores los ciclos de cuantificación (Cq) con el software CFX Manager 3.0 

(Bio-Rad® 2012). Finalmente, con los valores de Cq se estimó la expresión relativa de cada gen blanco con 

la aproximación de Hellemans et al. (2007). 

Tabla 3. Primers de los genes de referencia para ostión japonés (M. gigas). Ta, temperatura de alineamiento 

Gen Nombre Ta (°C) Secuencia 5’ – 3’ Fuente 
Eficiencia 

(%) 
Tamaño 

(pb) 

28s 
Subunidad 

ribosomal 28S 
60 F: GGAGTCGGGTTGTTTGAGAATGC Romero 

2013 
93.8 114 

R: GTTCTTTTCAACTTTCCCTCACGG 

ACT Actina 60 F: TACTCTTTCACCACCACAGCCG Romero 
2013 

103.8 117 
R: TAGAGATGAGGATGAAGCAGCAG 

RL7 
Proteína 

ribosomal L7 
60 F: TCCCAAGCCAAGGAAGGTTATGC Du et al. 

2013 
97.3  

R: CAAAGCGTCCAAGGTGTTTCTCAA 

RS18 
Proteína  

ribosomal 18S 
60 

F: GCCATCAAGGGTATCGGTAGAC Du et al. 
2013 

88.8  
R: CTGCCTGTTAAGGAACCAGTCAG 

EF1α 
Factor de 

elongación 1- α 
56 

F: AGTTTCCACTCTGCCGACTG  
Arroyo 2019 92.2 83 

R: CAGACTTGGCCCTTCGTCTT  



78 

Tabla 4. Primers de los genes blanco para ostión japonés (M. gigas). Ta, temperatura de alineamiento 

4.4.5 Análisis estadístico 

Para comparar los niveles de expresión relativa entre las distintas condiciones experimentales se realizó 

una prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney. Los valores de expresión relativa fueron 

transformados a logaritmo base 10. Para todas las pruebas estadísticas se seleccionó una P = 0.05 como 

nivel de significancia. Los análisis estadísticos fueron realizados con el programa Statistica 7.1 (Stat Soft, 

Inc.).  

 Resultados 

 Estabilidad de los genes de referencia  

La eficiencia de cada gen de referencia, así como las condiciones de amplificación de cada curva estándar 

se describen en la Tabla 5. El análisis de estabilidad con el programa RefFinder, indicó que los genes RS18 

y RL7 presentaron la menor variación en la expresión entre las condiciones experimentales evaluadas 

(Figura 26).  

Gen Nombre 
Ta 

(°C) 
Secuencia 5’ – 3’ 

Eficiencia 
(%) 

Tamaño 
(pb) 

Función 

CA II 
Anhidrasa 
carbónica 

63 

F: AGATTTCCACCGGCTCTTGG 

106.2 166 

Regulación ácido-
base; transporte 
iones y 
tranformación del 
CO2 a HCO3

- R: TCGACTGGTGGAGGCTCATA 

GPH 
Glucógeno 
sintetasa 

63 
F: CAAAGGGCATCGCAAACACA 

103.2 166 
Mobilización de 
glucógeno R: GATGGTTGGCAGGTTGAGGA 

D-LDH 
D-lactato 

deshidrogenasa  
63 

F: AACCGGGTGGCTTTACTTGCT 

94.1 146 

Producción de 
energía a partir de 
los carbohidratos en 
ruta anaeróbica R: GGGTCCATGGTCTGCTTGAGT 

PK Piruvato quinasa 60 

F: CCCACTGGAGTGTGTCAAAATG  

88.0 65 

Producción de 
energía a partir de 
los carbohidratos en 
ruta aeróbica R: GGTGGAAGACTGCGGACTCA 
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 Clasificación integral (comprehensive ranking) de la estabilidad de genes de referencia con el programa 
RefFinder, el recuadro rojo indica los genes más estables. 

4.6.1 Expresión relativa de los genes blanco durante el pre -acondicionamiento 

En la expresión relativa del gen CA II no se detectaron diferencias significativas (P = 0.064) entre C1 y C2 

en los organismos sin prevalencia de Polydora sp. De manera similar, no se detectaron diferencias 

significativas (P = 0.083) en la expresión relativa del gen CA II en los organismos con prevalencia de 

Polydora sp. entre C1 y C2 (Figura 27). 

En los organismos que estuvieron en C1, no se detectaron diferencias significativas (P = 0.563) en la 

expresión relativa del gen CA II entre los ostiones con prevalencia de Polydora sp. y los ostiones sin 

prevalencia de Polydora sp. De manera similar en los organismos que estuvieron en C2, no se detectaron 

diferencias significativas (P = 0.643) entre los ostiones con prevalencia de Polydora sp. y los ostiones sin 

prevalencia de Polydora sp. De forma general se puede observar una mayor expresión relativa del gen CA 

II en los ostiones que estuvieron en C1 comparados con la expresión en los organismos en C2. 

En la expresión relativa del gen PK no detectaron diferencias significativas (P = 1.000) entre C1 y C2 en los 

organismos sin prevalencia de Polydora sp. De manera similar en los organismos con prevalencia de 

Polydora sp. no se detectaron diferencias significativas (P = 0.248) en la expresión del gen PK entre las 

condiciones experimentales C1 y C2 (Figura 28).  
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En los organismos que estuvieron en C1, no se detectaron diferencias significativas (P = 1.000) en la 

expresión relativa del gen PK entre los ostiones con prevalencia de Polydora sp. y los ostiones sin 

prevalencia de Polydora sp. De manera similar en los organismos que estuvieron en C2, no se detectaron 

diferencias significativas (P = 0.654) en la expresión relativa del gen PK entre los ostiones con prevalencia 

de Polydora sp. y los ostiones sin prevalencia de Polydora sp.   

 Expresión relativa del gen CA II en el ostión japonés en la etapa de pre-acondicionamiento bajo dos 
condiciones experimentales C1, sistema de recirculación acuícola (Control) y C2, sistema de recirculación acuícola 
con reactores de calcio. Los valores de las medias se muestran en barras y las medias fueron re-transformadas a 
partir de logaritmo. 

 

 Expresión relativa del gen PK en el ostión japonés en la etapa de pre-acondicionamiento bajo dos 
condiciones experimentales C1, sistema de recirculación acuícola (Control) y C2, sistema de recirculación acuícola 
con reactores de calcio. Los valores de las medias se muestran en barras y las medias fueron re-transformadas a 
partir de logaritmo. 

