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I. INTRODUCCION

OBJETIVOS.

El peligro que representa para la industria pesquera, -
la explotacién al parecer excesiva del recurso abulonero de Méxi-
co, acompafiado de vedas inadecuadas, ha creado la necesidad de em
prender estudios acerca de su biologfia, con especial interés en -
sus hdbitos reproductores, y en la obtencibn y cuidado de las eta
pas embrionarias; con el propSsito de contribuir a lograr futuras

técnicas de cultivo y repoblacién de este preciado molusco.

Se han llevado a cako, numerosos estudios de taxonomia,
fisiologfa y anatomfia de hali6tidos, pero muy pocos sobre su pro-
pagacién y embriologia; agregdndose a esto que lo poco que se ha
puklicado, contiene muy escasa informacién concerniente a métodos

de obtencién y cuidado de embriones y larvas.

El objetivo primordial de este trabajo fué conocer, me-
diante técnicas de desove y fecundacibn artificial en condiciones

de acuario, el desarrollo embrionario de las especies de mayor ta

mafio Haliotis fulgens y Haliotis rufescens (abulén azul y rojo --
respectivamente), que son objeto de explotacibn comercial en Baja

california. Asimismo, observar la influencia de la temperatura =



en su desarrollo,

Posicibn taxonbmica y descripcitén del abulén. El géne-
vro Haliotis es considerado como uno de los mas antiguos e impor--
tantes del phylum Mollusca, ya que segn Cox (1962) se han repor-=
tado fésiles desde el Paleozoico y constituye una riqueza de ex--
plotacién en diferentes costas del mundo y muy especialemnte en -

nuestra peninsula de Baja California.

Los abulones pertenecen de acuerdo con L. R. Cox (1962)

a la

Clase: Gasterbépoda
Subclase: Prosobranchia
Orden: Archaeogasteropoda
Suborden: Zygobranchia
Superfamilia: Pleurotomariacea

Familia: Haliotidae.

Los gaster6podos integran la clase mas grande y variada
de Moluscos, donde la mitad de las 80,000 especies conocidas son

marinas.

Todos los abulones pertenecen a la familia Haliotidae,
Rafinesque (1815); el cual nombrd a la subfamilia como Halioti - -
dia, que fué corregida a Haliotidae por Fleming en 1922, Halio--
tis es el dnico género de la familia. Haliotis midae (Lineo, =---

1758) es el género tipo.

Descripcibn del género Haliotis. <Caracteres externos.



El género se caracteriza por poseer una concha auriforme, regibn

dorsal convexa, que puede variar de muy arqueada en la regidn pos
terior, aplanda en la regibn anterior, con una serie de perfora--
ciones u orificios, alineados en la concha sobre la cavidad respi
ratoria. Las estructuras sensorias epipodiales bien desarrolla--
das, el cuerpo y masa visceral marcadamente aplanados, confinan -

al animal hasta el dltimo recodo de su concha.

Caracteres internos. (Aparato reproductor). Los halid
tidos son bisexuales. En la hembra la génada es de color verde -
oscuro y color crema en el macho. Dicha gbnada estd desarrollada
sobre la glindula digestiva y semeja la forma de un cuerno alarga
do, situado alrededor del lado izquierdo del mdsculo columnar del
pie. Cuando estd madura (época de desove), llega a ocupar gran =
parte de lé actividad paleal, cubriendo en su parte anterior el -

estbmago, higado, Organos renales y al corazébn.

La maduracién tiene lugar por lo regular en primavera,
desovando en los Gltimos meses del verano, aungue existe una gran
variacién de épocas de madurez y desove de acuerdo con las dife==

rentes especies y localidades.

Los productos sexuales son descargados por medio de con
tracciones musculares hacia la cavidad renal donde son expulsados
a la cavidad respiratoria y de akri al exterior, a través de los -

orificios branquiales de la concha.

ILa formaci6én de la concha tiene lugar desde los estados

larvarios en los cuales se presenta un fenfmeno muy caracteristi-



co de la subclase prosobranchia, gque es el fenbmeno de torsibn de
la larva. En este género, segfin Crofts (1937), dicha torsifn ocu

rre en dos fases.

ANTECEDENTES.

Desove. Se han realizado diversos estudios sobre deso-
ve en Haliotis y todos ellos parecen coincidir en que la libera--
cién de productos sexuales depende, principalemente, del grado de

madurez gonadal y de la temperatura.

El primero en trabajar con Haliotis rufescens en Cali=-
fornia, E.U.A., fué Carlisle (1945) quien indujo desoves en acua-
rio, demostrando gue la época de desove se extiende de julio a =--
septiembre para esta especie; aunque, segin Cox (1962), Heath en
1925 reporté la misma especie desovando en los meses de febrero a
abril. Carlisle (op.cit) afirma, que aunque ocurren desoves, noO
gsiempre hay una buen fecundacif6n. Dicho autor, empleando un méto
do diferente, expuso al aire (desecacifn) a los abulones maduros
por espacio de 1 hr y 15 min, logrando gran cantidad de esperma -
que roci6 sobre las conchas de las hembras y obtuvo los desoves -
de las mismas en seis a siete horas después de haberlas deposita-

do en tangues con agua bien oxigenados.

Segdn Cox (1962), Medem en 1948 trat6 de estimular despg

ve de machos de Haliotis tuberculata en la presencia de hembras y

viceversa, fracasando en ambos intentos. Sin embargo, observ6 --
que al imitar las contracciones musculares ocurridas en el deso-

ve, sumergiendo un vaso contra el fondo del tanque a intervalos -



ritmicos, lograba expulsiones de productos sexuales; por lo que -
Medem afirma, que el desove de halibtidos no se logra por medios

quimicos sino a través de ciertos estimulos fisicos.

Ino (1952) afirma; que una simple estimulacién mecénica
o incremento de temperatura, era suficiente para inducir desoves
en adultos maduros, y agrega que, en los abulones japoneses no --
ocurren desoves, hasta que la temperatura del agua alcanza 20°C.
"Los experimentos de fecundacifn en abulones, son dificiles de --
conducir debido al problema de adquirir adultos maduros en condi=

ciones de desove",

Leighton (1959) report6 en Haliotis cracherodii (abuldn
negro) que los machos precedfan a las hembras en su madurez gona

dal, y que ésta se inicia en la primavera agotdndose en el otofio.

otro de los factores que influyen en el desarrollo gona
dal es el alimento adecuado de los adultos; segln Cox (1962) en -
los afios de 1957 a 1959, un incremento excesivo en la temperatura
del agua, provocé la destruccifn de la mayoria de los mantos al--
guiferos, lo cual trajo por consecuencia, raguitismo en el desa--

rrollo de las gbnadas e incapacidad para desovar.

