Induccién al desove de la Concha Prieta Anadara
fuberculosa (Sowerby, 1833) en condiciones de
laboratorio

Induction of spawning of the mangrove cockle Anadara fuberculosa
(Sowerby, 1833) under laboratory conditions

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue inducir el desove de la Anadara
tuberculosa mediante la disminucién y aumento de salinidad en
condiciones de laboratorio. Los reproductores de estos moluscos
se recolectaron en el sitio San Felipe, del cantén San Vicente, en
octubre de 2012. Se describe el desarrollo embrionario y larvario
de este molusco, obteniendo larva tipo D entre las 16 y 18 horas
después del desove. Durante los 17 dias del cultivo larvario, las
Biolg. Roberto Retamales-Gonzalez PhD. larvas fueron alimentadas con una mezcla de microalgas de
Chaetoceros gracilis e Isochrysis galbana, logrando una tasa de
Ingenieria en Acticultura y Pesquerias crecimiento de 4,755 um/dia.. El desarrollo embrio.nario y larvario
roretamales @gmail.com de la A. tuberculosa es semejante a las otras especies de moluscos
rretamales @ utm.edu.ec bivalvos. La contaminacion por protozoarios y bacteriana fue uno
de los principales factores de mortalidad de las larvas, limitando la
fase final del cultivo larvario.
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ABSTRACT

The aim of this research was to induce the spawning of Anadara

tuberculosa by decreasing and increasing the salinity in laboratory

conditions. The broodstock of these molluscs were collected in

San Felipe, San Vicente in October 2012. The research shows (?)

the embryonic and larval development of the molluscs obtaining

Consultor larvae type D between 16 and 18 hours after spawning. In the larval
culture, the larvae were fed a mixture of microalgae, Chaetoceros
gracilis and Isochrysis galbana, during 17 days of culturing,
achieving a growth rate of 4,755 pum/day. The embryonic and
larval development of A. tuberculosa was similar to other species
of bivalve molluscs. The pollution by protozoans and bacteria was
one of the principal factors of mortality of the larvae, limiting the
final phase of the larval culture.
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1. INTRODUCCION

a acuicultura de moluscos bivalvos
representa una alternativa econé-
micamente viable y ambientalmente
sostenible debido a la posibilidad de operacion
a gran escala, contribuyendo en la reduccién
del esfuerzo pesquero en la zona costera
(Pipitone et al., 2000).

Anadara tuberculosa es un molusco bivalvo
que habita fondos lodosos de los manglares
desde Baja California hasta Peru (Keen,
1971), siendo una especie de un recurso
econémico y de subsistencia importante para
las poblaciones costeras.

La induccion al desove es trascendental para la
produccion de semillas de moluscos bivalvos en
laboratorios e involucra el control de los tiempos
de reproduccion de los individuos con el fin de
obtener el maximo valor de fertilizacion (Helm et
al., 2006). Para aplicar métodos de induccion,
tales como cambios de temperatura y salinidad,
es importante comprobar que el organismo se
encuentre en optimas condiciones fisioldgicas,
con la finalidad de que los huevos y larvas
presenten los mejores indices de viabilidad
(Loor, 2012).

Existen muchos estimulos para inducir al
desove en los moluscos bivalvos, entre ellos
estan los fisicos como cambios de temperatura
y salinidad; los mecanicos como la exposicion
al aire libre previo al desove, el incremento
de la concentracion de particulas (alimento)
suspendidas en el agua y el producido por
medio de choques eléctricos; los quimicos
como la adicién en el agua de cloruro de
potasio, peréxido de hidrogeno y la inyeccion
de monoaminas como serotonina, dopamina
y norepinefrina, o la inyeccién de esteroides
sexuales, y por ultimo los estimulos bioldgicos,
como la introduccién de extractos de gdénadas
maduras en el agua. Todos ellos son objeto de
investigaciones con la finalidad de establecer

el método que sea mas efectivo para inducir al
desove (Velasco, 2008).

