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RESUMEN

Se  promovio la fertilizacion con gametos expulsados
por el caracol Astraea undosa asi como en gametos extraidos
manualmente. La fertilizacidn fué posible solamente con
ovulos expulsados v espermatozoides extraidos indistinta--—
mente. Se utilizaron tres concentraciones distintas de
hidroxido de amonio (@.5, @.1 v @.05 M) con diferente dura-
cion (30, 20 vy 1@ seg.) para disolver la capa vitelina del
dvulo extraido, considerada como inhibidor del espermato -
zoide en el proceso de fertilizaciédn. Se observo que los
ovulos pierden su capacidad de fertilizacid va que estos-—
se  degeneran en aproximadamente 8 horas despues de su
expulsion. Los espermatozoides presentaron un tiempo de vi-
da de 28 horas despues de la expulcion. Se establecio la —--
capacidad de fertilizacidon de los gametos en laboratorio --
(20 £ 1 o€C vy salinidad de 33 ppm) en funcidn del tiempo,
siendo esta del 80% entre las 9 vy & horas y menaor del S@%
despues de las 8 horas de la expulsidon de los gametos.
El efecto de temperatura (l6, 17.5, 20, 22.5, 253 oC) y -
tiempo posterior a la emision de gametos (1:50°, D200 4=
Gl , 8:5@0° vy 11:20°) sobre la capacidad de fertilizaciop
de estaos, en tres salinidades distintas (2Ds 39 'y 435 =
ppm), mostro que es significativamente afectada por la
interaccion de estos factores (P < 0.@05), la mayor influen-—
cia fué en temperaturas mayvores de 22.5 oC vy tiempo
posterior de 5:@00' horas.
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INTRODUCCION

En la naturaleza algunos invertebrados marinos estan
expuestos a cambios ambientales como salinidad, temperatura

oxigeno, pH vy cantidad de alimento disponible, esto enmarca

los lipites de distribucion de las especies. Sobre esto
Kinne (1971) Brenko y Calabrase (1969) establecen gque
los estudios donde se emplean combinaciones de varios
factores ambientales controlados, permiten Ln
entendimiento mas profundo de las relaciones sutiles entre
el medio vy el organismo.

De los factores ecologicos, la salinidad y temperatura
san considerados como los mas importantes (Brenko v
Calabrase, 1969 ; Alderdice, 1972) « Es ampliamente
conocido que la temperatura es el factor que afecta con
mas intensidad los procesos bioldgicos VY fisiolbgicos de
los seres vivos (Bayne, 1960j Alderdice, 19723 Cadman Yy
Weinstein, 1978). Sastry (1979), expone que el ciclio
reproductivo de las especies (invertebrados) es controlado
geneticamente en respuesta al medio ambiente, especialmente
a la temperatura, salinidad, luz vy concentracion de
alimento. De éstos factores la temperatura es considerada
como la mas impartante.

Orton (1920), sugiere que algunos animales desovan

cuanda la temperatura excede el nivel critico

caracteristico de la especie, mientras gue otros lo hacen

cuando hay un cambio particular en la temperatura ambiental.



De esta manera los factores exogénicos Y endogeénicos
interactuan para pramover la maduracion de ovocitos v
espermatocitos maduros (Giese y Pearse, 1974; Vernberg,
1981). Bayne (1983) menciona que ljos factores ambientales
que afectan el patron normal del desarrollo y desove de
los gametos podrian provocar una menor viabilidad.

En muchas especies el crecimiento de la génada vy la
gametogenesis ocurren va sea con el incremento de
temperatura en primavera y verano, 0O con decremento de la
misma en otofdo (Sastry, 1973).

El ciclo gametogénico a sido subdividido en un numero
de estadios los cuales incluyen la activacion de la gonada
y diferenciacion de gametos (gametogénesis), maduracion de
los gametos, desove Yy por dltimo un periodo de reposo
(Giese y Pearse, 1974; Vernberg, 1981) .

La biologia reproductiva de los prosobranquios es l1a
mas variada de todo el grupo de los moluscos. Esto esta
relacionado con su amplio rango de estructura vy habitat.

