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I . RESUMEN

A lo largo de 1986, se reallzaron cuatro exper imentos
de acondiclionamiento en adultos de Mytllus edulis L.

(6.8%20.26 cm de longitud promedio) para Induclir a la
madurez gonadal y obtener gametas maduras durante la mayor
parte del afio. Se estableclieron diferentes regimenes
térmicos de acuerdo con la temperatura prevaleclente en el
medlio natural; se dio una raclién alimenticia diarila
equivalente al 3.4% del peso seco del te)Jido blando del
mejllldn. La condicioén reproductiva se evalud
aprox imadamente cada diez dlas, mediante tecnicas
estereoldgicas. Se obtuvieron los volumenes (en
centimetros clblcos) de cada uno de Ilos sigulentes
componentes de la gonada: gametas maduras, gametas en

desarrollo, ceélulas veslculares, células adlpogranulares y
hemocitos. En todos Ilos experimentos los volumenes de
gametas maduras fueron mayores en los machos que en las
hembras. La mayor producclién, en ambos casos, se obtuvo en
dos ocasiones: a) cuando el acondiclonemlento se inicio en
octubre, una vez completado el clclo de acumulacién de
reservas e Inlciada la gametogénesis y b) en diclembre
durante la etapa de la restauracion de la gonada.
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1. INTRODUCC ION

La creciente demanda allimenticia de la poblacioén
mundial hace necesario que la investigacion cientifica se
encamine a encontrar métodos y técnicas que permitan
satisfacer estas necesidades de manera rapida y eficaz. La
aculcultura, en este contexto, ocupa un lugar importante al
orientarse en la Investigacion y explotacién de especies
adecuadas para el consumo humano. Entre éstas destacan los
mejillones del género Mytilus, que desde hace mucho tlempo
Yy debido a su amplia distribucioén, fecundidad y tasa de
crecimiento han sido adaptados a sistemas de cultlvo
altamente exltosos en varios paises del mundo (Joyner y

Spinelli, 1969).

La operacidén de cultivo de melillédn a escala comercial
tiene como factor |Imitante el abastecimiento de semilla en

cantlidades adecuadas y con una disponibl | idad constante a

lo largo del afio. Las poblaciones del mejllldn Mytllys
edul]s en las costas de la peninsula de Baja Callfornia no
son extensas, lo que Impide la recolecciédn de semilla en

los bancos naturales. A esto se suman las fluctuaciones
ambientales que ocasionan cambios en la cantidad de
fiJaclones encontradas en afios sucesivos (1o, 1984). De

aqul que para asegurar la obtenciédn de gametas viables y



larvas con una tasa de sobrevivenclia éptima ya sea con
fines experimentales o de produccion comerclal, sea preciso
desarrollar técnicas de acondlicionamiento de progenitores

que produzcan dichas gametas.

El acondiclionamiento de progenitores bajo condiciones
controladas, consiste basicamente en la manipulacién del
cliclo gametogénico, mediante camblos de temperatura y

suministro adecuado de alimento (Loosanoof y Davies, 1963).

La temperatura ha sido considerada como la varlable
ambiental que pone en movimiento la gametogéneslis vy
determina el curso del desarrollo de las gametas y el
desove (Bayne, 1976a), mas alin podrla ser un umbral térmico

O posiblemente una tasa de camblio de la temperatura |lo que

Influlria en este proceso (Bayne, 197565; Newel|l et al,
1882).

Thompson (1984) hace una revisién acerca de la
conslderable varlaclén en la temperatura del agua

caracterlistica de los habltats ocupados por M edulls vy
mencliona los slgulientes ejemplos: de 8°C a 20°C en el
estuario de Lyhner, Gran Bretafia (Bayne y Widdows, 1978) ;
de 0°C a 25°C en Long Island Sound (Newell et al, 1982) y
de 3°C a 15°C en el Mar del Norte (Bayne y Thompson, 1970).

Bayne (1976) seffala que las temperaturas por enclima de los



20°C provocan en M edulls un deterloro en la respuesta
adaptativa, lo que conduce a un reducido potenclal de
crecimliento y a una dismlnucién en las calorlas disponibles

para el crecimiento y la gametogénesis.

Otros autores destacan la complejidad de los factores
que Iintervienen en los procesos reproductivos de los
Invertebrados. Bayne (1975) seflala el gran gasto
energetico que representa la gametogénesis, el cual debe
ser satisfecho por un aporte nutritivo, ya sea en forma de
alimento en el medio o como reservas de nutrientes
corporales; el mismo autor concluye que el alimento Junto

con la temperatura son las variables que contribuyen a la

sincronizaclén de las dl ferentes etapas de la
gametogeénesis. A partir de trabajos efectuados con
Choromytllus meridionalis v Aulacomya ater, Grifflths
(1977), concluye que en los mejillones que tienen
regeneracion intermitente de la gonada, la disponibllldad

de alimento es de primera Importancia en la maduracldén
gonadal . Por otra parte, Lubet y Mathleu, (1982)
establecen la Identidad de clertos mecan | smos
neurosecretorios que Intervienen en el control de los

procesos gametogénicos.

El clclo reproductivo de M edulls ha sldo objJeto de

nhumerosos estudios (Lubet, 1959; Suglura, 1959; Moore y




Relsh, 1969 y Lowe et al, 1982). Gabbott (18975) en
relacién a esto establece que la sincronizacién de las
diversas etapas que constltuyen el ciclo gametogénico
basico varla con la latltud, la distribuciodn de altura en

el lltoral y la disponibillidad de allimento.

Tomando en cuenta los trabajJos anteriores y los que
sobre el clclo bioquimico han efectado Zandee et al, (1980)
y Bayne et al, (1882) se tiene que exliste una Intima
relaclon entre el clclo gametogénico v el ciclo de sinteslis
y almacenamiento de reservas de carbohidratos y |Iiplidos
seguldos de su utillizaclién, asl es posible caracterlizar el
ciclo gametogénico de M edulis como sigue: en el verano
con altas temperatura y abundancia de allimento hay un
periodo de reposo sexual en el cual las reservas de I Ipldos
carbohldratos y protelnas se acumulan en el manto. La
sintesis de estas reservas y su utllizacién para el iniclo
de la gametogénesls tiene lugar en el otofio, segulda de la
gametogénesis que ocurre en el Invierno. En la primavera,
con el aumento de la temperatura las gametas maduran
rapldamente y sobreviene el desove seguido de un perliodo de
postdesove O reposo sexual. Estudlios realizados por
Chi-Barragan (en preparaciéon) indican que las poblaclones
de la Bahla de Todos Santos tlenen, por lo general mas de
un desove en el ciclo anual; estos desoves parciales

frecuentemente son seguidos por perlodos de gametogénesis.



Estas emisiones parclales en un mismo cliclo anual tamblén
se reportan en las costas de Francla (Lubet, 1959) y en el

mar de Wadden en Holanda (Pieters et al. 1980).

En un trabajo sobre el clclo gametogénico de M edulls,
Lowe et al, (1982) describen el manto de esta especie como
un tejido muy cambiante con tres componentes de ocurrencia
estaclonal: ceélulas vesiculares del tejido conectlvo
(VTC), ceélulas adipogranulares (ADG) y gametas, ademas de
la red de circulacion sangulnea que comprende vasos, ductos
Y senos. Mientras las células VTC se encuentran en todos
los bivalvos, las células ADG sdlo han sido observadas en

las famillas Arclidae y Mytilidae (Gabbott, 1883).

Dados los diferentes requerimientos fisioldgicos vy
alimenticlos de poblaciones de una mlsma especle, separadas
Qeograflcamente (Loosanoff y Nomejko, 19561) es necesario
conocer las necesidades particulares de una poblacldédn para
poder establecer regimenes de acondlicionamiento que

permitan la obtencién de gametas viables.

Con fines de acondiclonar y producir gametas en el
laboratorio, varlios investigadores han apllicado técnicas
que Involucran cambios de temperatura y racion allmenticia

que han resultado exitosas en varlas expecles de blvalvos:

Crassostrea virainica, (Loosancof y Davies 1851; Price vy



Maurer, 1971); Crassostrea gigas (Lannan, 1980); Ostrea
edulis, Mercenaria mercenarla, Mva arenaria (Loosanoff vy
Davies, 1963), entre otras. Bayne (1965) logra mantener
adultos de M edulis sexualmente maduros durante un afio al
conservar los a temperaturas bajJas (5°C) y con un suministro
aproplado de alimento; Hrs-Brenko (1973) acelera el
proceso de formacidn de gametas con incrementos graduales

de temperatura.

Para evaluar correctamente |Ia respuesta de los
organismos a un estimulo determinado (temperatura, racion
alimenticla, etc.) es necesario aplicar métodos conflables
gue permltan conocer la condiclédn reproductiva en un
momento dado del acondliclonamiento. Los métodos utl | |zados
para la evaluaclén de la condiciédn reproductiva de los
Invertebrados marinos varla entre los dliferentes grupos
estudiados y los diferentes Investigadores. E| método mas
difundido es el Indice gonadal; este Indice puede ser
calculado de diferentes maneras pero usualmente es la razon
del peso (o volumen) de la génada con el peso (o vo lumen)
del animal completo, expresado en porcentaje (Glese vy

Pearse, 1974).

Sin embargo el solo uso de este método puede conducir
a evaluaciones Incorrectas de la condicidén reproductliva de

una poblacldén. En especles que poseen un clclo de



acumulacion de reservas paralelo al ciclo gemetogénico,
como es el caso de M edulis, un Incremento o decremento del
Indice gonadal puede ser consecuencia de un camblo en la
masa de tejldo nutritivo sin un cambio correspondiente en

el te)Jldo gametogénico.

Por esta razon se ha utlilizado el analisis histolégico
que permite evaluar los procesos que ocurren dentro de la
goénada. E| establecimiento de criterios de madurez gonadall
(Chipperfield, 1953; Lubet, 1959) medliante el anallsis
microscoplico de secciones histoldgicas de la gonada, aunque
mejora la estimacién de la condicidn reproductiva es un
anallsls subjetivo y no da ninguna informacién con respecto

al ciclo de acumulaclén de células de reserva en el manto.

Como un medio de hacer estudlios citoldgicos
cuantitativos, tanto del cliclo gametogénico como del clclo
de acumulacién de reservas, se ha hecho uso de la
estereologlia. Esta técnica ha sido utlilizada en el estudio
del cliclo reproductivo de bivalvos, especliflicamente de M
edulls en las costas de Inglaterra (Lowe et al, 1982) y en
la costa este de Estados Unidos (Newell et al, 1982). Esta
técnica se define como la Interpretaclén tridimensional de
Imagenes planas por el criterio de probabllidad geométrica,
l.e. la extrapolacién de un espacio bidimenslonal a uno

tridimensional (Ellas et al., 1971).



2. OBJETIVO

Establecer una rutina de acondicionamiento que permita

mantener progenitores maduros de Mytilus edulls la mayor

parte del afio.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 DESCRIPCION DE LOS EXPERIMENTOS

Para abarcar las cuatro estacliones del afio se
efectuaron cuatro experimentos de acondiclionamlento, con
distintos periodos de duracién, de febrero de 1986 a enero
de 1987. Las fechas de Inicio, término y duracién de cada
fase, asl como el régimen térmico apllcado y los dias de
muestreo de cada condicién experimental se presentan en la

Tabla |.

Los organismos que se utilizaron en este trabajo se
colectaron en las balsas de cultivo comercial de mejilloén
que la Compafila Martesano S.A. tiene ublcadas dentro de

la Bahla de Ensenada, en Punta Banda (Filgura 1).

Las temperaturas iniciales de cada sistema
exper imental, se establecleron de acuerdo a la temperatura
prevalecliente en el medio natural al momento de Iinlclar el

experimento.



Tabla I.- Caiendario de

igs experizentos de

acondicraaiente de Mytilus edulis,
i) (1)
Experizents Sictepa Periodo Dras  Temp. Evaluarionee
4 13-11,8-111 23 1422 5-15-23
[.Prizavera B 13-11,28-111 44 14-22  15-30-44
C 13-11,18-1¢ 85 14-22  73-84-63
3 12-V111,8-1X 2 20-i5  10-19-28
1. Verana 3 12-y111,3-1X 28 30 cte  19-19-28
¢ 12-VI11,8-1X 8 20-2 19-15-23
i 23-X,24-11 6 Wocte  14-25-3
{11.0tano B 231, 246-1X 3 18- 14-25-36
e 23-1,24-11 36 18-21  14-25-T%
[ g-x11,4-1 28 17-13  10-17-28
IV.Invierno ] §-111,4-1 28 17 cte  10-17-28
C 8-x11,4-1 28 17-21 10-17-28

{8) Grados centigrades

{(18) Nuzero de dias a partir del inicic del experizento

10
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FIGURA 1.