Degsarrollo embrionario. Segfin Cox (1962) los estudios
mas antiguos sobre desarrollo embrionario, fueron realizados por
Kishinouye en 1894, quien traﬁajé con especies japonesas de abu--—
16n y trat6 de emprender estudios de fecundacibén, fracasando en -

su intento.

Este mismo autor afirma que Boutan en 1899, fué el pri-
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mero que dié a conocer la embriologfa de la especie europea Halio

tis tuberculata.

Murayama (1935) logré fecundar la especie japonesa Ha~=-

liotis gigantea, conservando sus larvas por 6 semanas.

Crofts (1929, 1937) obtuvo desoves en el mar de Halio--

tis tuberculata y sigui6é su organogénesis por dos meses.

carlisle (1962) logrs6 observar Haliotis rufescens desde

su fecundaci6n, hasta siete dias después cerca de la metamor fosis.

El primero en obtener una secuencia ontogénica completa
fué Ino (1952), empleando las especies japonesas Haliotis discus
y Haliotis sieboldii. 1Ino, logré llevar a cabo el desarrollo com

pleto de Haliotis discus por 13 meses y unicamente por 20 dias el

de Haliotis sieboldii. Obtuvo con éxito alrededor de 100 abulo--
nes juveniles durante 1960 y 1961, logrando en 1962, una produc--

cién comercial en corta escala.

El dltimo estudio embriol6gico de que se tiene conoci--
miento hasta la fecha es el de Oba (1962), que bas6 sus experimen

tos en la especie japonesa Haliotis diversicolor supertexta y ob=-

serv® el desarrollo de los abulones por espacio de 201 dfas des—-
pués de su fecundacibn. Su trabajo es muy parecido al de Ino ---

(op.cit.) aunque no tan extenso.



II. MATERIALES Y METODOS

Antes de iniciar este capitulo, es necesario aclarar -
que aungue basicamente fueron aplicados los mismos métodos de de

sove y fecundacidn en Haliotis fulgens y Haliotis rufescens, los

experimentos fueron llevados a cabo en distintos laboratorios, -

bajo condiciones diferentes.

Los estudios de Haliotis fulgens, fueron realizados en
el acuario de la Estacidn de Biologia Pesquera del Sauzal (I.N.-
I.B.P.) de marzo a septiembre y los de Haliotis rufescens, en el
acuario experimental del Instituto Oceanografico Scripps, La Jo-
lla, California, durante los meses de octubre, noviembre y di==

ciembre.

Equipo de captura.-Los especimenes adultos de abuldn -

azul (Haliotis fulgens) que sirvieron como reproductores, fueron
recolectados en zonas cercanas a la Estacidén de Biologia Pesque-
ra del Sauzal y Punta San Miguel mientras que los de Haliotis ru

fescens fueron obtenidos en Punta Santo Tomds y Xatay.

El acceso a dichas zonas se logré a bordo de la lancha
"Agardhiella”, utilizdndose equipo de buceo auténomo para la re-

coleccidn. El1 traslado de los abulones capturados se realizdé en-



dos cubetas de plastico polivinilo con 10-15 abulones en cada -=

Uuno, cComo maximo.

Equipo de conservacidn.- Los abulones se mantuvieron -
en acuarios con agua de marAcorriente, utilizando un sistema sen
cillo de bombeo. Se tomaron precauciones en cuanto a contaminan-
tes, utilizando Unicamente equipo y tuberia de plastico polivini

lo, evitando en todo caso, la presencia de metales.

El agua de mar, pasaba primeramente por un filtro de -
arena (Fig. 1, a y b) con el fin de eliminar toda clase de mate-
ria o basura en suspensidén (algas, detritus, macroplancton, orga
nismos muertos, etc.) descargando posteriormente el agua limpia-

al tangue de cautiverio. (Fig. 1, c).

Dicho tangue fue conservado con las mismas fluctuacio-
nes de temperatura existentes en el mar, de acuerdo con los me—-—
ses en que se trabajd, con una capacidad para conservar en cauti

verio 30 abulones en perfectas condiciones.

La oxigenacién de los tanques y tinas de desove se rea
1izé usando una bomba de aire eléctrica, regulando la presidn ==
por medio de valvulas; en el agua el oxigeno era distribuido a -
través de burbujeadores, obteniendo de esta manera una oxigena--—

cidén mds satisfactoria (Fig. 1, e, hy 9)-

Equipo de desove.- Como recipientes de desove se utili

zaron cuatro tinas blancas de pldstico polietileno, con una capa

cidad de cuatro galones por unidad.



Es necesario contar con recipientes de menor tamafio --
que los de cautiverio, con el fin de reducir el medio y faclli~~
tar la reaccidn a los estimulos de induccidén a que son sometidos
los reproductores; evitando en todo implemento, las mds minima -

particula metdlica que contamine el medio.

Para incrementar la temperatura en las tinas de desove,
se utilizaron seis calentadores eléctricos cubiertos de vidrio -
de 75 y 125 Watts, con un intervalo de variacidén de *+ 2°C (Fig.-
1, F). La temperatura fue medida en grados centigrados, utilizan
do un termémetro con 1°C de precisidn y con un fango de =-30° a +
50°C.

La recoleccidn y manejo de productOS sexuales, se efec
tud a través de sifones de plastico, pipetas, goteros y recipien
tes de polietileno con una capacidad de 2.5 litros de agua. Para
separar y limpiar los huevos se construyeron tamices de plastico
con mallas de dos diferentes aberturas (250 y 150 ), por medio

de los cuales se eliminaban substancias y particulas indeseables.

pPara la conservacidén y reposo de los huevos, se emplea
ron recipientes de vidrio Pyrex y agua de mar filtrada en "milli
pore" que era almacenada en garrafones de vidrio, manteniéndolos

en la obscuridad para evitar un posible desarrollo de microalgas.