En ambientes naturales, los cambios de
salinidad al igual que los de temperatura
producen desoves en bivalvos de zonas
tropicales y templadas (Stuardo y Martinez,
1974; Parwadani, 2011), causadas
principalmente por stress osmético (Fong et
al., 1995). Estudios de induccion en laboratorio
mediante cambios de salinidad en Rangia
cuneata, Crassotrea virginica y Geukensia
demissa han dado resultados positivos (Nava
y Garcia, 2010).

El objetivo de la presente investigacion fue
inducir al desove a A. tuberculosa a través
de cambios de salinidad en condiciones de
laboratorio y asi obtener huevos y larvas
viables para el cultivo controlado y la posterior
repoblacién de los habitats naturales.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Calidad del agua

Durante el cultivo, el agua dulce y de
mar utilizada, se desinfectd fisicamente
mediante filtracion a través de un bolso de
celulosa de 5 pm y quimicamente con la
aplicacion de cloro (Hipoclorito de sodio 10
ppm), recirculacion del agua por 24 horas
con la ayuda de una bomba sumergible y
posterior neutralizacion con tiosulfato de
sodio (10 ppm).

2.2. Obtencion de los reproductores

Los reproductores de A. tuberculosa se
recolectaron en el sitio San Felipe, del
canton San Vicente, en octubre de 2012, y
fueron trasladados en una caja térmica a los
laboratorios de cultivo.
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2.3. Acondicionamiento y maduracion de los
reproductores

En el laboratorio, los organismos fueron lavados
con abundante agua dulce filtrada y tratada para
eliminar el sedimento y la epifauna (epibiontes
e incrustantes) adherida a sus valvas. Luego
se realizé un analisis biométrico individual para
determinar la talla (mm) y peso (g).

Los reproductores (n= 50) con longitud total
promedio de 52,24+1,53 mm vy peso total
promedio de 42,27+4,06 g fueron colocados
en un tanque de fibra de vidrio de color negro
(2,45 m largo, 0,90 m ancho y 0,40 m altura)
con 300 litros de agua de mar filtrada y tratada,
con temperatura promedio de 24,60+0,26
°C, oxigeno disuelto promedio de 5,25+0,23
mg/L, salinidad promedio de 32,39 + 0,19
ups, con recambio de agua del 100 % diario
durante el acondicionamiento y maduracion
de los reproductores y alimentados con una
racion diaria de 100 litros de Chaetoceros
gracilis (concentracién promedio de 1,03x108
+ 3,45x105 cel/ml) y 100 litros de Isochrysis
galbana (concentracion promedio de 1,96x10°6 +
7,42x10° cel/ml),

2.4. Induccion al desove

La induccidon al desove se realizd mediante
cambios de salinidad, colocando a los
reproductores en un tanque de 100 litros con
agua dulce a 0 ups durante 60 minutos; con
exposicion de los organismos a desecacion por
30 minutos, y posteriormente en agua salada con
32 ups durante 60 minutos.

Cuando los organismos comenzaron a desovar,
se dejo aproximadamente 1 hora para que
terminaran de expulsar la mayor parte de sus
gametos y se produjera la fecundacion. Los
espermatozoides y ovocitos se mezclaron
mediante agitacion suave.

Después de la fertilizacion, se procedi6 a filtrar
los huevos fecundados a través de un tamiz de
30 um con la finalidad de eliminar el exceso de
espermatozoides para evitar la poliespermia.
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2.5. Desarrollo embrionario y cultivo larval

El desarrollo embrionario y larvario se llevo
a cabo en tanques de fibra de vidrio de 300 L,
con agua de mar filtrada, tratada y con aireacion
suave.

Al dia siguiente, después de la fecundacion,
se filtrd el agua del tanque de cultivo utilizando
varios tamices con ojo de malla de 30, 60 y 100
pm. para desechar los residuos de huevos no
fertilizados y larvas trocéfora muertas. Las larvas
tipo D quedaron retenidas en el tamiz de 30 ymy
posteriormente fueron trasladadas a un tanque de
fibra de vidrio de 300 L. Se describié el desarrollo
embrionario y larvario de A. tuberculosa hasta
el final del cultivo mediante observacion al
microscopio.