Local izacion de las balsas de cultivo de mejilldn
Mytilus edulls en la Bahla de Todos Santos.
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En el Experimento | de primavera, se considerd un solo
Intervalo de valores de temperatura (14°C a 22°C) con tres
distintos periodos de Incremento gradual. En el primer
sistema A, se establecld un periodo de ascenso corto (23
dlias) con evaluaciones a los 9, 156 y 23 dlas de inilclado el
exper imento; el sistema B tuvo una duracién de 44 dlas con
eévaluaciones los dias 16, 30 y 44; y el perlodo de ascenso
mas largo se adjudicd al sistema C con 65 dlas y

evaluacliones a los 23, 44 y 65 dlas.

El Experimento || de verano comenzé el dla 12 de
agosto y finalizé el dia 8 de septiembre. La temperatura
base fueron los 20°C. El regimen de enfriamiento se
adjudicéd al sistema A que descendid a 15°C; el sistema B
Se mantuvo constante a 20°C y el sistema C ascendld a 21°C.
En este experimento los tres sistemas tuvieron una duracldén
de 28 dlas con evaluaciones los dlas 10, 19 y 28 después de

Inilciado el experimento.

Al Inicio del Experimento |11 de otofio, la temperatura
del agua fue de 20°C, el sistema A se mantuvo constante a
18°C; en el sistema B se estableclid un régimen de
enfriamiento de 18°C a 15°C y en el sistema € la
temperatura se incrementd a 21°cC. Los tres tuvieron una

duracién de 36 dias con evaluacliones los dlas 14, 25 y 36.

12



El experimento IV de Invierno dié comienzo el 8 de
diciembre, mes en el que la temperatura superficial del
agua fue de 17°C; el régimen de enfriamiento de 17°C a
13°C se establecio en el sistema A; la temperatura
constante de 17°C se mantuvo en el sistema B y el sistema C
tuvo un regimén de calentamiento de 17°C a 21°cC. Este
experimento tuvo una duracién de 28 dlas con evaluaciones a

los 10, 17 y 28 dlas.

Similarmente a las evaluaclones en el laboratorio se
hicleron evaluaciones mensuales en la balsa de cultivo, con
el fin de comparar el ciclo reproductivo del mejillén en el
medlio natural, con la condicidén reproductiva alcanzada por

los organismos sujetos a experimentaclon.

13



2.2 DESCRIPCION DEL SISTEMA EXPERIMENTAL

Los experimentos se |llevaron a cabo en tres slistemas
semlcerrados, construidos ex profeso en el Laboratorio de
Acuacultura del Instltuto de Investigaciones Oceanoldgicas

de l|la UABC.

Los componentes de los sistemas se muestran en la

Filgura 2.

La circulacion del agua de mar dentro del sistema se
mantuvo constante a un flujo de 42 1/h con una bomba
centrifuga de 1/12 HP marca Little Giant. Los mejillones
Se colocaron en canastas de plastico en el interior de la
charola superlor. Semanalmente el agua de cada sistema era
renovada con agua de mar flltrada y tratada con

ultravioleta.

Con el fin de asegurar la remocliédn de particulas
organicas disueltas y mantener la |Impieza del sistema, se
colocod un filtro de carbén activado. La establlldad del pH
se controld con una cdmara de carbonato de calclo (concha
de ostldén triturada) colocada en el tubo de sallida del agua

a cada charola.

14
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FIGURA 2. DIAGRAMA DEL SISTEMA EXPERIMENTAL QUE SE UTILIZO
EN EL ACONDICIONAMIENTO DE M.edulis

Las flechas indican la direccion del flujo-

L- CONTROLADOR DE TEMPERATURA
2- SENSOR DEL CONTROLADOR

5 .-CALENTADOR

4.- ENFRIADOR

S.. RESERVORIO DE AGUA

8.-_LavES

7- CAMARAS DE Cg Co

8- CHAROLAS DE  ACONDICIONAMIENTO
9.-BOMBA DE RECIRCULACION
0-FILTRO

11-DEPOSITO DE ALIMENTO
12:B0MBA  DOSWICADORA
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Las temperaturas experimentales se regularon con un
controlador de temperatura Yellow Spring modelo 714,
auxillado por un sensor, al cual se conectaron un enfriador
de agua de mar de 1HP, marca Frigld Unlts modelo BHL y un
calentador sumerglible de 1000 watts. Estos se colocaron en
un tanque de fibra de vidrio de 400 |itros de capacidad y

recubierto con material aislante.

La alimentacion de los mejlllones exper imentales
consistio en una mezcla de las microalgas Jlsochryslis aff.
galbana var. tahitiana y Jetraselmls suecica (Kylin)
provenientes de cultivos semicontinuos monoespecificos. Se
util1zé la proprcién de 6:1 con el fin de minimlizar las
diferenclas atribuibles al uso de microalgas de tamafios
diferentes. La cantidad de alimento se administréd con base
en las determinaciones de tasa de filtraclén que real lzdé
Sosa-MedlIna (en preparacién), volumenes que aseguraban una
razon equivalente a 0.599 mg de peso seco de microalga por
lltro de agua de mar y que significaban una raclén por
enclima de la racién de mantenimiento de esta especie.
Bayne (1976b) recomienda para fines de acondiclionamiento la
administracién de una raclén equivalente 1% a 3% del peso

seco del te)Jido blando del organismo.
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2.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Los mejillones se colectaron en la balsa de cultivo ya
menclonada y se transportaron dentro de las 24 horas
sigulentes al laboratorilo en donde se |Implaban de

epiblontes.

Para cada sistema se seleccionaron 240 mejillones con
longitud media de 6.8:0.26 cm tomandose muestras de 10
organismos a los Intervalos previamente establecldos segln
las condlicliones experimentales, con el fin de determinar el

progreso en el acondiclionamiento de los meJlllones.

A cada mejillén se |le determinaron los pesos humedo vy
seco del total en gramos y el de la gdnada disectada del
manto y de la masa corporal. Con estos datos se calculo el
Indice gonadal de acuerdo con la férmula: peso de la

gonada/peso total x 100 (Gliese y Pearse, 1974).

El anallsls histdlogico del materlal reproductivo se
hlzo en secciones de aproximadamente 1 X 1 cm tomadas de la
region media de uno de los I6bulos del manto. En
bloensayos previos a este andllisis se determino que las
diferenclas entre secclones tomadas de distintos puntos de
la gonada no son significativas, lo que permite consliderar

homogeéneo el material reproductlivo y representatliva la
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secclion extralda de la reglién media.

Las secclones se flJaron en solucién Bouln durante 24
horas, se pasaron a un procesador automatico de te)idos
(Histokinet) en donde se deshidrataron con una serie
ascendente de alcohol etllico, se aclararon con xlleno y
posteriormente se embebleron en bafios de parafina
(Paraplast) a 56 C segun la teécnica descrita por Bayne
(1985). Una vez obtenidas las inclusiones en bloques de
parafina se hicleron cortes de 7}* con un microtomo de
rotacion American Optical, se tlifieron con hematox!llina de

Harris y se contrastaron con eosina (Humason, 1979).

El estudio estereoldgico de los componentes gonadales
se hizo mediante conteo de 100 puntos en una rejllla
(Microlocator, American Sclentific Products) sobrepuesta a
la seccién de te)ido. Se contaron clnco campos elegldos al
azar. Estos datos se utlilizaron para obtener la fraccloén
volumetrica la cual determina el porcentaje de teJido
ocupado por el tipo de célula o componente del te)ldo que
sea de Iinterés. Estas fracclones varlan segun el progreso

del clclo gametogénico.

Los componentes celulares anal lzados en este trabajo
fueron: gametas maduras (GM), gametas en desarrollo (GD),

células vesiculares del teJldo conectlvo (VTC), ecélulas
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adlpogranulares (ADG), material en reabsorcién (MC) y los
hemoci tos. Los vo lumenes de estos componentes se

expresaron en centimetros cublicos (cc).

El valor absoluto del volumen de cada componente, se
obtuvo relaclionando el valor de la fraccioén volumétrica con
el volumen de la godnada completa, determinado por

desplazamliento en probetas de 10 ml.

Como una aproximacién al conocimiento de la condiclioén
fisiolégica de los organismos utllizados en este trabajo, a
lo largo de la discusiéon se hara referencia al trabaJo de
Sosa-Medina (en preparaclién). Este estudio consistld en la
evaluacioén de ciertas varliables fisloldéglcas (tasa de
filtracidn, eficienclia de asimilaclén y consumo de oxlgeno)
efectuadas sobre los mejlllones sujetos de este estudio.
Con estas medicliones y a partir de conceptos de Integraclén
flslolégica, como el potenclial de crecimlento (Bayne, 1976)
fue posible determinar estados de equilibrio filsloldglco o

de estres de estas poblaciones en un momento dado.,
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2.4 ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar las diferencias estadlisticas entre las
respuestas de los meJlIIones de cada reéglimen experimental
entre sl y contrastarlios con el estado reproductivo del
medio natural, se aplicaron anaAlisis de varianza no
parametrico (prueba de Kruskall-Wallis) como alternativa
adecuada a tratamlientos de muestras pequefias (Siegel, 1960).
Ademas como analisls a posteriori se aplicaron pruebas de

comparaclones multiples.

Ambas pruebas se aplicaron tanto a los resultados de
los analisls estereolédgicos de los componentes de la

gonada, como a los de los Indices gonadales htmedo Yy seco.

Las hipoteslis que se probaron fueron las sigulentes:

a) Si los organismos se encuentran en estado de
tension fisiolégica en el medio natural, las condlcones
exper imentales reestableceran el equilibrio metabdlico y
permitiran la disponiblilidad de energla para la producclidn

somatlica y gonadal

b) Cuando los mejillones se encuentren en condiciones
flsloldgicas normales (o una vez reestablecldo el

equllibrio metabdlico) la respuesta dependera de la etapa

20



del ciclo reproductivo en que se inicien los experimentos y

las temperaturas experimentales. estado de reposo y

acumulacion de reservas, ésta procedera con

temperaturas elevadas; una vez completada

acumulacion de reservas, las bajas temperaturas iniclaran

gametogénesis. estadios oogénesis

vitelogénesis velocidad de procesos

Incrementada por temperaturas superiores

medio natural. la etapa de restauraclién de la gonada se

acelerara con las temperaturas elevadas.

21



3. RESULTADOS
3.1 EXPERIMENTO |

3.1.1 CITOLOGIA CUANTITATIVA

Organismos del campo.

En febrero, los mejillones provenientes del medio
natural presentaron poca actlividad gametogénica evidenciada
por los bajJos volUmenes de gametas maduras (GM) y gametas
en desarrollo (GD). Los volumenes promedio de GM en machos
y hembras fueron de 0.398 cc y 0.127 Ccc, respectivamente.
Los volumenes de GD fueron 0.365 cc y 0.091 cc en el mismo
orden. La acumulaclién de reservas en las celulas
vesiculares (VTC) de ese afio comienza a partir de febrero,
cuando el volumen de estas células alcanzé 0.204 cc en los
machos y 0.115 cc en las hembras. Con respecto a las
células adipogranulares (ADG), durante este mes se
registraron los voltmenes mas bajos del afio 1986 con
0.008 cc en los machos vy 0.015 cc en las hembras

(Figura 3).

