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GLOSARIO

Analisis de imagenes: Método que permite mediante la integracion automatizada de
dispositivos electronicos y digitales, visualizar, coleccionar y analizar los atributos

de las imagenes de forma cualitativa y cuantitativa.

Ciclo gonadico: Evento que ocurre dentro de las gonadas en el cual se da la
formacion de los gametos. En general en un ciclo se presentan la fase vegetativa,

de diferenciacion celular, madurez, desove y posdesove.

Ciclo reproductivo: Frecuencia de aparicion de las diferentes fases de desarrollo
gonadico a través del afio y que en general es ciclico (anual).

Espermatida: Célula sexual masculina resultante de la segunda division meidtica en
el proceso de gametogénesis, las cuales daran lugar a los espermatozoides por
medio de la espermiogénesis.

Espermatocito: Célula sexual masculina en desarrollo que se diferencia durante la

espermatogénesis.
Espermatogénesis: Proceso de formacion de los espermatozoides.

Espermatogonia: Células germinales especializadas en diferenciarse para dar lugar

a los espermatozoides a través del proceso de espermatogénesis.

Espermatozoide: Célula haploide que constituye el gameto masculino de los
animales, y su funcion es la formacion de un cigoto totipotente al fusionarse su
nucleo con el del gameto femenino, fendmeno que dara lugar, posteriormente, al

embrion y al feto.

Estrategia reproductiva: Conjunto de tacticas reproductivas que presenta una
especie para obtener un éxito reproductivo.

Fagocito: Célula sanguinea (hematocito) que se especializa en digerir cuerpos no

reconocidos por el organismo.



Foliculo: Capa de tejido conectivo que sostiene a las células germinales.

Gametogénesis: Es el proceso de formacidon de gametos por medio de la meiosis a
partir de células germinales. Mediante este proceso, el numero de cromosomas
que existe en las células germinales se reduce de diploide a haploide, es decir, a
la mitad del numero de cromosomas que contiene una célula normal de la especie

de que se trate.

Gametos: Células sexuales procedentes de la estirpe germinal. (ovocito o
espermatocito).

Goénada: Organo en el cual tiene lugar el desarrollo de los gametos.

Hermafrodita funcional: Condicion que presentan los organismos los cuales

producen simultaneamente gametos femeninos y masculinos.

Histoquimica: Meétodos que tienen por objeto localizar sustancias quimicas

conocidas en las células y los tejidos.

indice gonadosomatico: Método cuantitativo que se utiliza para estimar la condicién

reproductiva de los organismos, tanto machos como hembras.

indice de lipidos: Indicador cuantitativo del contenido de triglicéridos o fosfolipidos

en un ovocito.

Microscopia electronica: Es la técnica en la que se utiliza el microscopio electronico
para un analisis utilizando electrones en lugar de fotones o luz visible para formar
imagenes de objetos diminutos. Los microscopios electronicos permiten alcanzar
una capacidad de aumento muy superior a los microscopios convencionales
debido a que la longitud de onda de los electrones es mucho menor que la de los
fotones "visibles". Existen dos tipos principales de microscopios electrénicos: el

microscopio electronico de transmision y el microscopio electronico de barrido.

Microscopio electréonico de barrido: En el microscopio electronico de barrido la
muestra es recubierta con una capa de metal delgado, y es barrida con electrones
enviados desde un cafion. Un detector mide la cantidad de electrones enviados

XI



que arroja la intensidad de la zona de muestra, siendo capaz de mostrar figuras en
tres dimensiones, proyectadas en una imagen de TV. Su resolucion esta entre 3 y
20 nm, dependiendo del microscopio. Permite obtener imagenes de gran
resolucién en materiales pétreos, metalicos y organicos. La luz se sustituye por un
haz de electrones, las lentes por electroimanes y las muestras se hacen

conductoras metalizando su superficie.

Microscopio electrénico de transmisién: El microscopio electronico de transmision
emite un haz de electrones dirigido hacia el objeto cuya imagen se desea
aumentar. Una parte de los electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y
otros lo atraviesan formando una imagen aumentada de la muestra. Para utilizar
un microscopio electrénico de transmision debe cortarse la muestra en capas
finas, no mayores de un par de miles de angstroms. Los microscopios electronicos

de transmision pueden aumentar la imagen de un objeto hasta un millén de veces.
Ovario: Organo genital femenino en donde se producen los ovocitos.

Ovocito: Célula sexual femenina en desarrollo que se diferencia durante la
ovogeénesis. El tamafio del ovocito aumenta conforme va madurando debido a la

acumulacion de sustancias de reservas energéticas.

Ovogonia: Células sexuales femeninas diferenciadas mediante el proceso de mitosis

de las células germinales, las cuales se diferenciaran dando origen a los ovocitos.
Ovogénesis: Proceso de formacion de gametos femeninos (ovocitos).
Reproduccion: Proceso por el cual se perpetuan las especies.

Tactica reproductiva: Serie de aspectos fisiologicos y ecoldgicos cuya finalidad es

la reproduccién.

Tejido conjuntivo: Tejido que se encuentra dentro y fuera de los foliculos, el cual

provee soporte al tejido gonadico.

Testiculo: Organo reproductor masculino en donde se producen los

espermatozoides.
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Tubulos: Capa de tejido conectivo que sostiene a las células germinales, las cual a

medida que maduran forman los gametos masculinos.

Vitelo: Material nutritivo de reserva de los ovocitos que se utiliza durante el
desarrollo del embrion.

Vitelogénesis: Proceso de formacion y acumulacion del vitelo en el citoplasma de

las células sexuales femeninas.
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RESUMEN

La almeja mano de ledn Nodipecten subnodosus es una especie de
importancia econdmica en el Noroeste de México; sin embargo, debido a la
sobreexplotacidon, su pesqueria esta limitada a la Laguna Ojo de Liebre, B.C.S. Lo
anterior ha ocasionado el interés en su cultivo, no obstante el conocimiento sobre los
aspectos de su reproduccion es todavia limitado, por lo que es necesario
profundizar en los aspectos finos de la gametogénesis y su relacion con las variables
ambientales. El objetivo de este estudio es describir la ovogénesis vy
espermatogenesis a nivel ultraestructural mediante el uso de microscopia electrénica
de transmision y la cuantificacion de los cambios en el area de cobertura de gotas de
lipidos en los ovocitos de N. subnodosus y su relaciéon con la temperatura y la
disponibilidad de alimento. Durante un afio, se colectaron mensualmente 30 almejas
de un sistema de cultivo ubicado en Bahia Tortugas, B.C.S. De cada organismo se
obtuvieron dos muestras de cada porcion de la gdénada (ovario y testiculo), una para
el calculo del indice de lipidos y otra para analisis ultraestructural. Paralelo a esto, se
tomaron datos morfométricos para el calculo de indices de condicidn y se registraron
las variables ambientales. Las muestras para el calculo del indice de lipidos fueron
preparadas por medio de histoquimica las cuales fueron procesadas mediante Sudan
Negro B para la identificacidn de lipidos. Los analisis histolégicos mostraron que
presentaron un desarrollo gonadico sincronico continuo, no presentando el periodo
de inactividad reproductiva. El ciclo reproductivo mostro la presencia de organismos
maduros, desovados y atrésicos en casi todos los meses de estudio teniendo un
periodo de inicio de actividad gametogénica (abril 2009 y marzo 2010). Basado en
las caracteristicas ultraestructurales de la gonada, las células sexuales fueron
divididas en cinco estadios. Espermatogénesis: Espermatogonia (38.90um? +4.43),
Espermatocito primario (15.50um?,+1.01), Espermatocito secundario
(7.48um?,+0.10), Espermatida (2.33um?+0.31) y Espermatozoide (2.04pm?+0.16).
En ovogénesis: Ovogonia primaria (22.34um?+2.60), Ovogonia secundaria
(42.75um? £2.42), Ovocito previtelogénico (61.97um?%+0.96), Ovocito vitelogénico
(971.70um? 344 .22) y Ovocito maduro (1761.88um?, +644.72).
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ABSTRACT

Study of reproduction of lions-paw scallop Nodipecten subnodosus (Sowerby,
1835) in a comercial culturing venture in Bahia Tortugas, Baja California Sur,
México

The lion's paw scallop Nodipecten subnodosus is a species of economic
importance in the Northwest of Mexico, however, due to overfishing, the fishery is
limited to Laguna Ojo de Liebre, B.C.S. This has led to interest in their culture,
however the knowledge on aspects of reproduction is still limited, making it necessary
to delve into the finer aspects of gametogenesis and its relationship with
environmental variables. The objective of this study is to describe the oogenesis and
spermatogenesis at the ultrastructural level using transmission electron microscopy
and quantification of changes in the coverage area of lipid droplets in oocytes of N.
subnodosus and its relation to temperature and food availability. For a year, 30 clams
were collected monthly from a culture system in Bahia Tortugas, B.C.S. In each
agency, two samples of each portion of the gonad (ovary and testis), one for the
calculation of the lipid and the other for ultrastructural analysis. Parallel to this,
morphometric data were taken for the calculation of condition indices and and
environmental variables were recorded. Samples for calculation of the lipids were
prepared by means of histochemistries which were processed by Sudan Black B for
lipid identification. Histological analysis showed that showed a continuous
synchronous gonadal development does not present the period of reproductive
inactivity. The reproductive cycle showed the presence of mature organisms,
spawning and atresic in almost every month of study having a period of gametogenic
activity initiation in the months of April 2009 and March 2010. Based on the
ultrastructural characteristics of the gonad, the sex cells were divided into five stages.
Spermatogenesis: Spermatogonia (38.90um2, * 4.43), primary spermatocytes
(15.50um2, = 1.01), secondary spermatocytes (7.48um2, % 0.10), spermatid
(2.33um2, = 0.31) and sperm (2.04pm2, + 0.16). In oogenesis: primary oogonium
(22.34um2, £ 2.60), secondary oogonium (42.75um2, + 2.42), previtellogenic oocyte
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(61.97um2, + 0.96), vitellogenic oocytes (971.70um2, £ 344.22) and mature oocyte
(1761.88um2, £ 644.72).
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1.- INTRODUCCION

Dentro del grupo de los moluscos bivalvos, los pectinidos son particularmente
importantes desde el punto de vista comercial y econdmico, ya que su produccion
mundial se estimé en el afio 2003 en alrededor de 1,700,000 toneladas (concha
entera), de las cuales unas 700,000 toneladas procedieron de la acuicultura y
1,000,000 de toneladas de los bancos naturales (FAO, 2005). En Meéxico, la
produccion de pectinidos es baja (6.9 t) y proviene totalmente de poblaciones
naturales (FAO, 2005). De las 400 especies de pectinidos distribuidas a lo largo de
los mares del mundo, 67 se encuentran en la region Iberoamericana (Lodeiros et al.,
2001), con 28 representantes en las costas del Pacifico Mexicano, y de ellas tres son
de importancia comercial, la almeja catarina (Argopecten ventricosus), la almeja
voladora (Euvola vogdesi) y la almeja mano de ledn (Nodipecten subnodosus) (Keen
& Coan, 1974). La almeja mano de ledn es una de las especies de pectinidos mas
grandes y es altamente apreciada en el mercado nacional e internacional gracias al
buen sabor que presenta el musculo aductor, comunmente conocido como “callo”, el
cual puede pesar hasta 260 gramos (Beltran-Lugo, 2005). Sin embargo, debido a la
sobreexplotaciéon sus poblaciones disminuyeron drasticamente en los diversos
cuerpos de agua del noroeste del pacifico mexicano, y en la actualidad solo se extrae
en la Laguna Ojo de Liebre en donde se localizan varias sociedades cooperativas
que aprovechan el recurso de forma riberefia o regional. Ademas del sabor y el
tamafo que alcanza su callo y su rapido crecimiento (Villalejo-Fuerte et al., 2004), las
ventajas de esta especie sobre otros pectinidos son notables. Por ejemplo, 1 kg de
callo de almeja catarina se obtiene a partir de 170 organismos de 5 cm de altura de
la concha, en aproximadamente 12 meses de cultivo, y tiene un valor comercial de
2.6 ddlares en el mercado norteamericano al mayoreo. En cambio, 1 kg de callo de
almeja mano de ledn se produce a partir de 40 ejemplares de 12 cm de altura de la
concha en 18 meses de cultivo, vendiéndose a 6.25 dodlares en el mercado
norteamericano al mayoreo (Sea Food Price Current, 2001). Estas caracteristicas
hacen de esta especie un organismo de gran interés para la acuicultura, por ello, en
respuesta a las demandas actuales, el recurso se encuentra orientado a su

produccion acuicola. Por lo anterior se han llevado a cabo diferentes estudios sobre



su biologia en poblaciones silvestres y en cultivo, incluyendo la descripcidn del ciclo
reproductivo (Racotta et al., 2003; Arellano-Martinez et al., 2004a; Villalejo-Fuerte et
al., 2004), anadlisis del uso de energia para la gametogénesis (Arellano-Martinez et
al., 2004b; Maldonado-Amparo et al., 2004; Palacios et al., 2005; Palacios et al,,
2007), aspectos relacionados con el crecimiento (Garcia-Esquivel et al., 2000,
Barrios-Ruiz et al., 2003; Racotta et al., 2003; Arellano-Martinez et al., 2010); los
cuales son de gran importancia para lograr un mejor manejo de la especie en
condiciones de cautiverio para fines de produccién de semilla. No obstante, algunos
aspectos de la reproduccion deben profundizarse con el fin de asegurar el éxito
reproductivo de la especie. En este sentido, el conocimiento detallado de la

ovogénesis y espermatogénesis es esencial.

Ademas de la histologia, que representa una de las herramientas clasicas
para el estudio de la reproduccion de todo tipo de vertebrados e invertebrados
marinos, en los ultimos 25 afios la herramienta de la microscopia electronica se ha
extendido a un gran numero de investigaciones con estos organismos. Esto ha
permitido incrementar de manera considerable el grado de resolucion en el analisis
de tejidos, lo que evita en algunos casos la subjetividad que conllevaba a una
erronea interpretacion de estructuras celulares, asi como la revelacion de algunos
caracteres micromorfolégicos que no pueden ser detectados con las técnicas
habituales de microscopia optica (Avendano & Le-Pennec, 1998).

En los moluscos bivalvos, el empleo de la microscopia electronica aplicada al
estudio de morfologia y ultraestructura gonadal proporciona actualmente un mayor
entendimiento en los eventos de gametogénesis, tanto ovogénesis como
espermatogénesis en diversas especies de moluscos bivalvos de importancia
comercial (Pipe, 1987; Dorange & Le-Pennec, 1989; Avendafo & Le-Pennec, 1998;
Ortiz., et al, 2003; Ortiz-Ordofiez., et al 2006; Yung, 2007). Asi, dentro de la
gametogénesis, el uso del microscopio electrénico permite conocer a detalle la
evolucion de diversas categorias celulares y de confirmar algunos tipos de células
particulares que se encuentran acompafando el desarrollo de los gametos

masculinos y femeninos (Avendaino & Le-Pennec, 1998).



Como parte de la gametogénesis, la ovogénesis, y en particular la
vitelogénesis, reviste mayor relevancia debido a que son los ovocitos las células
encargadas de almacenar la mayor parte de los compuestos metabdlicos
indispensables para asegurar la viabilidad y supervivencia de los embriones y larvas
(Ruiz-Dura, 1988). Como parte del vitelo, los lipidos constituyen quiza el componente
de reserva mas importante, por lo que la estimacion de su contenido en los ovocitos
ha sido empleada como indicador confiable de calidad gonadica (Holland, 1978;
Gallager et al., 1986; Fraser, 1989).