 

En la expresión relativa del gen D-LDH no se detectaron diferencias significativas (P = 0.064) entre C1 y C2 

en los organismos sin prevalencia de Polydora sp. En los organismos con prevalencia de Polydora sp. se 

detectaron diferencias significativas (P = 0.033) en la expresión del gen D-LDH entre las condiciones 

experimentales C1 y C2 (Figura 29).  
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En los organismos que estuvieron en C1, no se detectaron diferencias significativas (P = 0.083) en la 

expresión relativa del gen D-LDH entre los ostiones con prevalencia de Polydora sp. y los ostiones sin 

prevalencia de Polydora sp. Sin embargo, en los organismos que estuvieron en C2, se detectaron 

diferencias significativas (P = 0.049) en la expresión relativa del gen D-LDH entre los ostiones con 

prevalencia de Polydora sp. y los ostiones sin prevalencia de Polydora sp.  De forma general se puede 

observar que en ambas condiciones experimentales (C1 y C2) la tendencia en la expresión del gen D-LDH 

disminuye con la prevalencia de Polydora sp. 

 Expresión relativa del gen D-LDH en el ostión japonés en la etapa de pre-acondicionamiento bajo dos 
condiciones experimentales C1, sistema de recirculación acuícola (Control) y C2, sistema de recirculación acuícola 
con reactores de calcio. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las condiciones experimentales. Los 
valores de las medias se muestran en barras y las medias fueron re-transformadas a partir de logaritmo. 

4.6.2 Expresión relativa de los genes blanco durante la maduración  

En la expresión relativa del gen CA II no se detectaron diferencias significativas (P = 0.248) entre C1 y C2 

en los organismos sin prevalencia de Polydora sp. En los organismos con prevalencia de Polydora sp. no se 

detectaron diferencias significativas (P = 1.00) en la expresión de CA II entre las condiciones 

experimentales C1 y C2 (Figura 30).  

En los organismos que estuvieron en C1, no se detectaron diferencias significativas (P = 0.438) en la 

expresión relativa del gen CA II entre los ostiones con prevalencia de Polydora sp. y los ostiones sin 

prevalencia de Polydora sp. De manera similar en los organismos que estuvieron en C2, no se detectaron 

diferencias significativas (P = 0.563) en la expresión relativa del gen CA II entre los ostiones con prevalencia 

de Polydora sp. y los ostiones sin prevalencia de Polydora sp. De forma general se puede observar que la 

expresión relativa del gen CA II en C2 fue menor comparada con la expresión relativa en los ostiones que 

estuvieron en C1. 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Sin prevalencia de Polydora sp. Con Prevalencia de Polydora sp.

Ex
p

re
si

ó
n

 r
e

la
ti

va
 (

D
-

LD
H

)

C1 C2

a 
b 



82 

 Expresión relativa del gen CA II en el ostión japonés en la etapa de maduración bajo dos condiciones 
experimentales C1, sistema de recirculación acuícola (Control) y C2, sistema de recirculación acuícola con reactores 
de calcio. Los valores de las medias se muestran en barras y las medias fueron re-transformadas a partir de logaritmo. 

 

En la expresión relativa del gen GPH no se detectaron diferencias significativas (P = 0.563) entre C1 y C2 

en los organismos sin prevalencia de Polydora sp. En los organismos con prevalencia de Polydora sp. no se 

detectaron diferencias significativas (P = 1.000) en la expresión de GPH entre las condiciones 

experimentales C1 y C2 (Figura 31). 

  

 Expresión relativa del gen GPH en el ostión japonés en la etapa de maduración bajo dos condiciones 
experimentales C1, sistema de recirculación acuícola (Control) y C2, sistema de recirculación acuícola con reactores 
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En la expresión relativa del gen PK  no se detectaron diferencias significativas (P = 0.248) entre C1 y C2 en 

los organismos sin prevalencia de Polydora sp. En los organismos con prevalencia de Polydora sp. no se 

detectaron diferencias significativas (P = 0.438) en la expresión de PK entre las condiciones experimentales 

C1 y C2 (Figura 32). 
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 Expresión relativa del gen D-LDH en el ostión japonés en la etapa de maduración bajo dos condiciones 
experimentales C1, sistema de recirculación acuícola (Control) y C2, sistema de recirculación acuícola con reactores 
de calcio. Los valores de las medias se muestran en barras y las medias fueron re-transformadas a partir de logaritmo. 

 Discusión 

El análisis de la expresión relativa de los genes a través de la técnica cuantitativa en tiempo real de la 

reacción en cadena de la polimerasa (qPCR) se ha utilizado para cuantificar los ácidos nucleicos (ADN y 

ARN) de forma rápida y confiable (Yan et al., 2017). La qPCR ha sido utilizada en una amplia variedad de 

organismos como una herramienta para comprender la respuesta fisiológica de los organismos a distintas 

condiciones ambientales (Du et al., 2013; Janská et al., 2013; Zhu et al., 2013). En el pre-acondicionamiento 

y la maduración se utilizó el manto como indicador de la respuesta de los organismos a un factor de estrés 

como la prevalencia de Polydora sp. o la disolución externa de la concha. Esto es debido a que el manto es 

el tejido más importante para al proceso de calcificación como es la regulación ácido-base, 

biomineralización y producción de la matriz orgánica, la cual promueve la producción o reparación de la 

concha. EL manto puede acumular reservas energéticas como el glucógeno y tiene contacto directo con 

virus, bacterias, protozoarios, cnidarios y platelmintos (Gosling, 2003; Bacca et al., 2005; Yu et al., 2006; 

Ramesh et al., 2019).  

La anhidrasa carbónica (CA por sus siglas en inglés) es una enzima cuya principal función es de la de 

catalizar la conversión de CO2 a HCO3
- y un H+ (Chegwidden et al., 2000). La anhidrasa carbónica puede ser 

clasificada en cinco grupos de acuerdo con su origen: α (vertebrados, invertebrados, bacterias y algunas 

clorofitas), β (eubacterias y clorofitas), γ (arqueas y algunas eubacterias) y δ y ζ (diatomeas marinas) (Moya 

et al., 2008). De los cinco grupos, la clasificación α ha sido la más estudiada debido a su rol en la patología 

humana y a su vez se puede subclasificar en cinco categorías distintas de acuerdo a su localización 

subcelular: en el citosol (CA I, II, III, VII, VIII, X, XI y XIII), en proteínas ancladas a glicosilfosfatidilinositol (AC 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Sin prevalencia de Polydora sp. Con Prevalencia de Polydora sp.

e
xp

re
si

ó
n

 r
e

la
ti

va
 (

D
-

LD
H

)
C1 C2



85 

IV y XV), en la membrana (CA IX, XII y XIV), en secreciones (CA VI) y en la mitocondria (Chegwidden et al., 

2000; Frost y McKenna, 2013). Dentro de los tipos de anhidrasa carbónica, se ha reportado que en 

moluscos la CA II está involucrada en varios procesos fisiológicos como el intercambio gaseoso, la 

regulación ácido-base, la calcificación y en el transporte de iones como Ca+2, HCO3
- y H+ (Istin y Girard, 

1970; Miyamoto et al., 2005; Fitzer et al., 2014; Wang et al., 2017).  