Los resultados de los analisis de varlianza no
parameétricos (Prueba de Kruskal-Wallls) se presentan en
tablas en el Apéndice A. Asimismo se presentan los
resultados de las pruebas de comparaciones multiples que se

aplicaron.
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Organismos experimentales

Machos.- La producclién de GD siguid una pauta similar
en las tres condliciones experimentales (Tabla 1l y Figura
5a). En las tres se registraron descensos altamente
significativos con respecto al valor Inicial (con P = 0.009
en el sistema Ay P = 0.001 en los sistemas B y C) los dlas
16, 23 y 44. En los tres casos la temperatura experimental
en esa evaluacion fue de 19 C. Al prosegulr el aumento de
la temperatura, se registraron llgeros Incrementos en los
tres sistemas aunque en los sistemas A (0.262 cc) y C
(0.281 cc) no resultaron significatlivos y el volumen flinal
del sistema B fue significativamente menor (P = 0.05) que
el volumen Iiniclal (0.365 cc). Al comparar los resultados
de los sistemas A y B con los resultados del medio natural

en el mes de marzo, este Uwdltimo valor resulté mayor de

forma muy significativa (P 0.005) en comparacion con
valores experimentales. La comparacién del volumen flinal
de GD del sistema C con el valor determinado del campo en

abril no resultd significativa (P = 0.861).
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0,365
0,259
0.139
0,262

0.399
0.372
0.584
0.474

0,204
G.091
0,059
G.117

(0. 11}
(0,65
{G.03)
(0.07)

(2.05)
(0.2

(0.12)
(6.12)

{0.15)
(0.02)
10.00)
{0.03)

Tabla I1.- Medizc y decviaciones estendar de leoc volueenes de les
cosponentes celulares anzlizados er el esperimentic 1.
Las decviaciones estandsr entre perentes:s

0.39%
0.476
0,797
0.806

0.204
0.135
0.14¢
0.141

EACHOS

B

¢ {011
FREUR Y

(0,04}

4 {0.13)

(0.49)
(0.23)
(0,12)
(0,33)

(0.15)
(0,035)
10.07)
£0.03)

BARETHRS

0,345
¢.217 (0.1
0. 219 (£.03)
0,281 (0.07)

(0. 11}

BAKETAS

0.399 {0.09)
0.401 (0.19)
0.468 (0,22}
0.387 (0.18)

CELULAS

0.204 {0,15)
0,101 (0.0%)
0.219 (0.10)
0.237 10.06)

EN

0.051
0,053
0,042
0,023

(0,05
(0,04)
10.02)
{(G.01)

MADURAS

0.127 (0.07)
0,105 (0,09)
0.272
0,085

(0.16)
(0.03)

VESICULARES

117 10.813)
03z (0.01)
041 (0.04)
0

0.
0.
0.
0.077 {0.9%)

HEMEFRAS

DESARREOLLGO

0.09:
0,084
0,058
0.018

0.127
0,194
0.23%6
0.176

0.117
0.081
0.140
0.212

B

{0.05)
{0,04)
(0,0%]
{0.02)

(0.07)
(0.14)
(0, 14)
(0.16)

(0.13)
10.02)
(0.08)
(0.16)

0.051
. 105
¢.177
0,08%

(0,67
{0.18)
{0,20}
(0,23)

0.127
0.347
0.249
0. 261

(0.0%)
(0.03)
(0.16)
(0.06)

0.117 (€.13)
0.131 (0.07)
0,953 (0,06

0.216 (€.08)
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Con respecto a la produccién de GM (Figura 5b) el
sistema B produjo el doble (0.806 cc) del volumen Iniclal
(0.399 cc); le siguid el sistema A con 0.674 cc. Estos
Incrementos fueron muy significativos (P = 0.009) en
relacion al volumen final obtenido por el slstema
(0.387 cc) y al volumen Iniclal. Los voltmenes flnales de
los sistemas A y B aumentaron significativamente
(P = 0.021) en relacion al valor de |os organismos del
campo en el mes de marzo (0.318 cc). El incremento del
volumen en el sistema C no fue significativo (P = 0.408)
cuando se compar® con el valor obtenido por los organlismos

del campo en abril (0.271 cc).

Los volumenes finales de las células VIC en los tres
sistemas (0.117 cc, 0.141 cc y 0.237 cc para A, By ¢C
respectivamente) no mostraron cambios significativos
(P>0.05) al compararlos con el volumen Inicial (0.204 cc),
con los valores de los organismos del campo en marzo

(0.330 cc) ni con los de abril (0.544 cc) (Flgura 5c¢).

Hembras.- En las hembras se observaron decrementos en
los volumenes finales de GD (Figura 5d). Los valores del
sistema A (0.023 cc) y del sistema B (0.018 cc) estuvieron
significativamente por abajo (P = 0.030) del valor Inlclal
(0.091 cc) en tanto que el valor flnal del sistema C

(0.069 cc) no reglstré cambios. Al comparar los valores
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exper imentales del sistema A y del B con el volumen de los
organismos del campo en marzo (0.046 cc), fecha colincldente
con el fin del experimento no se registraron diferenclas
signiflcativas (P = 0.113). Tampoco el sistema C mostro
diferencias significativas (P = 0.665) al compararlo con el

valor del medio natural en abril (0.083 cc).

La produccién de GM (Figura 5e) en los slistemas
experimentales no mostrd cambios significativos (P = 0.408)
con respecto al valor Inicial (0.127 cc). Tampoco se
reglistraron cambios con respecto al valor obtenido por los
organismos del campo en abril (0.017 cc), a excepcion del
sistema C (0.261 cc) que registro un Incremento
significativamente mayor (P = 0.047) que el obtenido por

los organismos del campo en abril (0.017 ce).

El materlial de reserva de las células VTC (Flgura 5f)
se Incrementd muy signiflcativamente (P = 0.006) en los
sistemas B (0.212 cc) y C (0.144 cc) con respecto al
volumen inlicial (0.115 cc). EI volumen final en el sistema
A (0.077 cc) permaneclé cercano al valor Iniclal. En la
comparaclon de los valores experimentales con los valores
del campo al final del experimento, el Incremento del

sistema B resultd muy significativo (P = 0.016).
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3.1.2 INDICE GONADAL

Machos.- Tanto el Indice gonadal htmedo (IGH) como el
Indlice gonadal seco (IGS) de los machos (Tabla 111 y Figura
6a,b) reflejJaron Ios aumentos en los volumenes de GM
registrados en los sistema A y B. El primer sistema obtuvo
un valor de IGH de 24.30% y de IGS de 34.77% y el segundo
de 24.52% y 32.90% en el mismo orden. Sin embargo los
valores mas altos los registré el sistema C con 28.42% vy

36.95% en el IGH e IGS, respectlivamente.

Hembras.- Los Indices gonadales en las hembras de |os
sistemas A y B se comportaron de manera similar: con el
Incremento de la temperatura aumentaron a un maximo en el
segundo muestreo, a los 16 dlas en al sistema A y a los 30
en el slistema B. Estos méaximos coincidlieron con la
temperatura experimental de 19 C; al continuar el aumento
de la temperatura los indices disminuyeron a porcentajes
menores que el valor inlclal (Flgura 6c,d). EI slstema A
tuvo un IGH de 14.22% y un IGS de 22.15%. ElI sistema B
19.26% y 27.89%, en el mismo orden. Estas varlaciones no
fueron significativas (P>0.05). El sistema C logré un
porcentaje final en el IGS (29.77%) que fue
signiflcativamente mayor (P = 0.05) que los demas slistemas.

El valor de IGH fue de 21.35%.
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Tabla II1.- Medias y desviaciones estandar de les volusenes de de
cosponentes celulares analizados en el experigento 11,
Las desviaciones estzndar entre parentecic,

-------------- MACHD S =emmmmmmmmemm e I IR —
A g C b B C

GAMETAS EN JESARROLLEO

0.163 (0,14) 0.163 (0,14} 0.163 £0.14) 0,041 (0.0} 0.041 (0,08) 0,041 (0,06}
0.3% (0.14) 0,538 0,370 0.407 (0.25) 0.014 €0.01) 0.117 (0,08} 0.178 (0,15}
0,653 (0.37) 0.435 (0.26) 0,363 (0.23) 0,154 (0.09) 0.417 (0.23) 0,214 {0.20)
0.613 {0.37) 0.47% {0.17) 0.380 (0.22) 0.069 (0,08 0.175 (0.10) 0,395 (0.24)

GAMETAS KADURAS

0.258 (0.28) 0.258 (0.26) 06.258 (0.2¢6) 0.067 10.07) 0,067 10.07) 0,067 (0.07)
0.300 (0.18) 1,304 (1.48) 0.942 (0.52) 0.000 (0.00) 0.021 (0.01) 0.100 {0.15)
0.635 (6.30) 1.074 (0,45 0.914 (0.66) 0.15% (0.0D) 0.320 (0.22) 0.150 (0,19}
0.310 10,34) 1,597 (0.64) 1.283 (0.50) 0,010 (0,01 0.124 (0.13) 0.323 (0.20)

CELULAS VESICULARRES

0.943 (0.51) 0.943 {0.51) 0.943 (6.5 (.802 (0.52) 0.802 (0.52) 0.802 (0.52)
0,859 10.34) 0.352 10.22) 0.709 (0.27) 0.712 (0.14) 0.915 10,02) 0.644 (0,02)
1,297 {0.36) 0,461 (0.40) 0.924 (0.30) 0.802 (0.17) 0.879 (0.19) 0.616 (0.19)
0.904 (0,42) 0.708 (0.1%) 0.58% (0.35) ¢.585 (0.52) 0.558 (0.53) 0.987 {0.33)
CELULAS ADIPOGRANULARES
1,347 15,75} 1.547 (0.75) 1,547 (6.73) 1.373 {1.00) 1,373 (1.06) 1,373 (1.00)
1,392 {6.75) 0.3533 (0.50) 0.4669 (0.44) 1,040 (0.3) 1.370 {0.80) 1.189 (G.61)
0.764 (0.00) 0,563 (0.45) 0.840 (0.69) 0,542 (0.57) 1,170 (0,64) 1,074 (0.54)
0.733 (0.33) 0,333 (0.20) 0.312 (0.49) 0.475 (0,26) 1,547 (1.48) 0.781 (0.35)
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3.2 EXPERIMENTO 11

3.2.1 CITOLOGIA CUANTITATIVA

Organismos del campo

Los resultados del anallsls estereoldgico, muestran
que en agosto, se encontraban en una fase de reposo sexual
con poca actividad gametogénica (Figura 3). Los machos
reglstraron un volumen de GM de 0.258 cc, en tanto que en
las hembras fue de 0.067 cc. Los volumenes de GD para
machos y hembras fueron de 0.163 cc y 0.041 cc,

respectlivamente.

Simultaneamente se observa una marcada acumulaclién de
material de reserva con los volumenes de células VTC y ADG
mas altos del afio. En las primeras, |los machos presentaron
0.943 cc y las hembras 0.802 cc, los volumenes de células
ADG alcanzaron valores de 1.547 cc y 1.373 cc en machos Yy
hembras respectivamente. Esta acumulacién de material
nutritivo colncidié con las altas temperaturas del agua
(22.8°C) y abundancia de allmento disponible en esa época

del afio.

Organlsmos experimentales

Machos.- E| descenso de la temperatura de 18 C a 15 C
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en el sistema A produjo en los machos una respuesta
diferente a la que se obtuvo en los sistemas B y C en donde
las temperaturas fueron mas elevadas (20°C constantes en el
primero y de 18°C a 21°C en el segundo) (Tabla IV y Figura

¥ )

Los volumenes finales de GD en los tres slistemas
fueron mayores que el volumen Inicial (0.163 cc). Los
Incrementos de los sistemas A y B fueron significativos
(P = 0.034) con valores de 0.613 cc y 0.479 cc,

respectivamente. El sistema C obtuvo un valor final no

significativo de 0.360 cc. Con respecto al volumen de GD
de los organismos del campo en septiembre (0.628 cc), al
final del experimento, no se registraron dliferenclas

significativas (P = 0.436) al compararlo con los valores

exper imentales.

Los volumenes flinales de GM (Flgura 7b) fueron mas
altos de manera muy signiflicativa (0.001) en relacién al
volumen Inliclal (0.258 cc). En el sistema B el valor final
fue de 1.5697 cc y en el C de 1.283 cc; el Incremento el el
sistema A fue menor (0.810 cc). Al comparar estos
resul tados con el volumen del campo en septlembre
(0.814 cc) no se registraron diferencias signiflicatlivas

(P = 0.073)
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0.306
0.320
0.24%
0.282

0.176
0.134
0.279
0.168

16.12)
(0,18
.17
(0.18)

(0,33)
(0.23)
{0.67)
(6.73)

(0.17)
(0.1
{G.10)
(0. 15}

(0.18)
(5.09)
(0.24)
(0.23)

0.178
0.165
0,000
0.000

Tahle IV,- Mediac y desviacicnes estandar de loc volusenec de loc

cogponsntes celulares analizados en el experiwento I10.

