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Resumen de la tesis de Erika Castro Acevedo presentada como requisito parcial para la

obtencion de la Licenciatura en Biologia. Ensenada, Baja California, México.

La almeja Pismo, Tivela stultorum (Mawe 1823) es una especie de molusco bivalvo que
habita en las costas del norte del océano pacifico. A pesar de ser una especie con un alta
valor tanto nutrimental, como econémico y ser considerada como una especie sujeta a
proteccion especial no existe ninguna investigacion sobre aspectos de acondicionamiento,
desarrollo larval y postlarval en laboratorio de la especie. En este experimento se evalud
el efecto de dos regimenes de temperatura sobre el desarrollo y composicién de la gbnada.
Se recolectaron 72 organismos del medio natural los cuales fueron colocados a dos
temperaturas: 16 y 20 °C durante un periodo de 8 semanas. Se realizaron biometrias
semanales y se tomaron muestras de la génada durante la semana 0, 3, 6 y 8 mediante las
cuales se obtuvieron el indice de condicidn, indice gonadico, indice somatico y estadios
de desarrollo gonadico. Al terminal las 8 semanas se realizé una induccion al desove para
cada sistema y se realizaron fertilizaciones bajo distintas concentraciones y temperaturas.
El sistema de 16°C demostrd resultados favorables en el aumento de indices
gonadosomaticos, por otro lado, el analisis histoldgico demostr6 aumento de gametos

maduros y en desarrollo dentro de la gonada.

Titulo de tesis: Evaluacion del acondicionamiento y desempefio reproductivo de Tivela

stultorum (Mawe, 1823), a diferentes temperaturas.
Resumen aprobado:

Dr. Sergio Curiel Ramirez Gutiérrez
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l. INTRODUCCION

1.1.Importancia y distribucion de Tivela stultorum
La almeja pismo Tivela stultorum (Mawe, 1823) es uno de los bivalvos méas apreciados
en el estado de Baja California, la cual tiene un alto valor gastronémico en el estado
especialmente en el municipio de Ensenada. Es una especie que se ha aprovechado desde
los inicios de la historia del hombre, prueba de ello son los restos encontrados que
corresponden al pleistoceno (25, 000 millones de afnos) y a los depositos de conchales de
cocinas indias americanas donde fue utilizada por grupos de indios némadas de la Alta 'y
Baja California desde hace 200 a 2000 afios como alimento y la concha como herramienta

para escavar raspar y adorno (Fitch, 1961 y Pattison, 2001).

Si bien, durante décadas esta especie representd uno de los primeros lugares en volumen
de produccion, actualmente su poblacion ha disminuido (Saavedra-Rosas, 1983). Se trata
de una especie que se distribuye en la costa occidental americana, desde las playas de Half
Moon Bay al norte de San Francisco, California, Estados Unidos, hasta el limite del Estado
de Baja California, México, sin embargo, es un recurso que ha sido explotado
principalmente en la region de San Quintin, Ensenada Baja California, donde la Playa San
Ramén es la de mayor importancia por su produccion (Siri y Moctezuma, 1989). La
constante sobreexplotacion de Tivela stultorum en México desde més de la mitad del siglo
pasado y la falta de reportes sobre la extraccion de la especie (SNIDRUS/ OEIDRUS,
2015) aunque se encuentre en la NOM-059-ECOL-2010 como una especie sujeta a

proteccion especial (Pr).



1.2.Caracteristicas generales

La almeja Pismo, Tivela stultorum (Mawe, 1823), es una especie de molusco bivalvo
perteneciente a la familia Veneridae. Habita en playas arenosas con una alta exposicion al
oleaje, desde la zona intermareal hasta profundidades someras en el sublitoral (Fitch,
1950). Se caracteriza por sus valvas gruesas de forma sub-triangular que pueden llegar a
medir hasta los 18 cm de longitud y su coloracion, la concha exterior va desde castafio a
café oscuro y en algunas ocasiones presentan lineas de color café chocolate que radian
desde el umbo (Siri y Moctezuma, 1989, Chavez, 2002). La charnela presenta un diente
anterolateral, particularmente en la valva izquierda, ademas presenta una linea paleal con
un seno bien delimitado (Chavez, 2002).

Hay una limitada cantidad de informacion referente al ciclo reproductivo de la especie, se
sabe que es un organismo esencialmente unisexual cuya edad de primera maduracién
pareciera variar en funcion de las tasas de crecimiento; desde el final del segundo o tercer
afio, presentando desoves masivos que ocurren en septiembre y octubre, aunque en
algunos casos pueden desovar desde junio (Curiel Ramirez, comunicacién personal). La
fertilizacion ocurre de manera externa cuando el macho libera el esperma y la hembra los
ovocitos en la columna de agua. En la naturaleza menos del 1 % de los huevos se
convertiran en almejas adultas, donde los mecanismos que causan estos indices de
mortalidad tan elevada, asi como un bajo indice de reclutamiento no estan establecidos
todavia. Una vez que la larva se ha asentado es menos susceptible, sin embargo, esto no
garantiza el éxito de su sobrevivencia; el estadio larval tampoco ha sido establecido aln

(Anual status of fisheries report. 2006). La talla comercial de 12.7 cm se adquiere en



playas californianas en unos cinco afos, aungque siendo una especie de crecimiento lento
y variable, en algunos casos se puede alcanzar hasta en ocho o nueve afios (Siri y
Moctezuma, 1989). Por otro lado, Tivela stultorum es un molusco bivalvo muy longevo

que puede vivir mas de 50 afios (Fitch, 1965).

1.3.Condicién en bivalvos

La condicion en bivalvos se ha utilizado tradicionalmente tanto con fines comerciales
como bioldgicos (Baird, 1958; Walne, 1970). Segin Searcy Bernal (1983), podemos
entender la condicion como el grado de “gordura” que presenta un organismo. Desde el
punto de vista comercial, esta caracteristica se asocia directamente con el rendimiento del
producto y en algunos casos, con la mayor preferencia del consumidor por el sabor y
consistencia que caracterizan a organismos con condicion alta. En este sentido, puede
usarse para valorar la calidad del producto segln alguna escala predeterminada, o para
compararla en distintas épocas del afio, localidades o condiciones ambientales (Walne,
1970; Gabbot y Walker, 1971). En este sentido el acondicionamiento de los reproductores
es fundamental si se quiere contar con larvas para producir semillas y promover el cultivo
a talla comercial para mercados establecidos (Helm et al., 2006 citado por por Lépez, J.

2015).

En términos bioldgicos, las fluctuaciones de la condicion de un bivalvo se asocian
generalmente con su estado reproductivo o nutricional; siendo particularmente importante

la posibilidad de hacer inferencias generales sobre el ciclo reproductivo de una especie,
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en base a mediciones de la condicion. (Baird, 1958; Hickman e Illingworth, 1980;

Santiago y Rojas, 1982 citado por Searcy Bernal y Saavedra Rosas, 1988).

1.4.La importancia del desarrollo de la acuicultura para Tivela stultorum
En las ultimas décadas, la acuicultura se ha transformado en una de las actividades
productivas con mayor crecimiento, tanto en el mundo entero, como en nuestro pais. Ello
como resultado de la reduccion progresiva de los recursos bioticos por la sobre
explotacion de las poblaciones naturales de una gran variedad de especies acuaticas, asi
como por el surgimiento de nuevas y eficientes técnicas de cultivo y el avance e

innovacion tecnologica y cientifica (FAO, 2011).

El éxito de la industria de la acuicultura depende en gran medida de la disponibilidad de
juveniles de alta calidad que pueden crecer rapidamente hasta un tamafio comercial
Existen muchos factores, tanto endégenos como exdgenos, que afectan tanto el
desempefio de las larvas como el de los juveniles tempranos y tardios. Son tres etapas

principales en las cuales puede manifestarse el efecto de esos factores:

e Desarrollo de las génadas y gametos
e Desove y fecundacion
e Desarrollo y crecimiento de la progenie

Considerando que los factores enddégenos son mas dificiles de manejar
experimentalmente, los esfuerzos destinados a controlar la produccion de semillas se han
dirigido a los de naturaleza exdgena, principalmente a aquellos que se refieren a la dieta

y temperatura. (Martinez-Guzman, G. 2008)
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Actualmente, ain no se conocen todos los aspectos técnicos del cultivo de los
reproductores de Tivela stultorum, incluyendo el acondicionamiento para la maduracion,
los métodos de induccion al desove, fertilizacién y cultivo larvario. La limitada cantidad
de informacidn sobre esta especie ya sea de experimentos realizados in situ o laboratorio
nos indican la falta de conocimiento sobre la fisiologia de reproduccion, por lo tanto, es
necesario conocer los factores enddgenos y exdgenos que intervienen en el desarrollo
gametogénico de Tivela stultorum. Sobre todo, resulta indispensable conocer el desarrollo
gonadico de esta especie a diferentes temperaturas en condiciones experimentales y su
efecto en el desarrollo y expulsién de gametos. Lo anterior, con la finalidad de comprender
la fisiologia de reproduccion y asi definir la temperatura ideal de acondicionamiento en la
que se consigue un desarrollo gonadico éptimo. Asi, el objetivo de este trabajo es evaluar
dos diferentes temperaturas en el acondicionamiento de los reproductores de Tivela
stultorum, asi como el desempefio reproductivo de los reproductores acondicionados, en
aspectos de fecundacion, fertilizacién y produccién de larvas de los reproductores, en las

temperaturas de acondicionamiento.
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1. ANTECEDENTES

