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RESUMEN

La almeja mano de ledn, Nodipecten subnodosus, es el bivalvo mas grande de la
familia Pectinidae, se distribuyen en las costas del Pacifico mexicano, y debido a su
alta tasa de crecimiento y valor comercial, se considera una especie atractiva para la
acuicultura. La triploidia es una biotecnologia que se utiliza para incrementar la
produccion de moluscos bivalvos en corto tiempo, ya que los moluscos triploides
generalmente presentan un mejor crecimiento comparado con los diploides, adscrito
principalmente a que son parcial o totalmente estériles, por lo que su esfuerzo
reproductivo es nulo o reducido, minimizando ademas el impacto genético por la
liberacion de gametos hacia las poblaciones naturales de su misma especie. Sin
embargo, esta ventaja en crecimiento de los triploides no solo depende de la
esterilidad, sino también del sitio de cultivo y las condiciones ambientales. El objetivo
de este estudio fue definir si el cultivo de organismos triploides de la almeja mano de
ledn, Nodipecten subnodosus mantenida en un sistema de cultivo en suspension
instalado en el Parque Nacional Bahia de Loreto, B.C.S., permite realizar cultivos de
mayor rendimiento que el de diploides, y simultdneamente de bajo impacto genético
asociado a una alta esterilidad. Para la realizacion de este estudio se utilizaron
semillas diploides y triploides producidas a partir de reproductores silvestres
colectados en Bahia de Loreto, B.C.S. y mantenidos en un sistema de cultivo en
suspension, en la misma localidad. Se evalué el crecimiento, supervivencia y el
desarrollo gonadico de organismos de ambas ploidias durante un periodo de 16
meses (abril de 2008 hasta agosto de 2009). La supervivencia promedio mensual fue
alta para ambas ploidias (97% para ambos grupos). El analisis histolégico mostré
que los organismos triploides presentaron una esterilidad total durante los 16 meses
de estudio, demostrando que su uso no presenta un posible impacto genético sobre
la poblacion nativa en Bahia de Loreto. Dentro del grupo de los organismos diploides,
el inicio del desarrollo gonadico comenzd a principios de julio del 2009, a los 406 dias
de cultivo, y el 50% de los organismos alcanzaron los estadios de desarrollo
avanzado, de madurez y de desove en agosto del 2009 (a los 476 dias de cultivo).

Los resultados obtenidos mostraron una superioridad del grupo de almejas triploides



en el crecimiento de todos los caracteres evaluados. La mayor diferencia en
crecimiento fue en el musculo aductor, el cual mostré6 una superioridad del 70%
respecto al grupo diploide a los 476 dias de cultivo. La superioridad en el crecimiento
de los triploides indica estar asociada en una primera instancia a las caracteristicas
ambientales de Bahia de Loreto, ya que en el analisis de medias por edad, esta
superioridad ocurrio mucho antes del inicio de desarrollo gonadico de los organismos
diploides, en octubre del 2008 (186 dias de cultivo), y durante periodos de baja
disponibilidad de alimento y altas temperaturas. Sin embargo, un mayor crecimiento
en biomasa y musculo de los triploides en comparacién con los diploides ocurrié a
partir de abril de 2009 (351 dias de cultivo) alcanzando diferencias significativas en
junio de 2009 (406 dias de cultivo). Debido a que abril fue un mes en que en los
diploides aun no se observé evidencia histolégica de un desarrollo gonadico, pero
correspondio al periodo justo antes de que se observara la primera madurez sexual
en 50% de los diploides, no es posible descartar que el mayor crecimiento de los
triploides a partir de abril haya sido consecuencia parcial del almacenamiento y

posterior desvid de energia para el desarrollo gonadal en los diploides.

En conclusion, este estudio ha demostrado que la utilizacién de organismos triploides
de almeja mano de ledn, Nodipecten subnodosus, permite realizar cultivos con un
mayor rendimiento productivo que el alcanzado con organismos diploides, y a su vez
la esterilidad total demostrada durante el periodo de estudio en los triploides
cultivados en el Parque Nacional Bahia de Loreto indica que el uso de triploides
evitara generar un impacto genético de organismos cultivados sobre la poblacion

silvestre residente en el area.

Palabras clave: areas-protegidas, triploidia, esterilidad, crecimiento, Nodipecten

subnodosus



ABSTRACT

The lion-paw scallop, Nodipecten subnodosus, is the largest bivalve species of the
Pectinidae family occurring in the Baja California Peninsula coasts. It is an attractive
species for aquaculture because of its larger growth rate as well as its commercial
value. Triploidy is a biotechnology utilized to increase aquaculture production in
several mollusks, as triploid bivalves generally have a faster growth rate than diploids.
The triploid advantage in growth has been ascribed to the sterility induced by the
triploid condition resulting in a decreased reproductive effort in triploids, and therefore
the utilization of the energy surplus for growth. However, the triploid advantage in
growth is also associated with the grow-out environment, and not only with sterility. In
this research diploid and triploid lion-paw scallops (Nodipecten subnodosus) were
evaluated to establish if triploid scallops presented a production advantage over
diploid scallops when grown at a National Park, ‘Parque Nacional Bahia de Loreto’,
an area on the Gulf of California coasts of the Baja California Peninsula. The
objective was to define if the culture of triploid scallops in this National Park allows for
higher yields than those obtained when using diploid scallops, and at the same time if
the utilization of triploid scallops could result in avoiding the expected genetic impact
of spat produced through aquaculture when it is fertile and can contribute gametes to
the wild populations. Growth, survival, and gonad development of diploid and triploid
lion-paw scallops were evaluated during 16 months, from April 2008 to August 2009.
Triploidy was induced at the fertilization stage utilizing wild spawners collected from
Bahia de Loreto. The results indicate that triploid lion-paw scallops grew larger for all
grow traits evaluated, with the largest superiority of triploids over diploids seen for
growth in adductor muscle, which was found to weight 70% more in triploids than
diploids. Survival was the same for both ploidy groups (97%). Triploid scallops did not
show any gonad development during the 16 months of evaluation, therefore being
100% sterile. Diploid scallops reached their first maturity between 406 and 476 days
of culture, corresponding with beginning of July and August of 2009, with

approximately 50% of diploid scallops presenting stages of advanced gonad



development, maturity and spawn. The growth superiority of triploids appears to be
associated in a first instance with the stressful environmental conditions present at
Bahia de Loreto, as the analyses of means at each age indicated that triploids were
larger than diploids before any evidence of gonad growth and maturation was seen
among diploids, in October 2008 (186d of culture), when primary productivity was
very low and temperatures were high. However, the sterility in triploids might also be
causing their growth superiority later in the life cycle, because a largest biomass and
muscle growth of triploids in contrast with diploids was seen from April 2009 onwards
(351d of culture), reaching significant differences in June 2009 (406d of culture). April
was a month when diploids had not shown yet any gonad development but was
before 50% of them reached their first maturity, indicating that any acquired energy
might have been deviated and stored for later transfer to gonad development in

diploids.

In conclusion, this research has demonstrated that using triploid lion-paw scallops
(Nodipecten subnodosus) would allow for higher yield aquaculture than when using
diploids. Furthermore, the 100% sterility found for triploids grown at the National Park
Bahia de Loreto indicates that the utilization of triploids is expected to result in a null
genetic impact of cultured organisms in this area with a wild-native population residing

there.

Key-words: protected-areas, triploid, sterility, growth, Nodipecten subnodosus



1. INTRODUCCION

La almeja mano de ledn, Nodipecten subnodosus (Sowerby 1835), es el pectinido
mas grande de los tres de importancia comercial (almeja catarina y almeja voladora)
que existen en las costas de Baja California Sur, México y representa una de las
pesquerias mas importantes (Masso6-Rojas et al., 2000). Esta especie se distribuye
desde la laguna Ojo de Liebre hasta las costas de Peru, incluyendo el Golfo de
California (Keen, 1971), aunque otros autores limitan la distribucion de esta especie a
ambas costas de la Peninsula de Baja California, con una especie diferente
Nodipecten arthriticus (Reeve, 1853) posiblemente ocurriendo al sur de la Peninsula
de BC (Smith, 1991).

Aunque N. subnodosus se localiza en ambas costas de la peninsula de Baja
California, en la laguna Ojo de Liebre es el unico sitio en México en donde se realiza
una comercial, ya que su abundancia en otros cuerpos de agua a lo largo de ambas
costas de la peninsula es baja (Mass6-Rojas et al., 2000). Para la década de los
90’s, la pesqueria de la almeja mano de ledn, junto con la langosta roja se
consolidaron como los pilares de la actividad econdmica para el sector pesquero de la
ciudad de Guerrero Negro, BCS. Derivado de la importancia que representa el
recurso mano de leén para este sector, se han tomado medidas para la proteccién y
la verificacion del cumplimiento de la normatividad pesquera, acuicola y ambiental en
las lagunas Ojo de Liebre y Guerrero Negro, lo que ha permitido el aumento de la
produccion de 77.8 toneladas en 1998 a 237 toneladas (en peso desconchado) en
2007 (SAGARPA, 2008).

Aunque la produccion por pesqueria ha aumentando en los ultimos afos, esta sélo se
limita al periodo de abril a junio, por lo que la disponibilidad del recurso en el mercado
es limitada. Debido a lo anterior, asi como a su alto valor comercial (15-18 dolares por
Kg de musculo) y a su rapido crecimiento reportado en condiciones de cultivo (0.24-
0.25 mm dia™ (Félix-Pico et al., 1999; Racotta et al., 2003), diversas instituciones

publicas y privadas estan realizando esfuerzos para el desarrollo de la acuicultura de



esta especie. Actualmente se tienen registradas seis unidades de produccidon con
permiso para el desarrollo de la acuacultura de esta especie en la Peninsula de Baja
California (Fig. 1), cinco de las cuales se encuentran en el litoral del Pacifico, muy
cerca de los cuerpos de agua que forman parte de la Reserva de la Biosfera del
Vizcaino. La sexta unidad de produccién, la Cooperativa ‘Mujeres del Golfo’, se
encuentra localizada en la costa occidental del Golfo de California, dentro del Parque
Nacional Bahia de Loreto (SAGARPA, 2008). Sin embargo, a pesar de los esfuerzos
para incrementar la produccion acuicola de esta especie, ésta ha alcanzado hasta el

momento, sélo niveles bajos.

La produccién de moluscos bivalvos puede ser incrementada de manera alternativa y
en poco tiempo a través de la aplicacion de biotecnologias, como es el caso del uso
de ftriploides, ya que éstos generalmente presentan un mejor crecimiento que los
diploides en un mismo tiempo de cultivo (Allen & Downing, 1986; Allen & Downing,
1991; Beaumont & Fairbrother, 1991). Este mejor crecimiento de los organismos
triploides se adscribe a su esterilidad, la cual puede ser parcial o total (Guo & Allen,
1994; Allen et al., 1986; Komaru & Wada, 1989; Kiyomoto et al., 1996; Utting et al.,
1996; Ruiz Verdugo et al., 2000; 2001; Maldonado-Amparo et al.,, 2004). Esta
esterilidad de los organismos también tiene la ventaja de no generar un impacto
genético sobre las poblaciones silvestres, por lo que se ha propuesto el uso de estos

organismos para actividades acuicolas (Ibarra, 2006; Triantafyllidis et al., 2007).

Por otro lado, se ha comprobado también que el mayor crecimiento de los organismos
triploides en comparacion con los diploides, depende de las condiciones ambientales
en las que se realiza el cultivo (Shpigel et al., 1992; Ascencio-Michel, 2008). En este
sentido, en un estudio realizado anteriormente con esta misma especie en el Estero
de Rancho Bueno ubicado en Bahia Magdalena, B.C.S., México no se encontraron
diferencias significativas en crecimiento entre triploides y diploides a pesar de haber
observado una esterilidad practicamente total en las almejas triploides (Maldonado-
Amparo et al., 2004). Esta falta de ventaja en crecimiento fue atribuida a la alta
disponibilidad de alimento que existe en ese sitio, asi como a la estrategia

reproductiva preponderante en el sitio.



El presente trabajo, el cual forma parte del proyecto SEMARNAT Clave 23397, esta
dirigido a definir si el uso de organismos triploides de la almeja mano de ledn permite
realizar cultivos de alto rendimiento productivo y de bajo impacto genético, para el

desarrollo sustentable de la acuicultura de esta especie en el Parque Nacional Bahia

de Loreto, BCS.

Figura 1. Sitios donde se estan realizando cultivos de almeja mano de leén
(Nodipecten subnodosus) en la Peninsula de Baja California, México.
A) laguna de Guerrero Negro, B) Bahia Tortugas, C) Parque Nacional
Bahia de Loreto (SAGARPA BCS, 2008).



2. ANTECEDENTES

2.1. Cultivo de la almeja Mano de Leon, Nodipecten subnodosus

La produccion de esta especie por acuicultura hasta el 2009 ha sido baja. Por
ejemplo, para el estado de Baja California Sur soélo se tienen registros de una
produccion de 1,988 Kg de peso vivo en el 2004, aunque para el ano 2006 la
produccion reportada se incrementdé a 9,300 Kg de peso vivo (SAGARPA, 2008).
Tales producciones representan tan solo el 1.5% y 4.1% de lo obtenido anualmente
por la pesqueria de esta especie. De acuerdo con el Biol. Antonio Favela (com.
personal, asesor técnico de la empresa Aquadron), los principales problemas con
que se encuentran los productores para lograr la produccion por acuicultura de esta
especie son, la falta de semilla y el dificil acceso al financiamiento gubernamental,
asi como a la falta de organizacién del sector social dedicado a la acuicultura de este

recurso.

Debido a la importancia comercial de esta especie y a la baja produccion por
acuicultura, el sector académico ha estado desde hace algunos afios realizando
diversos estudios, encaminados a evaluar su crecimiento y mejorar las metodologias
para su cultivo en la Peninsula de BCS. Sin embargo, los resultados en este aspecto
han sido contrastantes y dependientes del sitio de cultivo. Por ejemplo, considerando
un periodo de un afio de cultivo y en sitios localizados en las costas del Pacifico,
Garcia-Dominguez et al. (1992) reportaron una tasa de crecimiento de la concha de
0.21 mm dia™” en la laguna Ojo de Liebre; en la laguna Guerrero Negro Arellano-
Martinez (datos no publicados) encuentran 0.196 mm dia™”; en Bahia Magdalena,
Morales-Hernandez & Caceres-Martinez (1996) asi como Racotta et al. (2003)
reportaron 0.25-0.26 mm dia™'. Por otro lado, en sitios de cultivo localizados en las
costas del Golfo de California se ha reportado mayor variacion. Por ejemplo, Félix-
Pico et al. (1999) reportaron 0.24 mm dia” en Bahia de Loreto, mientras que en
Bahia de La Paz, Barrios-Ruiz et al. (2003) reportaron 0.14 mm dia™ y en Bahia

Juncalito Villalejo-Fuerte et al. (2004) reportan 0.13 mm dia”. Las variaciones



reportadas pueden deberse a varios factores, entre ellos densidades de cultivo,
origen de la semilla utilizada y las condiciones ambientales imperantes en cada sitio

evaluado.

2.1.1. Sistemas de cultivo utilizados para la almeja mano de ledn

Estudios encaminados a definir la metodologia para el cultivo de la almeja mano de
ledn han propuesto que la mejor densidad inicial de siembra es de 3000 semillas con
tallas de entre 3 y 5 mm por metro cuadrado (Koch et al., 2005). Asi mismo, se
recomienda que la pre-engorda de la semilla se realice en canastas ostricolas
suspendidas, hasta que alcance una talla de 5-7 cm y que su posterior engorda para
lograr la talla comercial, se lleve a cabo en costales sobre el fondo marino, en
lugares con corrientes moderadas y fondos de arena gruesa y concha, manteniendo
densidades de un 60% de cobertura del area, desde que ésta alcanza una talla de 2
cm de altura de concha hasta su talla comercial (Quintero-Ojeda, 2003). También se
ha establecido que la mejor época de siembra en la laguna de Guerrero Negro,
B.C.S. es a finales de verano, para realizar la cosecha dos afios después, a finales
de primavera o principios de verano. Koch et al. (2005) recomiendan que la cosecha
se lleve a cabo antes de que se registre un aumento de la temperatura del agua, lo
cual puede resultar en una disminucion del tamafio del musculo aductor y altas
mortalidades asociadas al esfuerzo reproductivo y desove. Utilizando esta
metodologia de cultivo se ha reportado un mejor crecimiento, menor mortalidad y un
tamafo de musculo aductor mayor a 30 g en un periodo de 30 meses de cultivo
(Osuna-Garcia, 2006). Sin embargo, debido a que la utilizacion del método de
cultivo antes descrito conlleva altos costos asociados al manejo de los costales,
algunas cooperativas de produccion acuicola ubicadas en la laguna Guerrero Negro
utilizan la técnica de cultivo propuesta por Mason-Suastegui & Osuna Garcia (2005),
que consiste en pre-engordar la semilla en canastas ostricolas hasta que estas
alcancen una talla entre 5-7 cm de altura de concha, liberandolas al fondo
posteriormente hasta que estas alcancen un peso de musculo aductor entre 40-60 g,
en un tiempo aproximado de 24-30 meses. La utilizacion de esta técnica de cultivo

tiene la principal desventaja de no contar con un control sobre los organismos una



vez liberados, exponiéndolos a depredadores y permitiendo que estos se muevan de
lugar debido a las corrientes marinas. Otra técnica utilizada por la empresa
MARIMEX, S.A. de C.V. ubicada en Bahia Tortugas, BCS es la de cultivo en
linternas, con la cual obtienen organismos de una talla de 10 cm de altura de concha
en 14 meses, que es la talla de comercializacion en la presentacion “entera (con
concha) fresca” (Philippe Danigo, com. personal, director de la empresa Marimex).
Finalmente, es importante senalar que la técnica utilizada para el cultivo también
debera estar acorde a las condiciones del sitio donde se realice. Por ejemplo, sitios
no arenosos, no son aptos para cultivos de fondo, por lo que este debera realizarse

en un sistema de cultivo en suspensién durante todo el ciclo de crecimiento.

