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RESUMEN

La presente tesis doctoral es el primer estudic que compara variables
morfoldgicas y fisiolégicas de ostiones adultos de Crassosirea gigas (especie
introducida de zona templada) y Crassostrea corteziensis (especie nativa sub-
tropical) con el fin de explorar sus respuestas al estrés térmico. El objetivo del
presente trabajo es explicar la mortalidad de verano en C. gigas, y evaluar si C.
corteziensis tiene mecanismos alternativos que disminuyan su estrés. Se
espera que éstos ademas sirvan como bioindicadores en programas de
seleccion genética y de evaluacidn de estrés ambiental. Se colectaron
mensualmente (abril 2005 a abril 20086) treinta ostiones C. corteziensis de las
raices de los manglares en la zona intermareal del Sistema Lagunar Bahia de
Ceuta, Sinaloa, México. Los ostiones C. gigas fueron muestreados en 2007 de
cultivos comerciales de la misma Bahia. Tres secciones transversales a nivel
medio visceral de 5 mm de grosor fueron fijadas en las soluciones Davidson,
Karnovsky y paraformaldehido para analisis histologico. Se compararon
diferentes métodos para evaluar el desarrollo gonadico en C. gigas y C.
corteziensis para definir una forma cuantitativa mas eficaz para comparaciones
interespecificas. Los resultados obtenidos con distintos metodos cuantitativos
fueron significativamente diferentes para cada estadio entre las dos especies,
indicando que la comparacion es sesgada, en el cual usualmente se asigna un
estadio de maduracion mas avanzada a C. gigas que a C. corteziensis. El area
de cobertura gonadica (ACG) fue la medida mas adecuada para comparar el
desarrollo gonadico enire especies debido a que es una escala continua y
objetiva. Se evaluaron las reservas y la acumulacion de dafio oxidativo
mediante el analisis de lipofuscinas en los principales tejidos asociados a la
reproduccién de C. gigas y C. corteziensis en respuesta a los cambios de
temperatura durante un ciclo anual bajo condiciones naturales. En C. gigas la
proliferacion de ovogonias y principios de vitelogénesis se presento en enero,
entre 20-21°C, madurando en mayo con un pico de desove en junio (25°C -
28°C) y un largo periodo de desoves hasta octubre (~30 °C). Esta especie
presentd una estrategia reproductiva conservadora de reservas biogquimicas,
evidenciado mediante los indices Lipidico vy de Carbohidratos, debido a que se
observo una disminucion de carbohidratos en el tejido conjuntivo vesicular
(principal tejido de reserva) durante la gameiogénesis. En comparacion, C.
corteziensis presentd una estrategia menos extrema en relacion a reservas que
C. gigas, pero aun asi con diferencia de reservas que parecen coincidir con una
estrategia parcialmente conservadora. Las hembras de C. gigas realizaron
mayor esfuerzo reproductivo al presentar el ACG maxima (54%) en el pico de
madurez de primavera. En contraste C. corteziensis presenté menor esfuerzo
reproductivo con valores altos de ACG en dos periodos de madurez ovarica, en
abril (34.7%) con un periodo de recuperacion y otro en agosto (36%). El
impacto en las reservas de carbohidratos almacenados en el tejido conjuntivo
vesicular fue mayor en el caso de C. gigas al disminuir hasta 36%, a diferencia
de C. corteziensis cuyos valores minimos llegaron al 49%. C. gigas presentd
una mayor acumulacion total de granulos de lipofuscinas que C. corteziensis,
particularmente durante el periodo de aumento de temperatura, posiblemente




indicando que la respuesta de estrés durante el ciclo de campo fue mayor en C.
gigas que en C. corfeziensis. Se observé que la sumatoria del area de
lipofuscinas de todos los tejidos analizados aumentaba en relacion con la edad
de los organismos, que podria indicar envejecimiento de los ostiones. Un
bioensayo en condiciones de laboratorio de 52 C. gigas y 58 C. corteziensis
mostré que el incremento de temperatura del agua de 22°C a 34°C con
incrementos de 2°C cada 2 dias causé maduraciéon de génada en ambas
especies, pero C. gigas presentd mayor proporcion de ovocitos degenerados
desde menores temperaturas, incrementando significativamente ésta a partir de
28°C cuando se activaron mecanismos fisiolégicos de defensa. En contraste,
C. corteziensis tuvo menos ovocitos degenerados (con vacuolas, reticulo
endoplasmatico distendido y ovocitos atrésicos) y menor dafio oxidativo,
cuantificado como produccion de lipidos peroxidados y acumulacién de
lipofucsinas. C. corteziensis mostro proliferacion de ovogonias y cambio de
sexo a temperaturas de 28 y 34°C. Se observo que las hembras de C. gigas no
tienen la misma eficiencia que las de C. corfeziensis en mecanismos que
permiten contrarrestar el estrés, como la induccion de proteinas de choque
térmico y la eliminacion del dafo celular por apoptosis o autofagia. En los
machos las células espermaticas son fagocitadas por los hemocitos que entran
en apoptosis cuando la temperatura aumenta a 28°C, pero en hembras, los
ovocitos ricos en vitelo contribuyen a altos niveles de lipidos peroxidados con la
consecuente acumulacion de lipofuscinas, un efecto que es mas evidente en C.
gigas y que podria ser una de las principales causas de altas tasas de
mortalidad en esta especie por exposicion a altas temperaturas. El dafio y las
respuestas compensatorias por incremento de temperatura son diferentes entre
sexos y especies, lo que puede hacer que C. gigas, y en particular las hembras
de esta especie, presente una mayor vulnerabilidad a eventos de mortalidad
masiva durante el verano asociada con incrementos de temperatura del agua.

Palabras clave: Esfuerzo reproductivo, desarrollo gonadico, dafio oxidativo,
apoptosis, lipofuscinas, ovocitos degenerados, proteinas de chogue térmico,
estrategia reproductiva conservadora, mortalidad




ABSTRACT

This doctoral thesis is the first study that compares morphological and
physiological variables of adult oyster Crassotrea gigas an introduced species
from temperate latitudes, and C. corteziensi a native subtropical oyster, in order
to explore their thermal stress responses. The goal of this study is to explain the
summer mortality in C. gigas, and assess whether C. corteziensis has
physiological or morphological features to cope with thermal stress. It is
expected that these could also serve as biomarkers in genetic selection
programs and in assessment environmental stress. Thirty C. corteziensis
oysters were collected monthly (April 2005 to April 2006) from mangrove roots
in the intertidal zone, in Bay of Ceuta Lagoon System, Sinaloa, Mexico. C. gigas
oysters were sampled in 2007, from farms in the same site. Three transverse
cross sections from the middle visceral region (5 mm thick) were fixed in
Davidson, Karnovsky, and paraformaldehyde for histological analysis. Different
methods to quantify gonad development in C. gigas and C. corteziensis were
compared, and it was found that the interspecies comparison is skewed, with
more advanced maturation stage usually assigned to C. gigas than to C.
corteziensis. Gonad coverage area (GCA) was the most appropriate measure of
gonadal development for comparing different stages of maturation in both
species because it is a continuous and objective scale methodology. C. gigas
and C. corteziensis gonad reserves and accumulation of lipofuscin oxidative
damage in the main tissues associated with the reproduction were evaluated as
a function of seasonal changes in temperature during an annual cycle under
natural conditions. C. gigas proliferation of oogonia and initial vitellogenesis
occurred in January (20-21°C), maturation in May with a peak spawning in June
(25°G - 28°C) and a long period of spawning until October (~30 °C). The lipid
and carbohydrate indices indicate that C. gigas showed a conservative
reproductive strategy resulting in a decrease of carbohydrate concentration in
vesicular connective tissue (the main storage tissue during gametogenesis). In
comparison, C. corfeziensis showed a less extreme strategy in reserves
mobilization compared with C. gigas, but here it is also considered as a species
with a partially conservative strategy. C. gigas females made greater
reproductive effort to present the maximum GCA (54%) in the spring peak of
ripeness. In contras,t C. corteziensis showed lower reproductive effort with high
GCA values in two periods of ovarian maturity, one in April (34.7%) with a
recovery period and other in August (36%). The impact on the carbohydrate
reserves stored in the vesicular connective tissue was higher in the case of C.
gigas by reducing up to 36%, unlike C. corteziensis which minimum values
reached were 49%. C. gigas had a higher accumulation of total lipofuscin
granules than C. corteziensis when exposed to substantial increases of
temperature. This response could indicate that C. gigas stress was greater than
in C. corteziensis during the field cycie. An increase in the sum of lipofuscin
area from all tissues analyzed was observed in relation to age of the organisms,
which could indicate aging in oysters. A bioassay in laboratory conditions using
52 C. gigas and 58 organisms C. corteziensis showed that increase in water
temperature from 22°C to 34°C at 2°C/2 days, promoted gonad maturation in
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both species, but in C. gigas there were observed larger proportion of collapsed
oocytes that tiggered activation of defense mechanisms at lower temperature.
In contrast, C. corteziensis had fewer collapsed oocytes (with vacuoles,
distended endoplasmic reticulum and atretic oocytes) and lower oxidative
damage, lipid peroxidation and lipofucsin accumulation. C. corteziensis showed
a proliferation of oogonia and sex change when exposed to temperatures of 28
and 34°C. C. gigas females don't have the same efficiency in the mechanisms
to counteract stress, such as heat shock proteins and removal of cell damage
by apoptosis or autophagy, compared to C. corteziensis. In males hemocytes
phagocytized the sperm cells entering into apoptosis when temperature rises to
28°C, but in females, rich oocytes yolk contributed to high levels of lipid
peroxidation resulting in the accumulation lipofuscin in the tissues. This effect is
more evident in C. gigas than C. corteziensis and that could explain the high
rates of mortalities that occur to this species at high temperatures. The oyster
damage and compensatory responses to increases in temperature differ
between sexes and between species, and C. gigas, particularly females,
making them possibly more vulnerable to mass mortality events during summer.

" Key words: Reproductive effort, gonadal development, oxidative damage,
apoptosis, lipofuscin, collapsed oocytes, carbohydrates, conservative
reproductive strategy, heat shock proteins, mortality
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diferencia significativa entre medias............ccoo i

Area de hsp70 por hibridacién in situ en tejidos de C. gigas. A) Gonada
hembra 23°C, B) 28°C; C) 34°C. D) Glandula digestiva 23°C; E) 28°C;
F) 34°C. G) Tejido conjuntivo vesicular a 23°C; H) 28°C; 1) 34°C. J)
Branquias a 23°C; K) 28°C; L) 34°C...... ...

Area de hsp70 por hibridacién in situ en tejidos de C. corteziensis. A)
Gonada hembra 23°C, B) 28°C; C) 34°C. D) Glandula digestiva 23°C;
E) 28°C; F) 34°C. G) Tejido conjuntivo vesicular a 23°C; H) 28°C; |)
34°C. J) Branquias @ 23°C; K} 28°C; L) 34°C.......o oo

Area de cobertura de la sefal del transcrito de hsp70 en hembras A)
Génada; B) Sistema digestivo; C) Tejido conjuntivo vesicular; D)
Branquias de ostion. C. gigas (N=23) barras blancas y C. corteziensis
(N=11) barras negras, sometidos a un incremento controlado de
temperatura. Los resultados se reportan como media * error estandar.
Se realizd un ANOVA bifactorial (P<0.05), considerando la especie
como primer factor independiente y la temperatura como segundo
factor independiente. Se aplicd un post foc de Tukey para comparar las
medias. Las letras distintas indican diferencia significativa entre medias.

N-acetilglucosamina en gonadas de hembras. A) C. corteziensis a 23°C
(40x); B) C. corteziensis a 23°C {100x); C) C. gigas a 23°C (40x); D) C.
gigas a 23 ° (100 X); E) C. corteziensis a 34°C {40x); F) C. corteziensis a
34°C (100x); G) C. gigas a 34 °C {40x); H) C. gigas a 34°C (100x); ov,
ovocitos  vitelogénicos; op, ovocitos postvitelogénicos; oa, ovocitos
atrésicos; h, hemocitos granulares. Tincién con FICT- WGA, nucleos
tefidos con DAPI, la fluorescencia verde revela la presencia de N.
acetilgiucosamina, la fluorescencia azul indica la presencia de DNA
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indice de GlcNAc en hembras A) Gdnada; B) Glandula digestiva; C) Tejido
conjuntivo vesicular; D) Hemocitos de ostion C. gigas (N=23) barras
blancas y C. corteziensis (N=11) barras negras, sometidos a un incremento
controlado de temperatura. Se realizé un ANOVA bifactorial (P<0.05),
considerando la especie como primer factor independiente y la temperatura
como segundo factor independiente. Se aplicd un post hoc de Tukey para
comparar las medias. Las letras distintas indican diferencia significativa
BT MNBAIES .« cev et et eee e et et et et e e e e

N-acetilglucosamina en génadas de macho C. corteziensis. A) Macho
maduro, con espermatogonias, espermatocitos y  abundantes
espermatozoos que presentan una fuerte sefial de N-acetilglucosamina
abundante en membrana y citoplasma en los tres tipos de células
espermaticas, nucleos tefidos con DAPI (20x); B) Membranas vy
citoplasmas de los tres tipos de células espermaticas tefiidos con FICT-
WGA, (23°C, 20x). C) Incorporacion simultanea de DAPl y FICT-WGA
(23°C, 20%). D) Macho en reabsorcion a 28 °C, nucleos de celulas
espermaticas y hemocitos tefiidos con DAPI (20x), E) Membranas y
citoplasmas de escasas células espermaticas y abundantes hemocitos
tefidos con FICT- WGA (20x). F) DAP! y FICT-WGA (20x%). G) Macho en
reabsorcién a 34 °C, hemocitos fagocitando células espermaticas y
escasos espermatozoos, nucleos tefiidos con DAPI {100x); H) Membranas
y citoplasmas de hemocitos fagocitando células espermaticas tefiidos con
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Figura 42.

Figura 43

Figura 44.

Figura 45.

Figura 46.

FICT- WGA (100x). 1) DAPI y FICT-WGA {100x). La fluorescencia azul
indica la presencia de DNA nuclear, la fluorescencia verde revela la
presencia de N. acetilgiucosaming..............i

N-acetilglucosamina en gonadas de macho C. gigas. A) Macho maduro
con espermatogonias, espermatocitos y abundantes espermatozoos
que presentan una fuerte sefial de N-acetilglucosamina abundante en
membrana y citoplasma en los tres tipos de células espermaticas,
niicleos tedidos con DAPI (23°C, 100x); B) Membranas y citoplasmas
de los tres tipos de células espermaticas tefidos con FICT- WGA
(23°C, 100x). C) DAPI y FICT-WGA (23°C, 100x). D) Macho en
reabsorcién, nicleos de células espermaticas y hemocitos tefiidos con
DAP! (28 °C 20x); E) Membranas y citoplasmas de escasas células
espermaticas y abundantes hemocitos teflidos con FICT- WGA (28°C,
20x). F) DAPI y FICT-WGA (20x). G) Macho en reabsorcion a 34 °C,
hemocitos fagocitando células espermaticas y escasos espermatozoos,
ntcleos tefiidos con DAPI, (100x): H) Membranas y citoplasmas de
hemocitos fagocitando células espermadticas y escasos espermatozoos,
tefiidos con FICT- WGA (100x). 1) DAPI vy FICT-WGA, se observan
escasos espermatozoos y abundanies hemocitos granulares cuyo
citoplasma presenta sefial intensa de N-acetilglucosamina, (100%). La
fluorescencia azu! indica la presencia de DNA nuclear, la fluorescencia
verde revela la presencia de N.
acetilglucosaming. ...

N-acetilglucosamina en tejidos de ostiones tefiidos con FICT- WGA y
nicleos tefiidos con DAPI. A) Tejido conjuntivo vesicular de C.
corteziensis a 23°C. B) C. gigas a 23°C. C) C. corteziensis a 34°C; D)
C. gigas a 34°C (40x).E) Glandula digestiva de C. corteziensis; F)
Glandula digestiva de C. gigas, (20%). La fluorescencia azul indica la
presencia de DNA nuclear, la fluorescencia verde revela la presencia

de N. acetilglucosamina....................oe

indice de GIcNAc en maches A) Génada; B) Glandula digestiva; C) Tejido
conjuntivo vesicular; D) Hemocitos de ostion C. gigas (N=23) barras
blancas y C. corteziensis (N=11) barras negras, sometidos a un incremento
controlado de temperatura. Se realizd un ANOVA bifactorial (P<0.05),
considerando la especie como primer factor independiente y la temperatura
como segundo factor independiente. Se aplicd un post hoc de Tukey para
comparar las medias. Las letras distintas indican diferencia significativa
BNETE MU S . et e oot e e e e e e e e

Gonada positiva a la técnica TUNEL a 34°C. A) Ovocito atrésicos en
apoptosis (60x%). B) Ovocito sobremadurado y hemocitos circundantes
en apoptosis (60x). Génadas de machos con hemocitos y células
espermaticas en apoptosis a 34°C C) C. gigas. D} C. corteziensis. E)
Hemocito en apoptosis dentro de un ovocite C. gigas; F) Hemocitos y
espermatozoos en apoptosis C. corteziensis (100%)...............oo

indice de hemocitos en apoptosis A) Hembras de ostién C. gigas (N=23)
barras blancas y C. corteziensis (N=11) barras negras; B) Machos de C.
gigas (N=30) barras blancas y C. corteziensis (N=47) barras negras,
sometidos a un incremento controlado de temperatura. Se realizd un
ANOVA bifactorial (P<0.05), considerando la especie como primer factor
independiente y la temperatura como segundo factor independiente. Se
aplicd un post hoc de Tukey para comparar las medias. Las letras distintas
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Figura 47.

indican diferencia significativa entre medias................cooe

Microfotografia de corte histologico de génadas organismo hermafrodita
de C. corteziensis, en cambio de sexo de macho a hembra; og,
ovogonias; opv, ovocitos previtelogénicos; ov, ovocitos vitelogénicos; h,
hemocitos. Tincién Hematoxilina-eosina. Microscopla de luz, 40x.
Cortes en parafina a 4 um de grosor tefiidos con H&E............cceeeene
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1 INTRODUCCION

En México, la produccion de ostiones en la costa del Pacifico se basa en el
cultivo del ostién Japonés Crassostrea gigas (Thunberg 1793), una especie
introducida, y en menor medida en la extracciéon del medio natural y cultivo del
ostién de placer C. corteziensis (Hertlein, 1951), una especie nativa. En los
litorales de Baja California Sur, Sonora, Sinaloa Nayarit y Jalisco se produjeron
en promedio 1,716.3 tm al afio en las Ultimas dos décadas, siendo Mexico en
2010 el décimo productor de C. gigas a nivel mundial con 2858 toneladas
(FAO, 2013). Segun el Anuario Estadistico de Acuacultura y Pesca (2011) en
México, de la produccion pesquera nacional, el 93% del ostion es de cultivo y el
7% es captura.

E! ostion Japonés se introdujo en el Pacifico Mexicano en los inicios de 1970
estableciéndose exitosamente su cultivo comercial (Islas-Olivares, 1975). En
los afios 80°s el ostricultivo intensivo se desarrolld en los estados de Sonora y
Sinaloa, Golfo de California, y en la costa Pacifico de los estados de Baja
California y Baja California Sur (Gallo-Garcia et al.,, 2001). Sin embargo, en
1997 se present6 una mortalidad de juveniles y adultos en Sonora durante los
meses calidos, reduciendo su produccién hasta en 41% (Chavez-Villalba et a/.,
2007). Existe poca informacion sobre las tasas de mortalidad de C. gigas en las
areas de produccién en México; no obstante se ha informado de una mortalidad
de 40-60% durante el ciclo de cultivo. Los datos disponibles para los métodos
experimentales de cultivo (ostiones fijos a conchas suspendidas, canastas
suspendidas de una linea madre y costales de malla plastica sobre camas de
fierro) muestran una mortalidad acumulada de 15-52% (Gallo-Garcia et al,
2001). La mortalidad de C. corfeziensis en cultivo experimental (sistema de
linea madre) varia de 2-12% a 30% (Chavez-Villalba et a/., 2005, 2008).

En otros paises, mortalidades masivas de C gigas durante los meses calidos se
ha observado ampliamente. Los primeros reportes de mortalidad de ostiones a
nivel mundial datan de los afos 40°s en Japon. Koganezawa (1974) describio
esta mortandad como un resultado de trastornos fisiolégicos originados por la

formacion de génadas maduras y desoves masivos a causa de las altas




temperaturas del agua y la eutrofizacién de la misma. A finales de los 50's se
presentd mortalidad de C. gigas en la costa oeste de Estados Unidos, y fue
asociada a maduracion y pérdida de reservas de carbohidratos (Glude, 1975;
Cheney et al., 2000). En la costa Atlantica francesa, donde C. gigas es el
recurso mas importante en cuanto a mariscos se refiere, se ha reportado
mortandad en masa durante los veranos desde los 80’s y periddicamente
durante varios afos (Delaporte ef al., 2007), asociado a una disminucion en la
sintesis de lipidos y en el contenido de carbohidratos durante mayo-junio, junto
con un lento crecimiento (en especial la maduracion de las gonadas)
(Soletchnik et al., 2006), al subir de los 19°C en esa region se incrementa el
factor de riesgo para que ocurran mortalidades de verano (Ropert et al., 2008).

En general, los estudios sobre mortandades masivas de C. gigas a nivel
mundial han sido atribuidos a los efectos de factores ambientales, como la
eutrofizacién del ambiente y/o temperaturas del agua mayores a 20°C (Malouf y
Breese, 1977; Cheney et al., 2000, Malham et al., 2009), sobre la respuesta de
estrés de los ostiones (Samain et al., 2007), que puede estar acrecentado por
el esfuerzo reproductivo en caso de adultos (Mori, 1979; Pouvreau et al., 2006;
Chavez-Villalba et al., 2007), pero también por el esfuerzo inmunolégico dado
por la respuesta a patdgenos (Renault et al., 1994, Sauvage et al., 2009;
Schikorski ef al., 2011).

En Francia se presentd mortalidad de ostiones de menos de un afio de edad,
asociada a un aumento de mas de 16°C de temperatura del agua (Burge et al.,
2006; Sauvage et al., 2009) que no se debe al estrés reproductivo, sinc a un
nuevo genotipo de herpes virus de ostreidos Tipo 1 (OsHV-1), que se refiere
como el OsHV-1 pVar (Segarra et al., 2010). Antes de la muerte no se
detectaron lesiones patoldgicas entre los ostiones, mientras que las principales
lesiones histologicas observadas consisten en grandes nucleos de forma
anormal y los patrones de cromatina anormales en todo el tejido conectivo
(Renault ef al., 1994, 1995). Estudios realizados han demostrado que el
genotipo desempefia un papel importante en la determinacion de la sensibilidad

de ostiones adultos a la mortalidad (Sauvage et al., 2010). Lo anterior ha




brindado la oportunidad de desarrollar lineas de ostiones resistentes (R) o

susceptibles (S) a la mortalidad en verano, que se caracterizan por tener un
perfil de expresion distinto en relacion a los genes involucrados en la
reproduccién, defensa antioxidante (Huvet et al., 2010) y respuesta inmune
(Fleury y Huvet, 2012). El transcriptoma de C. gigas incluye un conjunto de
genes que responden al estrés ambiental, entre ellos los que codifican para
proteinas de choque térmico e inhibidores de la apoptosis, fundamentales para
la adaptacion de los ostiones para la vida sésil en la zona intermareal (Zhang et
al., 2012).