Lac desviacicnes ectander entre parentesis,

P 012

{G.1%)
(2, 10)
{0.08)

{0.35)
{0, 65)
10,44)
(0.47)

> 10.17)

(0,23
6,12)
(0,10}

{0.18)
(0,22)
(0,00
(0,00}

BRHETAS

0.423 10.12)
0.15% {0.08)
.96 {6.21)
0.351 (0,20}

BAEETAS

0,725 (0.35)
1.100 (0.88)
2.403 10.06)
0.781 (C.49)

CELULAS

0,306 {0.17)
0.507 (0.48)
0.255 10.13)
0.432 (0,13)

CELULAS

0.178 (0.18)
0.39G 10.6¢)
0.339 10.48)
0.184 (0.16)

ER

G6.20

KADURARS

0.056 (0.06)
0.126 (0.14)
0,164 (0.13)
0,717 (0.36)

VESICULARES

3 10.26)
§ (6,36}
7 (0.00)
1 (0.00)

DESARROLLE

0114 {
¢, 28% {
(
{

0,777

PO od £ RS

P el e e
— =t et -

£.785 ¢

0,035 (0,06)
0.286 (0.26)
0.785 (9,33)
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Se advierte la clara correspondencia entre la
produccién de GM y la disminuclén asociada de los volumenes
de células ADG en los tres sistemas (Flgura 7c¢) Los
volumenes finales de estas células en los sistemas B y C
(0.333cc y 0.512 cc, respectivamente) representaron un
decremento significativo (P = 0.029) en relaclién al volumen
iniclal (1.547 cc), en tanto que el valor flnal de A
(0.733 cc) no fue slgnificatlivo. En septiembre, los
organismos del campo registraron un volumen de células ADG
de 1.166 cc, que fue significativamente mayor (P = 0.015)

que los volumenes finales de los sistemas B y C.

Los volumenes finales de las células VIC (Flgura 7d)
no mostraron varlaclones con respecto al valor Iniclal
(P = 0.425) ni al valor registrado en el campo el mes de

septiembre (P = 0.082).

Hembras.- La produccion de GD se incrementéd en las
hembras de los tres sistemas (Figura 7c¢). EI |l igero
Incremento reglistrado por el sistema A con un volumen flnal
de 0.069 cc no fue significativo. En los sistemas B y C

los valores finales que se obtuvieron (0.175 cc y 0.395 cc,

respectivamente) si representaron aumentos muy
signiflcativos (P = 0.007) en relacién al valor iniclal
(0.141 cc). Entre el volumen de los organismos del campo

en septliembre (0.185 cc) y los que obtuvieron los slstemas
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experimentales no se registraron diferencias signiflcativas

(P = 0.235).

La produccidédn de GM en las hembras fue muy baja
(Figura 7f). Los volumenes de los sistemas By C (0.124 cc
y 0.323 cc, respectivamente) aunque mayores que el valor
Iniclal (0.067) no fueron significativos al compararlos con
este Ultimo ni con respecto al valor de los organismos del
medio natural en septliembre (0.491 cc) El sistema A obtuvo

un valor muy bajo de 0.010 cc.

La utilizacion de las reservas de las células ADG en
las henbras fue menor que en |os machos (Flgura 7g). Los
volumenes finales de los tres slistemas no varlaron
significativamente (P = 0.055) en relacién al valor Iniclal
(1.373 cc); sin embargo al compararlos con el volumen de
celulas ADG de los organismos del campo en septlembre
(1.310 cc) se observd un decremento muy signlflcativo
(P = 0.005) en los sistemas Ay C (1.107 cc y 0.781 cc,

respectivamente).

Las reservas de |las células VTC (Flgura 7h),
permanecieron sin cambios slignificativos (P = 0.543); el
sistema B registrd un Incremento (0.887 cc) con respecto a
los restantes sistemas y a los valores de los organlsmos

del campo en agosto y septlembre.
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3.2.2 INDICE GONADAL

Machos.- Los valores de los Indices gonadales en este
experimento no reflejaron los resultados del analisis
estereoldgico y sus valores finales no registraron cambios
significativos (P>0.05). Los porcentajes de IHG e IGS que
obtuvieron los sistemas A y B fueron 33.89% y 49.98% en el
primero & 39.82% y 63.31% en el segundo. EI sistema C
obtuvo porcentajes de IGH de 36.75% y 42.92% en el IGS

(Tabla V y Figura 8).

Hembras.- Al Igual que con los machos, los Indices

gonadales se comportaron de forma muy diferente a los

resultados que se obtuvieron en estereologla. No se
reglstré ninguna varlaclén signlficativa (P>0.05). El
sistema A obtuvo 28.78% en el IGH y 44.41% en el IGS; en

el mismo orden el sistema B alcanzd 36.80% y 47.93%. Los
porcentajes en el sistema C fueron 32.68% VY 51.90%,

respectlvamente.
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Tabla V.- Mediac y decvisciones estandar de los velumenes de les
componentes ceiulares anziizados en el experimentc IV,
Lec decviaciones ectandar entre perentesic,

-------------- BAERD S —rrrmrmsmiase sracemcoame | E NBE A & —omememee-
A B % A B
6REETRE ENK DESARROLLE
0,105 (0,05 0,105 (5,09) G, 105 (0,05 £.023 (0.0 0,623 (0,01 (.223
0.210 (¢, 18) 0.1%1 (0.05) 0,360 10,16} 0,168 10,15 0,102 (8.08) 0.0%6
0,344 {0.21) 0.254 (0.12) 0,212 (0.10) 0,088 {0.08) 4,253 (0.08) 0,135
0.386 (0,12} 0,29 (0.13} 0,282 10.12) 0.315 (0.02) (.285 (0.09) 0,295
GRNETAS MADURAS
0.000 (0.00) 0.000 10.00) 0.000 10.00) 0,003 {0.00) 0.003 (0.09) 0,003
0.068 10.04) 0,085 (0.05) 0.17% 10.08) 0.153 {0.30) 0.091 (0.12) 0,055
0.226 10.16) 0.230 (0.09) 0,330 10,25 0.033 {0.04) 0,320 10.23) 0.113
0.520 (0.26) ¢.560 (0.11) 0.548 (0,15 ¢.410 (0.13) 0,277 (0.11) 0.638
CELULRS VESICULARES
0,023 (0.00) 0,023 (0.00) G.023 10,00 0.032 (0.00) 0.032 (0.00) 0,032
0,087 (0.08) 0.08% (0.03) 0,13 10.08) 0,037 €0.02) 0,052 (0.03) 0.051
0.141 (0.10) 0,103 (0.01) 0.117 {0.03) 0,029 (0.02) 0,082 (0.03) 0,030
0.163 10.07) 0.172 (0,13 0.138 10.03) 0.078 (0.00) 0,128 (0.16) 0.126

10.01)
(0,02
(0.G6)
0.12)

(0.00)
(0,02}
(4.01)
(0,45)

£0.00)
(0.03)
(0,01)
0. 14)
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3.3 EXPERIMENTO 111

3.3.1 CITOLOGIA CUANTITATIVA

En octubre, los machos y hembras del medio natural
presentaron ampllias diferencias en su condiclon
reproductiva. (Filg.2). Los machos se encontraron en fase
de maduraclién de gametas con un volumen de 0.725 cc
asocliada a una disminuclioén de las células ADG (0.178 cc) vy

en menor medlida de las células VTC.

A pesar de las diferencias en la condicidn
reproductiva Iniclal, ambos sexos respondieron de manera

andloga a los estimulos térmicos.
Organismos experimentales

Machos.- EI| descenso de temperatura del sistema B,
estimuld la gametogénesis obteniendo un volumen flnal de GD
de 0.577 cc significatlvamente mayor (P = 0.044) que las
restantes condiciones y que los valores del medio natural

(Tabla VI y Flgura 9).
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Tabla VI.- Medias y desviaciones estansar de los indicec gonadales
humedd y cecc anziizado: en el experiments I,
Las desvieciones estandar entre perentecic,

rvecoonsscs KELH §omrormmmmsose  emeemmeeens 1 L L ce—
; B ¢ ¢ B C

INDICE G6ONPRDAL KRUKELD (N

23.16 (2.84) 23,14 (2.84) 2516 (2.84) 17.59 {4.20) 17,59 (4.20) 17,55 (4.20)
23,26 (2,34} 23,75 (3.4%) 22,58 (5,81 17,07 (4.88) 17,33 44,55) 17.8% (4,50)
22,75 (2.6%) 25,23 (3,75 22,16 (3.37) 19.76 (4,42 24,74 17.08) 17,77 (4,54

26,30 2.3N 24,52 17,351 28,48 (4.84) 14,22 {Z.8%) 19,16 {3.48! 21,35 {4.8%

INDICE G6CNRDAL SECD (D

25,73 {7.6%) 25,73 {7.65) 20,73 (1.65) 20,86 (8.56) 20,86 (8.56) 20.86 (8,56}
27,71 (2.8%) 29.66 (4.62) 30.53 (13.59) 26,05 (£.72) 26,18 11,28 25,95 (7.67)
30,16 (6.26) 35,05 (2.15) 27.98 (4.97) 26,08 (b.26) 36,35 (6.35) 23.67 (8.463)
34.77 (3.19) 32,90 (7.34) 36.95 (7.48) 22,15 (b.43) 27.85 16.78) 29.77 (7,00)
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La temperatura constante de 20°C del sistema A y el
enfriamiento de 18°C a 15°C en el sistema B favorecleron la
maduraclén de las gametas en los machos. EI volumen final
de GM del sistema A fue de 1.616 cc y en el sistema B fue
de 2.014 cc resultando Incrementos muy slignificativos
(P = 0.005), en relacién al volumen Inicial (0.725 cc)

(Figura 9b).

El Incremento de temperatura de 18°C a 21°C en el
sistema C, ocasiondé un raplido aumento en el volumen de GM y
a los 25 dlas se alcanzé un valor maximo de 2.413 cc. Once
dlas después, al prosegulr el aumento de temperatura, se
presento, espontaneamente, un desove maslivo que redujo de
manera significativa (P = 0.046) el volumen final de GM a

0.781 cc.

Los volumenes de células ADG descendieron en los tres
sistemas. En el sistema B se reglistré un cdecremento
significativo (P = 0.045) desde 0.178 cc a 0.000 cc a los
28 dlas. Los decrementos en los restantes slstemas no

fueron significativas (Figura Sc).

En los machos, los volumenes finales de células VTC
permanecleron sin variaclén significativa (P = 0.408),y
solo el sistema C reglistré un ligero aumento (0 .432 cc)

(Figura 9d).
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Hembras.- La gametogénesis tuvo un progreso notable en
las hembras de los tres sistemas; los volumenes flnales de
GD de los sistemas A y B (0.646 cc Y 0.728 cc,
respectivamente) representaron Incrementos de mas de seis
veces el volumen inicial (0.114 cc), que resul taron
significativamente mayores (P = 0.004) que este uUltimo vy
que el volumen final del sistema c (0.333). Este
componente de la gonada reflejo claramente el desove de los
organismos del sistema C, que obtuvo a los 25 dlas un valor
maximo de 0.786 cc, y que se redujo significativamente

(P = 0.016) a 0.338 cc al final del experimento.

Los incrementos en los volumenes de GM de los sistemas
Ay B (de 0.056 cc a 0.714 cc y 0.911 cc, respectlvamente)
fueron muy significativos (P = 0.004) al compararlos con el
volumen inicial que fue de 0.056 cc y con el volumen final

del sistema C (0.182).

La utillizacién del materlal de reserva de las células
ADG fue mayor en el sistema B, el cual reglistré un descenso
significativo ( de 0.536 cc a 0.00 cc con P = 0.008) a los

36 dlas.

Los decrementos de celulas vesiculares que se
registraron en los tres sistemas no fueron signlflicatlvos

(P = 0.4086).
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3.3.2 INDICE GONADAL
Machos.-El sistema B obtlene el porcentajemas alto en ambos
Indices: 40.91% en el IGH y 56.33% en el IGS. El desove
masivo a los 24 dlas del sistema C se aprecia claramente
tanto en el IGH (29.08%) como en el IGS (39.22%). Los
porcentajes finales de |IGH e IGS en el sistema A fueron

35.09% y 48.65% respectivamente.