Los prosobranquios son los gasterdpodos mas primitivos y la

mayoria =Yuly] gonocoristicos, exhibiendo dos grados
de organizacitn, el diotocardiano (Astraea undosa) v
monotocardiano (mas avanzado). Cada uno tiene una

gonada sencillag el diotocardiano descarga sUS



gametos por medio de la abertura del rifion derecho y la

fertilizacio, og externa. Mientras tanto, el monotocardiano

descarga sus gametos por medio del grupa glandular paleal
genital, el cual corre paralelo con el recto vy la
fertilizacion es interna (Fretter, 1984).

En muchas especies el crecimiento de la gonada Vv la
gametogeéenesis ocurren vya sea con el incremento de
temperatura en primavera y verano, 0O cOn decremento de 1la
misma en otofo (Sastry, 1973).

La salinidad es un factor que tambien influye en 1la
gametogénesis (Vernberg, 1981). Rao (1267) menciona que
éste proceso no se inhibe en todas las especies a bhajas

salinidades, como por ejemplo en la almeja Donax cunneatus.

Los ostiones no presentan gametos si la salinidad es menor

de & ppm (Butler, 1949). En el ostion Cassostrea gigas 1a
salinidad entre 23 y 28 ppm provee condiciones dptimas
para la fertilizacion vy desarrollao embrionario. LOS

intervalos de salinidad que permiten peste desarrollo son
mas amplios en valores mas bajos de temperatura (Fujiya,

197®), en el ostidon Crassostrea virginica el tiempo

requerido para la maduracion de los gametos depende de la
temperatura Vv calinidad a la que se mantengan. (Fujiva,

1970) .



Los gasteropodos Eupleura caudata V4 Urosalpinx

cinerea nao  expulsan los dvulos en salinidades menores o

cercanas a 15 ppm (bajo condiciones de laboratorio). En 20

ppm Eupleura caudata expulsa algunos ovulos, mientras que

Urosalpinx cinerea no expulza ninguno en temperatura
de 15 C, a esta misma salinidad. En salinidad de 2.5
ppm ambas especies producen ovulos maduros a las diferentes
temperaturas de 15, 20, y 25 C (Manzi, 197@).

Kinne (1971) refiriendo el trabajo de Yamamoto

(1951a), menciona que los ovocitos de la almeja

Pecten vyessoensis se colocaron in vitro y puestos a altas
temperaturas para acelerar su madurez; esta fue alcanzada
mucho antes que los ovocitos de la poblacidn natural.

Los 6vulos de los prosobranquios estan cubiertos por
una membrana vitelina la cual es la udnica cubierta en
algunas especies con fertilizacion externa v puede ser
delgada o escasamente visible. La membrana puede estar
rodeada de una capa gelatinosa tambien derivada del
ovocito, la cual se dilata en el agua y protege al embrionp
durante el inicio del desarrocllo. Berg (12467), menciona que
la manera mas conveniente y productiva de disolver las
cubiertas de los d&vulos es por métodos quimicos. Por lo
tanto la presencia de una membrana secundaria es usualmente

asociada con la fecundacion externa (Kinne, 1971). Los



espermatozoides tienen una cabeza corta con nucleo ovoide
y un acrosoma, la parte intermedia es corta con cuatro

o cinco esferas mitocondriales vy un largo flagelo.

En 1os o,4105 v espermatozoides se han idedentificado —-
las substancias (fertilizina y antifertilizina) las cuales

intervienen en la fertilizacion., La substancia secretada

por el dvulo activa el espermatozoide v promueve la
atraccion hacia la membrana.
La fertilizacion entre Ovulos vy espermatozoides

esparcidos en el medio ambiente mariho es casual, ya gue un
gran numero de individuos, de ambos sexos, expulsan sus
gametos en forma sincronpica.

La funciéan reproductiva del adulto estad limitada a la
emision de una gran cantidad de gametos Yy no a la
proteccion especial del desarrollo embrionario.

Una alta concentracidon de gametos asegura el exito del
proceso casual de fertilizacion y la produccion de un  gran
namero de larvas. Lanon (15980) menciana que la
fertilizacion de los gametos es mayor cuando estos  son
desovados en su punto maximo de maduracion. 6Si  llega a
sucredsr un  desove antes o despues esta condiciop la
capacidad de fertilizaciopn es menor.