En los estados de Baja California Norte y Baja California Sur, se han
presentado casos de mortalidad tanto en semilla, como juveniles y adultos de
ostion C. gigas, reportandose para la denominada Zona Pacifico Norte hasta
27,155,500 organismos muertos (no asociada a problemas sanitarios) y para la
Zona Pacifico Centro hasta 5,195,000 (OsHV-1 detectado), lo cual equivale a
entre un 33% y 40% de mortalidad en esta especie de ostion cultivado en el
Pacifico mexicano (CESABCS, Comité Estatal de Sanidad Acuicola de Baja
California Sur, 2013). En cualquiera de los dos casos (presencia y ausencia de
patoégenos), la temperatura del agua del mar, en particular durante los meses
calidos (julio y agosto) llega a alcanzar 32°C (SEMARNAT) en el Golfo de
California. Esto sobrepasa la temperatura de cultivo de C. gigas en otras partes
del mundo, como por ejemplo la costa occidental francesa donde la
temperatura maxima es de 24°C (Parry ef al., 2007). Una alternativa al uso de
C. gigas en México es el cultivo de especies ecoldgicamente adaptadas a
condiciones tropicales o subtropicales, como el ostion de placer C. corteziensis,
que es una especie nativa del Golfo de California, de excelente aceptacion en
el mercado y con alto potencial para la engorda en campo. Existe poca
informacion disponible en relacion a los mecanismos que regulan su
reproduccién, la cual no es tan facil de lograr en esta especie nativa en
comparacion con C. gigas (Reza, 2009), donde se logra la maduracion
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gonadica con incrementos controlados de temperatura (Chavez-Villalba,

2002a).
En el presente trabajo, se evaluo el esfuerzo reproductivo y su efecto sobre la

salud de ostiones de C. gigas y C. corteziensis cultivados en la misma zona en
condiciones naturales, asi como en condiciones experimentales,
especificamente por incremento controlado de temperatura, y su efecto sobre
algunas variables fisiologicas asociadas al estrés térmico y mecanismos de
defensa. Se espera que al incrementar la temperatura, C. corfeziensis que es
un ostién nativo, presente mecanismos que minimizaran el efecto del
incremento de temperatura, tales como proteinas de choque térmico, en tanto
C. gigas sea mas propenso a la produccién de especies reactivas al oxigeno
que induzcan peroxidacion de lipidos y dafioc al ADN, y eventualmente
apoptosis, ocasionado senescencia o la muerte de ostiones C. gigas, pero no

de C. corteziensis.
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2 ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de las especies

La familia Ostreidae esta compuesta por varios géneros, entre ellos los mas
distintivos son Ostrea y Crassostrea por contener un nimero considerable de
especies comestibles. El ostion japonés C. gigas es una especie de molusco
bivalvo eurihalina, con una distribucion que ocurre desde la zona intermareal
hasta los 40 metros de profundidad. Habita naturalmente en zonas costeras de
Asia, aunque ha sido introducido en diversos sitios costeros alrededor del
mundo para su cultivo, gracias a la plasticidad fenotipica y capacidad
adaptativa que presenta en distintos ambientes (Leffler y Greer, 1991). Es una
especie hermafrodita secuencial, con ciclos reproductivos estacionales y con
un importante rol trofico como organismo filtrador en sistemas costeros (Cognie
et al., 2006).

Dentro de la familia Ostreidae, las distintas especies de ostiones pueden ser
distinguidas por caracteristicas anatomicas de las valvas, que en el ostion
japonés son robustas y desiguales, extremadamente rugosas y laminadas. La
valva izquierda (inferior) es profundamente céncava, con margenes verticales.
La valva derecha (superior) es plana o ligeramente convexa. Los margenes
poseen una forma irregular. La forma de la concha varia en funcion del
ambiente; su color es blanquecino, con puntos o bandas purpuras que radian
Qesde la region del umbo. E! interior de la concha es blanco, con una marca de
musculo abductor. En cuanto a la anatomia interna el cuerpo se encuentra
envuelto por un manto que presenta dos pliegues laterales al eje sagital. El
manto esta involucrado en la sintesis de la concha y en funciones sensoriales.
La masa cefalica esta ausente, y no es mas representada que por la boca y
palpos labiales. El estomago forma un ciego largo donde se ubica un estilete
cristalino, el cual es una estructura utilizada en la digestién del alimento. El
estémago continGa en un intestino y recto. El epitelio del estdmago consiste en
una sola capa de células epiteliales ciliadas y no ciliadas expuesta sobre una

lamina basal. La glandula digestiva es un 6rgano que rodea al estomago y gran




parte del intestino, compuesto de diverticulos ciegos interconectados que
desembocan por canales hacia el intestino. Los conductos digestivos presentan
una forma externa redondeada con un lumen, el epitelio esta constituido por
una zona ciliada y otra no ciliada. E| ostion posee un par de branquias
lamelares que constan cada una de dos pliegues paralelos vascularizados. Las
branquias se extienden en la region ventral, desde la boca hasta el ano, con
funciones respiratoria, excretora y nutricia. La alimentacién ocurre por filtracion
branquial de particulas suspendidas. El ostién posee un érgano muscular, el
musculo abductor, empleado para la apertura y cierre de las valvas. Es un
6rgano masivo, situado en la parte posterior y dorsal del cuerpo, que se
encuentra firmemente anclado a la cara interna de la valva. En el manto
también ocurre un tipo de tejido muscular, capaz de presentar retraccion ante
estimulos nerviosos. Las branquias también presentan tejido muscular que
permiten mantener la circulacion de la hemolinfa. El sistema circulatorio es
parcialmente cerrado, basado en sistemas vasculares imbricados en la masa
visceral. La hemolinfa es impulsada por el corazén, ubicado en la cavidad
pericardica, adyacente al musculo abductor. El corazén impulsa la hemolinfa a
través de arterias que irrigan los o6rganos, y la hemolinfa es colectada
posteriormente en senos venosos para su paso a través de las branquias. La
hemolinfa carece de pigmentos transportadores de oxigeno (FAQO, 2006).

El ostién de placer, C. corteziensis se distribuye desde el Golfo de California
hasta Panama (Keen, 1971). Esta especie se encuentra asociada casi
exclusivamente a zonas de manglar, en estuarios relativamente estables y
tranquilos, no se encuentra en costas expuestas al mar abierto. Stuardo y
Martinez (1975) describen algunos aspectos bioldgicos de la poblacion de C.
corteziensis del estado de Nayarit, México, donde se hace referencia a que la
madurez gonadica, desoves y presencia de larvas estan asociados a los
cambios de temperatura, mientras que la salinidad parece tener menos efecto.
C. corteziensis es una especie de crecimiento rapido, alcanzando los 70-75
mm de longitud durante los primeros siete meses de vida. Se estima un

crecimiento de 40 mm mensuales durante los dos primeros meses, el cual




disminuye a 10 mm en ostiones de 100-110 mm de longitud (Stuardo y
Martinez, 1975).

2.2 Reproduccion

Los moluscos presentan formas muy diversas de reproduccién sexual, que van
desde el hermafroditismo funcional, la sexualidad alternativa (hermafroditas
secuenciales), hasta dioicos estrictos (Coe, 1943; Guo y Allen, 1994). Aunque
los sexos separados (dioicos) parece ser la norma en los moluscos, el 40% de
los 5600 géneros son hermafroditas simultaneos o secuenciales. La sexualidad
de los ostiones del género Crassostrea, generalmente se conoce cOmo
hermafroditas protandricos, ya que los juveniles suelen madurar primero como
machos y cambian a hembras en la vida adulta cuando los dos sexos estan
usualmente separados (Coe, 1943; Galtsoff, 1964). La hipdtesis que prevalece
es que los ostiones del género Crassostrea tienen sexualidad alternativa
protandrica, en los que el sexo estd determinado por factores ambientales
como la alimentacién y la temperatura del agua (Coe, 1936; Galtsoff, 1964,
Quayle, 1988). Ademas de cambio de sexo dioico protandrico, el
hermafroditismo funcional también estd presente en baja pero persistente
frecuencia, siendo posible la coexistencia de cambio de sexo dioico protandrico
y hermafroditismo funcional en la misma poblacién (o familia) (Guo et al.,
1998). El sexo en C. gigas esta determinado principalmente por un locus de
macho dominante con alelo (M), y un alelo para las hembras protandricas (F), y
el genotipo MF son machos verdaderos gue no cambian de sexo, mientras que
FF son hembras protandricas que maduran como machos en la etapa juvenil y
pueden cambiar de sexo durante los ultimos afios. Existen dos genotipos para
los machos: los machos verdaderos MF y los machos protandricos FF, pero
solo un genotipo de la hembra FF. La tasa de cambio de sexo de individuos FF
puede estar influenciada por genes secundarios y/o factores ambientales (Guo
ef al., 1998). Esto explica como es que con base en la talla de los organismos,
al observarse que los ostiones <27 mm maduran como machos, mientras que

en ostiones >40mm la proporcion de machos y hembras es 1:1, y los ostiones




de 70-80 mm tienen una ligera predominancia a ser hembras (Castafios et al.,
2009; Chavez-Villalba et al., 2008).

En cultivos se ha visto que aun cuando machos y hembras inician el desove al
mismo tiempo, los machos presentan un periodo de desove mas prolongado
que las hembras. La talla del ostién es otro factor determinante en el desove,
los ostiones grandes terminan de desovar antes que los ostiones medianos y
pequefios que concluyen hasta dos meses despues (Castarios et al., 2009), los
ostiones pequefios también se caracterizan por desovar mas continuamente
(Hofmann et al., 1994) ya que es menor el tiempo en que producen la cantidad
de gametos necesario para desovar (20% del peso seco) {Choi et al., 1993)
comparada con los ostiones grandes en donde la proporcién de gametos
producidos es menor en relacion a su tamafio y tardan mas tiempo en producir
la cantidad de gametos necesarios para desovar (Hofmann et al., 1992; Choi et
al., 1993). La salinidad es otro factor que participa en el control de los procesos
fisioldgicos en el ostion como el ciclo reproductivo, cuando la salinidad baja
puede resultar una reduccion del tamafio y desarrollo de tejido gonadal
(Hofmann et al., 1994); de igual forma salinidades de 41 ups y temperaturas de
34°C resultan en escaso desarrollo gonadico (Hughes-Games, 1977). Debido a
todos los factores que median la reproduccién de C. gigas y a la amplia gama
de respuestas ante los cambios ambientales, se dice que esta especie muestra

una elevada plasticidad fenotipica en la reproduccién (Enriquez-Diaz, 2004).

2.2.1 Descripcion del proceso reproductivo

Durante la segmentacién temprana del huevo, la diferenciacion del plasma
germinal da origen a la formacion de las células germinales primordiales (PGC,
por sus siglas en inglés), la proliferacion y diferenciacion de estas dara lugar
posteriormente a las células germinales que conformaran la goénada en
moluscos (Weidinger et al., 1999; Fabioux et al., 2004a). La gonada de ostion
es un érgano difuso y acinoso compuesto por Iébulos derechos e izquierdos
situados entre la glandula digestiva y el epitelio exterior del manto (Eckelbarger
y Davis, 1996). En ostiones maduros los acinos se extienden entre el tejido




fissin:

conjuntivo vesicular del manto hasta la glandula digestiva. En un primer tiempo
se expresa el gen oyster-vasa-like (Oyvlg), induciendo la proliferacion de
células germinales (ovogonias y espermatogonias) (Fabioux ef al., 2004a). Si
existe el alimento o las reservas son suficientes, los ostiones entran en
vitelogénesis.

La vitelogénesis es un conjunto de procesos complejos, altamente ordenados,
que involucran la sintesis de compuestos organicos en el ovocito, la
incorporacion de macromoléculas sintetizadas en el higado y transportadas por
la sangre, y la profunda reorganizacion de todas estas reservas en el momento
de la maduracién meiotica (Mellinger, 2002). La vitelogenina (Vtg) es el nombre
genérico de un grupo de proteinas (complejo glucolipofosfoprotéico) de
transporte que sirve como ligante para distribucién de nutrientes a través de la
hemolinfa hacia los ovocitos en desarrollo (Riffeser y Hock, 2002) y se puede
encontrar proteinas similares en todos los animales que den origen a huevos
con vitelo. La Vtg es precursora de la proteina vitelina (Vi) que es la que se
almacena principalmente dentro de granulos de vitelo en el citoplasma de los
ovacitos, es una proteina de transporte que sirve como ligante para distribucion
de nutrientes en el vitelo del ovocito (Riffeser y Hock, 2002), es transportada a
través de la hemolinfa hacia los ovocitos en desarrolio, de manera que es
secuestrada y modificada en Vt para su almacenamiento mediante la adicion
de polisacaridos y lipidos (Tsukimura et al., 2000; Chen ef al., 2004). La Vt del
ostion, una glicolipoproteina con un peso molecular de ~500kD, tiene una
estructura macromolecular que consiste en subunidades heterogéneas e
inclusiones lipidicas y de carbohidratos (Suzuki et al., 1992). Los granulos -de
vitelina son abundantes en los ovocitos postvitelogénicos, mientras que los
ovocitos vitelogénicos presentan menor cantidad de granuios de vitelo, lo cual
indica que el crecimiento de los ovocitos depende de la acumulacion de vitelina
en ellos durante la vitelogénesis (Suzuki ef al., 1992; Li et al, 1988). El
crecimiento de los ovocitos (area y diametro) depende de la acumulacion de
Vn/Vtg dentro del ovocito durante el desarrollo de la gonada por o que se ha
sugerido que puede ser un indicador de la madurez gonadica de C. corteziensis




(Arcos et al., 2009); la concentracion de Vn/Vtg es baja en hembras
previtelogénicas (418.92 ug g-1), aumenta en ostiones vitelogénicos (578.81 g
g-1) y presenta su maximo en hembras postvitelogénicas o maduras (823 ug g-
1) (Arcos et al., 2009).

En C. gigas la sintesis de la lipoproteina que dara lugar a la Vtg se da dentro
de los ovarios (Suzuki et al., 1992; Osada et al., 1992) y esta regulada por el
estradiol, y esta hormona presenta cambios estacionales asociados con el ciclo
reproductivo (Matsumoto ef al., 1997). En hembras el nivel de estradiol
incrementa con la madurez y tiende a disminuir después del desove, mientras
que en machos el nivel de estradiol permanece bajo (Matsumoto et al., 1997;
Ciocan ef al., 2011). En invertebrados la formacion del vitelo se da de manera
autosintética (por los ovocitos) y heterosintética (por tejidos extraovaricos y
células foliculares). En los moluscos las proteinas del vitelo se producen
principalmente de manera intraovérica tanto de origen hetero y autosintético,
hay vitelogénesis dentro del ovocito (autosintético) y fuera del ovocito, en el
tejido somatico (heterosintético) de C. virginica (Suzuki et al, 1892;
Eckelbarger y Davis, 1996).

Matsumoto et al. (2003) describieron la secuencia completa un gen vig
correspondiente a una lipoproteina precursora de vitelo (Vig) de C. gigas y
concluyeron que el ARNm de vig se encontrd solamente en células foliculares
del ovario (Matsumoto et al., 2003; Llera, 2008). En ostiones adultos la
expresion de vtg ARNm asi como la concentracion de estradiol-178 vy la Vi,
incrementan en el ovario con el avance de la madurez y disminuye después del
desove corroborando que el estradiol es uno de los factores que promueven la
vitelogénesis en ostion (Matsumoto et al., 2003). Llera (2008) reportd en C.
gigas dos transcritos de vig (Cg-VTG1 y Cg-VTGZ2), cuya expresion tiene un
nivel maximo en hembras maduras durante la fase tardia de la vitelogénesis,
que es cuando ocurre la vitelogénesis proteica, que corresponde a la
vitelogénesis exégena (posterior a la vitelogénesis lipidica). Asimismo, se ha

observado también que existe un incremento significativo en la expresién de
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ambas vitg cuando los organismos son alimentados con elevadas cantidades de
alimento (12%) durante su condicionamiento en laboratorio (Llera, 2008).

Li et al. (1998) determinaron que durante la embriogénesis de C. gigas la
proteina Vt se degrada en las primeras 48 h posteriores a la fertilizacion, y
proponen que los aminoacidos libres que la constituyen son fuente energética y
estructural primordial en el desarrollo embrionario y larvario, y se refleja por los
incrementos en aminoacidos libres que ocurren en el estadio de blastula y tiene

un pico maximo en el estadio de larva veliger.

2.2.2. Ciclos reproductivos de ostiones: almacenamiento de nutrientes

En general, el alimento, pero también la temperatura y el fotoperiodo dirigen el
reloj interno reproductivo de C. gigas, el cual particularmente regula la
proliferacién gonadica y la maduracion de los gametos. La concentracion de
alimento determina la intensidad de la gametogénesis; asi, los ostiones que se
desarrollan en diferentes ambientes pueden presentar diferentes estrategias
reproductivas, desoves completos y sincronizados o desoves parciales no
sincronizados (Enriquez-Diaz et al, 2009). La energia necesaria para la
gametogénesis en condiciones naturales resulta de dos fuentes, fitoplancton y
seston (protozoarios, bacterias, zooplacton, detritus, etc.) y la disponibilidad o
cantidad de alimento determina la intensidad en la proliferacion y calidad de los
gametos (Kang et al., 2000; Fabioux et al., 2005; Chavez-Villalba et al., 2008)
asi como los patrones de maduracion y desove (Dridi et al., 2006). La
concentracion de clorofila de la biomasa del fitoplancton, junto con los patrones
de desarrollo de las gonadas y la acumulacion de reservas, brinda informacion
sobre la movilizacion de las reservas endogenas en relacion con la
disponibilidad de alimento ambiental (Arellano-Martinez et al., 2004).

Las estrategias reproductivas de los moluscos se clasifican en funcién de la
fuente de energia para la reproduccion (Bayne,- 1976). Algunos almacenan la
energia en sus tejidos y la utilizan posteriormente para los procesos
reproductivos, independientes de la disponibilidad de alimentos en el medio

ambiente. Esta es la estrategia conservadora del ciclo de almacenamiento y
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uso de la energia (Gabbott, 1975, Barber y Blake, 1991). Los organismos
oportunistas son aquellos que aprovechan la disponibilidad de alimentos para
la reproduccion, con poco impacto en las reservas corporales. El costo
energético tanto del crecimiento como el desarrollo gonadal debe ser cubierto
por la energia derivada del alimento consumido o por el uso de las reservas
almacenadas, o bien por la combinacién de ambas estrategias (Bayne, 1976;
Mathieu y Lubet, 1993). En los bivalvos, los lipidos, carbohidratos y otras
sustancias de reserva pueden ser almacenados en diferentes tipos de células
somaticas. En las especies que carecen de células especializadas de
almacenamiento, las reservas son acumuladas en el musculo y el tejido de la
glandula digestiva (Epp et al., 1988), pero otros bivalvos poseen células
especializadas de almacenamiento en el tejido conectivo. En algunas especies
han sido descritas dos tipos de células almacenamiento del manto, es decir, las
células adipogranulares que contienen glucogeno, lipidos y proteinas y células
del tejido conectivo vesicular que acumula casi exclusivamente glucégeno
(Bayne et al., 1982; Mathieu y Lubet 1993). Las células de almacenamiento
acumulan reservas cuando hay disponibilidad de alimento y posteriormente
pueden suministrar energia y nutrientes para el mantenimiento y la
reproduccion (Medhioub y Lubet 1988; Mathieu y Lubet 1993).

Otro factor determinante en el patrén de desove es la latitud, puesto que en
latitudes menores con climas calidos la temporada de desove es mas larga,
mientras que en latitudes altas con climas frios las temporadas de desove son
cortas y marcadas (Hofmann et al., 1994, Baqueiro ef al., 2007). Los ostiones
de zonas templadas como C. gigas presenta una estrategia conservadora
donde las reservas de glucégeno almacenado en el tejido conectivo vesicular
(Berthelin et al., 2000) y otras reservas bioquimicas se acumulan durante el
otofio y parte del invierno (Matus de la Parra ef al., 2005) y se utilizan junto con
alimento disponible durante los florecimientos de fitoplancton de primavera para
sostener el proceso gametogénico, tienen un corto pero intenso periodo de
desove, que por lo general termina en un solo desove en verano (Heffernan et
al., 1989; Lango-Reynoso et al., 2006).
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En contraste, los ostiones de zonas tropicales o subtropicales tienen un amplio
periodo de desarrollo gonadico y actividad reproductiva y un breve periodo de
inactividad o reposo a lo largo de un afo. En un estudio histologico e
histoquimico cuantitativo en Bahia de Ceuta, se concluyd que las hembras de
C. corteziensis se encontraron maduras la mayor parte del afio con un corto
periodo de descanso entre diciembre y enero y dos intensos periodos de
desove uno en verano y otra en otofic (Rodriguez-Jaramillo ef af., 2008). Sin
embargo, aunque el periodo reproductivo de C. cortenziensis se produce
durante un periodo mas largo del afo, se observé aumento de la acumulacion
de reservas cuando la temperatura estéa descendiendo y la disponibilidad de
alimentos aumenté con las floraciones fitoplanctonica (Hurtado et al., 2012).

En los organismos oportunistas, la adquisicion de energia para la reproduccion
se da a través de los alimentos ingeridos recientemente, sobre todo
carbohidratos y lipidos; esta estrategia se da en sitios ricos en alimento
(Racotta et al., 2008). La acumulacion de acidos grasos en bivalvos marinos
ocurre por incorporacion directa en los tejidos somaticos a partir del alimento
disponible o a través de la conversion de carbohidratos almacenados via
lipogénesis (Gabbott, 1975; Palacios ef al., 2007). En las especies templadas
con estrategias de maduracion conservadora, tales como C. gigas, ciertas
clases de lipidos como los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) se pueden
almacenar en los tejidos cuando hay abundancia de fitoplancton. Sin embargo,
en especies oportunistas la disponibilidad de taies lipidos pueden afectar su
rendimiento reproductivo sostenido, ya los PUFA y esteroles se van perdiendo
a medida que va desovando el organismo (Hurtado ef al., 2012). De esto se
desprende la importancia de los lipidos ya que durante la embriogénesis son
los principales combustibles en los bivalvos, predominantemente
triacilglicéridos o lipidos neutros (Gallager y Mann, 1986; Whyte et al., 1990),
que son suministrados en gran medida a los huevos a través de la lipogénesis
en la hembra (Gabbott, 1983). La lipogénesis a menudo depende de las
reservas de glucogeno almacenado en el ovario (Mann, 1879b; Gabbott, 1983,
Racotta et al., 1998; Cigarria, 1999). Los 4acidos grasos esenciales (EFA por
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sus siglas en inglés), criticos para la estructura y funcion de membrana (Kraffe
et al., 2004; Palacios et al., 2005), no se sintetizan de novo en los bivalvos
(Laing et al., 1990; Chu y Greaves, 1991) y por lo tanto, las hembras
reproductoras deben acumular selectivamente en el tejido gonadal EFA de
fuentes de alimentos exdgenos (Soudant et al., 1996a,b; Utting y Millican, 1997,
1998: Palacios ef al., 2005).