2.6. Alimentacion larvaria

Se proporciond la primera alimentacion en el
estadio de larva D en base a una mezcla de
microalgas de pequefo tamafo celular como
Chaetoceros gracilis (2 L) e Isochrysis galbana
(2L), a una concentracion de 1,35x10%y 2,25x104
células/ml, respectivamente. En los siguientes
dias se agregdé 500 ml de microalgas de cada
especie hasta el final del cultivo.

2.7. Parametros fisico - quimicos del agua

Datos de temperatura, oxigenodisueltoy salinidad
se registraron diariamente a las 08:30 y 16:00,
utilizando un equipo multipardmetros portatil
marca YSI 550 A® y un refractometro marca VEE
GEE, modelo STX-3®, respectivamente.

2.8. Crecimiento larvario

La tasa de crecimiento diario se obtuvo utilizando
la ecuacion de Gulland (1983):

TCA = (Lt,— Lt)/ (T, - T,)

Donde Lt, y Lt, son las mediciones de longitud total
enlosinstantesdetiempo T, y T respectivamente.
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Se utilizé un sistema cerrado de suministro de
agua a temperatura ambiente por medio de filtro
de grava y arena para reutilizar el agua de los
tanques de mantenimiento de reproductores y
cria larvaria, y reducir el tratamiento quimico
de la misma. El agua salobre (8 ups para
aclimatacién de reproductores y 12 ups para
cria larvaria) se obtuvo de la mezcla de agua
dulce con agua salada. El agua dulce o salada
utilizada se desinfectd fisicamente mediante
filtracion, a través de un bolso de celulosa de 5
pm y quimicamente con la aplicacion de cloro (10
ppm), recirculacion del agua por 24 horas, con
la ayuda de una bomba sumergible, y posterior
neutralizacién con tiosulfato de sodio (10 ppm).

3. RESULTADOS

3.1. Desarrollo embrionario y larval

Una hora después del desove, se observo
huevos fecundados (o =60 pm), la formacién
del cuerpo polar y la primera y segunda division
celular (donde el huevo fecundado se divide en
dos células desiguales (Fig. 1a)). A las dos horas,
se visualizé huevos en la cuarta division celular
y algunas en estadio de morula temprana (Fig.
1b). El huevo en fase de blastula y gastrulas fue
observado a partir de las cuatro horas posteriores
al desove. En esta fase, se da inicio a la aparicion
de los primeros cilios, con movimientos leves y
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giros sobre su propio eje y natacion no definida
(Fig. 1c); posteriormente aparece el flagelo apical
y el embrién presenta alta motilidad con giros
sobre su propio eje y de traslacién (Fig. 1d).

La larva trocéfora sin flagelo apical, se observo
a las siete horas luego del desove. En esta fase
se detallan los cilios con mayor grosor, con una
natacidon muy activa, rotando sobre su mismo eje
y con forma triangular (Fig. 1e, f).

Entre las 10 y 12 horas, comienza a formarse
la concha en la larva trocéfora y empieza a
acomodar sus penachos de cilios. Se dispone
a transformarse en Larva “D” por lo que se
encuentra en transicion a esta fase. Sigue
presentando gran motilidad (Fig. 1g, h).

La aparicién de la larva “D” se observo entre las
16 y 18 horas. En esta fase, ellas acomodan
los cilios de manera tal que sus movimientos,
les permiten generar una corriente de agua
que succione el alimento hasta su boca, para
alimentarse, por lo que ya se visibiliza alimento en
su sistema digestivo y se observa una charnela
recta (Fig. 1i).

Durante el desarrollo larvario, al octavo dia, se
tornd visible el umbo, con una longitud promedio
de 121,09 + 5,55 um (Fig. 1j). Al dia 16, después
de la fecundacion, se observé la presencia de la
mancha ocular, con una longitud promedio de la
concha de 193,08 + 7,72 ym (Fig. 1k).