2.1.2. Crecimiento y supervivencia en asociacion a condiciones ambientales

La temperatura y la disponibilidad de alimento son los dos factores principales que
controlan el crecimiento en los moluscos bivalvos (MacDonald & Thompson, 1986).
Sin embargo, estos dos factores interactuan en forma inversa entre ellos en areas
tropicales como el Golfo de California, donde el decremento de las temperaturas en
invierno conlleva surgencias e incrementos en la productividad primaria, mientras
que el incremento de las temperaturas en verano resulta en un decremento en la
produccion primaria por la estratificacion de las capas de agua (Thunell et al., 1996;
Douglas et al., 2006). Los decrementos en productividad en areas tropicales se
asocian con un menor crecimiento en moluscos (Lodeiros & Himmelman, 2000;
Chavez-Villalba et al., 2005; Marcano et al., 2005). Por otro lado, en zonas templadas
o frias, incrementos en las temperaturas bajas que caracterizan el invierno (en
rangos mucho menores que los observados en areas tropicales) se asocian a
incrementos en productividad primaria, lo cual en conjunto con un incremento en el
metabolismo de los moluscos en respuesta a la temperatura resulta en incrementos

en crecimiento (Thompson & MacDonald, 2006).

Debido a las variaciones ambientales que caracterizan los sitios de cultivo en areas
subtropicales como las costas del Pacifico de la peninsula de Baja California, Sicard
et al. (2006) propusieron que para el cultivo de moluscos bivalvos es importante

considerar los rangos de tolerancia térmica de cada especie, conocer las



temperaturas optimas de crecimiento, y conocer el sitio prospectivo de cultivo, ya que
los patrones de variacion de temperatura estacional seran uno de los factores
limitantes para obtener el mayor rendimiento de la especie. En el caso particular de
la almeja mano de ledn, N. subnodosus, Gonzalez-Estrada (2003) estimd que la
temperatura 6ptima de crecimiento bajo condiciones de laboratorio de juveniles en la
laguna Ojo de Liebre es de 22°C. Sin embargo, a la fecha no se ha estudiado la
temperatura optima de crecimiento para otras poblaciones de almeja mano de ledn,
especialmente las del Golfo de California, aunque los rangos de temperatura 6ptima
del crecimiento estimados por Gonzalez-Estrada (2003) para la poblacion de Ojo de
Liebre estan en acuerdo con lo observado en diferentes estudios de su crecimiento
alrededor de la peninsula de Baja California tanto en las costas del Pacifico como las
del Golfo de California. Por ejemplo, semilla derivada de reproductores de Ojo de
Liebre y crecida en Bahia Magdalena, presenté un crecimiento continuo durante un
periodo de 18 meses (Racotta et al.,, 2003), sitio ubicado sobre las costas del
Pacifico con alta productividad y con temperaturas no mayores a los 26°C
(Hernandez-Rivas et al., 1993). En contraste, el crecimiento registrado para esta
especie en Bahia de Loreto con semilla silvestre de este sitio, mostré una clara
estacionalidad, presentandose los mayores incrementos de altura de concha en los
meses de abril a junio, cuando se presenta una temperatura de aproximadamente
25°C, y un menor crecimiento a mayores temperaturas (30°C) en los meses de julio a
octubre (Félix-Pico et al., 1999).

Por otro lado, mientras que es posible que la temperatura 6ptima de crecimiento sea
muy similar para la poblacién de N. subnodosus en Ojo de Liebre y en las
poblaciones del Golfo de California, es posible que el rango de tolerancia térmica
difiera. De acuerdo a Gonzalez-Estrada (2003), el limite superior de termotolerancia
para la almeja mano de ledn, N. subnodosus de la laguna Ojo de Liebre es de 32°C,
aunque las mortalidades asociadas a altas temperaturas pueden iniciarse desde los
27.8°C. Debido a que las temperaturas de verano en el Golfo de California alcanzan
valores superiores a los 30°C (Martinez-Lopez et al., 2000) y se mantienen altas por
periodos de mas de 30 dias (Mitchell et al.,, 2002), el limite superior de

termotolerancia para las poblaciones nativas del golfo debe de ser mayor que el



estimado para la poblacion de la laguna Ojo de Liebre. Diferencias en el limite
superior de termotolerancia pueden haber sido la causa de lo reportado por Cruz et
al. (1998) como ‘falta de adaptaciones’ para una poblacion de la almeja Argopecten
ventricosus del Pacifico. Estos autores observaron un crecimiento muy similar entre
las dos poblaciones crecidas tanto en el Pacifico como el Golfo de California, pero
una mayor mortalidad de organismos originarios de poblaciones del Pacifico

trasladadas al Golfo de California con altas temperaturas.

La termotolerancia se asocia directamente con la capacidad de adaptacion del
metabolismo de los organismos (por su genotipo) como ha sido demostrado en
diversas especies. Por ejemplo, en el poliqueto Arenicola marina, la capacidad
adaptativa al medio entre poblaciones distribuidas en areas subpolares en Francia y
Noruega y hasta el subartico Ruso difieren: las poblaciones subpolares adaptan su
metabolismo incrementando el volumen y densidad de las mitocondrias en el tejido
muscular, incrementando de esta forma su capacidad de respiracion a bajas
temperaturas (Sommer & Poértner, 2002). En el pez Fundulus heteroclitus variantes
alélicas del gen codificando la enzima glucolitica lactato-deshidrogenasa-B (LDH-B)
presentan diferentes actividades cinéticas y se ha demostrado que presentan una
frecuencia alélica asociada con la latitud en la que se distribuyen las poblaciones de
este pez, y que difieren en promedio por 12°C (Powers & Place, 1978). Tales
variantes alélicas han sido a su vez asociadas con mortalidades diferenciales a altas
temperaturas para organismos portando uno u otro alelo (DiMichele & Powers, 1991).
Similarmente, en el caracol marino Nucella lapillus se ha observado un gradiente
alélico para la enzima malato-deshidrogenasa (MDH) que varia con la temperatura y
humedad en diferentes areas; existen dos formas alélicas del gen codificando la
enzima MDH, y estas formas alélicas varian de una frecuencia maxima de un alelo al
otro alelo con las condiciones ambientales en las cuales se distribuyen las
poblaciones (Kirby, 2000). En F. heteroclitus, diferencias en capacidad adaptativa
entre individuos portando diferentes alelos MDH han sido también asociadas con la

temperatura del medio ambiente (Powers & Place, 1978).



2.2. Impacto de la acuicultura sobre la diversidad genética

Existen dos formas principales de impactar a las poblaciones naturales de cualquier
area o sitio debido a las actividades acuicolas (Ibarra, 2006): 1) por el trasplante de
semillas fértiles (juveniles 1-3 mm) a sistemas costeros con poblaciones naturales que
presenten una estructura genética diferente a la de la semilla introducida, y 2) por la
siembra de semilla fértil que se deriva de desoves inducidos ‘en masa’ en laboratorios

utilizando un numero efectivo de reproductores reducido.

Para la especie objeto de estudio de este trabajo se ha determinado recientemente
que las poblaciones del Golfo de California presentan una estructura genética
diferente a la de la poblacion de Ojo de Liebre (Petersen et al., 2008a), y que los
desoves inducidos ‘en masa’ en laboratorios resultan en una extremadamente baja
variabilidad genética en la semilla producida (Petersen et al., 2008c), lo cual a su vez
resulta en una reducida diversidad genética presente en los organismos en cultivo
(Petersen et al., 2008b). La consecuencia de utilizar semillas producidas en
laboratorio es que al crecer y madurar estas en el medio silvestre, contribuiran con
gametos en la formacion de la siguiente generacion de la poblacion silvestre. Una
ventaja del animal triploide es que, como es estéril no se reproduce, disminuyendo
por lo tanto el impacto genético sobre poblaciones silvestres presentes en las areas

de cultivo.

La reduccion en diversidad genética a consecuencia de la produccion en laboratorios
de organismos no es exclusiva para la almeja mano de ledn, ya que ésta ha sido
demostrada para diversas especies cuyo cultivo se realiza en forma comercial, como
el pectinido Argopecten irradians (Blake et al., 1997), diferentes especies de abuldn
(Smith & Conroy, 1992; Evans et al., 2004; Li et al., 2004), ostién (Gaffney et al.,
1992) y trucha (Was & Wenne, 2002), asi como la almeja mano de leén (Petersen et
al., 2008b; 2008c). Uno de los primeros casos estudiados es el del salmén donde se
ha demostrado que los salmones de cultivo presentan caracteristicamente una
menor diversidad genética que la existente en las poblaciones silvestres de donde se
han derivado (Norris et al., 1999; Ward et al., 2003).



En el caso particular de la almeja mano de ledn, adicionalmente a la deriva génica
resultado de la practica de desoves en masa, Ibarra (2006) sugiere que esta especie
presenta dos caracteristicas biolégicas que la hacen un peligro por impacto si se
introduce o trasplanta a sitios con poblaciones naturales distintas a su origen. Una de
estas caracteristicas es su alta fecundidad, ya que se ha estimado que en desoves
bajo condiciones de laboratorio se obtiene un promedio de 20.5 x 10° huevos por
individuo (Maldonado-Amparo et al., 2004), por lo que se requiere de pocos
reproductores para la produccion de semilla, lo cual puede llevar rapidamente a un
elevado coeficiente de endogamia por la alta consanguinidad de la semilla. Tal
semilla, al alcanzar la madurez y desovar en sitios con poblaciones silvestres formara
progenies cruzadas, alterando la estructura genética (y posiblemente la capacidad
adaptativa) de ésta por introgresion genética. La otra caracteristica es el hecho de
ser una especie hermafrodita funcional para la cual la autofecundacion es posible, lo
que podria ocasionar que la semilla producida en laboratorios tenga un mayor
coeficiente de endogamia que otros moluscos de sexos separados, como el ostion o

el abuldén.

La introgresion genética de las poblaciones domesticadas sobre las poblaciones
silvestres ya ha sido demostrada en el caso de plantas, en donde esta introgresion
es asimétrica. Esto es, ocurre un flujo de intercambio génico mucho mayor de las
poblaciones domesticadas hacia las poblaciones silvestres que en direccion inversa.
Debido a la baja variabilidad genética presente en las poblaciones domesticadas
comparadas con las poblaciones silvestres, esto puede ocasionar una reduccién de
la variabilidad genética de las poblaciones silvestres, debido a un reemplazo de
alelos silvestres por los alelos de la poblacion domesticada (Papa, 2005). En los
moluscos, el impacto genético de las semillas producidas en laboratorio sobre las
poblaciones naturales ha sido documentado recientemente a través de la utilizacién
de marcadores moleculares tipo microsatélite. Por ejemplo, en la ostra perlera
Pinctada maxima se ha demostrado claramente una reduccién de la variabilidad
genética de las poblaciones en cultivo cuando se utilizan semillas producidas en
laboratorio, comparadas con las poblaciones de donde son obtenidos los

reproductores silvestres (Lind et al., 2009). En la almeja mano de ledén, N.
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subnodosus se ha encontrado que la diversidad genética (alélica) de organismos en
cultivo en la laguna de Guerrero Negro, producidos en laboratorio, es
sustancialmente menor que la de las semillas obtenidas en forma natural (hasta 70%
menor) que la de la poblacion silvestre de la laguna Ojo de Liebre (Petersen et al.,
2008b). En el caso de peces, el impacto genético sobre las poblaciones silvestres ha
sido demostrado también recientemente. Por ejemplo, Gonzalez et al. (2008)
trabajaron con Acanthopagrus schlegelii en la Bahia de Hiroshima, un pez que ha
sido cultivado intensamente en esa Bahia desde 1982, y para el cual se han
reportado escapes de un gran numero de juveniles de los sistemas de cultivo hacia
las poblaciones silvestres. Los autores encontraron que entre un 12.5% y 13.5% de
los organismos muestreados en la bahia eran de origen de cultivo, y también
confirmaron una pérdida de variabilidad genética en la poblacion silvestre, explicando
esto como una consecuencia de la contribucidn gamética de los organismos de
cultivo escapados a la poblacion silvestre. Otro caso es el del salmén Oncorhynchus
kisutch, para el cual se evalud el efecto de la transferencia de organismos para el
repoblamiento en varios rios realizado durante varios afos en el estado de
Washington en EUA (Eldridge & Naish, 2007), encontrandose que la estructura
genética de las poblaciones silvestres ha sido alterada a consecuencia del numero
de peces transferidos entre los rios, y lo mas importante, por el repoblamiento con
peces de los mismos rios producidos en laboratorio, los cuales, como ya se
menciond antes, presentan una reduccion en la variabilidad genética respecto a las
poblaciones silvestres (Norris et al., 1999; Ward et al., 2003; Eldridge & Naish, 2007).

No solamente la disminucién en la variabilidad genética de poblaciones silvestres al
cohabitar el mismo sitio es importante de considerar, ya que otra forma de impactar
genéticamente a las poblaciones naturales es mediante la introduccion de
organismos de poblaciones de la misma especie pero con capacidades adaptativas
diferentes. Las poblaciones silvestres presentan una diferenciacion genética debido a
un aislamiento espacial y un proceso evolutivo-selectivo, y al cruzarse con
poblaciones con capacidad adaptativa diferente puede llevar a éstas a una pérdida
en la capacidad de respuesta a las variaciones de las condiciones ambientales

(Ward, 2006). Lo anterior ya ha sido reportado para algunos salmonidos, en donde
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se ha observado que la descendencia de cruzas entre poblaciones aisladas
espacialmente del salmén rosado Oncorhynchus gorbuscha presentan una reduccion
en la supervivencia desde la primera generacion, acentuandose esta reduccion en la
supervivencia en la segunda generacion (Gilk et al., 2004). Otro caso similar es el de
la lobina de boca grande, en donde se ha observado una reduccién mayor al 50% en
la capacidad reproductiva de las siguientes generaciones, cuando se cruzan dos

poblaciones genéticamente distintas (Philipp et al., 2002).

Aunado al impacto genético, el hecho de trasladar o introducir organismos a sistemas
de cultivo en cuerpos de agua con caracteristicas ambientales a las cuales no estan
adaptados, también conlleva a obtener un bajo rendimiento en la produccién
acuicola. Esto ha sido indirectamente demostrado para la almeja mano de leén en
las costas de la Peninsula de Baja California, ya que cuando se utilizaron semillas de
reproductores provenientes de la laguna Ojo de Liebre (sitio ubicado en las costas
del Pacifico) se obtuvieron crecimientos de la concha de entre 0.21 y 0.26 mm dia™,
cuando fueron crecidas en sitios ubicados en la costa del Pacifico (Garcia-
Dominguez et al., 1992; Morales-Hernandez & Caceres—Martinez, 1996; Racotta et
al., 2003). Sin embargo, al utilizar semillas de este mismo origen, pero crecidas en
sistemas de cultivo en la Bahia de la Paz (localidad ubicada en el Golfo de
California), se reporté un crecimiento de 0.14 mm dia™ (Barrios-Ruiz et al., 2003) y
una supervivencia de 44.3%. Barrios-Ruiz et al. (2003) concluyen que el bajo
crecimiento y supervivencia observadas en la Bahia de La Paz comparado con el
reportado en las costas del Pacifico, se explica como una consecuencia del origen
genético de estas semillas, las cuales posiblemente no estdan adaptadas a las
condiciones de temperatura presentes durante el verano en la Bahia de La Paz. Mas
recientemente, la Sociedad Cooperativa Mujeres del Golfo, sembrd semillas de
almeja mano de ledn provenientes de reproductores de la laguna Ojo de Liebre, en el
Parque Nacional Bahia de Loreto, Golfo de California. Esta sociedad reportd que en
un periodo de cultivo de 30 meses (aproximadamente 915 dias), la supervivencia fue
de 40% (datos no publicados), y el peso del musculo aductor alcanzé tan solo 8.4 g.
Estos resultados son altamente contrastantes, considerando los crecimientos

reportados por Osuna-Garcia (2006) para esta misma especie crecida en la laguna
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de Guerrero Negro, donde se obtuvieron pesos promedio de musculo de 40.7 g y una

supervivencia de 90% en un periodo de cultivo de 22 meses.