METODOS .

Llevar a cabo estudios de desove, fecundacion artifi--
cial y desarrollo embrionario, exige aparte del equipo necesario,

contar con un buen nimero de abulones adultos, de ambos sexos y-~
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con un grado de madurez gonadal avanzado. El contar con una bue-
na lancha y un experto buzo con amplios conocimientos de los ban

cos abuloneros, es de una valiosa y alentadora ayuda.

Captura, seleccidn vy traslado.- La captura de abulones

adultos se emprendia por lo regular cada 10 6 15 dias dependien-
do de las condiciones del mar. Ya en el area de captura el buzo-
desprendia con una espdtula al abulén del sustrato, tratando de -
herirlo lo menos posible. Los especimenes desprendidos eran de-
positados en una jaba recolectora, la cual era llevada a la su--
perficie al llenarse. A bordo, los ejemplares recolectados eran-
extraidos de la jaba y colocados pie arriba sobre cubierta, con-
el fin de contarlos, identificarlos y seleccionarlos en cuanto a
sexo y madurez gonadal, repértandose en uﬁa‘tarjeta con la si---

guiente inscripcidn:

JABAS No. DE GRADO DE Lugar:

ABULO- Cf §> MADUREZ GONADAL | Especie:
NES

A B C Fecha:

Hora:

Temp . :

H20

A = GONADA MADURA B = GONZDA DE C = GONADA AGOTA
MADUREZ MEDIA DA O FLACIDA

La separacidén por sexos se llevé a cabo basandose en -

1a coloracidn de la génada. Una coloracidén blanco-cremoso corres

ponde a los machos y verde oscuro a las hembras. La identifica--
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FIG.2. SECCION LONGITUDINAL DEL SISTEMA DE ACUARIOS.
a:regadera, b: filtro de arenaq, c:tanque de cautiverio.
d:tinas de desove; e : bomba de aire; f: resistencias,
g:burbujeadores; h: valvulas .
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cién del grado de madurez fué en raz6n directa al abultamiento y

desarrcllc de la gbnada.

Manejo. Al llegar al acuario, las conchas de los abulo
nes eran despojadas de todo organismo epizoico (balanus, algas, -
espirorbis, etc.), con el fin de evitar posibles complicaciocnes,
va que, en las tinas de desove el medio es reducido y fdcil de --

contaminar.

Antes de ser depositados en el tangue de almacenamien--
to, cada abulén era marcado con una placa de plé4stico, sujeta a -
&stos a través de los orificios de la concha con hilo nylon. Ca-
da placa llevaba marcado el sexo y un nimero gque indicaba el gra-

do de madurez gonadal.

Al ser colocados en el tanque de cautiverio se tenfa ex
tremo cuidado de gque el agua fuera nueva, limpia y bien oxigena-=
da, por lo que antes de depositar una nueva remesa de adultos, --
los tanques eran limpiados perfectamente cambiando el agua y pro-
veyendo una adecuada oxigenacién y circulacién mediante burbujea-
dores. Durante el perfodo de reposo, los abulones se mantuvieron
con un alto nivel de alimentacién, con el fin de evitar debilita-

miento.

Expulsién de Gametos. Primeramente, seé escogieron abu-

lones de ambos sexos con el mdximo gradc de madurez gonadal posi-
ble y se mantuvieron sin alimento por lo menos 24 horas, antes de
los experimentos. Esto fué con el propbsito de evitar expulsio--

nes de heces durante el desove, lo cual crea problemas en la rece
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leccibn y limpieza de los huevos, motivando ademds la aparicibn -

de protozoarios y bacterias en el medio.

A los machos se les dejaba fuera del agua (desecacibn)
durante 30-50 min, antes de aplicar el estimulo para la expulsibn

de esperma.

A continuacién, se colocaron los especimenes escogidos
en tinas de desove, donde mediante los siguientes métodos se obtu

vo la descarga de productos sexuales.

a). Incremento de temperatura en el agua.

b). Estimulacifn mecdnica.

c¢). "Shock" térmico.
d). Estimulacién guimica.
a). La induccién por incremento en la temperatura del

agua, se efectud colocando resistencias de 75 a 125 Watts dentro
de las tinas de desove, calentando gradualmente el agua hasta ob-
tener la expulsién de gametos. E1 rango de incremento de tempera

tura utilizado varié desde 15° hasta 28°C.

b). La estimulacibén mecdnica se basbd en sujetar la con
cha con la mano, oprimiéndola repetidamente, creando de esta mang
ra contracciones musculares similares a las efectuadas en el desg

ve que ayudan a la expulsién de los gametos.

c). El estimulo de shock térmico se aplicaba introdu--
ciendo bruscamente los abulones €n agua 10°C mas caliente 6 mas -

fria de la que se encontraba anteriormente en reposo, esto daba -
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lugar a una descarga inmediata de gametos.

d). La estimulaci6n guimica fué aplicada unicamente a
las hembras, ya que el someterlas a un medio saturado de esperma,

provoca un fuerte efecto en la expulsibén de Svulos.

Fecundacién. En esta fase se siguieron dos procedimien

tos principalmente:

a). Tanto machos como hembras fueron colocados en una
misma tina, en una proporci6n de dos hembras por cada macho, apli
cdndoles al mismo tiempo estimulos para desove, permitiendo que -

la fecundaci®n ocurriera inmediatamente.

b). Las hembras y machos fueron colocados por séparado
en diferentes tinas, donde se indujo la expulsibn de gametos. ==
Los 6vulos y el esperma fueron recolectados por medio de gsifones
de pldstico o pipetas, depositéndolos posteriormente en recipien-

tes de pldstico donde se realizé la fecundacibn.

Siguiendo las indicaciones del Dr. Leighton; para asegu
rar una fecundacifén satisfactoria, los 6vulos se dejaban en el -=
agua saturada de esperma por espacio de 30-45 min, después de lo
cudl se lavaron eliminando esperma y fluidos mucosos, depositédndo
los en recipientes Pyrex con agua de mar filtrada, para evitar la
contaminacién de bacterias y el ataque de protozoarios presentes

en el esperma al comenzar a descOmponerse.