2.2.3. Temperatura y reproduccion

En organismos ectotermos (poiquilotermos), la temperatura dispara la mayoria
de los procesos fisiologicos, como la gametogénesis (Giese y Pearse, 1974) y
la reproduccion (Lubet, 1981; Shpigel et a/., 1992; Jalabert, 2005), mientras que
otros factores como la salinidad (Ren et al., 2003), el fotoperiodo (Chavez-
Villalba et al., 2002b), las mareas (Hurtado et al., 2009), o los ciclos lunares
(Ubertini et al., 2014) pueden modular el ciclo reproductivo de ostiones.

En relacion a las temperaturas estacionales en el medio natural, se han
descrito diversas estrategias, asi como para moluscos en ambientes
templados, tropicales y polares. Los bivalvos expuestos a temperaturas frias,
pero con cambios minimos estacionales, es declr, especies polares, muestran
tasas lentas de gametogénesis que en la mayoria de las especies, como en
Laternula elliptica, es mayor de un afio (Peck et al., 2007). En ambientes de
regiones templadas, los bivalvos son sometidos a fuertes cambios estacionales
de temperatura y alimento, por lo tanto la reproduccion es estacional, como es
el caso de C. gigas en Francia. Cuando las temperaturas del agua son
relativamente calidas durante todo el afio con un cambio minimo de temporada,
por ejemplo, en los trépicos, los bivalvos tienen una reproduccién continua con
desoves durante casi todo el afio, como se ha descrito para el ostion C.
corteziensis (Rodriguez-Jaramillo et al., 2008).

La temperatura es un disparador del proceso reproductivo. En C. gigas en
cultivo en Francia el inicio de la gametogénesis empieza cuando el agua
alcanza una temperatura de 18°C (Lango-Reynoso ef al., 1999). En Argentina

el crecimiento de los ovocitos coincide con un incremento en la temperatura a
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17.8°C (Castafos ef al, 2009), y en experimentos de laboratorio bajo
condiciones controladas se ha observado que ocurre con una temperatura
minima de 18°C (Mann, 1979; Kang et al., 2000).

Los primeros estudios experimentales relacionando el efecto de la temperatura
con la reproduccién se orientaron a aspectos bioquimicos, en los que se
encontré que incrementos en la temperatura repercute en una disminucion de
proteinas y carbohidratos, mientras que el contenido lipidico incremento
(Flores-Vergara et al., 2004). En el ostion C. gigas, durante la proliferacién de
gonias al inicio de la gametogénesis, la mitosis gonial esta regulada por bajas
temperaturas usando un marcador molecular especifico de las células
germinales, el gen oyster-vasa-like (Oyvig) (Fabioux et al.,, 2004a). La
temperatura también tiene un efecto en la tasa de maduracidn reproductiva en
C. gigas; en esta especie se ha establecido que su cinética de maduracion es
estrechamente dependiente de la temperatura ambiental. De hecho, el ciclo
reproductivo se ha reducido a 6 meses en lugar de 12, mediante la imposicion
de un ciclo artificial de temperatura dos veces mas rapido que el ciclo natural
(Fabioux et al., 2005). Este resultado se ha explicado por el hecho de que los
invertebrados, incluidos ios moluscos bivalvos, necesitan un numero de dias-
grado (calor) para realizar la gametogénesis (Mann, 1979). Una vez que se
presentan los primeros ovocitos maduros en la gonada es posible alcanzar la
madurez manteniendo la temperatura en un rango entre 19°C a 25°C, por lo
que se dice que la velocidad a la que crecen los ovocitos se incrementa
significativamente con la temperatura (Chavez-Villalba et al., 2002a).

Se ha observado un efecto de la temperatura junto con el fotoperiodo en el
crecimiento de los ostiones, e incluso con el mismo alimento; aquellos ostiones
sometidos a condiciones aceleradas tienen menor indice de condicion a
diferencia de ostiones mantenidos en condiciones invernales con mayor indice
de condicién (Fabioux et al, 2005). Asi mismo, ostiones sometidos a
condiciones invernales (8°C y 8 h luz/oscuridad) presentan solo un ciclo
gametogénico, mientras que los sometidos a condiciones aceleradas (el doble

de temperatura y fotoperiodo de las condiciones naturales) se observan dos
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ciclos gametogénicos en un afo; mientras que aquellos sometidos a
condiciones “naturales” siguen un patrén gametogénico similar al observado en
campo con un ciclo gametogénico unimodal cuyo incremento se observd de
marzo a junio (Fabioux et al., 2005). El crecimiento temprano de los ovocitos se
logra en condiciones aceleradas de temperatura y fotoperiodo (17.5°Cy 16 h
luz) en presencia de abundante comida (Chavez-Villalba et al., 2002Db).

2.2.4 Analisis morfologicos para evaluar reproduccion
2.2.4.1. Andlisis cualitativo

Existen diferentes escalas numéricas que se pueden utilizar para clasificar
ostiones en los estadios de maduracién de manera objetiva, y una que es
ampliamente utilizada para almejas y otros organismos acuaticos debido a su
simplicidad es la madurez visual (Barber y Blake, 1991; Palacios et al., 2003).
En el caso de las almejas como los pectinidos, cuyas génadas presentan una
pigmentacién bien diferenciada entre hembras y machos y entre estadios de
desarrollo gonadico, la asignacion de maduracion visual es facil de aplicar. Sin
embargo, ya que los ovocitos en los ostiones no se pigmentan profusamente
como es el caso de las almejas, la asignacion de una maduracién visual es
subjetiva y dependen en gran medida de la experiencia del clasificador y en el
trabajo previo de los mismos o especies similares (Barber y Blake, 1991).

La técnica histolégica convencional de hematoxilina-eosina es un metodo de
tincion que se aplica para establecer la escala de maduracion o desarrollo
gonadico en moluscos, que se basa en la descripcion de las caracteristicas
morfologicas de los gametos y el tejido gonadico en general utilizado por
diversos autores.

La histoquimica y citoquimica son los enfoques metodologicos que permiten un
analisis preciso de la organizacion estructural en relacién con la quimica de las
células y tejidos (Padykula, 1983). Histolégicamente los componentes basicos
de los organismos es decir células (proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos
nucleicos), substancia intercelular (colagena y elastina) asi como los liquidos

corporales (hemolinfa) permiten evidenciar las similitudes entre los tejidos de
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los organismos en todas las etapas de su ciclo de vida. Para visualizar las
estructuras, es necesario, mediante la obtencion de cortes, tepirlas con
colorantes que tienen afinidad especifica por cada una de ellas, incluyendo
nticleos, mitocondrias, aparato de Golgi. La finalidad primordial de los estudios
histologicos o citolégicos es la de poner de manifiesto el sustrato morfolégico y
asegurar su conservacion, mientras que la fijacion destinada a trabajos
histoquimicos son de otro orden. Por ello existen compromisos entre conservar
la estructura morfologica o mantener la estructura molecular.

La mayor parte de los analisis morfoldgicos de las gonadas evallan las
caracteristicas citologicas de los gametos desde un punto de vista
exclusivamente descriptivo, sin incluir ningtn tipo de medicion de la respuesta
tisular inducida por algin cambio o tratamiento. Aun asi, los cambios en la
estructura histolégica de 6rganos, tejidos y células pueden determinar un
diagnéstico que puede acoplarse con otros métodos como son los bioquimicos,
bacterioldgicos, serologicos y toxicolégicos que en conjunto, proporcionan
conocimiento util para poder establecer parametros de comparacion entre
organismos maduros o inmaduros. La patogénesis de enfermedades y el
desarrollo de lesiones son similares a través de las especies; si se reconocen
los procesos inflamatorios, es posible apreciar fos cambios asociados de estas
enfermedades en otros tipos de animales. La histologia y la histoquimica han
evolucionado en técnicas inmunochistoquimicas y de hibridacién in situ (ISH),
que junto con los nuevos avances en el analisis digital de imagenes, tenienen
un lugar importante en las ciencias bioldgicas y la medicina {(Coleman, 2000).
La combinacion de la localizacion histoquimica y la cuantificacion de la
intensidad de la tincion en las zonas definidas son posibles cuando el producto
final de reaccion de color es estable y tiene suficiente contraste (Stoward y
Ploem, 1982).

2.2.4.2. Analisis cuantitativo

El analisis de la actividad reproductiva es mas precisa cuando se usa un

analisis cuantitativo, dado que asi se obtienen datos (variables continuas o
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discretas) que permiten hacer comparaciones estadisticas. La aplicacion de
una escala continua de maduracion puede ser correlacionada con las variables
bioguimicas o fisiologicas introduciéndola en los analisis de varianza como una
co-variable para analizar el efecto de otras variables (independientes o
factores) sin que las diferencias debidas al estadio gonadico contribuya con
variacion al analisis. Se han propuesto varias escalas cuantitativas que se
basan en datos continuos, por ejemplo, una comparacion del area de masa
visceral o area de cobertura de las génadas en C. gigas (Mori, 1979; Enriquez-
Diaz, 2004; Fabioux ef al., 2005) y C. viriginica (Heferman y Walker, 1989;
Barber et al., 1991), y en los machos de C. gigas (Lannan, 1980). Una variacién
de esto es el area de seccion transversal de foliculos gonadicos en relacion con
el area de seccion transversal total (Allen y Downing, 1986) y la relacion entre
el peso del area de impresion fotografica ocupado por ovulos respecto al peso
de impresién fotografica de la génada en C. gigas (Muranaka y Lannan, 1984).
Se ha descrito el indice gonadosomatico (GSI), calculado como peso de las
gbénadas en relacion con el peso corporal en C. corteziensis (Frias-Espericueta
ef al., 1997: 1999) y en C. iridescens (Pdez-Osuna et al, 1993; Frias-
Espericueta ef al, 1997). Sin embargo, Frias-Espericueta et al. (1997)
concluyeron que la medicion GS| en los ostiones era inexacta porque las
células gonadales se desarrollan propagandose dentro del manto. El area
ocupada por las génadas con respecto al tejido somatico, denomina area de
cobertura de las gonadas (ACG) ha sido reportado para C. corteziensis
(Rodriguez-Jaramillo et al., 2008). Las ACG tienen la ventaja de que permiten
seleccionar solo el tejido gonadico separado del tejido adyacente, incluso
puede proporcionar datos de ostiones completamente inmaduros aun cuando el
tejido gonadico sea incipiente, y la desventaja es que el corte debe hacerse en
una seccion con suficiente gonada para proporcionar datos representativos de
la cantidad de tejido gonadico.

También se ha usado la frecuencia de los distintos tipos de ovocitos en relacion
a los ovocitos totales para determinar la etapa de desarrollo de las gonadas en
C. gigas (Lannan, 1980). Este método tiene la ventaja de proporcionar
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informacion sobre la variabilidad de la composicion ovocitaria en cada estadio
de desarrollo ovarico y la progresion de la gametogénesis, y la desventaja es
que el conteo de ovocitos es laborioso y tardado, ademas de que la correcta
clasificacion del tipo de ovocitos depende de la experiencia de quien hace los
analisis.

El diametro de los ovocitos es otra variable propuesta para evaluar el grado de
maduracion en ostiones (Ren et al., 2003; Chavez-Villalba et al., 2002a; Li et
al., 2006.). Lango-Reynoso et al. (2000) propusieron utilizar el diametro medio
de los ovocitos como una herramienta para la asignacion de las etapas de
maduracion en C. gigas. El didmetro de los ovocitos, ampliamente utilizado
para C. gigas, también ha sido aplicado para C. rhizophorae (Ferreira et al.,
2006) y C. corteziensis (Rodriguez-Jaramillo et al., 2008).

Los datos cuantitativos usados en C. gigas sblo han sido aplicados
someramente en algunas especies de ostiones tropicales. Entre las escalas
existentes, se ha descrito el indice gonadosomatico (GSI), el area de cobertura
de las génadas (ACG) (Rodriguez-Jaramillo et al., 2008; Hurtado et al., 2009),
el diametro de los ovocitos (Rodriguez-Jaramillo et a/., 2008) y el uso de
escalas convencionales de estadios de desarrollo gonadico (Aldana Aranda et
al., 2014). El diametro de ovocitos puede ser un predictor adecuado de la etapa
de maduracién en especies con periodo reproductivo corto y definido donde el
tamafio de los ovocitos es un descriptor claro del avance de la ovogénesis,
pero no representa el patron reproductivo en las ostras tropicales con un
periodo reproductivo extendido y varios desoves parciales debido a que no se
observan diferencias entre los meses de maxima reproduccion pues los
diametros de los ovocitos maduros (postvitelogénicos) son promediados con
las tallas de ovocitos inmaduros {previtelogénicos y vitelogénicos) durante todo
el afio y las tallas maximas no llegan a ser lo suficientemente diferentes
durante los periodos del desarrolio gametogénico, madurez y desove.

La escasez de datos cuantitativos de maduracion en los ostiones tropicales se
complica atin mas cuando el objetivo es comparar el esfuerzo reproductivo

entre especies. Por ejemplo, el diametro de los ovocitos en la misma etapa de
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desarrollo gametogénico es mayor en C. gigas en comparacion con C.
corteziensis, lo que puede sesgar los datos a una falsa etapa avanzada de la
maduracion en el primero. Ferreira ef al. (2006) llegaron a la conclusion de que
las diferencias en las tallas de los ovocitos no permiten el uso directo de

escalas de desarrollo de C. gigas a C. rhizophorae, una ostra tropical.

2.3 Mortandades masivas de C. gigas en cultivo

La ostricultura es una actividad dirigida a producir y engordar organismos,
desde la obtencion de larvas hasta llegar a tamafios comerciales. Las técnicas
necesarias para llevarias a cabo estan siendo desarrolladas en muchas partes
del mundo como una actividad tendiente a racionalizar la explotacion de los
recursos acuaticos y proporcionar alimento y trabajo (SAGARPA 2008). La
engorda del ostidén en campo se realiza actualmente en cuerpos costeros. Los
sistemas de engorda mas utilizados son los cultivos en suspension en linea
madre y balsas, los cultivos de fondo en costales sobre “estantes” y camas
flotantes (Robles y Salinas, 1993; Mazdn, 1996).

La mayoria de las actividades relacionadas con el cultivo de ostion consisten
en la recoleccién de semillas en conchas vacias, las cuales se colocan en
sartas que se cuelgan de postes de madera de mangle hasta que los ostiones
adquieren el tamafio adecuado para su consumo (60-70 mm; Chavez-Villalba
et al., 2005). El sistema de cuitivo utilizado para C. corteziensis es el mismo
que el utilizado para C. gigas: canastas de plastico agrupadas en moédulos y
suspendidas en un sistema de cultivo conocido como linea madre. Los cultivos
experimentales de C. corteziensis mediante este sistema han mostrado tasas
satisfactorias de crecimiento y supervivencia (Chavez-Villalba et al. 2005,
2008). La diferencia entre la produccién de semilla de las dos especies radica
en que los reproductores de C. corteziensis se pueden obtener directamente
del medio natural durante casi todo el afio y la produccion de semilla se logra
en varios periodos del afio, haciendo menos intermitente la produccion (Robles-
Mungaray comunicacion personal). El cultivo de C. corfeziensis se ha extendido

de forma comercial como una alternativa para compensar las considerables
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pérdidas de C. gigas en los cultivos comerciales. Esta practica se ha visto
afectada por la explotacion intensiva de la especie, que aunada a la reduccion
del aporte de agua dulce a las lagunas, ha mermado fuertemente los bancos
naturales y la recoleccién de semilla natural (Castillo-Duran et al., 2010).

En experimentos bajo condiciones controladas en C. gigas se ha observado la
interaccion entre fenotipo y ambiente en ostiones mas sensibles a la mortalidad
de verano (ostiones “S’) y ostiones mas resistentes (ostiones “R"),
caracteristica que depende de la intensidad del desove (Samain ef al., 2007;
Fleury ef al., 2008). Asi, los ostiones que invierten mas energia en la
gametogénesis (mayor esfuerzo reproductivo) y desovan varias veces, son mas
susceptibles a la mortalidad de verano, mientras que aquellos que son
resistentes invierten menos energia en la gametogénesis (menor esfuerzo
reproductivo) y desovan completamente una vez por temporada reproductiva
(Samain et al., 2007). Debido a que el consumo de energia causa mayor
actividad mitocondrial y produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO),
los ostiones que invierten mas en la reproduccion (“S") producen una mayor
cantidad de ERO que los ostiones que invierten menos en la reproduccion
(“R"), lo que refleja un mayor disturbio o estrés fisiologico en “S” (Delaporte et
al.,, 2007). Samain et al. (2007) propusieron una interaccion entre estrés
ambiental, esfuerzo reproductivo, abundancia de alimento, y en ocasiones, la
presencia de patogenos asociados que se muestra en la Figura 1.

Se considera que la mortandad de verano mata juveniles y adultos de ostiones
como resultado de interacciones complejas entre los factores ambientales y la
fisiologia del organismo, principaimente la temperatura, pero tambien oxigeno
disuelto, productividad primaria, y las caracteristicas del sedimento (Soletchnik
et al., 1999; Chaney et al., 2000; Soletchnik et a/., 2005; Samain et al., 2007; Li
et al., 2009), en relacién con la condicion fisiolégica reproductiva y las reservas
bioquimicas, en particular las de glucégeno (Soletchnik et al., 1999; Berthelin et
al., 2000). Entre estos factores, el aumento de la temperatura ha sido el mas
estudiado dado que coincide con los meses en que los ostiones se encuentran

en sus estadios de madurez sexual y desove (Mori, 1979; Chavez-Villalba et
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al., 2002a), lo cual implica un esfuerzo reproductivo que involucra una fuerte de

manda de energia para la maduracién de los gametos y el desove.

Fisiologia
Nutricion

Sistema inmune

PATOGENOS . .
Virulencia

Temperatura
Condiciones tréficas
Contaminacion

Figura 1.Triple interaccion, reproduccién, patégenos y medio ambiente (Samain et al.,
2007).

2.3.1. Esfuerzo reproductivo

El esfuerzo reproductivo se ha definido como el namero total de calorias
invertidas en los gametos desovados (Hofmann et al., 1992), o como la
produccion de gametos entre la produccién total (crecimiento) para un periodo
definido (Enriquez-Diaz et al, 2009), o la proporcion de energia que es
destinada a la reproduccion (Todd y Havenhand, 1983). Conocer la cantidad de
gametos liberados y la fraccion de produccion neta empleada en el esfuerzo
reproductivo asi como los patrones de crecimiento, susceptibilidad a
patégenos, mortalidad, es importante para entender la historia de vida de los
organismos (Kang et al., 2003; Delaporte et al., 20086).

Se han desarrollado técnicas histologicas para evaluar el esfuerzo
reproductivo, algunas de las cuales se enfocan en la dinamica de los procesos
de maduracién considerando el porcentaje de la gonada que ocupan los

gametos, mientras que otras estiman el esfuerzo reproductivo evaluando el
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area de la gonada contrastada con el area de tejido visceral (Enriquez-Diaz et
al., 2009; Huvet et al., 2010).

La gametogenesis es un proceso que involucra un considerable consumo de

energia (Delaporte et al., 2007). La maduracion sexual en los bivalvos esta
estrechamente asociada con el metabolismo de carbohidratos como el
glucégeno que juega un papel central en el abastecimiento energético y
metabolico de la gametogénesis en varias especies de bivalvos (Gabbott, 1975;
Bayne et al., 1982; Mathieu y Lubet, 1993) y la movilizacién de reservas
energéticas en ostiones (Ruiz et al., 1992; Berthelin et al., 2000). La energia
ingerida debe exceder las demandas metabdlicas de mantenimiento y
crecimiento para que se inicie el desarrollo gonadico y el proceso reproductivo
(Bayne y Newell, 1983). El metabolismo aerobico produce especies reactivas
de oxigeno (ERO), incluyendo radicales libres, como subproductos
espontaneos dentro de la mitocondria (Harman 1956). El estrés oxidativo es un
disturbio en el balance entre prooxidantes y antioxidantes a favor de los
primeros, llevando a un dafio oxidativo (Sies, 1991). Las ERO pueden inducir
dafio oxidativo. Eso significa que la reproduccion podria modular la produccion
de ERO vy el dafio oxidativo en una mayor medida que la temperatura. La
relacion directa entre el esfuerzo reproductivo y el estrés oxidativo se ha
evaluado principalmente en los cambios en la capacidad antioxidante sin medir
directamente el dafio oxidativo o mecanismos de eliminacion de este dano
(Metcalfe y Alonso-Alvarez 2010).

2.3.2 Estrés

E] estrés es una condicion en la cual el equilibrio dindmico de los organismos,
llamado homeostasis, es amenazado por estimulos intrinsecos o extrinsecos,
(Sokolova et al., 2012). Otra definicion del estrés es "el impacto de un conjunto
de factores bidticos y/o abidticos que afectan negativamente el desempeiio
individual y en dltima instancia, afecta la tasa de crecimiento poblacional
mediante la reduccién de la supervivencia individual, el crecimiento y/0

reproduccion” (Wahl et al., 2011). Estas respuestas pueden implicar todos los
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niveles de organizacion del organismo y Wendelaar Bonga (1997) le llama "la
respuesta de estrés integrada”. En este sentido, el estrés adquiere una
connotacion menos negativa, en la medida en que los estimulos del ambiente,
interno o externo, que puedan inducir cambios y adaptaciones en el organismo
que le permltan adaptarse mejor a su medio ambiente. Sin embargo, si el
estrés o los factores de estrés persisten sin una adaptacion fisiologica pueden

producir enfermedades e incluso la muerte (Fabbri et al., 2008).

2.3.2.1 Estrés oxidativo

La produccion de ERO, asi como de otros oxidantes como las especies
reactivas de nitrégeno (ERN), se producen por varias vias metabolicas
celulares y conforman la tasa de ERO/ERN generadas en el organismo (Storey,
1996). Las ERO que no son neutralizadas o removidas por las moléculas
antioxidantes pueden oxidar diferentes componentes de la célula (Halliwell,
1993: Lemaire y Livingstone, 1994), como amino acidos, acidos nucleicos y
acidos grasos (Sies, 1993) el ADN y las mitocondrias, afectando de esta
manera la integridad celular y su funcionalidad (Sohal y Weindruch, 1996;
Finkel y Holbrook, 2000).