2.1.Investigaciones anteriores

Las investigaciones sobre este molusco se han enfocado principalmente en estudios
poblacionales, debido a que desde principios del siglo pasado Tivela stultorum fue motivo
de intensa explotacion comercial en las costas de California en Estados Unidos, que se
incrementd durante las guerras mundiales (cita?). Tan alta fue la intensidad de
explotacion, en comparacion con la velocidad de recuperacion del recurso, que el gobierno
norteamericano tuvo que prohibir la explotacion comercial en 1947 (Siri y Moctezuma,
1989). Segun Sautto y Searcey (1981) despueés de la sobre-explotacion en California las
empresas empezaron a explotar este recurso en las costas de Baja California como fuente
de materia prima. Pese a su alta demanda existe muy poca informacion referente a su
registro histérico e incluso actual de extraccion de la especie. Asimismo, los estudios en
laboratorio son escasos, aunque existen algunos estudios publicados durante 1983-1984
por el Dr. Ricardo Searcey Bernal sobre aspectos poblacionales, indice de condicion y
modelos de crecimiento. Sin embargo, ninguno de ellos tuvo como objetivo aspectos de
acondicionamiento y fertilizacion. Alvarado-Alvarez (1996) describi6 la induccion al
desove mediante la inyeccion de serotonina; asi mismo en estudios mas recientes
Silberfeld & Gros 2006 describio el desarrollo embrionario de Tivela mactroides, que

funcionan como modelo para Tivela stultorum.
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2.2.Aspectos del ciclo reproductivo de los moluscos bivalvos

La gametogénesis incluye un conjunto de procesos que controlan la maduracion gonadal
de hembras (ovogénesis) y machos (espermatogénesis). Depende de estimulos
ambientales como la temperatura, fotoperiodo, disponibilidad de alimento, etc., los cuales
activan factores endogenos de la sefializacion, y estos a su vez estimulan las rutas
metabolicas involucradas en el almacenamiento y movilizacion de reservas energeticas,
entre otros factores, hacia la gonada (Aguilleiro-Gozalbo, 2007).). Como resultado de la
variacion de algunos de los estimulos ambientales antes mencionados la reproduccion de
los moluscos bivalvos en su medio natural puede producir ciclos gametogénicos anuales,
semianuales, o continuos (Sastry 1979); aunque no esta completamente clara la forma en
que dichos factores regulan la sincronizacion del desarrollo gametogeénico de las especies

(Sastry 1979, Pearse et al.1971).

Evidencias aportadas por Giese (1959) indican que las especies que habitan en latitudes
altas presentan ciclos reproductivos anuales con desoves principalmente durante
primavera-verano, mientras que en latitudes bajas los periodos de desove son largos y
pueden ocurrir deforma semianuales o continua (Oyarzin Cabafias et al 2010). En
moluscos bivalvos se puede lograr la madurez artificial fuera del periodo reproductivo
natural de campo mediante el control de la temperatura y el alimento (Loosanoff y Davis,
1963). Para ello, es necesario conocer el umbral de temperatura Gptima en donde ocurra
la transferencia de nutrientes necesaria para el crecimiento de los ovocitos durante la

vitelogénesis (Sastry, 1968; 1970; Sastry y Blake, 1971; Blake, 1972; Sastry, 1979)
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La reproduccidn en los bivalvos esta asociada a ciclos de almacenamiento complejos de
reservas energeéticas y utilizacion de energia de los diferentes tejidos, ayudando a sostener
la gametogénesis cuando la disponibilidad de alimento en el medio es baja. Estos varian
de acuerdo a la influencia de diverso factores exdgenos y enddgenos entre especies e
incluso entre poblaciones de la misma especie (Epp et al., 1988, Barber y Blake, 1991).
Gabbott (1975) estudié la relacién entre el metabolismo del gluc6geno y la gametogénesis
y concluy6 que parte del glucogeno almacenado se transforma en lipidos, movilizados
durante la vitelogénesis para su almacenamiento, sobre todo, en los gametos femeninos.
Asi, para el éxito de los desoves, es necesario conocer el ciclo reproductor de esta especie
y la evolucidn y distribucion de sus reservas energéticas y aplicar estos conocimientos a

la mejora del proceso de acondicionamiento. (Ojea, J. et al., 2002)

2.3.Factores ambientales durante el acondicionamiento: temperatura y alimento

Dentro de los factores exdgenos se incluyen marea, oleaje, fotoperiodo, disponibilidad de
alimento y temperatura, siendo estos dos ultimos los mas importantes (Sastry, 1963;
Loosanoff y Davis, 1963; Sastry, 1966, 1968; Giese y Pearse, 1974; Lowe et al., 1982;

Taylor y Capuzzo, 1983; Barber y Blake, 1991).

La temperatura del agua es de suma importancia en el acondicionamiento de moluscos
bivalvos ya que actiia como un disparador o regulador de eventos reproductivos, ademas
de ser capaz de influenciar la velocidad con la que se lleva a cabo la gametogénesis

(Fearman & Moltschaniwskyj, 2010). El patron de ciclo reproductivo y los cambios que
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lo acompafian son afectados por la temperatura dependiendo de la historia térmica de las

especies y de su distribucion regional (Martinez-Guzmaén, G. 2008).

Sastry (1979), ha establecido que el crecimiento gonadal y la gametogénesis en varias
especies de bivalvos se correlacionan positivamente con cambios estacionales de la
temperatura, en algunos casos con la declinacion de la temperatura en el otofio o con su
incremento en primavera y verano. Existen estudios que muestran que aumentos en la
temperatura del agua no dan por resultado necesariamente una mejoria en el desempefio
reproductivo de los bivalvos, por ejemplo, en Ostrea chilensis, temperaturas bajas
mostraron ser importantes en estimular tanto la ovogénesis temprana como la
espermatogénesis (Jeffs et al.,, 2002). Sin embargo, Chavez-Villalba et al. (2002)
examinando el efecto de esta variable sobre el acondicionamiento reproductivo de
Crassostrea gigas, detectaron que efectivamente el crecimiento de los ovocitos se acelera
entre 16 y 22 °C pero, decrece significativamente a 25 °C. En los estudios en ostiéon A.
purpuratus (Martinez et al., 2000a), ademas de probar dietas, se ensayaron dos
temperaturas para el acondicionamiento de reproductores, y se encontraron mejores
resultados, tanto en porcentaje de maduracion como en respuesta a estimulos desovantes,
en aquellos individuos mantenidos a 16 °C que en aquellos a 20 °C. (Martinez-Guzman,

G. 2008)

Por otro lado, la dieta por excelencia empleada en el acondicionamiento de moluscos
bivalvos a nivel mundial es a base de microalgas, por encontrarse relacionadas con la

fecundidad (Pronker et al., 2008). Esta dieta da buenos resultados en la maduracion de los

16



organismos, especialmente cuando se emplea mas de una sola especie de microalgas como

alimento (Wilson et al., 1996; Berntsson et al., 1997; Gonzales-Araya et al., 2012).

2.4.Factores enddgenos:

Los factores enddgenos son los que determinan la respuesta a las variables ambientales en
las distintas etapas del ciclo reproductivo en los bivalvos. Entre dichos factores enddgenos
debemos considerar aquellos inherentes a la biologia de la especie, como serian su
estrategia reproductiva, su genética misma y los relacionados con la regulacion de sus
funciones. Luego de alcanzar cierto estado fisioldgico, en un organismo expuesto a las
condiciones ambientales adecuadas, se inicia el crecimiento de la goénada y la

gametogénesis. (Martinez-Guzmén, G. 2008)

Existen pocos estudios sobre los mecanismos endégenos de control de la gametogénesis
en moluscos. Se sabe que los bivalvos poseen un sistema nervioso relativamente simple
que consta de un osfradio (parche sensorial cerca de las branquias) y tres pares de ganglios
principales (cerebral, pedal y visceral) unidos por cordones nerviosos. En algunas
ocasiones pueden presentar quimio o termo receptores, asi como también 6rganos de

equilibro. (Beninger et al., 1995; Zaixo, 2003; Nurai et al., 2010).

Para desarrollar una metodologia para el acondicionamiento gonadico de bivalvos
reproductores es necesario conocer los factores que estimulan el desarrollo gonadico. La
maduracion sexual en bivalvos es producto de una compleja interaccion de factores
exogenos (ambientales) y de factores enddgenos (Mackie, 1984; Roman et al., 2001,

Barber & Blake, 2006) los cuales se sincronizan y regulan los eventos reproductivos.
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2.5.Induccion al desove, fertilizacion y desarrollo larval

En la mayoria de los casos el desove se lleva a cabo durante un periodo de climatizacion
sin el uso de agentes externos. Sin embargo, Loosanoff y Davis (1963) mencionaron que
en algunas ocasiones, es necesario estimular a los organismos agregando huevos o

espermas. (Reverol et al., 2004).

Por otro lado, existen numerosos estudios indicando que la serotonina es en general un
inductor efectivo del desove. No obstante, esta induccion en pectinidos gonocoricos,
requiere mayores dosis para liberar gametos femeninos que para la expulsién de los
masculinos (Matsutani, 1990) y en los hermafroditas funcionales tales como A. irradians
(Gibbons y Castagna, 1984), P. ziczac (Vélez et al., 1990), y A. purpuratus (Martinez et
al., 1996) sélo induce liberacion de espermatozoides y no de ovocitos. (Martinez-Guzman,

G. 2008).

Existe una limitada cantidad de informacién sobre el proceso de fertilizaciéon de Tivela
stultorum. Sin embargo, un estudio realizado por Reverol et al., (2004) describio el
desarrollo larval de Tivela mactroides, la cual nos da una perspectiva sobre el proceso
larval de Tivela stultorum. Esta especie tiene un desarrollo embriol6gico completo en
cinco horas y un ciclo larval de 20 a 22 dias. Tras 1.05 horas de haber sido fecundado el
ovulo ocurre la primera division. La segunda y tercera division ocurren a las 1.22 y 1.39
horas. La cuarta division ocurre a las 1.62 horas. En las primeras 5 horas la mayoria de
los embriones estaran en blastula y gastrula. La larva trocofora se observo

aproximadamente 10 horas después de la fertilizacién; 8 dias mas tarde pasa a la etapa
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veliger y 22 dias después de la fertilizacion se observard la larva pediveliger. Los
resultados durante este experimento sugirieron que Tivela mactroides tiene un ciclo larval
mas corto en comparacion con otros bivalvos. (Reverol et al., 2004). En el presente trabajo

solo se mantuvieron las larvas durante un proceso de 24 horas.