Congervacidn v limpieza. La separacién de los huevos -

fecundados del esperma, fué realizada con mallas de plancton de -
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diferente nimero, de la siguiente manera:

a)., Se eliminaron heces fecales, al igual que desechos
de adultos y restos de vesiculas germinales, vertiendo el desove
a través del tamiz de mayor didmetro de malla, en el cual quedaba
atrapado este detritus, pasando (inicamente los huevos y el esper-
ma acompafiado de fluidos mucosos de consistencia albuminosa, ex--

pulsados por la hembra en el desove.

b). En seguida se procedié a vertir lo recolectado a -
través de un tamiz de menor didmetro (150 u), donde quedaban atra
pados los huevos, desechando de esta manera, €sperma, catabolitos
y toda clase de fluidos mucosos productores de bacterias y proto-

Zzoarios.

Los huevos atrapados en la malla fueron enjuagados repe
tidamente con agua de mar, filtrada previamente con sistema "mi--
llipore", asegurando una limpieza efectiva. Posteriormente se de
positaron en recipientes de vidrio "Pyrex" con agua de mar filtra
da, dejandose reposar en un lugar oscuro, a una temperatura entre
15°-20°C. Los embriones se dejaron reposando por espacio de 24 -
horas, después de lo cual, se observaron larvas a media agua des-
cribiendoc movimientos rotatorios, congregédndose posteriormente en
la superficie. Las larvas fueron extraidas por pipetas y dEPOSi—
tadas en otro recipiente Pyrex con agua de mar filtrada. El res-
to de los embriones se conservd por espacio de 8-10 horas mds, cO
lectando cualquier trocofora de desarrollo atravesado y elimindn-

dose posteriormente todo embrifn anormal y no desarrollado.
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ITI. RESULTADOS

Haliotis fulgens. Uno de los principales inconvenien--

tes fue que el agua de mar utilizada en la Estacién de Biologia -
pPesquera, provenfa de una &rea fuertemente contaminada con dese--
chos industriales, procedentes de la planta empacadora de pescado

adyacente al &rea.

En realidad, los primeros meses de trabajo (marzo y ===
abril) fueron tomados como entrenamiento y depuracién de las téc-
nicas empleadas. Dada la marcada inmadurez gonadal en estos me-==
ses, los desoves fueron escasos y raquiticos. Pues a pesar de --
que eran aplicados estimulos enérgicos, se obtenia tnicamente la
expulsién de huevos inmaduros, incluidos la mayoria, en paguetes

de vesficulas germinales o esperma bastante débil.

ILa fecundacién alcanzé un 30%, pero el desarrollo ulte-
rior no se observaba; los 6vulos fecundados mor ian siendo ataca--
dos de inmediato por bacterias y protozoarios. Posteriormente y
conforme la madurez gonadal de machos y hembras se fué incremen-—-
tando (mayo), se comenzd a Obtener mejores resultados; se coloca-
ban 1os.reproductores en las tinas de desove en una proporcifn de

dos hembras por cada macho garantizando asi la expulsién de pro--
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ductos sexuales de las hembras, ya que éstas son mas diffciles de
estimular. El desarrollo embrionario observado alcanzé en algu--
nos casos hasta morula y en otros solamente de 16 blastémeros. -—-

(Figs 5, B ¥ €Cle

Los experimentos se continuaron sin modificaciones espe
rando dnicamente que el grado de madurez gonadal fuera simult&neo
para ambos sexos, y el dfa 12 de junio se obtuvieron las primeras
larvas, producto de la fecundacién de un macho, que habia permane

cido expulsando esperma a intervalos, por espacio de 12 dias.

Dichas larvas fueron observadas en la etapa de veliger
después de ocurrida la torsifn, mostrando claramente el opérculo,
concha, manto, la falda prototrocal y sus movimientos ciliares. -
Se presenci6, ademds la contraccién del 1l6bulo ciliar y el opércu
1o dentro de su concha, Estas larvas murieron ocho horas después.

(Fig. 4).

Pero en realidad se cbtuvieron muy pocas larvas, persis
triendo todavia fallas en el manejo y mantenimiento de los embrio-
nes, por lo que, se opté por cambiar a recipientes de vidrio, en
el paso de reposo y mantenimiento, suponiéndose que algﬁna subs——
tancia t6xica provenia de los recipientes de pldsticos empleados

anteriormente.

para fines de agosto y septiembre, las técnicas de deso
ve, cultivo y eficacia del equipo, se habia perfeccionado bastan-=
te. Los adultos se encontraban en un grado ideal de maduracidén -

gonadal, contando con desoves abundantes y satisfactorios, aunque
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la elevada contaminaci6n del agua de mar en este mes, causé debi-

1itamiento de los especimenes en cautiverio.

En octubre tanto el grado de madurez como la potenciall
dad de desove, comenzaron a disminuir aceleradamente sobre todo -
en las hembras. FEn seguida se opt6é por proseguir los estudios en
el acuario experimental del Instituto Oceanogrifico Scripps, bajo

condiciones y equipo mas favorables.

En este mes se colect6 una nueva remesa de egpecimenes
adultos, en la zona de San Miguel, B.C.. Se capturaron 46, de --
los cuales 40 estaban totalmente gastados, utiliz&ndose para los
experimentos los seis restantes (tres hembras y dos machos de ma-
durez media y dnicamente un macho maduro). Estos fueron traslada
dos al Tnstituto Scripps donde se cobtuvieron descargas satisfacto
rias de gametos de ambos sexos. Los desoves y la fecundacién se
llevaron a cabo con resultados negativos, similares a los obteni-
dos en Ensenada (divisiones anormales y bacterias) (Fig. 2 y 3),
atribuyéndose esto, a que el esperma ya no estaba tan activo y -
las hembras demostraban inicio de agotamiento al expulsar pagque--
tes de vesiculas germinales, conteniendo huevos inmaduros. E1 de
sarrollo embrionario fué logrado hasta mérula, observéndose dgran

porcentaje de divisiones anormales.

Dichas divisiones anormales, resultando de la inmadurez
de los adultos, sé caracterizaron principalmente en aberraciones
en cuanto a la segmentacién espiralada de los mismos y por diyl=-
siones en los micrémeros sin haber ocurrido segmentacién alguna -

en los macroémeros. (Fig. 2).
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FIG. 2. EMBRION DE Haliotis fulgens con tipica segmentacibn -=

anormal.