Sin intervencién de compuestos antioxidantes, el radical superdxido (027) y el
peroxido de hidrégeno (Hz202), se pueden conjugar con un metal (reacciones de
Haber-Weiss y de Fenton) para formar el radical hidroxilo (OH) que representa
la ERO mas reactiva y que conduce a dafios oxidativos a los lipidos, las
proteinas y el ADN (Halliwell y Gutteridge, 2002; Hermes-Lima, 2004).

Fe(ll)

Haber-Weiss: 0, + H,0, » 0O, + OH + 'OH

Fe(ll)

Fenton: H,0, — Fe(lll) + OH + 'OH

Donde O,” = radical superéxido, H,O, = peréxido de hidrégeno, Fe = hierro, O, =
oxigeno, OH" = ion hidréxido y ‘OH = radical hidroxilo.
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La reaccion de las ERO, particularmente el radical "OH con los lipidos
(peroxidacién de lipidos) es el mecanismo mas importante que ocasiona dafno
celular. El incremento en la peroxidacion de lipidos puede dar lugar a la
produccion de malondialdehido que aumenta la formacion de radicales libres de
acidos poliinsaturados en las membranas de las células (Liu ef al., 1997). La
fluidez de la membrana celular depende de la magnitud de la peroxidacion de
los lipidos; es decir, del grado de saturacion de la doble capa lipidica (Halliwell
y Gutteridge, 2002). Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) son los
principalés blancos de este proceso (Halliwell y Gutteridge, 2002), dado el
grado de insaturacion de o dobles enlaces, que son altamente reactivos y
pueden establecer una reaccién en cadena por la liberacién de aldehidos
reactivos después de un ataque inicial por ERO (Sokolova et al., 2011).

En lo que se refiere a las proteinas, las ERO moadifican el sitio especifico de los
amino acidos, fragmentan la cadena peptidica, alteran la carga eléctrica e
incrementan la sensibilidad a la degradacion (Halliwell y Gutteridge, 2002). La
generacion de las ERO puede inducir dafo en el ADN que causa deleciones,
mutaciones y otros procesos genéticos letales (Halliwell y Gutteridge, 2002).
Los cambios de temperatura pueden ser condiciones fisioldgicamente
estresantes que obligan a los organismos a invertir mas energia en la
reparacion de los componentes celulares oxidados causados por un aumento
de la generacién de ERO (07", H202, ‘'OH) a temperaturas mas altas (Abele et
al., 2002). Un aumento en la temperatura incrementa las tasas metabdlicas en
ectotermos, lo cual incrementa el consumo de oxigeno en las mitocondrias
(Abele et al., 2001; Heise et al., 2003; Abele y Puntarulo, 2004, Keller ef al.,
2004). El oxigeno se usa como receptor en el transporte de electrones dentro
de la mitocondria durante la sintesis de ATP, produciendo agua;
aproximadémente 0.1 al 0.2% del oxigeno respirado pierde un electron
produciendo O (Fridovich, 1998). El aumento en la produccion de ERO no es
directamente proporcional a los cambios de metabolismo inducido por
temperatura (Sokolova ef al., 2011). El dafio oxidativo es minimo alrededor de

una temperatura éptima, debido a las tasas bajas de generacion de ERO y la
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eficiencia optima de las defensas antioxidantes, y puede aumentar en
temperaturas extremas (Abele y Puntarulo, 2004).

Durante la reproduccion en ostiones, el consumo de energia conlleva a una
mayor actividad mitocondrial y produccion de ERO, los ostiones que invierten
méas energia en la reproduccion, como en el caso de los ostiones tipo “S”,
producen mayor cantidad de ERO que los ostiones que invierten menos en la

reproduccién, como es el caso de los ostiones tipo “R", lo que sugiere un mayor

estrés fisioldgico en los ostiones “S” (Delaporte et al., 2007).

2.3.2.2 Estrés por patégenos

La presencia de patogenos también se ha relacionado con las mortalidades de
verano (Caceres-Martinez et al., 2004; Friedman ef al., 2005; Burge et al.,
2006; Caceres-Martinez y Vasquez-Yeomans, 2008). Las temperaturas
elevadas pueden tener un impacto directo sobre el sistema de defensa
inmunoldgico de animales marinos (Cheng et al., 2004; Garnier et al., 2007,
Hagaret et al., 2003). Se ha observado que la temperatura elevada inhibe la
actividad de los hemocitos, la fenoloxidasa y lisozima en los ostiones,
conduciéndolos a una mayor susceptibilidad enfermedades (Cronin et a/., 2001,
Gagnaire et al., 2006; Hégaret et al., 2004; Hooper et al., 2007). Como los
ostiones estan expuestos a diversas situaciones de estrés en el medio
ambiente (Colombo et al., 1990), cualquier inmunosupresion pondria en peligro
su sistema de defensa contra los parasitos y patogenos oportunistas (Harvell.,
1999). Escobedo (2014) identificd genes de respuesta a estrés oxidativo
resultado de la sobre produccién de radicales libres que fueron producidos para
destruir al patégeno, en este caso a Perkinsus marinus infectando a C.
corteziensis.

De las enfermedades de declaracion obligatoria en la lista de la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE por sus siglas en inglés), dos han sido ya
reportadas en el Pacifico Mexicano recientemente, el virus OsHV-1 infectando

C. gigas (Caceres 2004, Vazquez-Juarez 2008) y Perkinsus marinus infectando
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C. corteziensis (Caceres, 2008) y C. gigas (Enriquez-Espinoza et al., 2010).

Los estudios realizados a la fecha indican que OsHv-1 ha tenido un impacto en
la produccién ostricola siendo uno de los factores asociados a las mortalidades
recientes. Sonora ha sido uno de los estados mas afectados debido a que su
produccion se redujo en 80% y los volimenes no han aumentado a los niveles
anteriores a 1997. En este estado, durante 2005-2006, las causas de
mortalidad del ostién japonés resultaron ser una combinacién multifactorial de
eventos, asociados principalmente a la presencia de patégenos (Herpes virus y
Perkinsus marinus) y a cambios bruscos de temperatura, variaciones
estacionales de salinidad (asociada a eventos de Huvia), disponibilidad de
alimento, condicién fisiologica, concentracion de cadmio y calidad de agua, que
provocan el disparo de los niveles de infeccion y de la respuesta de los
ostiones a dichos eventos. Cuando se presentan cambios estacionales en la
temperatura del agua, aunado al permanente estado de estrés por encontrarse
fuera de las condiciones optimas para el desarrollo de la especie, ocurrieron los
eventos de mortalidad masiva; afectando principaimente, a tallas menores de 5
cm (SAGARPA, 2008).

En el 2008 se ha detectado en ostiones de menos de un ano de edad, una
mortandad asociada a un aumento de temperatura del agua (mas de 16°C en
Francia) (Burge et al., 2006; Sauvage et al., 2009) que no se debe al estrés
reproductivo. La industria de la acuicultura europea ha experimentado altas
tasas de mortalidad de hasta el 80% en el ostion C. gigas. Entre el 20 y el
100% de la semilla de ostién del Pacifico en algunas granjas y criaderos
franceses se han visto afectados, mas recientemente (2009-2010) la mortalidad
ha aumentado significativamente en Reino Unido, Australia y Nueva Zelanda
(Panel de la EFSA sobre Salud y Bienestar Animal de 2010). Se ha propuesto
que esta alta mortalidad en C. gigas esta asociado con un nuevo genotipo de
herpes virus de ostreidos Tipo 1 (OsHV-1), que se refiere como el OsHV-1 yVar
(Segarra et al., 2010). La infeccién con herpes virus clasicos se sabe que
ocurre en un gran nimero de especies de moluscos y se encuentra

ampliamente distribuida en todo el mundo Schikorski ef al. (2011), sin embargo
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OsHV-1 pvar ha sido recientemente declarado en la Union Europea, Australia y
Nueva Zelanda.

Durante las investigaciones sobre la mortalidad a lo largo de las costas
francesas se informé de una alta mortalidad en C. gigas asociadas con herpes
virus de ostreidos en presencia de Vibrio splendidus en abril-mayo de 2008. Se
reportaron tasas de mortalidad en semilias (de mas de 12 meses) y en
juveniles (de mas 18 meses) entre el 40% y de 100% de los organismos en
cuitivo. Otras regiones de produccién de ostras de Irlanda y el Reino Unido se

han visto menos afectados por la mortalidad masiva que las francesas. Se ha

sugerido que estas diferencias fueron resultado de temperaturas del mar mas

frias y menor grado de intensificacién del cultivo de los ostiones. Los factores

que tienen un impacto en las tasas de mortalidad mas altas y la propagacion de

la enfermedad que se han identificado incluyen la temperatura del mar (mas de

16°C en Francia); contaminaciones, el grado de acuacultura intensiva, las

practicas y métodos de cultivo, la proximidad entre los sitios de cultivo y la

hidrodinamica; la presencia de ofros agentes patogenos, la resistencia

genotipica y el estado del ostion (Dundon et al., 2011).

De acuerdo con los estudios de histopatologia, hibridacion in situ y microscopia

electronica de transmision, la presencia de OsHV-1 en el Golfo de California

tiene al menos siete afos, (Vasquez-Yeomans et al., 2004; Vasquez-Yeomans

et al., 2010). Por otro lado, los ostiones pueden estar infectados con OsHV-1y
no siempre estan asociadas con enfermedad, cambios histolégicos ©

mortalidades (Arzul et al., 2002; Arzul et al., 2011; Burge et al., 2011) pero

existe una fase critica durante la reproduccion y su transmision vertical que

puede afectar a larvas y juveniles (Arzul et al., 2002).

2.3.2.3 Estrés por habitat y condiciones de vida

Los invertebrados sésiles intermareales son de particular interés, porque
pueden estar expuestos a fluctuaciones del medio ambiente extremas,
incluyendo los cambios de temperatura durante los periodos ciclicos de
inmersion y emersion (Helmuth et al, 2002). Estos organismos han




desarrollado una variedad de estrategias para responder a los desafios
ambientales externos o internos, incluyendo los cambios en la tasa metabolica
respiratoria y la activacion de vias alternativas para la produccion de energia,
asi como una mayor actividad de defensas bioquimicas y mecanismos de
reparacion. Como animales marinos sesiles que viven en regiones de estuarios
y zonas intermareales, los ostiones deben hacer frente a severos y dinamicos
cambios ambientales. Los factores abidticos como la temperatura y la salinidad
fluctdan drasticamente, la desecacidn durante la exposicion al aire en las
mareas bajas, las fluctuaciones de salinidad y la disponibilidad de oxigeno
disuelto en el agua (Guderley et al., 1994; Hofmann, 1999) y los metales, asi
como otros compuestos potencialmente téxicos, tambien plantean serios
desafios. Por ser organismos filtradores se enfrentan a la enorme exposicion a
patégenos microbianos, poseen conchas gruesas calcificadas que representan
una linea fisica de defensa contra ia depredacion y la desecacion que ha sido
clave para el éxito de organismos intermareales. Los ostiones estan pre-
adaptados a sobrevivir a la exposicion al aire, a la hipoxia apoyandose en la via
glucolitica para el metabolismo intermediario, aunque esta via genera
metilglioxal, que puede causar glicacion (glicosilacion no enzimatica) a
proteinas celulares interfiriendo asi con el plegamiento y la funciéon normal y
también intervienen en la lesion celular por dafio oxidativo (Moore ef al., 2007).
Zhang et al. (2012) determinaron que la exposicion al aire indujo la respuesta
del mayor nimero de genes (4420) en el estudio del transcriptoma de C. gigas,
lo que indica que la exposicion al aire es un factor de estrés y que los ostiones
cuentan con un amplio conjunto de genes de defensa. Los bivalvos
intermareales como los ostiones quedan expuestos a periodos de emersion
durante las mareas bajas. Bajo estas condiciones, cierran sus valvas y entran
en anaerobiosis por la interrupcion del flujo de oxigeno. Los organismos sesiles
poseen mecanismos bioquimicos y fisioldgicos que les permite soportar estas
fluctuaciones (Sokolova y Pértner, 2001; Almeida y Bainy, 2008). Entre estos

mecanismos, que les permiten conservar la homeostasis, durante la emersion

se incluye el intercambio de gas aéreo y metabolismo anaerobio (Widdows et




al., 1979; Byrne et al., 1990). Al regresar a condiciones de inmersion, los
bivalvos abren las valvas, realizando el intercambio gaseoso a través de las
branquias y la produccion de energia a través de metabolismo aerdbico
(Crenshaw 1980). Los cambios ambientales se consideran como factores
estresantes si el organismo tiene que aumentar el gasto en el mantenimiento,
defensa o reparacidn en respuesta a la misma, y como resultado, sufre una
reduccion de la ganancia de energia neta (Sokolova et al, 2012). La
importancia de la adaptacion al estrées es para reestablecer el equilibrio
metabdlico y maximizar el buen estado fisico. La homeostasis energética del
organismo implica que la demanda de energia esta cubierta por el suministro
suficiente de energia y que haya una ganancia neta de energia para invertir en
produccién (crecimiento somatico y reproduccién). Si los mecanismos de
suministro de oxigeno no pueden proporcionar una cantidad suficiente de
oxigeno, los moluscos pueden cambiar el metabolismo anaerébico y
mantenerse a si mismos por la produccién anaerobica de ATP. Sin embargo, la
transicion a la anaerobiosis advierte una situacion de tiempo limitado porque
moluscos no pueden sobrevivir sin oxigeno indefinidamente. El alcance
aerdbico (es decir, la cantidad de ATP producido aerébicamente que queda
después de que los costos de mantenimiento estan cubiertos) se puede
subdividir en costo para actividad, crecimiento, y reproduccién (Sokolova et al.,
2012). Ademas, la energia puede reducirse temporalmente en respuesta a la
exposicion de estrés extremo, que requieren la depresion de la tasa metabdlica

para asegurar la supervivencia.

La temperatura como factor estresante ha sido una de las variables
ambientales mas estudiadas, y esta relacionada con la mortalidad de ostiones y
otros moluscos. En bivalvos marinos el incremento de temperatura deteriora las
defensas mediante la reduccion de la capacidad de hemocitos para matar
(Hégaret et al., 2003, 2004; Chen et al., 2007), y puede conducir al agotamiento
metabolico y la susceptibilidad a infecciones oportunistas al debilitar los
mecanismos de defensa, en particular cuando se combina con una inversién de

alta energia para la reproduccion (Li et af., 2007; 2009). En verano, el desove




de los ostiones se desencadena al elevarse la temperatura y esto implica gasto

energético (Berthelin et al., 2000; Mao et al., 2006). El conflicto de la demanda
de energia se da entre la capacidad de adaptacion térmica y la actividad de
desove, esto conduce a la cuestion de si en los ostiones termotolerantes se
suprime la actividad de desove (Li ef al,, 2007). Cuando se expone a estimulos

estresantes, los animales suelen desviar los recursos bioenergéticos de las

funciones no esenciales (por ejemplo, la reproduccion) y reorientarlos para

combatir, adaptar y superar el estimulo estresante (Lacoste et al., 2001).

La extension de vida mediante la reduccion de la temperatura ambiental se ha
observado en una gran variedad de organismos. Las temperaturas ambientales
bajas prolongan la sobrevivencia, mientras que las temperaturas ambientales
altas acortan la sobrevivencia (Abele y Puntarulo 2004). La temperatura del
medio ambiente tiene un efecto directo en todos los procesos metabolicos de
los organismos ectotermos, como los moluscos (Hochachka y Somero, 2002).
Con temperaturas elevadas, los animales aumentan la tasa metabdlica para
asegurar un suministro energético adecuado para la supervivencia (Mora y
Maya, 2006). Una mayor tasa metabolica implica una mayor produccion de
ERO y ERN, generadas en el organismo como subproductos del metabolismo
celular: si estas especies reactivas no son neutralizadas por las defensas
antioxidantes oxidan diferentes componentes de la célula (Halliwell, 1993;
Lemaire y Livingstone, 1993; Storey, 1996).

Cuando el éptimo intervalo térmico es superado, la respiracion aerobica puede
disminuir o incluso desaparecer y se observa transicion a metabolismo
anaeroébico (Pértner 2002; Lanning et al., 2006). Si este proceso es incompleto,
la tolerancia térmica disminuye y la mortalidad puede sobrevenir (Li et al.,
2007). La termotolerancia inducida es un componente de respuesta al choque
de calor (Lindquist y Craig, 1988; Weber, 1992; Trent et al., 1994) que implica
la adquisicion de tolerancia a temperaturas letales como resultado de la
exposicién a un choque térmico anterior (una temperatura que no es letal, pero
es superior al rango de temperatura de metabolismo basal fisiolagico).
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2.4 Mecanismos de defensa

Los ostiones viven en zonas costeras y a menudo se encuentran en
condiciones adversas. Los factores fisicos (por ejemplo, cambios de salinidad
causada por la lluvia, cambios de temperatura entre el dia y la noche) y
bioldgicos (las floraciones de algas nocivas y las enfermedades causadas por
parasitos, virus y bacterias) requieren que los ostiones posean un mecanismo
de defensa para adaptarse a tales ambientes. Los organismos han desarrollado
mecanismos de defensa antioxidantes que previenen y neutralizan ERO/ERN o
bien que reparan los comseponentes oxidados. Estos mecanismos incluyen
metales quelantes (ferritina, transferrina, coeruplasmin, metalotioneina entre
otros), enzimas antioxidantes, antioxidantes de bajo peso molecular y
mecanismos de reparacion de ADN directos (metilacion de guanina) €
indirectos (intervencion de nucleasas y ADN polimerasas). Tres de las enzimas
antioxidantes son la superdxido dismutasa (SOD), que dismuta 0, a H0,,
catalasa (CAT) que metaboliza H,O, a oxigeno molecular y agua, y glutation
peroxidasa (GPx) que reduce tanto Hz0z como hidroperoxidos lipidicos y esta
asociada a la oxidacion de glutation (GSH) (Hebbel, 1986; Sies, 1993). Las
ERO contribuyen a la sefializacién celular y la induccion de la apoptosis
(Marquez et al., 2007, Matés et al, 2008, Terahara y Takahashi, 2008,
Eisenberg-Lerner et al., 2009). Entre otros mecanismos de defensa, esta la
apoptosis que es un programa regulado de auto-desintegracion por el que las
células dafiadas se eliminan para evitar la evolucion de la inflamacion y
enfermedades, como cancer (Edinger y Thompson, 2004). Este mecanismo
altamente conservado también esta activo en moluscos (Sokolova, 2009, Kiss,
2010). Otros mecanismos de defensa, como el sistema inmune, y la apoptosis

se presentan en las secciones 2.4.4 y 2.4.5.1 respectivamente.

2.4.1 Antioxidantes

Las defensas antioxidantes incluyen enzimas, como la SOD, CAT, GPx,
glutation S-transferasa (GST) y glutation reductasa (GR), y antioxidantes no




enzimaticos, moléculas de bajo peso molecular como los carotenoides,
flavonoides, vitaminas C, A y E, asi como GSH. Una variedad de factores
ambientales como la temperatura, radiacion ultravioleta (UV), metales y
xenobidticos aumentan la produccién de ERO (Winston y Giulio 1991; Valko et
al., 2005; Kakkar y Singh, 2007).

La SOD tiene varias isoenzimas que difieren en el metal presente en su sitio
activo. La Cu, Zn-SOD se encuentra principalmente en el citosol de las células
eucariotas, pero puede también detectarse en los peroxisomas y en el exterior
de la célula (Halliwell y Gutteridge, 2002). La Mn-SOD se encuentra
normalmente en las mitocondrias (Asada y Takahashi, 1987; Halliwell y
Gutteridge, 2002). La CAT se encarga principaimente de neutralizar el H2O2 en
H,0 y O; (Fig. 1), es notablemente sensible a laluzy a cambios osmoticos y
térmicos, lo que puede reducir considerablemente su actividad antioxidante
(Asada y Takahashi, 1987; Hertwig et al., 1992; Halliwell y Guiteridge, 2002).
La GPx esta asociada con la CAT vy, al igual que ésta, cataliza la reduccion del
H,0, en H,O, pero con GSH como una fuente externa de electron (Halliwell y
Gutteridge, 2002). La GR provee el GSH a la GPx por medio de la oxidaciéon de
una molécula de nicotinamida adenina dinucléotido fosfatado (NADPH)
(Halliwell y Gutteridge, 2002). La actividad de la GR también depende de la
enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) que tiene la funcion de
reciclar el NADPH (Halliwell y Gutteridge, 2002). La enzima glutation s-
transferasa (GST) utiliza el GSH para eliminar los productos toxicos
secundarios del proceso de oxidacion, por lo que es reconocida como una
enzima detoxificadora (Halliwell y Gutteridge, 2002).

Todas estas enzimas trabajan de manera dindmica interactuando en
reacciones de retroalimentacion para metabolizar y/o eliminar las ERO. El

grado de actividad de cada enzima depende de cual ERO es producida, su

concentracion, como y donde se genera, asi como el grado de dafio oxidativo
(Halliwell y Gutteridge, 2002). Las condiciones ambientales pueden incrementar
la produccién de las ERO a niveles inusuales que reducen la eficiencia del

sistema de defensa antioxidante (Halliwell y Gutteridge, 2002). El estrés




oxidativo ocurre cuando existe un desbalance entre las moléculas oxidantes y
las antioxidantes, que favorece a las primeras, generando asi un ambiente
celular en el cual se propiciara el dafio oxidante a las biomoléculas (lipidos,

proteinas y ADN) (Sies, 1991; Boveris et al., 2008).

2.4.2 Proteinas de choque térmico (HSP)

La exposicion a factores de estrés induce una serie de anomalias en la funcion
celular, incluyendo la inhibicion de la sintesis de proteinas, alteraciones en la
estructura y funcion de las proteinas, re-arreglos del citoesqueleto, cambios en
el metabolismo, alteraciones en la dinamica de la fluidez de la membrana
celular, cambios en la transcripcion de genes y sintesis de proteinas, conocido
como la respuesta celular al estrés. Un mecanismo utilizado para mantener la
homeostasis celular bajo estrés es la sintesis de proteinas de choque térmico
(HSP, por sus siglas en inglés). Las HSP son chaperonas moleculares
evolutivamente conservadas que constituyen varias superfamilias multigénicas
(Barral et al., 2004). Se clasifican segin su peso molecular, se expresan de
forma constitutiva, regulada o inducida, y son especificas de diferentes
compartimientos celulares (Prinsioo et al., 2009). Tienen funciones esenciales
como citoprotectores en todos los organismos, y se consideran una de las
formas del sistema de defensa mas antigua. Se activan por medio de factores
de transcripcion conocidos como factor de choque térmico (HSF, por sus siglas
en inglés) (Sorensen, 2003).