2.6.Indices de condicion

Jaramillo et al. (1993) y Rodriguez (1992), utilizan el indice gonadosoméatico como un
método alternativo y complementario para caracterizar el ciclo gonadico y determinar los
periodos de reproduccion, por otro lado, Gabbott y Walker (1971) mencionan que los
indices de condicion también son Utiles para caracterizar el ciclo sexual, pero que se
utilizan principalmente para determinar el estado de salud del organismo como respuesta
al estrés. Bayne (1975), define el estrés como una alteracion medible del estado estable o
real de los organismos. Esta alteracion puede ser de tipo citoldgico, bioquimico,
fisioldgico o de conducta, y puede ser producida por cambios ambientales, enfermedades,
inanicion y reproduccion, por lo tanto, el rendimiento del organismo es mas vulnerable a
cambios ambientales. Los valores elevados de estos indices corresponden a cambios en el
peso seco del tejido y pueden indicar periodos de madurez o liberacion de gametos (Zetina

et al., 2000).

2.7.Método para evaluar el ciclo gonadal en bivalvos:

Segun las experiencias en la aplicacion de diversas metodologias para el estudio de la
biologia reproductiva en otros moluscos, el conocimiento de los mecanismos naturales de

regulacién y de las estrategias reproductivas de las especies, ha implicado el uso de
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diversos métodos de estudio que van desde la determinacion de indices gonadicos y de
condicidn, utilizacion de escalas morfocromaticas de desarrollo gonédico, hasta el analisis
histolégico de la gonada. Este ultimo es considerado como el més adecuado para

determinar la cinética del desarrollo gamético (Giese y Pearse, 1974).

El analisis de los tipos celulares del sistema reproductor proporciona la mejor informacion
sobre el estado del ciclo reproductivo ya que pueden hacerse observaciones muy precisas
de la fase de desarrollo y de los tipos celulares que conforman la génada. Cuando ademas
de analizar los tipos celulares del tejido gonadal, estos se cuantifican, se obtiene
informacidn cuantitativa del ciclo gonadal. Esta técnica se le conoce como estereologia
cuantitativa, la cual se ha utilizado con buenos resultados en numerosos estudios (Bayne
et al. 1978; Newell et al. 1982; Lowe et al. 1982; Brouseua, 1983; Ferran et al. 1990,

Ferran, 1991, Seed y Suchanek, 1992, Caceres-Martinez et al. 1998a).
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I11. AREA GEOGRAFICA DE ESTUDIOS

Los reproductores fueron extraidos de su medio natural y traidos al laboratorio. Un total
de 93 organismos adultos de Tivela stultorum fueron recolectados manualmente el 16 de
abril de 2018 en el predio ZF-DGVS-150-BC, localizado en la playa El Pabellén en San
Quintin, Baja California (30°20.640° N y 115°50.243’W) (permiso SEMARNAT
SGPA/DGVS/07148/17). Los organismos fueron transportados a 4 °C a la Unidad de
Investigacion y Capacitacion para la Produccion y Engorda de Semillas Marinas
(INCAPESM) en el Instituto de Investigaciones Oceanologicas de la Universidad

Auténoma de Baja California.
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IV. METODOLOGIA

4.1.Sistemas de acondicionamiento

Se instalaron dos sistemas de acondicionamiento cerrados (RAS por sus siglas en inglés
Recirculation Aquaculture System) exactamente iguales. Los componentes del sistema
incluian equipo que esta directamente implicado en el cultivo de moluscos y peces para

sistemas de recirculacion. Los sistemas estaban compuestos por los siguientes elementos:

e Tanques: Cada sistema utilizaba tres tanques conicos de 50 Its, dos tanques de 200
I, un reservorio cuadrado de 400 | y un tanque externo de 200 | de capacidad.
Los tanques conicos (Tcl, Tc2, Tc3) albergaban a las almejas que se colocaron en
cajas de plastico permitiendo mantener a los organismos en posicién vertical con
el sifon hacia arriba; esta posicion se establecioé durante la prueba piloto que se
menciona en la seccidén de anexos. Tcl, Tc2, Tc3 se conectaban a un tanque
sedimentador (Ts4) de 200 I que permitia la captacion de heces de fondo. Ts4 se
enlazaba a un tanque-filtro biologico (Tfb5) de 200 | con cuentas flotantes de 0.6
ft3 de capacidad (FBF por sus siglas en inglés) que controlaban el nivel de amonio
en cada sistema. Por Gltimo, Tbf5 estaba vinculado a un reservorio cuadrado (Tr6)
dentro del cual se colocd una bomba de 1/16 HP la cual se encargaba de transportar
el agua a los sistemas de enfriamiento.
Cada sistema contaba con un tanque externo (Ta7) que suministraba alimento

diariamente.
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e Generador de oxigeno o fuente de aeracion: Tcl, Tc2 y Tc3 contenian un
ventilador que funcionaba como fuente de aeracion.

e Filtracién mecénica: Un filtro mecanico es utilizado para remover los sélidos
suspendidos obtenidos de las heces y de alimento no consumido, esto es
importante para evitar que se tapen las tuberias ademas de que dichos sélidos
consumen oxigeno, por lo que puede afectar su disponibilidad para los moluscos.
El Ts4 funcionaba como sedimentador para la captacion de heces de fondo. Todos
los dias se retiraban las heces que se acumulaban en el fondo mediante una
extraccion manual.

¢ Filtracién bioldgica: EI Tfb5 funcionaba como filtro bioldgico de cuentas flotantes
de 0.6 ft® de capacidad que permitia mantener un nivel de amonio constante y no
dafiino en cada sistema.

e Calefaccion y enfriamiento: Cada sistema contenia una bomba de 1/16 HP en el
Tr6, la cual transportaba el agua a los sistemas de enfriamiento y permitia
mantener una temperatura constante en cada sistema de 16 + 1°C y 20 = 1°C
respectivamente.

e Bombas y tubos: Estos son requeridos para mover el agua dentro del sistema, por
lo que resulta importante considerar el tamafio correcto, de tal forma que permita

el adecuado flujo de agua a través de los tanques.

Durante el periodo de acondicionamiento se registraron los siguientes parametros

fisicoquimicos:
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1. Temperaturas maximas y minimas: En el Tcly Tr6 de cada sistema se colocé un
termdmetro que registraba las temperaturas maximas y minimas diarias de cada
sistema, esto nos permitia monitorear de forma sencilla las temperaturas durante
el dia y la noche. Ademas, se coloc un sensor de salinidad y temperatura en el
Tr6 de cada sistema que se retiré al terminar el acondicionamiento y permitio

corroborar la informacion.

2. Salinidad: Se media semanalmente utilizando un refractometro, ademas con el
sensor que se menciono previamente se obtuvo el valor de la salinidad al finalizar

el acondicionamiento.

3. Nivel del agua: El Tr6 estaba marcado cada 10 litros; diariamente se anotaba el
nivel y en dado cambio de hacer un recambio de agua siempre se tenia que dejar

al mismo nivel (140 litros).

4. Niveles de amonio, nitratos y nitritos: Se utilizaba un kit para medir las

concentraciones mediante una prueba colorimétrica tres veces a la semana.

5. pH del agua: El pH del agua se media 3 veces a la semana utilizando un

potenciémetro.

Los valores de temperatura, salinidad, amonio, nitratos y nitritos, asi como el pH se

pueden encontrar en la seccion de anexos.
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Por otra parte, para mantener la calidad del agua de ambos sistemas, diariamente, las heces
eran extraidas por sifén y de manera periddica se realizaban retrolavados del 50% y del

100%.

De ahora en adelante para identificar a cada sistema nos referiremos como Sistema 1 al
de 16°C y Sistema 2 al de 20°C. Es importante aclarar que los valores de temperatura de
16 y 20 °C se establecen tomando en cuenta las temperaturas maximas y minimas
registradas en las bases de datos histdricas para la localidad la playa el Pabellén de San
Quintin, asi como de resultados de trabajos previos realizados en el laboratorio dentro de
la Unidad del INCAPESM del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la UABC

(Curiel-Ramirez datos por publicar).

Una vez instalados y probados los sistemas de los reproductores de Tivela stultorum se

dio inicio al acondicionamiento.

4.2 .Periodo de acondicionamiento

Una vez se sacaron los adultos del mar se les llevo al criadero en donde se restregaron y
lavaron las conchas meticulosamente para retirar la epifauna (incrustaciones) vy
sedimentos adheridos. Una vez limpias se marcaron numéricamente con un mini taladro
en la parte externa de ambas valvas para su identificacion a lo largo del experimento. El
experimento inicio con un total de 93 almejas de las cuales se colocaran 36 en cada
sistema; cada tanque cénico contenia 12 almejas dispuestas en cajas de plastico que

permitian mantener el umbo en direccidn vertical de tal manera que el sifon quedara libre.
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De manera inicial se registré la longitud total y peso himedo; asimismo semanalmente se

realizaba una biometria del peso hiumedo de todos los organismos de cada sistema.