Se considera de utilidad aungue no es el principal pro-
pbsito de este trabajo ofrecer la experiencia obtenida con el ma-
nejo de los huevos, que nos permiti6é determinar con relativa faci
lidad, y desde luego, en obvio de tiempo, los Indices de viabili-

dad para huevos y embriones.

cuando el desove no resultaba viable, se observaron los

siguientes indicios:

§ a). Huevos de forma irregular.
b). Mayoria de huevos no fecundados.
¢). Aspecto granuloso de los huevos, desintegracibn ==
del citoP;gsma, rompimiento de las paredes de su -

membrahé, por accién bacteriana. (Fig. 3) s
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pregencia de tejido de vesicula germinal adherido
a los huevos.

Presencia de protozoarios en abundancia.
Anormalidad en divisiones de etapas embrionarias.

(Fig. 2).

cuando- el desove resultaba viable, se observaron los si

guientes indicios:

a).

£ ;

Forma esférica en la mayorfa de los huevos (Fig. -
4, A).

Mayoria de huevos fecundados.

Ausencia de tejido germinal en los huevos.

Aspecto compacto del citoplasma. (Fig. 5, A).
Ausencia de protozoarios, bacterias y organismos -
ciliados. (Fig. 5, B.C.).

Normalidad en las divisiones de etapas embriona-=-==

rias y larvarias.

En las observaciones de los iIndices de viabilidad, se -

noté que uno de los mayores problemas es causado por la presencia

de bacterias, que atacan la membrana y destruyen el vitelo del —--

6vulo. Se supone que este problema se hubiera podido evitar, utl

lizando l&mparas de rayos ultravioleta para esterilizar el agua -

de mar filtrada. La aglomeraciln de embriones en los recipientes

influenciaba la viabilidad negativamente, dafiando la membrana vi-

telina de los oprimidos provocando mortalidad de huevos y apari--

cidn de bacterias.
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HUEVOS NO VIABLES DE Haliotis fulgens. A. Huevos de -

aspecto granuloso, presencia de protozoarios, desinte--
gracién del citoplasma y membrana vitelina. B. Aspecto

general de un campo afectado por bacterias.



FIG.,

4.

ETAPAS DE DESARROLLO OBSERVADAS EN Haliotis fulgens.

A. 6vulo fecundado (vitelo expandido); B. biparticifn
C. etapa de 4 celulas; D. etapa de 16 celulas; E. mo
rula; F. veliger después de torsidn; G. veliger con--=
traida. c. concha; ci. cilios; lec. l6bulo ciliar; -

m., manto; op. operculo; p. pie.
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EMBRIONES DE Haliotis fulgens. A. Zygotos (huevos fe--
cundados con membrana vitelina expandida) y 6vulos no -
fecundados (derecha); B. Embridn segmentado en 16 blas

témeros (centro); C. Etapa de mérula.
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Haliotis xufescens. Los adultos fueron recolectados en

el drea de Xatay, B.C. y mostraron un elevado indice de madurez -
gohadal. conviene destacar este hecho ya que la literatura (sevi
lla et al, 1965) reporta dnicamente los meses de verano como -
época de madurez en los haliétidoes c0merciéles: gin embafgo, en -
las mencionadas colectas realizadas el 30 de octubre y el 3 de no
viembre, con temperaturas de 17°-18°C, el 75% del total de abulo-
nes rojos presentaron la gd&nada madura, mientras que el abulén --
azul en las mismas colectas, mostrd en su mayoria la gbnada gasta
da. Segdn Leighton (com. werbal) en el drea de Morro Bay, Calif.
Haliotis rufescens muestra dos épocas de madurez gonadal, durante

el verano y en noviembre-diciembre.

Se trabaj6 con un promedio de 15-20 abulones vy los desg
ves fueron muy satisfactorios. La fecundacién alcanzé también al
tos porcentajes, presencidndose divisiones normales y ausencia de

bacterias y protozoarios.

El desarrollo fué seguido hasta la fase larvaria de ve-=
liger después de torsi6n, logrando conservarlas por espacio de 3

dfas a partir de su fecundacién.

Al ser descargados los 6vulos, estos eran fecundados in
mediatamente por el esperma presente, el cual nadaba activamente
en el medio, mientras qgue los huevos tendian a reposar en el fon-

do, después de ser expulsados.

Al ser fecundado el &vulo, la membrana vitelina se ob~—=

serv6é notablemente expandida (Fig. 6, A) después de lo cual se --
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inicié la segmentaci6n total espiralada, tipica de estos molus -~
cos. Las primeras segmentaciones (biparticibn y cuatro células)
(Fig. 6, B y C) daban lugar blastémeros de igual tamafio, pasando
a la etapa de ocho células donde segmentacibn desigual comenz6 en
macromeros (Blastémercs mayores) situados hacia el polo vegetal -
y microémeros (blastSmeros menoresj situados hacia el polo animal
(Fig. 6, D) sucediendo de igual manera en la etapa de 16 células
(Fig. 6, E). A continuacibn se observaron las fases de mbrula =--
(Fig. 6, F) y de gédstrula (Fig. 6, G) donde se completl la segmen

tacién total.

A partir de la géstrula se formé gradualmente la larva
troc6fora (Fig. 6, J) apareciendo primeramente la falda prototro-
cal en forma primitiva, constituida por un cinturbén de pequefios -
cilios, los cuales conforme iban creciendo activaban el movimien=
to elfptico de la larva en su esfuerzo por eclosionar rompiendo -
las paredes de la membrana (Fig. 6, J). En varias ocasiones, se
ocbservaron formas aberrantes de troc6fora de menor tamafio, inclui
das en la membrana vitelina junto con pequefios glébulos de cito=-

plasma las cuales morian antes de llegar a veliger.

Al concluir la eclosib6n, la larva trocOfora se conver—-
tfa en una activa libre~nadadora con reposos esporddicos en el —-

fondo del recipiente.