Las HSP repliegan proteinas desnaturalizadas y pliegan nuevamente proteinas
sintetizadas en conformaciones funcionales (Parsell y Lindquist, 1993; Zhao y
Houry, 2007). También estan involucradas en la regulacion de la expresion
génica, la replicacion del ADN, la transduccion de sefiales y la diferenciacion
(Jolly y Morimoto, 2000), afectando la expresion genica, lo cual complementa la
respuesta metabdlica al estrés, en particular en situaciones de estrés
prolongado o cronico. Estas proteinas pueden participar también en la
estimulacion de la respuesta inmune (Soti et af., 2003; Sreedhar y Csermely,
2004).




Como las proteinas deben ser lo suficientemente labiles para interactuar con
sus sustratos, a menudo son altamente susceptibles a la desnaturalizacion por
estrés, como la temperatura elevada (Lepock, 1997, Handoun et al., 2003;). La
presencia de niveles elevados de HSP después del estrés térmico confiere la
capacidad de soportar exposiciones posteriores a otras temperaturas, por |o
tanto es un importante aspecto de la adaptaciéon de bivalvos a su medio
ambiente (Clegg et al, 1998, Hamdoun et al, 2003). Los estudios del
transcriptoma del ostion C. gigas han revelado un amplio conjunto de genes
que responden al estrés ambiental. El genoma del ostion japonés contiene 88
proteinas de choque térmico y 70 genes (hsp70), esta expansion de genes y
los inhibidores de la apoptosis son probablemente fundamentales para la
adaptacion de la ostra a la vida sésil en la estresante zona intermareal (Zhang
et al., 2012).

El choque térmico en condiciones de laboratorio es un medio conveniente para
conocer informacion sobre la transcripcion de genes con potencial para usarse
como marcadores genéticos. Lang et al. (2009) utilizaron familias de ostiones
C. gigas que diferian en su tolerancia al estres térmico (S y R), y los expusieron
a altas temperaturas (43°C) durante una hora y observaron que hubo
diferencias entre familias en la supervivencia y en la expresion de HSP ante el
choque de calor; asi, la concentracion de Hsp70 en branquias fue mayor en -
familias S que en familias R, por lo que se concluyé que una alta sensibilidad al
estrés requiere altos niveles de HSP para reparar los danos causados por el
estrés ambiental, y esto también puede requerir considerable costo metabdlico
(Lang et al., 2009).

Aunque se han realizado numerosos estudios sobre la reproduccion de
ostiones en una gran variedad de habitats y regimenes climaticos, se sabe
poco acerca de la participacion de las HSP en su proceso reproductivo y su
relacion con la mortalidad de verano. En ostiones C. gigas adultos Li et al.
(2007) encontraron que el estrés térmico y la produccion de hsp70 redujeron

los niveles tisulares de energia (carga energética de adenilato y niveles de

glucégeno del manto) y que la combinacion de la actividad reproductiva y la




creciente respuesta de choque térmico condujeron al agotamiento metabdlico.
El nivel de expresion de las HSP en cada especie y poblacién es un equilibrio
entre costos y beneficios, y la sobre-expresion de HSP pueden ejercer un
impacto negativo sobre el crecimiento, evolucion de las especies y la fertilidad
(Feder y Hoffmann, 1999; Sorensen et al., 2003; Lang ef a/., 2009).

2.4.3 Lisosomas y lipofuscinas

Los residuos celulares se acumulan en los lisosomas de la célula (Abele y
Puntarulo 2004). Inicialmente, el proceso lisico implica la formacion de un
autofagosoma que contiene los organulos degenerados rodeados por una
doble membrana formando una estructura denominada fagoforo, y que se
fusiona con los lisosomas formando autolisosomas (o lisosomas secundarios) y
los productos de degradacion son liberados al citosol via permeasas. Este
proceso se denomina macroautofagia donde se degradan las macromolélulas
por los lisosomas donde el material es descompuesto por enzimas hidroliticas
en moléculas mas simples (aminoacidos, acidos grasos y monosacaridos), que
son reutilizados por la célula en actividades anabdlicas (reutilizacion en la
biosintesis celular). Normalmente, las enzimas lisosomicas degradan la
mayoria de las macromoléculas y organoides, pero algunos materiales no se
degradan en su totalidad o no pueden ser eliminados por exocitosis (Terman y
Brunk, 2004). Al no poder ser eliminados, se produce una considerable
interaccién quimica entre estos residuos dentro del lisosoma, el estres
oxidativo, en el cual estan implicadas ERO que por interacciones con
moléculas como lipidos poliinsaturados pueden dar lugar a la acumulacién de
lipofuscinas, un material heterogéneo fluorescente (Brunk y Collins, 1981,
Brunk et al., 1992b: Marzabadi et al., 1992). Otra ruta alternativa que da lugar a
este tipo de productos fluorescentes es la polimerizacion de material
lipoproteico indigerible, constituyendo otro componente potencial de granulos
de lipofuscina (Brunk et al., 1992b). Moore et al. (2006c) plantearon la hipotesis

que explica que la autofagia proporciona un segundo nivel de defensa contra el

estrés oxidativo al eliminar organulos y proteinas dafiadas por oxidacion; sin




embargo, si éstas no son eliminadas y se acumulan en los lisosomas

produciendo ERO, se inhibe la funcion lisosomal vy, por lo tanto, fracaso de la
autofagia. Las lipofuscinas (agregados de proteinas oxidadas, lipidos y metales
no degradables) se acumulan en el interior de los lisosomas de las células
postmitoticas, es decir células que no se replican por mitosis a lo largo de la
vida del organismo (como las fibras musculares cardiacas o neuronas), a
diferencia de las células proliferativas que diluyen continuamente sus desechos
por exocitosis o durante las sucesivas divisiones mitdticas (Jung et al., 2007).
Los granulos de lipofuscina estan formados por una gran variedad de
materiales, con una organizacién vacuolar, granular o lamelar, rodeados de una
(nica membrana (Brizzee y Johnson, 1970; Navarro et al., 1996). Con base en
la complejidad de la estructura de los granulos, Hasan y Glees (1972)
clasificaron los granulos de lipofuscina segun su estado de maduracion o edad
en seis tipos diferentes, homogéneos, de granulo fino, vacuolado, lamelar, de
granulado grueso y compuesto o heterogéneo. La acumulacion de lipofuscinas
ha sido considerada como una manifestacién del proceso de envejecimiento
celular, y ha sido utilizada como un indicador de la edad (Brunk et al., 1992
a,b).

Los primeros estudios sobre lipofuscinas se basaron en sus caracteristicas
morfolégicas e histoquimicas (Lillie, 1956; Hendy, 1971). Presentan basofilia
debido a la presencia de grupos acidos; son positivos al acido periodico de
Schiff (PAS) por la presencia de lipidos carbonilicos o cadenas carbonicas con
grupos aldehidos adyacentes y se tifien con colorantes especificos para lipidos
como el Sudan Negro (Brunk et al., 1992). Existen técnicas especificas para
lipofuscinas como el método de Indofenol, Ziehl-Neelsen, Schmorl, Azul Alciano
(Bayliss, 1990, Riga y Riga, 1995), o carbolfucsina Kinyoun creado por AFIP
(Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas por sus siglas en inglés). Los
granulos de lipofuscina presentan una caracteristica autofluorescencia amarilla
cuando son excitados con Iuz ultravioleta, debido a la formacion de fluoréforos
como resultado del catabolismo celular (Sohal y Wolfe, 1986; Brunk et al.,
1992a,b: Marzabadi et al., 1992). Esta propiedad ha sido empleada

TN S Y | & @?.’MDJ

37




satisfactoriamente en la identificacién y cuantificacion de lipofuscina (Sheeny,
1989; O’Donovan y Tully, 1996).

Diversas hipotesis sobre lipofuscinogénesis se han generado, entre ellas Brunk

et al. (1992b) describen la accion combinada de los lisosomas y los radicales
libres de oxigeno. Otros estudios sobre el origen de la lipofuscina sugieren que
su formacion es el resultado del balance entre la tasa de peroxidacion lipidica y
la efectividad de los mecanismos de proteccion celular (Jacob, 1995). La
degradacién parcial de mitocondrias que contienen macromoléculas oxidadas
es una de las fuentes principales de lipofuscinas acumuladas en lisosomas
(Keller et al., 2004). Las mitocondrias tambien contienen proteinas del tipo
hemo, ricas en hierro y pueden contribuir a la produccion de ERO en los
lisosomas tras su autofagocitosis. La acumulacion de lipofuscinas dificulta la
autofagia mitocondrial, promoviendo la acumulacion de mitocondrias
senescentes, que son deficientes en la produccion de ATP y producen mayores
cantidades de ERO (Terman y Brunk 2007). Se ha sugerido que la acumulacion
de lipofuscina esta asociada a la reduccion de la actividad del proteosoma que
son complejos proteicos que sirven para degradar las proteinas dafadas. La
lipofuscina hace que los proteosomas sean menos funcionales pues éstos se
deben degradar en los lisosomas. Asi, la sensibilidad al estrés oxidativo y la
reduccién en la degradacién lisosomal, a pesar de la abundancia de enzimas
lisosomales pudieran, aparentemente, hacer que las células cargadas de este
pigmento tengan mecanismos de defensa deficientes y que sean mas
susceptibles a patégenos (Moore 2004). Los productos de oxidacion resultado
de la reparacién y mecanismos de absorcion (actividad autofagica lisosomal), al
igual que productos no degradables como lipofuscina, contribuyen al circulo
vicioso de la acumulacion de dafo cada vez mayor, que interfiere con el
funcionamiento celular en edad tardia (Terman y Brunk, 2004; Yin y Chen,
2005; Jung et al., 2010). Como resultado de Ia digestion insuficiente de las
macromoléculas y organulos dafiados oxidativamente por los sistemas de
degradacion autofagica en células posmitdticas de larga vida (miocitos,

neuronas, entre otros) en las cuales ocurre una acumulacion progresiva de
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lipofuscinas que parece jugar un papel crucial en el progreso de envejecimiento
celular (Terman et al., 2007).

En moluscos las lipofucsinas son uno de los productos que se acumulan en los
lisosomas como resultado del dafio oxidativo causado por estrés (Viarengo et
al, 1990; Mathew y Damodaran, 1997), contaminantes {(Lowe, 1988;
Marigémez et al., 1990; Kagley et al., 2003; Moore ef al., 2006; Aarab et al.,
2008) y por estrés fisiologico causado por altas temperaturas (Abele et al.,

1998; Hiebenthal et a/., 2012).

2.4.4 Sistema inmune

La principal funcién del sistema inmune en todos los organismos es
proporcionar proteccién contra agentes infecciosos y cuerpos extrafios. El
sistema inmune de los moluscos bivalvos se basa principalmente en inmunidad
innata, ya que carecen de inmunidad adquirida (Beck y Habicht, 1996;
Galloway y Depledge, 2001). Consta de los componentes funcionales celulares
y humorales (Glinski y Jarosz, 1997; Hooper et al., 2007). La inmunidad celular
esta implicada en la actividad de hemocitos, mediante la fagocitosis
proporciona la primera linea de defensa (Ordas et al., 2000). Los hemocitos
son células circulantes que intervienen en las respuesta fisiologicas de los
bivalvos marinos al medio ambiente (biético y abidtico), estrés por enfermedad,
y la induccion de la respuesta inmune eficiente (Auffret, 1988; Hine, 1999),
incluyendo la quimiotaxis (Schneeweiss y Renwrantz, 1993, Fawcett y Tripp,
1994), el reconocimiento mediado por lectinas (Kang et al., 2006; Kim et al.,
2006; Takahashi et al., 2008), la encapsulacion y la fagocitosis (Lopez et al.,
1997; Cima et al., 2000; Canesi et al., 2002), la produccion de péptidos
antimicrobianos (Mitta et a/., 2000; Bachére et al., 2004), y fa biomineralizacion
de la concha: los cristales se forman en los hemocitos y luego depositadas en
la concha durante la mineralizacion (Zhang et al., 2012). Los componentes

humorales en moluscos incluyen la actividad de lisozimas, el sistema
fenoloxidasa, y otras proteinas (Rodriguez y Moullac, 2000). Los componentes

del sistema inmunologico interacttan eficazmente, mediante el cual los




hemocitos sintetizan y liberan moléculas antimicrobianas en la hemolinfa,

algunos de los cuales puede actuar como opsoninas que promueven la
actividad fagocitica de los hemocitos (Cheng, 2004).

Los hemocitos de bivalvos son heterogéneos en su forma (Xue y Renault,
2001). Los aspectos morfofuncionales de hemocitos del filo moluscos fueron
descritos por Cheng (1981) y Hine (1898), quienes describieron dos tipos
fundamentales de hemocitos: 1) los hialinocitos (agranulocitos), que son células
pequefias con citoplasma hialino que contienen pocos 0 ningln granulos y
tienen una nucleo redando bien centrado, y 2) los granulocitos, que son células
fagociticas grandes que contienen abundantes granulos citoplasmaticos y
tienen una ntcleo excéntrico, redondo a ovalado; tienen un aspecto refringente
al microscopio de contraste de fases, aspecto conferido por los granulos que
frecuentemente opacan al nicleo (Estrada et al., 2011). Tanto los hialinocitos
como los granulocitos pueden formar seuddpodos, agregados de particulas
fagociticas, y producir ERO (Fisher, 1986; Cima et al., 2000). Sin embargo, los
granulocitos son inmunolégicamente mas reactivos y eficientes por su
capacidad fagocitica en la destruccion de particulas invasoras (Cajaraville y
Pal., 1995; Lopez et al., 1997, Pipe et al., 1997, Donaghy et al., 2009) y poseen
una serie de enzimas lisosomales y antioxidante contenidas en los granulos
citoplasmaticos (Cheng, 1981; Anderson, 1993; Cajaraville et al., 1995; Pipe et
al., 1997); estos granulos pueden ser tanto basofilos como acidofilos (Cheng,
1996). Los hemocitos granulares que lievan a cabo fagocitosis poseen granulos
que contiene hidrolasas, incluyendo fosfatasas, esterasas, amilasas, e
hidrolasas oxidativas, que se descargan en el fagosoma secundaria usando la
degradacion enziméatica de material extrafio ingerido durante la fagocitosis
(Cheng, 1983; Cajaraville et al., 1995b; Carballal ef al., 1997; Pipe et al., 1997).
Ademas de hemocitos hialinos y granulocitos, existen otro tipo de ceélulas
presentes en el sistema inmune de bivalvos; las células blasticas (blast-like
cells), que son células no diferenciadas, con una alta relacion de nucleo a
citoplasma. Se cree que son los antecesores inmaduros de los hemocitos.

Presentan citoplasma baséfilo, baja actividad fagocitica, v ausencia de

R e e T A
mmwmﬂmﬂ:ﬂJ

40




glucégeno o depdsitos de lipidos (Hine, 1999). También existen las
denominadas células cafés, que en C. virginica se relacionan con el proceso de
incorporacion, acumulacion, desintoxicacion y degradacion de material extrano
(debris) en la hemolinfa (Zaroogian y Yevich, 1994). Las células café son
comunes en la regién renal-pericardica y en el tejido conjuntivo (Reind! y
Haszprunar, 1996), pero pueden agregarse en lesiones. Tienen capacidad
limitada para degradar material endocitico pero pueden remover material por
diapédesis. Estudios histoquimicos indican que los granulos de las células
cafés pueden contener lipofuscinas (Haigler, 1964; Ruddell y Wellings, 1971).
La respuesta inmune consiste en migracion de hemocitos, adhesion alrededor
de particulas extraias, y fagocitosis, Cuando las particulas son demasiado
grandes para ser fagocitadas, ocurre un proceso celular llamado encapsulacion
parasitaria para secuestrar patégenos que son demasiado grandes para ser
fagocitados por los hemocitos (Cheng, 1981).

Los hemocitos de invertebrados albergan varias fracciones de carbohidratos
que actian como receptores para los patégenos invasores; la union de las
lectinas del patdgeno invasor y los carbohidratos del hemocito de los
invertebrados conlleva a un cambio estructural del proceso que induce la
activacion de hemocitos (Bayne, 1990; Pipe, 1990; Martin et al., 2003), como
se describe mas adelante. El contenido de lectinas en hemocitos ha sido util en
su clasificacion mediante su especificidad y distribucion (Martin et al., 2003).
Diversos estudios en moluscos bivalvos han reportado el impacto de los
patogenos en hemocitos y parametros inmunoldgicos (Canesi et al., 2002,
Delaporte et al., 2007), asi como contaminantes en hemocitos de C. gigas
(Gagnaire et al., 2006; Donaghy et al., 2010), y efecto de aigas nocivas en C.
virginica (Hégaret et al., 2005). También se ha detectado activacion del sistema
inmune ante condiciones adversas como la elevacién repentina de temperatura
en C. virginica (Hégaret et al., 2003), cambios de temperatura y salinidad en
Ostrea edulis (Fisher et al., 1987), efectos de la temperatura y salinidad en C.

virginica (Goedken et al., 2005), y su efecto puede ser modulado por la
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aclimatacién a las condiciones ambientales en C. gigas y Ruditapes decussatus
(Hurtado et al., 2011).

En estudios recientes sobre el impacto de parametros intrinsecos como la

reproduccién en la funcién inmune de los hemocitos en bivalvos marinos, se ha
observado que existen diferencias entre sexos y etapas de Ia gametogénesis
(Duchemin et al., 2007; Gagne et al., 2008; Matozzo y Marin, 2010; Greco et
al, 2011; Dang et al., 2012). Algunos autores han analizado el impacto
estacional sobre el estado reproductivo y su relacién con los hemocitos en
‘Venerupis (=Tapes, =Ruditapes) philippinarum (Soudant et al., 2004) y las
variaciones estacionales en los parametros inmunes de diploides de C. gigas
(Duchemin et al., 2007) y concluyeron que la fagocitosis y adhesion de los
hemocitos disminuye durante la gametogénesis. La presencia de patégenos es
otro factor que influye en la reproduccion, se sabe que la infeccion con
Perkinsus marinus puede afectar la reproduccién provocando una menor
frecuencia de desoves, o disminuyendo el ndmero de ovocitos por desove
(Choi et al, 1993). El esfuerzo reproductivo en bivalvos se vuelve una
desventaja puesto que la capacidad de fagocitosis y adhesion de los hemocitos
disminuyen durante la gametogénesis, especialmente cuando la gonada se
acerca a la madurez (Delaporte ef al., 2006) lo que puede llevar a una
disminucion en las defensas contra patogenos durante la temporada
reproductiva (Huvet et al., 2010). Samain et al. (2007) analizaron la capacidad
adhesiva y de produccion de ERO de los hemocitos en ostiones Sy Ry
observaron que la fagocitosis y la capacidad de adhesion de los hemocitos
disminuye cuando la gonada se acerca a la madurez, y ademas producen una

mayor cantidad de ERO.

2.4.5 Muerte celular

Cuando la célula esta expuesta a dario fisico, bioquimico o bioldgico, o es
privada de las sustancias necesarias para vivir, se activa una serie de genes de
respuesta al estrés. Con dafios minimos, la célula puede recuperarse, bajo

dafios mayores, puede ocurrir la muerte de células individuales como
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resultados de la apoptosis, la célula muere y se recicla a sus celulas vecinas.

La muerte celular programada es esencial para el desarrollo normal y la
homeostasis en plantas y animales, incluyendo el desarrollo embrionario y los
procesos patologicos.

Existen diversas formas en las que se produce la muerte celular, tales como
apoptosis, necrosis y autofagia, que a su vez incluyen los procesos de atresia y
fagocitosis. La muerte celular programada y la apoptosis no son sindénimos,
porque la muerte celular puede manifestar caracteristicas no apoptéticas (Kiss,
2010). La apoptosis es un programa de suicidio altamente organizado por el
cual las células son fisiolgicamente eliminadas en animales sin inducir la
inflamacion alrededor de la célula que muere (Edinger y Thompson, 2004).
Este mecanismo altamente conservado también estd activo en moluscos
(Sokolova, 2009; Kiss, 2010). Por el contrario, la necrosis es una forma
alternativa de muerte celular donde esta involucrada fa inflamacion. Otra via
alternativa de muerte, la autofagia, no conduce necesariamente a la muerte
celular, pero es mas bien un mecanismo de supervivencia que se produce en

respuesta al estrés ambiental (Lockshing y Zakeri, 2004).

2.4.5.1 Apoptosis

La apoptosis es un programa de autodestruccion celular dirigida por genes que
es ubicua en todas las células de eucariotas y su funcion es eliminar las células
durante el desarrolio y en la edad adulta cuando éstas dejan de ser necesarias,
o son dafiadas o infectadas (Baehrecke, 2002; Benedict et al., 2002). Aunque
existen diferencias en los mecanismos de apoptosis entre los animales
invertebrados y vertebrados, los componentes fundamentales de las vias
bioquimicas de muerte celular programada se mantuvieron notablemente
conservados durante la evolucion (Sokolova, 2009), con algunas diferencias en
moluscos (Zhang ef al., 2011).

El equilibrio entre la supervivencia celular y la muerte esta bajo control
fuertemente genético. Una multiplicidad de sefales extracelulares vy

mediadores intracelulares estan involucradas en el mantenimiento de este
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equilibrio. La muerte celular por apoptosis es un proceso evolutivo fuertemente

regulado, tanto a nivel transcripcional y post-traduccional, se inicia y se
transduce a través de la via intrinseca (mitocondrial) o extrinseca (mediada por
receptores) (Green y Evan, 2002; Krantic et al., 2005; Fulda y Debatin, 2006).
En las primeras etapas de la apoptoéis se producen cambios en la superficie
celular, sefializados por lectinas y fosfatidilserinas (PS). Una de estas
alteraciones en la membrana plasmatica es la translocacién de PS de la parte
interna de la membrana plasmatica a la capa exterior (Vermes et al. 1995).
Fadok et al. (1992) mostraron que los macrofagos reconocen especificamente
PS expuestas en la superficie de los linfocitos durante el desarrollo de la
apoptosis. Las sefiales extracelulares pueden activar la via extrinseca a traves
de receptores de muerte (Fas/CD95, TNFR, DR4/DRS). Estos receptores Fas
activados reclutan la proteina asociada con el dominio de la muerte (FADD) y
caspasa-8 para formar el complejo de sefializacion que induce a la muerte
(DISC). A continuacion la activacion de caspasa-8, activa la caspasa-3 directa
o indirectamente, que juega un papel central en la ejecucion de la fase de la
apoptosis de las células. Los organismos inician la via apoptdtica intrinseca en
respuesta a estimulos citotoxicos o estresores ambientales. Cuando hay estrés,
las mitocondrias se vuelven permeables y ocurre la liberacién del citocromo C
en el citosol (Armstrong, 20086). La liberacion del citocromo C contribuye a la
formacion de un complejo apoptosoma (Apaf 1/cytochrome c/caspase-9) y
factores desencadenantes de caspasa-3, que conecta las vias infrinseca y
extrinseca. Una de las caracteristicas de la ditima etapa de la apoptosis es la
fragmentacion de la cromatina nuclear que da lugar a una multitud de 3'-
hidroxilo terminales de extremos de ADN, resultado de la cascada de
sefializacién de apoptosis.