En la busqueda de las condiciones optimas para el

cultivo de moluscos en laboratorio se han llevado a cabo un



gran  numero de estudios multifactoriales para encontrar
los puntos Optimos de maduracion, expulsion de gametos,
fertilizacidn y cultivo de larvas.

Young (1241) trabajando con el mejillan Mytilus

califorpianus en procesos de fertilizacion, encontréd que

esta Puede ser afectada por la salinidad en diluciones

menores de 25 ppm. En tanto Bayne (19465) abserve que en

Mytilus edulis la fertilizacion ocurre en un

—L e B

rango de temperatura de 5-22 oC y salinidad de 15 - 4@ ppm.

Losanoff y Davis (1952) trabajando con el ostion Crassos -

trea virqginica en procesos de gametogenesis, encontraron

que el tiempo requerido para la maduraciog de
los gametos depende de la temperatura a la que se
encuentiran. Ebert y Houl (1984) en pruebas de fertilizaciop

en el cultivo del abulen rojo Haliotis rufescens encontraron

que el exceso de esperma no es determinante para el
exito de fertilizaciop, Ebert vy Hamil ton (1983)

en los ensayos sobre la capacidad de fertilizacion del

abuldn Haliotis rufescens utilizando cincao temperaturas
giferentes (9, L2y 15; 18, v 21 of) para comparar el tiempo
de fertilidad de los gametos:; sus resultados mostraron
que a temperatura de 9 y 21 C la fertilidad es Mipima
y la temperatura optima se encuentra en 15 oC . Asi

misma las comparaciones sobre la perdida de wviabilidad



entre esperma Y Oyulo a la temperatura optima revelaron
que los Espermatozoides pierden viabilidad mas rapido que
el ovulo conforme pasa el tiempo.

El presente trabajo tiene como proposito contribuir al
conocimiento en la capacidad de fertilizacion  de 108
game tos del caracol Astraea undosa propmrcionando
informacion para posibles fines acuacul turales, tales como

la obtencion de semilla vy cultivo del organismo.

oBJETIVO

Establecer el efecto de la salinidad v temperatura
sobre la capacidad de fertilizacion de 1los gametos del

caracol marino Astraea undosa en funcion del tiempo.



MATERIALES Y METODO

1) Descripcion del area de colecta.

La zona de colecta de los organismos se localiza
en las islas de Todos Santos, B.C. ubicada dentro de la

Bahia del mi=mo nombre (entre las 31° 43" y 310 54° de la-

titud norte y entre los 116° 36° y 116°49° de longitud
peste), ubicada al oeste del puerto de Ensenada (31° 4@° N
y 11&6° 4@ W) (fig.l).

Las islas Todos Santos constan aproximadamente de S5
lkkm de superficie total, separadas entre si por un canal,
siendo este lugar donde se realizo la colecta de los
organismos, en un area protegida del oleaje. Estos fueron
extraidos (por medio de buceo autonomo) de una profundidad

de 2@ pies aproximadamente vy temperatura de 16 oC.

Los caracoles se colocaron en recipientes
termoaislados con agua de mar. Be transportaron al
laboratorio de acuacultura de la Facultad de Ciencias
Marinas, en donde fueron colocados en estanques de fibra
de vidrio de 5@0® 1 de capacida, €On flujo contipuo de 3
1/min. de agua de mar filtrada y con una temperatura de
20 ¥ 1 oC. Como alimento se les proporciond macroalgas

del género Macrocystis sp.
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2) Descripcie; gel experimento.

Esta investigacion se llevo a cabo en tres etapas
diferentes.

En la primera etapa se realizaron cuatyo experi-
mentos con gametos expulsados por los caracoles (no se
hicieron replicas, dado gque la naturaleza del experimento-
no lo requirio). Los desoves se promovieron uJusando va -
riacion termica, deacuerdo a la metodologia usada por -
Silva ; Ibarvra (comunicacidn personal). Se establecid un
control de fertilizacion utilizando oOvulos v espermatozoi -
des expulsados naturalmente de la siguiente manera.
Los gametos se colocaron por separado en cristalizadores
de 1 1 con agua de mar (filtrada e irradiada con UV)
a temperatura de 20% 1 oC. S5e tomaron Ovulos y espermato-
zoides, por separado con una pipeta pasteur vy se hizo la
mezcla de gametos. Despueés de 15 minutos, tiempo reque-
rido para la fertilizacion y formacion de la primera divi-
sion celular, se Tiltraron vy enjuagaron los gametos en
un tamiz de 35 um, para eliminar el exceso de
espermatozoides. Posteriormente se colocaron en un vaso de
precipitado de 200 ml aforando con agua de mar hasta 150
ml v se cont®d el numero de huevos con la primera division.
lLas ohservaciones fueron hechas com microscopio compuesto