Todos sus movimientos eran controlados y accionados por
1a corona de cilios, con los cuales creaba una corriente atrayen-
do microorganismos plancténicos. Después de la eclosibén también

fueron presenciadas varias formas de troc6fora, notandose que las
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troc6foras redondas se mostraban mas activas, logrando desarro---
llarse saludablemente hasta veliger después de torsibn. En una =
dase mas avanzada de esta etapa se observ6 el comienzo de la se--
cresibén de la concha larval'(Fig. 6, K) y el aumento de tamafio ==

(longitud larva troc6fora 221 n).

va en la fase larvaria de veliger, la concha se definil
notablemente, adoptando un forma nautiloidea de color transparen=
te, en la cual se encuentra embebida la masa visceral (Fig. 6,L).
Tanto la falda prototrocal como la protuberancia ciliar se encon-
traban mas desarrolladas. A continuaci6én ocurre el fenSmeno de -
torsién, se nota la aparicién del opérculo, pie y tentdculos cefd
licos aungue estos dltimos son bastante inconspicuos. (Fig. 6,M)

(Fig. 7:C).

Las larvas obtenidas de fecundaciones raguiticas o sea,
cuando aproximadamente el 10% de los embriones llegaba a larva, -
no vivieron mas de 24 horas. Por el contrario, las larvas obteni
das de desoves en los que el 20 o 30% de los embriones alcanzaba
la fase larvaria, vivian hasta 3-5 dias. Es decir, a mayor por-=-

centaje de larvas logradas, mayor longevidad de la larva.

Finalmente, cabe hacer notar la aparicién de un cromatS
foro de color verde-amarillo en los embriones que posteriormenté
alcanzaban un alto porcentaje de larvas. Dicho pigmento se loca~
liz6 en el polo animal.de los emkriones y en el 1l6bulo ciliar de

las larvas.



ETAPAS DE DESARROLLO OBSERVADAS EN Haliotis rufescens.

FIG. 6.

Secuncia de 6vulo a veliger después de torsidn.
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Explicaci6n de la figura 6:

A,

Hueve fecundado con vitelo expandido (vitelo: 187m membrana
vitelina = 22%p).

Biparticién (1:30 - 2:00 hrs).

Divisién en cuatro células (2:00 = 2:30 hrs).

Estadio de ocho células (vista desde polo animal) {3 215 e e
3:35 hrs).

Estadio de ocho células (vista lateral)

Divigion de 16 células (vista lateral) (5:17 - 5:30 nrs).
Divisi6n de 16 células_(vista desde polo vegetal).

Mérula (6:10 - 6:35 hrs).

Gastrula.

Larva troc6fora en eclosibn (16 - Y7 Hre).

Troc6éfora en estado natatorio (con 221p ) (23 hrs). (Indi---
cios de secrecibn de la concha larval).

Troc6fora eﬂ estadio veliger (27 - 28 hrs) (306u) (antes de -
torsidn).

veliger después de torsibn. (47 - 48 hrs).

NOTA: Periodos de desarrollo por estadio, tomados a —=

una temperatura de 16-17°C.

c, concha; ci, cilios- fp, falda prototrocal; lc, 18

pbulo ciliar: m, manto; OF, opérculo; p, pie.
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INCLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE EL DESARROLLQ EMBRIONARIO DE -

Haliotis rufescens.

Al concluir la primera fase del trabajo, es decir, una
vez lograda la larva, se procedié a observar la influencia de la
temperatura en el desarrollo embrionario. Se usaron tres rangos
de temperatura: 12~13°C, 1l6-17°C y 20-21°C, duplicando el experi-
mento con desoves diferentes. Los resultados del experimento se

encuentran resumidos en la tabla No. 1

En el transcurso del estudio, se observé que el desarro
1lo de los embriones era acelerado o retardado en razén directa -
al incremento o disminucifn, respectivamente, de la temperatura =

del agua.

En los primeros estadios se observé similitud de perio-
dos en las etapas con distintas teméeraturas y conforme iba avan-—
zando el desarrollo se notaron diferencias de periodo en entre --
las diferentes temperaturas. Hubo mas similitud entre 16-17°C y
20-21°C desde las etapas de troc6fora en adelante. El estadio de
veliger mds torsidn no se observé a las temperaturas de 12-13°C y

20-21°C debido a fallas en el manejo de las larvas.
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FIG. 7. LARVAS DE Haliotis rufescens. A. veliger (306p) escala
1:17; B. Veliger aumentada (x.45) antes de torsién; C.
veliger después de torsién. ¢, concha; lc, 16bulo ci=-

liar; op, opérculo; p, pie.
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DESARROLLO EMBRIONARIO Y LARVAL DE Haliotis-rufescens A DIFERENTES TEMP.

TEMPERATURA

ESTADIOS 12=13°C l6-17°C 20=21°C

FECUNDAC ION 20-45min 20-45min 20-45min

2 CELULAS lhr35min=2hrlOmin lhr30min-2hr lhr20min-lhr40Omin
4 CELULAS 3" 3o =3» 256 ™ 2" 05 " =2" 25min 1" 50" =2" lo *
8 CELULAS « 3" 34 " =4" 1lO0 " 34 15 B w335 M 2" 50 " =3" 20 "
16 CELUI‘AS SII 50 n ,.,6" 20 n 5" 17 " _Sil 30 " 4" 35 " _Sll 40 n
MORULA 6l| 55 " __7‘1 15 n 6II lo " _,6" 35 " 5" 35 " _SII 50 n
GASTRULA NO SE OBSERVO

TROCOFORA

ENQUISTADA 17hrOOmin~18hrQOOmin 16hrOoOmin=17hrOOmin 1l6hr
TROCOFORA

ECLOSIONADA 22" 20min=-23" ©O " 19" 20 " -19" 45 " 18hrOOmin=18hr25min
TROCOFORA

CON CONCHA 23" 00 " =23" 35 M 22hrl0min
VELIGER 29hr00min=30hxrOO0min 27" 00 " =28%" 0Q " 27hr

VELIGER MAS TORSION

47" 00 " =48" 00 "




32

IV. DISCUSION

Muchos fueron losg tropiezos encontrados en el transcur-

so de los experimentos con abulon azul (Haliotis fulgens), debi-

do principalemente a la enexperiencia y falta del equipo adecua--
do, sin embargo, la experiencia ganada a través de la practica de
varios y desiguales procedimientos permitié en gran parte la ob--

tencién de mejores resultados con el abulén rojo (Haliotis rufes-

cens) .