La apoptosis se produce en una variedad de procesos fisioldgicos, incluyendo
la homeostasis de la linea germinal femenina. En los invertebrados (Giorgi ¥
Deri, 1976; Hengartner, 1997; McCall y Steller, 1998) y vertebrados (De Felici,
1997: De Felici ef al., 1999.; Rucker et a/., 2000), un gran nimero de células

germinales se pierde en diversas fases de desarrollo. La apoptosis juega un
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papel importante en la homeostasis en el sistema inmune (Schaumburg et al.,
2006, Hildeman et al., 2007, Feig y Peter, 2007, Birge y Ucker, 2008, Franco et

al., 2009). En los moluscos se ha observado que este tipo de muerte participa

en la disminucion de hemocitos circulantes y residentes con el fin de conservar

los niveles normales (Sokolova et al., 2004). La apoptosis puede ser modulada

por patogenos (Terahara y Takahashi, 2008; Hughes et al., 2010); en el ostion

C. virginica, patégenos como Perkinsus marinus entran a las células e inhiben

la apoptosis para que exista un mayor nimero de células donde albergarse

(Sunila y Labanca, 2003). Un aumento excesivo de hemocitos se regula por

apoptosis, lo que previene el dafo inflamatorio a los tejidos circundantes
(Sunila y Labanca 2003; Goedken et al., 2005; Cherkasov et al., 2007;

Sokolova et al., 2009).
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Figura 2. Cambios morfologicos observados durante la apoptosis (tomado de Edinger

y Thompson, 2004).
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2.4.5.1.1 Rompimiento de DNA

Cuando una célula entra en apoptosis, la célula se contrae y se produce
ampollamiento llamado zeiosis (Sanderson, 1982). El nucleo de la célula
entonces se colapsa y el cromatina se condensa, formando formas de media
luna. Los cambios en la cromatina se deben a endonucleasas ciue digieren el
ADN en mdltiples fragmentos de 180 a 200 pares de bases (Arends et al.,
1990). La célula se rompe en cuerpos apoptoticos, pequefios cuerpos que
contienen fragmentos del contenido nuclear y organoides celulares y parte de
la membrana plasmatica. Los cuerpos apoptéticos a menudo son fagocitados
antes de la lisis en un intento de evitar una mayor propagacion de agentes
infecciosos (Cohen et al., 1992). Las células vecinas tienden a convertirse en
fagociticas para evitar la pérdida de nutrientes importantes. Los cambios
morfoldgicos que se observan en las células durante la apoptosis se presentan
en la Figura 2.

La deteccion de la fragmentacion del ADN es actualmente una de las técnicas
mas utilizadas para destacar las células apoptoticas en los tejidos. La terminal
transferasa dUTP (TUNEL) es un método utilizado para detectar la degradacion
del ADN en las células apoptdticas, porque una de las caracteristicas de la
apoptosis en la Ultima etapa es la fragmentacion de la cromatina nuclear que
da lugar a una multitud de 3'-hidroxilo terminales de extremos de ADN. Esta
propiedad puede utilizarse para identificar células apoptdticas mediante el
etiquetado de las fracciones de ADN con marcador fluorescente para
nucleétidos trifosfato desoxiuridina (F-dUTP) (Garvrieli et af., 1992).

2.4.5.2 Autofagia

La autofagia es una degradacion de los componentes celulares en los
lisosomas, y estad implicada en muchos procesos de enfermedad, muerte
celular y respuestas adaptativas (Cuervo, 2004). La autofagia fue considerada
principaimente como una estrategia de supervivencia en los organismos

multicelulares cuando es causada por estrés. Sin embargo, hay evidencia de
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que la autofagia es mucho mas que un proceso de supervivencia y esta

involucrada en la fisiologia celular (Moore et al., 1980; Moore, 1988; Cuervo,
2004. Lockshin y Zakeri, 2004). Las perturbaciones lisosomales relacionadas
con autofagia se observan como hinchazon lisosomal, acumulacion de lipidos
(lipidosis) y de lipofuscina: (lipofuscinosis); estos cambios se han observado en
las células del hepatopancreas de moluscos (Cajaraville ef al., 1995¢, 2000;
Domouhtsidou y Dimitriadis, 2001; Krishnakumar et al., 1997; Lowe et al., 1981;
Marigomez et al., 2005; Moore et al., 2006, Regoli, 1992).

La autofagia es mas activa durante periodos de estrés; este proceso permite
que las células sean temporalmente auto-sustentable cuando los nutrientes
estan restringidos (Bergamini et al., 2003; Cuervo, 2004; Levine, 2005).
También puede tener una funcion protectora durante el estrés oxidativo
(Bergamini et al., 2003; Cuervo, 2004; Moore et al, 2006). En las células
eucariotas, el primer nivel de defensa contra el dafio oxidativo son las enzimas
antioxidantes, como la SOD y CAT (Livingstone, 2001; Moore, 2004). La
autofagia lisosomal proporciona una segunda linea de defensa, quitando las
proteinas dafadas por oxidacion, proteinas mal plegadas, glicosiladas vy
organulos deteriorados e incluso porciones del nucleo y ADN (Bergamini et al.,
2003:; Cuervo, 2004). Por elio, cuando el primera linea de los sistemas de
defensa son superados, la autofagia protege al organismo contra los efectos
nocivos de proteinas dafadas, que pueden formar agregados y acumularse
irreversible en las células (Grune et al., 2004; Moore, 2004; Moore et al., 2008).
La autofagia también puede servir como un tercer nivel de defensa: cuando las
capacidades autofagicas son comprometidas, el sistema de autofagia puede
desencadenar la muerte celular programada (Lockshin y Zakeri, 2004) para
eliminar las células dafadas con el fin de mantener la integridad del 6rgano y
del organismo (Moore et al., 2007). Los principales cambios morfolégicos que

se observan en las células durante la autofagia se presentan en la Figura 3.
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Figura 3. Cambios morfologicos observados durante ia autofagia (tomado de Edinger y
Thompson, 2004)

2.4.5.3 Necrosis

La necrosis es la muerte prematura de las células y tejidos por factores

externos tales como infecciones, toxinas o trauma; en contraste, la apoptosis

es una forma natural, con un consumo de energia regulado en el que los

compuestos y las células danadas se fraccionan y se eliminan sin causar

inflamacion (Edinger y Thompson, 2004, Peter, 2011). La necrosis se considera

la muerte accidental de células, un proceso no controlado, independiente de

caspasas, activadas siempre como un mecanismo de copia de seguridad para

la apoptosis cuando se inactivan las caspasas. Si el dafo afecta a un gran

nimero de células después se produce necrosis, con una respuesta

inflamatoria acompafante. La desregulacion de los mecanismos de control de
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éste sistema se traduce en enfermedad. Los cambios morfolégicos celulares

durante la necrosis se presentan en la Figura 4.
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Figura 4. Cambios morfologicos observados durante la necrosis (fomado de Edingery
Thompson, 2004).

2.4.5.4 Atresia

Durante la maduracion de la gonada existe un periodo después del desove
donde los ovocitos que no fueron desovados son reabsorbidos. Esto ocurre por
atresia, que es una degeneracion estructural y de reservas energeéticas de
gametos femeninos en etapas de vitelogénesis avanzadas. Cuando el estrés
excede la capacidad del organismo para contrarrestar los efectos de éste de

manera endégena, es posible que se presente la muerte de células, gametos y

tejidos y eventualmente, del organismo. La atresia folicular es un fenomeno

comun en los ovarios de vertebrados en donde participan el ovomto y la

degeneracion de las células foliculares. Mientras que la atresia de ovocitos en

vitelogénesis avanzada es un proceso normal de la maduracion, la atresia

también puede ocurrir en ovocitos previtelogénicos en moluscos (De Gaulejac
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et al, 1995). En este ultimo caso, pueden ser afectados por este proceso a
causa de la liberacion de enzimas hidroliticas que se producen en el momento
de la lisis ovocitaria (Roman et al., 2002). A este proceso se le conoce como
reabsorcion.

En moluscos una de las primeras observaciones de atresia ovocitaria fue
reportada por Tang (1941) en Pecten maximus 'y posteriormente, fue reportada
en otros pectinicos (Motavkine y Varaksine, 1983; Dorange y Le Pennec, 1989;
Beninger y Le Pennec, 1991; Avendario y Le Pennec, 1997). La atresia de
gametos es un evento que sucede de manera natural, y puede ser masiva,
afectando a toda la génada o puede ser parcial asociado a condiciones
ambientales adversas (Sastry, 1979; Pipe, 1987; Lubet et al., 1987). Se ha
observado que en hembras de moluscos la reabsorcion por atresia se
incrementa por elevadas temperaturas (Paulet et al, 1988; Beninger y Le
Pennec, 1991; Arellano-Martinez et al, 2004; Chung et al., 2008), o bajas
(Sastry, 1979; Galap et al., 2004). Sin embargo, la diferencia entre atresia y los
otros procesos de muerte celular en moluscos no ha sido totalmente explicada.
En peces el proceso de la atresia y la reabsorcion de los foliculos ovaricos
estan precedidos por notables cambios morfoldgicos tanto en el ovocito como
en las células foliculares. El analisis histologico y ultraestructural mostré que los
primeros signos de atresia son la desintegracion del nticleo del ovocito, seguido
de la fragmentacion de la zona peltcida, |a hipertrofia de las células del foliculo,
la degradacion de organulos como las mitocondrias, los alvéolos corticales en
la periferia del ovoplasma (Saidapur, 1978; Miranda ef al., 1999). En muchos
organismos, la atresia se considera como un proceso de apoptosis, a menudo
iniciado dentro de las células de la granulosa y, por lo tanto, la apoptosis de las
células de la granulosa se ha propuesto como una caracteristica clave de la
atresia en el ovario de vertebrados (Krysko et al., 2008). La hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH) es una de las pocas hormonas que se han propuesto
que participan en la atresia folicular en los mamiferos, ya que el tratamiento
con agonistas de GnRHa se ha observado que induce la fragmentacién del

ADN (Hong et al., 2008). En etapas avanzadas de la atresia se presenta
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marcada actividad fagocitica en las células del foliculo con vacuolas digestivas,

y granulos de lipofuscina, los granulocitos eosindfilos y macroéfagos, que
invaden el ovocito liberando sus granulos que contienen enzimas liticas
participan en la etapa final de la reabsorcion del foliculo (Besseau y Faliex,
1994:; Miranda et al., 1999). Entre las causas de atresia folicular que han sido
descritas en teleésteos se incluyen la hipofisectomia, la administracion de
esteroides, los cambios de temperatura, el hambre y el confinamiento (Guraya,
1986). En cautiverio, la atresia es mas frecuente en los ovocitos vitelogénicos;
sin embargo, también puede presentarse en los ovocitos previtelogénicos
(Bazzoli y Rizzo, 1995; Miranda ef al., 1999).

El significado fisiologico de las atresias en moluscos se ha explicado por el
proceso de reabsorcion de los gametos no desovados en donde las células
foliculares adquieren propiedades fagocitarias, reabsorbiendo el contenido del
ovocito (De Gaulejac et al., 1995). Otros autores lo consideran un fenémeno de
sobremaduracion de ovocitos en el foliculo cuando no existen estimulos que
activen el desove, reutilizando el material degradado como fuente de energia
(Pipe, 1987; Borzone et al., 2003). Algunos autores indican que es la accion
lisosomal de los propios ovocitos (Dorange y Le Pennec, 1989; Pipe y Moore,
1985: Pardo Fernandez et al., 2001). Aunque las razones por las que ocurre la
lisis aun son desconocidas, se han propuesto varias hipétesis. Motavkine y
Varaksine (1983), quienes diferenciaron tres tipos de reabsorcion de intensidad
variable, establecen tres hipotesis. 1) Un mecanismo de control del numero de
células en el foliculo o acino, el cual tiene una capacidad finita podria explicar
la reabsorcion fisiologica; 2) proceso de autolimpieza, el cual prepara la génada
para un nuevo ciclo gametogénico podria explicar la reabsorcion del
posdesove; 3) condiciones ambientales desfavorables pueden inducir la lisis
masiva de gametos, deteniendo con esto el ciclo gonadico, el cual en
condiciones favorables terminaria con el desove.

Durante la reabsorcion, los productos de la lisis pasan a la hemolinfa como
metabolitos que pueden ser movilizados por el organismo (Pipe, 1987, Dorange
y Le Pennec, 1989; Le Pennec et al., 1991; De Gaulejac et al., 1995). Morvan y
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Ansell (1988) indican que la reabsorcidn de los gametos puede ser vista como

una adaptacion en respuesta a cambios en la temperatura y a la disponibilidad
de alimento. Si la energia requerida para la produccién de gametos sobrepasa
la energia obtenida del alimento o de las reservas nutritivas, puede ocasionar
que no todos los ovocitos alcancen la madurez 6ptima para el desove. En este
caso, la energia obtenida por la reabsorcion de los gametos puede ser
reasignada para la maduracion de una nueva generacion de gametos o usada
para otros propositos metabdlicos (Lubet et al., 1987; Dorange y Le Pennec,
1989: Motavkine y Varaksine, 1989).

2.4.5.5 Lectinas durante la muerte celular

El proceso de sefializacion que se lleva a cabo durante los procesos de muerte
celular no se conoce bien atin en moluscos bivalvos. Entre los distintos medios
para estimular o frenar la muerte celular de una célula, se encuentran las
lectinas. También conocidas como aglutininas, son proteinas de unién con una
elevada especificidad para cada tipo de carbohidratos con capacidad de
aglutinacion (Boyd y Shapleigh, 1954), por lo que se consideran como
receptores de patrones de reconocimiento. Su principal funcién es el
reconocimiento tanto a nivel molecular como celular, se unen a estructuras
especificas de carbohidratos y aglutinan una variedad de células animales
mediante la unién a las glicoproteinas y glicolipidos de la superficie celular
(Hiroaki et al., 1988). Son conocidas por participar activamente en las funciones
de defensa de los vertebrados e invertebrados, donde juegan un papel en el
reconocimiento de las particulas extranas (Ghosh ef al., 2011). Su localizacion
es ubicua y se distribuyen en la mayoria de los tejidos (Cohen y Vasta, 1982) y
se pueden localizar libres en el suero o presentes en la membrana plasmatica
de los hemocitos (Cheng et al., 1984; Vasta et al., 1984).

Existen varias teorias que explican los mecanismos por los cuales las lectinas
son capaces de discriminar entre lo propio y lo extrafio. En una de ellas el
papel de las lectinas esta centrado en el reconocimiento de lo “no propic”. Las

lectinas que se encuentran ancladas a la membrana celular actuan a modo de
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puente entre el hemocito y la particula extrafia (Chu, 1988) facilitando la union
entre la célula fagocitica y la particula a fagocitar (Cheng et al., 1984). La otra
teoria propone que el verdadero papel de las lectinas es un auto-
reconocimiento, es decir, reconocen “lo propio” (Coombe ef al., 1984). Este
mecanismo fue propuesto como un mecanismo de control de la fagocitosis
(Chu, 1988). El papel de estas moléculas en el sistema inmune es primordial ya
que al unirse especificamente a polisacaridos y glicoconjugados presentes en
la superficie de microorganismos median los procesos de fagocitosis,
melanizacién y encapsulacion (Bayne et af., 1979; Luo et al., 2006), asi como la
activacion del sistema profenol-oxidasa, (Yu y Kanost, 2000, Yu ef a/., 2005).
Las lectinas también participan en otros procesos que requieren de
interacciones carbohidratos-lectina, la fertilizacion, el desarrollo y la
diferenciacion sexual de la génada de mamiferos implican cambios en el tipo y
la distribucion de diferentes proteinas y glicoproteinas en y alrededor de los
cordones epiteliales gonadales, los tubulos seminiferos de los testicuios y los
foliculos en el ovario (Frojdman ef af., 1992). En anfibios anuros como Xenopus
laevis, los granulos corticales asociados con la membrana plasmatica fueron
las Unicas estructuras que contenian lectinas en las seis etapas de desarrollo
de los ovocitos (Jinghe y Zalik, 1988).

La actividad de las lectinas en diferentes especies de moluscos se ha
observado mediante procesos de aglutinacion por técnicas histoquimicas y
bioquimicas (Vasta et al., 1984; Fisher y DiNuzzo, 1991; Olafsen et al., 1992;
Tripp, 1992; Robledo ef al., 1997; Minamikawa et al., 2004, Estrada et al.,
2013). Ademas, se han identificado total o parcialmente a nivel molecular,
diferentes formas de lectinas en varias especies de bivalvos como en la almeja
japonesa Ruditapes philippinarum (Bulgakov et a/., 2004; Kang et al., 2006), la
almeja de agua dulce Corbicula fluminea (Yang y Yoshino, 1990), el ostion
japones C. gigas (Gueguen et al., 2003; Yamaura et al, 2008), el ostion
americano C. virginica (Tasumi y Vasta, 2007), la almeja Chlamys farreri (Wang
et al., 2007; Zheng et al., 2008) y los mejillones azul y Mediterraneo Mytilus

edulis y M. galloprovincialis (Renwrantz et al., 1985; Mullainadhan y Renwrantz,
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1986). En moluscos, los gasteropodos Aplysia depilans y A. fasciata contienen
lectinas especificas para los acidos D-galacturdnico y D-galactésido en las
gbénadas, mientras que su aglutinina de hemolinfa se une a azdcares N-
acetilados (Zipris et al., 1986). En C. gigas una fucolectina se expresa
especificamente en las goénadas, lo que in'dica su posible funcién en el
desarrollo gonadal (Yamaura et al., 2008). La lectina tipo C (CvML) es una
glicoproteina dependiente de calcio que se encuentra en el ostion C. virginica,
presente en mucocitos que recubren el epitelio de la glandula digestiva y los
érganos paliales (manto, branquias y palpos labiales) (Jing et al., 2011). La
lectina WGA (aglutinina del germen de trigo) se utiliza para identificar
hemocitos granulares en decapodos y bivalvos (Pipe, 1990; Martin et al., 2003).
'De acuerdo a la especificidad de la lectina, los hemocitos de N. subnodosus
tienen residuos de a-D-glucédsidos (a-D-glucosa y a-D-manosa), N-acetil-D-
glucosamina, y a-L-fucosa (Estrada et al., 2013). Se ha encontrado sobre-
regulado el gen de la proteina B-galactosidase binding-lectin en C. virginica
infectado por Perkinsus marinus (Tanguy et al., 2004), y en Ruditapes
philippinarum infectada con P. ofseni se obtuvo la expresion de 7 lectinas, que
participan en el sistema inmune como aglutininas y opsoninas (Kang ef al.,
2006).

2.4.5.6 Activacion de los mecanismos de defensa durante la
reproduccion

Los gametos en particular, son sensibles a los cambios externos dada su alta
velocidad de division celular, donde se expone el ADN, y su alto contenido de
PUFA, mas propensos a la oxidacion que los saturados. Los gametos pueden
ser dafiados por agentes exogenos, incluyendo los mismos que inducen la
maduracion si el estimulo es muy intenso, llegando a ser percibido como
estresante. En el caso de las hembras, los ovocitos se encuentran arrestados
en diploteno de la primer prefase meiotica, hasta que los ovocitos van a ser
desovados reinician la meiosis (metafase) (Lora-Vilchis ef a/, 2003). Sin
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embargo, los gametos masculinos se dividen intensamente durante Ia

espermatogénesis exponiendo el ADN.

Durante la maduracion, hay un periodo después del desove donde los ovocitos
que no fueron desovados son eliminados, generalmente por atresia. En
contraste con la hip6tesis de apoptosis en células de la granulosa, la
degradacién proteolitica de las proteinas del vitelo de los ovocitos, mediada por
la activacion diferencial de catepsinas lisosomales, se ha propuesto como el
evento inicial que conduce a la muerte celular del ovocito (Wood y Van Der
Kraak, 2003). Esta hipotesis esta apoyada por observaciones histologicas en
una amplia variedad de teledsteos con ovocito en reabsorcion que
generalmente precede a la desaparicion de células somaticas (Saidapur, 1978),
y por la transferencia masiva de algunas proteinas del vitelo combinados con
lipoproteinas de alta densidad a la corriente sanguinea durante el curso de la
atresia folicular (Babin, 1987). Por lo tanto, los procesos hidrolisis del vitelo y la
reabsorcion durante la atresia ovarica en los peces posiblemente han
evolucionado para facilitar la redistribucion de materiales ricos en energia del
vitelo de los ovocitos que no logran desarrollarse adecuadamente (de Wood y
Van Der Kraak, 2003). Sin embargo, los mecanismos especificos del ovocito
implicados en la regulacion de la actividad de las proteasa durante la atresia,
asi como el origen de las sefiales que activan este sistema, son todavia
desconocidas (Lubzens et al., 2010).

En muchos organismos, la atresia se considera como un proceso de apoptosis,
a menudo iniciado dentro de las células de la granulosa y, por lo tanto, la
apoptosis de las células de la granulosa se ha propuesto como una
caracteristica clave de la atresia en el ovario de vertebrados (Krysko et al.,
2008). En etapas avanzadas de la atresia se observd marcada actividad
fagocitica en las células del foliculo con vacuolas digestivas, y granulos de
lipofuscina, los granulocitos eosindfilos y macréfagos, que invaden el ovocito
liberando sus granulos que contienen enzimas liticas participan en la etapa final
de la reabsorcion del foliculo (Besseau y Faliex, 1994; Miranda et al., 1999).
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3 JUSTIFICACION

El cultivo de ostién japonés en las costas del Pacifico mexicano tiene una
trayectoria que rebasa ya los 40 afios ininterrumpidos; sin embargo, varios
factores han impedido que la actividad se consolide y mantenga una
produccion con incrementos sostenibles. Pese al tiempo transcurrido desde su
introduccion, no existen poblaciones naturalizadas de esta especie, es decir
poblaciones adaptadas a las condiciones ambientales imperantes en el
Noroeste de México y, por lo tanto, no se cuenta con un pie de cria propio que
garanticé el abasto para el total de las granjas acuicolas (Robles Mungaray,
comunicacién personal). Uno de los problemas es que se han presentado
mortalidades masivas con pérdidas de hasta el 90% y con una incidencia
variable desde 1997 a la fecha. Si bien el ostion japonés posee una amplia
plasticidad adaptativa, es una especie asiatica nativa de aguas frias, y su
termotolerancia por ser un atributo poblacional, delimita las condiciones

particulares respecto a los cultivos entre las distintas regiones donde se cultiva.

En el presente trabajo se compard el efecto del incremento de temperatura en
condiciones naturales y el incremento gradual y constante de la temperatura
del agua en condiciones controladas sobre adultos de ostion C. gigas, especie
tipica de zona templada y el ostion C. corteziensis, especie nativa sub-tropical,
sobre variables morfologicas y fisiolégicas que nos indiquen como se maneja
este estrés en ambas especies. Dado que C. corteziensis es una especie
nativa y adaptada a mayores temperaturas que C. gigas, se espera ver una
mayor apoptosis, gasto de reservas bioquimicas, peroxidacion de lipidos vy
estrés oxidativo en general, en C. gigas en comparacion con C. corteziensis.