2.3. Moluscos triploides en la acuicultura

La triploidia ha sido utilizada desde los afios 80’s como una biotecnologia para
incrementar la produccion de moluscos bivalvos en poco tiempo, ya que
generalmente los triploides presentan un mejor crecimiento que los diploides en un
mismo tiempo de cultivo (Allen & Downing, 1986; Allen & Downing, 1991; Beaumont &
Fairbrother, 1991). Los organismos triploides se pueden definir como aquellos
organismos que han sido inducidos a portar tres juegos de cromosomas homdlogos
en lugar de los dos presentes en cualquier organismo diploide, ya sea por
cruzamiento entre diploides y tetraploides, o por induccién quimica al momento de la
fertilizacion, extrusion de cuerpos polares y formacion del cigoto (Beaumont &
Fairbrother, 1991).

El método comunmente empleado para la produccién de organismos triploides es
mediante la retencion del segundo cuerpo polar durante la fertilizacién y liberacion de
los cuerpos polares, que tiene como consecuencia una inhibicion de la reduccién
cromosomica, lo cual da como resultado cigotos con tres juegos de cromosomas, dos
maternos y uno paterno (Beaumont & Fairbrother, 1991). El método mas empleado
para lograr la retencién del segundo cuerpo polar es mediante el uso del compuesto
quimico llamado citocalacina-B (CB). La CB, un antibiético derivado de hongos, actua
inhibiendo lo polimerizacion de la actina que produce el anillo contractil para la
formacion de los cuerpos polares, inhibiendo asi la reduccion cromosdémica (Longo,
1972) (Fig. 2).

2.3.1. Causas adscritas a la ventaja productiva de los moluscos triploides en cultivo

La causa del mejor crecimiento en los moluscos triploides, se ha adscrito
principalmente a que en estos organismos, cuando alcanzan la edad reproductiva,

durante la gametogénesis inicial o formacion de gametos, ocurre una sinapsis
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anormal durante la profase de la meiosis | (Thorgaard, 1983; Allen, 1987) al
presentar tres juegos de cromosomas homologos, lo cual da como resultado el
arresto de la meiosis en la profase |, impidiendo la formacion de ovocitos maduros
(Maldonado-Amparo e lIbarra, 2002), y en consecuencia resulta en organismos
parcial (Guo & Allen, 1994; Utting et al., 1996; Ruiz Verdugo et al., 2000; 2001), o
totalmente estériles (Allen et al., 1986; Komaru & Wada, 1989; Kiyomoto et al., 1996).
La esterilidad inducida por la condicion triploide ha sido asociada directamente con
un reducido esfuerzo reproductivo y el consecuente mantenimiento de las reservas
energéticas de carbohidratos utilizados durante la maduracion, resultando ello en un
mejor crecimiento (Allen & Downing, 1986). Sin embargo, la esterilidad per se no
siempre resulta en un mejor crecimiento, como fue demostrado en el caso particular
de la almeja mano de ledn triploide (Maldonado-Amparo et al., 2004), para la cual a
pesar de una esterilidad practicamente total, no se encontr6 una ventaja en

crecimiento sobre los diploides.

Lo observado en la almeja mano de ledn es la excepcidon en moluscos, ya que
independientemente del grado de esterilidad presente en los moluscos triploides,
esta condicidn resulta generalmente en un mejor crecimiento y/o calidad de la carne
(Tabarini, 1984; Allen & Downing, 1986; Komaru & Wada, 1989; Allen & Downing,
1990; Beaumont & Fairbrother, 1991), o mayor tamafo en musculo aductor (Ruiz-
Verdugo et al., 2000). En la tabla 1 se muestran ejemplos de la ventaja en

crecimiento demostrada para diferentes especies de moluscos triploides.

2.3.2. Efectos del medio ambiente sobre el rendimiento productivo de triploides

En lo que respecta a la ventaja productiva de los organismos triploides respecto a
los diploides, diferentes estudios han sugerido que esta ventaja podria estar también
influenciada por el ambiente donde son cultivados estos organismos. Por ejemplo, en
un estudio donde se evalud la ventaja en produccion de biomasa del ostion japonés
Crassostrea gigas en diferentes sitios de cultivo en el Noroeste de México, se
encontré que los ostiones triploides no presentaron una ventaja significativa respecto

a los diploides, sélo en el Estero de Rancho Bueno en BCS.
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Figura 2. Esquema de produccion de embriones triploides mediante el uso de
citocalacina-B (CB), inhibiendo la extrusién del segundo cuerpo polar

(Tomado de Ibarra-Humphries A. M. & Hernandez-lbarra N.K., no
publicada).
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Tabla 1. Ventajas en crecimiento obtenidas en organismos triploides en
comparacién con diploides de diferentes grupos de moluscos de importancia
comercial (Modificada de Maldonado-Amparo, 2003).

ESPECIE

Ostréidos
Crassostrea gigas

Crassostrea virginica

Ostrea edulis
Saccostrea commercialis
Pectinidos

Argopecten irradians

Argopecten ventricosus

Chlamys nobilis
Chlamys farreri
Ptéridos

Pinctada martensii

Mactridos
Mulinia lateralis

Haliétidos
Haliotis laevigata

% INCREMENTO EN 3N

81% en biomasa himeda
70% en biomasa himeda
11-40% en biomasa himeda

29% en biomasa humeda
60% en biomasa himeda

61% en biomasa seca

31% en biomasa humeda
41% en biomasa himeda
36% en biomasa humeda

73% musculo aductor

182% en musculo aductor.

32-59% en biomasa himeda.

52% en biomasa seca

81% en biomasa himeda

44-96% en musculo aductor.

27-58% en biomasa humeda

72% en biomasa himeda

30% en biomasa humeda
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Este estero se caracteriza por una alta productividad primaria y por menores

temperaturas que las presentes en los otros dos sitios ubicados en las costas de

Sonora y Sinaloa, Golfo de California. En estos dos ultimos sitios, donde el

rendimiento obtenido en triploides de ostién superd significantemente al de los
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diploides, la productividad primaria promedio es menor, y ambos sitios se
caracterizan por presentar altas temperaturas durante los meses de verano
(Ascencio-Michel, 2008). Resultados similares han sido reportados para esta misma
especie, cuando fue evaluada en condiciones de laboratorio con temperaturas bajas
y altas, encontrandose que los triploides presentaron una mayor tasa de crecimiento
y mayor indice de condicion que los diploides a altas temperaturas (Shpigel et al.,
1992). Esta ventaja sobre los diploides fue atribuida a que los triploides tienen una
ventaja energética a altas temperaturas, debido a que en los diploides existe un
agotamiento en las reservas de carbohidratos relacionados con la madurez gonadica.
A bajas temperaturas los diploides presentaron un mayor indice de condicion que los
triploides, probablemente asociado con el crecimiento y madurez de la gonada en los
diploides (Shpigel et al., 1992). Asi mismo, Maldonado-Amparo et al. (2004) en un
estudio realizado en Bahia Magdalena con la almeja mano de leén, mostré que no
hubo diferencias significativas en crecimiento entre triploides y diploides a pesar de
haber observado una esterilidad practicamente total en triploides. Los autores
explican esta igualdad en crecimiento entre triploides y diploides con dos hipdétesis;
(1) los triploides de almeja mano de ledn presentan una mayor tasa de filtracién que
los diploides como fue encontrado para el ostion S. commercialis en Australia por
Kesarcodi-Watson et al. (2001b), y en sitios con alta productividad como lo es el
Estero de Rancho Bueno, resulta en una desventaja sobre los triploides,
posiblemente asociado con un mayor gasto energético (debido a un aumento en la
tasa de respiracion y excrecion en comparacion con los diploides) en sitios con alta
disponibilidad de alimento y (2) como una consecuencia de la estrategia reproductiva
de tipo oportunista cuando se le cultiva en ese sitio particular, como fue sugerido por
Racotta et al. (2003).

Para el planteamiento de las hipotesis anteriores, Maldonado-Amparo et al. (2004) se
basaron en el hecho de que existe una alta disponibilidad de alimento en el area de
Bahia Magdalena donde se encuentra el Estero de Rancho Bueno, siendo esto
posiblemente la causa de no observar diferencias entre diploides vy triploides, debido
a que el costo total de la energia para la gametogénesis y vitelogénesis en los

diploides puede ser obtenido directamente del alimento disponible en el medio, sin o
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con una minima transferencia de energia de los tejidos de almacenamiento hacia la
gonada como fue previamente observado para diploides de esta especie en este sitio
(Racotta et al., 2003). Posteriormente Racotta et al. (2008) confirmaron que a pesar
de observarse un incremento en la acumulacion de reservas energéticas en el
musculo de los mismos organismos experimentales diploides y triploides evaluados
por Maldonado-Amparo et al. (2004), no se observaron diferencias entre diploides y
triploides en la utilizacién de esas reservas durante la gametogénesis y vitelogénesis
en diploides. Esto contrasta con lo encontrado por Arellano-Martinez et al. (2004a &
2004b) para una poblacion silvestre de esta misma especie, en la laguna Ojo de
Liebre, donde se encontré que la estrategia reproductiva no fue de tipo oportunista
como la observada en Bahia Magdalena, habiéndose observado en Ojo de Liebre un
ciclo de almacenamiento de energia y su transferencia hacia la génada para soportar
la gametogénesis (estrategia conservativa). Estas diferencias en estrategia
reproductiva entre sitios de cultivo pueden ser explicadas por la disponibilidad de
alimento en cada uno de ellos, la cual es significantemente mayor en Bahia
Magdalena. Esto es, a pesar de que tanto la laguna Ojo de Liebre como Bahia
Magdalena son conocidos como sitios de alta productividad biolégica (BACs por sus
siglas en inglés), en la laguna Ojo de Liebre la productividad primaria reportada es
menor, 0.1 a 1.5 mg clorofila-a m™ (Hernandez-Rivas et al., 2000) que en Bahia
Magdalena, en la cual, la concentracion de clorofila-a varia de 0.36 mg clorofila-a m™
en temporada de baja productividad primaria, hasta 4.5 mg clorofila-a m> en

temporada de alta productividad primaria (Martinez Lopez & Verdugo-Diaz, 2000).

Dadas estas diferencias en productividad entre los dos sitios, la primera hipétesis
antes presentada puede ser replanteada de la siguiente forma: (1-bis) los triploides
de esta especie presentan mayor tasa de filtracion que los diploides, lo que en sitios
de alta productividad les confiere una desventaja asociada a un gasto energético
elevado (por respiracion y excrecidon), mientras que en sitios de baja productividad
esta alta tasa filtracidbn puede conferirles una ventaja sobre los diploides en la

adquisicion de energia y crecimiento.
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Aunque no existen estudios especificos que establezcan diferencias en adquisicion
de alimento y gasto energético asociado a la disponibilidad de alimento entre
diploides y triploides de la almeja mano de ledn, una respuesta indirecta a tal
hipotesis puede ser obtenida a través de la evaluacion del crecimiento de diploides y
triploides en un sitio de cultivo con baja productividad y alta demanda energética
asociada con elevadas temperaturas. Tal sitio es la Bahia de Loreto en el Golfo de
California, donde la productividad primaria varia de 0.38 a 1.63 mg clorofila-a m>
(Reyes-Salinas, 1994), la cual no difiere de la productividad encontrada en Ojo de

Liebre.

Sin embargo, no solamente la disponibilidad de alimento es importante en el
crecimiento de los organismos, ya sea diploides o triploides, sino también lo es la
temperatura a la cual se cultivan los organismos. Otra diferencia importante entre los
sitios antes evaluados en las costas del Pacifico y este nuevo sitio en el Golfo de
California es la temperatura promedio alcanzada en ellos. Las costas del Pacifico
presentan la influencia de corrientes del norte, que mantiene las temperaturas
promedios en un rango de 15.2°C a 25.4°C (Hernandez-Truijillo, 2000), mientras que
las del Golfo de California presentan rangos desde 19°C y hasta 31°C (Martinez-
Lopez et al., 2000).

Como se menciond antes, el efecto de incrementos de la temperatura sobre el
crecimiento en moluscos generalmente ha sido reportado como positivo (Gilfillan et
al., 1976; Bayne & Widdows, 1978; Vahl, 1980; MacDonald & Thompson, 1986),
aunque pocos estudios han evaluado el crecimiento a temperaturas similares a las
encontradas en zonas tropicales. Entre los pocos estudios existentes estan los de
Shpigel et al. (1992) y Flores-Vergara et al. (2004), quienes evaluaron el efecto de
altas temperaturas sobre el crecimiento, supervivencia y metabolismo fisiolégico de
semilla y juveniles del ostion Crassostrea gigas, ambos encontrando un efecto

deletéreo en todas las variables anteriores.
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3. JUSTIFICACION

Debido a que organismos triploides de almeja mano de ledn han sido evaluados
unicamente en un medio de cultivo rico en alimento y donde las temperaturas no se
consideran como un factor estresante, es importante definir si al cultivarla en un
medio ambiente con menor disponibilidad de alimento y mayores temperaturas los

triploides de esta especie presentan una ventaja productiva sobre los diploides.

En este estudio se pretende entender si el sitio de cultivo y las condiciones
ambientales imperantes en el mismo, como son la temperatura y la productividad
primaria medida como concentracién de clorofila-a m™ tienen una influencia directa
sobre el crecimiento diferencial de la almeja mano de leén diploides y triploides
producidas con organismos nativos al sitio de cultivo, y si esto ocurre en asociacion o
no con el desarrollo de la gametogénesis y vitelogénesis en diploides, bajo el
supuesto de que los triploides presentaran esterilidad total, como ha sido antes

observado para esta condicion de ploidia en esta especie.

En forma particular, este conocimiento es importante para aquellas areas que estan
destinadas a la conservacidén, como son las reservas y parques naturales como es el
Parque Nacional Bahia de Loreto, donde se realizd el presente estudio en la
Cooperativa Mujeres del Golfo, en el y a su vez es importante establecer si el uso de
organismos triploides aumenta el rendimiento productivo en cultivo de esta especie,
logrando en forma paralela beneficios econdmicos y sociales, sin impactar a las

poblaciones silvestres de esta especie.
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4. HIPOTESIS

(1) La almeja mano de ledn triploide cultivada en Bahia de Loreto presenta mayor
crecimiento que el de los diploides, lo que se debe principalmente al alto grado de
esterilidad (>95%) de los triploides.

(2) La productividad primaria (clorofila-a) y la temperatura encontradas en Bahia de
Loreto se asocian directamente con una diferencia en crecimiento entre los diploides

y los triploides, cuando los primeros se encuentran en actividad gameto-vitelogénica.

5. OBJETIVOS

5. 1. Objetivo general:

Definir si el uso de organismos triploides de la almeja mano de le6n Nodipecten
subnodosus permite realizar cultivos de alto rendimiento y bajo impacto genético por

alta esterilidad en el Parque Nacional Bahia de Loreto.

5.2. Objetivos especificos:

1. Evaluar el crecimiento y la supervivencia de los organismos triploides y diploides
de la almeja mano de ledn, Nodipecten subnodosus durante un periodo de cultivo
de 16 meses con el fin de establecer si existe una mejora productiva en

rendimiento acuicola al utilizar triploides.
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2. Evaluar el grado de esterilidad de los organismos triploides de N. subnodosus con
el fin de establecer si existe una asociacion de éste con el crecimiento observado

entre diploides y triploides.

3. Establecer si existe una asociacion de la temperatura y de la cantidad de alimento
disponible (clorofila-a) con el crecimiento y desarrollo gonadal observados en
diploides y triploides de N. subnodosus en Bahia de Loreto durante 16 meses de

cultivo.
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6. METODOLOGIA

6.1. Descripcion del area de estudio

El presente trabajo se realizé6 en Puerto Escondido, el cual esta ubicado dentro del
Parque Nacional Bahia de Loreto. Este parque se ubica frente a las costas del
Municipio de Loreto, B.C.S entre las coordenadas 25° 35 18.41” y 26° 07’ 48.72”
latitud norte y 110° 45’ 00” y 111° 21’ 08.67” de longitud oeste, en la parte centro-
este del estado de Baja California sur, en la zona conocida como Bahia de Loreto
(Fig. 3).

De acuerdo a CONAP-SEMARNAP (2000), dentro de esta area se localizan las islas
Coronados, del Carmen, Danzante, Montserrat y Santa Catalina (o Catalana),
ademas de varios islotes. La superficie total del parque es de 206,580.75 hectareas.
De esta, las islas ocupan alrededor del 20% y el resto del area, el 88%, es en su

totalidad marina.

La diversidad de habitats y bioldgica de la zona es alta, ya que aqui confluyen
poblaciones de especies marinas representantes de las provincias biogeograficas
Panamica (tropical) y Californiana (templada). Tal diversidad bioldgica es por lo que
esta zona, denominada Bahia de Loreto, se decreté Area Natural Protegida con la
categoria de Parque Nacional Marino el 19 de julio de 1996. El objetivo de decretar
esta zona como Area Natural Protegida, es el de establecer las estrategias y
mecanismos de manejo que permitan preservar los recursos naturales renovables y
no renovables presentes en el sitio, promoviendo el aprovechamiento sustentable de
los recursos naturales del parque, compatibles con su conservacion, y promoviendo

el desarrollo social de las comunidades asentadas en la zona.