Figura 1. Desarrollo Embrionario y Larval de A. tuberculosa. A: huevos fecundados; B: células en divisién; C: huevo fases de
gastrula con los primeros cilios; D: Embrién con flagelo apical; E y F: Larva trocéfora con forma triangular; G y H: Transformacion
de la larva trocéfora en larva D; |: Larva D con charnela recta; J: Larva D con umbo; K: Larva D con mancha ocular. Fl: Flagelo;

Ci: Cilios; Um: Umbo; Oc: Mancha ocular.
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3.2. Alimentacion Larvaria

Desde el estadio Larva D (dia 2) hasta el
dia 9, la concentracion de algas se mantuvo
constante en un promedio de 1,83x104+5,05x10%

y 3,71x10%£9,32x10°% de C. gracilis e I. galbana,
respectivamente. Posteriormente hasta el dia
15 del cultivo se observd un aumento en la
concentracion de algas y disminucion en los dias
16 a 17 de cultivo, (Fig. 2).
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Figura 2. Concentracién promedio de C. gracilis e I. galbana (cel/mL) en relacién a dias de cultivo larvario

de A. tuberculosa.

3.3. Parametros fisico - quimicos del agua

Durante el cultivo larvario, la temperatura varié
entre 22,35 °C y 25,45 °C con un promedio de
24,67+0,22 °C; el oxigeno disuelto promedio
estuvo en 5,06+0,25 mg/L con un minimo de

3,90 mg/L y 5,75 mg/L como maximo y salinidad
promedio de 32,06+0,25 con datos minimo de 31
ups y maximo de 33 ups (Tabla 1). En la Figura 3,
se visualizan promedios diarios de temperatura,
oxigeno disuelto y salinidad durante el cultivo
larvario de A. tuberculosa.

Tabla 1. Parametros fisico — quimicos del agua del tanque donde se cultivaron las larvas de A. tuberculosa

durante dias de cultivo larvario.

Promedio
Parametro n Minimo Maximo
(¥*2SE)
Temperatura (°C) 18 24,67 (0,22) 23,45 25,25
Oxigeno Disuelto (mg/L) 18 5,06 (0,25) 3,90 5,75
Salinidad (ups) 18 32,06 (0,25) 31,00 33,00
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Figura 3. Promedios diarios de temperatura (°C), oxigeno disuelto (mg/L) y salinidad (ups) del
agua del tanque de cultivo de larvas de A. tuberculosa.

3.4. Crecimiento Larvario 93,57+4,42 uym y obteniendo después de 17 dias

de cultivo una larva en etapa de pre-asentamiento
EnlaFigura4sevisualizaelcrecimientolarvariode de 210+ 7,14 um de longitud total promedio con
A. tuberculosa en laboratorio, iniciando el cultivo  una tasa de crecimiento promediable de 4,755
con una larva D con longitud total promedio, de  um/dia.
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Figura 4. Crecimiento larvario de A. tuberculosa en laboratorio.

4. DISCUSION

La induccion al desove de moluscos bivalvos por
efecto de cambios en la salinidad del agua de
cultivo, ha dado buenos resultados en laboratorio,
por lo que A. tuberculosa no fue la excepcion.
Asimismo, los efectos de este parametro sobre
los mecanismos reproductivos de moluscos
bivalvos se ha enfocado en la viabilidad de larvas
y adultos y en los datos geograficos relacionados
con la distribucion de las concentraciones salinas
(Nava y Garcia de Severeyn, 2010).