El trabajo aqui desarrollado podria permitir establecer bases de la mortalidad
de verano en C. gigas, y evaluar si C. corteziensis tiene otros mecanismos que
disminuyan su estrés y que, ademas, sirvan como bioindicadores en programas

de seleccion genética y de evaluacion de estrés ambiental.
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4 HIPOTESIS

Si incrementa la temperatura del agua durante el cuitivo de ostiones adultos, se
producira maduracién de la génada en ambas especies, pero en C. gigas se
activaran mecanismos de defensa a menores temperaturas que al no ser
contrarrestados, causaran la muerte celular y eventualmente del organismo, a
diferencia C. corfeziensis, en el cual se espera que se activen los mecanismos
de defensa a mayores temperaturas y que existan mecanismos de defensa
adicionales en respuesta a un estrés térmico que protejan al organismo e

incrementen su supervivenica.

5 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del estrés térmico en condiciones naturales y de laboratorio

sobre la reproduccion y mecanismos de defensa de C. gigas y C. corteziensis.

5.1 Objetivos especificos

1. Comparar diferentes métodos para evaluar desarrollo gonadico en C.
gigas y C. corteziensis y establecer una forma cuantificable de desarrolio
gonadico que sea comparativa interespecies.

2. Cuantificar las reservas durante el esfuerzo reproductivo en respuestas a
los cambios de temperatura durante un ciclo anual de C. gigas y C.
corteziensis en condiciones naturales y examinar la acumulacién de
dafio celular durante un ciclo reproductivo de las dos especies de ostion
mediante el estudio de sustancias no degradables de dafio oxidativo
(lipofuscinas) en los principales tejidos asociados a la reproduccion.

3. Examinar el efecto del estrés térmico bajo condiciones controladas
mediante el estudio de la acumulacion de dafio celular en las dos
especies de ostion, asi como de mecanismos defensa que incluyen en la
proteccion (proteinas de choque térmico) y la eliminacion del dafio
celular (apoptosis o autofagia) con el fin de dilucidar si el dafo oxidativo

es diferente entre las especies.
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6 MATERIALES Y METODOS
6.1 Ciclo de campo

6.1.1. Muestreo
Mensualmente, treinta ostiones C. corteziensis fueron muestreados de las

raices de los manglares en la zona intermareal de Bahia de Ceuta, en la costa
del Estado de Sinaloa, en el noroeste de México de abril 2005 a abril de 2006.
Los ostiones se colocaron en recipientes de plastico y transportados al
laboratorio del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR) en
La Paz, BCS, en menos de 24 h. A su llegada, se registré el peso total,
longitud, ancho y peso de tejido himedo de cada organismo, los tejidos del
ostion fueron retirado de la concha y dos secciones transversales de 2 mm a
nivel medio visceral que incluye una porcion de glandula digestiva y gonada,
fueron colocados en casetes y fijados las soluciones de Davidson durante 48 h
(Shaw y Batle, 1957) y en solucion de Karnovsky durante 24 h (Karnovsky,
1965) para analisis histologico.

Los ostiones de C. gigas fueron muestreados en 2007, de cultivos comerciales
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de ostion en Bahia de Ceuta transportados de la misma manera. A su llegada,

los especimenes fueron inspeccionados y medidos. Los tejidos de los ostiones

fueron procesados de la misma forma que los de C. corteziensis.

6.1.2 Madurez visual

La madurez visual se realizd con base en el método descrito por Costil et al.

DDE BSoAOA T
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(2005) modificado aqui asignando un numero a la fase de maduracién
apreciada en las génadas después de abrir el ostion:

1. Inmaduro: ostiones delgados
2. Maduracion temprana o post-desove: ostiones parcialmente delgados
3. Maduracion tardia: individuos con tejidos carnosos

4. Maduro o listos para desovar: los ostiones se ven con génada "veteados”
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6.1.3 Histologia cualitativa y cuantitativa

En las preparaciones histolégicas observadas al microscopio éptico, se analizo
el tejido gonadal determinando las caracteristicas morfolégicas de los gametos
masculinos y femeninos. La evaluacion de las muestras en este estudio no esta
basada en asignacion de estadios de desarrollo gonadico o de madurez que
son netamente cualitativos, debido a que para demostrar diferencias entre las
caracteristicas morfolégicas y funcionales de los gametos es necesario hacer
analisis cuantitativos. En los cortes de parafina se hicieron los conteos de tipos
celulares en tres secciones de cada laminilla en imagenes a 20x (1.44mm?).
Las variables morfolégicas como el area, diametro teérico, relacién ndcleo
citoplasma, factor de forma o redondez se determinaron en 50 células de cada

tipo en los mismos campos donde se realizaron los conteos.

6.1.3.1 Frecuencia de ovocitos

La frecuencia se calculd contando cada tipo de ovocito en tres regiones del
ovario de cada hembra que aparecié dentro de un area de 1,44 mm? a 20 X. Se
contd el numero de ovogonias, ovocitos previtelogénicos, ovocitos
previtelogénicos con vacuolas, ovocitos vitelogénicos, ovocitos vitelogénicos
con vacuolas, ovocitos postvitelogénicos, ovocitos postvitelogénicos con
vacuolas, ovocitos con reticulo endoplasmatico distendido, atresias, neoblastos

o células multipotentes.

6.1.3.2 Area y diametro de ovocitos

El didmetro y el area de los ovocitos se determinaron con imagenes
digitalizadas a 40x y para ovogonias a 100x (Image Pro Plus software v. 7.0
Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EE.UU.). Se midieron aproximadamente
40-50 ovocitos con nicleo visible en tres regiones de una laminilla histologica
seleccionados al azar. Dado que la forma los ovocitos se desvian notablemente
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de una esfera, el diametro tedrico (DT) se calculd a partir del area total (A) de
cada ovocito mediante la siguiente formula:
DT = 4A/mr (Saout et al., 1999.)

6.1.3.3 Nucleo:citoplasma

El area del nucleo se determind para cada ovocito de manera similar al area de

los ovocitos utilizando iméagenes digitalizadas a 40%, y 100x para ovogonias. La

proporcion se calcula de la siguiente forma; relacién nicleo:citoplasma = area

total del nlcleo:area total del citoplasma, sin nucleo.

6.1.3.4 Escala reproductiva

El diametro medio de los ovocitos se calculdé para cada hembra, y estas fueron
clasificadas de acuerdo a la escala propuesta por Lango-Reynoso ef al. (2000)
para C. gigas basada en el diametro de los ovocitos:

Gametogénesis temprana = 3,0 a 12,0 pm
Creciendo = 12,1-30,0 ym
Madurez = 30,1-41,0 um

Degenerado = 41,1 a 60,0 um

6.1.3.5 Area de cobertura gonadica (ACG)

El drea ocupada por la génada se determiné usando un sistema de analisis de
imagenes (Image Pro Plus v.7.0) en imagenes a 4x (7,9 mm?) a partir de tres
secciones diferentes de cada muestra. El andlisis de imagenes se basa en la
intensidad del color especifico del tejido de las génadas y el area visceral, se
calcula automaticamente en pixeles y se expresa en micras cuadradas. El area

de cobertura gonadal (ACG) se calculd como:

ACG = SAC X100
T AT
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Donde ACG es el area de cobertura gonadica, SAC es la suma de areas de

cobertura del color especifico del tejido gonadico con tincion Hematoxilina-
eosina en 3 imagenes a 4x, expresado en nimero de pixeles normalizados por
area (um?), AT es la suma del area total de las 3 imagenes, expresada en
nimero de pixeles normalizados por area (um?) (Rodriguez-Jaramillo ef al.,
2008).

6.1.3.6 Fecundidad

La fecundidad se determiné como se describe por Heffernan y Walker (1989),
utilizando la siguiente ecuacion: La fecundidad = (4/3m) r3 N, donde r = radio de
los ovocitos y N = nimero total de ovocitos, pero sélo los ovocitos presentes en

el area de imagenes a 20x (1.44 mm?).

6.1.3.7 indice de desarrollo gonadal

El indice de desarrollo gonadal se calculd como la relacién de los ovocitos
postvitellogenic en relacion con el nimero total de ovocitos presentes en la

gbnada, como lo describe Lannan (1980).

6.1.3.8 indice de area de madurez ovarica

El indice area de maduracién se calculé como el area total ocupada por cada
uno de los ovocitos en cada gonada, utilizando la siguiente formula: ACG x
area de ovocitos x nimero total de ovocitos, modificado de Arcos et al. (2005)

para analizar la maduracion del camarén.

6.1.3.9 Histoquimica

Para estimar la proporcién relativa de los lipidos (triglicéridos y fosfolipidos) en
el tejido conjuntivo vesicular, glandula digestiva y las génadas de las hembras,
se utilizé la tincion Sudan Negro B. Es un reactivo de auxocromo azul-negro
diluido en etanol acuoso, por solubilidad tiene preferencia por los componentes

lipidicos de los tejidos, tifiéndolos de color negro azulado (Bayliss, 1984). Tide
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una amplia variedad de lipidos que comprende principalmente fosfolipidos

(tonos grises), asi como esteres de colesterol y triglicéridos en tonalidades que
van de azul oscuro a negro (Rodriguez-Moscozo y Arnaiz, 1998). La tincion
Acido Periddico de Schiff (PAS) es un método de identificacion de
macromoléculas con polisacaridos como glucégeno o glicoconjugados
(glicoproteinas, glicolipidos y proteoglicanos), se utilizé para detectar zonas de
carbohidratos tefiidas de color rosa-magenta (Spicer, ef al., 1992). El area
ocupada por los lipidos y carbohidratos se midié con un analizador de
imagenes (Image Pro Plus 7.0, Media Cybernetics, Bethesda, MDj) en cortes a
partir de cada organismo (en imagenes a 10x). El analisis de imagenes utiliza
la identificacién automatica de pixeles del color especificos de cada tincion, el
area de pixeles de un color se calcula y se expresa como el drea (um2)
(Rodriguez-Jaramillo et al., 2008.) de forma automética. El area de la cobertura

de cada tincidon en cada tejido se calcul6 con las siguientes formulas:

6.1.3.9.1 indice lipidico (IL)

La cantidad de lipidos por area de cobertura en las secciones de tejidos se

midié de la siguiente forma:

IL= SAC X100
AT

Donde IL es el indice lipidico, SAC es la suma de areas de cobertura del coior
especifico de la tincion Sudan Negro (azul oscuro a negro) en 3 imagenes a 4x,
expresado en numero de pixeles normalizados por area (pmz), AT es la suma
del &rea total de las 3 imagenes, expresada en numero de pixeles

normalizados por area (Um?).

6.1.3.9.2 indice de carbohidratos (ICH)

La cantidad de carbohidratos por area de cobeﬁura en las secciones de tejidos

se midio de la siguiente forma:
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ICH = SAC X 100
AT

Donde ICH es el indice de carbohidratos, SAC es la suma de areas de
cobertura especifica del color rosa-magenta en 3 imagenes a 4x, expresado en
nimero de pixeles normalizados por area (um?), AT es la suma del area total

de las 3 imagenes, expresada en nimero de pixeles normalizados por area

(um?).

6.1.3.9.3 Area de lipofuscinas

Las secciones de tejidos (branquias, tejido conjuntivo vesicular, glandula
digestiva y gonada) fueron tefiidas con carbolfucsina Kinyoun una tincion
histoquimica cuyo colorante lipofilo tifie lipofuscinas de color rojo (creado por
Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas USA). Las secciones de tejido
fueron desparafinadas, hidratadas -y montadas en medio de montaje de
glicerol/TBS 40%. Las lipofuscinas auto-fluorescentes se ponen de manifiesto
por excitacion a 450-490 nm. La autofluorescencia de las lipofuscinas se
extinguié con carbol fucsina Kinyoun. Este analisis se realizd para compararla
con la tincion histoquimica carbol fucsina Kinyoun.

Las laminillas fueron observadas al microscopio y documentadas mediante
fotografia digital (Image Pro Plus v.7). Cada seccion transversal de tejido en la
region media del ostion fue analizada totaimente, y cada campo del
microscopio a 20x donde se observo la presencia de granulos de lipofuscina
fue documentado, las imagenes se tomaron por tejido. El area tefiida se analizd
mediante la identificacion automatica de pixeles del color especificos de la
tincion, el area de pixeles se expresa como el area total (um?). A diferencia de
las otras tinciones histoquimicas, el area de lipofuscinas por tejido no se
expresa en forma de indice debido a que la distribucién de estos pigmentos no

es homogénea en todos los tejidos analizados.
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6.1.4 Analisis estadistico

Las etapas de la maduracion visual se compararon con los estadios
reproductivos por un analisis de X2. Las medidas de ovocitos de cada hembra
se analizaron con un ANOVA anidado (40-50 ovocitos por hembra, 10 ostiones
por mes). Las variables diametro medio, diametro maximo y area maxima de
los ovocitos, diametro medio de citoplasma, didmetro medio de ndcleo, relacion
nacleo:citoplasma, ACG vy fecundidad se analizaron por ANOVA unifactorial
para cada especie de ostién por separado, seguido por un analisis post hoc de
Newman-Keuls (P<0,05) excepto donde se especifica, entre los meses (12
niveles) o etapas de maduracion (4 niveles).

Para evaluar el esfuerzo reproductivo y el dafio oxidativo durante el ciclo anual
de las hembras de las dos especies de ostion, se realizaron analisis de
varianza unifactorial (ANOVA) para cada especie, considerando como factor el
mes donde las variables dependientes fueron los indices de carbohidratos y
lipidos y el area de lipofuscinas. La normalidad de los datos se verificd con la
prueba Shapiro Wilk, y la homogeneidad de varianza se determiné utilizando la
prueba Levene. Los resultados porcentuales fueron transformados a arcoseno
antes del ANOVA, pero se presentan las medias no transformadas. Todos los
datos se presentan como media * error estandar. Los analisis estadisticos se

realizaron utilizando el programa Statistca version 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, UK).

6.2 Laboratorio

6.2.1 Origen y colecta de organismos

Se colectaron 70 organismos adultos de C. gigas en 'y 70 de C. corteziensis en
un cultivo de ostion en Topolobampo, Sinaloa. Los organismos se trasladaron a
las instalaciones de la UABCS en La Paz, B.C.S. Los ostiones se limpiaron y se
hizo biometria (longitud de la concha y peso total). Se disecaron 10 ostiones de
cada especie para evaluar el estado de salud y la condicién reproductiva por

analisis histoldgico.
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6.2.2. Incremento de temperatura en condiciones de laboratorio

Los organismos fueron aclimatados a condiciones de laboratorio (20-22°C) y
alimentacién por goteo en tanques de 100 L. El alimento consistié en una
racion diaria de 35% de Chaetoceros gracilis, 25% de C. calcitrans y 25% de
Isochrysis galbana a una densidad celular de 4x10° células por ostién por dia.
Se realizaron recambios del 100% de! agua cada 2 dias y los tanques se
limpiaron por sifoneo del fondo diariamente. Para el tratamiento de incremento
de temperatura, se pesaron y se distribuyeron 60 organismos C. gigas en 3
tanques de 100 L con 20 ostiones cada uno y 60 C. corteziensis en las mismas
condiciones. Una vez aclimatados 48h, y se incrementé la temperatura 2°C
cada 2 dias en dos de los tanques por especie, durante 14 dias hasta llegar a
34°C, la temperatura se controlé con calentadores eléctricos sumergibles

(1°C). El tercer tanque permanecio a 22°C como control.

6.2.3. Muestreo de tejidos

Se tomaron muestras de tejidos de las dos especies de ostion al inicio del
experimento, cuando se encontraban a 22 + 1°C, un segundo muestreo a los 6
dias a 28 + 1°C y un tercero a los 14 dias a 34 = 1°C. En los mismos dias del
segundo y tercer muestreo, se muestrearon organismos controles a 22 + 1°C.
Los tejidos de los organismos se cortaron transversalmente en secciones de 3
mm de grosor en la region de la génada con glandula digestiva para las
siguientes técnicas:

a. Fijacion en solucién Davidson para las técnicas histologicas e
histoquimicas; tincion general para morfologia Hematoxilina-eosina,
tincion PAS (Acido Periodico de Schiff) para carbohidratos, Sudan Negro
(SN) para lipidos neutros y polares, inmunofluorescencia (IF) con
lectinas  fluorescentes (WGA-FITC) para la deteccion de
glicoconjugados, comunicacion celular, reconocimiento de membrana y
actividad fagocitica, TUNEL para fraccionamiento de DNA (apoptosis).
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b. Fijacion en Karnovsky para cortes de resina semifinos tefiidos con

Policromica para estructura celular.

c. Fijacion en paraformaldehido al 4% diluido en agua DEPC para
Hibridacion in situ.

d. Tejidos para extraccion de RNA, se tomaron 100 a 200 mg de tejido
gonadico y se preservo en 1.5 mi RNA-later (AMBION) a -20°C.

e. El resto de los tejidos del ostién se congelaron en nitrogeno liquido y

posteriormente se transfirieron a un ultracongelador a -80°C para las o
técnicas bioquimicas y TBARS. )
!
¢
6.2.3.1 Fijacién en Davidson para histologia cuantitativa 5'
Para la obtencién de informacién histolégica cuantitativa del proceso 1;
reproductivo de las dos especies se siguié la metodologia descrita por ;‘
Rodriguez-Jaramillo et al. (2008). Una seccion de cada ostion de 3 mm de h :
grosor fue fijada, en solucion Davidson (12% glicerina, el 22% de formaldehido J
37- 40%, 33% de etanol 95°C, 33% de agua de mar filtrada, y 1 / 9 (viv) de (
acido acético anadido justo antes de su uso) (4°C, 48 hrs). Las secciones U -
fueron deshidratadas en una serie ascendente de etanol (70% a 100%), !
aclaradas con xileno, y embebidas en parafina. Se realizaron cortes |
histolégicos de 4 um de espesor en un microtomo de rotacion, montados en '
portaobjetos de vidrio, tefiidos con Hematoxilina de Harris-eosina y montados Eﬁ
en resina con cubreobjetos. Las laminas se examinaron en un microscopio m
compuesto Olympus BX 50 con dptica de campo claro y objetivos de 4x, 10x, fj

20x, 40x y 100x%.

6.2.3.2 Fijacién en Karnovsky para cortes semifinos para estructura
celular

Para determinar los cambios morfologicos en los gametos después de la
exposicion a la temperatura, una de las secciones fue fijada en solucion

Karnovsky: Una seccién de 2 a 3 mm de grosor se coloco en solucion fijadora
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de Karnovsky a 4°C durante toda la noche. Los tejidos se deshidrataron en

concentraciones crecientes de etanol absoluto (50-100%) durante 30 min cada
dilucion de alcohol. Después de la deshidratacion los tejidos se infiltraron con
etanol absoluto:resina JB-4 (1:1), dos veces durante 2 horas, posteriormente se
agregd resina pura (JB-4 plus, Polyscience Inc, Warrington, PA) durante 2
horas para al final embeber los tejidos en resina pura con el catalizador y
realizar cortes de 0.5y 1 mm.

Los cortes finos en resina a 1 um se tifieron con la técnica policromica para los
analisis cualitativos y cuantitativos de los gametos desde ovogonias hasta
ovocitos postvitelogénicos y atresias u ovocitos en degeneracién, asi como

desde espermatogonias hasta espermatozoos.

6.2.3.3 Fijacion en paraformaldehido para analisis de hibridacion in
situ e inmunohistoquimica

En los muestreos de laboratorio, se obtuvo un corte transversal de Ia region
media de cada organismo de todos los grupos experimentales expuestos a
incrementos de temperatura. El corte transversal de cada individuo fue
colocado en un casete para histologia, preservado en paraformaldehido al 4%
en PBS durante 48 h. Se utilizo la técnica histologica convencional (Humason,
1979) que consiste en la deshidratacion del tejido en una serie de alcoholes a
concentraciones crecientes preparados con HpO tratada con DEPC (Invitrogen)

y la inclusién del mismo en parafina exclusiva para estas muestras.

6.2.4. indices de tejidos
6.2.4.1.Area de cobertura de la génada

El 4rea ocupada por la génada (ACG) se determiné como se describe en la

seccion 6.1.3.5
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6.2.4.2 indice de tejido conjuntivo (ITC), indice de hemocitos (IH),
indice de ovocitos (10) e indice de células espermaticas (ICE)

El analisis del area ocupada por el tejido conjuntivo vesicular, hemocitos,
ovocitos y células espermaticas se determiné en las mismas secciones donde
se calculo el area de cobertura gondadica para conocer qué proporcion de cada
area analizada es ocupada por estos tres tipos de tejido o células. El andlisis se

basa en la intensidad del color especifico de cada tejido y tipo celular, ya'sea

de caracter acidéfilo o basdfilo, afin los colorantes de contraste de la técnica .J
hematoxilina-eosina o  Policromica. Las areas se determinaron B
automaticamente en pixeles y se expresan en ym?, L:.
e = 22 ¥ 100 J

AT )

Donde ITC es el indice de tejido conjuntivo, SAC es la suma de areas de !

cobertura especifica del color del tejido tejido conjuntivo vesicular tefido con

f
~1F.

hematoxilina-eosina en 3 imagenes a 4, expresado en numero de pixeles ]
i

normalizados por area (pmz). "

_SAC 0 n
IH——ATI:'X10 LJ

Donde IH es el indice de hemocitos, SAC es la suma de areas de cobertura
especifica del color de los hemocitos tefiidos con Policrémica en 3 imagenes a J

4x, expresado en nimero de pixeles normalizados por area (um?).

10 = 22 X 100 i
AT 2

Donde 10 es el indice de ovocitos, SAC es la suma de areas de cobertura
especifica del color de tejido ovarico tefiido con hematoxilina-eosina en 3

imagenes a 4x, expresado en ntimero de pixeles normalizados por area (pm?),

ICE = SAC X 100
T AT

Donde ICE es el indice de células espermaticas, SAC es la suma de areas de

cobertura especifica del color de espermatogonias, ~espermatocitos,
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espermatidas y espermatozoos tefiidos con hematoxilina-eosina en 3 imagenes

a 4x, expresado en numero de pixeles normalizados por area (um?).
AT es la suma del area total de las 3 imagenes, expresada en numero de

pixeles normalizados por area (um?) en todos los indices.

6.2.5 Histoquimica

Los indices lipidico y de carbohidratos en génada, glandula digestiva y tejido

conjuntivo vesicular se cuantificaron como en la seccion 6.1.3.8.1y 6.1.3.8.2 A

6.2.5.1 Area de lipofuscinas Y

Las lipofuscinas se cuantificaron como en la seccion 6.1.3.8.3. J

6.2.6 Caracteristicas morfoldgicas y conteo celular |

Se analizara la frecuencia de ovocitos como se menciona en la seccion 6.1.3.1 v
y el area y didmetro como se menciona en la seccion 6.1.3.2. de ovogonias,
ovocitos previtelogénicos, ovocitos previtelogénicos con vacuolas, ovocitos Lj
vitelogénicos, ovocitos vitelogénicos con vacuolas, ovocitos postvitelogénicos, s
ovocitos postvitelogénicos con vacuolas, ovocitos con reticulo endoplasmatico ,
distendido, atresias, neoblastos © células multipotentes. Las variables o
morfologicas como el area, diametro tedrico, relacion nlcleo citoplasma, factor
de forma o redondez se determinaron en 50 células de cada tipo en los mismos W

campos donde se realizaron los conteos.