En el pre-acondicionamiento se observó de forma general una mayor expresión relativa del gen CA II en 

los ostiones que estuvieron en C1 comparados con la expresión en los organismos en C2. Wang et al. (2017) 

reportaron un incremento significativo en la actividad de CA II en el manto, en el músculo abductor, en la 

glándula digestiva, las branquias y los hemocitos cuando los organismos (M. gigas) eran expuestos a altas 

concentraciones de CO2. En dicho trabajo, la alta actividad de la CA II fue un mecanismo de respuesta por 

parte del ostión para reducir la pCO2 intracelular convirtiéndolo en HCO3
- y H+, así como para el transporte 

de iones (Ca+2, HCO3
- y H+) y para regular el pH (regulación ácido-base) en los fluidos internos (Wang et al., 

2017). No obstante, en el  pre-acondicionamiento se descartó la pCO2 como un factor de estrés para los 

ostiones en ambas condiciones experimentales (capítulo 2), por lo que la actividad de CA II en los 

organismos pre-acondicionados estuvo relacionada, posiblemente a la regulación ácido-base. Esto es 

debido a que se ha propuesto que la CA II citoplasmática en M. gigas puede interactuar con proteínas 

transportadoras de membrana como intercambiadores iónicos, cotransportadores de sodio/bicarbonato 

(Na+/HCO3
-), intercambiadores de sodio/hidrógeno (Na+/H+), H+-ATPasa y Na+/H+-ATPasa para mantener 

una homeostasis intracelular (Vince y Reithmeier, 2000; Esbaugh y Tufts, 2006; Ramesh et al., 2019). 

En C1 la concentración de HCO3
- (1190 ± 174 µmol/Kg) fue menor comparada con la concentración en C2 

(2322 ± 160 µmol/Kg). De manera similar el pH en C1 (7.81 ± 0.08) fue menor comparado con el pH en C2 

(7.85 ± 0.07). A pesar de que la diferencia en el pH entre las condiciones experimentales fue de 0.04, esto 

representa aproximadamente un 10.4% más de H+ en C1.  Consecuentemente, el incremento de H+ en el 

agua pudo haber provocado una fuga pasiva de protones hacia el citosol de las células del manto de los 

ostiones. Por lo tanto, se promovió una mayor regulación ácido-base a través de la CA II para mantener la 

homeostasis intracelular en los organismos. De acuerdo con Thomsen et al. (2015) los moluscos bivalvos 

son organismos energéticamente eficientes para regular el pH intracelular mientras no se encuentren en 

proceso de calcificación. Por lo que es posible que el costo energético de la regulación ácido-base a través 

de la CA II en los ostiones en C1 no fuera significativo ya que el pH estuvo dentro del rango reportado 

como favorable entre 7.8 y 8.5 para el mantenimiento de ostión en SRA.  
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Por lo cual podemos concluir que el reactor de calcio tuvo un efecto en la expresión del gen CA II durante 

el pre-acondicionamiento. Sin embargo, complementado con los resultados obtenidos del IC y del peso 

total, el efecto del reactor de calcio no fue suficiente como para provocar una diferencia significativa entre 

las condiciones experimentales. Además, tampoco se detectó un efecto en la expresión relativa del gen 

CA II debido a la prevalencia de Polydora sp.  

Para determinar si el reactor de calcio o la prevalencia de Polydora sp. tuvieron algún efecto en la 

producción de energía en los ostiones se evaluó el gen PK (piruvato quinasa) relacionado a la producción 

de energía a partir de los carbohidratos. Los carbohidratos son la principal fuente de energía en los 

moluscos bivalvos adultos (Paul et al., 2021). Para la obtención de energía a partir de los carbohidratos, 

los organismos llevan a cabo un proceso catabólico llamado glucólisis en el cual se producen dos moléculas 

de piruvato, dos de ATP (energía) y 2 de NADH a partir de una molécula de glucosa. En los pasos finales de 

la glucólisis se implica la actividad de la enzima piruvato quinasa (PK) cuya principal función es la de 

producir piruvato a partir del fosfoenolpiruvato (PEP por sus siglas en inglés). Posteriormente el piruvato 

será utilizado como substrato metabólico para la producción energía a través del proceso aeróbico 

mitocondrial del ciclo de Krebs (Schein et al., 2004).  

En el pre-acondicionamiento no se detectaron diferencias significativas en la expresión relativa del gen PK 

entre C1 y C2 o entre los organismos sin prevalencia de Polydora sp. y con prevalencia de Polydora sp. Por 

lo cual, se puede concluir que los ostiones tuvieron la misma demanda energética (incluso los organismos 

sin prevalencia de Polydora sp.) y que el reactor de calcio no tuvo un efecto en la expresión del gen PK en 

el manto.  

Estos resultados ayudan a soportar la hipótesis sobre que la exposición prolongada de los ostiones a 

Polydora sp. en un SRA afecta negativamente y de forma general a los organismos manteniéndolos en un 

estado de estrés moderado (capítulo 2). Algunos de los efectos negativos del estrés moderado es que 

incrementa los requerimientos energéticos en los organismos por la activación de mecanismos de 

protección o para la reparación de daños y afecta negativamente la capacidad para producir reservas 

energéticas (Sokolova, 2013). Este efecto es semejante por lo reportado por Cao et al. (2018) cuando 

expusieron ostiones de M. gigas a condiciones ácidas (pH: 7.6), a patógenos (Vibrio splendidus) y a una 

combinación de ambas (pH y patógeno). Los organismos incrementaron sus requerimientos energéticos 

para mantener la homeostasis y por lo tanto se incrementaron los procesos catabólicos como la glucólisis 

incluyendo la actividad de PK y se inhibieron los procesos anabólicos que a su vez consumen energía como 

lo es la producción de glucógeno. Consecuentemente, una reducción en la condición de los organismos, 
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como la observada en los ostiones de este trabajo puede ser esperada mientras continúen expuestos al 

factor de estrés.  

Otro de los efectos del estrés moderado es la alteración en las rutas metabólicas para la obtención de 

energía (Sokolova, 2013). Bajo condiciones óptimas los organismos producen la suficiente cantidad energía 

a través de rutas metabólicas aeróbicas para el mantenimiento basal, para la reproducción o para el 

crecimiento (Giacomin et al., 2014; Dahlke et al., 2016; Zhao et al., 2017). No obstante, si el organismo es 

expuesto a una condición de estrés se incrementará su demanda energética para mantener los procesos 

fisiológicos que se estén llevando a cabo en ese momento, además de los procesos necesarios para la 

mitigación del factor de estrés. Por lo tanto, la cantidad de energía producida a partir del metabolismo 

aeróbico será insuficiente para mantener su homeostasis y se activarán rutas metabólicas anaeróbicas 

para producir energía y así satisfacer la alta demanda energética (Cao et al., 2018). 

En el pre-acondicionamiento se detectó en los ostiones de ambas condiciones experimentales la expresión 

del gen D-LDH, el cual está ligado a la actividad de la enzima D-lactato deshidrogenasa (D-LDH) que trabaja 

en condiciones anaeróbicas (Simon et al., 1989). La D-LDH utiliza el piruvato producido durante la glucólisis 

y lo transforma en D-lactato. No obstante, la principal función de la enzima D-LDH es oxidar el NADH a 

NAD+ sin la presencia de oxígeno. Esta oxidación toma particular importancia ya que mantiene un flujo de 

electrones y el NAD+ puede volver a ser utilizado en la glucólisis para producir energía (Peterson, 1980). 