En este parque, ademas de la almeja mano de leén (Nodipecten subnodosus), se
encuentran varias especies de moluscos de importancia comercial susceptibles a

explotacién comercial. Dentro de este grupo se encuentran: el hacha larga (Pinna
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rugosa); las hachas china (Atrina tuberculosa y Atrina maura); la almeja catarina
(Argopecten ventricosus); los ostiones de piedra (Hyotissa hyotis y Crassostrea
iridescens); las almejas pata de mula (Anadara tuberculosa y A. multicostata); la
almeja india (Glycymeris gigantea); la almeja rofiosa (Chione spp.); las almejas
blancas (Dosinia dunkeri y D. ponderosa); la almeja chocolata roja (Megapitaria
aurantiaca); la almeja chocolata (Megapitaria squalida); la almeja espinosa
(Saundylus princeps); la almeja voladora (Pecten vogdesi); el caracol chino negro
(Muricanths nigritus); el caracol chino rosa (Hexaplex brassica); los caracoles burros
(Strombus galeatus y S. gracilior), los pulpos (Octopus bimaculatus y O. hubsorum).
Adicionalmente, en este parque nacional se encuentran también seis de siete
invertebrados en la lista de Proteccion Especial para el Pacifico (NOM-059-ECOL-
1994): la almeja burra (Spondylus calcifer); la madre perla (Pinctada mazatlanica); la
concha nacar (Pteria sterna); el pepino de mar gigante (/sostichopus fuscus); el

caracol de tinta (Plicopurpura pansa) y el caracol gorrito (Crucibullum scutellatum).

La temperatura del agua en la superficie presenta variaciones altas en verano, que
oscilan entre los 26°C y 33°C, mientras que en invierno se registran temperaturas
hasta de 17.5°C. En esta bahia la marea es mixta, predominantemente diurna. La
transparencia del agua es total en las zonas someras, y en zonas mas profundas la
visibilidad del disco de Secchi es de hasta 25 m. La salinidad superficial presenta
pequefas fluctuaciones a lo largo del afio: entre los meses de abril-mayo y julio-
agosto estan entre los 34.9 ups y 35.2 ups. Las concentraciones de oxigeno oscilan
entre 7.4 y 8.5 mg L' (CONAP-SEMARNAP, 2000).

6.2. Grupos experimentales — conformacioén y cultivo

6.2.1. Origen de reproductores y acondicionamiento para el desove

Durante septiembre de 2007 se colectaron por buceo (25 m) en la zona de Bahia de
Loreto (frente a Ensenada Blanca en Ligli) 25 reproductores silvestres (longitud
media de concha, 140 mm), los cuales fueron transportados al Laboratorio de

Genética y Mejoramiento Animal Acuicola del CIBNOR, y utilizados en la produccion
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de los grupos experimentales. Estos organismos fueron seleccionados por presentar
una madurez entre parcialmente madura y madura, tomando como base la escala

visual de madurez propuesta por Sastry (1963).

N
o
3
k=g
-
T

- Puerto Escondido

-111.5 -114.4 -111.3 -111.2 -111.1 -111 -110.9 -110.8 -110.7

Parque Nacional Bahia de Loreto

Baja California Sur, México.

Figura 3. Localizacion del area de estudio: Puerto Escondido, en el Parque
Nacional Bahia de Loreto del estado de Baja California Sur, México.
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Una vez en el laboratorio, fueron acondicionados para el desove durante 15 dias
siguiendo la metodologia de Ramirez et al. (1999), la cual consiste en proveer
alimentacion continua mediante un sistema automatico de goteo. La alimentacion
consisti6 en una mezcla de dos microalgas, Isochrysis galbana y Chaetoceros
calcitrans, en una proporcion de 1:1. La cantidad de alimento utilizado fue de 1.5x10°
células organismo™ dia™. La temperatura del agua fue mantenida a 24+1°C durante

el tiempo de acondicionamiento.

6.2.2. Induccion al desove y a la triploidia

La induccion al desove se realizé de manera individual mediante una inyeccién de
serotonina (0.5 ul a [0.5 mM] en el musculo aductor. En esta especie hermafrodita
funcional, la serotonina induce la liberacion del esperma primero, seguido por los
ovocitos. Una vez que son obtenidos los ovocitos, son lavados inmediatamente,
utilizando un tamiz de 15 um, con la finalidad de eliminar el esperma presente para

evitar en lo posible la autofecundacion.

Se obtuvieron los ovocitos de cinco organismos diferentes, los cuales fueron
colocados individualmente en vasos de precipitados (1L), fertilizandolos con un
“pool” de esperma obtenido de otros tres organismos que fueron utilizados
unicamente como machos. La mitad del volumen de ovocitos fue utilizada para
conformar los grupos triploides y el otro 50% para conformar el grupo control
diploide. Con el fin de optimizar el éxito alcanzado en el porcentaje de triploidia la
induccién a la triploidia se realizé individualmente por desove (Ruiz-Verdugo et al.,
2001), donde el tiempo de inicio y final del tratamiento fue acorde a la extrusién de

los cuerpos polares en cada desove.

Para la induccion a la triploidia de almeja mano de ledn se siguio el protocolo ya
establecido en el laboratorio de Genética y Mejoramiento Animal Acuicola del
CIBNOR (Ruiz-Verdugo et al., 2000 y 2001; Maldonado-Amparo et al., 2004; Ibarra-
Humphries & Ramirez-Arce, 2008). Este método consiste en la inhibiciéon de la

extrusion del segundo cuerpo polar posterior a la fertilizacién, aplicando el inductor a
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la triploidia, la citocalacina-B (SIGMA C6762) a una concentraciéon de 0.75 mg L™,
cuando se observa un 50% del primer cuerpo polar en los huevos fecundados del
grupo control correspondiente, y lavando el inductor cuando se observa un 50% del
segundo cuerpo polar (Fig. 4). El tiempo de inicio del tratamiento fue de
aproximadamente 15 min después de la fertilizacion, con una duracién del

tratamiento de aproximadamente otros 15 min. La temperatura del agua fue de 24°C.

oo

Figura 4. Microfotografias mostrando huevos de almeja mano de ledn,
Nodipecten subnodosus recién fecundados, en los cuales se
observan: (A) el primer cuerpo polar (CPIl) y, (B) el segundo
cuerpo polar (CPIl), siendo expulsados como resultado de la
conclusion de la meiosis 1 y I, respectivamente.

Posteriormente a la induccién a la triploidia, los embriones controles y tratados de
cada desove fueron mantenidos en forma individual durante 24 horas, hasta que
estos alcanzaron el primer estadio de larva veliger (larva D). El porcentaje de
triploidia obtenido de cada desove en larva-D fue evaluado por citometria de flujo
utilizando un analizador de ploidia (PARTEC PA-llll, Alemania) y siguiendo la
metodologia establecida por Allen (1983). De los cinco desoves inducidos, dos
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resultaron en larvas anormales y fueron descartadas. Los otros tres desoves
inducidos presentaron un 80% de triploidia. Una vez evaluado el porcentaje de
triploidia por desove, las larvas-D de todos los grupos controles y las de todos los
grupos tratados fueron mezcladas, por separado, conformando los dos grupos

experimentales, diploides y triploides.

6.2.3. Cultivo larvario

Después de conformarse los dos grupos experimentales, se inicio el cultivo larvario
en forma separada de ambos grupos. El cultivo se llevé a cabo utilizando dos
tanques de 500-L para cada grupo, con una densidad inicial de 5 larvas ml™. La
alimentacion se baso en el suministro de la microalga Isochrysys galbana a una
concentracion de 30,000 cel mI™" dia™ durante los primeros tres dias del cultivo. A
partir del cuarto dia se utilizdé una alimentacién a base de dos microalgas, /. galbana
y Chaetoceros calcitrans (proporcion 1:1) a una concentracion de 40,000 cel ml™" dia™
entre los dias 4-8 de cultivo, aumentando la concentracion a 50,000 cel ml”" dia™
desde el octavo dia de cultivo hasta 15 dias después, cuando aproximadamente el
50% de las larvas alcanzoé el estadio de pediveliger, o larva con mancha ocular. La
temperatura fue mantenida a 24°C y se realiz6 un recambio total de agua cada 48

horas.

Al llegar las larvas a este estadio de pediveliger, que es cuando ocurre su fijacion a
un sustrato, las larvas en cada uno de los grupos experimentales fueron colocadas
en tanques de fondo cénico de 80-L utilizando tres tanques por grupo experimental, y
ajustando la densidad de cultivo a 1 individuo ml™. Se introdujo a los tanques un
sustrato de malla plastica de color negro con una luz de malla de 3 mm para la
fijacion de las larvas. En esta etapa, la alimentacion consistio en una mezcla de las
microalgas /. galbana 'y C. calcitrans (proporcion 1:1) iniciando con una concentracion
de 50,000 cel ml™, la cual se incrementé conforme se incrementé el consumo diario
observado, terminando con una concentracién de 180,000 cel ml"'. Durante los
primeros 7 dias de fijacion se realizaron recambios de agua cada 48 horas,

posteriormente se realizd un recambio del 100% diario. El tiempo de cultivo de larva
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fijadora hasta semilla de 2 mm de longitud fue de 45 dias. La temperatura del agua

se mantuvo en 24°C durante todo el periodo de cultivo.

6.2.4. Cultivo en campo
6.2.4.1. Preengorda de semilla

Al alcanzar la semilla la talla de 2 mm de longitud de concha, esta fue desgranada de
los sistemas de fijacion y colocada en bolsas de malla plastica con luz de malla de
1000 um. Se obtuvieron 3,300 semillas del grupo triploide y 6,000 semillas del grupo
control-diploide, las cuales fueron colocadas a una densidad de aproximadamente
1000 semillas por bolsa. En esta etapa se realizé un nuevo analisis de citometria del
grupo triploide utilizando 30 semillas de forma individual, obteniendo un 30% de

triploidia en el grupo.

Las semillas fueron transportadas en diciembre del 2007 a Puerto Escondido, Parque
Nacional Bahia de Loreto. Cada bolsa fue colocada en una canasta ostricola de
plastico, formando mddulos de cultivo, en un sistema en suspension durante
aproximadamente 60 dias. Posteriormente la semilla se cambid a bolsas con luz de
malla de 2 mm, manteniéndola asi por otros 60 dias, hasta que alcanzé la longitud de
1.5 cm, (talla en la cual puede ser liberada en canastas ostricolas). La preengorda
hasta la liberacion de la semilla a canasta ostricola ocurrié de mediados de diciembre
del 2007 a inicios de abril del 2008.

6.2.4.1. Engorda

El mes de abril de 2008, cuando la semilla (1.5 cm) fue colocada libremente en las
canastas ostricolas (Fig. 5), fue definido como la edad 0-dias del cultivo. A partir de
este momento se llevd a cabo un manejo de densidades en canastas mediante
conteo directo de cada organismo. Nuevamente se realiz6 un analisis de citometria
para confirmar el porcentaje de triploides, encontrando que este no cambidé del
estimado en semilla, siendo de 30%. La densidad inicial por canasta para ambas

ploidias fue de 400 organismos por canasta, quedando cuatro canastas con 400
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organismos cada una para el grupo triploide y diez canastas con 400 organismos
cada una para el grupo control diploide. Solamente para esta etapa cada canasta fue

considerada como una réplica.

Figura 5. Fotografia mostrando juveniles de la almeja mano de ledn
(Nodipecten subnodosus) al concluir la etapa de pre-engorda en
bolsas de malla dentro de las canastas ostricolas, e iniciarse las
evaluaciones de este trabajo.

6.3. Diseno experimental

A los 36 dias de cultivo (mayo de 2008) se dio inicio a las evaluaciones de
crecimiento durante la engorda. Se formaron tres mddulos por grupo (tres para el
grupo triploide y tres para el grupo control diploide), considerando cada mdédulo como
una réplica (Fig. 6). Cada modulo se formé utilizando cinco canastas ostricolas,
colocando 230 organismos por canasta. Las medidas de las canastas ostricolas
usadas fueron de 55 cm de longitud, 55 cm de altura, y 7.5 cm de profundidad, con
un area por canasta de 0.3 m?). El cultivo se realizo en suspensién durante los 476

dias del estudio.
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2n-1 2n-2 2n-3

Figura 6. Moddulos de cultivo que conformaron cada réplica durante las
evaluaciones en campo, tanto para el grupo triploide (3n) como para
el grupo control diploide (2n).

La toma de muestras para todas las evaluaciones, asi como el ajuste de densidades,
se realizaron por periodos de entre 45 y 60 dias, iniciando en mayo del 2008 (36
dias de cultivo) y finalizando en agosto del 2009 (476 dias de cultivo) (Tabla 2).

6.3.1 Caracteres y variables evaluadas

6.3.1.1. Crecimiento

En cada fecha de muestreo, a partir de los 36 dias de cultivo en campo, se tomaron
al azar 30 organismos por réplica tanto del grupo triploide como del control diploide.
La aleatoriedad del muestreo se logré colocando a todos los organismos de cada
réplica (médulo) en un recipiente de plastico, homogeneizandolos y tomando 30

organismos al azar. Estos organismos se transportaron al Laboratorio de Genética y
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Mejoramiento Animal Acuicola del CIBNOR, en donde fueron evaluados para
determinar las siguientes variables de crecimiento: longitud (distancia antero-
posterior: eje de oreja a oreja), altura de la concha (desde la linea de la charnela
hasta el margen distal de la concha), convexidad de la concha (distancia maxima
entre la valva derecha e izquierda) (Fig. 7), peso total vivo, peso de biomasa total o
de tejidos, peso del musculo y peso de la gonada. El peso del musculo aductor fue
obtenido a partir del dia 137, tiempo en el cual fue posible separarlo del resto de los
tejidos, mientras que el peso de la génada fue obtenido a partir del dia 282, momento

en el que se comenzo a diferenciar.

Tabla 2. Fechas en las que se realizaron las evaluaciones de crecimiento,
supervivencia, obtencibn de musculos aductores y gonadas para analisis
histologicos, asi como ajuste de densidades.

Organismos por  Densidad por metro

Mes de cultivo Dias de cultivo canasta cuadrado
Abril 2008 0 400 1333
Mayo 2008* 36* 230 766
Julio 2008 84 100 333
Septiembre 2008 137 90 300
Octubre 2008 186 60 200
Diciembre 2008 231 50 166
Febrero 2009 282 40 133
Abril 2009 351 30 100
Junio 2009 406 20 66
Agosto 2009 476 ** *

*Inicio de evaluaciones de crecimiento.
**Final de evaluaciones de crecimiento.
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Cada uno de los individuos evaluados y muestreados del grupo de los triploides fue
nuevamente verificado individualmente para confirmar su ploidia. La verificacion se
realizd posteriormente a la toma de datos biométricos y muestreo de tejidos,
preservando un trozo de manto (0.25 cm?) a -80°C hasta llevar a cabo el analisis de
ploidia por medio de citometria de flujo como se describe en Maldonado-Amparo et
al. (2004).

Una vez establecida la ploidia individual de los organismos muestreados dentro del
grupo triploide, los datos fueron reorganizados de manera tal que solo se utilizaron

organismos con triploidia confirmada para los analisis subsecuentes.

Convexidad Longitud Altura

Figura 7. Distancias de la concha consideradas para la evaluacion del crecimiento
de talla.

6.3.1.2. indices relativos (Musculo y Génada)

El indice de musculo aductor (IM) fue calculado de acuerdo a Caceres-Martinez et al.
(1990):

Peso Musculo (g)

Peso Biomasa (g) — Peso Musculo (g)
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El indice de la génada (IG) fue calculado utilizando la siguiente ecuacion:

Peso Génada (g)

Peso Biomasa (g) — Peso Génada (g) - Peso Musculo (g)

A diferencia de otros autores, para la estimacion de este indice se rest6 del peso de
la biomasa no solamente el de la gonada, sino también el peso del musculo debido a
que el peso del musculo entre diploides y triploides difiere sustancialmente, y un
indice de gdénada que no considera tal diferencia estaria sesgado por esas
diferencias, no representando lo que un indice gonadal busca definir: desarrollo de

gonada.

6.3.1.3. Tasa de crecimiento por dia

Las tasas de crecimiento por un dia para todos los caracteres evaluados por ploidia,
fueron calculadas mediante analisis de regresion lineal considerando las medias de
crecimiento de todas las evaluaciones durante el cultivo (dias 36 al 476, y de los 137

al 476 dia para musculo aductor). La ecuacion utilizada fue:
Y= a+ BX;

En donde:

Y, = valor medio de la variable utilizada para evaluar la tasa de crecimiento (i.e. i
= longitud)

a = intercepcion
B = b = pendiente de la regresion, indicando el incremento promedio en

crecimiento por dia para cada caracter evaluado.

Adicionalmente, se evaluaron las diferencias entre las tasas de crecimiento para

todos los caracteres morfométricos por medio de pruebas de t-pareadas entre
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diploides vy triploides, para establecer si existen diferencias entre ploidias en tales

tasas.

6.3.1.4. Supervivencia

Para evaluar la supervivencia se utilizé el método de conteo directo de los
organismos vivos por cada réplica. Se estimé como supervivencia la fraccion
resultante del numero de organismos sembrados por réplica en cada evaluacion y el

numero encontrado vivo en la siguiente evaluacion.