4.3.Induccion al desove

Los desoves se realizaron en dias distintos para cada sistema debido a la disponibilidad
del equipo y tiempo. Con un dia de anticipacion se llenaron dos reservorios de 200 | con
agua de mar filtrada y pasada por rayos UV. En cada reservorio se colocé un sistema de
enfriamiento o calentamiento de tal manera que la temperatura del agua para los
organismos del Sistema 1 fuera de 11°C en un tanque y de 21°C en el otro; para los
organismos del Sistema 2 las temperaturas eran de 15°C en uno y de 25°C en otro. Antes
de iniciar los ciclos se realizé la altima biometria de peso hiumedo a las almejas que se
utilizaron para el desove, estas fueron se talladas con una fibra y se limpiaron con agua
dulce para evitar el ingreso otros organismos al sistema. Finalmente se colocaron de
manera vertical dentro de la bandeja de desove. A continuacion, en las Tablas 1y 2 se

describen los ciclos durante la induccion al desove.
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FASE

Fase fria

Fase templada

Fase fria

Fase templada

Fase fria

Fase templada

Fase fria

Fase templada

HORA

9:25 am

10:03 am
10:05 am

10:37 am
10:43 am

10:12 am

11:42 am

12:55 pm

12:30 pm

1:50 pm
2:08 pm

2:17 pm

OBSERVACIONES
PRIMER CICLO
Se dio inicio al primer ciclo.
Al menos 7 almejas estaban activas con el sifon de fuera.

Se agregaron 2.5 litros de alimento.
Dos almejas se encontraban con el sifon de fueray 11 de
19 almejas estaban filtrando.

SEGUNDO CICLO
Se dio inicio al segundo ciclo.
14 de 19 almejas se encontraban filtrando.

Se sacaron algunas almejas de sus cajas para ver si esto
podia estar afectando el desove.

2 de 3 almejas sacaron el sifon casi de manera
instantanea. No se vio segregacién de mucosidad como
en las almejas del sistema 2.

Comenzo a desovar la #36 (macho).

TERCER CICLO
Se dio inicio al tercer ciclo (desovo la #17)

Iniciando el ciclo desovo la #21. Se inyectaron con 1ml
de serotonina a todas las almejas y desovo la #23.

Se dio una hora del ciclo de agua caliente y desovaron 6
organismos.

Se sacrificé a la almeja #2 (hembra) y la almeja #30
(macho) para agregarles serotonina y que ayudaran a
inducir el desove al resto de los organismos.

CUARTO CICLO
Se dio inicio al cuarto ciclo.
Comenzo a desovar la #20 (hembra).

Se inicid el cuarto ciclo de agua templada. Se realizo la
fertilizacion con las almejas que habian desovado.

Tabla 1. Bitacora de desove del Sistema 1. La temperatura del agua en la fase fria se
encontraba 11°C y en la fase templada a 21°C.
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FASE HORA OBSERVACIONES
PRIMER CICLO
Fase fria 10:28 am  Se dio inicio al primer ciclo.
10:37am Laalmeja #67 y #71 se inyectaron con serotonina y se
colocaron por separado en recipientes de 1 | fuera de la
bandeja de desove durante 30 min.

Fase templada  10:59 am  Se agregaron 2 litros de alimento.

SEGUNDO CICLO

Fase fria 11:31am Sedio inicio al segundo ciclo.
11:55am Se volvié a inyectar la #67 y se colocé en el bafio de
25°C.

Fase templada 12:03 pm  Se dio inicio a la fase templada del 2do ciclo.
12:06 pm = Se inyecto 1ml de serotonina a la #71 y se colocd en el
bafio de 25°C.

TERCER CICLO
Fase fria 12:33 pm  Se dio inicio al tercer ciclo.
Fase templada  1:08 pm  Se agregaron 2 litros de alimento. Se inyectaron con
1:33 pm  1ml de serotonina a todas las almejas
Se sacd la almeja #41 (macho) ya parecia estar
desovando. El desove tenia una consistencia extrafia y
no era continuo.

CUARTO CICLO
Fase fria 1:50 pm  Se dio inicio al cuarto ciclo.
1:53 pm  Se saco la almeja #63 (macho) ya que parecia estar
desovando. El desove tenia una consistencia extrafia y
no era continuo sin embargo los espermas estaban muy
activos.
Se le inyectaron 2 ml de serotonina a la almeja #53.

Fase templada = 2:21 pm  Todas las almejas estan inyectadas con al menos 1ml
de serotonina, la almeja #66 (hembra) se sacé porque
empez6 a desovar.

*Se hizo un Ultimo ciclo y con las almejas que habian desovado se hizo una
fertilizacion
Tabla 2. Bitacora de desove del Sistema 2. La temperatura del agua en la fase fria se
encontraba 15°C y en la fase templada a 25°C.
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4.4.Evaluacion de la fertilizacion y desarrollo larval

Se realizaron dos fertilizaciones durante cada desove, una en donde se evalud la cantidad
de huevos fertilizados a distintas concentraciones y otra para evaluar la cantidad de larvas

D en un periodo de 24 horas.

Una vez que los organismos comenzaron a desovar
fueron colocados individualmente en un recipiente de
2 L (En el recipiente se rotul6 el No. de organismo,

el sexo y la hora de inicio de desove). En el caso de

los machos si el desove era constante se cambiaba al
organismo a un vaso nuevo al transcurso de una hora,
esto permite obtener un esperma nuevo para utilizar

en la fertilizacion. Al transcurrir dos horas desde el

inicio del desove se dio inicio a la fertilizacion, a
continuacidn, se muestran los pasos que se llevaron a

para realizar la fertilizacion:

00 0000
OO OW
OOIOOO®

Figura 1. Placa para la evaluacion de
la fertilizacion.

1. Se hizo una estimacion de la produccion de huevos o espermatozoides de cada
almeja.
2. Unavez los huevos y el esperma fueron contados, con la ayuda de un tamiz de 36

KM se depositaron de manera separada en vasos de 800 ml.



3. Se homogenizaron respectivamente 6vulos y esperma con un agitador de acrilico
horadado.

4. Con una micropipeta de 10 y 100 pL se fecundaron las siguientes concentraciones:
3, 10, 100, 300 y 1000 espermatozoides por huevo.

5. La fecundacion se realizo en placas multipocillos de seis compartimientos de 10
ml de capacidad cada uno como se muestra en la Figura 1; para cada concentracion
se realizaron tres réplicas de 1ml. En total se obtuvieron 15 fertilizaciones mas 3
muestras control que solo contenian huevos.

6. Para cada sistema se probaron tres temperaturas de fertilizacién: 16, 18 y 20 °C.
Al transcurrir 2 horas las muestras fueron transferidas a tubos de ensayo y fijadas
con lugol.

7. Cada muestra se analiz6 en el microscopio y con la ayuda de una camara
Sedgewick Rafter se contabilizaron los huevos no fecundados y los huevos

fecundados.

El procedimiento para evaluar la cantidad de larvas D en un periodo de 24 horas fue

similar al anterior:

1. Se hizo una estimacion de la produccién de huevos o espermatozoides de cada
almeja.
2. Unavez los huevos y el esperma fueron contados, con la ayuda de un tamiz de 36

pm se depositaron de manera separada en vasos de 800 ml.
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Se homogenizaron respectivamente 6vulos y esperma con un agitador de acrilico
horadado.

Los huevos fueron fertilizados en una concentracion de 100 espermas por ovulo
en un litro de agua.

Para esta evaluacion se colocaron en tinas de agua a distintas temperaturas: 16, 20
y 22 °C, en cada una de ellas se colocaron las 4 réplicas, teniendo en total 12
muestras por desove.

Pasadas 24 horas cada replica se paso por un tamiz de 28 um para ser colocadas
en recipientes méas pequefios y fijarse con lugol.

Posteriormente, las muestras se analizaron en el microscopio, con la ayuda de la
camara Sedgewick Rafter se contaron el total de dvulos fecundados y no
fecundados, con un micrémetro ocular se midieron y se categorizaron por tamafio.

De 30 a 40 pum, de 50 a 90 um y de 100 pm.

4.5.Evaluacion biométrica

Previo al inicio de acondicionamiento, de los 93 organismos se tomaron 21 almejas para

realizar la primera evaluacién biométrica en donde se registraron las siguientes medidas

morfomeétricas:

agbrwbE

Longitud total

Peso total

Peso de la carne

Peso de la concha

Peso de la gonada y sistema digestivo(GDG)
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Durante el periodo de acondicionamiento se realizaron ademés tres evaluaciones
biométricas al azar en distintas fechas: al concluir la semana 3 (6 organismos por sistema),
al final de la semana 7 (5 organismos por sistema) y al final de la semana 8 (6 organismos
por sistema), este Ultimos se realizé un dia después del desove de cada sistema. Estos
muestreos permitieron obtener informacién sobre grado de madurez gonédica de Tivela
stolturum durante el periodo de acondicionamiento que fue determinado con los indices
de condicion, asi como con la técnica de estereologia cuantitativa mediante la realizacion
de cortes histoldgicos en la seccion de la gonada. Es importante aclarar que las almejas

seleccionadas para la evaluacién biométrica no participaron durante el desove.
4.5.1. Indice de condicion y gonadosomatico

Las medidas morfométricas que se obtuvieron al realizar las biometrias permiten calcular

el Indice de Condicion e indice Gonadosomatico.

a) Indice de Condicion:

Ic ( Peso Carne ) 100
= *
Peso Total — Peso Concha
b) indice Gonadosomatico:
Peso GDG
IGS = (—) * 100
Peso Carne

*En donde GDG: Peso de la gbnada y Sistema digestivo
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4.6.Estereologia cuantitativa:

La estereologia cuantitativa se basa en el principio de Delesse, el cual establece que una
seccién bidimensional o fraccion de volumen (Vv) de unaroca o cualquier otro compuesto
solido (tejido) la naturaleza y distribucién de los componentes seccionados esta
relacionada cuantitativamente con su naturaleza tridimensional y su distribucién en la
estructura de un todo (Briarty, 1975). Este principio parte de que la fraccion del volumen
(VV) de los diversos componentes "i" de un solido compuesto, se puede estimar midiendo,
sobre secciones tomadas aleatoriamente, las areas relativas de sus perfiles y su expresion
matematica es (Aai=Vvi). Siguiendo el protocolo utilizado por Moguel-Garcia et al.
(2016), la fraccién del volumen del componente "i** (\Vvi) se define como el volumen del

componente "i" en la unidad del volumen del espacio de referencia, y se estima mediante
una reticula con una serie de puntos alineados (Weibel 1969), de tal forma que se obtiene
contando el nimero de puntos que se encuentran sobre los perfiles del componente "i*. Es
necesario para esta estimacion delimitar el espacio de referencia y sus componentes, en

este caso es el manto. En consecuencia, la fraccion de volumen de los componentes del

manto que estudiamos las representamos como:

e Vvem= Fraccion del volumen ocupada por los gametos maduros.

e Vyp= Fraccion del volumen ocupada por los gametos en desarrollo.

e Vyvcvr= Fraccién del volumen ocupada por células vesiculares del tejido
conectivo.

e Vve= Fraccion del volumen desocupada dentro de los foliculos.
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Para la obtencion de los cortes histoldgicos, al hacer la evaluacién biométrica a cada
organismo se le realiz un corte transversal en la seccion gonadal cercana al intestino de
aproximadamente 5mm de ancho, estas muestras fueron fijadas en liquido Davidson
durante un tiempo minimo de 24 h (con una relacion entre el volumen de la muestra y el
liquido de 1:5). Terminado este tiempo el tejido se introdujo en cassettes para histologia,
en el cual se realizd el proceso de deshidratacion mediante el uso de un Histokinet,
finalmente se incluyeron en parafina (punto de fusion 60 — 62°C) con ayuda del aparato

Tissue Teck.

Se obtuvieron los cortes transversales de las gonadas del orden de 5 um en un micrétomo
de rotacion y se montaron en portaobjetos previamente etiquetados. Una vez obtenidos los
cortes se desparafinaron se tifieron mediante la técnica de hematoxilina-eosina. Las
preparaciones se montaron en un portaobjeto con resina sintética para su posterior analisis

microscopico.

Figura 2. Reticula de Weibel utilizada para el conteo de los componentes del manto.
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Para realizar el estudio estereoldgico se utilizd un microscopio binocular. Con la ayuda de
unareticula de Weibel (1969) (Figura 2) colocada en uno de los lentes y utilizando siempre
el objetivo 40x se conto la variacion de los componentes celulares del manto: Gametos en
Desarrollo (GM), Gametos Maduros (GD), Espacio Foliculares (EF) y Células
Vesiculares del Tejido Conectivo (CVTC), en la tabla 3 se describen sus caracteristicas.
En total se obtuvieron 42 puntos de conteo, este procedimiento se repitid cinco veces,
obteniendo 210 puntos de conteo al azar sobre el corte histoldgico de la gonada de cada
almeja, esto permitié obtener una representatividad del estado de madurez de cada
organismo. Para aplicar una técnica estereoldgica es importante que la seccién del tejido

analizado sea representativa de la totalidad del tejido gonadal (Lowe et al. 1982).
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COMPONENTES
CELULARES/SEXO

HEMBRA

MACHO

Gametos en Desarrollo (GD)

Gametos Maduros (GM)

Espacios Foliculares (EF)

Células Vesiculares del
Tejido Conectivo
(CVTC)

Ovocitos ovalados unidos a
la pared del foliculo

Ovocitos libres dentro de
los foliculos, pueden o no
tener nucleo visible

Area vacia dentro del
foliculo

Células de almacenamiento
con forma de redes
intricadas ubicadas fuera
del tejido

Encontrados ya sea solos o
en grupos, entre la pared
del foliculo y el lumen, son
células de gran tamarfio que
a su vez se dividiran de seis
a nueve veces para dar

origen a los gametos
maduros.

Foliculos llenos de
espermatozoides con

orientacion radial, cercanos
al lumen y de tamafio
pequefio

Area vacia dentro del
foliculo

Células de almacenamiento
con forma de redes
intrincadas ubicadas fuera
del foliculo

Tabla 3. Descripcion de los componentes celulares del manto en el ostion Cassostrea
virginica. Tomado de Moguel, Marieliza & Curiel-Ramirez, Sergio. (2014).

36



4.6.1. Indice gonadico y somatico

Una representacion muy clara del ciclo gonadico y del tejido de reserva, se obtiene
mediante los indices gonadico (IG) y somatico (IS) (Ferran, 1991), que no son mas que la
suma de las fracciones de volumen ocupadas por gametos maduros y en desarrollo en el
primer caso y por células adipogranulares y por células vesiculares del tejido conectivo

en el segundo caso, en ambos casos el total se expresa en porcentaje:

e |IG=Vvem + Vb

o IS=Vvevr

Independiente de que la representacion gréfica de la fluctuacion de las fracciones del
volumen de los componentes del manto permite inferir la ocurrencia de la gametogénesis,
la emision de gametos y los procesos de acumulacion de reserva, un aumento en el indice
gonadico denota la ocurrencia de la gametogénesis y un aumento en el indice somatico

denota la acumulacion de energia de reserva (Moguel-Garcia et al. 2016)
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5. RESULTADOS

5.1.Efectividad de induccion al desove

Los resultados de la efectividad durante el desove (Grafica 1) indicaron un mayor
porcentaje de organismos desovados en el Sistema 1. De 19 organismos que fueron
utilizados para el desove, 11 organismos desovaron, que representan el 57.89% de éxito
de desove, incluso un organismo desovo sin necesidad de inyectar serotonina. Sin
embargo, en el Sistema 2 solo 3 de las 17 almejas desovaron, que representd un 17.64%
de éxito de desove. Es importante mencionar que durante el experimento del sistema 2 un
total de 5 organismos mostraron una mucosidad que contenia espermas u ovulos, esta
mucosidad se observo durante un lapso corto de tiempo y no fue suficiente como para

obtener gametos y realizar una fertilizacion.

Organismos desovados

70 Grafica 1. Porcentaje de organismos
desovados en ambos sistemas. En
60 color azul se observa el Sistema 1 con
un porcentaje de 57.89% de éxito de
. desove; en color amarillo se observa
&0 el Sistema 2 con un porcentaje de
(2] )
S 17.64% de éxito de desove.
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5.2.Fertilizacion en un periodo de 1 hora

El resultado obtenido de la fertilizacion no fue el esperado debido a que la cantidad de
ovulos por esperma no fue la adecuada, producto de una incorrecta homogenizacion de
los 6vulos, en muy pocas muestras se obtuvo un conteo cercano a los 100 ovocitos (casi
todas se encontraban por debajo de esta cantidad). Como se observa en las grafica 2 y 3
en el S1 es donde hubo un mayor indice de huevos fecundados en las relaciones “bajas”
es decir la relacion 1:3, 1:10 y 1:100, y son las temperaturas de 18 y 20 °C las que
sobresalen, por otro lado, en el S2 se obtuvo un mayor indice de huevos fecundados en la
relacién 1:300, seguido por 1:100 y 1:10; en estos resultados, la temperatura de 18 °C fue

la que sobresalio sobre las otras temperaturas.
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Grafica 2. Promedio y desviacion estandar de huevos fecundados utilizando a los
reproductores del sistema 1. En color naranja se observan los resultados para la muestra

que se mantuvo a 16 °C, en color amarillo la de 18 °C y en color verde la de 20 °C.
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Grafica 3. Promedio y desviacion estandar de huevos fecundados utilizando a los
reproductores del sistema 2. En color naranja se observan los resultados para la muestra

que se mantuvo a 16 °C, en color amarillo la de 18 °C y en color verde la de 20 °C.
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5.3.Produccién de larvas

Durante la fertilizacion de 24 horas, en el S1 se encontraron mas resultados positivos que
en el S2. Como se observa en la grafica 4 la temperatura de 20° C del S1 es en donde se
presenté mayor porcentaje de larvas D, seguido por la temperatura de 22° C. En las
muestras de 16° C no se encontré ninguna larva D en ninguno de los casos, sin embargo,

en esta temperatura se encontré una gran cantidad de huevos fertilizados entre 50 y 90

fm.

Porcentaje de larvas D a diferentes temperaturas

m Sistema 1
45% m Sistema2

16°C 20°C 22°C

Grafica 4. Porcentaje de larvas D a 16 0, 20 0 y 22 0 °C. En color azul se muestrael S1y
en color rojo el S2.
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5.4.Andlisis biométrico: Indice de condicion y gonadosomatico

Durante cada una de las ocho semanas del periodo de acondicionamiento, se registré la
ganancia del peso humedo de los organismos en el sistema 1y 2 (Grafica 5). En el sistema
1 hubo un aumento de més de 10 gr de peso himedo promedio desde la semana 1 hasta la
semana 8, en cambio los organismos del sistema 2 aumentaron en promedio menos de 1
gr de peso humedo. En la grafica 5, en los resultados del S1 durante la semana 4 se observa
un aumento de peso de los organismos y continla aumentando durante el resto del
acondicionamiento. Para el S2, el aumento de peso es lento, llega a su punto mas alto

durante la semana 8 y para el dia del desove el promedio decae por debajo de los 500 gr.