Por lo tanto, podemos concluir que los ostiones en C1 y C2 tuvieron un alto requerimiento energético, el 

cual fue satisfecho a partir de rutas aeróbicas y anaeróbicas.  

De forma general se observó que la expresión relativa del gen D-LDH en los ostiones con prevalencia de 

Polydora sp. fue menor comparada con la expresión relativa en los organismos sin prevalencia de Polydora 

sp. Este patrón de expresión no corresponde a lo reportado en la bibliografía, ya que los organismos con 

prevalencia de Polydora sp. producen una ampolla de carbonato de calcio para contener al gusano 

(Ruellet, 2004). La creación de la ampolla implica de forma general la producción de enzimas, la nucleación 

de los cristales de CaCO3, el transporte de iones y de los cristales de CaCO3, la regulación ácido-base y la 

creación de una matriz orgánica, lo que hace que el proceso demande una alta cantidad de energía (Zhang 

y Zhang, 2006; Lannig et al., 2010; Thomsen et al., 2015; Rivera y Hernández, 2020). Por lo que los ostiones 

parasitados con Polydora sp. debieron tener un mayor requerimiento energético y consecuentemente una 

mayor expresión del gen D-LDH. 
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Sin embargo, se ha reportado que cuando los gusanos de Polydora sp. parasitan a los ostiones de M. gigas, 

los organismos abren las valvas por periodos muy cortos pero con una frecuencia mayor. El abrir y cerrar 

las valvas constantemente provoca que los ostiones hiperventilen y en consecuencia se incremente de 

forma significativa la presión parcial de oxígeno en la hemolinfa (Chambon et al., 2007). Por lo tanto, es 

posible que los ostiones con prevalencia de Polydora sp. en C1 y C2 tuvieran una alta disponibilidad de 

oxígeno en la hemolinfa, lo cual pudo haber favorecido la producción de energía a partir de rutas aeróbicas 

como el ciclo de Krebs y la cadena transportadora de electrones y que la actividad metabólica regulada 

por el gen D-LDH se viera afectada. La diferencia significativa en la expresión relativa del gen D-LDH entre 

C1 y C2 en los organismos con prevalencia de Polydora sp. no puede ser explicada a través de este gen, ni 

con los resultados obtenidos de calidad del agua o del sistema CO2-carbonatos. Por lo que es necesario 

realizar más trabajos de investigación para esclarecer cómo es que el reactor de calcio afecta la expresión 

relativa del gen D-LDH durante el pre-acondicionamiento.  

Una vez concluida la etapa del pre-acondicionamiento los ostiones comenzaron la etapa de maduración, 

cuyo objetivo fue el de obtener ovocitos y espermatozoides maduros en un lapso de 10 semanas. Sin 

embargo, al finalizar dicha etapa no se observaron gametos maduros en ninguna condición experimental. 

Los resultados obtenidos en la maduración sugieren que los ostiones tuvieron una alta demanda 

energética, la cual comprometió la reproducción de los organismos. La alta demanda energética estuvo 

asociada a tres factores: la exposición prolongada de los ostiones a Polydora sp. que provocó un estrés 

moderado, la disolución externa de la concha  provocando activación del proceso de calcificación y la 

propia energía necesaria para llevar a cabo la maduración de los gametos. Por lo tanto, para tener una 

mejor comprensión de la respuesta fisiológica de los ostiones ante la alta demanda de energía se evaluaron 

genes relacionados a la calcificación (CA II), a la movilización de glucógeno (GPH) y la producción de energía 

(PK y D-LDH). 

Al igual que en el pre-acondicionamiento la expresión del gen CA II en la maduración posiblemente estuvo 

relacionado a la regulación ácido-base. Sin embargo, los resultados obtenidos del sistema CO2-carbonatos 

(pH, alcalinidad, HCO3
-, CO3

-2, Ωca y Ωar) en la maduración sugieren que los ostiones tuvieron una disolución 

externa de la concha, lo cual activó el proceso de calcificación para reponer los CaCO3 perdidos (capítulo 

3). Por lo que la actividad de la enzima CA II en la maduración posiblemente tuvo una mayor relación con 

la regulación ácido-base para el proceso de calcificación que para mantener la homeostasis intracelular. 

En la calcificación, la formación de los cristales de CaCO3 se lleva a cabo en un espacio entre el manto y la 

concha conocido como espacio extrapalial (EEP) (Zhao et al., 2020).  



89 

Para favorecer formación de los cristales de CaCO3 en el EEP es necesario crear y mantener un 

microambiente sobresaturado en CO3
-2, HCO3

- y Ca+2 con un pH entre los 7.4 y 8.3,  además de que también 

se requiere la presencia de otros iones como el Na+, K+, Mg+2, Cl- y SO4
-2 (Marin et al., 2012). Se ha reportado 

que la CA II puede transportar iones como Ca+2 y HCO3
- al sitio de calcificación cuando se está llevando a 

cabo este proceso (Istin y Girard, 1970; Miyamoto et al., 2005; Fitzer et al., 2014; Wang et al., 2017). 

Asimismo, la interacción de CA II con los intercambiadores de sodio/hidrógeno (Na+/H+), H+-ATPasa y 

Na+/H+-ATPasa permite eliminar los H+ producidos durante la formación de los cristales de CaCO3 a partir 

del HCO3
- y así evitar que se acidifique el fluido del EEP (Vince y Reithmeier, 2000; Esbaugh y Tufts, 2006; 

Thomsen et al., 2015; Ramesh et al., 2019). A diferencia de la regulación ácido-base para mantener la 

homeostasis intracelular, la regulación ácido-base asociada a la calcificación como lo es la formación o 

reparación de concha implica una alta demanda energía debido al transporte de iones, la saturación de 

iones y el mantenimiento del pH en el EEP (Palmer, 1983; Palmer, 1992; Ries, 2011). Por lo tanto, es posible 

mantener activo el proceso de calcificación para la reposición de los CaCO3 cedidos afectara 

significativamente la energía disponible para la reproducción.  

De forma general se observó que la expresión relativa del gen CA II en los ostiones en C2 fue menor 

comparada con la expresión relativa de los ostiones en C1. Por lo que podemos concluir que el reactor de 

calcio tuvo un efecto en la expresión del gen CA II en la maduración. La función principal del reactor de 

calcio fue la de adicionar de forma constante iones CO3
-2 al agua del sistema para amortiguar los H+ 

provenientes de la nitrificación y de la hidrólisis del CO2. La constante adición de CO3
-2 proveniente del 

reactor de calcio pudo haber reducido el aporte de CO3
-2 proveniente de las conchas de los ostiones. Por 

lo tanto, el esfuerzo los ostiones en C2 para reponer los carbonatos perdidos pudo haber sido menor.  