6.4. Analisis estadisticos de crecimiento, indices y supervivencia

Se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, considerando como factores
fijos la edad y ploidia, para evaluar tanto el efecto de la ploidia sobre los caracteres
de crecimiento y supervivencia a lo largo del cultivo (edad) como de la interaccion
entre esos dos factores. Como analisis post-hoc, se utilizé el método de Tukey para
establecer las diferencias entre medias. La significancia establecida para todos los

analisis fue de P<0.05.

Para las variables de supervivencia, indice de gbénada, e indice de musculo los datos
fueron transformados a arcoseno para su normalizacién (Zar, 1999) antes del
analisis, obteniendo la raiz cuadrada del valor en proporcion (p) y posteriormente el
arcoseno de ese valor. Las medias obtenidas y analizadas para diferencias
estadisticas fueron retransformadas posteriormente a porcentajes o fracciones para

claridad en la presentacion de los resultados.

6.5. Desarrollo gonadico y grado de esterilidad en triploides certificados

Para evaluar el desarrollo gonadico a lo largo del tiempo de cultivo y el grado de
esterilidad al alcanzar los diploides su primera madurez sexual se obtuvieron las

gonadas de todos los individuos, colocandolas en un casete para histologia,
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marcando cada casete con la clave correspondiente a cada individuo (grupo
experimental — réplica — numero de individuo) y fijandolas en solucién Davidson
hasta la verificacion de la ploidia de cada individuo como se describié antes. Solo
aquellos individuos del grupo triploide que fueron verificados como triploides por
citometria de flujo fueron utilizados para los analisis histolégicos subsecuentes. Un
total de 15 individuos por réplica del grupo diploide fueron muestreados y utilizados
para estos mismos analisis. Las gdénadas de ambos grupos fueron procesadas
mediante la técnica histoldégica convencional (Humason, 1979), que consiste en la
deshidratacion del tejido sumergiéndolo en una serie de alcoholes a concentraciones
crecientes, y la inclusién del mismo en parafina. Se realizaron cortes de 5 um,

utilizando una tincion de hematoxilina, con eosina como contraste.

Los cortes histologicos fueron examinados microscopicamente. Se utilizd la escala
de madurez gonadica propuesta por Arellano-Martinez et al. (2004a) para esta
misma especie: indiferenciado, inicio de desarrollo, desarrollo avanzado, madurez,

desove parcial, posdesove y reabsorcion.

El grado de esterilidad en triploides fue estimado cuantificando el numero de ovocitos
vitelogénicos y posvitelogénicos presentes en 10 acinos por individuo (Maldonado-
Amparo e Ibarra, 2002b) en 16 organismos de cada ploidia a los 406 dias de edad en
cultivo, que fue cuando los organismos diploides alcanzaron su primera madurez
sexual. Para la cuantificacion del tipo de ovocitos se utilizé el programa Image-Pro
Plus 6.0.

6.6. Variables ambientales

Las variables ambientales registradas en el area de estudio dentro de la Bahia de
Loreto durante el tiempo de cultivo y consideradas en este trabajo fueron la
temperatura y la cantidad de alimento disponible medida con la concentracién de
clorofila-a. La temperatura fue medida in situ con un termoégrafo, registrando la

temperatura del agua cada media hora. La concentracion de clorofila-a fue estimada
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utilizando imagenes de satélite (promedios mensuales de SeaWiFS y MODIS-Aqua
de 1 km de resolucion, UCSD), estos datos fueron obtenidos por la Dra. Marlene
Manzano Saravia (CIBNOR S.C.).

Se estimo la correlacion entre estas dos variables y a través de una regresion lineal,
se obtuvo una ecuacion predictiva de la concentracion de clorofila-a esperada a

diferentes temperaturas.
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7. RESULTADOS

7.1. Crecimiento absoluto

En todos los caracteres morfométricos evaluados durante el periodo de cultivo, el
grupo triploide presentd un crecimiento significativamente mayor que el grupo
diploide (P < 0.05). El mayor crecimiento de los triploides se observé tanto en el
promedio de los meses de evaluacién, como en la comparacidon de medias entre

diploides vy triploides al final del estudio (476 dias de cultivo).

El analisis estadistico empleado para evaluar los caracteres de crecimiento, que
considera la edad y ploidia, indica que hay un efecto significativo de ambos factores
para todos los caracteres evaluados, pero no se observo una interaccion significativa
para los caracteres de crecimiento de concha en longitud, altura y convexidad.
Adicionalmente a las diferencias entre la media de crecimiento durante el tiempo de
cultivo, se encontraron diferencias significativas de medias entre ploidias al final del
estudio solamente para la longitud y la altura, a una edad en cultivo de 476 dias (Fig.
8).

Para los caracteres de peso total, peso de biomasa y peso de musculo, si se observé
una interaccion entre dias en cultivo y ploidias, la cual fue consecuencia de una
mayor diferenciacion entre ploidias para estos caracteres en los 406 y 476 dias de
cultivo, o al final del estudio. Para peso total, la interaccion observada esta en el
limite de significancia (P = 0.046) a diferencia de la observada para el peso de
biomasa y del musculo. En el caso del peso de biomasa, ésta presenté un mayor
incremento en los triploides a partir de los 283 dias y en adelante, y ambas ploidias
presentaron un decremento entre los dias 406 y 476, el cual fue aparentemente
mayor para los diploides que para los triploides, aunque en ninguna de las ploidias la
media de la biomasa al dia 406 difirié de la encontrada el dia 476 (Fig. 9). En cambio,
para peso de musculo, la interaccion observada fue el resultado tanto del mejor
crecimiento en musculo de los triploides a partir de los 282 dias de cultivo, asi como

fue causada por un decremento altamente significativo en el peso del musculo en los
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Figura 8. Crecimiento en altura y convexidad de concha en diploides y triploides de
almeja mano de ledn, Nodipecten subnodosus durante el periodo de cultivo
en Bahia de Loreto. Se incluyen los resultados del ANOVA. Letras
diferentes en negritas para cualquier edad indican diferencias
estadisticamente significativas entre diploides y triploides a la edad donde
estas aparecen.
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Figura 9. Crecimiento en peso total (vivo) y peso de biomasa o tejidos en diploides y
triploides de almeja mano de ledn, Nodipecten subnodosus durante el
periodo de cultivo en Bahia de Loreto. Se incluyen los resultados del
ANOVA. Letras diferentes en negritas para cualquier edad indican
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diploides entre los dias 406 y 476 de cultivo, periodo en el cual los triploides no
mostraron un decremento significativo del peso del musculo, aunque tampoco mostré

un incremento entre esas mismas edades (Fig. 10).

En la tabla 3 se presentan los valores medios de los diferentes caracteres evaluados
tanto en el promedio de los meses de cultivo como al final del estudio (476d). El
caracter con el mayor porcentaje de superioridad de los triploides sobre los diploides
fue el peso de musculo, resultando ser un 76% mayor que en los diploides al final del

cultivo.

Tabla 3. Medias de los diferentes caracteres de crecimiento evaluados en diploides
y triploides de almeja mano de ledn Nodipecten subnodosus en Bahia de Loreto. ()
Promedio de meses de evaluaciéon; (a) Medias por caracter al final del estudio (dia
476); %3N>2N4764 representa el porcentaje de superioridad en triploides a los 476d;
Tasa de crecimiento por dia (e.e. = error estandar).

Caracteres morfométricos Ploidia Promedio Media final % 3N >2N Tasa de
meses de (476 d de 476d crecimiento por dia
estudio (¢) cultivo) (a) (e.e.)
Longitud de concha (cm) Diploides 482 A 6.92 * 0.107 mm (0.006)
Triploides 527 ° 783 ° 13.2 0.122 mm (0.005)
Altura de concha (cm) Diploides 497 A 7.01 @ 0.105 mm (0.006)
Triploides 537 ° 784 ° 11.8 0.118 mm (0.004)
Convexidad de concha (cm) Diploides 187 A 292 @ 0.050 mm (0.002)
Triploides 202 B 312 ° 6.8 0.052 mm (0.002)
Peso Total o Vivo (g) Diploides 33.40 * 8158 2 0.172 g (0.016)
Triploides 4220 ° 102.45 ° 25.6 0.219 g (0.021)
Peso de Biomasa (g) Diploides 891 A 19.00 @ 0.046 g (0.006) ®
Triploides 1183 ° 2767 ° 456 0.063 g (0.007)®
Peso de Musculo (g) Diploides 375 A 700 ° 0.024 g (0.004) ®
Triploides 569 B 1232 ° 76.0 0.039 g (0.005) °

Diferentes letras en superindice entre medias para cada ploidia y caracter indican diferencias significativas (P<0.05): en
mayusculas denota diferencias a lo largo del estudio, y en minusculas diferencias al final del cultivo.
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Figura 10. Crecimiento en peso de musculo aductor en diploides y triploides de
almeja mano de ledn, Nodipecten subnodosus durante el periodo de
cultivo en Bahia de Loreto. Se incluyen los resultados del ANOVA.
Letras diferentes en negritas para cualquier edad indican diferencias
estadisticamente significativas entre diploides y triploides a la edad
donde estas aparecen.

7.2. Tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento por dia para todos los caracteres evaluados fue mayor para el
grupo de organismos triploides. Aunque no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las tasas de crecimiento para los caracteres de
crecimiento de la concha, estos fueron mayores para el grupo triploide (Tabla 3)
(Fig. 11). En cuanto a las tasas de crecimiento de peso total, peso de biomasa y
peso de musculo, de igual manera estas fueron mayores para el grupo triploide,

aunque solo se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las tasas
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de almeja mano de ledn Nodipecten subnodosus cultivada en Bahia de
Loreto B.C.S. r = correlacion; P = significancia.
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de crecimiento en peso de biomasa y peso de musculo. En particular, la tasa de
crecimiento de los triploides para biomasa (0.063 g dia™) comparada con los
diploides (0.046 g dia™") fue 73% mayor, y la tasa de crecimiento de los triploides en
peso de musculo (0.039 g dia™) comparada con los diploides (0.024 g dia™) fue 61%
mayor (Tabla 3) (Fig. 12).

7.3. Indice de musculo e indice gonadal

El indice promedio de musculo fue mayor para el grupo triploide, encontrandose una
diferencia significativa entre las medias de ambos grupos a los 476 dias de edad de
cultivo (Tabla 4), asi como una interaccion significativa (Fig. 13) como resultado de
un decremento del indice de musculo en los diploides al final de la evaluacidon en
agosto de 2009 (476 dias de edad).

En cambio, en el indice gonadal no se encontraron diferencias significativas entre
ploidias ni interaccion entre ploidia y edad (Tabla 4). Sélo se encontré un efecto
significativo de los dias en cultivo, causado por un aumento del indice gonadal en los
dias 351 y 406 de cultivo (abril-junio 2009), que difirieron de los indices encontrados

antes y después (282d y 476d), los cuales no difieren entre ellos (Fig. 13).

Tabla 4. Medias de los indices, evaluados en diploides y triploides de almeja mano
de ledn Nodipecten subnodosus en Bahia de Loreto. (¢) Promedio de meses de
evaluacion; (a) Medias por caracter al final del estudio (dia 476); %3N>2N47sq
representa el porcentaje de superioridad en triploides a los 476d.

indices " Ploidia Promedio meses de, Media final (476 d 3N >2N
estudio (¢) de cultivo) (a) 476d
indice de Musculo Diploides 0.46 * 0.90 *®
Triploides 054 ° 111 ° 23.3
indice Gonadal Diploides 0.049 * 0.047 @
Triploides 0.046 * 0.043 ° -9.4

(1) Los indices se presentan retransformados de arcoseno. Diferentes letras en superindices indican diferencias
significativas entre medias (P>0.05): en mayusculas denota diferencias a lo largo del estudio, y en mindsculas
diferencias al final del cultivo.
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Figura 13. indices de Musculo y Gonadal en diploides y triploides de almeja mano de
ledn, Nodipecten subnodosus durante el periodo de cultivo en que se
evaluaron estos indices en Bahia de Loreto. Los resultados de los
ANOVA'’s se presentan en la parte inferior.

7.4. Supervivencia

No se encontraron diferencias significativas en supervivencia entre ambos grupos a
través del tiempo de evaluacién, ni interaccion, pero si se observo un efecto de la

edad en la supervivencia. Este efecto se debe a que en las edades de cultivo de 84 a
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186 dias (julio-octubre del 2008), se observd una menor supervivencia,
estadisticamente significativa, respecto al resto de los dias de cultivo. El promedio de

supervivencia en el tiempo de evaluacion fue del 97% para ambos grupos (Fig. 14).

EFECTO P

102 - Dias de cultivo 0.0000

' Ploidia 0.6741
o Interaccion 0.9740
F 1.00 }
-
o)
(@]
[N}
0 098 |
o
[a)
)
X 096}
o
|-
@]
(el
;a 0.94 |
<
(@]
Zz 092}
L
>
2
W 0.90 t
2 - {- DIPLOIDES

== TRIPLOIDES
0.88 ; ; ; . . ; . . .
36 84 137 186 231 282 351 406 476

DIAS DE CULTIVO y MES-ANO CORRESPONDIENTE
May-08 Jul-08  Sep-08  Oct-08 Dic-08  Feb-09 Abr-09  Jul-09 Ago-09

Figura 14. Supervivencia (en porcentajes) de diploides y triploides de almeja mano
de ledn, Nodipecten subnodosus, estimada entre periodos de evaluacion
del cultivo en Bahia de Loreto. Se incluyen en la grafica los resultados del
ANOVA. No se observaron diferencias entre ploidias, pero si entre
periodos de cultivo: diferentes letras mayusculas indican diferencias en
supervivencia entre periodos de cultivo.
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7.5. Desarrollo gonadico y grado de esterilidad en triploides

Para el grupo control diploide se observd que los organismos estuvieron
indiferenciados hasta la edad de 351 dias, que corresponde a abril de 2009. La
primera madurez gonadica se encontré a partir del dia 406 (junio de 2009), cuando
estos alcanzaron una talla promedio de 6.6 cm. En este periodo, el 50% de los
organismos estaban en estadios de desarrollo gonadico avanzado y madurez, en
ambas porciones de la goénada (masculina y femenina). Al final del periodo de cultivo,
a los 476 dias (agosto del 2009) el 30% de los organismos se encontraban en
estadios de madurez, desove y posdesove, aunque la mayoria se encontré en
estadio indiferenciado (Fig. 15). En contraste, en el grupo de los triploides, el analisis
histolégico evidencié una esterilidad del 100% de los organismos, esto es, la
totalidad estaban en estadio de indiferenciado en ambas porciones (femenina y
masculina), y permanecieron asi hasta el final de las evaluaciones, a los 476 dias de
cultivo (Fig. 16).

Por otro lado, cuando en el grupo diploide se presento la primera madurez (dia 406,
talla promedio de 6.6 cm), los organismos triploides tenian una talla mayor (talla
promedio de 7.5 cm de longitud), sin embargo, en este grupo solamente se
encontraron células germinales (oogonias o espermatogonias) (Fig. 17). La
estimacion de numero de ovocitos promedio por acino para cada una de las ploidias

se presenta en la tabla 5.

Tabla 5. Numero promedio de ovocitos vitelogénicos y posvitelogénicos por acino en
organismos triploides y diploides a la edad de primera madurez gonadica del grupo
control diploide (406 dias de cultivo) en la almeja mano de ledn Nodipecten
subnodosus.

Numero promedio de Numero promedio de

Ploidia ovocitos (Vit y posvit) por ovocitos (Vit y posvit) por
acino en todos los individuos acino en individuos maduros

Diploides 5.32 11.98
Triploides 0 0
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Figura 15. Estadios de desarrollo gonadico encontrados en diploides de la almeja
mano de ledn, Nodipecten subnodosus en el periodo de evaluacion.
Porcién femenina (arriba) y masculina (abajo) de la gonada.
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Figura 16. Estadio de desarrollo gonadico encontrado en triploides de la almeja
mano de ledn, Nodipecten subnodosus en el periodo de evaluacion.
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Figura 17. Microfotografias de la porcién femenina de la génada de almeja mano
de leén Nodipecten subnodosus en (A) Diploides: Acinos con ovocitos
vitelogénicos (vt) y posvitelogénicos (pvt) encontrados en la porcion
femenina de la gonada a la edad de primera madurez sexual (406 dias
de cultivo); y (B) Triploides: Acinos vacios en los que solo se observan
células germinales (cg) a los 406 dias de cultivo.
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7.6. Variables ambientales

En la figura 18 se presenta la variacion de la temperatura del agua y la concentracion
de clorofila-a. La temperatura del agua en el sitio de estudio vari6 estacionalmente
durante el periodo de estudio. En mayo de 2008 la temperatura (23.4°C) del agua
comenzd a incrementarse hasta un maximo en septiembre (29.7°C). Sin embargo,
eésta comenzd a disminuir gradualmente en octubre, lo cual se prolongd en los
siguientes meses hasta llegar a la temperatura mas baja en abril de 2009 (20.1°C). A
partir de junio de 2009, la temperatura se incrementé nuevamente hasta un maximo
en agosto de 2009 (28.9°C).