0 Evaluacion semanal de peso humedo promedio

-§J- Sistemal
~§- Sistema 2

600

i
s

Peso himedo promedio (gr)
=]

&
s

400

350

0 2 4 ] 8
Semana

Gracfica 5. Evaluacion semanal del peso humedo promedio (en gramos) y desviacion
estandar para cada sistema durante en el periodo de acondicionamiento. En color azul se
observan los resultado para el S1y en colo rojo para el S2.
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Grafica 6. Indice gonadosomatico del S1 (color azul) y S2 (color rojo). En el eje de las X
se observa el periodo de tiempo dado durante el acondicionamiento de 8 semanas mientras
que en el eje de las Y se refiere al valor promedio de IGS.

El indice gonadosomaético nos indica el estado de la gdnada con respecto al peso total de
la carne del animal. Al iniciar el acondicionamiento el IGS tenia un valor promedio de
39.41, para el S1 este valor aumento durante la segunda semana y llegando a su valor mas
alto en la semana 6, para luego decrecer ligeramente en la semana 8 (Grafica 6). Para el
S2 el IGS decae a 38.58 en la semana 3, sin embargo, después tiene un comportamiento

similar al S1 llegando a su punto mas alto en la semana 6 y disminuyendo nuevamente

durante la semana 8.
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Grafica 7. Indice de condicion del S1(color azul) y S2 (color rojo). En el eje de las Y se
observa el valor del Indice de condicion y en el eje de las X el periodo de tiempo.

Los resultados del indice de condicion se observan en la grafica 7, al iniciar el

acondicionamiento el IC se observa mas elevado que en el resto de las biometrias, sin

embargo, los resultados también muestran una desviacién muy alta. En el caso del S1 no

decayo tanto como el S2 y parece crecer para la semana 6 pero vuelve a caer durante la

semana 8. En el caso del S2 se mantuvo practicamente igual desde la semana 3 a la semana

8.
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5.5.Andlisis histologico

Mediante la utilizacion del microscopio compuesto se logré observar una gametogénesis
activa e identificar los distintos estadios durante el periodo de acondicionamiento. Un
analisis histoldgico “cualitativo” de las muestras revel6 la localizacion de la génada y por
ende los foliculos femeninos y masculinos de Tivela stultorum. En la figura 2 se observan
los resultados de dicho analisis, en donde se sefialan las células presentes en la gonada de
un organismo hembra y de macho de Tivela stultorum; que comprende a los Gametos
Maduros, Gametos en Desarrollo, Células Vegetativas del Tejido Conectivo y el Espacio

entre Foliculos.

Figura 2. En la imagen de la izquierda (A) se observa parte de la génada de hembra
mientras que la imagen de la derecha (B) se puede observar a un macho de Tivela
stultorum. Se indican a los gametos maduros (GM), gametos en desarrollo (GD), espacio
entre foliculos (EF) y células vegetativas del tejido conectivo (CVTC). 10X. Tincion
hematoxilina-eosina.
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A) ' ' B)

Figura 3. Desarrollo gametogénico: foliculos con células germinales previo al inicio de
acondicionamiento, estas fotografias pertenecen a organismos utilizados durante la
biometria de la “Semana 17, en la imagen A se puede observar un macho mientras que en
la imagen B se observa una hembra. 4X. Tincion Hematoxilina-eosina.

En las muestras obtenidas al realizar la biometria inicial previa al inicio de
acondicionamiento (figura 3) se muestran foliculos vacios con celulas no diferenciadas,
la mayoria de estos foliculos eran pequefios y se podia apreciar un espacio amplio entre

foliculos por lo que habia una gran cantidad de CVTC.

Estos resultados previos al acondicionamiento encierran a ambos sistemas. En las
siguientes biometrias ya se obtienen resultados individuales de cada sistema en donde se
observa un crecimiento paulatino de los componentes de la génada, en la figura 4 se

comparan estos resultados.

Desde la tercera semana podemos observar que en el sistema 2 se aprecia una menor
cantidad de foliculos. En la semana 6 para el sistema 1 casi todos los foliculos son
alargados, grandes y con gametos maduros presentes mientras que para el sistema 2 aln

se aprecian foliculos pequefios e indiferenciados, y existe una gran cantidad de CVTC.
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Finalmente, en la Gltima biometria, para el sistema 1 se observan gametos femeninos y
masculinos en estado de madurez con poco espacio folicular entre gametos, los foliculos
se aprecian mas grandes y por ende con menor espacio entre ellos. En el caso del sistema
2 también hay gran cantidad de foliculos, pero se aprecian mas pequefios que a

comparacion que el sistema 1.
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Figura 4. Desarrollo gametogénico: foliculos con células germinales durante el periodo de
acondicionamiento. Las imagenes del lado izquierdo (A, C y E) pertenecen a organismos del
Sistema 1y las del lado derecho (B, D y F) del Sistema 2. En relacién con las figuras 1y 2 los
organismos Ay B pertenecen a la biometria de la “semana 3”, C y D pertenecen a la biometria de
la “semana 6” y las imagenes E y F a la “semana 8” de acondicionamiento. Todas las imagenes
fueron tomadas con el objetivo 4x y tefiidos con la técnica de H-E.
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5.6.Estereologia cuantitativa: Indice gonadico y somatico

Los resultados obtenidos mediante la técnica de estereologia cuantitativa que fue utilizada
en cada uno de los cortes histologicos indican la presencia del volumen de los
componentes del manto. En la grafica 8 y 9 se observa el volumen de los componentes del
manto de Tivela stultorum durante el periodo de acondicionamiento, en los resultados
obtenidos durante la semana 1 (previa al acondicionamiento) se observa que los GM se
presentan en el punto mas bajo durante el acondicionamiento, representando el 3.4% de
los componentes del manto. Los GD representan un 31.7%, los EF el 6.9% y las CVTC el

57.8%.

Para el Sistema 1 el porcentaje de GM fue incrementando con el paso de las semanas
Ilegando su nivel maximo de 15% durante la semana 8, los GD también se incrementaron,
aunque en la ultima semana su porcentaje bajo del 29% al 21%. Por otra parte, el EF fue
aumentando constantemente desde el inicio, pero en la Semana 8 aumento de 9% a 18%);
mientras que las CVTC pasaron de ser el 57% del volumen de los componentes del manto
en la Semana 1 a ser el 44% en la Semana 8 (Grafica 8). Por el contrario, en el Sistema 2
la presencia de los GM y GD se muestran mas bajos en la Semana 3, disminuyendo casi a
2% de GM y no es hasta la Semana 6 que se observé un incremento del 15%. Los GD
disminuyeron del 31% al 18% de la primera a la Gltima semana, el EF varié muy poco
durante este periodo pasando de 6% a 4% de volumen. Por ultimo, las CVTC aumentaron

del 57% al 63% del volumen del tejido (Grafica 9).
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Grafica 8. Variacion en el porcentaje de volumen de los componentes del manto de Tivela
stultorum durante el periodo de acondicionamiento del S1. Gametos maduros (GM),
gametos en desarrollo (GD), espacio entre foliculos (EF) y células vegetativas del tejido

conectivo (CVTC).
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Grafica 9. Variacion en el porcentaje de volumen de los componentes del manto de Tivela
stultorum durante el periodo de acondicionamiento del S2. Gametos maduros (GM),
gametos en desarrollo (GD), espacio entre foliculos (EF) y células vegetativas del tejido

conectivo (CVTC).
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En el caso del indice Gonadico (IG) en el Sistema 1 aumentd del 37% al 45 % de la
Semana 1 a la 8, por otro lado, el indicé somatico (IS) disminuyo del 62% al 54% en la
Semana 1 a la 8 (Grafica 10). Para el Sistema 2 en la Semana 3 se presenta una
disminucion del IG del 37% al 22% aunque en la Gltima semana aumentd a 33%, el IS por

el contrario aumento en la Semana 3 a 77% y en la semana 8 bajo a 66% (Grafica 11).

Los resultados de los componentes del manto se ven reflejados en las graficas 10 y 11 en
donde observamos el porcentaje del IG e IS resultante en los organismos de cada sistema.
Estos indices aparecen separados durante la semana cero significando un bajo indice de
gametos en la gbnada y un alto indice de CVTC, en el S1 (Grafica 10) al pasar las semanas
estos valores empiezan a aparecer mas cercanos indicando una gametogénesis activa que
nos permite observar una génada mas madura durante la semana 6. Para el S2 (Grafica
11) al igual que las graficas anteriores, durante la semana 3 se observa una disminucion
del IG y un valor muy alto de IS, para la semana 6 al igual que en el S1 es cuando se
aprecia una mayor madurez sin embargo durante la semana 8 volvemos a observar que las

CVTC empiezan a aumentar y los GM a disminuir.
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Grafica 10. Variaciones del Porcentaje del indice gonadico (IG) e indice somatico (IS) de
Tivela stultorum durante el periodo de acondicionamiento del S1.
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Grafica 11. Variaciones del Porcentaje del indice gonadico (IG) e indice somatico (IS) de
Tivela stultorum durante el periodo de acondicionamiento del S2.
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Como se observa en la gréafica 12, al comparar de forma directa el 1G de un sistema y otro

se observa més claramente una gametogénesis activa en el S1 desde la semana 3 que llega

a su valor maximo durante la semana 6; en el caso del IS (Grafica 13) también se aprecia

una disminucién de CVTC en el S1 a comparacion del S2. En ambas graficas podemos

observar que los resultados més significativos se encuentran durante el periodo de la

semana 6.