Con base en lo anterior, el presente trabajo esta dirigido a caracterizar
histolégica y ultraestructuralmente la ovogénesis y espermatogénesis de la almeja
mano de ledon a lo largo de un ciclo anual en un sistema de cultivo en Bahia
Tortugas, B.C.S., relacionando los eventos de diferenciacion, crecimiento, liberacién
y reabsorcion de los gametos con factores ambientales como la temperatura del
agua y el seston.

2.- ANTECEDENTES
2.1.- Generalidades de la especie

La almeja mano de ledn N. subnodosus es una de las especies mas grandes
dentro de la familia Pectinidae en las aguas del Océano Pacifico (Félix-Pico et al.,
1999). Se distribuye desde las costas de la peninsula de Baja California hasta las
costas de Peru (Keen, 1971). Dentro de la Peninsula de Baja California, la almeja
mano de ledn es una de las especies histéricamente explotadas comercialmente a lo
largo de las décadas (Baqueiro et al., 1982) y es considerada como una de las
especies con un gran potencial de cultivo (Reyes-Sosa, 1990; Garcia-Dominguez et
al., 1992; Félix-Pico et al., 1999; Maeda-Martinez et al., 2001). Debido a esta
importancia, en los ultimos afios los esfuerzos por ampliar el marco teérico con el
gue se cuenta para esta especie se ha incrementado de manera considerable. En su
mayoria los esfuerzos se han dirigido hacia aspectos relacionados con la produccion
para acuacultura, analizando principalmente la produccion con diferentes tipos de
cultivo (Koch et al., 2005; Taylor et al., 2006; Osuna-Garcia et al., 2008), la influencia
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de factores ambientales en el desarrollo y sobrevivencia (Rupp & Parsons, 2004;
Rupp et al., 2005), aspectos nutricionales en larvicultura. (Garcia-Esquivel et al.,
2000; Luna-Gonzalez et al., 2002; Uriarte & Farias, 2002) y aspectos de bioquimica,
como la fluctuaciéon de monoaminas o lipidos en el ciclo reproductivo (Palacios et al.,
2007; Lopez-Sanchez et al., 2009), cambios postmortem en la composicion del
musculo aductor (Pacheco-Aguilar et al., 2008), composicion textura, propiedades
fisicas y microestructurales del musculo aductor (Beltran-Lugo et al., 2005; Beltran-
Lugo et al., 2006; Marquez-Rios et al., 2009), efectos por exposicidon a ciertos
dinoflagelados. (Luna-Gonzalez et al., 2003; Estrada et al., 2007; Campa-Cordova et
al., 2009); y muy pobremente aspectos genéticos, ecologicos y moleculares (Roldan-
Carrillo et al., 2005; Ibarra et al., 2006; Petersen et al., 2008; Racotta et al., 2008).
Asi, aspectos relacionados a su actividad reproductiva y su estado fisiolégico no han
sido ampliamente estudiados a pesar de que el conocimiento de estos aspectos es
critico en el entendimiento de los ciclos de vida y de las estrategias reproductivas de
cualquier especie debido a que forman las bases necesarias para poder desarrollar
programas de manejo sustentable del recurso, como su cultivo (Barber & Blake,
1991).

2.2.- Aspectos reproductivos

N. subnodosus es una especie hermafrodita funcional, que tiene la
particularidad de que tanto los gametos femeninos como los masculinos maduran al
mismo tiempo, pero que no son desovados a la vez (Arellano-Martinez et al., 2004a).
Se sabe que durante la gametogénesis, la proliferacion y el crecimiento de los
gametos se realizan en el interior de los foliculos, en los cuales suelen verse
pequefios nucleos alargados, basofilos de aproximadamente 8 ym de diametro,
correspondiente a las células basales. Microscopicamente, los foliculos femeninos y
masculinos se encuentran separados y localizados en diferentes regiones, aunque
esta separacion es incompleta puesto que existen pequefias masas de tejido
espermatico entre los foliculos ovaricos y viceversa (Arellano-Martinez et al., 2004a).



Aunque puede variar notablemente en funcidn del objetivo del estudio, asi
como de especie en especie, el desarrollo de las gonadas suele dividirse en un
numero variable de fases que describen la diferenciacion, crecimiento, maduracién,
liberacién y reabsorcion de los gametos (Barber & Blake, 1991). Arellano-Martinez et
al., (2004a), dividié el ciclo reproductivo de N. subnodosus en siete fases de
desarrollo, a partir de una modificacion de la propuesta por Reinecke-Reyes (1996):

¢ Indiferenciacion: Se caracteriza por presentar poco o nulo material folicular y
una total ausencia de gametos. El tejido conectivo es abundante, conteniendo
diferentes tipos de granulocitos y fagocitos.

e |Inicio de desarrollo: Esta es una fase de diferenciacion de las células
germinales en espermatogonias y ovogonias. Se caracteriza por una rapida
proliferacion de gametos caracterizada por la expansion de los foliculos, los
cuales son de forma irregular conteniendo ovogonias (13-22um de diametro) o
espermatogonias se encuentran pegadas a las paredes de los foliculos. El
tejido interfolicular disminuye un poco en esta fase. Se presenta un lumen
central en cada foliculo.

e Desarrollo avanzado: En ambos sexos se presenta una reduccion del numero
de gonias y un incremento de gametos maduros. Conforme el desarrollo
avanza aumenta el numero de ovocitos esféricos vitelogénicos (45 pm
diametro promedio) y espermatozoides. Los espermatocitos y espermatidas
estan estrictamente unidos a la pared folicular, la cual se va haciendo mas
delgada conforme avanza el desarrollo. Algunos gametos maduros aparecen
en el lumen central

e Madurez: Los foliculos estan ensanchados y densamente llenos con ovocitos
de forma poligonal principalmente. Los ovocitos alcanzan su maximo tamafno
(51 ym de diametro promedio). A su vez, en el lumen central de los foliculos
testiculares se localizan densas masas de espermatozoides. En esta fase el
tejido conectivo esta casi ausente.

e Desove parcial: Existen cantidades variables de foliculos estan parcial o
totalmente vacios, dependiendo del grado de avance del desove. En algunos

casos, se pueden apreciar ovocitos previtelogénicos muy pequefios o0
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espermatocitos embebidos en la pared folicular de los foliculos vacios, lo cual
indica que las gdonadas estan entrando en un proceso de remaduracion
después del desove principal, como un indicador de que las condiciones
ambientales siguen siendo favorables.

e Postdesove: Caracterizada por la presencia de génadas con foliculos rotos.
Algunos ovocitos y espermatozoides comienzan a ser fagocitados. No hay
evidencia de actividad gametogénica.

e Reabsorcion: En esta fase las gonadas tienen las mismas caracteristicas
micro y macroscoépicas de la fase de madurez, pero presentan grandes
cantidades de ovocitos vitelogénicos o espermatozoides en proceso de
reabsorcion. Se observan numerosos fagocitos (hemocitos macrofagos) entre

y dentro de los foliculos.

Los ciclos reproductivos se encuentran regulados por una compleja interaccion
de factores bidticos y abidticos, de entre los cuales las interacciones genéticas
(Mackie, 1984), la temperatura, disponibilidad de alimento, salinidad y fotoperiodo
son los mas importantes (Giese & Pearse, 1974; Sastry, 1979; Mackie, 1984; Barber
& Blake, 1991; Roman et al., 2001; Gosling, 2004). A su vez, existe otro componente
de control de la reproduccidn que es el neuroenddcrino, que esta controlado por
neurotransmisores (Sastry, 1979). En este sentido Jaramillo & Navarro (1995)
sugieren que eventos como los desoves pueden ser inducidos por una combinacion
de factores internos y ambientales, cuya interaccion puede variar estacionalmente
produciendo asi variaciones anuales en inicio e intensidad. Por tanto, se ha
observado que los ciclos reproductivos pueden presentarse de manera anual o
continua y varia dependiendo de las caracteristicas especificas donde habita cada
poblacion; incluso se pueden presentar diferencias interanuales en el ciclo
reproductivo de la misma poblacion debido a las diferencias ambientales que se
presentan entre afos (Sastry, 1979; Roman et al., 2001). En este sentido, en N.
subnodosus se ha observado que en la Laguna Ojo de Liebre el ciclo reproductivo se
puede dividir en cuatro periodos principales: reposo (diciembre a marzo), inicio de
actividad reproductiva (abril a mayo), maxima madurez (desde junio a septiembre) y
desove (desde septiembre a noviembre) (Arellano-Martinez et al. 2004a). Este patron
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reproductivo concuerda con estudios previos realizados en la misma localidad
(Reinecke-Reyes, 1996), pero muestra diferencias con lo observado en Bahia
Magdalena (Racotta et al., 2003) en donde los organismos en desove y en
maduracion se presentan de julio a septiembre y en abril. Asi mismo, en Bahia Los
Angeles (Yee-Duarte, 2009) el patrén reproductivo fue completamente distinto, el
periodo de reposo no fue observado y los organismos maduros y en desove parcial
se presentaron en casi todo el ano. Se ha comprobado que en una misma especie, e
incluso en una misma poblacion pueden existir diferencias en el ciclo reproductivo, lo
cual es dependiente de la latitud y de las condiciones ambientales particulares
(Andrew, 1979; Sastry, 1979).

Otro aspecto regulador de la reproduccibn en los moluscos bivalvos,
incluyendo la almeja mano de ledn, es la relacion que existe entre el almacenamiento
y utilizacion de reservas nutritivas durante la gametogénesis (Racotta et al., 2003;
Arellano-Martinez et al., 2004b; Saucedo & Sauthgate., 2008). Esta relacion se
encuentra ligada a las variaciones del ambiente. Se sabe que muchas especies
almacenan sus reservas energéticas en forma de carbohidratos, lipidos y proteinas
en distintos tejidos corporales y que esta energia es transferida a la gonada y
utilizada durante periodos de alta demanda energética como los procesos de
vitelogénesis o periodos de escases de alimento (Barber & Blake, 1991; Mathieu &
Lubet, 1993; Gosling, 2004). En N. subnodosus se han realizado estudios dirigidos a
analizar el ciclo de almacenamiento y utilizacién de reservas y estos han arrojado
resultados contrastantes. Asi, se ha observado que el almacenamiento de energia y
su utilizacion no son siempre evidentes, cuando la disponibilidad del alimento es
abundante y puede soportar el costo energético de la gametogénesis en condiciones
ambientales optimas, tal como ocurre en Bahia Magdalena (Racotta et al., 2003) y en
Bahia de los Angeles en B.C.S. (Yee-Duarte, 2009). En estas localidades N.
subnodosus presenta una estrategia oportunista, esto es, que la energia para
asegurar la maduracion de los gametos la obtiene, casi toda la temporada
reproductiva del alimento disponible. Por el contrario, Arellano-Martinez et al. (2004b)
encontraron que esta especie se comporta de manera conservativa en Laguna Ojo

de Liebre B.C.S., debido a que esta area presenta poca disponibilidad de alimento,
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por lo que la energia necesaria para la maduracion gonadica la obtiene de las
reservas almacenadas previamente, y su ciclo reproductivo ocurre de manera

estacional.

2.3.- Estudios de ultraestructura

Como se mencion6 anteriormente, los estudios de gametogénesis en los
moluscos bivalvos han sido de una gran importancia debido a la alta demanda
comercial que presenta este grupo de organismos a nivel mundial (Maeda-Martinez,
2008). En los afos 70°s se dio una generalizacion en el uso del microscopio
electrénico para la observacion de los procesos reproductivos en diversas especies
de bivalvos, lo que ha permitido conocer a detalle la evolucidn de diversas categorias
celulares y de confirmar la presencia de ciertas células que pueden estar
involucradas de manera trascendental en la formacion de los ovocitos y

espermatozoides (Bozzola & Russell, 1998).

En este sentido, en el estudio de la ovogénesis, la microscopia electronica ha
contribuido en la descripcion de diversos organelos celulares como mitocondrias,
reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi, asi como la caracterizacién de su grado
de participacidon en las diferentes fases de desarrollo. En el proceso de la
vitelogénesis, se han determinado la biosintesis de cuatro tipos de organelos o
estructuras (inclusiones de lipidos, granulos de vitelo, granulos corticales e
inclusiones no determinadas) y se han observado los cambios que ocurren durante el
curso del desarrollo de los ovocitos a través de la gametogénesis en especies de
bivalvos como Mytilus edulis (Pipe, 1987), Pecten maximus (Dorange & Le-Pennec,
1989), Bathymodiolus childressi (Eckerlbarger & Young, 1999) y Meretrix lusoria
(Yung 2007); y en otras especies de moluscos como Bolinus brandaris (Amor et al.,
2004) y en el gasteropodo Haliotis varia (Najmudeen, 2008).

En el caso de la espermatogénesis, la microscopia electrénica ha permitido
caracterizar con exactitud las diferentes fases de desarrollo de los gametos,

identificando la variacion en el tipo y cantidad de organelos celulares. Por ello, se ha



logrado determinar que la morfologia de los espermatozoides se encuentra
relacionada con el modo en que realizan la fertilizacion ya sea de manera interna o
externa en cada especie (Franzén, 1955). Igualmente, se ha descrito el arreglo
mitocondrial y la forma del acrosoma la cual esta relacionada con el tipo de vida que
presenten los organismos, asi como con las diferencias entre los ciclos de diferentes
especies de bivalvos como M. edulis (Pipe, 1987), P. maximus (Dorange & Le-
Pennec, 1989), Pinctada margatritifera (Thielley et al., 1993), Crassostrea angulata
(Sousa & Oliveira, 1994), Pinna nobilis (De Gaulejac et al., 1995), C. virginica
(Eckelbarger & Davis, 1996), Anadara tuberculosa (Ortiz et al., 2003), Chione
californiensis (Ortiz-Ordofiez et al., 2006) y C. gigas (Franco et al., 2008).

En estudios de células somaticas en los que se ha utilizado la microscopia
electronica, se han revelado detalles importantes que pueden presentar una
transferencia gradual de nutrientes a las células sexuales de M. edulis (Pipe, 1987).
Detalles de la ultraestructura de las células foliculares han sido descritos para
algunas especies de bivalvos, como en M. edulis (Pipe, 1987), P. maximus (Dorange
& Le-Pennec, 1989), C. virginica (Eckelbarger & Davis, 1996), Argopecten purpuratus
(Avendano & Le-Pennec, 1998), Bathymodiolus childressi (Eckelbarger & Yung,
1999) y M. lusoria (Yung, 2007). Dentro de los detalles que se han observado con
microscopia electronica, destacan el rol que juegan las células foliculares en el
proceso de la vitelogénesis y particularmente en la degeneracion de los ovocitos en
algunas especies de bivalvos como P. maximus (Dorange & Le-Pennec, 1989). Los
autores reportan, que en esta especie este tipo de células se encuentran restringidas
a las regiones del tallo. No obstante, en B. childressi se ha observado que las células
foliculares no participan de manera importante en la sintesis de vitelo (Eckelbarger &
Young, 1999).