Por su parte, la concentracién de clorofila-a, al igual que la temperatura, varié
estacionalmente durante el periodo de estudio. En contraste con la variacion de
temperatura, en mayo de 2008 se observd la mayor concentracion de clorofila-a
(2.84 mg m™). Sin embargo, ésta disminuyé durante los siguientes meses hasta un
minimo en septiembre del mismo afio (0.37 mg m™). A partir de este mes se registrd
un aumento gradual hasta abril de 2009, donde se observd el promedio mas alto
para este afio (2.61 mg m™). En 2009 al igual que durante 2008, la concentracion de
clorofila-a mostré6 una disminucion gradual hasta el ultimo mes de evaluacion
(agosto de 2009) cuando se registré nuevamente una baja concentracion de clorofila-
a (049 mgm®).

7.6.1. Relaciéon entre temperatura y clorofila-a

Las variables ambientales registradas, temperatura y clorofila-a, mostraron una
relacion inversa marcada: en los meses en que se registré la mayor temperatura

también se registroé la menor cantidad de clorofila-a (Fig. 18).

El analisis de correlacion mostré una relacion inversa significativa (r = -0.90, P menor

a 0.001) entre estas dos variables (Fig. 19).
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Figura 18. Variables ambientales de temperatura y clorofila-a promedio
registradas en Puerto Escondido, Bahia de Loreto B.C.S., México,
durante el periodo de evaluacion.
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Figura 19. Relacion inversa de la temperatura y clorofila-a observadas durante el
presente estudio en Bahia de Loreto, B.C.S.
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8. DISCUSION

8.1. Crecimiento de diploides y triploides

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron una superioridad del crecimiento
en todos los caracteres medidos de los organismos triploides sobre los diploides de
Nodipecten subnodosus. Esta ventaja en el crecimiento esta relacionada en primera
instancia con las condiciones ambientales presentes en este sitio de evaluacion,
como son las altas temperaturas en verano y la baja cantidad de alimento disponible
que acompanfa esas altas temperaturas, y una ventaja adicional presenta al final del

cultivo, asociada con la esterilidad en los triploides.

La diferencia de crecimiento de los triploides vs. diploides encontrado en este trabajo
difiere de lo reportado por Maldonado-Amparo et al. (2004) para este misma especie
en Bahia Magdalena B.C.S., quienes no encontraron diferencias en crecimiento entre
ploidias. Lo anterior fue atribuido a la alta disponibilidad de alimento que presenta
Bahia Magdalena, un sistema costero considerado como un sitio de alta
productividad biolégica (Hernandez-Rivas et al., 1993). Asociado a esa alta
productividad, los autores propusieron dos hipétesis para explicar la desventaja en
crecimiento de los triploides; la primera se sustentd en resultados encontrados en
Saccostrea comercialis en Australia (Kesarcodi-Watson et al., 2001b), en donde se
demostré que los triploides presentan una mayor tasa de filtracion que los diploides,
lo cual a su vez resulté en un mayor gasto energético de los triploides en ambientes
con alta disponibilidad de alimento (debido a un aumento en la tasa de respiracion y
excrecion en comparacion con los diploides). La segunda hipotesis se sustentoé en
estudios previos en este mismo sitio con la misma especie (Racotta et al., 2003), en
donde se concluy6 que la poblacion de Ojo de Liebre, cuando es trasladada a Bahia
Magdalena, presenta una estrategia reproductiva de tipo oportunista, lo cual implica
que no existe un almacenamiento de energia para la maduracién, sino que esta

energia es adquirida directamente del alimento disponible en el medio.
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La primera hipotesis propuesta por estos autores para explicar la desventaja en
crecimiento de los triploides sobre los diploides en un ambiente con alta
disponibilidad de alimento se confirma en este estudio, al observar ventajas en
crecimiento de los triploides en este nuevo sitio, un ambiente que presentdé en forma
general menor productividad primaria y mayores temperaturas, y también mostré una
clara estacionalidad en el crecimiento diferencial entre diploides y triploides. Esto es,
al considerar los incrementos absolutos en peso total por periodo a la largo de este
estudio (Fig. 20), se observé un mayor crecimiento de los triploides respecto a los
diploides, cuando se presentan condiciones de menores concentraciones de alimento

y altas temperaturas.

may-08 jul-08 sep-08 oct-08 dic-08 feb-09 abr-09 jun-09 ago-09

. } L L L L L 3.5
35:7‘ Temperatura — — Clorofila « 3
H - : \ - -\ B\
g 30 25 g
& gl F2
e B 15 &
N m M1 g
J —
g rg 20 ! L 0.5 0
0T o
8% s 0
28 7 2N m3N
£ o |
2 8 10 | *
o |
v |
: i I I I I
1= |
= |
- o+ m :
36 84 137 186 231 282 351 406 476

Dias de Cultivo

Figura 20. Relacién entre los incrementos absolutos en peso total por periodo para
diploides (2N) y triploides (3N) de Nodipecten subnodosus con las
variables ambientales registradas (temperatura y cantidad de clorofila-a)
a lo largo del estudio en Puerto Escondido, Bahia de Loreto, B.C.S,,
México. * indica cuando se encontraron diferencias significativas entre
ploidias en el analisis a posteriori de medias por edad.
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En el presente estudio esta tendencia fue claramente observada desde la primera
parte del ciclo de vida, a partir de los 137 dias y hasta los 186 dias en cultivo, entre
agosto y hasta noviembre de 2008, cuando se registraron las maximas temperaturas
y la minima cantidad de alimento en el medio. Lo anterior permite inferir que la
condicion de triploidia en la almeja mano de leén, N. subnodosus si le confiere un
mayor marco de actividad sobre los diploides, pero sé6lo cuando se presentan
condiciones de menor concentraciéon de alimento, lo que posiblemente le permite
disponer de mas energia para crecimiento, en comparacion con los diploides bajo
esas condiciones. Esto puede ser comparado con lo encontrado para la misma
especie por Maldonado-Amparo et al. (2004) donde los diploides y triploides
presentaron el mismo crecimiento, incluyendo el del musculo aductor, en un sitio no
limitante por alimento. El efecto de diferentes condiciones ambientales sobre la
manifestacion de la superioridad de crecimiento de los triploides ha sido demostrado
para otra especie, el ostion del Pacifico, Crassostrea gigas. Ascencio-Michel (2008)
encontrd6 que el rendimiento obtenido en triploides de este ostidon superd
significantemente el de los diploides, pero esto solamente ocurrié en sitios de cultivo
en el Golfo de California, en donde la productividad primaria promedio es menor en
asociacion a altas temperaturas durante los meses de verano. Grupos hermanos de
esos diploides y triploides fueron evaluados en paralelo en Bahia Magdalena, el
mismo sitio utilizado por Maldonado-Amparo et al. (2004) y caracterizado por una
elevada productividad, y en donde no observaron diferencias en crecimiento entre

diploides vy triploides.

Por otro lado, en este estudio se observd que los diploides de almeja mano de ledn
presentaron un mejor crecimiento que los triploides unicamente a los 282 dias de
cultivo (ver Fig. 20), lo cual provee evidencia que también confirma la segunda
hipotesis propuesta por Maldonado-Amparo et al. (2004) para explicar la falta de
diferencias en crecimiento entre diploides y triploides en asociacion a la estrategia
reproductiva adquirida por esta especie, segun las condiciones ambientales donde se
le cultiva. Esto es, en el presente estudio, a los 282 dias de cultivo en febrero de
2009, cuando la temperatura fue de 20.9°C y la cantidad de clorofila-a registro el

segundo valor mas alto durante este estudio (2.23 mg m™), ocurri6 un mayor
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incremento en el peso total, asi como en peso de biomasa (Fig. 21A) en los diploides

que en los triploides. Sin embargo, esto no se tradujo en un mayor incremento en el

peso del musculo aductor en los diploides, comparativamente con los triploides (Fig.

21B).
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Relacion entre los incrementos absolutos en peso de biomasa [A] y de
musculo aductor [B] por periodo para diploides (2N) y triploides (3N) de
Nodipecten subnodosus con las variables ambientales registradas
(temperatura y cantidad de clorofila-a) a lo largo del estudio en Puerto
Escondido, Bahia de Loreto, B.C.S., México. En el recuadro rojo se
denota el dia 282 (febrero 2009) cuando los diploides incrementaron en
peso de biomasa pero no en peso de musculo.
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Esto puede ser explicado por la desviacion parcial de la energia obtenida durante
esos meses de alta productividad para dar inicio a los procesos de desarrollo de
gonada, sugiriendo que la poblacién de Bahia de Loreto presenta una estrategia
reproductiva de tipo conservativa, y no oportunista como fue observado para Bahia
Magdalena. Entre el periodo justo posterior a observar el mayor incremento en peso
total de diploides que triploides, de los 282 dias a los 351dias, la gonada en
organismos diploides incrementd su peso en un 203%, y esto a su vez coincidié con
el periodo antes de observar una tendencia a una relacién inversa entre el indice
muscular y el gonadal (de los 351 dias a los 406 dias de cultivo), asi como con los
primeros indicios de gametogénesis y madurez gonadica de una proporcidon de la
poblacion de diploides el dia 406. Por lo observado en el presente estudio, se puede
inferir la utilizacién de reservas para ayudar a soportar la gametogénesis, lo cual
ocurre en detrimento del crecimiento muscular, y es corroborado por una relacién
negativa entre el indice muscular y gonadal entre los dias 351 y 406 (abril a junio
2009). Contrariamente, Racotta et al. (2008) reportaron que no existe una asociacion
negativa entre indice muscular y gonadal entre los meses de madurez gonadica de
esta especie, cuando es cultivada en Bahia Magdalena. Asi mismo, y a pesar de
observarse un incremento en la acumulacidon de reservas energéticas en el musculo
de los mismos organismos experimentales diploides y triploides evaluados para
crecimiento por Maldonado-Amparo et al. (2004) en Bahia Magdalena, no se
observaron diferencias entre diploides y triploides en la acumulacion o utilizacién de

esas reservas durante la gametogeénesis y vitelogénesis en diploides.

Evidencia adicional de la estrategia reproductiva conservativa que presenta esta
especie en Bahia de Loreto se deriva del hecho de que, adicionalmente al mayor
crecimiento de los triploides durante los meses de julio a octubre de 2008, los
mayores crecimientos de los triploides en el presente trabajo se observaron a partir
de que los organismos diploides llegaron a la primera madurez sexual a los 406 dias
de cultivo, en junio del 2009, y posteriormente al desove parcial de los diploides a los
476 dias, en el mes de agosto del 2009, mientras que los organismos triploides
mantuvieron una esterilidad total durante todo el tiempo de cultivo. Las ventajas en

crecimiento se observaron para todos las variables morfométricas evaluadas al final
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del cultivo (dia 476), y en donde las mas notables fueron el peso del musculo y de la
biomasa. Para el peso del musculo se observo una superioridad de los organismos
triploides sobre los diploides del 70%, mientras que en biomasa fue de 45.6%

respecto a los diploides.

Esta ventaja adicional de los triploides al final del cultivo puede ser explicada por su
esterilidad, lo que resulta en un nulo o reducido esfuerzo reproductivo y el
consecuente mantenimiento de las reservas energéticas, que a diferencia de los
organismos diploides, no son utilizadas para la maduracion. Similarmente a lo
reportado para otras especies de moluscos (Tabarini, 1984; Allen & Downing, 1986;
Komaru & Wada, 1989; Allen & Downing, 1990; Beaumont & Fairbrother, 1991; Ruiz-
Verdugo et al., 2000), las diferencias entre diploides y triploides se magnificaron
durante el inicio de la maduracidén gonadica de los organismos diploides. Aunque en
este estudio no se evalud si existi6 almacenamiento de energia en forma de
componentes bioquimicos en musculo, génada o glandula digestiva para su posterior
transferencia a la gonada para su utilizacion en la maduracion gonadica, como ha
sido observado en otros estudios (Racotta et al., 2003; Arellano-Martinez et al.,
2004b), algunas inferencias pueden ser derivadas de los resultados. Esto es, debido
a que el desarrollo gonadal, de aproximadamente el 50% de los diploides ocurrid
entre los dias 351 y 406, (entre abril y junio de 2009), cuando la concentracién de
clorofila-a fue la mas alta (abril 2009: 2.61 mg m™), puede inferirse que en Bahia de
Loreto, la almeja mano de ledn pudiera presentar un almacenamiento de nutrientes
en épocas de alta disponibilidad de alimento (entre los dias 231 y 282, o entre
diciembre y febrero), y el inici6 de una transferencia hacia la gonada durante la
gametogénesis y maduracion de abril a junio, e incluso perdiendo peso del musculo
durante el desove en agosto (Fig. 22). Las acumulacién de reservas energéticas en
el musculo y en la glandula digestiva, y su utilizacion cuando se presentan las
condiciones de temperatura para el desarrollo gonadico, ya han sido reportado para
N. subnodosus (Arellano-Martinez et al., 2004b), para y otras especies de pectinidos
como Chlamys septemradiata (Ansell, 1974), Chlamys opercularis (Taylor & Venn,

1979), Placopecten magellanicus (Robinson et al., 1981), Argopecten irradians
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concentricus (Barber & Blake, 1981), Pecten jacobaeus (Mestre, 1992), Pecten

maximus (Acosta & Roman, 1995; Pazos et al., 1997).
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Figura 22. Relacién entre los incrementos absolutos en peso de musculo aductor
por periodo para diploides (2N) y triploides (3N) de Nodipecten
subnodosus con las variables ambientales registradas (temperatura y
cantidad de clorofila-a) a lo largo del estudio en Puerto Escondido, Bahia
de Loreto, B.C.S., México. * indica cuando se encontraron diferencias
significativas entre ploidias en el analisis a posteriori de medias por
edad.

Sin embargo, el crecimiento del musculo de los triploides en este mismo mes de
agosto, aunque no perdié peso como en los diploides, fue el minimo registrado
durante el estudio, lo que indica un efecto negativo de las altas temperaturas y la
minima disponibilidad de alimento en el crecimiento muscular de los triploides. Por lo
tanto, la pérdida de peso en musculo en los diploides y el bajo indice muscular al

final del cultivo (476 dias), pudo haberse debido tanto a una transferencia de
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nutrientes de este tejido hacia la gbnada para ser utilizado durante el desove, como
su utilizacién para sostener su metabolismo en estos meses de baja disponibilidad de
alimento y altas temperaturas. Lo anterior es apoyado por la pérdida observada en el

peso de biomasa incluso en los triploides (Fig. 23).
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Figura 23. Relacion entre los incrementos absolutos en peso de biomasa por
periodo para diploides (2N) y triploides (3N) de Nodipecten
subnodosus con las variables ambientales registradas (temperatura
y cantidad de clorofila-a) a lo largo del estudio en Puerto Escondido,
Bahia de Loreto, B.C.S., México. * indica cuando se encontraron
diferencias significativas entre ploidias en el analisis a posteriori de
medias por edad.

De manera general, se ha observado en otros pectinidos que el crecimiento de
biomasa es mas sensible para reflejar las condiciones ambientales que el
crecimiento en peso total o el de la concha (Thompson & MacDonald, 2006). Esto
concuerda con lo observado en este estudio, ya que mientras que se encontré un

decremento en el peso de la biomasa en ambas ploidias al final del cultivo, el peso
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total y la altura de la concha se incrementaron. Sin embargo, la tasa de crecimiento

en altura de concha sera discutida a continuacion.

8.2. Tasas de Crecimiento
8.2.1. Diploides vs. Triploides

La estimacién de tasas de crecimiento en el presente estudio fue principalmente con
la finalidad de comparar estas tasas entre diploides y triploides de almeja mano de
ledn, cuando ambas ploidias son cultivadas simultdneamente en Bahia de Loreto. La
estimacion estadistica de estas tasas de crecimiento indicoé sin lugar a duda que,
para el periodo evaluado en este estudio, los triploides presentaron una mayor tasa
de crecimiento en musculo (61%) y en biomasa (73%) que los diploides. Sin
embargo, debido a que las tasas de crecimiento de la altura de la concha y del peso
total no mostraron diferencias significativas entre diploides y triploides, puede
inferirse que la diferencia observada en las tasas de crecimiento muscular y de
biomasa fueron principalmente causadas por el efecto que tuvo la maduracion
gonadica y el desove en los organismos diploides al final del cultivo en agosto de
2009 (476 dias). Esto fue confirmado al estimar a posteriori las tasas de crecimiento
en biomasa y musculo durante el primer afo, a los 351 dias de cultivo, y en donde
no se encontraron diferencias estadisticas entre estas variables para diploides y
triploides (Tabla 6), aunque si se observan mayores valores de las tasas obtenidas,

considerando solamente un ano en todos los casos.

Tabla 6. Tasas de crecimiento con sus intervalos de confianza (IC) en biomasa y
musculo considerando unicamente el primer afo, o hasta los 351 dias de cultivo.