En la induccién de la descarga de gametos se emplearon
diferentes técnicas, empleando con mas éxito metodos mixtos. La
combinacién de los estimulos mas eficaces, ahorr6 tiempo y sobre

todo desgaste indtil de adultos.

La estimulacién mecdnica solfia ser bastante efectiva -—
con ejemplares maduros, cuando se aplicaba con el fin de ayudar -
al desove; pero cuando se forzaba a los adultos mediante enérgi--
cas contracciones musculares, generalménte expulsaban 6vulos acom
pafiados de vesicula germinal o el esperma era raquitico y poco ag
tivo, dando como resultado un bajo porcentaje de 6vulos fecunda--

dos y anormalidad en las segmentaciones.
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Las observaciones demostraron que por lo general el abu
16n no descarga exhaustivamente sus gametos en un desove, sino --

que continda desovando a intervalos sobre largos periodos.

A través de las observaciones del grado de madurez gona
dal, durante la seleccién de adultos para los experimentos de de-
sove y fecundacibn, se notd Que Haliotis fulgens madura y produce
desoves abundantes durante los meses de junio a septiembre mien--
tras que Haliotis ruféScens-ademés de madurar en los meses de ve-
rano, presenta una segunda etapa de maduracién de octubre a prin-

cipios de diciembre,

El desarrollo embrionario de Haliotis rufescens presen-

ta gran similitud con la especie japonesa Haliotis gieboldii es-

tudiada por Ino (1952), tanto en la forma de los estadios, como -
en sus periodos. Carlisle(li62) adn cuando trabajé con Haliotis

rufescens presenta resultados que difieren un poco de los obteni=
dos en el presente estudio. Al, parecer, los periodos de desarrQ
1lo embrionario fueron mas largos en las etapas de cuatro y ocho

células aunque el tiempo transcurrido para alcanzar la etapa de -
_ trocofora'y veliger fueron casi similares en ambos trabajos. Sin
embargo, recientemente Oba (1962) trabajd con la especier japone-
sa Haliotis diversicolor supertexta y obtuvo la fase veliger en =

solamente 19 horas.

indudablemente, parece ser que existe poca diferencia -
en periodos y formas de desarrollo entre las especies de Haliotis,
ya que, los estudios llevados a cabo Murayama (1935), Ino (1962),

carlesle (1962), Oba (1962) y el presente (1970) son muy simila--
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TABLA 2

COMPARACION DE PERIODOS DE DESARROLLO REPORTADOS PARA HALIOTIS

H. rufescens. H. sgsieboldii. H., diversicolox H. zxufescensg.
ETAPAS Carlisle (1962) Ino (1952) supertexta. Oba presente traba
16-18°C (1952) jo (1970)
16=-17°C
Biparticidn 2:15 hrs 1:40 hrs 30-60 min 1:30~2:00 hrs
4 células 5 hrs 2 hrs 45min-1:30 hrs 2:00-2:30 hrs
8 células 6 hrs 3 hrs 1:45 hrs 3:15-3:35 hrs
16 células 5 hrs 2:00 hrs 5:17~5:30 hrs
Mérula 8 hrs 2:50 hrs 6:10~6:35 hrs
Gé&strula 10 hrs
TrocOfera
en eclosibn 16-18 hrs 19 hrs 4:40-5:00 hrs l6-17 hrs
Trozb6fera
(secrecibn concha) 24 hrs 11 hrs 23 hrs
veliger 28 hrs 29 hrs 13 hrs 27-28 hrs

veliger después
de torsién 28 hrs 19 hrs 47-48 hrs
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res. Sin embargo, las pocas diferencias de perfodos entre las es
pecies son posiblemente debidas a las temperaturas en que fueron

observados estos desarrollos. EL presente estudio coincide mas -
con Ino, ya que los periodos fueron observados bajo casi el mismo
rango de temperatura 16-17°C y 16-18°C respectivamente. Carlisle
no reporta temperatura a la que observo el desarrollo embrionario,
y parece ser de Ova utiliz6 una temperatura mas alta, ya que sus

pericdos son mas cortos y menciona temperaturas de 26.2-26.8°C en

relacién con la eclosién de la trocOfora.

En el transcurso de la aplicacifén de la induccién de --
descargas de productos sexuales, se noté que la efectividad de --
los estfmulos variaba de acuerdo con el sexo del espécimen en el
cual eran aplicados, sin embargo, la estimulacién térmica coinci=-
dié ser secundariamente efectiva para ambos, O sea esta era wedli
zada en combinacién con la desecaci6n y estimulo quimico para ma-=

cho y hembra respectivamente.

El cromitoforo verde-amarillo observado en embriones, =
es debido.posiblemente a un arreglo de materiales citoplasmiticos
anteriores a la segmentacién, aseguréndonos un desarrcllo normal
ya gque la mayoria de embriones con esta caracteristica se desarrQ

1laban normalmente hasta veliger después de torsifn.
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V. CONCLUSIONES

De las observaciones efectuadas durante el presente tra

bajo se llegbé a las siguientes conclusiones:

1. Haliotis fulgens en la regifn de Todos Santos y 2Q

nas contiguas, presenta su mayor grado de madurez gonadal de ju--

nio a septiembre.

2. Haliotis rufescens presenta dos épocas de madura=--=
cién, cuando menos en la regibn Xatay, durante el verano en mayor

grado y de octubre a principios de diciembre.

3., La época de madurez sexual, es mas prolongada en --
los machos de ambas especies, al parecer las hembras se agotan sg

xualmente primero que los machos.

4. El incremento o disminucién de la temperatura acta
sobre el desarrollo embrionario en razbn directa. Temperaturas =
mayores de 30°C son letales para los embriones. La durabilidad y
resistencia de las.larvas estd er. razdén directa al porcentaje de
larvas logradas en el desove. A medida que las etapas embriona=-
rias y larvarias avanzan adquieren mayor resistencia a las adver-

sidades del medio.
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5. No todos los huevos fecundados y aparentemente via-
bles se desarrollan normalmente en todas sus etapas. Los desoves
varian en porcentajes de huevos anormales a normales., De los de-
soves con mayor viabilidad; Gnicamente el 10 6 20% del total de

huevos alcanzd estadios larvarios mas avanzados de veliger.