2.4.- Indicadores de calidad de gametos mediante analisis digital de imagenes

Existen muchos estudios referentes a la importancia que reviste el estado
fisico general de los organismos que se encuentran maduros (Desai et al., 1979;



Bayne et al., 1982; Couturier & Newkirk, 1991; Kang et al., 2000; Lodeiros et al.,
2001; Saucedo et al., 2002a), la cantidad de energia destinada a los gametos
(Gabbott, 1975; Barber & Blake, 1981; Epp et al., 1988; Faveris & Lubet, 1991;
Martinez & Mettifogo, 1998; Racotta et al., 2003; Arellano-Martinez, 2004b), la
obtencion de indices para la evaluacion del desarrollo gametogénico (Robinson et al.,
1981; Gallager & Mann, 1986; Lango-Reynoso et al., 2000), la influencia de las
variables ambientales en la gametogénesis (MacDonald & Thompson, 1985;
MacDonald et al., 1987; Paulet & Boucher, 1991) y la supervivencia larval (Holland,
1978; Lannan et al., 1980; Gallager et al., 1986; Barber & Blake, 1991; Le-Pennec et
al., 1998; Leonardos & Lucas, 2000). En las gonadas femeninas, la acumulacion de
lipidos durante la vitelogénesis es primordial debido a que la cantidad y calidad del
vitelo aseguran un adecuado suministro energético para el desarrollo larvario
(Holland, 1978; Fraser, 1989). En los moluscos bivalvos la mayoria de las larvas
presentan un desarrollo lecitotrofico y las primeras etapas de desarrollo depende de
las reservas energéticas existentes en el vitelo del huevo (Holland, 1978; Bayne &
Newel, 1983; Palacios et al., 2005; Palacios et al., 2007). De entre estas reservas,
los lipidos son precisamente la principal reserva acumulada durante la vitelogénesis
para el desarrollo larvario (Racotta et al., 2003). Dentro de ellos los triglicéridos y los
acidos grasos, son de primordial importancia puesto que estan relacionados con la
condicion fisiologica de las larvas cuando éstas, bajo condiciones de estrés, son
incapaces de obtener suficientes reservas energéticas del medio (Gallager & Mann,
1986; Gallager et al., 1986; Fraser, 1989). Gallager et al. (1986) reportaron para
Mercenaria mercenaria, Crassostrea gigas y Ostrea edulis que una alta
supervivencia larvaria estaba relacionada con altos niveles de lipidos, por lo que
sugirieron el uso de un indice lipidico como indicador de condicion fisioldgica
adecuada para una metamorfosis exitosa. Entre los lipidos, los autores confirmaron
la importancia de los triglicéridos durante los primeros estadios larvarios, dada la
particion de estos componentes en la conversion energética durante la
embriogénesis y primeras etapas larvarias. Ante la evidente importancia que juegan

los lipidos durante la gametogénesis y el desarrollo embrionario y larvario, los
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autores cuantificaron estos elementos de reserva para utilizarlos como un indicador

de la condicion fisiologica de estas especies.

Por su parte, Fraser (1989) menciona que la vida larvaria temprana en muchos
organismos marinos esta caracterizada por la total dependencia hacia las reservas
endoégenas puesto que bajo estrés ambiental son incapaces de obtener energia
suficiente a partir de fuentes exdgenas (alimento) y que la mayoria de dichas
reservas estan en forma de triglicéridos. También menciona que el almacenamiento
de triglicéridos es de particular importancia dada la correlacion que existe entre éstos
y la condicion larvaria. Sin embargo, se debe tener precaucion al hacer esta
aseveracion puesto que el contenido absoluto de triglicéridos en una larva depende
del tamafo de ésta (Fraser, 1989). Con su estudio, el autor propone determinar un
indice de condicion fisiologica para peces, bivalvos y crustaceos basado en la
composicion lipidica de los huevos y larvas. De esta manera, el indice lipidico ha sido
un indicador de la calidad ovocitaria, la cual es definida como la capacidad o
potencial de éstos para desarrollar larvas viables. La determinacion de este indice
lipidico se ha realizado por medio de analisis bioquimicos, no solo en génadas
femeninas, sino también en los tejidos especializados que participan en los ciclos de

particion y uso de reservas energeéticas.

Rodriguez-Jaramillo et al. (2001) estandarizé la técnica de determinacion de
un indice lipidico de calidad ovocitaria en invertebrados y vertebrados marinos
utilizando un sistema digital de imagenes, el cual se basa en muestras teiidas con
Sudan Negro B (SNB) para identificacion de reservas de lipidos (triglicéridos y
fosfolipidos). Este método ha sido utilizado en diversos estudios de bivalvos de
importancia comercial como el callo de hacha Atrina maura (Rodriguez-Jaramillo.,
2004; Angel-Dapa et al., 2010) y la madre perla Pinctada mazatlanica (Gomez-
Robles et al., 2005). En estos estudios se utilizd este método para analizar el efecto
de la temperatura del agua sobre el desarrollo gonadal en condiciones controladas
en el laboratorio, cuantificando los cambios del contenido de lipidos durante la
ovogeénesis en relacion con los cambios de temperatura y el contenido de seston en

el agua de mar en organismos silvestres. Con lo anterior se concluyo que Ia
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histoquimica cuantitativa y el analisis digital de imagenes representan una
combinacion de técnicas confiables para la evaluacién de procesos reproductivos,

crecimiento de ovocitos y calidad ovocitaria.

3.- JUSTIFICACION

La almeja mano de ledn (N. subnodosus) es una de las especies de pectinidos
mas importantes en México; la cual fue sometida a una explotacion irracional y poco
sustentable a lo largo de las ultimas décadas, lo que ocasion6 que sus poblaciones
naturales se encuentren actualmente reducidas o agotadas casi por completo.
Actualmente se ha incrementado el interés por el cultivo de N. subnodosus, ya que
podria ser rentable pues alcanza su talla comercial en relativamente poco tiempo
(Morales-Hernandez & Caceres-Martinez, 1996), debido a su rapido crecimiento
(Villalejo-Fuerte et al., 2004), y al gran tamafio de su musculo aductor, el cual llega a
pesar hasta 260 g (Chavez-Villalba & Caceres-Martinez, 1992). Por lo anterior,

actualmente se ha incrementado el interés por el cultivo de estos organismos.

El conocimiento amplio del proceso reproductivo de esta especie es esencial
para el buen manejo de las poblaciones naturales y las actividades acuicolas,
particularmente aquellas dirigidas a garantizar una produccidn suficiente y
consistente de semilla en laboratorio. Asi, con la ayuda combinada de las
herramientas de histologia tradicional y microscopia electrénica, existe la posibilidad
de complementar significativamente la informacion con la que se cuenta hasta este
momento sobre algunos procesos o fases de la espermatogénesis y ovogénesis de
la especie. Evitando asi en algunos casos, caer en la subjetividad que llevaria a una
errénea interpretacion y ayudando a la deteccion de estructuras que no pueden ser
observadas de utilizar unicamente la técnica habituales de microscopia O6ptica

convencional.

Aunado a esto, el conocimiento de la variacion de la calidad de los tejidos
somaticos y gametos obtenido mediante indices morfofisiologicos vy lipidico permitira

inferir con cierto nivel de precision, la condicion fisioldgica de los organismos vy la
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cantidad de energia que estos podrian estar aportando a la actividad reproductiva.
Esto es importante en estudios de larvicultura, ya que podria permitir mas adelante
obtener gametos de buena calidad para asegurar la obtencion de larvas sanas y
viables capaces de alcanzar la metamorfosis y fijarse como semilla.

4.- HIPOTESIS

Debido a que la informacién con la que se cuenta al momento sobre la
biologia reproductiva de la almeja mano de ledn N. subnodosus ha quedado limitada
unicamente a nivel histoloégico, el conocimiento sobre la ultraestructura de la
espermatogénesis y ovogénesis y el indice de lipidos permitira estimar con precision
su condicidn fisiologica y la calidad de sus a través de diferentes etapas de su ciclo

reproductivo.

5.- OBJETIVO
5.1.- General

Caracterizar  histolégica y ultraestructuralmente la ovogénesis vy
espermatogénesis de la almeja mano de ledn N. subnodosus a lo largo de un ciclo
anual en Bahia Tortugas, B.C.S., relacionando la informacion obtenida con las

variaciones de algunos factores ambientales.
5.2.- Particulares

o Describir el ciclo reproductivo de N. subnodosus en Bahia Tortugas y su
relacion con las variables ambientales.

o Caracterizar la ovogénesis de N. subnodosus mediante microscopia
electronica de transmision, describiendo los elementos celulares que
participan en los procesos de diferenciacion, desarrollo, liberacion y
reabsorcion de los ovocitos.

o Caracterizar la espermatogénesis de N. subnodosus mediante microscopia

electrénica de transmision, describiendo los elementos celulares que
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participan en los procesos de diferenciacion, desarrollo, liberaciéon y
reabsorciéon de los espermatozoides.

o Determinar la condicion fisiologica de los reproductores mediante diversos
indices morfofisioldgicos, asi como la calidad gonadal mediante un indice
lipidico obtenido por medio de analisis digital de imagenes e histoquimica.

o Establecer la relacion entre variables histologicas, ultraestructurales y
ambientales relacionadas con la reproduccion de N. subnodosus

6.- METODOLOGIA
6.1.- Recolecta de organismos

Los organismos de N. subnodosus fueron obtenidos mensualmente durante un
afo (abril 2009-marzo de 2010) de un sistema de cultivo en suspension ubicado en
Bahia Tortugas, B.C.S., México (114°53'45" W y 27°41'30" N; Fig.1). En cada tiempo
muestreo se recolectaron al azar un promedio de 30 especimenes adultos por medio
de buceo semiautbnomo a una profundidad de entre 4 y 10 m y fueron trasladados a
las instalaciones de la Cooperativa Bahia Tortugas, en donde fueron limpiados de
epifauna. De cada organismo se registro la altura y longitud de la concha (0.1 mm),
asi como los pesos humedo total (0.1 g), del musculo aductor, de la glandula
digestiva, del manto y de la gonada. Una vez registradas las medidas biométricas, se
extrajo un pedazo de génada que incluyera las porciones femenina y masculina, las
cuales se fijaron en solucidén de Davidson (Anexo A) durante 48 hrs para la adecuada
preservacion de tejidos y biomoléculas como los lipidos. Al mismo tiempo, se
seleccionaron 4 organismos al azar de los cuales se extrajo otra porcion de la
gonada femenina y masculina, las cuales se fijaron en glutaraldehido al 2.5% (Anexo
B) preparado con agua de mar con un pH de 8 durante 48 hrs, para su posterior

analisis con microscopia electrénica.
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Figura 1.- Zona de cultivo de la almeja mano de leén N. subnodosus en Bahia Tortugas, B.C.S., México

Paralelo a la recolecta de los organismos, se registro la temperatura del agua
de mar en la zona de estudio, con la ayuda de un termografo (HOBO® mod. U22)
colocado en las artes de cultivo. Igualmente, se tomaron muestras de agua de mar
de 3 L por triplicado, las cuales se procesaron de acuerdo al protocolo de Luna-
Gonzalez et al. (2002) para la determinacién de la concentracién de seston.
Primeramente el agua se filtr6 a través de una malla de Nitex de 200 um para
eliminar el zooplancton y particulas grandes antes del analisis (Park et al. 2001),
posteriormente se filtré con una bomba de vacio en filtros Whatman GF/C (47 mm)
previamente lavados con agua destilada, secados en una estufa a 100 °C, quemados
en una mufla a 450 °C por 4 h (para eliminar toda la materia organica) y finalmente
pesados en una balanza analitica (0.001 g). La muestra obtenida se liofilizé por 32 h
para su deshidratacién y esta fue nuevamente pesada. A estos valores que
corresponden al peso de la muestra (seston) junto con el filtro, se les restod el peso
del filtro quemado para obtener el contenido del seston total (ST). Los filtros con las

muestras secas de ST se colocaron en papel aluminio y posteriormente se quemaron
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en una mufla a 450 °C durante 4 h. Una vez finalizado ese proceso, los filtros se
colocaron en una camara de vacio hasta enfriarse y se pesaron para obtener el valor
del seston inorganico (Sl). Por su parte, el seston organico (SO) se obtuvo mediante
la diferencia entre el ST y el SI.

6.2.- Analisis histolégico y ultraestructural de las génadas

Las muestras de gonadas fijadas en Davidson, se procesaron de acuerdo a la
técnica histoloégica convencional descrita en Howard & Smith (1983), que consiste en
la deshidratacion de tejidos en una serie de alcoholes de concentracion ascendente
(70—-100%), inclusion en Paraplast XT® y corte a 4 ym en un micrétomo de rotacion
Leica (mod. mod. RM 2155). Una vez obtenidos los cortes, se tifieron con el
colorante Sudan Negro B (SNB) (Anexo C) especifico para la identificacion de lipidos
(Bayliss, 1984). Las laminillas fueron observadas con un microscopio compuesto
Olympus BX 41 en aumentos de 10x, 20x y 40x para diferenciar los diferentes
estadios de desarrollo gonadal y de ovocitos presentes (ver seccion 6.3). Para
determinar el ciclo reproductivo de N. subnodosus se utilizaron las fases de
desarrollo previamente descritas para esta especie: inicio de desarrollo, desarrollo
avanzado, madurez, desove y posdesove, asi como la reabsorcién (Arellano-
Martinez et al., 2004a).

Para el analisis ultraestructural de las gonadas, las muestras fijadas en
glutaraldehido se lavaron por 48 h con bicarbonato de sodio al 2.5% y se postfijaron
con tetroxido de osmio durante 1 h de acuerdo al protocolo de Buckland et al. (1986).
Posteriormente, se deshidrataron en concentraciones graduales de etanol (tres
cambios a razén de 10 min cada cambio) y se realizaron dos cambios de 6xido de
propileno por 20 min cada uno. Hecho esto, las piezas se infiltraron en una solucién
1:1 de 6xido de propileno y resina epoxica, incluyéndose a continuacion en EPON
812 (Anexo D). Una vez secas las muestras se realizaron cortes ultrafinos de 70 nm,
los cuales se montaron sobre rejillas de cobre y se contrastaron en acetato de uranilo

y citrato de plomo para su observacion bajo el microscopio electrénico de transmision
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(Jeol-100SX) del Departamento de Morfologia de la Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas del I.P.N. en la ciudad de México, D.F.

6.3.- Indicadores de calidad ovocitaria
6.3.1.- Area y diametro de ovocitos

De cada corte histolégico se digitalizaron alrededor de 5 campos visuales
tomados al azar, de las cuales se seleccionaron 30 ovocitos también al azar. Las
imagenes se analizaron mediante un sistema digital de imagenes (ADI) integrado por
un microscopio compuesto Olympus BX41, una camara digital CoolSnap-Pro y una
computadora Pentium Il cargada con el programa Image Pro Plus® (version 5.1,
Media Cybernetics, E.U.A.). Las imagenes se capturaron en aumentos de 40x.

Se midieron solo los ovocitos seccionados a través de nucleo. El area de estos
ovocitos (um?) se trazaron individualmente y el programa calculd automaticamente
sus valores correspondientes. Respecto al diametro (um), se calcularon las
longitudes de los ejes mayor y menor, de los cuales, el promedio de ambas
dimensiones se consideré como el diametro estimado del ovocito. Posteriormente de

cada indicador se calculé un promedio mensual.

6.3.2.- indice lipidico

Para cada ovocito se delimité la superficie de cada estructura de manera
manual con el raton de la computadora y el cursor del monitor. Posteriormente se
procedié a realizar la segmentacion, la cual consiste en medir la concentracion
absorbida por el tejido en funcién de la tincion (SNB), donde se identifico el rango de
tonalidades de color absorbido por la muestra. Durante la segmentacion, el programa
marco con un color especifico aquellos componentes celulares que presentan una
coloracion entre azul oscuro y negro, correspondientes a los triglicéridos tefildos con

el SNB, obteniendo de esta manera, la sumatoria del area de cobertura de las gotas
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lipidicas denominado como el contenido lipidico (CL). La unidad empleada en el

analizador de imagenes es el pixel.

De los datos anteriormente calculados, se utilizaron posteriormente para

determinar el indice lipidico (IL) mediante la formula:
IL = CLGF/ AO * 100
donde,
CLGF = sumatoria del area de cobertura de gotas lipidicas

AO = area del ovocito

6.4.- indices morfofisiolégicos

La condicion reproductiva de las almejas también se analizé mediante el
calculo del indice gonadosomatico (IGS), establecido como la razén entre del peso
humedo de la gonada y el peso humedo sin concha (Sastry, 1975):

Peso hiimedo de la gonada | g|

= : ——— x100
|IGS= Peso hiimedo sin concha (g)

El fundamento del IGS establece que valores promedio altos indican madurez
gonadica, en tanto que la disminucion de los valores promedio indica un posible
desove (Akaboshi & lllanes, 1983). Adicionalmente, estos valores se contrastaron
con los resultados histologicos para determinar si el IGS es un buen indicador de la
época de reproduccion de la especie.