{Bausch & Lomb) vy una camara Sedwich—-Rafter.Se consideraron

10



como  ovulos fecundados los que presentaron al menos la
primer division celular.

La metodologia antes mencionada se aplicd en  las

siquientes etapas del experimento pero se diferencio
unicamente en la forma de obtener los gametos tanto
masculinos comao femeninos.

El segundo experimento se realizd con 6vulos v
espermatozoides extralidos directamente de la gonada
(sacrificando al organismo) se hicieron cortes en la

gonada del macho enjuagandose en agua de mar y se uso el
sobrenadante. Los ovulos se obtuvieron al rasgatr el
epitelio que cubria la gdnada dejando en libertad a éstos.
Se hizo la mezcla inmediatamente en vasos de precipitados
de 200 ml.

En el tercer experimento se probo 14 capacidad de
fertilizacidn entre oOvulos desovados por el animal vy
espermatozoides extraidos de la gonada manualmente,
haciendo la union de gametos inmediatamente.

El cuarto experimento se realizéd con advulos extraidos
manualmente y espermatozoides expulsados por el caracol,
haciendo la mezcla de gametos inmediatamente.

Con el fin de disolver la capa gelatinosa que rodea al

ovulo y tratar de promover la fertilizacion.

1



En esta etapa experimental se probo pidroxido de

amonioc (NH 0OH) a diferentes concentraciones (0.5, @.1 vy

w.es M) vy diferentes tiempos de exposiciopn de l1os
Ovulos (3@, 20 v 1@ seg. para cada una de las concentra —-—
ciones).

Esta‘ parte del trabajo se realizo bajo condiciones
de laboratorio con temperatura de 20 % 1 oC vy salinidad
de 35 ppm. Se hizo un promedio de cinco conteos del total
de ovulos fertilizados v no fertilizados, estableciendo
un porcentaje de la capacidad de fertilizacion segun la

siguiente exprecidn.

# F
Y% Fertilizacitn =& —————————————— = 10@
# F + # NF
Por ejemplo:
Fecundados No Fecundados
17 1.7
17
—————————— ® 106
17 + 17

En la segunda etapa del estudio, se estimd 1a
viahilidad de los gametos en funcion del tiempo, usando
la misma metodologia gue en el primer experimento

pero esta vez se efectuaron las fertilizaciones a

1



intervalos de tiempo de una hora, o mas, con los gametos
de un  mismao desove, hasta no encontrar divisiones
celulares. Lo anterior se realizo en condiciones de tempe -
ratura vy salinidad ambiental (2@ +1 oC vy 359 ppm).
La capacidad de fertilizacion se realizo de la manera des —
crita.

En la tercera etapa del trabajo, se evaluo el efecto
combinado de la temperatura vy salinidad en funcion del
tiempo sobre la capacidad de fertilizacion siguiendo
la metodologia anterior.

Los gametos utilizados fueron obtenidos mediante
induccion de temperatura en salinidad ambiental (2B X1 aC vy
35 ppm) se colocaron por separado en vasos de presipitado

a salinidades de (25, 35 y 45 ppm). La salinidad se

prepard usando agua de mar sinteética (Instant Ocean) v
fue  medida  con un  refractometro. Inmediatamente los
vasos  con gametos fuerdn puestos sobre una mesa de

u

gradientes a diferentes temperaturas (16, 17.5, 20, 22,
y 25 oC) como muestra la figura 2

Después de 30 minutos de haberse colocado los vasos de
preciptado sobre la mesa de gradientes, se hizo la mezcla
de gametos dentro de cajas petri a las diferentes

temperaturas y salinidades. Se dejo pasar un tiempo de 10-

15 minutos vy se uso la misma metodologia que en la primer

13
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etapa para filtrar y enjuagar los huevos, asi como para el
calculo del porcentaje de gametos fertilizados.
Este procedimiento se repitio  en CLhco tiempos

diferentes posteriores a la expulcion de gametos (1:0@0°, --

Y-S

@', 6:1@°,8:50° y 11:20") hasta que no se observola —-—
primer division en el huevo.