Hembras.- De |la misma manera que I|os machos, las
hembras reflejaron nltldamente I|os resultados de la
estereologla de los tres sistemas experimentales. El

sistema B logrd los porcentajJesmas altos en ambos Indices,
40.18% en el IGH y 55.88% en el IGS. Asimismo es notorlo y
claro el desove del sistema C que obtuvo valores de 25.21%
y 35.86 para el IGH e IGS, respectivamente.En el sistema A
se obtuvieron 35.09% y 48.65% en el mismo orden. No se
registraron diferencias significativas (P>0.05) entre los
valores experimentales flnales Yy los del medio natural

(Tabla VII y Figura 10).
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Tabla Vi1.- Kediac y desviaciones estandar de los indices
gonadaies husedo y cecc analizados en el experimenic Il
Lee desviaciones estendar entre parentesic,

-------- —eee- KAC KRG § —mmmmmmmeme cemmeeee- HE K ERA§ —mmmmmmmmmeeee
i : c b B C

INDICE GONEDAL RUMEDED (%)

38,20 14,87) 36,20 (4.80) 38,20 (4,83 32,60 (6,52 23.60 (8,52 37,60 (8.5

37,85 (4,67 33.08 (0,71} 37,94 (4.41) 35,47 (4,55 15,78 {534 35.40 12.52)

4G, 10 (588} 36,68 (7,68 42,42 {3.38) 33,80 (5.0 39,17 (6,62} 37.97 (3.87)

33.89 16,22 39,82 (3.82} 36.75 {1.84) 28.78 (11.22) 36,80 (Z.19) 32,68 {5.78)
INDICE GONARDRL SECEO i)

49,72 (5.24) 49,72 (5.24) 45,72 (5.24) 41.95 19.01) 41,95 (9.01) £1,95 (9.01)
50.88 (5.67) 47,38 (11.21) 48.75 (5.06) 45.91 (4,02) 48,27 (6.39) 44,53 (7.03)
34,19 (8.46) 30,533 {7.19) 36,70 (A11) 47.62 (11.39) 52.96 (8.01) 50,18 (3.18)
45.98 18.41) 53.31 {3.85) 38.10 13.99) 44.41 (14.48) 47.92 (£.1%) 51,19 19.55)
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3.3 EXPERIMENTO 1V

3.3.1 CITOLOGIA CUANTITATIVA

Organismos del campo

En el mes de diciembre, los organismos provenientes
del medio natural se encontraban en estadio de desove total
(Figura 3). Macroscopicamente la textura del manto era
transltcida con tinte anaranjado. En algunos mejil lones
subsistleron pequefias zonas con gametas maduras no emitidas
0O en vias de maduraclioén, formando islotes anaranjados en
las hembras y blanco cremoso en los machos. El anallsis
estereologico diéd como resultado, en todos los componentes
de la gonada, los valores minimos registrados en 1886, vy
tanto hembras como machos presentaron una condicién

reproductliva similar.

Organlsmos experimentales

Machos.- Los volumenes flnales de GD se Incrementaron
de manera muy similar en los tres slistemas (0.410 cc,
0.277 cc y 0.638 cc para A, B y C respectlivamente) (Tabla
VIIlI 'y Figura 11). Estos Incrementos resultaron muy
significativos (P = 0.003) en comparaclén con el valor

Iniclial (0.105 cc).
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Tabla VIII.- Mediac y desviacicnes estander de los indices
gonadales huzedo y seco analizados en el experimentc 111,
Las desviaciones estandar entre parentesis

-------------- MACHD S =mmmmmmmemeees - HEMWERAS -
h ! c A E

INDICE GBONADAL HUKEDCD {4

31,97 (5.8 31.93 (5.89) 31.93 (5.83) 32,07 (6.58) 32,02 {4,848}
33,83 5.7 38,74 (6.8%) 23.74 (10.82) 30,78 4.07) J2.48 (5. 03)
37,62 18.11) 42,02 (2.20) 45,76 (0,76} 24,98 (10.23) 37.80 16,270
35.09 {8.53) 40.91 (3.66) 29.08 (8.95 35,45 17,38 40,18 (3.74)
INDICE GONADAL SECD {%)
40.40 18.11) 40,40 (B.1D) 40.40 {5.62) 43.44 19.52) 3.44 (9.52)

43,10 (10.03) 51,56 (6.62) 44,52 (14.19) 40,92 (5.22) 46,23 (9.62)
52,70 (4.41) 47.02 (12.87) 48.51 (0.31) 48.98 8.47) 91,43 {7.74)
43,65 (9.07) 36,83 (8.63) 39.22 (13.98) 48.62 (9.25) 55.88 (5.16)
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En cambio no se encontraron dlferenclas slgniflcativas
(P = 0.55) con el volumen de los organismos del campo en
enero (0.347 cc). El aumento de temperatura en el slistema
C dié6 como resultado a los diez dias un Incremento
(0.360 cc) altamente signiflcativo (P = 0.001) con respecto
al volumen inicial. Al continuar el aumento de temperatura

el volumen descendid a 0.295 cc.

Los volumenes finales de GM de los tres sistemas
alcanzaron valores practicamente Identicos (0.520 cc,
0.560 cc y 0.548 cc para A, By C respectivamente). Sin
embargo " aunque estos aumentos resultaron muy
slgnificativos (P = 0.001) en comparaclén con el valor
Iniclal (0.000 cc) no lo fueron en relaclén a enero, ya que
los organismos del campo presentaron un volumen de

0.971 cc.

Las tres condiclones exper imentales dieron como
resultado Incrementos analogos en los volumenes flnales de
las células vVTC (0.163 cc, 0.172 cec y 0.168 cc,
respectivamente). Estos Incrementos resul taron muy
significativos (P = 0.001) en comparaclién con el vo lumen
iniclal (0.023 cc) y con el volumen de células veslculares
que obtuvieron los organlismos del campo en enero

(0.078 cc).
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Hembras.- Las respuestas de las hembras a las tres
condiclones experimentales fueron muy similares (Flgura
11d). Se registraron Incrementos slgnificatlivos
(P = 0.014) en los volumenes flnales de GD de los tres
sistemas (0.319 cc, 0.285 cc y 0.295 cc para A, B y C
respectivamente) en relacién al volumen iniclal (0.023 cc).
Aunque Iqs valores experimentales fueron mayores que los
obtenidos por los organismos del campo en enero (0.179 cc)

las diferencias no fueron significativas (P = 0.273).

Los volumenes finales de GM en los tres sistemas
aumentaron significativamente (P = 0.003) en relacldén al
valor Inlclal que fue de 0.004 cc. En el slistema C |la
produccion de GM aumentd sels veces hasta alcanzar un
volumen final de 0.638 cc, en tanto que A y B tamblen
lograron aumentos considerables (0.410 cc y 0.277 cc). EI
volumen de los organismos del campo en enero fue de
0.163 cc y no mostré diferencias significativas en relaclioén

a los resultados experimentales.

La acumulacién de reservas en las ceélulas VTC se
incrementd |lgeramente en los tres sistemas exper Imentales,

aunque estos aumentos no fueron significatlivos (P = 0.317).
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3.4.2 INDICE GONADAL

Machos.- EI IGH final de los machos de este
exper Imento fue muy simlilar en los tres sistemas (27.63%,
27.24% y 27.65% para A, B y C respectivamente) y los tres
fueron signlficativamente mayores (P = 0.05) que el volumen
Iniclal (Tabla IX y Figura 12). Los valiores de IGS (36.20%
36.12% y 36.93%, en el mismo orden) también muestran el
incremento, pero no fueron significativos (P>0.05).
Resulta clara la semejanza de la Flgura 12 con los
resultados de la estereologla de estos organismos (Flgura

11).

Hembras.- En las hembras, los porcentajes flnales de
ambos Indlces que se alcanzaron en los tres sistemas fueron
similares y significativamente mayores (P = 0.05) que el
valor Iniclal. Los porcentajes de IGH fueron: 25.51% en
el sistema A, 23.45% en el sistema B y 29.06% en el slstema
C. EI IGS final en los tres sistemas fue: 35.23%, 35.20%
Yy 42.34% en los sistemas A, B y C respectivamente. También
se observé similitud entre los comportamientos de las
graflcas de los Indices gonadales (Flgura 12) y las de los

andllsis estereolégicos (Fligura 11).
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Table IX.- Medias y desviacicres estandar de los indices
gorefzlec hugede y seco analizades en el experizento IV,
Las decviaciones estandar entre parentesis,

INBICE GOKADAL HUKEDD (R

14,84 {3.70) 14,85 13,740) 14,8 (3.70) 13,25 (2,15) 13,25 (415 13,25 (4,15}

16.17 (5,58 B4 (2,57 2530 19,5% 14,57 18.5%) 18,28 {5.31) 14,85 1,29

23,58 .79 22,45 {1.38) 23.10 16,52 14,51 1§, 44) 23,84 (6.5 15,64 1}.87)

27,63 {5.55) 27,24 13.30] 25,63 (5,82 25,91 (7.44) 23,43 (5,365 29.06 {7,500
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4. DISCUSION

Al anallzar |las <condiciones necesar ias para la
obtencidn de gametas en estado 6ptimo de desarrollo, varlos
autores (Bayne, 1976; Lannan, 1980 y Pipe, 1985) colinciden
en sefialar que estas se encuentran en estrecha dependencla
de la temperatura, del estado flsioldgico y de la etapa del
ciclo reproductivo alcanzada por los organismos en el

momento de Iniclar el acondiclonamiento.

En el exper imento I, los organismos del campo
mostraron una baja condicién reproductiva e Iinclipliente
acumulaclidén de reservas. EI| bajo potenclal de crecimiento
que se halléd en estos organismos (Sosa-Medina, en
preparacion) Indica el estres flisloldglco en que se
encontraban. Segun el patroén metabdl ico estaclonal
propuesto por Bayne y Thompson (1970) estas caracterlisticas
reproductivas y fisloldgicas corresponden a organismos
recién desovados. En Jlos estudlos que sobre Integracioén
fislolégica han hechos Bayne et al, (1986) se establece que
el potenclal de crecimliento es posltivo cuando existe un
excedente de energla para el crecimliento y la reproducclién
Y negativo cuando el organismo esta estresado lo que hace

necesaria la utilizacion de las reservas corporales.

En los machos de este experimento, la elevaclon
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paulatina de la temperatura de 14°a 22°C en los sistemas A
(23 dlas) y B (44 dlas) y a la raclén allmenticla (0.599 mg
de peso seco de microalga/l) condujeron a la recuperacloén
fisloldégica de estos organismos y a una aceleracloéon del
proceso reproductivo que se reflejé en los altos voluUmenes
flnales de GM que obtuvieron (0.674 cc Yy 0.806 cc,
respectivamente). La elevada producclion de gametas en
organismos recién desovados Yy sin reservas nutritivas se
explica por las caracteristicas de la etapa de restauracioén
del cliclo gametogénico de M. edulis y que |le dan la
posibilidad de desovar varlas veces en el curso de un mismo
cliclo anual (Lubet, 1959). La etapa de restauracién, segtn
la clasificaciéon del clclo reproductivo que establece Lubet
(op cit), es el perlodo entre dos emislones de gametas
suceslivas; el autor sefiala, que una vez termlinado el
desove, subsisten en la zonas distales de los follculos
estructuras germinales que son las responsables de nuevos
procesos gametogénicos. La presencla de estas estructuras,
Junto con wuna cantidad de nutrlientes minima, son Ilos
requer imientos que seffalan Bayne (1965) y Sastry (1963)
para el eéxito de las técnicas de acondiclonamiento en
adultos. Aungue los volumenes de las células de reserva de
los experimentos | y |V (Figuras 5c¢c,f;11c,f) fueron bajos,
la producclén de GM que obtuvieron nos permlte suponer que
las neceslidades energéticas, generadas por la

gametogénesis, se vieron satisfechas con la cantidad de
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alimento administrada en los experimentos. La aceleracliodn
de los procesos gametogénicos por elevaclon paulatina de la
temperatura en mejlllones en la etapa de restauracion,
concuerda con los resultados obtenidos por Lubet.(1959) en

condiciones experimentales similares.