6. El estfimulo de "shock" térmico, precedido de deseca
cién parece ser el método de induccibn mas efectivo para la des--
carga de esperma. La estimulacibn guimica (esperma en el medio)

combinada con la térmica logra abundantes desoves de las hembras.

7. El someter abulones a extensos periodos de desove y
estimulaciones intensivas trae como consecuencia el agotamiento -

"f£fsico y sexual pudiendo inclusive causarles la muerte.

8. Las larvas con masa visceral situada excentricamen-—
te en la concha, resultaron ser por lo regular anormales y las --
provistas de concha larval bien desarrollada con la masa visceral
ocupando casi todo su interior, son mas resistentes y de desarro-
1lo normal. Estas caracteristicas son definidas a partir de veli

ger.

9, La presencia de pequefios grdnulos incluidos en el -
embrién en estado troc6foro antes de la eclosifOn, represeénta una

forma aberrante de larva que no llega a estadios mas avanzados.

10. El uso de agua filtrada por sistema "millopore” eli
mina en forma efectiva los problemas causados por la presencia de

organismos ciliados y otros organismos contaminantes.
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11. Los recipientes de pldstico polivinilo son prdcti-=
cos Gnicamente en el manejo y limpieza de embriones, ya gue no to
do pl&stico aun "curado" resulta ser no-contaminante, siendo mas
sequro utilizar recipientes de vidrio en la operaci6n del reposo

de las larvas O embriones.

12. El empleo de los fndices de viabilidad ayuda en --
gran parte a evitar el desgaste indtil de adulﬁos maduros y a un

mejor aprovechamiento de esperma y 6vulos maduros.
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Vi. RECOMENDACIONES

En este tipo de trabajos experimentales, es comidn encon
trar una serie de pequefios problemas relacionados con el equipo y
la metodologfa, que solamente después de varios intentos son re--
sueltos. Por lo tanto, el autor considera de utilidad, hacer las

siguientes recomendaciones:

a. Debe procurarse eliminar material, téxico o contami

nante en todo implemento gue sea utilizado en la experimentacidn.

b. "Curar" previamente todo recipiente de pldstico o -
resina con agua de mar con el fin de evitar una disolucidn de com
puesto quimicos toxicos. Utilizar recipientes de vidrio en el re

poso de embriones en agua filtrada.

c. Bvitar, lavar recipientes o implementos con agua de
la llave, con el fin de eliminar la contaminacién causada por el

desprendimiento de iones met&licos en tuberfas de fierro y cobre.

d. cCconservar el agua de mar filtrada con sistema "mi--
llopore" en un lugar oscuro y a baja temperatura, de preferencia

en un refrigerador.
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e. Al, concluir los experimentos de desove, es conve--—
niente regresar los adultos al tanque de cautiverio en agua co---
rriente para su reposo y alimentacién con el fin de evitar ano---

xia, agotamiento fisico o sexual.

f. Restringir de alimentos 1 6 2 dfas antes de los in-
tentos de desove, con el fin de eliminar la expulsién de heces fe

cales con los productos sexuales.,

g. En la fecundacién es preferible utilizar esperma --
bastante activo, lo que evita un alto porcentaje de huevos no fé-~-

cundados y anormales.

h. Ya que la viabilidad varia en los desoves en porcen
taje de anormales a normales es preferible separar los embriones
viables de la contaminacién de los no viables, depositdndolos en

otro recipiente con nueva agua de mar filtrada.

i. Para la conservaci6n de las larvas durante su prd——
mera semana es recomendable efectuar un cambio diario de agua pa-
ra evitar el desarrollo de bacterias siendo preferible trabajar -

con una temperatura de 16° a 20°C.

j. Finalmente, es recomendable que estudios de esta in
dole sean llevados a etapas mas avanzadas, logrando el perfeccio-
namiento de estas biotecnicas para ser aplicadas a un programa -

de cultivo a escala comercial.

Debemos tener siempre presente que el ocedno es nuestro

mas noble proveedor; sus riquezas no son inagotables y lo que ---
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aprendamos a conservar en el presente, puede significar nuestra =

sobrevivencia en el mafiana.
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VII. RESUMEN

El potencial tanto econdmico como nutricional Que repre
senta para nuestro pais el recurso abulonero de Baja California -
sumado a los problemas de polucibn, vedas dudosas y un marcado =--
descenso en las estadisticas de explotacién de este molusco, obli
gan a prestar la debida atencibn al restablecimiento y conserva--

cibn de tal riqueza.

El presente trabajo fue llevado a cabo con el propbsito
de dar el primer paso en México hacia estudios embriolbgicos y de
reproduccion de haliétidos como una contribucifn a futuras técni-
cas de aquicultura que reflejarian un beneficio, tanto para el --

pescador como para la economia del pais.

Fueron aplicadas diversas técnicas de desove y fecunda-
cion artificial a dos especies de abulones: Haliotis fulgens y Ha

liotis rufescens.

En Haliotis fulgens el desarrollo fué observado hasta -

veliger después de torsién.

En Haliotis rufescens los experimentos se realizaron en

condiciones de acuario a una temperatura de 16°-17°C. Se observé
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desarrollo embrionario, logrando mantener los embriones por espa-

cio de tres dfas, hasta estadios larvarios avanzados de veliger.

La fecundacién se.obtuvo entre 20-45 min. La mérula se
observé después de transcurrir 6hr lOmin - 6hr 35min. La larva -
troc6fora se alcanzd entre 16-17 hr y finalmente las etapas de ve
liger después de torsibn se observaron a las 27-28 hr y 47-48 hr

respectivamente después de la fecundacifn.

La temperatura nuestra una estrecha relacif6n en razdn -
directa con el desarrollo embrionario, para el rango de temperatuy

ras observadas (21° - 21°C).

Comparaciones de este estudio con estadios y periodos -
reportados por Ino (1952) con especies japonesas de abulén (Halio
tis discus y Haliotis sieboldii) al igual que los reportados por
Carlisle (1948) en Haliotis rufescens, demostraron ser muy simila

res.



Fig. 8.- A. Gonada madura de Haliotis rufescens hembra.

B. Larvas de Haliotis rufescens de 3.5 dias.
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