Tasa de crecimiento en Biomasa Tasa de crecimiento en Musculo
(351 d) Aductor (351 d)
IC MIN MEDIA IC MAX IC MIN MEDIA IC MAX
Diploides 0.0225 0.0360 0.0495 0.0065 0.0194 0.0323
Triploides 0.0309 0.0476 0.064 0.0094 0.0299 0.0505
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8.2.2. Comparacion con otros estudios efectuados en N. subnodosus

Por otro lado, y con el fin de comparar las tasas de crecimiento en altura de la
concha reportadas en otros estudios para esta misma especie, evaluada en
diferentes sitios de Baja California Sur, se estimo a posteriori la tasa de crecimiento
en altura de concha durante el primer afio (351 dias de cultivo) tanto para los
diploides (0.113 mm dia™”, con un intervalo de confianza de 0.094 hasta 0.133),
como para los triploides (0.121 mm dia™, IC de 0.106 hasta 0.136). Estas tasas de
crecimiento en altura de concha de ambas ploidias son mas bajas que las reportadas
por otros autores (Garcia-Dominguez et al., 1992; Barrios et al., 1997; Racotta et al.,
2003; Villalejo-Fuerte et al., 2004), las cuales varian de 0.13 a 0.25 mm dia™. Sin
embargo, las tasas de crecimiento estimadas por la mayoria de estos autores han
sido obtenidas por métodos aritméticos y no estadisticos. Por lo que para fines
comparativos, se estimaron adicionalmente los valores aritméticos del presente
estudio, considerando solamente un afo (Tabla 7). De lo anterior, es interesante
observar como al utilizar una estimacion aritmética y tomando como cero la talla al
inicio del cultivo, las tasas de crecimiento en altura de la concha en el presente
estudio aumentaron (0.17 mm dia™" en los diploides y 0.19 mm dia™ en los triploides).
Resultados similares en cuanto a la variacion en la tasa estimada por uno u otro
método pueden observarse en el trabajo de Barrios-Ruiz et al. (2003) quienes
mediante regresion lineal encontraron una tasa de crecimiento en altura de concha
de 0.109 mm dia". Sin embargo, una reestimacion de la tasa por el método
aritmético resulta en un mayor valor en la tasa (0.14 mm dia™") (Tabla 7). Esto indica
que existe poca validez en comparaciones de tasas de crecimiento de la concha, ya
que el crecimiento depende de varios factores como son diferencias en tiempos de
siembra, localidades, origen de la semilla, el tipo de cultivo, los registros del inicio del
crecimiento y el método utilizado para evaluar estas tasas. Adicionalmente, en el
caso de pectinidos, es importante conocer si la semilla es silvestre o producida en
laboratorios, ya que el método comunmente utilizado para la produccion de la semilla
en laboratorios no busca evitar la produccion de semilla endogamica a consecuencia

de la autofecundacion en esta especie hermafrodita funcional (Petersen et al., 2008).
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Tabla 7. Crecimiento en altura de la concha y tasas diarias estimadas
aritméticamente, en la almeja mano de ledn Nodipecten subnodosus, cultivada en
diferentes sitios de Baja California Sur, México.

CRECIMIENTO .
AREA DE ESTUDIO ORIGEN DE SEMILLA REFERENCIA

mm endias  mm dia”

laguna Ojo de Liebre (Costa laguna Ojo de Liebre Garcia-Dominguez
76 en 365 0.21 Pacifico) (Silvestre) et al. 1992
Bahia Magdalena (Costa laguna Ojo de Liebre
92 en 365 0.25 Pacifico) (Laboratorio) Racotta et al. 2003
Bahia de La Paz (Golfo de laguna Ojo de Liebre Barrios-Ruiz et al.
52 en 365 0.14 California) (Laboratorio) 2003
Bahia Juncalito Parque Bahia de Loret . .
47en335  0.14 Nacional Bahia de Loreto ania ae -oreto Villalejo * verte et al.
(Golfo de California) (Laboratorio)
Puerto Escondido Parque Bahia de Loret
61 en 351 0.17 Nacional Bahia de Loreto ania de toreto Este estudio
(Golfo de California) (Laboratorio)

Los valores de crecimiento en mm y los dias a los que corresponden fueron obtenidos directamente
de tablas cuando estas se presentan, o de graficas presentadas por los diferentes autores.

Por lo anterior, es conveniente comparar las tasas reportadas para semillas crecidas
en sitios similares al utilizado en el presente trabajo, especificamente sitios en el
Golfo de California, por separado de las tasas de crecimiento reportadas para sitios
en las costas del Pacifico de la peninsula de Baja California, asi como también

tomando en cuenta el origen de la semilla (o de los reproductores que la produjeron).

Las tasas de crecimiento aritméticas obtenidas en el presente trabajo fueron mayores
a las reportadas por Villalejo-Fuerte et al. (2004), quienes al igual que en este
trabajo, utilizaron semillas producidas en laboratorio, con reproductores de Bahia de
Loreto, y cultivadas en un sitio muy cercano a donde se realizé este estudio. Sus
resultados fueron similares a los reportados por Barrios-Ruiz et al. (2003) en Bahia

de La Paz, en donde se utilizaron semillas de laboratorio producidas con
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reproductores provenientes de la laguna Ojo de Liebre. Las diferencias en las tasas
de crecimiento entre el estudio de Villalejo-Fuerte et al. (2004) y las estimadas en el
presente trabajo pueden tener diferentes causas, entre ellas las condiciones
ambientales presentes en los afos de evaluacidn de cada estudio, el grado de
endogamia en la semilla, y otros no identificados. Respecto al grado de endogamia,
es importante sefalar que la posibilidad existe cuando ésta es producida ‘en masa’
en laboratorios. Esto es, recientemente Petersen et al. (aceptado) encontraron a
través de un analisis con marcadores moleculares tipo microsatélite y mitocondriales,
que la semilla obtenida en desoves inducidos en masa en condiciones de laboratorio,
y cultivada posteriormente en la laguna Guerrero Negro por productores comerciales,
se derivaba de un desove autofecundado, con el grado de endogamia maximo
posible (F=0.5) de alcanzar en una primera generacién. Adicionalmente a la
posibilidad de que la semilla tuviese un alto grado de endogamia, es posible adscribir
parcialmente la causa para las diferencias en crecimiento a factores ambientales
como temperatura y productividad. En la tabla 8 se pueden observar los valores de la
temperatura y clorofila-a minimas y maximas para el afio 1999, cuando el estudio de
Villalejo-Fuerte et al. (2004) inicid, y para el cual se estimaron las tasas de
crecimiento. La temperatura minima en 1999 para Bahia de Loreto fue 18.9°C y la
méaxima fue de 30.3°C; asi mismo, la concentracién de clorofila-a fue 0.3 mg m™
hasta un maximo de 2.0 mg m™. Durante el presente estudio, la minima y maxima
temperatura registradas de abril del 2008 a marzo de 2009, primer afio de cultivo,
fueron de 20.1°C y 29.8°C respectivamente, y el rango de clorofila-a fue de 0.37 mg
m? hasta 2.84 mg m>. Esto indica ciertas diferencias en las condiciones
ambientales, especialmente en cuanto a la disponibilidad de alimento, que fue

ligeramente mayor en el presente estudio.
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Tabla 8. Valores minimos y maximos de temperaturas superficiales y concentraciones de clorofila-a (mg m™), registrados
mediante imagenes de satélite, de 1998 al 2007 en Bahia Magdalena y laguna Ojo de Liebre en las costas del Pacifico, y
Bahia de La Paz y Bahia de Loreto en las costas del Golfo de California.

1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007

PROMEDIOS
Minimos

Méaximos

Pacifico

Bahia Magdalena
T°C Cl-a
19.5-27.2 1.5-43
16.9-24 1.7-56
16 - 26.6 3-8.5
13.1-26 2-10
11.9-25.5 25-8.1
14.2 - 26.6 27-6.2
11.3-26.2 2-6.6
15.4 - 26.6 3.1-5.1
14 - 27 25-16.5
18.1-27.5 3-89
21.03 4.2
11.3 1.5
27.2 16.5

laguna Ojo de Liebre

T°C

16.4 - 23.5
14.9 - 20.5
15.7 - 23.1
14.4 -20.3
13.4-21
12.5-20.1
12.7-19.8
16.5 - 22
15.5-22.7
15.9 - 22

18.08
12.5
26.2

Cl-a

0.75-3.3
0.74-2.5
1.3-3
0.94-29
1.2-438
1.8-4.7
1-3.6
1.3-29
1.2-4
0.94-3.6

2.34
0.74
4.89

Golfo de California

Bahia de La Paz

T°C Cl-a
22.2-30.3 0.16-1.1
20.1-29.5 0.23-14
20.6 - 29.6 0.42-49
16 - 29.7 0.27 -41
17.3 - 28.9 0.25-1.8
20.2 - 29 0.26-2
19.4-294 0.27 -1.7
20.9 - 30.1 0.22-1.9
19.8 - 29.6 0.24-17
20.1-29.4 0.32-2.1

24.6 0.89

16 0.16

30.3 4.9

Bahia de Loreto

T°C

20.9-30.5
18.9-30.3
19.2-30.8
14.1-30.3
17.8-30
20.4-30.4
18.4-29.9
20.6 - 30.8
18.5-30.4
19.3-30.4

245
14.1
31.3

Cl-a

0.18-1.2
0.3-2
0.43-24
0.26-6.2
0.32-2.2
0.28 - 2.1
0.28 - 3.8
0.24-2.9
0.24-21
0.6-3.8

1.15
0.18
6.2

Datos obtenidos de la ‘Base de Datos del Proyecto SEMARNAT-2002-C01-0278’, elaborada por Pacheco-Ayub y Herrera-Cervantes

(2008).
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Por otro lado, no es sorprendente el encontrar en el presente estudio tasas de
crecimiento mayores en relacion a las reportadas por Barrios-Ruiz et al. (2003), ya
que sus semillas fueron transferidas del Pacifico al Golfo de California, por lo que se
esperaria que el bajo desempeno de estas estuviera, asociado a la falta de
adaptaciones requeridas en un medio ambiente estresante como lo es la Bahia de La
Paz, un sitio donde se presentan mucho mayores temperaturas promedio que las de
la laguna Ojo de Liebre, y asi como la menor productividad primaria promedio de

todos los sitios, incluyendo Bahia de Loreto (Tabla 8).

A la fecha, ademas del estudio de Barrios-Ruiz et al. (2003) no existen otros estudios
publicados en relacion al desemperfio obtenido de N. subnodosus al utilizar semillas
transferidas del Pacifico al Golfo de California. Sin embargo, existe informacion
registrada por la Sociedad Cooperativa Mujeres del Golfo, quienes utilizaron en un
cultivo en Bahia de Loreto, semillas producidas en laboratorio de reproductores
provenientes de la laguna Ojo de Liebre. Esta sociedad reporté un peso promedio de
musculo de 8.4 g, 6 con una tasa aritmética de crecimiento muscular estimada de
0.0093 g dia™ después de un periodo de cultivo de 30 meses (900 dias). Lo anterior
contrasta con la tasa aritmética de crecimiento en musculo obtenida en el presente
estudio hasta los 476d de cultivo, la cual se estimé a posteriori en 0.0147 g dia™, lo
que representa cerca de un 50% mas. Esta disparidad en crecimiento de semillas
introducidas vs. nativas coincide con lo reportado por Cruz et al. (1998) para
Argopecten ventricosus (pectinido nativo de la peninsula de Baja California) al
evaluar semillas de Bahia Magdalena (costas del Pacifico) transferidas a Bahia
Concepcion (Golfo de California), quienes ademas encontraron una menor
supervivencia de las semillas transferidas. Por otro lado, cuando se transfirid a la
poblacion de Bahia Concepcién a Bahia Magdalena no hubo diferencias en
supervivencia, y el crecimiento tanto de la poblaciéon de Bahia Concepcion como de
la de la Bahia Magdalena superd en casi el doble de biomasa y peso total, el
alcanzado por ambas poblaciones cuando se evaluaron en Bahia Concepcién. Sin
embargo, cabe destacar que la poblacién Concepcidén no fue superior a la poblacion
Magdalena en ningun caracter de crecimiento evaluado, por lo que el traslado de la

poblaciéon de Concepcion a Bahia Magdalena no trae ventaja alguna.
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Adicionalmente al trabajo de Cruz et al. (1998), son pocos los estudios que han
evaluado, en paralelo a una misma poblacién o grupo genético en condiciones
ambientales contrastantes como las presentes entre el Golfo de California y el
Pacifico. Entre ellos esta el de Ascencio-Michel (2008), quien evalué el rendimiento
del ostion Crassostrea gigas cuando este es cultivado en paralelo en costas del Golfo
de California y del Pacifico, este autor encontré un efecto altamente significante de
las condiciones ambientales (temperatura y productividad) sobre el rendimiento del
ostion. Esto es, el crecimiento alcanzado en las costas del Golfo de California fue
menor al 50% del alcanzado en el Pacifico. En el caso de la almeja Nodipecten
subnodosus, aunque no se han realizado estudios en paralelo entre costas de la
peninsula de Baja California, el comportamiento en cuanto a crecimiento altamente
contrastante entre costas es caracteristico de los pectinidos evaluados, como se

discutira en la siguiente seccion.

En los estudios de crecimiento de N. subnodosus que se han realizado en una u otra
costa de la peninsula de Baja California, se ha observado que las tasas aritméticas
de crecimiento de esta especie cuando es cultivada en las costas del Pacifico son
mucho mayores (0.21 mm dia™ a 0.25 mm dia™) que las reportadas (0.14 a 0.17 mm
dia™) en las costas del Golfo de California (Tabla 7), lo cual puede ser explicado
debido a la mayor productividad y menores temperaturas que se presentan en las
costas del Pacifico (Tabla 8), como fue demostrado antes para el ostion (Ascencio-
Michell 2008), y mas recientemente observado por Arellano-Martinez (com.
personal). Se sabe que la cantidad de alimento disponible en el medio es el principal
factor que regula el crecimiento y la produccion de los moluscos, incluyendo a los
pectinidos (Thompson & MacDonald, 2006). En el caso de la almeja N. subnodosus,
esto es demostrado al realizar una comparacion de la produccion en musculo
alcanzada entre sitios con diferentes condiciones ambientales. Por ejemplo, en un
cultivo en Bahia Magdalena (sitio de bajas temperaturas y alta concentracion de
alimento) se reportd un crecimiento de musculo de 55 g (pre-desove) en un periodo
de 18 meses (3.05 g mes™) (Racotta et al., 2003), asi como de cultivo en Bahia
Magdalena, y Maldonado-Amparo et al. (2004) para el mismo sitio registran un

crecimiento maximo de aproximadamente 38 g antes del desove en un periodo de 17
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meses (2.24 g mes™") 0 29 g post-desove en un periodo de 21 meses (1.38 g mes™)
(Maldonado-Amparo et al., 2004). Por otro lado, Osuna-Garcia (2006), reporté un
crecimiento de musculo de 40.7 g en un periodo de 22 meses (1.85 g mes™) en la
laguna Ojo de Liebre, un sitio también con bajas temperaturas pero menores
concentracion de alimento que Bahia Magdalena, aunque también considerado un
Centro de Actividad Bioldgica (Lluch-Belda et al., 2000). Lo anterior es altamente
contrastante con lo encontrado en este estudio en Bahia de Loreto durante un
periodo de 16 meses, en donde los organismos diploides alcanzaron un peso de
musculo de 8 g predesove (0.53 g mes™) y 7 g postdesove (0.44 g mes™), lo cual
puede ser adscrito directamente a las altas temperaturas y la menor cantidad de
alimento disponible en este sitio. Por otro lado, la diferencia encontrada entre lo
reportado en Bahia Magdalena por Racotta et al. (2003) realizado de 1999 ha 2000,
y el de Maldonado-Amparo et al. (2004) realizado del 2001 a 2002, fue la diferencia
de temperatura interanual (ver tabla 8). Esta conclusion se deriva de lo encontrado
por Gonzalez-Estrada (2003) en cuanto a la temperatura Optima de crecimiento bajo
condiciones de laboratorio de juveniles de N. subnodosus de la laguna Ojo de Liebre
(origen de la semilla en ambos estudios) habiendo sido de 22° C, por lo que la
temperatura observada (21.3°C en promedio) durante el 2000 se aproxima mas a la

temperatura optima que la observada en el 2002 (18.7°C).

8.3. Supervivencia

En este estudio se observd una alta supervivencia promedio mensual en ambas
ploidias (97%), tal como lo reporté Maldonado-Amparo et al. (2004) para esta misma
especie en Bahia Magdalena. La supervivencia al final del estudio también fue alta
tanto para diploides (72%) como para triploides (70%). Este resultado contrasta con
lo observado por Barrios-Ruiz et al. (2003) en Bahia de La Paz (44%), y por Villalejo-
Fuerte et al. (2004) en Bahia de Loreto (40%). La alta supervivencia observada en el
presente estudio, irrespectivo de la condicion de ploidia, puede ser explicada
parcialmente por el hecho de haber utilizado reproductores silvestres de Bahia de

Loreto para la produccién de los grupos experimentales, asi como un sistema de
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desove controlado para la obtencidn de ovocitos y esperma por separado, para evitar
la autofecundacion. En este sentido, la utilizacion de reproductores nativos garantiza
que los descendientes estén adaptados a las condiciones ambientales en este sitio,
como ha sido demostrado para la almeja catarina, Argopecten ventricosus (Cruz et
al., 1998). No existen otros estudios publicados sobre supervivencia de la almeja
mano de ledn N. subnodosus cuando se utilizan semillas producidas con
reproductores de la laguna Ojo de Liebre para ser cultivados en sitios dentro del
Golfo de California. Sin embargo, si existe documentacion del sector productivo
social que demuestra la importancia de considerar el origen de la semilla para la
realizaciéon de los cultivos. Por ejemplo, en Bahia de Loreto se han encontrado
supervivencias del 40% durante un periodo de cultivo de 30 meses para semillas
producidas con reproductores de la laguna Ojo de Liebre (Martha Apoloni, com.
personal). Como se menciond en parrafos anteriores, estas bajas supervivencias
pueden ser resultado de falta de adaptacién a altas temperaturas, cuando se usan
reproductores de origen de ambientes muy diferentes. Lo anterior es apoyado por el
hecho de que estudios recientes han demostrado que las poblaciones del Golfo de
California difieren genéticamente de la poblacion de la laguna de Ojo de Liebre
(Petersen et al., 2008a).