Las observaciones y conteos fueron hechos en el micros-—
copio campuesto.

Los porcentajes de fertilizacion obtenidos en-
los experimentos fueron tratados mediante la prueba de
bondad de ajuste para la distribucion pormal de Kolmogorov-
Smirnov (Sokal y Rohlf, 1981). Posteriormente se probaron

mediante wun ANOVA multifactorial no paramétrico (Zar,

1984), para observar ci existieron diferencias a las

distintas salinidades ¥ temperaturas respecto al

tiempo. Se utilizoe anovA de una Via  (Zar, 1984), para
estimar la significancia de las diferencias encontradas

en funcion del tiempo.

En las pruebas empleadas se utilizaron niveles de
confianza al 95% vy se realizaron mediante el paquete
estadistico BIOMETRY para microcamputadoras (Sokal y ——

Rohl®, 1981).

3



RESULTADOS

1) Primera etapa experimental.

Se trabajo con temperatura de 20+ 1 oC v salinidad de
35 ppm.

Los resultados de la fertilizacion inducida a partir

de gametos expul zados Y extraidos manualmente se
presentan en 1la tabla 1. Es notable observar como la
capacidad de fertilizacian esta presente en los

espermatozoides tanto expulsados por el organismo como
extraidos manualmente, en tanto qgue unicamente S0n
potencialmente fertilizables los ovulos gque san expulsados

por la hembra, mas no asi los que fueron extralidos.

Las pruebas que se realizaron con diferentes
concentraciones de hidroxido de amonio (NH OH), en dvulos
extralidos directamente de la gonada, muestran que la capa
gelatinosa es disuelta en los distintos tiempos, pero los
Ovulos son  danados mostrando deformaciones internas
y perdida de coloracion de verde olivo a café claro (Tabla
IT).

2) Segunda etapa experimental.

En la fig. 3, se presentan los porcentajes promedio de
fertilizacion respecto al tiempo, disminuyendo gradualmente
hasta llegar a cero en 17 horas. 5e observo gue después de
ocho horas, los ovulos comenzaron a perder su  coloracion

normal (verde aolivo) a café claro.

16



Tabla I. Resultados de la fertilizaciop inducida con
gametos expulzados y extraidos de Astraea—
traea undosa en temperatura de 20%1 oC %
salinidad de 35 ppm.

Condicion de los

gametos Resul tado
Ovulos Espermatozoides Sucede la
expulsados + expulsados fertilizacion.
Ovulos Espermatozoides Sucede la
expulsados =+ extraidos fertilizacion.
Ovulos Ecpermatozoides No sucede la
extralidos + extraldos fertilizacidon.
Ovulos Espermatozoides No sucede la

extraidos + expulsados fertilizacion.

/1



Tabla ITl. Resultados

concentraciones

de pruebas utilizando diferentes

de hidroxido de amon 1o

(0.5, 0.1 y B.05 M) en oyylos extraidos ma -
nualmente de Astraea undosa, mantenido du -
20 vy 30 seg en cada concentracion,

rante 10,

Concentracion Tiempo Condicion obtenida

B.5 ™ . 12 seq Deformacion rugosa del
ovulo.

20 seg Desintegracion total del
ovulo,

30 seq Desintegracion total del
avulo.

W.1 ™ 1@ seqg Deformacidon rugosa del
ovulo.

211 seq Deformacion rugoza del
ovulo,

30 seg Desintegracion total -
del ovulo.

@.@as M 10 seg Desintegracion de la -
capa vitelina, llegando a
afectar la morfologia del
Ovulo.

20 seg Misma condicidn que la
anterior 1llegando a perder
su coloracion.

30 seq Desintegracidn de la -

capa vitelina vy decolora-
cion del dvulo.
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Fidura 3.— Efecto del tiempo sobre la capacidad de
fertilizacion de gametos expulzados a Astrae undosa, (20 %1
oC y 35 ppm). Las barras verticales representan la

desviacion estandard de promedio de las mediciones.