El sistema C con un periodo de incremento de
temperatura mas largo (65 dlias) produjJo en los machos, un
menor volumen de gametas. Estos organismos no se
recuperaron fisiolégicamente de Ila misma manera en que lo
hicleron los mejillones de los slistemas A y B. Esto
colincide con lo qgque sefiala Bayne (1976) respecto a una
posible correlacidén entre el la duraciéon del per lodo de

acondicionamiento y la pérdida de condlicldén corporal.

A lo largo de los cuatro experimentos, los volumenes
de células VTC se mantuvieron estables (Flguras
5¢,f;7d,h;9d,h;5c,f) lo que Indica una conservacloén
corporal del glucdgeno. Este resultado no va de acuerdo
con las disminucliones de este componente (sincrénicas con
la gametogénesis) que reportan varlios autores, tanto en el
medio natural (Gabbott, 1975) como en el laboratorio (Bayne
et al,1982; Lowe et al,1982). S consideramos que la
energla proporcionada por el material de reserva corporal,
esta en funcidn de la cantidad de alimento presente en el

medio (Gabbott y Bayne, 1973), la establllidad experimental
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en los niveles de glucdgeno, representada por los volumenes
de células VTC, pudlera Indicar que los mejlllones
asiml laron adecuadamente la racliéon de allmento administrada
por lo que no fue necesarla la utillzaclon de las reservas
de glucdgeno almacenadas en el tejldo del manto. Aunado a
esto tenemos que hacia el flnal del experimento los
organismos se mostraron en fase de recuperacion con mejorla

de la condicién fislolégica (Sosa-Medina, en preparacién).

La disminucidédn de los volumenes de las células ADG de
los exper Imentos | y [ (Flguras 7c,9;9c¢c,9) fue
concomitante con la produccién de GM que registraron esos
organismos y son similares a los reportados por Bayne et
al, (1982) y Lowe et al, (1982) en experimentos con M.
edulls. Dichos decrementos se presentan porque en la etapa
de restauracién de la gonada, las células ADG evacuan los
productos acumulados (lIpidos, protelnas y glucdgeno) a
traves de mecanismos complejos tales como: exocltosls,
autofaglia total o parclal y llsis total (Lubet,1980) y |los
canallzan a las gametas, segln han demostrado Houteville
(1974) y Mathieu (1979), (citados por Lowe et al, 1982) en
me)lllones de las costas de Francla. La acumulacldn de
lIpldos en el huevo ofrece dos ventajas: es una fuente de
energla mas concentrada y su baja densidad faclllita la

flotabilidad (Gabbott, 1975).
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En el medio natural, el Inlcio de la gametogéneslis en
M. edulls, tiene cablda cuando se ha completado el ciclo
bloguimico de acumulacién de reservas y comienza a
descender la temperatura (Seed, 1976). En el experimento
Il (agosto) los organismos presentaban altos volumenes de
células de reserva con un elevado potencial de crecimiento
(Sosa-Medina, op cit). EI| descenso de la temperatura del
sistema A (20°C a 15°C) produjo en los machos un volumen de
GD signiflcativamente mayor que en los sistemas restante.
Probablemente este Incremento aparente en la tasa
gametogénica signiflque que el descenso de temperatura
detuvo la gametogénesis en estos organismos, hacliendo que
permanecleran mas tiempo con las gametas en desarrollo, sin
alcanzar l|la maduraclion. De ahl los bajJos volumenes de GM
que presentd este sistema. La alta tasa de resplraclién
reglistrada (la mas alta de los cuatro experimentos) se
debid al Iincremento de la temperatura y al gran costo
energético que supone el proceso de la gametogénesis. E|
Incremento en la tasa metabdlica, hace que la energla que
deblera usarse en l|la reproduccléon sea canalizada a subsanar
el alto costo metabdlico ocaslonado por l|a elevada tasa de

respiracioén (Bayne et al, 1982).

En las hembras de |Ilos tres slistemas hubo clerto
desarrollo gametogénico pero a diferencla de los machos

éste fue mayor en los sistemas de alta temperatura que en
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el de enfriamiento (Figura 7f). No obstante que mostraron
reservas nutriltivas, los vo lumenes de GM fueron
relativamente bajos, probablemente debldo a un proceso de
reabsorclién de las gametas evidenclado por la presencla de
hemoc | tos (Bayne, 1976). La degeneraclon y reabsorclion de

los ococltos es un fendbmeno observado comunmente en M.

edulls, pudiendo ser causado por condicliones amblientales
como: la temperatura, la desecacidon, y bajos niveles de
nutricloén (Pipe, 1887). Es probable que las altas

temperaturas experimentadas por los organismos del medlio
natural (22.8°C) hayan provocado este fendmeno, que aunque
se redujo en cierta medida durante el perlidédo experimental,

no permitid la obtencidén de gametas maduras.

Es Interesante resaltar las diferenclas en las
respuestas entre los sexos. En todos los exper imentos

(Flgs.3,5,7 y 9), los volumenes flinales de GM en |los machos

fueron significativamente mayores (P<0.05) que en las
hembras; la misma sltuaclidén se repltid con los voluUmenes
de GD, salvo en las hembras del Experimento II1. Esta

produccién de gametas mé&s alta en los machos que en las
hembras ha sido reportada por diversos autores. En un
estudio del ciclo gametogénico de M. edulis en las costas
de Callfornia, Moore vy Reish (1969) encuentran que Ila
gametogenésis en los machos se encuentra siempre en etapas

mas avanzadas y por periodos mas largos que en las hembras.
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Para esta misma especie, en las costas del este de Estados
Unidos, Newell et al. (1982) cuantiflicaron las fracclones
volumétricas de gametas en machos y hembras de esa reglion y
encontraron que durante la época de maduracion los
volumenes en |os machos fueron significativamente mayores.
A este respecto, Lubet (1980) establece que, al Interlor de
una misma especle las hembras requieren de un mayor aporte
energetico que |los machos, debido a la gran cantidad de
energla que tienen que canallzar hacia el huevo para
proveerlo de material suficliente para el desarrollo
embrionario y larval. En las hembras del exper imento (N
se obtuvieron los volumenes de GD y GM mas altos de las
hembras de los cuatro experimentos (Flgura S9e,f) lo que se
expllica por el elevado potencial de crecimiento que tenian
(el mas alto del afio) y la gran cantldad de reservas
acumuladas, materlal que permitid satlisfacer la demanda

energética de la gametogénesis.

Los Indices gonadales humedo y seco determinados para
las condiclones experimentales en las cuatro épocas del
afio, aunque compartlieron ciertas tendenclas con los
analisis estereoldglicos, en general no refle]Jaron de manera
clara |la condicién reproductiva de los organismos sujetos
al acondiclonamiento (Figs.4,6,8 y 10). Sin embargo el uso
de estos Indices sligue tenlendo valldez pues ofrecen un

panorama general del estado de desarrollo gonadal del
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organismo y su obtenclidn no representa un gasto exceslvo.
Glese y Pearse (1974) destacan la importancia de utlllzar
las mediclones del indice gonadal en combinaclén con los
analisis cuantlitativos histoldéglicos para obtener una
estimaclioén precisa de |los camblos reproductivos en una

poblacién.

En trabajos de acondicionamiento con adultos de
Crassostrea gigas, Lannan (1980) enfatliza la necesidad del
conocimliento del estado de desarrollo gonadal en el momento
en el que se inicla el acondiclionamiento y la tasa de
gametogénesis durante el intervalo de acondiclonamiento.
AsIimismo demuestra que exliste una etapa optima de
desarrollo, en la que la proporcién de gametas viables esta
en un maximo. Para establecer dicha etapa es
Indispensable: el conocimiento del ciclo anual del
organismo en la regién de cultivo, la determinaclidén del
metodo de acondicionamiento, con |la temperatura como
principal varlable y la determinacién emplrica de la etapa
de acondliclonamliento optima durante las cdlferentes

estaciones del afio.

El seguimiento del clclo gonadal del mejillén de esta
region, desde 1985 Junto con el traba)Jo de Sosa-Medlna (en
preparacién) nos permlten observar las dl ferenclas

fundamentales en el balance de energla de l|los cuatro
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experimentos. Al agruparlos en relaclén a la condlcldn
gametogénica y fisioldgica Iniclal, se tlienen por un lado
los experimentos | y IV en estado de estres y sin reservas
nutritivas en el manto, por otro los experimentos Il y 111,
con elevado potenclal de crecimlento y altos volumenes de
celulas de reserva. En todos los experimentos a excepcldn
de las hembras del experimento I, se logrd acelerar la
gametogénesls y la producclién de gametas, aunque al
comparar con los organismos del campo los Incrementos no

fueron significativos en ningln caso.

Por los resultado obtenidos en este trabajo, podemos
afirmar que l|as condiclones experimentales fueron las
adecuadas para reestablecer el equllibrio metabdllico en los
organismos que se encontraron en estres fislolégico al
Inicio del perlodo experimental (exper imento 1y 1V);
ademas se dispuso de energla para la produccion somatica y
gonadal . Cuando |los organismos se encontraron en
condiciones normales la respuesta dependid de la etapa
reproductiva en la que se Inicliaron los experIimentos. En
la etapa de restauracién de la gonada en la que se
encontraron los meJlllones del exper imento v, la
gametogeénesis se inicid con el descenso de la temperatura.
Las etapas de oogénesis y vitelogénesls (experimentos | y
I1l) se vieron aceleradas por los Incrementos paulatlnos de

la temperatura superiores a los del medio natural.
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La producion de gametas en el experimento 111  alcanzé
los volumenes mas altos de los cuatro experimentos. Debldo
al ciclo de emlsiones parclales de gametas que posee M.
edulls emisiones que se van haclendo suceslvamente mas
deéblles (Lubet, 1959), la extraccién de los mejlllones en
esta etapa de desarrollo, i e, cuando se termlina la
acumulacién de reservas y se lInicia la gametogénesis,
asegurarla los primeros desoves gue son los mas Intensos y
la etapa de restauracién de la gonada podrla ser acelerada

hasta lograr nuevos desoves.

Los sustanciales Incrementos en los voltmenes de GM de
ambos sexos en el experimento |V, permiten consliderar que
la etapa de restauraciéon de la gobnada es un momento
apropliado para colectar organismos e iniclar el
acondicionamlento. Sin embargo no se podrian esperar los
volumenes que caracterizaron el experIimento precedente, vy
para obtener una cantlidad considerable de gametas bastarla
con aumentar el numero de mejlllones para acondiclionar.
Sin embargo, con el objetivo de mantener progenltores
maduros la mayor parte del afio se hace necesarlio contlnuar
estos exper imentos combinandolos con etapas de
mantenimiento de las gametas maduras a bajas temperaturas.
Bayne (1965) ha reallzado exltosamente esta técnlica,
mantenliendo adultos de M. edulis a 5°C por debajo de Ila

temperatura ambliente y con una raclén allmenticla adecuada,
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durante 12 meses sin que hubliera reabsorcién de la gonada.

Un factor de suma Iimportancia en Ila evaluaclén del
exlto de wuna técnica de acondicionamiento de progenlitores
para la produccién de gametas es la garantla de vliabllldad
y optimo desarrollo larval posterior. Existen varios
trabajJos que muestran la estrecha relacion entre la
condicion fisloldgica del adulto y la viabilidad y tasa de
crecimlento de las larvas que producen. Bayne (1972)
encuentra que las adultos de M. edulls sometlidos a altas
temperaturas y raclién allmenticia reducida |liberaron huevos
con un desarrollo embrionario anormal. Bajo similares
condiciones de estres, Bayne et al, (1978) reportan una
disminucidén en el nUimero de huevos emltidos, con pesos
menores y menos cantidad de |Ipldos en comparacién con los
huevos procedentes de adultos normales. Los diversos
grados de estres que presentaron los organlismos de los
traba)Jos mencionados se evaluaron por medio del Indlice de
potencial de crecimiento que en todos los casos fue

negatlvo.

Aunque evaluar la viabllldad de las gametas estaba
fuera del objetivo del presente trabajo las mediclones
efectuadas por Sosa-Medina (en preparacién) permliten un
acercamiento a este problema. Los Indices de potenclal de

crecimiento que se registraron en los exper Imentos
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resultaron positivos, lo que indica el restablecimiento del
equl llbrio metabdlico en los organismos y la disponibl | idad
de energla para la producclidéon somatica y gonadal. Tomando
en consideraclén que los porcentajes de viabllidad de Ilas
gametas y adecuado desarrollo larval son mayores en los
organismos mantenidos baJo condicliones normales que los que
sufrieron de estres (Bayne et al, 1978) vy que las
condiciones experimentales del presente trabajJo fueron
adecuadas, podemos suponer que |las gametas producidas por
los mejlllones tenlan grandes probabl|idades de ser viables

y alcanzar un desarrollo larval normal.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La administraclién de la raclién alimenticia equivalente
al 3.4% del peso seco del tejldo blando de Mytlilus edulis
cubrio comp letamente sus requerimientos energéticos vy
permltld la disponibllidad de energla para el crecimiento

somatico y gonadal.