Por otro lado, aunque en el presente estudio no hubo diferencias en supervivencia
entre ploidias, si se observd una menor supervivencia para ambas ploidias entre las
edades de 84 a 186 dias de cultivo (entre junio y septiembre de 2008), la cual fue
significativamente diferente respecto al resto de los intervalos de tiempo de cultivo.
En este sentido, se ha demostrado que en juveniles de algunos pectinidos
(Argopecten irradians irradians, A. circularis, A. purpuratus, Chlamys opercularis)
(MacDonald et al., 2006), del mejillén Mytilus edulis (Hamburger et al., 1983), asi
como del cangrejo Callinectes sapidus, existe un mayor consumo de oxigeno que en
los de mayor talla, y en, donde se ha concluido que los juveniles son mas

susceptibles a las condiciones adversas del ambiente (Tankersley & Wieber, 2000).

Ademas de lo anterior, la baja supervivencia en este periodo pudo ser consecuencia

tambien de un incremento en la tasa metabdlica en respuesta al incremento de la
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temperatura ocurrido ese primer verano. El metabolismo de los bivalvos tiene costos
asociados con el mantenimiento de funciones corporales o metabolismo basal,
costos mecanicos de alimentacion, y costos fisiologicos de procesos de digestion y
absorcion, asi como los de crecimiento (Hawkins & Bayne, 1992). Se sabe que en
respuesta a incrementos en temperatura, los moluscos, incluidos los pectinidos,
incrementan sus tasas metabdlicas y por ende su consumo de oxigeno (MacDonald
et al., 2006). Sin embargo, un posible incremento en el gasto metabdlico, por ejemplo
asociado con tasas de filtracibn o aclaramiento, no estuvo pareado con un
incremento en alimento disponible, como es observado en latitudes frias, donde la
disponibilidad de alimento se considera el factor principal que afecta el crecimiento
(MacDonald & Thompson, 1985). En latitudes tropicales como es Bahia de Loreto, el
incremento en temperaturas que ocurre en el verano (arriba de 25°C), va
directamente asociado con un decremento en la productividad primaria, lo cual trae
como consecuencia un balance fisiolégico o metabdlico negativo en los oranismos
(Pilditch y Grant, 1999), que a su vez resulta en un reducido crecimiento y en una
baja supervivencia si el alimento disponible no es suficiente para mantener el
metabolismo basal (Bayne y Newell, 1983). De hecho, en este estudio se hizo
evidente un reducido crecimiento en biomasa a los 137 dias de -cultivo,
independientemente de la ploidia (ver Fig. 23). Aunque justo en el periodo siguiente
(186 dias) el crecimiento en biomasa se incrementé nuevamente, pero esto ocurrio
en mayor grado en los triploides, lo cual puede ser explicado por una respuesta de
aclimatacion a la temperatura. La aclimatacion compensatoria de las tasas
metabdlicas se considera una adaptacion fisiologica importante en mantener el
crecimiento en ambientes inestables en términos de temperatura (Weiser, 1973 y
Newell, 1979, citados por Pilditch & Grant 1999), sin embargo, cuando tal
aclimatacién ocurre en condiciones de baja disponibilidad de alimento, esto puede
resultar en la baja supervivencia observada. Aunque en las edades de 406 y 476
dias de cultivo, que corresponden al segundo verano durante este estudio, se
observo la misma tendencia del inicio en el aumento de temperaturas y una baja en
la concentracién de clorofila-a, ésta no resulté en un decremento en el porcentaje de

supervivencia para ninguna de las ploidias, sin embargo si se reflejo en una pérdida
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de biomasa, tanto en diploides como en triploides, lo que indica un balance fisioldgico

negativo.

8.4. Desarrollo gonadico en diploides y grado de esterilidad en triploides

Los resultados mostraron que cerca del 50% de los organismos diploides alcanzaron
la primera madurez sexual en el dia 406 de cultivo (junio del 2009), cuando estos
alcanzaron una talla promedio de 6.6 cm de altura de la concha, la cual fue
evidenciada por la presencia de estadios de desarrollo avanzado y de madurez.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Villalejo-Fuerte et al. (2004) para
la misma especie (junio-julio, 6.8 a 7.2 cm de longitud de concha). El periodo y talla
de desarrollo gonadico observado en este estudio coincidid con un aumento de la
temperatura del agua, lo cual concuerda con el hecho de que la temperatura es uno
de los principales factores que regulan la gametogénesis y el ciclo reproductivo de
los bivalvos marinos (Sastry & Blake, 1971; Sastry, 1979; Barber & Blake, 1983;
Barber & Blake, 1991, citados por Barber & Blake, 2006). Por otra parte,
adicionalmente a los factores exdgenos como la temperatura, también existen
factores enddgenos (neuronal y hormonal), cuya expresién esta asociada con la talla
de primera madurez de los organismos (ver Barber & Blake, 2006). La regulacion de
la gametogénesis por factores enddgenos explica por qué en este estudio los
organismos no iniciaron su gametogénesis en julio del 2008, sino hasta junio del

2009, aunque fueron las mismas condiciones ambientales.

En contraste, el andlisis histolégico mostré que los organismos ftriploides se
mantuvieron en el estadio de indiferenciado (con acinos con células germinales no
diferenciadas) durante todo el ciclo de cultivo, evidenciando una esterilidad total.
Estos resultados concuerdan parcialmente con lo observado para esta misma
especie por Maldonado-Amparo et al. (2004), con la unica diferencia que en ese
estudio el arresto de la primera gametogénesis ocurrido en el estadio de ovocito

previtelogénico o en el de espermatocito.
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En otros estudios con pectinidos triploides se ha observado que la gametogénesis-
maduracidén en triploides con esterilidad parcial presenta un retraso temporal en
comparacién con los diploides (Ruiz-Verdugo et al., 2000; Maldonado-Amparo &
Ibarra, 2001a; 2001b), lo cual podria explicar el no encontrar un desarrollo similar en
triploides cultivados en Bahia de Loreto por un periodo menor al requerido para
alcanzar la madurez sexual en talla adulta. Esto es, se desconoce si triploides de N.
subnodosus cultivados en Bahia de Loreto podrian alcanzar una esterilidad similar a
la encontrado en Bahia Magdalena (95%) por Maldonado-Amparo et al. (2004) a una

edad aproximada de dos afos.

8.5. Triploidia como una alternativa para el cultivo de Nodipecten subnodosus

en el Parque Nacional Bahia de Loreto

En este estudio quedé demostrado que el uso de organismos triploides de esta
especie si provee una alternativa para su utilizacion en la produccidon acuicola en
este sitio. Esto se debe a que: 1) los organismos triploides si presentan una ventaja
en produccion al presentar una ganancia en peso del musculo aductor del 76%
mayor respecto a los diploides y 2) debido a la esterilidad mostrada de los
organismos triploides en comparacion con la primera madurez sexual de los
diploides. Aunque no se evalud hasta la segunda madurez gonadica, se espera que

sea similar a la reportada (95%) por Maldonado-Amparo et al. (2004).

La esterilidad observada en los triploides indica que el impacto potencial negativo por
introgresidon génica de los organismos introducidos al cultivo seria reducido
considerablemente, en comparacion con el impacto potencial que presentan los
diploides. Se esperaria que tal introgresion génica por parte de los diploides
resultara en una pérdida importante de la variabilidad genética en la poblacion
silvestre de Bahia de Loreto, debido a que la semilla producida en laboratorio se
deriva de pocos reproductores y tiene una variabilidad genética menor que las
poblaciones silvestres como ha sido demostrado para esta especie (Petersen et al.,

2008b; 2008c), asi como para otras especies de importancia comercial de uso en
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acuicultura (Gaffney et al., 1992; Smith & Conroy, 1992; Blake et al., 1997; Norris et
al., 1999; Ward et al., 2003; Evans et al., 2004; Li et al., 2004).

Aunque los resultados de crecimiento y esterilidad en triploides de la almeja mano de
ledn Nodipecten subnodosus obtenidos en este trabajo son alentadores para
proponer el uso exclusivo de triploides para cultivo en el Parque Nacional Bahia de
Loreto, tal propuesta no puede ser aun realizada, debido a que la produccién de
organismos triploides por métodos quimicos, como el utilizado en este estudio,
presenta desventajas como lo es la baja supervivencia larvaria de embrion hasta el
primer estadio larvario (larva veligera inicial) asociada a la toxicidad del quimico
empleado (citocalacina-B : CB), la cual respecto al grupo control no tratado en este
estudio fue del 50% (Tabla 9).

Estos resultados coinciden con lo reportado en otros estudios donde se ha
encontrado una mayor mortalidad en éste estadio larvario por efecto del tratamiento
quimico con CB en N. subnodosus (Maldonado-Amparo et al., 2004) y otros
pectinidos de importancia comercial (Baron et al., 1988; Ruiz-Verdugo et al., 2000;
Cogswell et al., 2006). Aunado a lo anterior, existe otro efecto de la induccion a la
triploidia por métodos quimicos: el decremento en el porcentaje de triploides a lo
largo de los primeros estadios de desarrollo (larva hasta semilla). El éxito en la
obtencion de semilla con alto porcentaje de triploidia y supervivencia cuando se
utiliza el quimico CB ha sido reportado como dependiente de la especie (Beaumont &
Fairbrother 1991), lo cual se confirma al comparar los estudios de induccion de la
almeja A. ventricosus (Ruiz-Verdugo et al., 2000), de la almeja N. subnodosus
(Maldonado-Amparo et al.,, 2004) y en el presente estudio. En éste trabajo se
observd una reduccion en el porcentaje de triploidia a partir de larva pediveligera
(80% de triploidia) hasta semilla (30% de triploidia). Debido a que en los triploides se
registr6 una mayor mortalidad (50% mayor) que en los diploides entre estos estadios
de desarrollo, la causa del decremento en porcentaje de triploides pudo ser debido a
una mortalidad diferencial entre ploidias (Tabla 8). Una mortalidad significativamente

mayor de larva veligera a semilla en triploides ha sido reportada en A. ventricosus
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(Ruiz-Verdugo et al.,, 2000) y N. subnodosus, lo cual ha sido asociada con un

decremento en el porcentaje de triploidia (Maldonado-Amparo et al., 2004).

Tabla 9. Porcentajes de triploidia y supervivencia obtenida de larva-D hasta la ultima
evaluacion en el presente estudio.

) % TRIPLOIDIA % SUPERVIVENCIA
ETAPA DE EVALUACION ENCONTRADA RESPECTO AL GRUPO
EN CADA EVALUACION CONTROL
LARVA
Larva D 80% 50%
Larva Fijadora (pediveligera) 80% 100%
SEMILLA - PREENGORDA
Semilla inicio de preengorda 30% 50%
Semiilla final de preengorda (edad 0) 30% 76%
ENGORDA
36 dias de cultivo 26.6% 76%
84 dias de cultivo 33.3% 76%
137 dias de cultivo 26.6% 76%
186 dias de cultivo 31.6% 76%
231 dias de cultivo 30% 76%
282 dias de cultivo 30% 76%
351 dias de cultivo 23.3% 76%
406 dias de cultivo 26.6% 76%
476 dias de cultivo 27.3% 76%
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Los problemas que representaria el no obtener semilla con un 100% de triploidia
para uso comercial de esta especie en el Parque Nacional Bahia de Loreto serian
por una parte, que la ventaja productiva de los triploides se veria disminuida por los
organismos siendo diploides dentro del grupo, y por otra parte un posible impacto
genético sobre la poblacidn silvestre debido a la maduracidn gonadica y desove de
los diploides, que podria resultar en una introgresion con la poblacion silvestre.
Independientemente de lo anterior, es importante mencionar que el cultivo de
triploides mezclados con diploides es sin lugar a dudas una mejor alternativa que el
cultivo solo de diploides, y es aun mejor que el cultivo de diploides transferidos de la

poblacioén del Pacifico.

La produccion de moluscos triploides puede realizarse con un meétodo alterno, que es
el de apareamiento entre individuos tetraploides y diploides (Guo et al., 1996),
produciendo lo que se conoce como ‘triploide biolégico’, como es el caso del ostion
japonés Crassostrea gigas, para el cual ya se producen triploides con un éxito del
100% asi como con mayores supervivencias larvarias (Eudeline et al., 2000). Aunque
esta pareceria ser una solucidon al problema de no obtener un 100% de triploides
cuando se utiliza el método quimico, la obtencién de organismos tetraploides de
almeja N. subnodosus presenta un problema, ya que el método de produccién de
tetraploides requiere de la obtencion de ovocitos de hembras triploides no totalmente
estériles, los cuales son fecundados con esperma de organismos diploides, para
luego inhibir la extrusion del primer cuerpo polar mediante el uso de citocalacina-B
para retener cuatro juegos cromosémicos en el cigoto (Guo & Allen, 1994; Eudeline &
Allen, 2000). Dado que se ha determinado que los triploides de esta especie
presentan una esterilidad practicamente total (Maldonado-Amparo et al. 2004, y el
presente trabajo), la obtencidén de ovocitos triploides es practicamente imposible, por
lo que se requiere de futuras investigaciones con el objetivo de lograr la produccion

de tetraploides directamente a partir de organismos diploides.

Finalmente, debido a que los moluscos tetraploides como el ostion japonés y la
almeja catarina A. ventricosus son fértiles (Guo et al., 1996; Guo & Allen, 1997; AM

Ibarra, datos no publicados) a diferencia de los triploides, es importante resaltar que
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de lograrse la produccion de los mismos, estos deberan ser mantenidos en
condiciones controladas, fuera de cualquier sistema costero donde se encuentren
poblaciones silvestres de esta especie para evitar cualquier entrecruzamiento entre
ellos. Tal entrecruzamiento resultaria en la generacién de triploides, lo que
ocasionaria una reduccion en la capacidad reproductiva de la poblacion nativa por la

presencia de organismos triploides y estériles.
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9. CONCLUSIONES

Los organismos triploides de la almeja mano de ledn Nodipecten
subnodosus si presentan una ventaja en crecimiento sobre los organismos

diploides cuando son cultivados en el Parque Nacional Bahia de Loreto.

Los organismos triploides presentaron una esterilidad total hasta la edad

evaluada.

No se observo una diferencia en supervivencia entre ambas ploidias pero si
un efecto de las condiciones ambientales en la supervivencia de tallas

pequenas en ambas ploidias.

La ventaja en crecimiento de los triploides esta asociada no solo con la
esterilidad en los mismos, sino también con las condiciones ambientales
presentes en los meses de verano en Bahia de Loreto, como son altas

temperaturas y baja disponibilidad de alimento.

El uso de organismos triploides de la almeja mano de ledn Nodipecten
subnodosus permitira realizar cultivos de alto rendimiento y bajo impacto
genético por la esterilidad total presentada en el Parque Nacional Bahia de

Loreto cuando se solvente el problema de obtener un 100% de triploidia.
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10. RECOMENDACIONES

Evitar la introduccion de organismos de cultivo producidos con
reproductores obtenidos de sitios diferentes (y posiblemente con

adaptaciones diferentes).

Es recomendable que los estudios realizados a futuro en cuanto a
crecimiento y supervivencia de esta y otras especies de moluscos, indiquen
el origen de la semilla utilizada, y estandaricen la estimacion de tasas de
crecimiento con fines de realizar comparaciones e inferencias de diferentes

trabajos.

Es necesario optimizar la biotecnologia para la produccion de triploides de
esta especie, de tal manera que se alcance un 100% de triploidia inicial, y

esta sea mantenida durante el crecimiento o engorda en campo.

Realizar la evaluacion de organismos triploides en una segunda madurez
sexual con fines de establecer si la esterilidad del 100% es mantenida en

organismos de mayor edad-talla que las evaluadas en el presente trabajo.

Llevar a cabo estudios asociados a la movilizacion de reservas energéticas
asi como de tasas fisioldgicas tanto en diploides como triploides cuando son
sometidos a diferentes temperaturas y condiciones de alimentacién, pero
dentro de los rangos observados en la distribucion de las poblaciones de
esta especie con el fin de que sean demostrativos de condiciones

ambientales reales.

Realizar estudios encaminados a la produccion de organismos tetraploides,
a partir de gametos diploides, debido a la alta esterilidad observada en los

triploides de esta especie en particular.
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