Ademas del IGS, se calcularon los indices de la glandula digestiva (IGD), del
manto (IM) y del musculo aductor (IMA) de acuerdo con la siguiente formulacion

geneérica:

Peso himedo del tejido ( g|

Indice tisular = - : —
Peso hiimedosinconcha (g} x100
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Para establecer su relacion con la reproduccion, estos indices se

correlacionaron con el indice gonadosomatico.

6.5. Tratamiento estadistico

Se realizaron analisis de varianza de una via (ANOVA) con el fin de identificar
la existencia de diferencias significativas en la talla de ovocitos (area y diametro) y
contenido e indice lipidico de los mismos en funcion del tiempo. En los casos donde
se encontraron diferencias significativas se realizaron pruebas a posteriori de
comparacion multiple de rangos de Tukey para identificar grupos homogéneos
(Snedecor & Cochran, 1989).

Igualmente, se realizaron analisis de correlacion entre algunos parametros
histoquimicos, ambientales y morfofisiolégicos (e.g. talla de ovocitos vs contenido
lipidico, indice lipidico vs. contenido lipidico, talla de ovocitos e indice de lipidos vs.
IGS). Sin embargo, debido a que algunas de estas variables no estaban expresadas
en las mismas unidades, cuando fue necesario se realizaron transformaciones

empleando la férmula del arcoseno (Snedecor & Cochran, 1989):
p’ = arcsin\p
Donde:
p” = medida transformada (en radianes)
arcsin = coseno del angulo deseado cuyo valor debe estar entre 1y -1
p = medida original

Todos los analisis estadisticos se realizaran usando el programa Statistica
(vers. 7.0, Stat Sofa, E.U.A.). Para todos los analisis se fijo un nivel de significancia
de (a) de 0.05.
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7.- RESULTADOS

7.1.- Distribucion de talla

El rango de longitud de la concha de las almejas muestreadas fue de 74 mm a
129 mm. Su distribucion presenta claramente una distribucion unimodal en la que la
mayor frecuencia de organismos correspondieron al intervalo con 96-101.5 mm de
longitud (Fig. 2).

[
i
7

Longitud de la concha (mm)

Figura 2.- Distribucion de frecuencias de longitud de la concha de la almeja mano de leén N. subnodosus
de la localidad de Bahia Tortugas, B.C.S. México.

7.2.- Factores ambientales

La variacidn de la temperatura y de la concentraciéon de seston registrados
para la localidad de Bahia Tortugas, B.C.S. durante el periodo de abril de 2009 a
marzo de 2010 se presenta en la figura 3. La temperatura del agua mostré una
marcada variacion estacional, con un valor minimo en mayo de 2009 (13.1 °C) y un
maximo durante septiembre—octubre de 2009 (24.8 °C). En el caso de Ia
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concentracion de seston, se observdé un comportamiento similar para el seston
inorganico y total, con los valores mas altos en febrero de 2010 (ST: 15.4 mg/L y Sl:
12.3 mg/L) y los mas bajos en julio de 2009 (ST: 7.24 mg/L y Sl: 2.42 mg/L). En el
caso del seston organico, los valores maximos fueron registrados en junio de 2009
(7.27 mg/L) y los minimos en febrero de 2010 (2.47 mg/L).
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Figura 3.- Variacion temporal de la temperatura del agua y las concentraciones de seston total, organico

e inorganico registradas en Bahia Tortugas, B.C.S. Se muestra la media % el error estandar.

No se encontro una correlacion significativa entre la temperatura del agua del

mar y la concentracion del seston a lo largo de la temporada de estudio (r=0.117,
p>0.05).

7.3.- Ultraestructura

7.3.1.- Espermatogénesis
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La espermatogénesis en N. subnodosus fue dividida en tres fases de
desarrollo:

1. Espermatocitogénesis, la cual se encuentra relacionada con la
multiplicacion mitotica y la maduracion de las espermatogonias.

2. Meidtica, lacual comprende las divisiones meidticas sucesivas que
sufren los espermatocitos como parte el proceso de maduracién

3. Espermiogénesis, que abarca la transformacion y término de
maduracion de las espermatidas en espermatozoides funcionales y

viables.

La ultraestructura de la génada masculina revela que los tubulos seminiferos
estan compuestos por una poblacién de células sexuales en diferentes fases de
desarrollo, asi como de células de soporte usualmente denominadas células de
Sertoli. El arreglo de los tubulos seminiferos presenta un patrén irregular, en el que
células con un menor grado de desarrollo se encuentran asociadas a la periferia
tubular y las células mas desarrolladas ubicadas hacia el centro o lumen de los

tubulos. No se observé que dicho arreglo guardara una estricta separacidon de capas

hacia el lumen, pudiéndose encontrar las células mezcladas unas con otras (Fig. 4a 'y
b).

Figura 4.- Arreglo de los tubulos seminiferos de N. subnodosus. Se observa 'a periferia tubular (pt). Como
se observan en las figuras a y b las células asociadas a la pt presentaron un menor grado de desarrollo.
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Como parte del proceso de desarrollo y maduracion de los gametos
masculinos, las espermatogonias son las células mas grandes de la linea germinal,
ya que poseen un area promedio de 38.9 +4.43 pmzy una longitud promedio de 6.4
+1.94 ym (Fig. 5a y b). Este tipo de células son de forma irregular, se encuentran en
contacto directo con la membrana basal o pared de los tubulos seminiferos y se
caracterizan por presentar un nucleo grande en posicion central de forma esférica,
cuya area aproximada es de 11.55 £0.33 um?. Las espermatogonias poseen pocos
granulos de heterocromatina de tamaro diverso, los cuales se encuentran esparcidos
a lo largo de todo el nucleoplasma, en donde se observa que los espacios claros
dentro de la matriz nuclear son abundantes (35 = 0.36% de ocupacion por
heterocromatina). En el citoplasma existen escasos organelos celulares, con
excepcion de las mitocondrias, que en esta fase de desarrollo son abundantes vy
presentan un area aproximada de 0.33 + 0.06 ym?2 Se observé una predominancia
de espermatogonias durante el estadio de inicio de desarrollo, el cual ocurrié durante
los meses de marzo y abril cuando la temperatura del agua presenta valores bajos
(~17 °C) y la concentracion de seston presenta una disminucion de sus valores

maximos en febrero al minimo en junio.

Las espermatogonias se diferencian de los espermatocitos primarios
unicamente por el proceso de mitosis, como se muestra en la figura 5c. Al iniciarse
este proceso, el grado de acumulacién de heterocromatina dentro del nucleoplasma
es mayor (47.96 + 0.06%) que el observado con la espermatogonia, la cual no ha

entrado aun en del proceso de mitosis.
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Figura 5.- ay b) Espermatogonia (Esp) de N. subnodosus. Se observa la membrana basal (mb), nucleo
central con heterocromatina (ht). Se observan organelos celulares como mitocondrias (mt) dentro del
citoplasma. c) Proceso de mitosis de espermatogonia.

Los espermatocitos primarios son mas pequefos (aproximadamente la mitad)

que las espermatogonias (Fig. 6) su area promedio es de 15.50 +1.01 pm?Z.
Presentan un nucleo grande en posicién central de aproximadamente 6.18 +0.42
um?. Dentro del nucleoplasma, la heterocromatina condensada es mas abundante
con respecto a las espermatogonias (55 4% de ocupacién),y se observa que los
espacios claros comienzan a disminuir en su porcentaje de cobertura. En su
citoplasma, este tipo de linea germinal presenta una menor cantidad de mitocondrias
con respecto a las espermatogonias, aunque de tamano similar (0.33 + 0.06 pmz). En
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general, los espermatocitos primarios al igual que las espermatogonias predominaron
durante el estadio de desarrollo inicial, el cual ocurrié durante la primavera de marzo
y abril cuando la temperatura del agua presenta valores bajos (~17 °C) y la

concentracion de seston presenta una disminucion de sus valores maximos en

febrero al minimo en junio.

Figura 6.-Espermatocitos primarios de N. subnodosus. Se observa un nicleo central (nu) con
heterocromatina condensada (ht) y la presencia de mitocondrias (mt) dentro de la matriz citoplasmatica.

A partir de los espermatocitos primarios, mediante un proceso de meiosis se
forman los espermatocitos secundarios (Fig. 7), los cuales se caracterizan por
presentar una mayor condensacion de la heterocromatina (68 +.45% de ocupacién),
asi como una distribucion periférica del nucleo y parte central del mismo dentro del
nucleoplasma, asemejando la forma de una dona. El nicleo es mas pequefio en
comparacion con el de los espermatocitos primarios, ya que el area promedio es de
2.06 + 0.4 ym? El area celular ocupa un area aproximada de 7.48 +0.10 ym?. El
citoplasma presenta un menor numero de mitocondrias, las cuales presentan el
mismo tamafio en comparacion con los dos estadios de desarrollo anteriores. Este
tipo celular se registr6 de abril a noviembre de 2009 y en marzo de 2010, donde las
maximas frecuencias observadas correspondieron con una temperatura de ~23°C y

concentracion de seston total entre 7 y 8 mg/L.
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Figura 7.- Espermatocitos secundario de N. subnodosus. Presenta nucleo (nu) central con
heterocromatina condensada (ht), se observa la presencia de mitocondrias (mt) dentro de la matriz del
citoplasma.

Continuando con el desarrollo de la linea germinal masculina, las

espermatidas se forman a partir de los espermatocitos secundarios. Estas células se
caracterizan por presentar un nticleo esférico central con un area de 2.33 + 0.31 pm?.
El nucleo en las primeras etapas de espermatida ocupa casi la totalidad del
citoplasma. Igualmente, se observa que unicamente quedan cuatro mitocondrias que
comienzan a migrar hacia el polo basal del nucleo (Fig. 8a), lo cual conlleva a una
reduccion de su tamafio (0.09 + 0.01 ym?). En las espermatidas con un mayor grado
de diferenciacién, el citoplasma queda unicamente como un halo alrededor del
nucleo (Fig. 8b) y las mitocondrias ya estan acomodadas en posicion basal. La
heterocromatina en esta fase ocupa casi la totalidad el nucleo (cerca del 90% %0.4
aproximadamente). Las espermatidas fueron mayormente observadas durante el
estadio de desarrollo avanzado al igual que los espermatocitos secundarios, el cual
se encontro representado de abril a noviembre de 2009 y en marzo 2010, donde las
maximas frecuencias observadas correspondieron con una temperatura de ~23°C y

concentracion de seston total entre 7 y 8 mg/L.
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Figura 8.- Espermatidas de N. subnodosus. Se observa el nucleo (nu) con heterocromatina condensada
(ht), las mitocondrias en posicién basal (mt).

Las espermatidas son las células que collevan el proceso denominado
espermiogénesis el constituye una compleja transformacién anatémica y funcional
para dar origen a los espermatozoides, cuyas estructuras distintivas son el acrosoma
y el flagelo. Los espermatozoides migran hacia la luz de los tubulos seminiferos (Fig.
9a) y en ellos se distinguen claramente la cabeza, el cuello y el flagelo (Fig. 9b). La
cabeza contiene al nucleo de forma esférica con heterocromatina granular
electrodensa, la cual ocupa la totalidad de su matriz (area promedio de 2.04 + 0.16
pmz). El acrosoma es de forma piramidal, convexo hacia la parte apical de la célula y
concavo hacia el nucleo y el espacio entre el acrosoma y el nucleo esta ocupado por
la sustancia subacrosomal (Fig. 9c). En la parte del cuello se encuentran cuatro
mitocondrias con crestas bien desarrolladas y dispuestas en forma circular, mismas
que en comparacion con las mitocondrias de las espermatidas, son de un mayor
tamafio (area promedio de 0.27 + 0.03 um?). El centriolo se encuentra entre las
mitocondrias (Fig. 9d) y esta compuesto por un numero constante de microtubulos
dispuestos en un par central y nueve pares periféricos. A partir de este ultimo se
forma el flagelo, que también tiene el mismo arreglo de microtubulos rodeados por la
membrana plasmatica (Fig. 10). Los espermatozoides fueron el tipo celular
representativo del estadio de madurez y estuvieron representados en casi todos los

meses de muestreo, con maximas frecuencias en octubre y noviembre,
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correspondiendo con temperaturas ~22°C y concentraciones altas de seston total 9

mg/L.

Figura 9.- Arreglo de los espermatozoides de N. subnodosus dentro del tubulo seminifero a) Forma
general del espermatozoide b) Arreglo del espermatozoide en tres regiones, cabeza (ca), cuello (cu) y cola
(co). c) Espermatozoide mostrando el arreglo acrosomal (ac) de la cabeza y mitocondrial (mt) del cuello y
d) Corte transversal de un espermatozoide, observandose el arreglo de las cuatro mitocondrias (mt) y el
centriolo (ce).
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Figura 10.- Arreglo microtubular (mct) del flagelo de N. subnodosus en un par central y nueve pares
periféricos

7.3.2.- Ovogénesis

La ovogénesis de N. subnodosus puede ser sintetizada en tres etapas muy bien
diferenciadas:

1. Premeidtica, caracterizada porque todas las divisiones celulares son
unicamente mitdticas.

2. Previtelogénica, caracterizada por presentar divisiones meidticas sin
entrar las células al proceso de vitelogénesis.

3. Vitelogénica, la cual se caracteriza por que las células entran en proceso

de vitelogénesis (acumulacion de reservas).

La ultraestructura de los foliculos ovaricos se encontré compuesta por células
sexuales en diferentes grados de desarrollo, Las caracteristicas ultraestructurales en
cada fase de desarrollo se describen a continuacion.

Dentro de la etapa premeidtica encontramos a las ovogonias primarias (Fig. 11),
consideradas las mas pequefias dentro de la linea celular (22.34 ym? +2.60). Se
caracterizan por encontrase asociadas a la pared folicularm (Fig. 11a), presentar un
nucleo esférico central que mide 7.54 ym? +3.53, el cual cuenta con poca cantidad de

29



heterocromatina condensada dentro de la matriz del nucleoplasma (18.4% %1.13 de
ocupacion de heterocromatina). En el citoplasma celular se observa una muy poco
namero de organelos (Fig. 11b y ¢) como mitocondrias (de forma esférica), una
apenas visible cantidad de reticulo endoplasmatico y aparato de golgi. Las ovogonias
se encontraron representadas en el estadio de inicio de desarrollo, el cual ocurrié en
marzo y abril, donde la temperatura del agua presentd valores bajos (~17 °C) y la
concentracion de seston presenta una disminucion de sus valores maximos en

febrero al minimo en junio.
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Figura 11.- Ovogonias primarias de N. subnodosus. a) arreglo de las ovogonias primarias (Op) pegada a
la pared folicular (pf). by c) acercamiento al citoplasma celular observandose la presencia de
mitocondrias (mt) y reticulo endoplasmatico (re). En el nucleo se observa poca cantidad de
heterocromatina condensada (ht).