La producclién de gametas maduras fue mayor en los

machos que en las hembras.

En este trabajo, se encontréd que la produccldédn de
gametas dependlié de la etapa gametogénica en la que se
encontraron los organismos al Inicio de estimulo mas que de
los regimenes térmlicos aplicados. Sin embargo la tasa

gemetogénica se vIid acelerada por las altas temperaturas.

Las etapas del clclo gametogénico mas adecuadas para
el Iniclo de un acondicionamliento con el fin de obtener
gametas maduras son: cuando el organismo ha completado el
ciclo de acumulacién de reservas Yy la gametogénesis es

Inciplente y durante la etapa de restauracion de la gonada.

Con el fin de obtener gametas maduras durante l|a mayor

parte del afio, se recomlenda que una vez concluidos Ilos
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exper imentos de acondiclionamiento de progenitores, se
determine la temperatura baja adecuada para el
mantenimlento de organismos maduros de modo que se retarde
la liberacion de las gametas y se evite la reabsorclén de

la gonada.

Para evaluar el éxito del método de acondicionamlento
se recomienda la reallzaclén de bioensayos de fertllizacion
con las gametas | iberadas, en los que se estudie el
crecimliento y el desarrollo larval por lo menos hasta el

estadio de charnela recta.
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7. APENDICE A

Tabla A.1. Prueba de Kruskall-Wallis y comparaciones multiples
aplicada a los volumenes de gametas maduras (GM) de los
machos del experimento | para los tres sistemas de
acondicionamiento (A,LB y C). Comparaclion con los

organismos del campo al Inicio del experimento (febrero).
ns = no significatlvo; * = significativo (P<0.05).

Pareja Discrepancla Discrepancia Declision al 5% de
Observada max.compatible significancia
(A,B) 0.850 5.993 ns
(A,C) 7.500 6.317 *
(A, campo) 7.583 5.767 *
(B,C) 8.350 5.993 *
(B,campo) 8.433 5.410 *
(C,campo) 0.083 5.767 ns

Tabla A.2. Prueba de Kruskall-Wallls y comparaciones multiples
aplicada a los volumenes de gametas maduras (GM) de los
machos del experimento | para los sistemas A y B comparados
con los organismos del campo al final del experimento

(marzo). ns = no significativo;
* = significativo (P<0.05).
Pareja Discrepancia Discrepancia Decislidn al 5% de
Observada max.compatible signiflcancia
(A,B) 1.350 3.851 ns
(A,campo) 6.250 4.384 *
(B,campo) 6.600 4.192 *

Tabla A.3. Prueba de Kruskall-Wallls y comparaciones multiples
aplicada a los volumenes de gametas maduras (GM) de las
hembras del experimento | para el sistema C comparado con
los organismos del campo al final del experimento (abril),.
Ns = no significativo; * = significativo (P<0.05).

Pareja Discrepancia Discrepancla Decislidén al 5% de
Observada max.compatible significancia
(C,campo) 3.600 3.349 %



Tabla A.4. Prueba de Kruskall-Wallis y comparaciones multiples
aplicada a los volumenes de gametas en desarrollo (GD) de
los machos del experimento | para los tres slistemas de
acondicionamiento (A,B y C). Comparacion con los
organismos del campo al inliclio del experimento (febrero).
ns = no significativo; * = signiflcatlvo (P<0.05).

Pareja Discrepancia Discrepancia Declsién al 5% de
Observada max.compatible slgnificancia

(A,B) 4.500 6.796 ns
(A,C) 1.000 7.163 ns
(A,campo) 4.667 6.539 ns
(B,C) 5.500 6.796 ns
(B,campo) 9.167 6.134 %

(C,campo) 3.667 6.5639 ns

Tabla A.5. Prueba de Kruskall-Wallis y comparaciones multiples
aplicada a los volumenes de gametas en desarrollo (GD) de
las hembras del experimento | para los tres slistemas de
acondlicionamliento (A,LB y (). Comparacidn con los
organismos del campo al inicio del experimento (febrero).
ns = no significativo; * = significativo (P<0.05).

Pareja Discrepancla Discrepancia Decisidén al 5% de
Observada max.compatible signiflicancla

(A,B) 0.525 6.543 ns
(A,C) 5.3786 6.296 ns
(A,campo) 8.625 6.897 *

(B,C) 5.900 5.806 ns
(B,campo) 9.150 6.543 *

(C,campo) 3.250 6.296 ns

Tabla A.6. Prueba de Kruskall-Wallls y comparaclones multiples
aplicada a los volumenes de gametas en desarrollo (GD) de

los machos del experimento | para los sistemas A y B
comparados con los organismos del campo al final del
exper imento (marzo). ns = no sligniflcatlivo;
¥ = signlficatlivo (P<0.05).
Pareja DIscrepancia Discrepancia Declisién al 5% de
Observada max.compatible sligniflcancla
(A,B) 3.150 3.197 ns
(A,campo) 4,250 3.640 *

(B,campo) 7.400 3.481 -



Tabla A.7. Prueba de Kruskall-Wallis y comparaciones multiples
aplicada a los volumenes de celulas vesiculares (VTC) de
las hembras del experimento | para los tres sistemas de
acondiclonamliento (A,B y C). Comparacloén con los
organlismos del campo al Iniclo del experimento (febrero).
ns = no signiflcativo; * = significatlvo (P<0.05).

Pareja Discrepancla Discrepancia Declision al 5% de
Observada max.compatible slgniflicancla
(A,B) 7.400 5.438 »
(A,C) 5.833 65.233 *
(A,campo) 3.000 6.192 ns
(B,C) 1.567 4.909 ns
(B,campo) 10.400 5.921 »
(C,campo) 8.833 5.733 *

Tabla A.8. Prueba de Kruskall-Wallils y comparaclones multiples
apllcadas volumenes de celulas vesiculares (VIC) de las

hembras del exper imento | para los sistemas A Yy B
comparados con los organismos del campo al final del
exper imento (marzo). ns = no significatlvo;
* = significativo (P<0.05).
Pareja Discrepancila Discrepancia Decislén al 5% de
Observada max .compatible significancla
(A,B) 7.875 8.331 *
(A,campo) 1.161 4.981 ns
(B,campo) 6.414 4.653 %

Tabla A.9. Prueba de Kruskall-Wallis y comparaciones multiples
aplicada a los volumenes de gametas maduras (GM) de los
machos del exper imento 1 para los tres sistemas de
acondlclonamiento (A,B y C). Comparacion con los
organismos del campo al Inicio del exper Iimento (agosto).
ns = no significativo; * = significativo (P<0.05).

Pareja Discrepancia Discrepancia Declslidén al 5% de
Observada max .compatible slgniflcancla
(A,B) Tulld 4,980 "
(A,C) 5.486 5.455 *
(A,campo) 6.714 6.429 »*
(B,C) 2.229 5.455 ns
(B,campo) 14.429 6.429 *
(C,campo) 12.200 6.804 *



Tabla A.10. Prueba de Kruskall-Wallis y comparaciones multiples
aplicada a los volumenes de gametas en desarrollo (GD) de

los machos del experimento Il para los tres sistemas de
acondicionamiento (A,B y C). Comparacion con los
organismos del campo al Iniclo del experimento (agosto).
ns = no significativo; * = significativo (P<0.05).
Pareja Discrepancla Discrepancia Declisldon al 5% de
Observada max .compatible signiflcancla
(A,B) 0.982 6.608 ns
(A,C) 6.024 7.103 ns
(A,campo) 12.180 8.810 *
(B,C) 5.042 6.895 ns
(B,campo) 11.208 8.644 *
(C,campo) 6.167 9.028 ns
Tabla A.11. Prueba de Kruskall-Wallls y comparaciones muUltiples
aplicada a los volumenes de gametas en desarrollo (GD) de
las hembras del experimento || para los tres slistemas de
acondiclonamiento (A,B y C). Comparaclién con los
organismos del campo al inicilo del experimento (agosto)
ns = no significativo; * = significativo (P<0.05).
Pareja Discrepancia Discrepancila Declslidén al 5% de
Observada max .compatible signiflcancia
(A,B) 3.000 5.920 ns
(A,C) 6.000 4.953 *
(A,campo) 2.500 4.586 ns
(B,C) 3.000 5.616 ns
(B,campo) 5.500 5.295 =
(C,campo) 8.500 4.186 *

Tabla A.12. Prueba de Kruskall-Wallis y comparaciones multliples
apllicada a los volumenes de células adlpogranulares (ADG)

de los machos del experimento || para los tres slstemas de
acondiclonamiento (A,B y €). Comparac|ion con los
organismos del campo el Inicio del experimento (agosto).
ns = no significativo; * = significativo (P<0.05).
Pareja Discrepancia Discrepancila Decislidn al 5% de
Observada max .compatible slgnificancla
(A,B) 6.429 6.760 ns
(A,C) 3.452 7.036 ns
(A,campo) 5.714 7.927 ns
(B,C) 2.976 7.036 ns
(B,campo) 12.143 7.927 *
(C,campo) 9.167 8.163 -



Tabla A.13 . Prueba de Kruskall-Wallls y comparaciones
multiples aplicada a los vo lumenes de ceélulas
adipogranulares (ADG) de los machos del experimento || para

los tres sistemas de acondiclionamiento (A,B y C).
Comparaclién con los organismos del campo al final del

exper imento (septlembre). ns = no significativo;
* = significativo (P<0.05).
Pareja Discrepancla Discrepancia Declsién al 5% de
Observada max.compatible significancla
(A,B) 7.286 6.819 *
(A,C) 3.690 7.097 ns
(A,campo) 5.343 7.470 ns
(B,C) 3.595 7.097 ns
(B,campo) 12.629 7.470 -
(C,campo) 9.033 7.725 *
Tabla A.14 . Prueba de Kruskall-Wallls y comparacliones
multiples aplicada a los volumenes de celulas

adlpogranulares (ADG) de las hembras del exper imento 11
para los tres slistemas de acondiclonamiento (A,B y C).
Comparacidén con los organismos del campo al final del

experimento (septiembre). ns = no significativo;
* = signiflcatlivo (P<0.05).
Pareja Dliscrepancia Discrepancila Declslion al 5% de
Observada max.compatible significancla
(A,B) 8.000 4.390 *
(A,C) 1.500 3.802 ns
(A,campo) 6.500 3.802 *
(B,C) 6.500 3.802 *
(B,campo) 1.500 3.802 ns
(C,campo) 5.000 3.105 o
Tabla A.156 . Prueba de Kruskall-Wallis y comparaclones
multiples aplicada a los volumenes de hemocitos de las
hembras del experimento || para los tres slistemas de
acondicionamiento (A,B y C). Comparacloén con los
organismos del campo al Iniclo del exper imento (agosto).
ns = no slignificativo; * = significativo (P<0.05).
Pareja DlIscrepancia Discrepancla Declslén al 5% de
Observada max.compatible signiflcancla
(A,B) 0.500 5.307 ns
(A,C) 0.250 4.440 ns
(A,campo) 7.500 4.111 *
(B,C) 0.750 5.035 ns
(B, campo) 7.000 4.747 *
(C,campo) 7.750 3.753 *
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Tabla A.16 . Prueba de Kruskall-Wallis y comparacliones
multiples apllicada a los volumenes de gametas maduras de
los machos del experimento |Il para los tres sistemas de
acondiclionamiento (A,B y C). Comparacion con los
organismos del campo al Inicio del experimento (octubre).
ns = no slignificativo; * = significativo (P<0.05).

Pareja Discrepancia Discrepancia Declsién al 5% de
Observada max .compatible - signilflicanclia
(A,B) 2.600 4.694 ns
(A,C) 5.550 4,979 -
(A,campo) 7133 5.420 *
(B,C) 8.150 4.979 *
(B,campo) 9.733 5.420 »
(C,campo) 1.583 5.668 ns

Tabla A.17 . Prueba de Kruskal l-Wallis y comparaciones
multiples aplicada a los volumenes de gametas maduras (GM)
de las hembras del experimento || para los tres slistemas
de acondiclonamiento (A,B y C). Comparacidén con los

organismos del campo al inicio del exper imento (octubre).
ns = no significativo; * = signiflicativo (P<0.05).