El ANOVA  de una Vvig mostro (P <0.085), que el —-
factor tiempn tiene un efecto significativo sobre 1la

sobyrevivencia conforms &5te avanza.

3) Tercera etapa experimental.

™
E

gfectn cogbinada de  tesperataca y o Llewmpo de
exposicion a salinidades de 25, 39 y 45 ppm. se presentan
en las figuras 4, 59 vy b.

En salinidad de 25 ppm y temperatura de 25 oC
(maxima superior)(fig. 4), es importante hacer notar que-
no se observe fertilizacion en ninguan tiempo. En la tempe -
ratura minima (16 oC), se obtuvo el mayor numero de ferti -
lizaciones a todos los tiempos experimentados y el mayor
porcentaje de fertilizacion se present® a los 20 oC vy en

un tiempo de una hora con cincuenta minutos.

En la salinidad de 35 ppm (Fig. 9), los porcentajes

o

menores de fertilizacitn se presentaron a 22. y 29 C,
mientras que en 17.5 oC, se observo un mayor numero de
fertilizaciones en todos los tiempos wutilizados. EI

mayor porcentaje de fertilizacion se registrd nuevamente

a 20 oC vy en el mismo tiempo que en la salinidad de 25 ppm.

20
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EFn salinidad de 495 ppm (Fig. 6), se presento un alto
porcentaje de fertilizacion en los tres primeros tiempos
(1:5@, 3:5@ vy 6:10 horas) y en todas las temperaturas
utilizadas. En los dos Gltimos tiempos (8:50 y 11:350
horas), no se observe fertilizacién en ninguna temperatura.

Por medio del ANOVA multifactorial no paramétrico,
se observe que el tiempo y la temperatura experimentadas
influyen significativamente (P < B.03), mientras que la
salinidad no fu@ un factor significante en la fertiliza -—-
cion, el efecto combinado de dos y tres factores es de

mayor influencia que uno solo (Tabla III).

Y



TABLA

Anova

‘multifactorial

25

(no parametrico) --

realizada con los porcentajes de fertilizacion del cara-—
col Astraea undosa obtenidos en funcion de temperatura -

y tiempo de exposicion en salinidades distintas.

Fuente SC GL (W1 Significancia
A 788.06 2 394 .03 X
B 2601186 | 602,79 K
C 16983. 37 4 4245.84 NS
AxB owi8.47 g 627 .30 K
AxC 216@.97 3] 270.12 X
BxC 2844 .46 16 L7l F *
AxBxC 3442.49 32 147 .57 X
A Tiempo

B Temperatura

C Salinidad

¥ Significativo

NS No significativa



DISCUSTON
a) Primera etapa:
De acuerdo a lo mostraddo en la tabla I la

fertilizacion de los gametos de Astraea undosa no sucede

cuando los ovulos son extraidos manualmente. Esto es debido
a que el ovulo extraido esta rodeado de una capa viscosa en
la cual gqueda atrapados las espermatozoides ¥ finalmente
mueren. De acuerdo a Kinne (1971) menciona gque en algunas
especies con fertilizacion externa, los ovulaos estan
rodeados  por una membrana vitelina, la cual esta cubierta
por una segunda capa gelatinosa (capa vitelina)., que

protege al ovulo. En Astraea undosa al hacer la extraccion

directa de los ovulos, estos guedan cubiertos por la capa
vitelina la cual impidiéd el proceso de fertilizacion. En
comunicacian personal Gould, Meredith (%) hace mencidn que
los édvulos expulsados no presentan la capa vitelina, ya que
al momento del desove, hormonas segregadas por el organismo
rompen dicha capa y liberan los ovulos.

Cabe considerar la posibilidad de que la fertilizacion
no haya sucedido debido al davulo inmaduro, sin embargo esto
no susedid con los gametos utilizados., ya que al aplicar
presion en el cubre objetos y romper los oOvulos, no se
observa la vacuola tipica de ovocitos inmaduros.