Las ovogonias primarias mediante un proceso de mitosis dan origen a las
secundarias, las cuales al igual que las ovogonias primarias se encuentran asociadas
a las paredes foliculares. Las ovogonias secundarias se muestran en la figura 12,
presentan un ligero aumento de tamarno (42.75 um? +2.42), un nucleo central con un
area aproximada de 13.57 pm? +1.42, y una concentracion de heterocromatina muy
similar al estadio de las ovogonias primarias (18.97% £0.22). Asimismo, en el nucleo
se observa la aparicion de poros localizados en la membrana nuclear (Fig. 12c). En
el citoplasma celular, encontramos un aumento en el numero de reticulo
endoplasmatico, aparato de golgi y mitocondrias el cual se hace bastante evidente
como se muestra en la figura 12a y b. Al igual que las ovogonias primarias, las
ovogonias secundarias se encontraron representadas en el estadio de desarrollo
inicial, el cual ocurrié durante marzo y abril con valores bajos de temperatura (~17
°C).
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Figura 12.- Ovogonias secundarias de N. subnodosus asociadas a la pared folicular (pf). Dentro del
citoplasma se observa un aumento en la cantidad de mitocondrias (mt), reticulo endoplasmatico (re)y
aparato de golgi (ag). Dentro del ntcleo (nu) se observa la heterocromatina condensada (ht) y en la
membrana nuclear se observa la presencia de poros (pn).

En esta etapa, las ovogonias secundarias entran en la primera profase de
meiosis dando origen a los ovocitos previtelogénicos. Estos se caracterizan por
presentar un area aproximada de 61.97 pm? +0.96. El nucleo es grande en posicion
central, con un area aproximada de 15.62 pm? +1.66; y dentro de la matriz nuclear la
heterocromatina condensada presenta un porcentaje de ocupacién muy similar a las
anteriores estadios de desarrollo (18.82% +0.21). Dentro del citoplasma se observa

un aumento muy evidente en la cantidad de organelos celulares como se muestra en
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la figura 13a y b. Los ovocitos previtelogénicos, fueron caracteristicos del estadio de
desarrollo avanzado de abril a noviembre de 2009, volviéndose a presentar en marzo
de 2010, con las maximas frecuencias correspondiente con la temperatura de 23°C y
concentracion de seston total entre 7 y 8 mg/L.

Figura 13.- Ovocitos previtelogénico de N. subnodosus asociados a la pared folicular (pf). Dentro del
citoplasma se observa un aumento en la cantidad de reticulo endoplasmatico (re). Dentro del nticleo se
observa la heterocromatina condensada (ht).

Los ovocitos vitelogénicos se caracterizan por el inicio del proceso de sintesis
de vitelo y un aumento de tamafio considerable con respecto a las ovocitos
previtelogénicos. Tienen un area aproximada de 971.70 um? +344.22 y un nucleo
grande ubicado en posicidén central, en el cual se observa la presencia de muy poca
cantidad de heterocromatina condesada en el nucleoplasma (< 2%), como se
muestra en la figura 14ay b.

Los ovocitos vitelogénicos se encuentran aun asociados a las paredes
foliculares, por medio de un pedunculo, por lo que los podemos observar con formas
asemejando a una pera o ahusadas hacia el centro como se muestra en la Figura
13a y b. Dentro del citoplasma celular, se observa la presencia de gotas de lipidos
material granular y vitelo proteico de diversos tamafos repartidos heterogéneamente
(Fig. 14c). Las mitocondrias aumentan en numero, mientras que el reticulo
endoplasmatico y aparato de golgi presentan un gran desarrollo, dificultandose su
observacion debido a la presencia de inclusiones lipidicas (Fig. 14c).
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Otra caracteristica distintiva dentro de este estadio, es la formacion de una
membrana tipo corion posterior a la membrana plasmatica (Fig. 14d) la cual presenta
un grosor aproximado de 1.78 ym +0.29. En esta membrana se observa la presencia
de microtubulos que la atraviesa y una gran cantidad de vesiculas en la region basal
y region central de la membrana, estan siendo incorporadas por medio de

endocitosis.

Los ovocitos vitelogénicos, fueron el tipo celular representativo del estadio de
madurez, los cuales estuvieron representados en casi todos los meses de muestreo,
con maximas frecuencias en octubre y noviembre, correspondiendo con

temperaturas ~22°C y concentraciones altas de seston total (9 mg/L).
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Figura 14.- Ovocitos vitelogénicos de N.subnodosus con forma de pera a) y forma ahusada hacia el
centro b), se observa la presencia de un nucleo central (nu) con muy poca heterocromatina condensada
(he), c) en el citoplasma se observa la aparicion de los componentes vitelinos (cv) como lipidos (li),
material granular (mg) y vitelo proteico (vp), el nimero de organelos celulares aumenta dificultandose su
observacion debido a la presencia del material vitelino. d.-Se muestra la membrana de microvellosidades
(mmv) la cual aparece a partir de este estadio de desarrollo. Se observa la presencia de vesiculas (ve).

Los ovocitos vitelogénicos continuan su desarrollo dando origen a los ovocitos
maduros, los cuales presentan un aumento del tamano con un area aproximada de
1761.88 um? +644.72 (Fig. 15a, b y c¢). Dentro del citoplasma se observa un aumento
en la cantidad de granulos de vitelo proteico, gotas de lipidos y material granular. El
nucleo se observa grande en posicién central con un area aproximada de 204.81 um?
1+45.32, donde se muestra la heterocromatina condensada en un solo punto dentro
del nucleo como se muestra en la figura 15a y c. Los ovocitos postvitelogénicos ya
no se encuentran asociados a las paredes foliculares, por lo que las células toman
formas poliédricas como se muestra en la figura 15b. Con el aumento de tamano de
los ovocitos, la cantidad de organelos celulares presentes en el citoplasma se
incrementa o se desarrolla (Fig. 15a). La membrana tipo corion al igual que el ovocito
vitelogénico primario tiene un grosor de 1.78 ym +.0.29.

Al igual que los ovocitos vitelogénicos, los ovocitos postvitelogénicos son el tipo
celular representativo del estadio de madurez, estuvieron en casi todos los meses de
muestreo, con maximas frecuencias en octubre y noviembre, correspondiendo con

temperaturas ~22°C y concentraciones altas de seston total (9 mg/L).
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Figura 15.- Ovocitos maduros de N. subnodosus mostrandose el niuicleo grande en posicion central. Los
ovocitos vitelogénicos secundarios de forma poliédrica. Al incrementar la talla del ovocito, el nimero de
organelos celulares se incrementa de manera reciproca mostrandose una gran cantidad de reticulo
endoplasmatico (re).

7.3.3.- Células foliculares

A partir de los estadios de vitelogénesis se observo la presencia de células
alargadas asociadas a la pared folicular estando estas en contacto con los ovocitos

vitelogénicos. Estas células denominadas foliculares presentan un area aproximada
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de 60.76um? +10.81 (Fig. 16a y b), con un nucleo de forma ovalada de un area
aproximada de 7.25 um? $0.49. El nucleoplasma presentd heterocromatina
condesada hacia la periferia del mismo. Dentro de citoplasma encontramos escasos

organelos celulares, como el reticulo endoplasmatico, vesiculas y mitocondrias.

7.3.4.- Tejido conjuntivo

El tejido conjuntivo que se encuentra a continuacion de la membrana basal de
los foliculos contiene células de tipo fibroblastos, las cuales son de forma alargada
con un nucleo de la misma forma con poca cantidad de heterocromatina condensada
hacia la periferia y de tamafio reducido, este tipo celular presenta un area
aproximada de 38.78 pm? +10.81 (16a y b). Ademas, se encuentran en el mismo
tejido fibras tipo colagenas y vasos que presentan un transporte de hemolinfa y

granulos lipidicos como se muestra en la figura 16c y d.
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Figura 16.- Células foliculares (CF) (a y b), células del tejido conjuntivo (CTJ) (a y b) y vasos con hemolinfa (VH)
(c y d) de N. subnodosus. En la célula folicular se observan la presencia de organelos celulares como
mitocondrias (mt), reticulo endoplasmatico (re). Las CTJ se observan en el tejido conjuntivo de la membrana
folicular, en el nicleo se observa la heterocromatina condensada, el citoplasma celular no se observa la
presencia de organelos celulares. En el tejido conjuntivo de la membrana folicular se observa la presencia de
vasos con hemolinfa (VH) los cuales presentan granulos de vitelo (gv).

7.4.- Fases de desarrollo gonadico

De acuerdo a las observaciones de los cortes histolégicos y a las
descripciones de las fases de desarrollo gonadal propuestas por Arellano-Martinez
(2005), N. subnodosus presento las siguientes caracteristicas de desarrollo en Bahia
Tortugas, B.C.S.:

Indiferenciacion.- Se caracterizd por presentar nulo o poco material folicular,
y una total ausencia de gametos (Fig. 17a y 18a). Presenta una gran cantidad de
tejido conectivo difuso.

Inicio de desarrollo.- Comienza la proliferacion de gametos masculinos y
femeninos dentro de los foliculos, los cuales comenzaron a engrosarse y ramificarse
ligeramente. En el caso del tejido ovarico, las tallas de los gametos oscilaron entre
los 124.3 a 1968 pym? (area) y 6.9 a 47.9 um (diametro), las cuales corresponden a
células de menor grado de desarrollo dentro de la linea germinal de ovogonia
primaria a ovocitos previtelogénicos (Fig. 17b). En el caso del tejido testicular, los
gametos presentes fueron de tipo espermatogonia y espermatocitos de primero y
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segundo orden, los cuales se observaron pegados a la pared de los tubulos y a
medida que se avanzé en el desarrollo, se fueron dirigiendo hacia el lumen de los
mismos (Fig. 18Db).

Desarrollo avanzado.- Para ambos sexos, se presenta una marcada
disminucién de la matriz de tejido inter-conectivo y un incremento gradual en el grado
de desarrollo de los gametos. En el caso del tejido ovarico, los ovocitos comenzaron
a empaquetarse gradualmente en el lumen del ovario y su area oscilé entre los
1059.8 y 2553 um?, asi como el diametro entre los 36.2 a 77.2 ym (Fig. 17c). En el
tejido testicular, el tipo celular representativo es la espermatida y numerosos grupos
de espermatozoides con sus flagelos empaquetadas paralelamente en el lumen de
los tubulos seminiferos (Fig. 18c).

Madurez.- Los foliculos y tubulos estan completamente ensanchados,
ramificados y empaquetados con ovocitos postvitelogénicos y espermatozoides
maduros. Para el caso del tejido ovarico, el area ovocitaria oscila entre 1034.5 y
5474.6 ym? y didmetros entre 36.2 y 94.8 um (Fig. 17d y 18d). El tejido conectivo se
encuentra restringido a su minima expresion y mayormente en la periferia del tejido
testicular y ovarico.

Desove parcial.- A consecuencia de la liberacion de los gametos, los foliculos
estan rotos y parcialmente vacios, aunque todavia ensanchados dependiendo de la
intensidad y grado de desove. En el ovario, se aprecia la presencia de ovocitos
todavia maduros y ahora llamados residuales, cuya area varié entre 954 y 2536 pm?
y diametro entre 30.4 a 71.3 ym. En algunos casos, dependiendo de las condiciones
ambientales, existen ovocitos previtelogénicos embebidos a la pared y comenzando
un nuevo desarrollo (Fig. 17e y 18e).

Posdesove.- Las gonadas presentan foliculos y tubulos rotos y delgados.
Comienza a proliferar nuevamente el tejido inter-conectivo. Se observa la presencia
de ovocitos y espermatozoides residuales, los cuales comienzan a ser destruidos por
fagocitos (Fig. 17f y 18f). Los ovocitos presentaron areas y diametros muy variables
entre 982 a 2948 pm? y 30.4 a 65.5 um.
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Figura 17.- Microfotografias de las diferentes fases de desarrollo ovarico de Nodipecten subnodosus.
a)indiferenciado b) inicio de desarrollo c) desarrollo avanzado d) madurez e) desove parcial f) posdesove.
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Figura 18.- Microfotografias de las diferentes fases de desarrollo espermatogénico de Nodipecten
subnodosus. a) indiferenciado b) inicio de desarrollo c) desarrollo avanzado d) madurez e) desove parcial
f) posdesove.
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7.5.- Reabsorcion

Adicionalmente encontraron organismos con reabsorcion gonadica (Fig. 19a y
b), estas gbnadas presentan las mismas caracteristicas que en la fase de madurez,
con la presencia de grandes cantidades de ovocitos y espermatozoides en proceso
de reabsorcion.

Figura 19.- Microfotografias de la reabsorcion gonadica de N. subnodosus. En la porciéon femenina(a) se
muestran ovocitos maduros en reabsorciéon (OR) y en la masculina (b) se muestran tibulos con
espermatozoides en reabsorcion (ER).
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7.6.- Ciclo reproductivo

El ciclo reproductivo de N. subnodosus en Bahia Tortugas, B.C.S. se muestra
en la figura 20. En abril del 2009 se registré una alta incidencia de organismos en
etapa de desarrollo inicial, representando el 62% del tejido ovarico y 53% del tejido
testicular. A partir de aqui, se observaron organismos en desarrollo avanzado casi
todo el afio (a excepcion de enero, febrero y marzo de 2010) y maduros todo el afo,
con una mayor incidencia en octubre (62% en el tejido ovarico; 23.8 °C) y noviembre
de 2009 (80% en el caso del tejido testicular; 21.8 °C). Igualmente, el desove ocurri
casi todo el afio, no obstante se detectaron dos picos, uno de menor intensidad de
julio a octubre 2009 (23% en el ovario y 22% en el testiculo) cuando la temperatura
se incrementa de 16 a 24 °C, y otro de mayor intensidad de diciembre de 2009 a
febrero 2010 (76% en el ovario y 75% en el testiculo) cuando la temperatura del agua
disminuy6 de 20 a 18°C. En el caso del tejido ovarico, los organismos en etapa de
postdesove se observaron de noviembre a febrero con un maximo porcentaje en
enero de 2010 (20%). Para el caso del tejido testicular, los organismos en
postdesoves se presentaron de diciembre de 2009 a marzo de 2010, con maximo
porcentaje en diciembre de 2008 (18.8%). Finalmente, el proceso de reabsorcion de
la gonada se registro en las hembras de abril a noviembre, y alcanzé un maximo en
junio (76%) concordando con el comienzo del incremento de la temperatura
promedio mensual (14.73 °C). Para el caso de los machos, el comportamiento fue
muy similar, sin embargo la mayor incidencia de génadas en reabsorcion ocurrié en
julio (35%) concordando a su vez, con el incremento de la temperatura promedio
mensual (15.90 °C).
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Figura 20.- Frecuencias mensuales de las diferentes fases de desarrollo gonadico de N. subnodosus
durante el periodo de estudio. a) Ovario y b) Testiculo y la variacién de la temperatura del agua y del IGS.
(media el error estandar).

7.7.- indices de calidad ovocitaria

7.7.1.- Area y diametro de ovocitos
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El calculo del area y diametro de los ovocitos por intervalos de tallas se
muestra en la figura 21. Se aprecia claramente una distribucién unimodal en la que la
mayor frecuencia de ovocitos presumiblemente postvitelogénicos se obtuvo en el
intervalo 1191.09-1436.49 um? (area) y en el intervalo 47.92-53.77 pm (diametro)
presentando diferencias significativas, que es donde se asume que el proceso de
vitelogénesis ocurre de manera mas intensa y representativa en el ciclo reproductivo.
Por el contrario, los ovocitos con menor frecuencia se registraron en los intervalos de
los extremos, mismos que pueden corresponder a los ovocitos en desarrollo

incipiente o en proceso de atresia o reabsorcion.

450 1

400

350

300 |

250

200 . 2
Area (um®)

[

n

(=]
T

Frecuencia (No de observaciones)

n
(=]
T

AMAHLDIDIDMNANNN

NN

NlNIHIHH: uk

Al

%
0

o 72) o ® < — n 7 ~ ® o I n w ~ a«
R} ° N Q < ) N re) ® — re! ® — - ~ S
< X <t S w < © = © [ = [ % [ % <
a ® v Q ® e - ® < - ~ < S [ 1 S
— - ® a 7s) ) o © = < = - 0 ® a &

— — — « I @ e n - < < 0 g

46



450 1

400

350

300 |

250

200 |

150 Diametro (um)

100 -

Frecuencia (No de observaciones)

50

NN \
NlIIHnnmN

DARHDIDIDINNNN

NI

7
0 V777l rmrr 777/%// %777_‘
g N w (=4 4 — g o o~ o ] - N w > o
3 5 ¢ 7 & 8 =2 9 &5 ¥ I o = S & 5
o [o\] >} s > 4 o - o D w — o~ o R <
- — [o\] o o - - w w o o~ o~ =] =] (=)

Figura 21.- Frecuencia en el area y diametro de los ovocitos registrados para el tiempo de estudio en los

organismos de N. subnodosus de la localidad de Bahia Tortugas, B.C.S. México.