En el proceso de maduración gonadal los ostiones consumen sus reservas energéticas en forma de 

glucógeno para la producción de sus gametos. Las hembras utilizan el glucógeno durante la vitelogénesis, 

mientras que los machos lo utilizan para la producción de células germinales (Dohmen, 1983). En M. gigas 

la movilización del glucógeno está regulada por la enzima glucógeno fosforilasa (GPH), la cual está 

involucrada en el proceso catabólico de la glucogenólisis para la producción de glucosa a partir del 

glucógeno (Bacca et al., 2005). Se ha reportado que la actividad de la enzima GPH se incrementa conforme 

los ostiones avanzan en su madurez gonadal y disminuye una vez completado el ciclo reproductivo (Bacca 

et al., 2005; Berthelin et al., 2012).  

Sin embargo, el glucógeno no solamente es usado para la producción de energía, también puede ser 

utilizado como sustrato para la producción de quitina (Zhang et al., 2021). La quitina es el segundo 
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polisacárido más abundante en la naturaleza y en los ostiones forma parte de la matriz orgánica en la 

concha de los organismos (Chan et al., 2018). La quitina se encuentra distribuida a lo largo de la concha de 

los moluscos bivalvos y puede llegar a representar hasta el 3.5% de los componentes orgánicos insolubles 

que conforman la concha (Galtsoff, 1964; Peters, 1972; Goffinet y Jeuniaux, 1979; Heinemann, 2008). Se 

ha sugerido que la quitina junto con otras proteínas de la matriz orgánica determinan la proporción de 

calcita y aragonita en la concha, lo cual determina sus propiedades mecánicas (Chan et al., 2018). 

Los ostiones que tuvieron prevalencia de Polydora sp. presentaron una mayor expresión relativa del gen 

GPH comparado con la expresión en los ostiones sin la prevalencia de Polydora sp. La diferencia en la 

expresión relativa del gen GPH pudo ser debida al efecto que provocó Polydora sp. en los organismos que 

parasita, los cuales forman una ampolla de carbonato de calcio para poder contener al parásito (Blake y 

Evans, 1973). La creación de la ampolla implica la producción de una matriz orgánica que incluye un marco 

de quitina en la cual serán depositados los cristales de CaCO3 (Heredia et al., 2007). Aunado a la producción 

de la ampolla, la prevalencia de Polydora sp. incrementa la demanda energética debido a que puede 

inducir a los ostiones a un estado de estrés moderado cuando están en SRA. No obstante, la expresión 

relativa del gen PK relacionado a la producción de energía a partir de la glucosa fue similar entre las 

condiciones experimentales (C1 y C2) y entre los ostiones con prevalencia de Polydora sp. y sin prevalencia 

de Polydora sp. Por lo tanto, se puede concluir que la expresión del gen del gen GPH en M. gigas se vio 

afectada por la prevalencia de Polydora sp. y que su expresión posiblemente no esté ligada únicamente a 

la producción energía. Además, también se puede establecer que el reactor de calcio no tuvo un efecto en 

la expresión del gen GPH en el manto del ostión japonés cuando se estaba llevando a cabo su 

acondicionamiento reproductivo en SRA. 

Con los resultados obtenidos de la expresión relativa de los genes PK y D-LDH podemos establecer que sin 

importar la condición experimental y sin importar la prevalencia de Polydora sp., los ostiones tuvieron una 

alta demanda energética durante la maduración, la cual fue satisfecha por rutas aeróbicas y anaeróbicas. 

Además de acuerdo con los resultados obtenidos de la histología en los cuales se observó que ningún 

organismo tuvo gametos maduros, se puede concluir que la energía disponible no se destinó únicamente 

al proceso de maduración. Por lo cual, también podríamos concluir que llevar acabo de manera simultánea 

el proceso de calcificación para la reposición de los CaCO3 cedidos y la mitigación de los efectos provocados 

por Polydora sp., podrían disminuir la energía disponible para la reproducción, impidiendo la maduración 

de los gametos. Por lo tanto, se recomienda continuar con la investigación de análisis de expresión de 

genes orientados al proceso de maduración gonadal para poder determinar en que momento y bajo que 

condiciones se puede interrumpir o retrasar el ciclo reprodcutivo del ostión japonés en SRA; así como 
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determinar bajo que condiciones los ostiones pueden estar sometidos a uno o varios factores de estrés 

que puedan llegar a comprometer su reproducción.  
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Capítulo 5.  Discusión general  

El pre-acondicionamiento es un proceso que no ha sido considerado por los laboratorios de reproducción 

de moluscos bivalvos. Lo cual, ha resultado que al finalizar el proceso de maduración gonadal los 

organismos presenten diferentes estadios de desarrollo reproductivo y por lo tanto no todos los 

organismos puedan ser utilizados para obtener gametos. Es por esta razón que desarrollamos el proceso 

de pre-acondicionamiento, cuyo objetivo es el de sincronizar el estadio de desarrollo reproductivo de los 

organismos, para que la mayoría o todos los organismos produzcan gametos maduros al mismo tiempo. 

Sin embargo, era necesario determinar si era posible la sincronización mediante el pre-acondicionamiento 

y si era posible controlar los parámetros de la calidad del agua y del sistema CO2-carbonatos en los SRA, 

ya que la temperatura requerida de 12°C podría tener un efecto en el funcionamiento del sistema. 

Después de realizar el pre-acondicionamiento y corroborar que los SRA mantuvieron la temperatura 

objetivo de 12°C durante 45 días, observamos que el 90% de los ostiones en C1 y el 100% de los ostiones 

en C2 se encontraban en estadio indiferenciado en el día 60. Lo cual confirmó que es posible sincronizar 

el estadio de desarrollo reproductivo de M. gigas en SRA. Por lo que, el proceso del pre-acondicionamiento 

propuesto en este trabajo de investigación ofrece una nueva alternativa para que los ostricultores puedan 

mantener un stock de reproductores sincronizados en su estadio de desarrollo reproductivo y listos para 

la etapa de maduración. Por lo tanto, el pre-acondicionamiento podría permitir el acondicionamiento 

reproductivo de los ostiones de forma escalonada a lo largo del año. Además, los SRA confirmaron ser 

sistemas confiables para mantener la salinidad (33-34 ppt), el oxígeno disuelto (≥ 5 mg/L) y los compuestos 

nitrogenados (NAT: ≤4.2 mg/L) dentro de los rangos reportados como favorables para el ostión japonés 

por periodos prolongados, en bajas temperaturas (12°C) y con una alta densidad de organismos (Masser 

et al., 1998; Buchanan et al., 1998; Kamermans et al., 2016).  