En el caso de los espermatozoides extraidos siempre se
les encontro con plena actividad flagelar, lo cual era

(%) Meredith Gould Chambers. Ph. D. Escuela superior de
Ciencias. U.A.B.C Ensenada B.C.
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vibratorio dentro de 1la misma gonada, Y completamente
activos una vez que se les separaba de la matriz gondadica.
Las pruebas realizadas con el hidroxido de amonio no
fueron las convenientes, ya que la alta alcalinidad que
presentd el compuesto disolvi® la capa vitelina pero
defarma de manera muy severa la membrana oy cantenidn
interior llegando este a ser traslusido (Tabla 1). Berg
(19467), menciona que la manera mas conveniente y productiva
de disolver las cubiertas de los ovulos para promover la
fertilizacion es por métodos quimicos. Kopac (194@) removio
la capa gelatinosa de dvulos del erizo de mar con cloruro
de sodio (no se mencina la concentracion); Krauss (195@) ;
disolvid la capa gelatinosa utilizando agua de mai
acidificada a pH de 3.5 - 4.5. Lewis et. al., (1982),

removieron la capa vitelina de ovulos de Haliotis rufesces

por medio de la extraccion de la lisina (proteina) del
espermatozoide, la cual disuelve a ésta, Se considera que
sste ultimo método sea el mas conveniente ya que se remueve
la capa sin daffar al ovulo y con la posibilidad de ser

fecundado.

a) Segunda etapa:
El efecto del tiempo sobre la capacidad de

fertilizacion de los gametos despues de las cinco primeras
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horas se vuelve Critjco pues de un 8@ 7% (capacidad de
fertilizacion) disminuye en forma casi lineal hasta llegar
al @ % a las 17 horas. Lo anterior se considera como
reflejo de lo que puede suceder en el medio natural, yva que
las condiciones experimentales (20 1 oC y 35 ppm.) son muy
semejantes a las del medio cuando suceden los desoves
(fines de wverano). De acuerdo a las observaciones en

laboratorio se considera que el gameto que es mag sfectado

por el tiempo (postdesove) es el ovulo. En laboratorio esto
a las 8 horas empieza a mostrar un cambio de coloracidn (de
verde olivo a café claro), v 21l contenido plasmatico de un
aspecto granular pasa a uno mas fluido.

Este cambio de color vy aspecto en 8 horas vy la
disminucion de la capacidad de fertilizacion despues de las
2 horas (fig. 3) se asocia al dvulo, el cual pierde su
capacidad de fertilizacidn antes que el espermatozoide en
funcion del tiempo. En cambio el espermatorzoide se mantiene
movil hasta 28 horas despues de su expulsion. Por lo que se
cansidera que este, al no sufrir cambio morfologico en este
tiempo, se refleje en alguna forma en su capacidad de

fertilizacion. En el abuldn rojo Haliotis rufescens sucede

lo contrario yva que el espermatozoide pierde mas rapido su
viabilidad que los ovulos (Ebert y Hamilton, 1983%). Harvey

(1936) ¥ Ebert v Hamilton (1983), hacen mencianp que

£
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posiblemente la duracion de vida del espermatozoide depende
de wvarios factores, principalmente de la temperatura, de
exposician, concentracion de espermatozoides (consumo de
axigeno) , alcalinidad o alguna combinacion de estos. En
comunicacion personal, Gould Meredith Fh. D. menciona que
la temperatura puede influenciar el mecanismo de activacidn
del espermatozoide v posiblemente la perdida de la
capacidad de fertilizacion. Bayne (1983) menciona que los
factores ambientales que afectan el patron normal de
desarrollo y desove de los gametos podria provocar una

menor viabilidad en estaos.

c) Tercera etapa:

En salinidad de 25 ppm. en temperatura de 25 oC la
perdida de capacidad de fertilizacidn fué total, lo qgue
hace penzar que estas condiciones hayan influido en los
gametos posiblemente, la temperatura en conjuncion con la
baja salinidad aceleraron el wmetabolismo y el gasto
energetico de los gametos. En salinidad de 25 ppm. entre
los tiempos experimentados de 1:50@0 a 6:10 y temperaturas de
16 a 22.95 o, se ohservaraon los mayores porcentajes de
fertilizacion, por lo que se puede decir que estos
intervalos de tiempo v temperatura son los mejores para gue

s lleve a cabao la fertilizacidon en condiciones de
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laboratorio. En el ostieg gagsostrea gigas la salinidad

entre 23 y 28 ppm promueve condiciones favorables para la
fertilizacion vy desarrollo embrionario. Los intervalos de
salinidad que permiten este desarrollo son mas amplios

hacia valores mas bajos de temperatura (Fujiya, 1978). En

contraste, Young (1241l), encontrd que Mytilus californianus

pierde capacidad de fertilizacian cuando se somete a una
salinidad de 25 ppm O menores.