En la figura 22 se muestran las variaciones del area y diametro de los ovocitos
a lo largo del estudio. Se puede observar claramente dos picos o incrementos en el
area y diametro de los ovocitos, el primero presento los valores maximos en julio de
2009 (2037.48 ym? +751.44 de area y 53.75 pm +9.39 de diametro) y el segundo en
enero 2010 (1648.46 um? +447.30 de area y 50.37 ym £7.01) siendo significativos
(prueba a posteriori Tukey), mientras que los minimos en marzo de 2010 (1428.10
um? +453.04 de area) y abril 09 (43.35 ym +10.18 de diametro) siendo significativos
(prueba a posteriori Tukey). Estas variaciones en el area y diametro de los ovocitos
fueron significativas con respecto al tiempo (area: F=14.62, p<0.05; diametro:
F=19.26, p<0.05).

47



i Area celular (1)
 Diametro de ovocito (D)

2200 | 156
2100 | |54
2000 |

{52

— E

< 1900 | i

2 150 8

5

2 1800 | S

o o

> 148 —

° S

3 1700 | ;

o 146 2

Z 1600 | S

(=]
{44
1500 |
1400 | {42
1300 L— : : : : : : : : : — 40

Abr-09
May-09
Jun-09

Jul-09
Sep-09
Oct-09
Nov-09
Dic-09
Ene-10
Feb-10
Mar-10

Figura 22.- Variacion del area y diametro de los ovocitos de N. subnodosus durante el periodo de estudio
en Bahia Tortugas, B.C.S. México. Se muestra la media * el error estandar.

7.7.2- Contenido de lipidos

Las variaciones del contenido de lipidos en los ovocitos de N. subnodosus con
respecto al tiempo siguieron un claro patron estacional (Fig. 23). Se pueden observar
con claridad dos picos o incrementos en el contenido de lipidos; el primero y mas
intenso en julio de 2009 (1165.4 + 431.73) y el segundo y menos conspicuo en enero
de 2010 (1034.87 + 358.08) siendo significativamente mayor (prueba a posteriori
Tukey). Por el contrario, los valores minimos en el contenido de lipidos se registraron
en abril de 2009 (529.5 + 341.73) siendo significativamente menor (prueba a
posteriori Tukey). El contenido de lipidos varioé significativamente a lo largo del ciclo
anual (F=38.24, p<0.05).
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Figura 23.- Variacién del contenido de lipidos de los ovocitos de N. subnodosus y su relacion con la
temperatura del agua y el IGS. Se muestra la media % el error estandar.

La figura 24 muestra la relacion entre el area de los ovocitos y el contenido de
gotas de lipidos del citoplasma de N. subnodosus. Se aprecia que el mayor
contenido de gotas de lipidos se presenta en los ovocitos mas grandes hasta el
intervalo 3970-4514 um?, en donde incrementos en talla ya no corresponden a mayor
contenido de lipidos. Por el contrario, el menor contenido de gotas lipidicas se
registro en el intervalo de tallas 158—-702 um>.
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Figura 24.- Relacion entre el contenido de lipidos y el area de los ovocitos de N. subnodosus de Bahia
Tortugas, B.C.S. México. Se muestra el promedio * el error estandar.

7.7.3- indice lipidico

El registro de los cambios temporales en el indice lipidico se muestra en la
figura 25. La tendencia observada con este indicador es muy parecida a la que se
observd con el contenido de lipidos, es decir, existen dos picos bien definidos a lo
largo del ano. El primero en septiembre de 2009 (63.3 +36.35%), y el segundo en
enero de 2010 (62.6 £28.32%) en esos meses el indice lipidico fue significativamente
mas alto (p<0.05). Por el contrario los valores significativamente mas bajos (p<0.05)
del indice lipidico se registraron en julio de 2009, con un promedio de 33.8 +15.77.
Las variaciones en el indice lipidico fueron significativas con respecto al tiempo
(F=32.27, p<0.05).
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Figura 25.- Variaciéon temporal del indice de lipidos en los ovocitos de N. subnodosus de Bahia Tortugas,
B.C.S. México y su relacion con la temperatura del agua y el IGS. Se muestra el promedio * el error
estandar.

La relacion entre el indice lipidico y el area de los ovocitos se muestra en la
figura 26. Aunque la tendencia de esta relacion es erratica, los valores mas altos del
IL se registraron en los intervalos de tallas 3970-4515 um? y 702—1247 pm?,
mientras que los mas bajos en el intervalo 2881-3426 um>.
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Figura 26.- Relacion del area de los ovocitos y el indice lipidico de N. subnodosus de Bahia Tortugas,
B.C.S. México. Se muestra el promedio * el error estandar.

7.8.- indices morfofisiolégicos

Como se puede apreciar en la figura 27, los valores del IGS mostraron un
marcado patrén estacional, donde el valor mas bajo se obtuvo en abril de 2009
(4.48%) y el valor maximo en agosto de 2009 (32.14%). No hubo correlaciéon entre la
temperatura del agua y el IGS (r=0.003, p>0.05).
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Figura 27.- Variaciones temporales del indice gonadosomatico de N. subnodosus y la temperatura del

agua de Bahia Tortugas, B.C.S. Se muestra la media % el error estandar.

(Fig. 28) Los valores del IM presentan un patron estacional. En julio se alcanzé
el maximo valor (49.9%) y el minimo en noviembre (30.2%). Por otra parte los
valores del IGD y el IMA no presentaron una variacién marcada a lo largo del estudio.
El IGD presentd sus valores maximo y minimo en septiembre (11.60%) y en enero
(8.90 %), mientras que el IMA tuvo sus maximos y minimos en marzo (21.59 %) y
diciembre (17.32%). No hubo correlacion entre el IGS y el IM (r= 0.01, p>0.05).
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Figura 28.- Variaciéon temporal de los valores medios de los indices de glandula digestiva, del masculo
aductor y del manto de N. subodosus. Se muestra la media * el error estandar.

7.9.- Correlaciones entre variables

La tabla 1 muestra los resultados de los analisis de correlacion efectuados
entre algunos indicadores reproductivos y variables ambientales relacionadas con la
gametogénesis de N. subnodosus. Se obtuvieron ajustes significativos entre casi
todas las variables exceptuando a la temperatura vs diametro, temperatura vs IGS y
diametro vs indice de lipidico.

Tabla 1.- Correlacion entre indicadores reproductivos y temperatura del agua de N. subnodosus de Bahia
Tortugas, B.C.S. México
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r=0.06, r=0.62, oo

p<0.05 p<0.05

r=0.04, r=0.19, r=0.18, I

p>0.05 p<0.05 p<0.05

r=0.15, r=0.30, r=0.38, r=0.19, oo

p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

r=0.19, r=0.03, r=0.20, r=0.09, r=0.74, I
p<0.05 p>0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

8.- DISCUSION
8.1.-Medio ambiente y su relaciéon con la reproducciéon

Actualmente se sabe que la reproduccion de los bivalvos marinos esta
regulada por una compleja interaccion de factores exdégenos y enddgenos, las cuales
dependen de la distribucion geografica (latitudinal) y habitat particular que cada
especie ocupa (Giese & Pearse, 1974). Por ello, especies con una amplia
distribucion geografica pueden presentar variaciones en sus tacticas reproductivas
(duracién del ciclo reproductivo, dinamica del almacenamiento y transferencia de
nutrientes para soportar la gametogénesis, talla de primera madurez, etc.),
ocasionadas como una respuesta adaptativa a determinado microambiente. Los
organismos procedentes de ambientes templados y subtropicales se encuentran
adaptados para maximizar su actividad reproductiva durante cortas temporadas del
afo (de uno a tres meses) denominados picos reproductivos y de desove (Giese &
Pearse, 1974; Bayne, 1976; MacDonald & Thompson, 1985). Estos picos
reproductivos suelen manifestarse mediante algunos cambios marcados de diversos
factores exdgenos, donde la disponibilidad del alimento y la temperatura del agua

son los factores generalmente mas influyentes.

Los resultados obtenidos mediante los analisis histologicos, mostraron que los
adultos de N. subnodosus presentaron un desarrollo gonadico sincronico continuo en
la localidad de Bahia Tortugas, B.C.S., con desarrollo gonadal y desoves presentes
casi todo el afo y sin presencia del periodo de inactividad reproductiva tipico de
muchas otras especies. Este comportamiento es similar al reportado para la especie
en Bahia de Los Angeles, B.C. (Yee-Duarte, 2009) y Bahia Magdalena, B.C.S.
(Racotta et al., 2003) y que en ambos casos refleja una estrategia reproductiva de
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tipo oportunista para regular la gametogénesis a partir de la energia tomada del
alimento (Bayne, 1976). En contraste, Arellano-Martinez et al. (2004a) reporta que N.
subnodosus de la Laguna Ojo de Liebre, B.C.S. presenta un periodo de desove
marcado de septiembre a noviembre, asi como un periodo de inactividad
reproductiva de diciembre a marzo. En este caso, el comportamiento de la especie
corresponde a una estrategia reproductiva de tipo conservativa en el que la
gametogénesis se sustenta basicamente de las reservas almacenadas en tejidos
somaticos. Estas diferencias en la adopcion de una u otra estrategia reproductiva por
parte de N. subnodosus pueden deberse a las caracteristicas fisicoquimicas de cada
localidad donde la especie habita la poblacion; la Laguna Ojo de Liebre, por ejemplo,
es considerada una zona de baja productividad primaria (Millan et al., 1987) y baja
calidad de alimento (Arellano-Martinez et al., 2004a), mientras que Bahia de Los
Angeles presenta una alta productividad primaria casi todo el afio (Alvarez-Borrego &
Lara-Lara, 1991); Bahia Magdalena es una laguna eutrofica también con una alta
productividad primaria (Gomez-Gutiérrez et al., 2001), recayendo sus diferencias
principalmente en la disponibilidad del alimento.

Se ha reportado ampliamente que la disponibilidad de alimento ademas es
uno de los factores que mas pueden afectar a la reproduccién de los bivalvos
marinos (MacDonald & Thompson, 1985; Ruiz et al., 1992; Jaramillo et al., 1993;
Urrutia et al., 2001; Campododnico et al., 2008). A la temperatura se le atribuye
normalmente la responsabilidad de controlar el inicio o término de la mayoria de los
procesos reproductivos (e.g. desarrollo gonadal, desove, reabsorcion de nutrientes),
mientras que la duracion de éstos se ha asociado a la disponibilidad de alimento
(Bayne, 1976; MacDonald & Thompson, 1985). Al contar los organismos con una
constante disponibilidad de alimento, obtienen la energia suficiente para el soporte
de la maduracion de gametos, sin tener que recurrir a las reservas energéticas
almacenadas en otros 6rganos, teniendo asi, una continua actividad reproductiva
(Baron, 1992). Arellano-Martinez et al. (2010) mencionan que la disponibilidad del
alimento es un factor que influye en aspectos importantes en la reproduccion de N.
subnodosus, como la edad y talla de la primera maduraciéon gonadica, de acuerdo a
lo reportado para la especie en diferentes sitios del noroeste de México (Garcia-
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Dominguez et al., 1992; Racotta et al., 2003; Villalejo-Fuerte et al., 2004; Koch et al.,
2005; Osuna-Garcia et al., 2008; Ramirez-Arce et al., 2009). Asi mismo, se ha
reportado que la gametogénesis se relaciona paralelamente con el incremento de la
temperatura del agua en N. subnodosus bajo condiciones de cultivo (Racotta et al.,
2003; Arellano-Marinez et al., 2010), asegurando la presencia de organismos en
maduracion en el transcurso del verano con desoves en el otofio en organismos

silvestres (Arellano-Martinez et al., 2004a y b).

Por otra parte, en el ciclo reproductivo se observo la presencia de organismos
en fase reabsorcién gonadica (atresia 0 lisis gamética) de abril a noviembre, la cual
ya ha sido reportada para la especie en otras localidades (Arellano-Martinez et al.,
2004a; Yee-Duarte, 2009) y en otras especies de pectinidos, tales como P.
magellanicus (Beninger, 1987); A. irradians (Epp et al., 1988); P. maximus (Dorange
& Le-Pennec, 1989); P. jacobaeus (Mestre, 1992); A. purpuratus (Avendafio & Le-
Pennec, 1997; Cantillanez et al., 2005). Ilgualmente, este proceso de atresia ha sido
documentado en otros grupos de bivalvos, como el pinnido P. nobilis (De Gaulejac et
al., 1995), algunos miembros de las familias Solenidae como Enzis arcuatus (Darriba
et al., 2004), Mytilidae como M. galloprovincialis (Suarez et al., 2005), Pteriidae como
P. mazatlanica y P. sterna (Saucedo & Monteforte, 1997), Veneridae como Ruditapes
philippinarum (Delgado & Pérez-Camacho, 2003, 2005). Las atresias reportadas para
N. subnodosus se han relacionado directamente con el incremento de las
temperaturas del agua en las diferentes localidades donde se han realizado estudios
sobre su reproduccién. Por ejemplo, en Laguna Ojo de Liebre, de enero a mayo del
segundo afno de estudio, se detectaron la presencia de organismos en reabsorcion
(7.7-35.7%), relacionandose a una anomalia de la temperatura con respecto a lo
registrado normalmente. En los organismos de Bahia de Los Angeles, este proceso
fue reportado en una mayor proporcion debido a que las temperaturas mas altas que
se registraron oscilaron entre los 26 y 30 °C, llegando en el mes de octubre al 100%
de organismos en reabsorcion. En la localidad de Bahia Tortugas, los organismos en
reabsorcion fueron encontrados desde abril a noviembre del 2009, volviendo a
registrase en febrero y marzo del 2010, donde la maxima proporcion de organismos
en reabsorcion estuvieron en junio (76%) (considerando el tejido ovarico) y en julio
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(34%) (tejido testicular). La presencia de organismos en reabsorcién en casi todos
los meses para el caso de N. subnodosus en Bahia Tortugas, debe estar relacionada
a una combinacion de baja disponibilidad de alimento (por debajo de los 10mg/L) y
temperaturas por encima de los 20°C afectd la reproduccion de los organismos al
punto de generar la presencia de atresias.

Por otro lado, los organismos en cultivo presentaron una gran cantidad de
fauna de acompafamiento o epibiontes y presentandose también en las artes de
cultivo. Debido a esto, las valvas mostraron severos dafios (tipo perforaciones)
ocasionados, probalemente, por poliquetos que retardan el crecimiento e
incrementan la mortalidad de los organismos en los sistemas de cultivo (Ciocco,
1990; Basilio et al., 1995). Estas condiciones, trajeron probablemente como

consecuencia una interrupcion en la gametogénesis de N. subnodosus.