En los factores que integran al sistema CO2-carbonatos observamos que el pH, la alcalinidad, los HCO3
-, los 

CO3
-2, Ωca y Ωar fueron mayores en C2 comparados con C1. La diferencia en la concentración y en la 

saturación de los factores que integran el sistema CO2-carbonatos tuvo un efecto en los niveles de 

expresión del gen CA II, siendo mayor en los organismos en C1. Este resultado indicó que los organismos 

en C1 tuvieron una mayor regulación ácido-base para mantener la homeostasis intracelular comparados 

con los organismos que estuvieron en C2. Sin embargo, dicha diferencia no tuvo un efecto significativo en 

el peso total o en el índice condición entre los ostiones de C1 y C2. Por lo tanto, pudimos determinar que 

los rangos en los cuales se mantuvieron los factores del sistema CO2-carbonatos en ambas condiciones 
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experimentales fueron favorables y que el reactor de calcio no es necesario durante el pre-

acondicionamiento de M. gigas en SRA bajo las condiciones evaluadas. 

Los resultados que obtuvimos durante el pre-acondicionamiento toman relevancia ya que proporcionan 

nueva información sobre la dinámica de los distintos factores que integran al sistema CO2-carbonatos en 

un SRA para moluscos bivalvos con enfoque en la producción acuícola y no con perspectiva ecológica como 

la mayoría de los trabajos reportados (Gazeau et al., 2013). Además, proporcionan nueva información 

sobre el diseño y el desempeño de los SRA para llevar a cabo el pre-acondicionamiento con una alta 

densidad de organismos. Lo cual puede servir como un punto de partida para diseñar sistemas más 

eficientes y de acuerdo a las necesidades de espacio y de recursos que tengan los laboratorios de 

reproducción.  

A pesar de que la calidad del agua y el sistema CO2-carbonatos se mantuvieron en rangos favorables para 

el ostión japonés, observamos que el índice de condición fue significativamente menor en el día 60 

comparado con el día cero en ambas condiciones experimentales. Dicha disminución fue atribuida al estrés 

moderado provocado por la exposición prolongada de los ostiones al parásito Polydora sp. El estado de 

estrés moderado en los ostiones fue confirmado con los resultados obtenidos del análisis de expresión 

relativa de los genes PK y D-LDH, los cuales nos permitió establecer que de forma general los ostiones 

tuvieron un alto requerimiento energético, el cual fue satisfecho a través rutas aeróbicas y anaeróbicas. 

No obstante, lo sobresaliente de estos resultados es que los ostiones sin prevalencia de Polydora sp. se 

vieron afectados de forma similar a los ostiones que presentaron prevalencia de Polydora sp. Por lo tanto. 

pudimos  establecer que la exposición prolongada del ostión japonés a Polydora sp. en SRA tiene un efecto 

negativo en la condición de los organismos a pesar de que en el SRA se mantenga una calidad del agua y 

un sistema CO2-carbonatos en rangos favorables y una concentración de alimento adecuada.  

Una vez completado el proceso de pre-acondicionamiento y haber establecido que es posible la 

sincronización del estadio reproductivo de M. gigas en SRA y que la exposición a Polydora sp. tiene un 

efecto negativo en la condición de los organismos, se continuó con el siguiente proceso que fue el de 

maduración. Debido a que en la maduración utilizamos los mismos organismos que en el pre-

acondicionamiento, fue necesario determinar el efecto de Polydora sp. en los ostiones en este nuevo 

proceso. Durante las 10 semanas que se llevó a cabo la maduración, se encontró que la temperatura, la 

calidad del agua y el sistema CO2-carbonatos fueron adecuados para estimular la maduración de los 

gametos del ostión japonés. Sin embargo, a diferencia del pre-acondicionamiento en la maduración, se 
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detectó un efecto del reactor de calcio en el funcionamiento del biofiltro, y causó menores 

concentraciones de NAT y N-NO2 en C2.  

De manera similar, observamos que de forma general los ostiones en C2 tuvieron una menor expresión 

relativa del gen CA II, cuya función pudo ser vinculada a la regulación ácido-base para crear un 

microambiente sobresaturado en CO3
-2, HCO3

- y Ca+2 en el espacio extrapalial para llevar a cabo el proceso 

de calcificación (Marin et al., 2012). A pesar de que el reactor de calcio tuvo un efecto en la concentración 

de los compuestos nitrogenados y en la expresión relativa del gen CA II, no se detectó efecto significativo 

en el IC o en el peso total de los ostiones entre C1 y C2.  

La información obtenida en este trabajo de investigación nos ayuda a establecer que el funcionamiento 

de los SRA y del reactor de calcio será dependiente del proceso en cual se encuentren trabajando y que 

dicho funcionamiento tendrá un efecto en los organismos que se encuentren en los sistemas. Por lo tanto, 

no se pueden establecer los mismos criterios de diseño de los SRA para el pre-acondicionamiento y para 

la maduración. Además, también plantea la necesidad de continuar con la investigación sobre el uso de 

los reactores de calcio en los SRA y su efecto en la eficiencia del biofiltro. Lo cual podría ayudar a 

incrementar la densidad de organismos por SRA, haciendo un uso más eficiente del agua y del espacio en 

los laboratorios de reproducción. Asimismo, debido a que el reactor de calcio tuvo un efecto en la 

expresión del gen CA II, se abre la posibilidad de una nueva ruta de investigación para determinar si el 

reactor de calcio puede afectar significativamente el proceso de calcificación, el de crecimiento o el de 

reproducción en el ostión japonés.  

A pesar de que los ostiones se mantuvieron en condiciones adecuadas de calidad del agua, del sistema 

CO2-carbonatos, de alimento y de temperatura, no se observaron gametos maduros en los ostiones en 

ninguna condición experimental al finalizar el proceso de maduración. Estos resultados no concuerdan con 

los estudios reportados sobre acondicionamiento reproductivo de moluscos bivalvos en SRA (Buchanan et 

al. 1998; Frías y Segovia 2010; Panana, 2012; Villasuso-Palomares, 2014). Por lo que, determinar la posible 

causa del retraso en la maduración de los ostiones a pesar de haber sido estimulados adecuadamente se 

volvió en una duda relevante.  

Con la integración de la información obtenida del análisis de expresión de los genes CA II, GPH, D-LDH y PK 

logramos establecer que el retraso en la maduración de los gametos de M. gigas al finalizar el 

procedimiento fue debido a que los organismos estuvieron llevando a cabo varios procesos de alta 

demanda energética. Dichos procesos fueron el de reproducción, el de calcificación para reponer los CaCO3 
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cedidos al agua y la mitigación de estrés moderado provocado por Polydora sp. A pesar de que se ha 

reportado que algunos ostiones como el Kumamoto (M. sikamea) pueden completar la maduración de sus 

gametos en SRA incluso cuando hay disolución externa de la concha, los organismos no son capaces de 

completar su ciclo reproductivo si además son expuestos a Polydora sp. por periodos prolongados. Estos 

resultados toman particular relevancia en la actualidad, ya que podrían ayudar a los laboratorios de 

reproducción a prever los posibles efectos de Polydora sp. en la producción de semilla de ostión japonés, 

debido a que se ha reportado la presencia de Polydora sp. en una de las principales zonas productoras de 

ostión japonés en México como la Bahía falsa en San Quintín, Baja California (Pérez, 2020) y en la Laguna 

Ojo de Liebre en Guerrero Negro, Baja California Sur (González-Ortiz et al., 2017).  