Los mayores porcentajes de fertilizacion fueron
obtenidos en 1la salinidad de 35 pmm. Este resultado
coinside con el experimento anterior (etapa 2, figura 3),
donde la fertilizacion mas grande sucede durante las
primeras cinco horas, cuando no se modificaron condiciones
de temperatura y salinidad. Al parecer salinidades en el
intervalo de 25 — 35 ppm como el experimentado, no tiene un
efecto intenso sobre la capacidad de fertilizacion de
Astraea undosa, salvo en los tiempos mayores de seis horas.

Al  exponer los gametos en salinidad de 45 ppm  la
capacidad de fertilizacion se vio reducida confarme aumento
el tiempo, observandose una disminucian total a partir de
8:50 horas por lo que se supone, que el tiempo fue el
factor que mas afecto esta salinidad (fig. &), debido
posiblemente a la deshidratacion de los gametos vy perdida

de capacidad de fertilizacion del ovulo.
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Tettelback vy Rhodes (1981), probaron que salinidades

mayores de 35 ppm afectan el desarrollo y sobrevivencia de

embriones del bivalvao Agaropecten irradians irradians;

Amemiya (1962), considero que salinidades mayores de 39 ppm

representan los limites mas altos en el desarrollo inicial

del astion americano Ostrea virginica.

D

En el medio natural los desoves de Astraea
ocurren al romperse la termoclina, lo cual sucede a fines
de verano al alcanzar una temperatura de 18.5 ol
aproximadamente en &) fondo., en contraste con los  meses
restantes que se encuentran en 14.5 oC promedio.

En este estudio, los factores gue mas afectaraon la

capacidad de fertilizacion son el tiempo (mayor de 6 horas)

y la temperatura (mavyor de 2@ ol) .

straea undosa

3/



CONCLUSIONES

- LLa perdida de capacidad de fertilizacion po sucede sobre

la totalidad de los gametos al misma tiempo, algunos

logran mantener esta capacidad por un tiempo mayor .

- La capacidad de fertilizacionh del espermatozoide esta
presente tanto en la expulsion natural como en la
extraccion manual. En ovuleos sin  tratamiento alguno

solamente se encuentra en los expulzados naturalmente.

- En condiciones de laboratorio (20 1 oC y 35 ppm) los

ovulos pierden mas rapido su capacidad de fertilizacion

que los espermatozoides en funcio, 4o tiempo.

- El tiempo favorable para promover la fertilizacion en
un 80 % es antes de las cinco horas despues de la
emision de gametos y temperatura de 20 oC vy salinidad

de 35 ppm.

- E1 efecto combinado de temperatura, tiempo transcurrido
postdesove y salinidad modifican significativamente la
capacidad de fertilizacion:

a) En salinidad de 45 ppm el tiempo postdesove inhibe la
capacidad de fertilizacion.
b) En salinidad de 25 ppm temperatura de 25 oC inhibe la

capacidad de fertilizacion.

o



c) En las primera 8 Horas, entre 16 y 20 oC y 25,
y 45 ppm no sucede variacion notable en la capacidad

fertilizacion.

on

-
2

de

33



RECOMENDACIONES

En estudios relacionados con la fertilizacion, es
necesario tener cuidado con el manejo de los gametos, sobre
todo tener pipetas especificas de oOvulos y espermatozoides
yva gue pueden ocurrir intercambios o mezclas de estos al
momento de las transferencias.

La temperatura es un factor importante, el cual debe
mantenerse constante tanto al momento de aobtencion como en
el manejo de los gametos, va gue las variaciones de
temperatura afectan la viabilidad de estos.

El  hidroyxido de amonio si disuelve la capa vitelina,
pero es necesario hacer pruebas futuras en concentraciones
mas diluidas y probar con los mismos tiempos o diferir en

estos.
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