En materia de reproduccién, existen otros indicadores que se han utilizado por
décadas como reflejo de la actividad gonadal, como el IGS. En el presente estudio,
los valores del IGS mostraron un claro patron estacional que se correlaciond
positivamente con las variaciones en el diametro y area de ovocitos. Sin embargo, la
tendencia de este indicador guardd una relacion estrecha con el ciclo reproductivo,
aunque valores altos de IGS no siempre coincidieron con la presencia de organismos
maduros, coincidieron con organismos con la presencia de atresias. Una explicacion
a este comportamiento es que la reabsorcion que presenta N. subnodosus es una
reabsorcion generalizada en gonadas maduras que no alcanzan a desovar, al
respecto, se ha reportado que la lisis de gametos provee una fuente de energia
(nutrientes) que se reenvian a tejidos somaticos de almacenamiento y puede ser
rehusada o reciclada rapidamente para la generacion de nuevos gametos cuando el
alimento es escaso y las condiciones ambientales no son las adecuadas (Dorange &
Le-Pennec, 1989). Sin embargo, esto no ocurrié de manera clara con N. subnodosus
en Bahia Tortugas, debido a que la disponibilidad de alimento en una parte del afio
es suficiente para proveer la energia necesaria para el inicio y sustento de la
gametogénesis. Asi mismo, debemos tener en cuenta la presencia de fenomenos de

atresia masiva en los meses con presencia de altas temperaturas y por ello el IGS no
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fue un buen indicador de la actividad reproductiva de la especie en esta localidad.
Este mismo comportamiento se observé en N. subnodosus de Bahia de Los Angeles
(Yee-Duarte, 2009),

Referente al IMA e IGD, los valores obtenidos en este estudio fueron bastante
estables y no reflejaron un cambio marcado a lo largo del afio. Por el contrario, el
comportamiento del IM si presentd una clara variacion estacional de forma muy
parecida al IGS. Esta combinacién de resultados permite sugerir que bajo
condiciones de cultivo en Bahia Tortugas, mientras el manto y la glandula digestiva
no juegan un papel muy activo como sitios de almacenamiento y movilizacion de
energia a la gbnada para el sustento de la gametogénesis, el musculo aductor si lo
hace de forma relevante. Este resultado coincide ampliamente con lo reportado para
la mayor parte de los miembros de la familia Pectinidae, en donde el musculo aductor
es reconocido como el érgano primordial de almacenamiento de energia en forma de
glucégeno y proteina (Taylor & Venn, 1979; Barber & Blake, 1983, 1991; Epp et al.,
1988; Martinez, 1991; Roman et al., 2002; Arellano-Martinez et al., 2004b; Chantler,
2006). Esta importancia del musculo aductor también se ha reportado en Mitilidos
(Gabbott, 1975) y Pteridos (Saucedo et al., 2002b; Caceres-Puig et al., 2007; Vite-
Garcia & Saucedo, 2008; Saucedo & Southgate, 2008). De hecho, en la mayoria de
estos estudios se ha confirmado que el musculo puede perder entre el 30 y 40% de
su peso seco por motivos de movilizacion continua de energia hacia la génada
durante los momentos de maxima actividad en el ciclo reproductivo de los
organismos ( ). Por lo tanto, a la par que este o6rgano pierde peso durante la
gametogénesis, la gonada lo gana gradualmente como consecuencia de la
produccion de gametos.

8.2.- Indicadores de calidad ovocitaria

Como se sabe, los ovarios de los bivalvos, especificamente los ovocitos
presentan un almacenamiento de reservas energéticas gradual a lo largo de la
ovogénesis, particularmente durante el proceso de vitelogénesis (Holland, 1978;
Gallager & Man, 1986; Gallager et al., 1986; Fraser, 1989). El vitelo es una molécula
muy compleja de tipo glipo-lipo-protéica, por lo que queda claro que las sustancias
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que se incorporan como nutrientes durante la vitelogénesis son carbohidratos, lipidos
y proteinas basicamente (Pipe, 1987; De Gaulejac et al., 1995; Dorange & Le-
Pennec, 1989). De todas estas, los lipidos, y de estos los triglicéridos en particular,
son quiza los mas importantes (Gallager et al., 1986; Fraser, 1989). Por otro lado, se
ha demostrado que las sustancias incorporadas como nutrientes sirven como
combustible para garantizar el crecimiento y supervivencia del embridn, asi como de
todas las subsiguientes etapas del desarrollo de los organismos. En todo este
proceso, la viabilidad de los embriones y larvas depende enteramente de la calidad
de los gametos, particularmente de los ovocitos (De Gaulejac et al., 1993; Le-Pennec
et al., 1990). En este estudio, la calidad de los gametos se evalué con base en las
variaciones en la talla de ovocitos, en su contenido de lipidos e indice lipidico y en la
relaciéon nucleo:citoplasma. Diversos aspectos se pueden discutir con detalle de
estos puntos:

Las fechas en las que se registraron los maximos valores de indice de lipidos
y contenido de lipidos corresponden con los momentos en que se observaron las
mayores tallas de ovocitos, aunque su correspondencia con los picos reproductivos
de la especie no sea tan evidente. Esto puede deberse a la presencia de organismos
maduros, desovados y en proceso de reabsorcidn casi todo el afio. Por el contrario,
los meses en los que se registraron los menores valores del indice y contenido de
lipidos corresponden a las etapas en que los ovocitos tuvieron las tallas mas
pequefias. Esto, a su vez, coincidi6 con los meses de mayor incidencia de
organismos en estadio de inicio de gametogénesis, en los que los ovocitos
presentaron tallas muy variables, desde aquellos grandes y maduros, hasta otros
pequefios inmaduros (previtelogénicos) y en proceso de maduracion (vitelogénicos).
Este resultado refleja lo complejo del proceso de desarrollo ovocitario y podria
relacionarse con cierta prudencia con momentos de buena y mala calidad de

gametos.

En cuanto al analisis del contenido de lipidos de los ovocitos, se observd una
tendencia estacional tipica, con el pico principal en el verano (julio), asi como un

claro patron al alza de la talla de los ovocitos. En el invierno (enero) se detectd
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también un pico de menor intensidad en el contenido lipidico. Ambos picos podrian
ser el reflejo del efecto del ambiente, particularmente la abundancia de alimento y
que probablemente permitié cubrir el minimo requerido de energia para asegurar el
proceso de maduracion de los ovocitos en términos de sustrato lipidicos
indispensable para la gametogénesis. Reportes previos de otros autores apoyan este
punto. Por ejemplo, Ziolko & Kozlowski (1983) y Paulet & Boucher (1991) indican que
los bivalvos de ambientes templados asimilan cantidades limitadas de energia para
mantener separados los procesos de crecimiento somatico y reproduccion vy
maximizarlos de esta forma. Navarro et al. (1989) reportan también que los bivalvos
presentan mecanismos fisiologicos que los ayudan a aprovechar al maximo la
calidad de particulas capturadas y mantener un balance 6ptimo entre la energia
adquirida y la utilizada para crecimiento, reproduccion y mantenimiento de la
maquinaria enzimatica y celular. Sin embargo, queda claro también que las
estrategias por las que la energia asimilada es distribuida para crecimiento y
reproduccion varia entre especies y poblaciones de la misma especie (Ramirez-
Llodra, 2002).

Por otro lado, se ha relacionado la viabilidad de los ovocitos con el diametro
observado y el porcentaje de IGS (Arellano-Martinez et al., 2010). Organismos
viables observados en la zona de la Laguna Ojo de Liebre (Arellano-Martinez et al.,
2004a), presentaron valores de 51 um de diametro y 27.7% de |IGS, presentandose
valores bajos y ovocitos no viables en la Laguna Guerrero Negro (Arellano-Martinez
et al., 2010) con 42.6 ym de diametro y 4.39% de IGS. Esta no viabilidad es apoyada
con el hecho de que los organismos con una edad de 16 meses en la Laguna
Guerrero Negro mostraron los patrones reproductivos, las caracteristicas histologicas
de la gonada, el diametro de los ovocitos y los valores de IGS comparables con los
reportados para las poblaciones naturales de la Laguna Ojo de Liebre (Arellano-
Martinez et al., 2004a). En la zona de Bahia Tortugas se registraron valores de 49.2
pum de diametro con 11.05% de IGS, considerandose valores bajos, lo cual sugiere
que los ovocitos de N. subnodosus bajo condiciones de cultivo en Bahia Tortugas,

fueron no viables.
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Respecto al indice lipidico, éste mostr6 un patron muy parecido al del
contenido de lipidos, con dos incrementos bien marcados, uno en septiembre del
2009 y otro en enero de 2010, los cuales coincidieron, con un desfasamiento de un
mes, con el contenido lipidico. La relacion entre el indice lipidico y la talla de los
ovocitos siguié un patron algo irregular, lo cual no ocurre para el caso de la relacion
entre el contenido lipidico y la talla de los ovocitos. En algunas especies como el
callo de hacha A. maura, se ha observado que la relacion entre estos indicadores
puede ser contradictoria, ya sea inversamente proporcional entre el indice lipidico y
la talla de los ovocitos, o directamente proporcional entre el contenido de lipidos y el
area de los ovocitos (Angel-Dapa et al., 2010). Al respecto, se sabe que este tipo de
relaciones estan expresadas en porcentajes y son un reflejo de la tasa de ocupacion
de las gotas de lipidos del ovoplama de los ovocitos con respecto a la superficie de la
imagen digital del tejido. Debe tomarse en cuenta que los lipidos estan conformados
en su mayoria por triglicéridos y pequenas cantidades de fosfolipidos y colesterol
(Allais et al., 1964; Troy et al., 1975; Briegel, 1990; Kawooya et al., 1988), actuando
los primeros como fuente directa de energia para el desarrollo embrionario de las
especies (Beenakkers et al., 1981) y los segundos como compuestos estructurales
para la formacion de las membranas celulares (Luzbens et al., 1981). Ziegler & Van
Antwerpen (2007) encontraron que durante la incorporacion de nutrientes, la cantidad
de fosfolipidos y triglicéridos variaba a lo largo de la ovogénesis, aunque no se logré
establecer la concentracion exacta que se incorporaba mediante ambos
mecanismos. Ademas, es importante recordar también que durante las etapas
tempranas de la vitelogénesis, la incorporacién de reservas lipidicas ocurre de
manera mas activa y abundante que conforme se acerca el final de este evento, que
es cuando la carga nutricia del huevo se ha completado y se incrementa la
incorporacion de fosfolipidos para culminar el proceso de formacion de las
membranas celulares. Esto representa una estrategia para fortalecer a los ovocitos
que seran liberados al medio. En este estudio, la técnica de tincion con Sudan Negro
revela la localizacién de los lipidos neutros en forma de triglicéridos, los cuales se
tinen de color azul oscuro y negro, en tanto que los lipidos polares o fosfolipidos lo

hacen de color gris. Por ello, durante el analisis digital de las imagenes, el programa
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Image Pro Plus separa automaticamente mediante la suma de pixeles el area
ocupada por todas aquellas estructuras que estan formadas por triglicéridos y se
tinen de colores oscuros (ovocitos) y deja fuera las que se tifien de tonos claros y
estan constituidas por fosfolipidos (membranas). Debido a lo anterior, se observo que
el indice de lipidos reflejo con claridad dos periodos de maxima incorporacion de
triglicéridos a los ovocitos de acuerdo a su talla; el primero en el rango de 700 pm?
aproximadamente (que podria corresponder a ovocitos vitelogénicos) y el segundo
en el rango de 4500 um? aproximadamente (en coincidencia con ovocitos maduros).
Se observé también que después del segundo intervalo de tallas, la incorporacion de
triglicéridos a los ovocitos comenzé a disminuir. A partir de lo anterior, se esperaria
en estos momentos que los fosfolipidos, en caso de que se hubieran cuantificado de
alguna manera, comenzaran a incrementarse y guardaran una relacion inversamente
proporcional con respecto al patron de los triglicéridos. Otro detalle a observar es la
amplitud del error estandar calculado para el indice de lipidos en tallas de ovocitos
de 4500 pm?, lo cual puede explicarse recordando que los periodos de reabsorcion
celular fueron unicamente identificados en el estadio de madurez, donde se
presentaron las mayores tallas. Asi, la calidad de los ovocitos encontrados en este
estadio pudiera no ser la adecuada, debido a la gran variacion de tallas de estos.

Los calculos del indice de lipidos y contenido de lipidos fueron solamente
realizados en la porcidon femenina de la génada de N. subndosus, debido a que se ha
reportado que los niveles de lipidos en la porcibn masculina disminuyen
significativamente en paralelo con el proceso de maduracion y su concentracién se
correlaciona negativamente con el IGS (Arellano-Martinez et al., 2004b). Como
ocurre para el caso de las proteinas, los lipidos (especialmente los trigliceridos)
pueden ser transferidos desde la porcion del testiculo a la porcién del ovario durante
el proceso de maduracién, para la acumulacion de vitelo en los ovocitos (Arellano-
Martinez et al., 2004b). Se ha reportado que el contenido de lipidos en los ovarios
fue mas alto que en la porcién testicular en organismos maduros de especies como
P. magellanicus (Thompson, 1977; Robinson et al., 1981; Couturier & Newkirk,
1991), Chlamys septemradiata (Ansell 1974) y A. purpuratus (Martinez, 1991).
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La informacion que se presenta sobre variaciones y relacion entre el contenido
de lipidos e indice lipidico de los ovocitos, y de ahi sobre la calidad de éstos, podria
permitir seleccionar desoves que aseguren incrementar la viabilidad y supervivencia

larvaria, asi como la produccién de semilla en condiciones de cautiverio.

8.3. — Ultraestructura
8.3.1.- Espermatogénesis

En la almeja mano de leon las fases que comprenden Ila
espermatocitogénesis, desde la diferenciacidon de espermatogonia a espermatocito
primario y de éste a espermatocito secundario, asi como la fase de meiosis que
abarca la diferenciacion de espermatocito secundario a espermatida, presentan
caracteristicas generales muy similares a las que se han reportado para otras
especies de bivalvos, como A. granosa (Parnrong, 1999), A. tuberculosa (Ortiz et al.,
2003) y Chione californiensis (Ortiz-Orodoriez et al., 2006).

Las espermatogonias son las células mas grandes que se observan como
parte de la gametogénesis y se tiene reportado que existen especies en donde los
espermatocitos primarios crecen aun mas que las espermatogonias (Rastogi et al.,
1988; Santos de Souza, 2007).

En las espermatidas, las caracteristicas observadas en este estadio de
desarrollo (la condensacién de la heterocromatina, la reduccion del citoplasma, el
crecimiento de las mitocondrias y la migracion de éstas hacia el polo basal del
nucleo) concuerdan con lo reportado para A. granosa (Suwanrajat & Parnrong,
1999), A. tuberculosa (Ortiz et al., 2003), y C. californiensis (Ortiz-Ordofiez et al.,
2006).

Los espermatozoides de los moluscos pueden ser de dos tipos: el tipo
primitivo y el tipo modificado (Franzen, 1955). Diversos autores mencionan que los
espermatozoides de los moluscos son generalmente del tipo primitivo, pues se
caracterizan por presentar una cabeza de longitud variable, con mitocondrias simples

en el cuerpo del espermatozoide y una cola con arreglo de microtubulos 9 +2
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(Hodgson & Bernard, 1988; Franzen, 1983; Bao et al., 1998). Los espermatozoides
de la almeja mano de ledn N. subnodosus corresponden efectivamente a los de tipo
primitivo, que se presentan en organismos con fertilizacion externa, ya que estos
organismos liberan sus gametos en el agua. Igualmente, la forma del acrosoma de
los espermatozoides en la almeja mano de ledn es de forma piramidal, la cual
corresponde a lo reportado para organismos que presentan fertilizacion externa. En
las especies de bivalvos con fertilizacion interna la forma del acrosoma se presenta
notablemente reducida (Franzen, 1955; Wilbur, 1964; Garrido, 1966). La substancia
subacrosomal es de material granular denso, lo cual coincidi6 también con lo
reportado para A. tuberculosa (Ortiz et al., 2003) y A. granosa (Suwanrajat &
Parnrong, 1999). Usualmente, el acrosoma se deriva del complejo de Golgi (Popham,
1979), el cual tiene la funcion de disolver las diversas capas de los ovocitos, de
manera que permite la fusion de los pronucleos (Colwin & Colwin, 1967; Franklin,
1970; Longo, 1973).