Indice Gonadico durante el acondicionamiento

-F- Sistema 1
-§- Sistema 2

Semana

Grafica 12. Variaciones del Porcentaje del indice gonadico (IG) Tivela stultorum durante
el periodo de acondicionamiento del S1y S2. En color azul se observan los resultados del

S1yen color rojo el S2.
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Indice Somatico durante el acondicionamiento
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Grafica 13. Variaciones del Porcentaje del indice somatico (IS) Tivela stultorum durante
el periodo de acondicionamiento del S1y S2. En color azul se observan los resultados del

S1yen color rojo el S2.
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La comparacion del IG y el IGS del sistema 1y 2 se muestran en la grafica 14. EI IG y el
IGS son semejantes en el S1 y aparecen en una mayor proporcion. Contrario, en el S2 el
IG estd muy por debajo del IGS, incrementando su valor hacia la semana 6 y volviendo a

disminuir hacia la semana 8.
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Grafica 14. Comparacién de los resultados de IGS e IG durante el periodo de
acondicionamiento de 8 semanas. En color azul claro se observa el IG del S1, en color
naranja se observa el 1G del S2; por otro lado, en color azul obscuro se observa el IGS del
S1y en color rojo el IGS del S2.
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6. DISCUSION

6.1. Temperatura y alimento

El presente estudio estuvo dirigido a evaluar el efecto la temperatura en el desarrollo
gonéadico de los reproductores de Tivela stultorum . Esto considerando que la temperatura
es uno de los factores exdgenos que mas impacto ejerce sobre la fisiologia reproductiva
de los organismos marinos, controlando el inicio o término de los principales eventos
reproductivos, como la diferenciacién de células germinales, maduracion y liberacion de
gametos y reabsorcion de nutrientes (Giese y Pearse, 1974; Sastry, 1979; Freites et al.,
2010). La literatura sobre el efecto de la temperatura en el crecimiento de bivalvos esta
enfocada principalmente hacia los mejillones y ostras; y son escasos los trabajos donde se
han utilizado almejas, principalmente de las Veneridae (Albentosa et al. 1994). Las
graficas con registros de las temperaturas durante el acondicionamiento se pueden
observar en el anexo 2 y 3 e indican una temperatura constante de 16.5+ °C para el S1y

de 20.5% °C para el S2

Sin embargo, se sabe que la temperatura no es el Unico factor importante en la regulacion
del ciclo reproductivo, pues existen otros: como el estado fisioldgico de los individuos, la
abundancia, calidad y disponibilidad de alimento (Sastry 1968), la duracién del
fotoperiodo (Fabioux et al., 2005) y la periodicidad lunar (Giese y Pearse 1974, Mackie

1984).

En el presente experimento se mantuvo una dieta C. calcitrans e I. galbana la cuales se

han reportado como adecuadas para la alimentacién de moluscos bivalvos en condiciones
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de cultivo experimental piloto o comercial, ya que presentan un efecto complementario
entre diferentes especies de flagelados y diatomeas, con diferente calidad nutricional

(Ojeda et al., 2008; Gonzalez-Jiménez, 2012).

6.2.Efectividad de desove y fertilizacion:

Los resultados de efectividad de induccion al desove indican un mayor éxito para el S1 ya
que ningln organismo del S2 desovd previo a la inyeccion de serotonina y hubo un mayor
indice de organismos desovados en el S1 (Grafica 1). Por otro lado, en el S2 al inyectar la
serotonina 3 de los organismos comenzaron a desovar pero con muy baja productividad y
frecuencia., incluso se observo la presencia de un fluido de textura mucosa que se formaba
en el sifén de las almejas el cual al ser observado en el microscopio contenia gametos
activos por lo que esta mucosidad nos hace creer que aungue los organismos parecian estar
maduros sexualmente no estaban preparados para expulsar los gametos, estos resultados
podrian estar indicando que los organismos no se encontraban aun lo suficiente maduros

0 habian comenzado ya con la reabsorcion de gametos.

En el caso de los 3 organismos que desovaron pudimos observar que los periodos de
desove se mostraron cortos y no tan constantes como en el S1. Por otro lado, durante el
desove del S1 un organismo desovo sin necesidad de inyeccion de serotonina, el resto de
los organismos que desovaron lo hicieron después de la inyeccién de serotonina

obteniendo un total de 11 organismos desovados.

Los resultados de efectividad de desove de duracion de una hora indican un mayor indice

de huevos fecundados en las relaciones 1:3, 1:10 y 1:100. La incorrecta homogenizacién
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de los 6vulos representa un error dentro de la fertilizacion por este motivo son pocas las
muestras donde encontramos cerca de 100 ovocitos. En la fecundacién del Sistema 1 son

las temperaturas altas las que tienen un mayor indice de huevos fecundados.

En la relacion 1:3 donde encontramos el indice mayor es la temperatura de 20 °C en donde
se encontro un mayor indice de fecundacion, seguido por la temperatura de 18 °C. En este
sistema, aunque si hay un mayor nimero de huevos fecundados en la relacién 1:3 otro
dato que sobresale es que para todas las fertilizaciones de 16°C todos los resultados se

muestran muy por debajo de las otras dos temperaturas.

Teniendo en cuenta que este sistema es el que se mantuvo a una temperatura fria es
interesante que prefiera las temperaturas “altas” sobre las bajas, aunque también no
proporciona informacion sobre la fisiologia del organismo en medio natural. Como ya se
menciono los desoves masivos ocurren en septiembre, lo que confirma el hecho de que
los organismos realizan una gametogénesis durante el periodo de temperatura frias y es
durante el cambio de temperatura el momento ideal para la induccion al desove y por lo

tanto la fertilizacion.

Por otro lado, en los resultados del Sistema 2 sobresale la fertilizacion realizada a 18°C
en donde la relacion 1:300 espermas por huevo es la que tuvo un mayor éxito, debido a la
falta de antecedentes en esta area y a la cantidad de huevos y no solo de larvas D presentes
en la muestra estos resultados indican una incorrecta homogenizacion de la muestra por

lo que no son del todo viables.
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Durante la fertilizacion de 24 horas el S1 también demostré resultados favorables,
obteniendo mayor cantidad de larvas D en la temperatura de fertilizacion de 20 °C.
Podemos relacionar que esta fue la temperatura utilizada para la induccion al desove y es

la temperatura del agua en medio natural durante el periodo de desove de junio de Tivela.

Aunque no se encontraron larvas D en la temperatura de 16 °C si habia larvas de entre 50
y 90 um que permiten inferir nuevamente un crecimiento lento. También podemos
observar que, aunque los reproductores del S2 no estaban listos para la expulsion de los
gametos la columna de agua, ya sea por las temperaturas utilizadas para la induccion o
por algun factor fisiologico que permita la expulsion; los gametos si se encontraban

viables para realizar una fertilizacion, aunque con menor indice de éxito.

6.3.Comparacion de indices de condicion

Durante el periodo de acondicionamiento hubo una ganancia de peso himedo mayor en
el S1 que en el S2. En la grafica 5 de evaluacion de peso hiumedo promedio podemos
observar los resultados de ganancia de peso himedo para ambos sistemas, y aunque el S1
presenta un peso humedo promedio mayor desde el inicio del acondicionamiento en
ninguno momento se selecciond a los organismos que se colocarian en los sistemas ya que
estos fueron elegidos de manera aleatoria. Fue en el S1 donde hubo un aumento de peso
mayor del inicio al final del acondicionamiento. Aunque se consider6 que las diferencias
de peso himedo inicial entre sistemas es una muy mala coincidencia para los propositos
de este experimento es de importancia mencionar que la tasa de crecimiento de Tivela

stoltorum es bastante lenta, puesto que el resultado de peso himedo no representa que los
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organismos se encuentren o no maduros ya que segun los resultados obtenidos en este

experimento a mayor cantidad de masa no significa organismos mas maduros.

Por otro lado, es importante considerar que estamos trabajando con organismos Vvivos que
al ser sacados de su ambiente conservan agua en su interior y esta cantidad de agua puede
variar y cambiar los resultados del peso del organismo. Si bien, aunque el peso humedo
de un organismo puede dar una perspectiva del peso de la carne y funcionar como un
indicador de ganancia de peso durante el experimento, no es de gran ayuda al momento

de inferir sobre el grado de madurez de un organismo.

Por otro lado, los resultados del indicé gonadosomaético (Grafica 6) indican una
gametogénesis activa, en el S1 observamos un aumento desde la semana 3 llegando a su
valor maximo en la semana 6, estos primeros resultados son donde empezamos a observar
que la semana 6 determina un periodo de tiempo ideal para la realizacion de un desove
que se vera confirmado mas adelante con los datos histoldgicos. Jaramillo et al. (1993) y
Rodriguez (1992), mencionan que el I1GS esta directamente relacionado con el estado de
desarrollo gonadico, ya que relaciona el peso de la génada con el peso total del organismo.
Este indice alcanza un valor maximo justo antes del desove y cada pico indica el nimero

de desoves posibles en un afio.

Por otro lado, Webber y Giese (1969) concluyeron que en gasteropodos el indice de
condicion es un buen indicador del estado de madurez, ya que estos organismos no
almacenan sus reservas en la génada, sino en la glandula digestiva y en el musculo, por lo

tanto, el incremento en volumen de la génada es un incremento de gametos en maduracion.
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Sin embargo, para propositos de esta investigacion, el indice de condicion no resulté ser
una medida determinante para evaluar el estado la gonada. Si bien nos puede dar una
estimacion del peso de la carne y el estado de gordura del organismo los resultados no
demostraron ser un indicador del aumento del tejido en la génada. Asi mismo Nair &
Appukuttan (2003) afirman que la temperatura puede modificar la eficacia de digestion,
para algunos bivalvos, y Corraze et al., 1999 sefialan que puede afectar la eficiencia de
algunas enzimas involucradas en la neosintesis o transporte de lipidos, ademas, el
almacenamiento de lipidos parece ser mas pronunciado a bajas temperaturas lo que podria
explicar una influencia positiva en el metabolismo de los organismos en el Sistema 1 que
se encontraban a temperaturas mas bajas, Thompson el at., 1996 menciona que el
desarrollo gamético en bivalvos de climas templados puede estar relacionado con la
abundancia de comida y las temperaturas ambientales durante la primavera. Asi, podemos
definir que la temperatura es un factor de suma importancia en la maduracion de los
reproductores de Tivela stultorum siendo las temperaturas bajas (16.5 + 0.5 °C) mas

efectivas que las altas (20.5 + 0.5 °C) en términos de rapidez de madurez gonadica.