Pareja Discrepancila Discrepancla Decision al 5% de
Observada max.compatible significancia
(A,B) 1.000 4.717 ns
(A,C) 7.250 4.717 *
(A,campo) 6.750 4.717 &
(B,C) 8.250 4.717 *
(B, campo) 7.750 4.717 *
(C,campo) 0.500 4,717 ns
Tabla A.18 . Prueba de Kruskall-wallls y comparaclones
multiples aplicada a los volumenes de gametas en desarrollo
(GD) de los machos del experimento |lIl para los tres
sistemas de acondiconamliento (A,By C). Comparaclidén con
los organismos del campo al inicio del exper imento
(octubre). ns = no slgniflcatlvo;
* = significatlvo (P<0.05).
Pareja Discrepancia Discrepancia Declislidén al 5% de
Observada max.compatible significancla
(A,B) 7..333 5.478 *
(A,C) 1.000 6.709 ns
(A,campo) 0.333 6.709 ns
(B,C) 7.333 6.709 *
(B,campo) 7 .000 6.709 *
(C,campo) 0.333 7.747 ns
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Tabla A.19 . Prueba de Kruskall-Wallis y comparaclones
mUltiples aplicada a los volumenes de gametas en desarrollo
(GD) de las hembras del experimento 111 para los tres
slistemas de acondiclonamiento (A,B y C). Comparacion con
los organismos del campo al Iniclo del exper imento
(octubre). ns = no significatlivo;
* = significativo (P<0.05).

Pareja Discrepancia Discrepancila Decisidn al 5% de
Observada max.compatible significancla
(A,B) 0.250 4.633 ns
(A,C) 5.500 4.633 *
(A,campo) B8.750 4.633 %
(B,C) 5.750 4.633 %
(B, campo) 9.000 4.633 *
(C,campo) 3.250 4.633 ns

Tabla A.20 . Prueba de Kruskall-Wallls y comparaciones
multiples aplicada a los vo lumenes de células
adlpogranulares de |los machos del experimento |1l para los
tres sistemas de acondliconamiento (A,B y C). Comparaclion
con los organismos del campo al iniclo del experimento
(octubre) ns = no sligniflcativo;
¥ = significativo (P<0.05).

Pareja Discrepancia Discrepancla Declsion al 5% de
Observada max.compatible significancia
(A,B) 6.167 5.820 *
(A,C) 1.833 6.507 ns
(A,campo) 2.500 7.128 ns
(B,C) 8.000 6.507 *
(B,campo) 8.667 7.128 *
(C,campo) 0.667 7.699 ns
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Tabla A.21 . Prueba de Kruskall-Wallls y comparaclones

multiples aplicada a los volumenes de ceélulas
adlpogranulares (ADG) de las hembras del exper imento 111
para los tres sistemas de acondiclionamiento (A,B y C).
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Comparaclén con los organismos del campo en el inicilo del
exper imento (octubre). ns = no significativo;
* = signiflicativo (P<0.05). ns = no significativo;
* = significativo (P<0.05). ’
Pareja Discrepancia Discrepancia Decisién al 5% de
Observada max.compatible significancia
(A,B) 4.000 4.292 ns
(A,C) 4.500 4.292 »
(A,campo) 4,333 4.636 ns
(B,C) 8.500 4.292 *
(B,campo) 8.333 4.636 *
(C,campo) 0.167 4.636 ns
Tabla A.22 . Prueba de Kruskall-Wallis y comparaclones

multiples apllicada a los volumenes de gametas maduras (GM)
de los machos del experimento IV para los tres sistemas de

acondicionamiento (A,B y C). Comparacloén con los
organismos del campo en el inicio del exper imento
(diclembre). ns = no significativo; * = signiflcatlivo
(P<0.05).
Pareja Discrepancia Discrepancia Decislon al 5% de
Observada max .compatible signiflcancia

(A,B) 0.000 6.065 ns

(A,C) 0.000 5.647 ns

(A,campo) 11.500 5.349 »

(B,C) 0.000 6.644 ns

(B, campo) 11.500 6.394 *

(C,campo) 11.500 5.998 "



Tabla A.23 . Prueba de Kruskall-Wallls Y comparaclones

multiples aplicada a los volumenes de gametas maduras (GM)
de las hembras del experimento IV para los tres sistemas de

acondicionamiento (A,B y Cc). Comparac lon con los
organlsmos del campo en el Iniclo del exper imento
(diciembre). ns = no significatlivo; * = signiflicatlivo
(P<0.05).
Pareja Discrepancia Discrepancila Decisidén al 5% de
Observada max.compatible significancia
(A,B) 4.100 6.507 ns
(A,C) 0.700 5.507 ns
(A,campo) 10.000 5.700 ®
(B,C) 3.400 4.163 ns
(B,campo) 5.900 4.415 *
(C,campo) 9.300 4.415 *
Tabla A.24 . Prueba de Kruskall-Wallls y comparaclones

miltiples apllicada a los volumenes de gametas maduras de
los machos del experimento |V para los tres sistemas de

acondicionamliento (A,LB y C). Comparaclion con los
organismos del campo al final del experimento (enero).
ns = no significativo; * = significativo (P<0.05).
Pareja Discrepancia Discrepancia Decisioéon al 5% de
Observada max.compatible significancla

(A,B) 0.5600 7.578 ns

(A,C) 0.075 7.054 ns

(A,campo) 9.399 6.404 *

(B,C) 0.425 8.301 ns

(B,campo) 9.839 7.756 *

(C,campo) 9.414 7.246 *
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Tabla A.25 Prueba de Kruskall-Wallls y comparacliones multiples
aplicada a los volumenes de gametas en desarrollo (GD) de
los machos del experimento |V para los tres sistemas de

acondlicionamiento (A,B y C). Comparaclon con los
organismos del campo en el iniclo del exper imento
(diciembre). ns = no significativo; * = significativo
(P<0.05).
Pareja Discrepancia Discrepancia Declslidn al 5% de
Observada max.compatible significanclia

(A,B) 4.875 6.537 *

(A,C) 3.875 6.085 ns

(A,campo) 12.208 5.765 *

(B.C) 1.000 7.161 ns

(B,campo) 7.333 6.890 *

(C,campo) 8.333 6.464 *

Tabla A.26 Prueba de Kruskall-Wallls y comparaciones multiples
apllicada a los volumenes de gametas en desarrollo de las
hembras del exper imento IV para los tres sistemas de

acondlcionamiento (A,LB y C). Comparacién con los
organismos del campo en el inicio del exper imento
(diciembre). ns = no significativo; * = signiflcativo
(P<0.05).
Pareja Discrepancia Discrepancia Decisidén al 5% de
Observada max.compatible sligniflicancla

(A,B) 1.500 6.264 ns

(A,C) 2.100 6.264 ns

(A,campo) 9.500 6.484 *

(B,C) 0.600 4.735 ns

(B,campo) 8.000 5.023 ns

(C,campo) 7.400 5.023 *

Tabla A.27 Prueba de Kruskall-Wallls y comparacliones multiples
aplicada a los volumenes de células veslculares (V TC) de
los machos del experimento |V para los tres slistemas de
acondicionamliento (A;B ¥ €). Comparaclidén con los
organismos del campo al Iniclo del experimento (diciembre).
ns = no significativo; * = significativo (P<0.05).

Pareja Discrepancila Discrepancia Decislén al 5% de
Observada max.compatible significancia
(A,B) 1.063 6.036 ns
(A,C) 0.213 5.619 ns
(A,campo) 11.688 5.323 *
(B,C) 1.275 6.612 ns
(B,campo) 10.625 6.362 »
(C,campo) 11.900 5.968 *



Tabla A.28 Prueba de Kruskall-Wallis y comparaciones multiples
aplicada a los volumenes de ceélulas vesiculares de los
machos del experimento |V para los tres sistemas de
acondiclonamiento (A,B y C). Comparacion con los
organismos del campo al final del experimento (enero).
ns = no signiflicativo; * = significatlivo (P<0.05).

Pareja Discrepancia Discrepancla Decislion al 5% de
Observada max.compatible significanclia

(A,B) 1.938 7.730 ns
(A,C) 0.888 7.196 ns
(A,campo) 9.170 6.533 *

(B,C) 2.825 8.467 ns
(B,campo) 7232 7.911 ns
(C,campo) 10.0567 7.391 -

Tabla A.29 Prueba de Kruskall-Wallls y comparaclones multlples
apllcada al Indice gonadal humedo (IGH) de las hembras del
experimento |. Comparaclién del sistema C con los
organismos del campo al final del experimento (abril).
ns = no significativo; * = significativo (P<0.05).

Pareja Discrepancia Discrepancia Decisidon al 5% de
Observada max.compatible significancia
(C,campo) 4.000 3.453 *

Tabla A.30 Prueba de Kruskall-Wallis y comparaciones multiples
aplicada al indice gonadal seco (IGS) de las hembras del
Exper imento 1. Comparaclion del sistema G con los
organismos del campo al final del experimento (abril).
ns = no significativo; * = significativo (P<0.05).

Pareja Discrepancla Discrepancila Declisléon al 5% de
Observada max.compatible signiflcancia
(C,campo) 4.401 3.453 *



Tabla A.31 Prueba de Kruskall-Wallis y comparaclones multiples
apllcada al indice gonadal humedo (IGH) de los machos del
Exper Imento V. Comparaclon de los sistemas de
acondliclionamlento (A,B y C) con los organismos del campo al
Inlclo del experimento (diciembre) ns = no significativo;
¥ = significativo (P<0.05).

Pareja DiIscrepancla DIscrepancla Declislién al 5% de
Observada max.compatible signiflcancla
(A,B) 1.250 6.094 ns
(A,C) 0.050 5.673 ns
(A,campo) 12.107 5.1560 -
(B,C) 1.200 6.675 ns
(B,campo) 10.857 6.237 *
(C,campo) 12.057 5.827 *

Tabla A.32 Prueba de Kruskall-Wallis y comparaciones multiples
aplicada al Indice gonadal humedo (IGH) de las hembras del
Experimento |V. Comparacioén de los sistemas de
acondiclonamiento (A,B y C) con los organismos del campo al
Inicio del experimento (diclembre) ns = no signiflcativo;
¥ = signiflcativo (P<0.05).

Pareja Discrepancia Discrepancia Decisldon al 5% de
Observada max.compatible slgniflcancla
(A,B) 1.200 6.337 ns
(A,C) 2.200 6.337 ns
(A,campo) 6.667 6.914 ns
(B,C) 3.400 4.790 ns
(B,campo) 5.467 5.531 ns
(C,campo) 8.867 5.5631 x

Tabla A.33 Prueba de Kruskall-Wallls y comparacliones multiples
apllcada al Indice gonadal seco (I1GS) de los machos del
ExperImento 1V. Comparacién de los sistemas de
acondiclionamliento (A,B y C) con los organismos del campo al
Inicio del experimento (diciembre) ns = no slgnificativo;
* = signiflcatlivo (P<0.05).

Pareja Discrepancia Discrepancia Declslidén al 5% de
Observada max.compatible significancia
(A,B) 0.625 65.955 ns
(A,C) 0.075 5.544 ns
(A,campo) 12.125 5.033 *
(B,C) 0.700 6.523 ns
(B,campo) 11.500 6.095 %
(C,campo) 12.200 5.694 *



Tabla A.34 Prueba de Kruskall-Wallis y comparaciones multiples

aplicada al Indice gonadal humedo (IGH) de las hembras del
Experimento 1V, Comparacioén de los sistemas de
acondiclonamliento (A,B y C) con los organismos del campo al
Inlclo del experimento (dicliembre) ns = no significativo;
* = signiflcativo (P<0.05).

Pareja Discrepancla Discrepancla Declsldn al 5% de
Observada max.compatible signiflicancila
(A,B) 0.800 6.203 ns
(A,C) 2.000 6.203 ns
(A, campo) 7 .000 6.768 "
(B,C) 2.800 4.689 ns
(B,campo) 6.200 5.414 »
(C,campo) 9.000 5.414 »
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