En este trabajo de investigación se demostró que los SRA pueden mantener la calidad del agua y el sistema 

CO2-carbonatos dentro de los rangos reportados como adecuados para el ostión japonés durante el pre-

acondicionamiento y la maduración. Asimismo, se comprobó que es posible la sincronización del estadio 

de desarrollo reproductivo de M. gigas en SRA utilizando el proceso de pre-acondicionamiento y que la 

exposición prolongada a Polydora sp. tiene un efecto negativo en su condición y en su ciclo reproductivo. 

Por lo tanto, es necesario continuar con una ruta de investigación que permita la detección de los gusanos 

de Polydora sp. sin que sea necesario abrir los organismos. Además de diseñar y probar nuevos protocolos 

de bioseguridad que permitan reducir la prevalencia de Polydora sp. en SRA. De igual forma es necesario 

continuar con los análisis de biología molecular para tener una mejor compresión de la respuesta 

fisiológica de M. gigas ante la exposición prolongada a Polydora sp. en SRA. 

Asimismo es necesario determinar si es posible llevar a cabo dos acondicionamientos reproductivos 

conformados por las etapas de pre-acondicionamiento y maduración en un solo año. Además, es necesario 

realizar más estudios utilizando el proceso de pre-acondicionamiento para determinar la cantidad de 

tiempo mínimo necesario para lograr la sincronización del estadio de desarrollo reproductivo. 

Conjuntamente, son necesarios más estudios para determinar cuánto es el tiempo máximo que pueden 

mantenerse los reproductores en pre-acondicionamiento sin que su estadio de desarrollo reproductivo se 

vea afectado. Continuar con la investigación de acondicionamiento reproductivo en SRA en vital para 

ofrecer nuevos procesos como el del pre-acondicionamiento a los laboratorios de reproducción, así como 

tecnología más confiable para mantener una producción constante de semilla y en consecuencia 

incrementar la producción acuícola de M. gigas.  
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Capítulo 6.  Conclusiones  

Los sistemas de recirculación acuícola (SRA) demostraron ser capaces de mantener la temperatura, 

salinidad, oxígeno disuelto y los compuestos nitrogenados (calidad del agua); así como el pH, la alcalinidad, 

HCO3
-, CO3

-2 y la saturación de calcita y aragonita (sistema CO2-carbonatos) dentro de los rangos de valores 

considerados como adecuados para el ostión japonés durante el pre-acondicionamiento, incluso con una 

alta densidad de organismos (384 por SRA). Por lo tanto, bajo las condiciones probadas el reactor de calcio 

no es necesario en el pre-acondicionamiento. Asimismo, se determinó que la temperatura utilizada de 

12°C es adecuada para llevar acabo la sincronización del estadio de desarrollo reproductivo del ostión 

japonés en SRA. Además, este trabajo de investigación permitió establecer que la exposición durante 60 

días de M. gigas a Polydora sp. en SRA puede inducir a los organismos a un estado de estrés moderado y 

en consecuencia afectar negativamente su índice de condición (IC). 

Al igual que en el pre-acondicionamiento, en la maduración los SRA confirmaron que pueden mantener la 

temperatura, salinidad, oxígeno disuelto y los compuestos nitrogenados (calidad del agua); así como el pH, 

la alcalinidad, HCO3
-, CO3

-2 y la saturación de calcita y aragonita (sistema CO2-carbonatos) dentro de los 

rangos de valores considerados como adecuados para el ostión japonés en temperaturas entre los 18°C y 

los 24°C.  Asimismo, durante la maduración se pudo determinar que el reactor calcio afectó 

significativamente la concentración de compuestos nitrogenados entre las condiciones experimentales. 

Sin embargo, la concentración de NAT y N-NO2 en los SRA control no se encontró dentro de los rangos 

considerados como tóxicos para el ostión japonés. Por lo que, bajo las condiciones probadas el reactor de 

calcio no es necesario para matener una óptima calidad del agua o del sistema CO2-carbonatos. No 

obstante, el reactor de calcio afectó la expresión relativa de los de genes CA II y GPH durante la 

maduración. Sin embargo, hacen falta más análisis para determinar si su expresión afectó el ciclo 

reproductivo del ostión japonés. Además, durante esta etapa también se pudo establecer que la 

exposición del ostión japonés a Polydora sp. induce a los organismos a un estado de estrés moderado y en 

consecuencia afectar negativamente su índice de condición (IC). Los altos requerimientos energéticos del 

ostión japonés durante todo el acondicionamiento reproductivo (pre-acondicionamiento y maduración) 

pudieron ser confirmados a través de la expresión relativa de los genes PK y D-LDH. Por lo tanto, si el ostión 

japonés se mantiene en un estrés moderado su ciclo reproductivo se verá negativamente afectado.  
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Anexos 

Anexo A 

Solución casera para preservación de ácidos nucleicos (Buffer NAP) (1.5 L). Protocolo extraído 

del manual de la Dra. Laura López.  

Reactivos:  

• 40 mL EDTA 0.5M pH 8.0  

• 25 mL Citrato de sodio 1M  

• 700 g Sulfato de amonio  

• 935 mL Agua MilliQ estéril  

Preparación:  

1) Disolver el agua destilada con el sulfato de amonio, manteniendo en agitación constante.  

2) Agregar el citrato de sodio y el EDTA  

3) Ajustar pH a 5.2 con H2SO4 (20 gotas=1 mL)  

4) Transferir a un frasco Schott, etiquetar y almacenar a temperatura ambiente.  

EDTA 0.5 M (500 mL)  

Reactivos:  

• 93.06 g de EDTA  

• 500 mL de agua MilliQ  

Preparación:  

1) Colocar el EDTA en 300 mL de agua y mantener en agitación hasta disolver.  

2) Ajustar pH a 8.0 NaOH  

3) Aforar hasta 500 mL con el agua restante.  

Nota: mientras la solución está disolviéndose se debe estar ajustando el pH de lo contrario no se 

disolverá.  

4) Transferir a un frasco Schott, etiquetar y almacenar a temperatura ambiente.  

 

2.3 Solución stock TAE 50X (1 L)  

Reactivos:  

• 242 g de Tris Base  

• 57.1 mL de Ácido acético  
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• 100 mL de EDTA 0.5M  

• 750 mL aproximadamente de agua MilliQ  

Preparación:  

1) Disolver el Tris base en el agua MilliQ  

2) Colocar el ácido acético y el EDTA  

3) Ajustar pH a 8.5  

4) Aforar a 1 L  

5) Transferir a un frasco Schott, etiquetar y almacenar a temperatura ambiente.  
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Anexo B 

Protocolo de extracción de ARN (manto de M. gigas) 

Homogenización del tejido 

1. Prender la centrífuga y programarla a una temperatura de 4°C 

2. Preparar tubos eppendorf de 1.5 mL con 100 mg de perlas de vidrio. 

3. Agregar 500 µL de Tri Reagent (Sigma-Aldrich®) 

4. Pesar 50 mg de tejido y colocar en los tubos preparados anteriormente y etiquetarlos. 

5. Homogenizar en el FastPrep 3 ciclos de 30 segundos cada uno  

• Nota: Entre cada ciclo los tubos deben permanecer en hielo. 

6. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

7. Centrifugar a 12,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente transferir el sobrenadante 

a un tubo nuevo debidamente etiquetado. 

Nota 1: Tratar de no llevarse perlas de vidrio al transferir el sobrenadante. 

• Nota 2: El Tri Reagent (Sigma-Aldrich®) debe estar tapado de la luz en tubos negros o forrados 

con papel aluminio.  

Extracción de ARN: 

1. Adicionar 100 μL de cloroformo por 500 μL de Tri Reagent utilizado,  

2. Vortexear 15 segundos  

3. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente. 

4. Centrifugar a 13,000 rpm durante 15 minutos a 4°C y transferir la fase acuosa a un tubo nuevo 

debidamente marcado. 

Nota 1: El cloroformo debe mantenerse en refrigeración/hielo 

Nota 2: Tener cuidado de no llevarse trazas de la interfase. 

Precipitación y lavado del ARN: 

5. Adicionar 500 μL de etanol al 95% por 1 mL de Tri Reagent utilizado y agitar cuidadosamente 

de 5 a 10 segundos. Incubar durante 45 minutos a -20°C o 20 minutos a -80°C. 

6. Centrifugar a 13, 000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente descartar con cuidado el 

sobrenadante. 

Nota 1: El etanol (95 y 75%) debe mantenerse en refrigeración/hielo 

Nota 2: Tener cuidado de no tirar el pellet. 

7. Adicionar 1 mL de etanol al 75% y resuspender el pellet. 

Nota: lavar el pellet dos veces, repetir pasos 10 y 11. 
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8. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos a 4°C, retirar sobrenadante por decantación y dejar 

secar el pellet. 

9. Resuspender el pellet de ARN en agua libre de nucleasas y almacenar a -80°C. 

Nota: Pellets de tamaño mediano y grande en 100 μL de H2O libre de nucleasas. 

Pellets de tamaño pequeño en 50 μL de H2O libre de nucleasas. 

10. Verificar la pureza del ARN extraído en el Nanodrop  

11. Realizar electroforesis en gel de agarosa al 1.0%. 
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Anexo C 

Protocolo para Purificación de ARN (Tratamiento con DNAsa)  

 

Realizar los cálculos correspondientes para la cantidad de RNA a purificar, así como lo reactivos necesarios 

tomando como base la Tabla 5. 

 

Tabla 5. Cantidad y reactivos necesarios para la purificación de 5 μg de ARN 

 
 

 

 

 

 

 

 

a) Digestión con DNAsa:  

1. Preparar tubos para cada muestra y etiquetar adecuadamente.  

Nota: ajustar el mismo volumen final para todas las muestras.  

2. Incubar a 37°C durante 30 minutos.  

3. Centrifugar durante 30 segundos a 2,000 rpm y colocar en hielo inmediatamente.  

4. Agregar 1 μL por μg de RNA a purificar de solución STOP y anotar el volumen final.  

5. Incubar a 65°C durante 10 minutos.  

6. Centrifugar 30 segundos a 6,000 rpm y colocar en hielo inmediatamente.  

 

b) Precipitación y Purificación de ARN:  

 

7. Agregar 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M pH 5.2  

8. Adicionar 3 volúmenes de etanol absoluto.  

9. Agitar cuidadosamente.  

10. Dejar precipitar a -80°C por toda la noche.  

11. Centrifugar a 13,000 rpm por 20 minutos a 4°C.  

12. Descartar sobrenadante por decantación.  

Reactivos 1Rx Ejemplo 

RNA  [Deseada en μL] 5 μL (5 μg) 

RQ1 DNAsa  1u/μg RNA 5 μL 

RQ1 Buffer 10x  1μlL/10 vol. final 5 μL 

H2O  Variable 35 μL 

Volumen final  Variable 50 μL 
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13. Lavar el pellet con 200 μL de etanol al 75% (frío).  

14. Agitar cuidadosamente y dejar reposar 10 minutos.  

15. Centrifugar a 13,000 rpm por 10 minutos a 4°C.  

16. Eliminar el sobrenadante por decantación.  

17. Secar el pellet por 10 minutos a temperatura ambiente.  

18. Resuspender el pellet de RNA en H2O libre de nucleasas.  

Nota: Resuspender el ARN en 13 μL.  

19. Dosificar y cuantificar  

Nota: Realizar electroforesis en gel de agarosa al 1.0% y PCR punto final para verificar que se haya 

eliminado el DNA genómico o trazas del mismo mediante la purificación con DNAsa. 
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Anexo D 

Protocolo para la transcripción reversa (Síntesis de cDNA) con kit ImProm-IITM Reverse 

Transcription System  

 

a) Combinación de primer con ARN blanco y desnaturalización  

 

1. Preparar el Mix para el control experimental considerando la Tabla 6. 

Tabla 6. Cantidad y reactivos necesarios para la prepración del mix del control experimental. 

 

 

 

 
 
 
 
 

2. Incubar el mix a 70°C por 5 minutos. Una vez completada la incubación colocar en hielo las 

muestras y centrifugar para colectar el condensado.  

 

b) Transcripción reversa 

 

3. Preparar el Mix ImProm-II. NOTA: vortexear cada solución antes de utilizar y después de ser 

mezcladas. Mantener en hielo las soluciones en todo momento. 

 

Tabla 7. Cantidad y reactivos necesarios para preparar el Mix ImProm-II para la síntesis de cDNA 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Control experimental 1 rx 

ARN experimental (Hasta 1μg/rx) X μL 

Oligo dt15 primer (0.5μg/rx) 1.0 μL 

H2O libre de nucleasas X μL 

Volumen final 6 μL 

Reacción experimental 1 rx 

H2O libre de nucleasas  4.3 μL 

Improm II 5x Rx Buffer  4.0 μL 

MgCl2  3.2 μL 

dNTP Mix  1.0 μL 

RNAsin recombinante  0.5 μL 

Improm II Transcriptasa reversa  1.0 μL 

Volumen final  14 μL 
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4. Adicionar 16 μL de los mix preparados a cada reacción correspondiente incubada anteriormente 

a 70°C, para obtener un volumen final de 20 μL.  

5. Incubar la reacción con el siguiente programa:  

 

• Alineamiento: 25°C durante 5 minutos. 

• Extensión: 42°C durante 1 hora. 

• Inactivación de transcriptasa reversa: 70°C por 15 minutos. 

 

6. Verificar mediante PCR punto final y almacenar el cDNA a -20°C o -80°C (gel de agarosa-TAE al 

1%). 