6.3.1. Evidencia histolégica

Con lo anterior, la evidencia histol6gica permiti6 cuantificar los componentes del manto,
en las graficas 8 y 9 se observa la fraccion del volumen de los componentes en el manto
de Tivela stultorum en donde la masa de las génadas presenta variaciones durante el
periodo de acondicionamiento que se pueden asociar con la actividad reproductiva y el

estadio de madurez gonadica. En el presente estudio los resultados histoldgicos indican
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un aumento constante para el Sistema 1 en Gametos Maduros y Gametos en Desarrollo y
una disminucion en las CVTC lo que significa foliculos mas grandes y en mayor
abundancia. Mientras que los resultados del Sistema 2 demuestran un crecimiento en el
porcentaje de gametos maduros al final del acondicionamiento al menos hasta la Semana
3 se mantuvieron por debajo de los datos iniciales (Semana 1) lo que puede estar indicando
que a temperaturas mas altas la gametogénesis es mas lenta; asimismo a diferencia del
Sistema 1 hubo mayor volumen de CVTC lo que podria indicar que, aunque ya habia GM

y GD habia una cantidad menor en foliculos.

Desde otra perspectiva, el indice gonadico e indice somatico permiten realizar una
comparacion directa entre los resultados histologicos y los resultados obtenidos por las
biometrias, podemos observar en la grafica 14 que el IG tiene un comportamiento similar
al IGS en los resultados del S1. En donde la semana 6 también indica un valor mas alto
en comparacion con los otros resultados. De manera similar, en los resultados del S2 se
presenta un periodo de adaptacion muy grande en las primeras 3 semanas, es asi que
durante la semana 6 el IG aumenta y el IS disminuye confirmando otra vez la importancia
de este periodo de tiempo para los organismos, ademas, para la semana 8 los resultados
muestran una génada que aun no estaba preparada para la realizacion de un desove. Al
comparar los resultados del 1G e IS de cada sistema como se muestra en las graficas 12 y
13 observamos mas detalladamente el aumento del IG que para el S1 se muestra paulatino
y con resultados favorables mientras que para el S2 se sugiere nuevamente un periodo de

adaptacion, aunque para la semana 6 en definitiva ambos sistemas estaban en el momento
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mas adecuado para realizar un desove sigue siendo el S1 el sistema que presento resultados

maés viables.

Es evidente que el S1 presenta resultados significativamente favorables en comparacion
con el S2; tanto para los resultados del aumento de peso humedo e indices de condicion
como para los resultados histoldgicos. No obstante, los resultados no indican que los
organismos acondicionados en el Sistema 2 no maduraron, sino que lo hicieron en un

periodo de tiempo mas lento

6.4.Recomendaciones

Pese a que se tiene poca informacién sobre esta almeja en ambientes naturales, se sabe
gue son organismos que se mantienen enterrados la mayor parte del tiempo con el sifon
hacia arriba (en posicion vertical) y es con la ayuda del pie como se “desplazan”. Uno de
los aspectos clave que establecimos durante este experimento es la posicion en la que el
organismo desempefia mejor su funcionamiento; a partir de este experimento y del
proyecto piloto (Anexo 1) pudimos observar que Tivela stultorum es un molusco que no
tolera estar en posicion horizontal ya que necesita que las valvas estén verticalmente y con
el sifon hacia arriba, solo asi la almeja puede llevar a cabo sus funciones exhalantes e
inhalantes, otra caracteristica importante es que necesita conservar una presion constante
para que los musculos abductores no se debiliten y terminen por abrirse. Esto se logro
mediante la utilizacidn de cajas de plastico en las que se disponian a las almejas de forma

vertical cuidando siempre que el sifén quedara libre.
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7. CONCLUSIONES

e Los resultados de la presente investigacion demuestran que los reproductores de
Tivela stultorum pueden ser acondicionados en laboratorio, alcanzar su madurez
sexual y desovar en periodos menores a 8 semanas, preferentemente en un
transcurso de tiempo de 6 semanas

e Tivela stultorum es una especie que prefiere aguas frias durante su periodo de
gametogénesis, pero su umbral de temperatura para la iniciacion a desove es al
entrar en contacto con temperaturas templadas.

e El periodo de acondicionamiento para Tivela stultorum no debe de ser mas largo
de 6 semanas, puesto que llegar a su grado de madurez a la semana 6 y
posteriormente empezara un periodo de reabsorcion.

e Losorganismos del S2 si maduraron, solo que lo hicieron en un periodo de tiempo
mayor ya que al inicio del experimento entran en un periodo de adaptacion previo
al inicio de la gametogeénesis.

e Asi mismo, los reproductores del S2 aunque no estaban preparados para desovar
como los del S1, sus gametos si eran viables y se pudieron utilizar para una

fertilizacion aungue el éxito de larvas D fue menor.
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9. APENDICES O ANEXOS:

1. Anexo 1: Prueba piloto.

Previo a este experimento se realizd una prueba piloto en donde fueron acondicionados
72 organismos de la especie Tivela stultorum. El sistema utilizado fue la base para el
disefio del prototipo final que se utilizd durante este experimento; pues se fueron
agregando distintos componentes del sistema segun las necesidades de los organismos.
Durante este periodo las almejas fueron acondicionadas a temperaturas constantes de 18
y 22°C. Otro de los cambios mas importantes fue el como se disponian las almejas, ya que
de manera inicial se acomodaron en posicion horizontal sobre una rejilla y se mantenian
“cerradas” con ligas que las atravesaban a la mitad del umbo, durante ese periodo de
tiempo varias almejas murieron a la brevedad. Posteriormente se colocaron en cajas como
en el prototipo final y de forma observacional pudimos concluir que se encontraban en
una posicion mas cémoda debido a que el sifon lo mantenian constantemente expuesto y
filtrando de manera continua. En una ocasion durante las pruebas de acondicionamiento
una de las almejas se colocé inversamente y al darnos cuenta horas mas tarde la almeja se
mostré débil y murié al dia siguiente. Al final del experimento hubo una mayor
sobrevivencia en el sistema de 18°C. Los resultados de este experimento no fueron
publicados, pero nos dieron la pauta para la realizacion del prototipo final y tomar en
cuenta aquellas caracteristicas de los organismos importantes durante el

acondicionamiento.
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Anexo 2. Datos de temperatura durante las 8 semanas de acondicionamiento. Se promedid
la temperatura maxima y minima que se registro en los termometros colocados en cada

sistema. En color azul se observan los resultados del S1 y en color rojo se observan los
resultados del Sistema 2.
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Anexo 3. Datos de temperatura durante 7 de las 8 semanas de acondicionamiento. Se
promedid los datos obtenidos por los sensores de temperatura, cada sensor registraba la
temperatura por minuto, en la grafica se observa también la desviacion estandar. En color

azul se observan los resultados del S1 y en color rojo se observan los resultados del
Sistema 2.
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Anexo 4. Datos de salinidad del agua. Se promedio los datos obtenidos por el sensor de

salinidad, cada sensor registraba la salinidad por minuto, en la grafica se observa también
la desviacion estandar.

NH4+ mg/L | NO3mg/L | NO2 mg/L pH
Sistema 1 | Promedio 0.09 64.71 0.21 8.001
SD 0.07 26.01 0.08 0.044
Sistema 2 | Promedio 0.09 68.24 0.49 8.039
SD 0.07 23.51 0.36 0.055

Anexo 5. Promedio y desviacién estandar de los valores de amonio, nitratos, nitritos y pH
de ambos sistemas
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Sistema 1 Sistema 2
Fecha NO3 mg/L | NO2 mg/L pH NO3 mg/L | NO2 mg/L pH
23 abril 40 0.125 7.967 40 0.250 8.000
25 abril 60 0.125 7.956 40 0.250 7.943
27 abril 80 0.250 8.009 80 0.250 8.003
30 abril 40 0.250 7.982 80 0.250 7.995
2 mayo 40 0.000 8.096 60 0.000 8.110
7 mayo 120 0.125 7.987 120 0.250 8.058
9 mayo 80 0.250 8.042 80 0.500 8.053
11 mayo 60 0.250 8.012 60 0.500 8.073
14 mayo 80 0.250 7.981 80 0.750 8.018
16 mayo 80 0.250 7.966 80 0.500 8.033
18 mayo 80 0.250 7.993 80 0.500 8.074
21 mayo 80 0.250 - 80 0.750 -
23 mayo 60 0.250 7.999 40 0.500 8.028
25 mayo 60 0.250 7.950 60 0.250 7.987
28 mayo 60 0.250 7.991 80 1.000 8.013
30 mayo 80 0.250 7.985 80 1.500 8.066
1 junio 0 0.125 8.099 20 0.250 8.173
Anexo 6. Tabla de valores de nitratos, nitritos y pH de ambos sistemas.
GM (%) GD (%) EF (%) | CVTC (%)
Semana 1 Biometria 35 31.67 6.93 57.9
inicial
Sistema 1 10.63 27.78 8.65 52.94
Semana 3
Sistema 2 1.9 19.24 4.95 73.9
Sistema 1 11.81 29.62 9.52 48.86
Semana 6
Sistema 2 15.24 19.52 10.38 54.67
Sistema 1 15.24 21.9 18.25 44.37
Semana 8
Sistema 2 13.41 18.81 4.13 63.65

Anexo 7. Porcentaje de los componentes del manto de ambos sistemas.
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