Los resultados obtenidos en este estudio,
disminuyendo la salinidad de 32 a O ups y
aumentandola luego a 32 ups, podrian coincidir
0 ser aproximados a los obtenidos por Garcia
(1984), quien a pesar de no reportar valores
de desove, utilizdé los cambios de salinidad en
Polymesoda arctata, logrando desove en el
laboratorio y obteniendo gametos y embriones
viables, permitiendo fertilizaciones y etapas
larvales del ciclo de vida de esta especie. También,
Garcia de Severeyn et al., (1994), lograron inducir
altos desoves en Polymesoda sdlida, variando la
salinidad de 0 a 35 ups, y asi describir el ciclo
embrionario y larval de esta especie

El desarrollo embrionario y larvario en moluscos,
es semejante en todas las especies de bivalvos.
A. tuberculosa, refleja similitudes de forma
general con Tivela mactroides (Reverol et
al.,, 2004), Semele solida (Cisnero y Bautista,
2006), Chione cancellata (Rengel et al., 2010) y
Crassotrea iridescens (Loor, 2012), pero puede
diferir en alguno de los estadios. En este estudio
el desarrollo embrionario de A. tuberculosa se
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completd en 15 horas, logrando larva D entre
las 16 y 18 horas y logrando observar la mancha
ocular de las larvas a los 16 dias después de
la fertilizacion. En T. mactroides el embrién se
desarrollé en 5 horas y el ciclo de larvas dur6
22 dias (Reverol et al, 2004). C. cancellata
completa su desarrollo embrionario entre 18y 19
horas, obteniendo larvas D en 20 horas después
de la fecundacion y el estadio de pediveliger se
observé a los 22 dias (Rengel et al., 2010). En C.
iridescens (Loor, 2012) obtuvo larvas D entre las
22 y 24 horas, observandose la mancha ocular
en el dia 25, completando su ciclo larvario
en el dia 35, cuando logrd larvas asentadas
posteriores al desove. Las diferencias entre
estas especies de bivalvos pueden ser debidas a
caracteristicas taxondmicas y factores ecoldgicos
(Garcia de Severeyn et al., 1994).

Utting y Spencer (1991) establecen que la
cantidad, calidad y combinacién de microalgas
suministradas a larvas de moluscos, durante el
desarrollo larval, repercute en la supervivencia de
las larvas.

Las larvas de moluscos bivalvos alimentadas
con dos 0 mas tipos de microalgas tienen mayor
crecimiento y supervivencia que al suministrar
un solo tipo, debido a la complementariedad de
nutrientes que se logra al suministrar la mezcla
(Narvarte y Pascual, 2001; Helm et al., 2006;
Bayne, 2008; Velasco y Barros, 2008). Walne
(1970) y Helm et al., (2006) indican que una
mezcla de microalgas de alto valor nutritivo que
incluya un flagelado y una diatomea de tamafo
adecuado invariablemente acelera la tasa de
crecimiento y desarrollo larvario en los bivalvos.
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La tasa de crecimiento de las larvas de A.
tuberculosano se vio afectada por la concentracion
y mezcla de microalgas utilizadas en este estudio.
Esta mezcla de microalgas fue ratificada con
el crecimiento obtenido en las larvas de A.
tuberculosa utilizando C. gracilis e I. galbana,
asegurando una nutricion mas completa y
balanceada (Carrefio et al., 2012). Las variaciones
de las concentraciones algales durante los dias de
cultivo, tanto el incremento de las mismas, podria
ser explicado por la mortalidad de las larvas en
esos dias, lo que disminuye el consumo de éstas
y asimismo su descenso al final del cultivo como
consecuencia del aumento de la tasa de filtracion

de organismos de mayor tamafo.

La contaminacion por protozoarios y bacteriana
fue uno de los principales factores que provocéd
la mortalidad de las larvas, limitando la fase final
del cultivo larvario de A. tuberculosa debido a las
condiciones desfavorables de calidad de agua en el
laboratorio. Igual situacién ocurrié en C. madrasensis
(Samuel, 1983), Tivela mactroides (Reverol, et al.,
2004) y C. iridescens (Loor, 2012) donde este ultimo
manifiesta que los altos porcentajes de mortalidad
registrados en la larvicultura de este molusco bivalvo,
especialmente a partir del dia 7, pudo deberse a la
presencia de gran cantidad de protozoarios.
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