Se ha reportado que los espermatozoides en especies hermafroditas pueden
ser distinguidos de los de especies gonocoricas (que presentan sexos separados)
por la morfologia de sus nucleos. En este sentido, se reporta que las especies
hermafroditas pueden presentar nucleos ovoides, pentagonales o en forma de bala,
mientras que los de especies gonocoricas presentan nucleos conicos caracterizados
por su punta electro-translucida (Harrison, 1985; Steiner, 1998). De acuerdo a lo
anterior, N. sunodosus presenta espermatozoides cuyo nucleo es de forma ovoidal,
lo cual concuerda con lo reportado para los espermatozoides de organismos
hermafroditas (Steiner, 1998).

Las mitocondrias son de forma esférica y se ubican en el cuello del
espermatozoide, lo cual es tipico de organismos con fertilizacion externa (Ortiz-
Orofiez et al., 2006). Suwanrajat & Parnrong (1999) mencionan que el numero de
mitocondrias encontradas en los espermatozoides puede ser un caracter especifico
de cada especie. Para el caso de N. subnodosus se identificaron 4 mitocondrias en el
cuello del espermatozoide rodeando al centriolo, lo cual coincide con el patrén comun
de C. californiensis (Ortiz-Ordofiez et al., 2006). Por el contrario, en A. tuberculosa se

reporta la existencia de 5 mitocondrias en el cuello espermatico (Ortiz et al., 2003).
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Este resultado niega el hecho de que el numero de mitocondrias presentes en los
espermatozoides sea un caracter especifico de cada especie, y se relaciona mas
bien con el tipo de movimiento flagelar necesario para asegurar el desplazamiento
del espermatozoide en el medio.

Suwanrajat & Parnrong (1999) menciona que la formacion del flagelo se inicia
a partir del estadio de espermatocito. Para el caso de N. subnodosus este hecho no
fue observado, ya que la presencia del flagelo se registr6 en el ultimo estadio de
desarrollo, es decir, el de espermatozoide. El arreglo de los microtubulos varié un
poco con respecto a la estructura general reportada para algunos moluscos bivalvos,
como C. californiensis (Ortiz-Orodofiez et al., 2006). Estos autores reportan que los
microtubulos estan conformados por un par central rodeado de nueve pares
periféricos.

Con respecto a la condensacion de la heterocromatina, se ha reportado que
ésta se va incrementando conforme avanza la espermatogénesis, relacionandose
con una alta actividad sintética en el nucleo de proteinas-ribonucleares provenientes
del citoplasma (Davenport & Davenport, 1965). La heterocromatina puede ser
dividida en dos tipos: la constitutiva y la facultativa. La heterocromatina facultativa es
cromatina que puede presentarse tanto como eucromatina, con actividad
transcripcional o sin ella, y esto varia en funcién del momento en el que se encuentre
el ciclo celular. La heterocromatina constitutiva es la cromatina mas clasicamente
entendida como desierto génico (region del ADN con muy poca cantidad de genes) y
su funcion suele considerarse meramente estructural. En estudios recientes han
puesto en evidencia que la heterocromatina constitutiva tiene un alto valor en la
reproduccion, el cual es mayor al que comunmente se creia, pues se ha reportado
que presenta una multitud de genes de importancia crucial para el desarrollo en
algunas fases en la formacion de los organismos (Dimitri et al., 2009). Siendo asi, se
puede asumir que en la mano de leén N. subnodosus, la heterocromatina
condensada en el macho contribuye en gran parte con la actividad génica en la
transcripcion al momento de la reproduccion, ya que cuando la espermatida se
desarrolla en espermatozoide, dentro del nucleo solamente queda heterocromatina

condensada.
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8.3.2.- Ovogénesis

En términos generales, la ovogénesis en los moluscos puede ser dividida en
dos fases, la primera denominada generativa (proliferacion) y la segunda
denominada fase vegetativa (crecimiento) (Anderson, 1974). Durante la primera, el
numero de ovogonias se incrementa en la zona germinal por multiplicacion mitética;
mientras que en la fase vegetativa o de desarrollo, el crecimiento del ovocito es
considerable, principalmente durante la vitelogénesis, que requiere una substancial
entrada de nutrientes para la sintesis de de vitelo a partir de precursores y proteinas
como la vitelina y vitelogenina (Pipe, 1987).

La clasificacion de la ovogénesis especificamente en la almeja mano de ledn
N. subnodosus fue dividido en cinco estadios de desarrollo celular, donde los
mayores cambios observados ocurrieron durante la vitelogénesis. Las ovogonias
primarias y secundarias fueron las células mas pequefias y jovenes dentro de la linea
germinal femenina y se caracterizaron por presentar un nucleo grande con poca
cantidad de heterocromatina condensada. En la membrana nuclear se encuentra la
presencia de poros, los cuales se sugiere que se encuentran relacionados con el
transporte de proteinas-ribonucleares provenientes del citoplasma, de acuerdo a lo
reportado para otros moluscos (Davenport & Davenport, 1965; Durfort, 1973);
Popham, 1975; Jong-Brink et al., 1983; Swenson et al., 1987; Amor et al., 2004) y
algunos invertebrados (Coimbra & Azevedo, 1984; Larkman, 1984; Ribes, 1986;
Sciscioli et al., 1991). La presencia de los poros en la membrana nuclear es un
indicador de diferenciacion celular, particularmente de ovogonias a los ovocitos de
mayor grado de desarrollo (Verhey & Moyer, 1967; Najmudeen, 2008). En N.
subnodosus se observo la presencia de estos poros en la membrana nuclear desde
los primeros estadios de desarrollo. De hecho, dentro del nucleo la heterocromatina
electrodensa se observd agrupada cerca de los poros, de la misma forma que en los
abulones Haliotis varia (Najmudeen, 2008) y H. asinina. Este material fue clasificado
como un tipo de particulas vinculadas a los ribosomas (Apisawetakan et al., 2001).
Dentro del citoplasma, el material se encuentra disperso presentando escasos
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organelos celulares, lo cual es un indicador de una baja actividad sintética que puede
relacionarse unicamente con la produccion y transporte de proteinas-ribonucleares al
nucleo.

Los ovocitos previtelogénicos, a diferencia de las ovogonias primarias y
secundarias, aumentaron considerablemente la cantidad de organelos celulares,
particularmente como reticulo endonplasmatico, aparato de Golgi y mitocondrias.
Este incremento se relaciona directamente con la preparacion de la célula para la
vitelogénesis, en la cual se generara una gran actividad sintética. Se conoce que en
el estadio de vitelogénesis, la formacion de vitelo puede ocurrir a través de dos
procesos separados: autosintéticamente y heterosintéticamente, de acuerdo a lo
establecido por Eckelbarger & Davis (1996). Los autores hacen evidente que estos
procesos pueden actuar de manera combinada como se ha observado en algunas
especies de moluscos (Eckelbarger & Young, 1999; Matsumoto et al., 2003; Amor et
al., 2004). El proceso de autosintesis en la formacién de vitelo involucra una
actividad combinada del complejo de Golgi, mitocondrias y reticulo endoplasmatico
(Yung et al., 2008), lo cual coincide con el proceso de autosintesis observado en N.
subnodosus debido al aumento y desarrollo en sus organelos celulares en los
ovocitos vitelogénicos. En contraste, Pipe (1987) reporta una actividad endocitica en
los ovocitos de M. edulis, al tiempo que Eckelbarger & Davis (1996) sugieren una
evidencia de la formacion de vitelo por heterosintesis en los ovocitos de Crassostrea
virginica. Yung (2008) encuentran precursores extraovaricos que se incorporan a los
ovocitos por endocitosis en la region basal de los ovocitos vitelogénicos. En N.
subnodosus se observo la presencia de vesiculas en la region basal de la membrana
plasmatica (Fig. 4d), las cuales se prevé que estan siendo incorporadas dentro del
citoplasma celular por medio de endocitosis. En conclusion, la presencia de estas
vesiculas en N. subnodosus permitiria confirmar que la formacién de vitelo ocurre por
medio de heterosintesis.

Existen reportes de la presencia de inclusiones lipidicas en los ovocitos de
otras especies de moluscos marinos durante los estadios tempranos de desarrollo
(Hodgson & Eckelbarger, 2000; Pal & Hodgson, 2002). En el caso particular de N.

subnodosus, las inclusiones lipidicas se observaron unicamente a partir del estadio
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de vitelogénesis. Una caracteristica distintiva respecto a la formacion de inclusiones
lipidicas en el estadio de vitelogénesis, es la formacion de una membrana tipo corion
posterior a la membrana plasmatica. En este estudio, la evidencia de
microvellosidades de la membrana (Fig. 4d) sugiere su participacion en el transporte
de material nutritivo que se incorpora a los ovocitos, asi como la proteccion de los
ovocitos al ser liberados al medio. A lo largo de toda la membrana tipo corion se
observa la presencia de vesiculas que se intuye contribuyen en el desarrollo de los
ovocitos. En numerosas especies de invertebrados, incluyendo los moluscos, estas
vesiculas han sido identificadas como cuerpos vitelinos o corpusculos de Balbiani
(Guraya, 1979), los cuales juegan un papel importante en la sintesis enddgena de
nutrientes que participan en la vitelogénesis. Tal es el caso de los bivalvos M. edulis
(Pipe, 1987), B. brandaris (Amor et al., 2004), P. mazatlanica (Gémez-Robles et al.,
2005) y el abuldn H. varia (Najmudeen, 2008).

En la transicién entre el estadio de vitelogénesis y el estadio de madurez, la
cantidad de heterocromatina condensada dentro del nucleo decrecié en la periferia,
quedando condensada en un solo punto. De acuerdo a Amor et al. (2004), esta
disminucién es un indicativo de una disminucion del numero de poros nucleares y por
ende de la actividad nuclear (incorporacion de nutrientes) del ovocito, Por tanto, los
organelos celulares se extienden por todo el citoplasma, asi como los granulos de
glucégeno, gotas de lipidos, material granular y plaquetas vitelinas, que hacen que el
ovocito crezca hasta alcanzar su maximo tamafo en el estadio de madurez.

Otro tipo de estructuras celulares que se observaron en los ovocitos son las
células foliculares y las células del tejido conjuntivo (VCT). Las primeras solo fueron
observadas a partir del estadio de vitelogénesis, mientras que las segundas a lo
largo de todo el curso de la gametogénesis. Yung et al. (2008) mencionan que estas
células se encuentran relacionadas directamente con el proceso de heterosintesis en
la formacion de vitelo por endocitosis, asumiendo que las células foliculares pueden
estar involucradas en el abastecimiento de nutrientes a los ovocitos vitelogénicos.
Pipe (1987), Chung (2007) y Yung et al. (2008) establecen una relacion entre las
células foliculares y la formacion de la membrana tipo corion y reportan que una vez

que las células foliculares dejan de ser observadas, aparecen las microvellosidades a
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lo largo del citoplasma. En este estudio este fendmeno no fue observado, ya que las
células foliculares fueron encontradas a lo largo de todo el estadio de vitelogénesis y
de madurez, siempre en asociadacion con las paredes foliculares y las membranas
tipo corion de los ovocitos. Al respecto, Eckelbarger & Davis (1996) mencionan que
las células foliculares no son la fuente primaria de los precursores del vitelo en C.
virginica, mientras que Pipe (1987) sugiere que las VCT representan la mayor fuente
de precursores del vitelo durante la vitelogénesis, en comparacién con las células
foliculares en M. edulis. En el presente estudio, fueron observados en el tejido
conjuntivo de la membrana folicular vasos de transporte de hemolinfa (Fig. 16¢c y d),
los cuales contenian una gran cantidad de gotas de lipidos. Debido a ello, se piensa
que los nutrientes transportados por los vasos portadores de hemolinfa pueden ser
transferidos a las VCT y posteriormente de éstas a los ovocitos para participar en la
vitelogénesis. En contraste, otros autores como Chung et al. (2002) y Chung et al.

(2006) no encontraron una relacion de las VCT con la ovogénesis.

9.- CONCLUSIONES

e Debido a la alta disponibilidad de alimento en Bahia Tortugas, el desarrollo
gametogénico de N. subnodosus no presenta la fase de inactividad
reproductiva y el desarrollo de sus gametos es continuo. Esto ultimo se ve
apoyado por la presencia de gonadas en desove parcial y madurez en casi
todo el ciclo reproductivo

e La actividad reproductiva de N. subnodosus en Bahia Tortugas es afectada
por la temperatura del agua, la disponibilidad del alimento y la presencia de
organismos epibiontes. Se presenta un periodo de lisis masiva durante las
temperaturas mas altas y las concentraciones mas bajas de seston.

e El indice gonadosomatico resultdé un buen indicador de la época reproductiva
de N. subnodosus en Bahia Tortugas.

e Los indices de la glandula digestiva y el manto, no presentan una relacion
clara con los indices de gbnada y musculo aductor, por lo que no son un buen

indicador del ciclo de almacenamiento y transferencia de energia.
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Se observd la presencia de caracteristicas especificas en la
espermatogénesis: espermatozoides del tipo primitivo con acrosoma de forma
piramidal, con substancia subacrosomal de material electrodenso granular,
cuatro mitocondrias rodeando al centriolo. Este ultimo se observo en la ultima
fase de desarrollo y no en etapas tempranas como en otras especies

Se observd la presencia de caracteristicas especificas en la ovogénesis: a
partir del estadio de vitelogénesis la presencia de vesiculas, a partir de este
estadio se produce la formacién de una membrana tipo corion posterior a la
membrana plasmatica la cual contribuye en la incorporacion de vesiculas para
el desarrollo del vitelo.

Se observaron también células foliculares (a partir de estadio de vitelogénesis)
y de tejido conjuntivo (todo el desarrollo).

La almeja mano de ledn presenta en el tejido conjuntivo vasos sanguineos

con aportacién de grandes cantidades de gotas de lipidos
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11.- ANEXOS

Anexo A Preparacién de la solucién Davidson (Shaw y Battle, 1957)
Para 1 L de solucion:

Glicerina 100 ml

Formaldehido (37-40%) 200 ml

Alcohol etilico (96%) 300 ml

Agua de mar filtrada 300 ml

Acido acético 100 ml

Anexo B Preparacion del fijador glutaraldehido 2.5%.
Glutaraldehido 25%(10ml)
Soluciéon amortiguadora de Sonrensen (90ml)

Preparacién de soluciéon amortiguadora de Sorensen
Na2HPO4 (2.84 g) Agua destilada (100 ml) [Solucion A]
NaH2PO4H20 (2.76 g) Agua destilada (100 ml) [Solucién B]
40.5ml Solucion A + 9.5 ml Solucién B= 50 ml + 50 ml de Agua
bidestilada

Anexo C Técnica de tincion Sudan negro B para cortes en parafina (Bayliss,
1984)
1984).
Soluciones:
Solucion de sudan negro B a saturacién, en alcohol etilico al 70%.
Xilol 3 cambios de 10 minutos c/u
Alcohol etilico 96° 2 minutos
Alcohol etilico 70° 2 cambios de 2 minutos c/u
Agua destilada 5 minutos
Colocar los cortes en alcohol 70% 5 minutos

Tenir con la solucion Sudan negro B 5 minutos
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Diferenciar en alcohol 70% 1 minuto
Lavar en agua corriente

Lavar en agua destilada

Montar en gelatina glicerinada

Resultados:
Triglicéridos Azul a negro
Fosfolipidos Gris

Anexo D Preparacion de la resina epoxica EPON 812.
Preparacion de 50 ml de solucion final
Solucion A= 5.74 ml Epén 812 + 9.25 ml DDSA
Solucion B= 18.51 mL Epon 812 + 16.48 ml NMA
Solucién A + Solucion B + DMP30 0.75ml
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