6.2.6.1 Conteo de hemocitos

Los cortes en parafina y resina se hicieron en regiones de la gonada muy
cercanas desde que se fijaron los tejidos, cada seccion fue obtenida una junto
a la otra para tener en ambas técnicas regiones del tejido muy cercanas y con

caracteristicas morfologicas y composicion celular simifares. De las secciones
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de tejido en parafina y tefiidas con Hematoxilina eosina se evalud el area

cubierta por hemocitos. En los cortes finos en resina a 1 um tefiidos con la
técnica policromica Tolivia et al. (1994) se hicieron los conteos diferenciales de
hemocitos hialinos y granulares en los tejidos infiltrados. Los conteos se
realizaron en diez imagenes a 100x y el nimero de cada tipo celular se

extrapolé al area total ocupada por hemaocitos en la imagen de cada muestra.

6.2.7 Peroxidacion de lipidos

Las determinaciones de peroxidacion de lipidos (TBARS) se realizaron en el
Laboratorio de Estrés Oxidativo en colaboracion con la Dra. Tania Zenteno

Savin, como se describe a continuacion.

6.2.7.1 Preparacion de homogenizados

Para los andlisis de lipidos peroxidados y proteinas totales se preparé una
solucién homogénea con 100 mg de génada de cada ostion (peso himedo) en
un tubo eppendorf y solucion amortiguadora de fosfatos (50 mM, pH 7.5, EDTA
50 mM) y PMSF (1 mM). Los tejidos ya homogenizados se centrifugaron a
3000 rpm por 15 minutos a 4°C. Se recuperaron los sobrenadantes y se
distribuyeron en dos tubos eppendorf, uno para los analisis de lipidos

peroxidados y otro para proteinas totales. El precipitado se desechd.

6.2.7.2 Cuantificacién de proteinas totales solubles

La concentracion de proteinas solubles en los extractos de tejido gonadico se
midié mediante un kit comercial (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) basado
en el método descrito por Bradford (1976) adaptado a microplaca. Este ensayo
se basa en la reaccion de los grupos amino libres (principalmente arginina)
presentes en la muestra con azul de Coomassie® en presencia de acido
fosférico y metanol. El complejo que se forma con la proteina y el colorante es

determinado a 620 nm con una absorbancia proporcional a la concentracion de

70

. )




proteina. La concentracion de las proteinas de las muestras se estimé al

comparar con una curva estandar de 7 puntos de albumina sérica bovina (ABS,
2 mg mL") en el rango de concentraciones de 0.005 a 0.2 mg mL" de ABS el
cual se realizé por triplicado al igual que las muestras (dilucion 1:100). La
lectura de absorbancia se hace en un lector de microplaca (Multiskan MS 352,
Labsystems, Helsinki, Finlandia). La cantidad de proteinas solubles se calculd a
partir de la ecuacion de la recta ajustada a la curva estandar y se expreso en

mg de proteina mL™".

6.2.7.3 Peroxidacion de lipidos

La cantidad de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBA) se utilizé para
cuantificar la peroxidacion de lipidos en las muestras (Buege y Aust, 1978). La
concentracion de TBARS fue evaluada mediante la medicion de la
concentracion de malondialdehido (MDA). EI MDA es un pigmento rosa
cristalino que se forma cuando los hidroperéxidos y aldehidos lipidicos
producto de peroxidacion de lipidos reaccionan con el TBA y cuya absorcion se
detecta espectrofotométricamente a 532-535 nm (Okhawa et al., 1979; Persky
et al., 2000). Se tomaron 250 pL del sobrenadante de los extractos
homogenizados previamente, se colocaron en tubos por ftriplicado, se
incubaron en un bafo de agua con agitacion continua a 37°C durante 15
minutos, a continuacién se colocaron en un bafio de agua con hielo y se les
adicion6 acido tricloroacético (TCA) al 12.5% (en HCI 1.0 M). Para detener la
reaccion, se agregé TBA al 1% a cada tubo. Las muestras fueron incubadas
nuevamente en un bafo de agua a 90°C por 10 minutos, se enfriaron en el
bafio de agua con hielo y se centrifugaron 10 minutos a 3000 rpm a 4°C. Se
recuperé el sobrenadante de los tubos, se colocd en los pozos de una
microplaca por triplicado y se leyo la absorbancia a 532 nm. La concentracion
de TBARS presente en las muestras fue estimada a partir de una curva
estandar preparada con una solucion de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP, 10

Umoles mL") tratada de la misma manera que las muestras, para ser
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expresados en nanomoles (nM) de TBARS por mg de proteina (nmol de
TBARS mg™ proteina).

6.2.8 Proteinas de choque térmico (HSP)

Los cebadores o primers para hsp70 para C. gigas se disefiaron con las
secuencias encontradas en bases de datos GenBank. Se disefiaron cebadores
redundantes y especificos utilizando tanto el programa Primer3 (Rozen y
Skaletsky, 2000; http://frodo.wi.mit.edu/primer3) como el programa Oligo
Analyzer v.3.1 de Integrated DNA Tecnologies, Inc.
(http://www.idtdna.com/ana|yzer/applications/oligoanalyzerl) buscando regiones
altamente conservadas del gen hsp70 en C. gigas (GenBank AY172024 y
AY144646). Los diferentes cebadores obtenidos fueron evaluados por PCR
para establecer su eficiencia de amplificacion del gen hsp70 en C. gigas y C.

corteziensis.

6.2.8.1 Caracterizacion parcial del transcrito del gen hsp70 en C.
gigas y C. corteziensis

La extraccion de RNA se realizo en secciones de gonada preservadas en RNA-
later de tres organismos de cada especie, utilizando Trizol siguiendo el
procedimiento recomendado por el proveedor, resuspendiendo en 30 pl de H20
tratada con DEPC (Invitrogen). Se cuantifico la concentracion del ARN obtenido
de cada individuo utilizando un espectrofluorometro (Thermo Scientific
NanoDrop 1000). Se eliminé el ADN genémico presente en cada muestra
utiizando DNAsa | (RQ1 DNase, Promega) siguiendo el protocolo
recomendado por el proveedor. EI DNA complementario (DNAc) fue sintetizado
a partir de 5 pl del ARN obtenido de cada organismo siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante del kit Improm [| Reverse Transcription System

(Promega) utilizando oligo dT y Ramdom.
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6.2.8.2 Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa en
punto final (PCR)

La amplificacion del transcrito hsp70 se realizo mediante PCR en un volumen
final de 12.5 uL, conteniendo 0.2 U de Taq Platinum, 1X de buffer para PCR,
2.5 mM de MgCI2, 0.2 uM de dNTP’s (Invitrogen), 0.48 uM de cebador F y
cebador R (Tabla 1) y 2 ul del ADNc de cada una de las muestras. Las
condiciones para la amplificacion fueron de 3 min a 96° C seguido de 40 ciclos,
cada uno de 1 min a 94° C, 1 min a 60° C y 1 min a 72° C
(desnaturalizacion/alineacion/extension), con una extension final de 4 min a 72°
C. Los productos de la amplificacion fueron separados por electroforesis
horizontal en un gel de agarosa (Invitrogen) al 1% en TBE 1X (1 00 volts; 90 A;
30 min), tefiido con bromuro de etidio (EtBr). El tamarfio de los productos fue
calculado usando como referencia una escalera de marcadores de tamarios de
100 a 1500 pb (100 bp DNA ladder, Promega phi 174) junto con los productos
de PCR para identificar el fragmento por su tamafo. Estos fueron visualizados

en un transiluminador con luz UV.

Tabla I. Cebadores utilizados para el aislamiento y clonacion del gen hsp70

Cebador Secuencia Tm °C
hsp70-F 5.GCAAGTAAACCCATGATCAAA-Z 63.14
hsp70-R 5-GAGACATCAAAGGTTCCTCCT-3 61.28

F= forward: R= reverse; Tm= temperatura de fusion

6.2.8.3 Ligacion y Transformacion

Los fragmentos obtenidos (~400-500 pb) de la reaccion de PCR de cada
muestra fueron ligados y clonados utilizando el vector plasmidico P Gem
(Invitrogen) con la enzima ligasa T4. Posteriormente fueron transformados en
bacterias competentes E. coli DH5a (Invitrogen) crecidas durante 24 h en
medio LB-Agar con ampicilina. De cada placa se obtuvieron de 4 a 5 colonias.
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El ADN plasmidico fue obtenido con el kit Plus miniprep DNA purification

system (Promega). El inserto fue verificado mediante la amplificaciéon por PCR
utilizando los cebadores universales Sp6 y T7. Los productos de la
amplificacion fueron separados por electroforesis horizontal en un gel de

agarosa y visualizados mediante UV.

6.2.8.4 Secuenciacion-ldentificacion

De las colonias amplificadas se obtuvieron tres clonas que presentaron un
fragmento > 600 pb. Estas fueron nuevamente amplificadas con los cebadores
Sp6 y T7 aumentando el volumen total de reaccién de PCR a 25 yl para su
posterior secuenciacion. La secuenciacion se realizé en ambos sentidos (5-3'y
3'-5') por GENWIZ (E.U.) utilizando los cebadores universales Sp6y T7.

Se utilizé el programa BioEdit v7.0.8 (Hall, 1999) para la edicion de las
secuencias obtenidas, y el programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) para andlisis de la similitud  (Altschul et al., 1997;
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) con otras secuencias nucleotidicas (blastn) del
gen hsp70 ya existentes en la base de datos de la NCBI (National Center for
Biotechnology Information), en el sitio de internet

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/.

6.2.8.5 Generacion de la sonda de hibridacion para hsp70

A partir de ADN plasmidico de hsp70 de C. gigas se elaboro la sonda de
hibridacion con deoxinucleétidos acoplados a la dioxigenina (DIG-11-dUTP)
siguiendo la metodologia recomendada por el fabricante del sistema DIG RNA
Labeling and detectioh kit (Roche Applied Science).

Se utilizé la seccion transversal media de los ostiones que fue preservada en
paraformaldehido al 4% en PBS. Los tejidos se deshidrataron en una serie de
alcoholes a concentraciones crecientes, se prepararon ¢on H,O tratada con
DEPC (Invitrogen), se aclararon en xilol y se incluyeron en parafina. Se
obtuvieron cortes de 4 um con un microtomo rotatorio (Leica RM 2155, Leica
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Microsystems), que fueron montados en laminillas tratadas con Poly-L-lisina
(Sigma-Aldrich) y almacenados a 4°C hasta su uso.

Las laminillas se desparafinaron en xilol y se rehidrataron en una serie de
alcoholes a concentraciones decrecientes, hasta llegar a HxO tratada con
DEPC, se enjuagaron con PBS preparado con H,O tratada con DEPC, fueron
tratadas con proteinasa-K. Antes de la hibridacion, las laminillas fueron
deshidratadas en alcoholes a concentraciones crecientes hasta llegar a etanol
al 100%, se sacan del alcohol y se dejaron secar. La hibridacion se realizd
distribuyendo de manera homogénea en cada laminilla 5 pL de cada sonda,
sentido y antisentido, diluida en ~70 pL de solucion de hibridacion, y colocando
las laminillas en una camara humeda a 42°C durante toda la noche. Para evitar
que se secaran las laminillas, se cubrieron con parafilm encima de la sonda
distribuida en el portaobjetos, evitando la formacion de burbujas. A las 12 h, las
laminillas fueron lavadas e incubadas con solucion de bloqueo a temperatura
ambiente, se incubaron con anticuerpo anti-DIG (anti-digoxigenina) conjugado
a fosfatasa alcalina (1:500), seguido del substrato de fosfatasa alcalina
NBT/BCIP como solucion de revelado utilizando las soluciones del kit (DIG
DNA labeling and detection kit, Roche) con el que se elaboro la sonda y se
lavaron con agua destilada estéril. Se realizo la contra-tincion con café Bismark
por 2 s. Las laminillas se observaron en fresco al microscopio para verificar la
ocurrencia del transcrito antes de montarlas con resina. Las imagenes de
génada, glandula digestiva, tejido conjuntivo vesicular, manto y branquias se
documentaron mediante fotografia digital con el programa Image Pro Plus v.4.5

(Media Cybernetics, Inc).

6.2.9 Histoquimica con lectina de germen de trigo WGA

Para analizar los cambios en el contenido de glicoconjugados celulares en los
ovocitos y células espermaticas de los ostiones, las secciones histolégicas de
las gonadas fijadas en Davidson fueron marcadas con la lectina WGA
conjugada marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC Oregon GreenR

488); se siguieron las recomendaciones del fabricante (invitrogen, Molecular
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Probes®). La aglutinina de germen de trigo (WGA) es una proteina que

contiene un grupo de isolectinas esirechamente relacionados, el azucar
receptor de WGA es la N-acetilglucosamina, estructuras que son comunes en
glicoproteinas de membrana. Los nicleos se contrastaron con el colorante azul
fluorescente DAP! (4 6-diamidino-2-phenylindole). Se incorporaron los
colorantes fluorescentes FICT-WGA a las laminillas histologicas durante 20
minutos y DAP! 5 minutos, la fluorescencia verde revela la presencia de N.
acetilglucosamina, la fluorescencia azul indica la presencia de DNA nuclear.
Las laminillas se observaron en el microscopio de fluorescencia Olympus BX
40. Las imagenes unidas indican la presencia de ambos marcadores en las

mismas células.

6.2.10 Muerte celular por apoptosis mediante la deteccion de la
fragmentacion del ADN

TUNEL es un método para la deteccion fragmentos de ADN que resulta de la
cascada de sefalizacion de muerte celular por apoptosis. El ensayo se basa en
la presencia de fragmentos de 180 a 200 pares de bases (pb), que pueden ser

identificados por desoxinucleotidil transferasa terminal o TdT, una enzima que

cataliza la adicién de dUTPs que se marcan secundariamente con un marcador

fluorescente (Schmitz et al., 1991, Gavrieli et al. 1992). Se utilizé el kit de -

deteccion /n Situ Cell Death Detection Kit (Roche) para demostrar la cadena
fragmentada de ADN en las células apoptéticas, mediante el etiquetado de las
fracciones de ADN con marcador fluorescente de la terminal transferasa
nucleétidos trifosfato desoxiuridina F-dUTP (TUNEL).

6.2.11 Analisis estadisticos

La normalidad de los datos se verifico con la prueba Shapiro Wik, y la
homogeneidad de varianza se determiné utilizando la prueba Levene. Los
valores expresados en porcentajes fueron transformados a la funcion arcoseno,

una vez hecho el analisis los datos se reportaron como medias + error estandar
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sin transformar. Los datos se compararon por andlisis de varianza (ANOVA)

bifactorial considerando como factores la temperatura y la especie, donde las
variables de respuesta fueron el ACG, IL, ICH, el indice de lectinas N-acetil-B-
D- glucosamina (GlcNAc), el area de cobertura de hsp70 y el area de
lipofuscinas.Un valor de P<0.05 fue considerado como estadisticamente
significativo. En los casos donde se encontraron diferencias significativas se
realizé un analisis a posteriori de comparacion de medias, usando la prueba de

Tukey (HSD) para n desigual, excepto donde se especifica (Zar, 1999).Todos

=3 B ¥ v}
A 2 8

los analisis se realizaron mediante el software Statistica 8.0 (StatSoft Inc.,
Tulsa, UK).
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7. RESULTADOS

7.1 Ciclo de campo

7.1.1. Frecuencia de estadios de desarrollo gonadico de hembras

La mayor parte (70%) de los organismos de C. gigas muestreados en enero
estuvieron en estadio 0 o indiferenciados, el 20% fueron hembras en estadio | o
previtelogénesis y 10% en estadio Il o vitelogénesis. En febrero el 10% se
encontraron en estadio 0, el 60% fueron hembras en estadio |l o vitelogénesis y
30% en postvitelogénesis (estadio Iil). Durante marzo y abril, el 100% de las
hembras se encontraron en estadio Ill. En mayo el 14% se encontraron en
estadio Il y en estadio Il el 86%. En junio se observo el 37% en estadio lll y de
las primeras hembras en desove o estadio [V (63%). En julio se encontraban en
estadio 1l el 17%, en estadio |ll el 33% y en estadio IV el 50%. En agosto se
observé un 71% de hembras en estadio IV y el 29% en estadio V de
postdesove o reabsorcion. En septiembre se presentd el 60% de hembras en
desove y el 40% en reabsorcién. En octubre el 50% se encontraron en desove
y el 50% en reabsorcion (Fig. 6). La temperatura superficial del mar (°C) en la
Laguna de Ceuta, Sinaloa se obtuvo de bases de datos del sensor remoto

satelital MODIS-aqua con resolucion de 1 km y se presenta en la figura 5.
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Figura 5. Temperatura Superficial del Mar (°C) en la Laguna de Ceuta, Sinaloa
(tomado de Hurtado et al., 2012).
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Figura 6. Frecuencia de estadios de desarrollc gonadice determinados por histologia
en hembras de C. gigas, muestreadas en &l Sistema Lagunar Bahia de Ceuta, Sinaloa,
México. Barras blancas = estadio O ¢ inmaduro; barras grises claras = estadio | o
previtelogénesis; barras gris oscuro = estadio |l o vitelogénesis; barras negras estadio
I o postvitelogénesis; barras blancas con punios negros = estadio IV o desove; barras
rayadas = posdesove o reabsorcion.

En el caso de C. corteziensis, en enero el 50% de los organismos se
encontraron en estadio 0 o indiferenciados, e! 33% fueron hembras en estadio |
o en previtelogénesis y el 17% en estadio Il o vitelogénesis. En febrero el 50%
de los organismos fueron indiferenciados, el 17% fueron hembras en
previtelogénesis y el 33% en vitelogénesis. Al inicio de la primavera, en marzo
el 8% de las hembras se encontraron en previtelogénesis, el 38% en
vitelogénesis y el 54% en postvitelogénesis. En abril el 12.5% de las hembras
se encontraron en vitelogénesis y el 87.5% en postvitelogénesis. En mayo se
presenté un 25% de hembras en vitelogénesis, 58% de hembras en
postvitelogénesis, 8% de hembras en desove y un 9% de hembras en

postdesove (reabsorcién). Durante el verano, en junio se presento un 33% de
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hembras vitelogénicas, e igual frecuencia de hembras en postvitelogénesis y
postdesove. En agosto se presento un 14% de hembras en vitelogénesis, 57%
de hembras en postvitelogénesis, el 14% en desove y la misma frecuencia en

postdesove o reabsorcion.
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Figura 7. Frecuencia de estadios de desarrollo gonadico determinados por histologia
en hembras de C. corteziensis, muestreadas en el Sistema Lagunar Bahia de Ceuta,
Sinaloa, México. Barras blancas = estadio 0 o inmaduro; barras grises claras = estadio
| o previtelogénesis; barras gris oscuro = estadio !l o vitelogenesis; barras negras

estadio Il o postvitelogénesis; barras blancas con puntos negros = estadio IV o
desove; barras rayadas = posdesove 0 reabsorcicn.

En septiembre el 12.5% de las hembras se encontraron en vitelogénesis, el
37.5% en postvitelogénesis, la misma frecuencia en desove y un 12.5% en
reabsorcion. En octubre se encontré fm 33% de hembras en postvitelogénesis
y la misma frecuencia de hembras en desove y postdesove. Durante el otofio,
en noviembre se presento una alta frecuencia de hembras en desove (86%) y

un 14% en postdesdve. Al principio del invierno, en diciembre el 43% de las
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hembras se encontraron en previtelogénesis, 14% en postvitelogénesis, 14%

en desove y un 29% en reabsorcion (Fig. 7).

7.1.2. Frecuencia de estadios de desarrollo gonadico de machos

En el caso de machos de C. gigas, el 70% de los organismos muestreados en
enero estuvieron en estadio 0 o indiferenciados, con un 10% en estadio | o
espermatogénesis inicial y 20% en estadio |l o0 espermatogénesis avanzada. En
febrero el 10% de los organismos se encontraron indiferenciados, el 5% en
espermatogénesis inicial (estadio 1), el 55% estaban en estadio Il o
espermatogénesis avanzada y 30% en estadio lll o espermiogénesis
(madurez). Durante marzo, el 21% de los machos se encontraron en estadio |,
el 14% en estadio Il y el 65% en estadio lil. En abril, se presentd un 17% de
machos en estadio I, 58% en estadio Il y el 25% en estadio V. En mayo, el
25% de los machos se encontraron en estadio I, el 50% en estadio Il y el 25%
en estadio IV. En junio se observé un 17% de machos en estadio I, 33% en
estadio 11l y 50% en estadio IV. En julio se encontraban en estadio Il el 9%, en
estadio 11l el 27%, en estadio IV el 45% y el 18% en estadio V o reabsorcion.
En agosto se observo un 64% de machos en estadio IV de desove y el 36% en
estadio V. En septiembre se presentd el 45% de machos en estadio IV
expulsando esperma y el 55% en reabsorcién. En octubre el 60% se
encontraron en estadio V y el 40% en reabsorcion (Fig. 8).

En el caso de C. corteziensis, el 76% de los organismos muestreados en enero
estuvieron en estadio 0 o indiferenciados, un 24% en fueron machos en
espermatogénesis inicial (estadio 1). En febrero el 78% se encontraron
indiferenciados, el 22% en estadio |. En marzo el 20% estaban en estadio |, el
40% en estadio Il o espermatogénesis avanzada y 40% en estadio it o
espermiogénesis. Durante abril, el 33% de los organismos se encontraron en
estadio 0, el 11% fueron machos en estadio | y el 14% en estadio Il. En mayo
se presenté un 50% de machos en estadio Il, 25% expulsando esperma o en
estadio IV. En junio el 20% de los organismos se encontraron en estadio O y el
80% en estadio V.
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Figura 8. Frecuencia de estadios de desarrollo gonadico determinados por histologia
en machos de C. gigas, muestreados en el Sistema Lagunar Bahia de Ceuta, Sinaloa,
México. Barras blancas = estadio 0 o indiferenciado; barras grises claras = estadio | 0
espermatogénesis inicial; barras gris oscuro = estadio Il o espermatogénesis
avanzada; barras negras estadio Ill 0 espermiogénesis; barras blancas con puntos
negros = estadio [V o expulsando esperma; barras rayadas = reabsorcion.
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Figura 9. Frecuencia de estadios de desarrollo gonadico determinados por histologia
en machos de C. corteziensis muestreados en el Sistema Lagunar Bahia de Ceuta,
Sinaloa, México. Barras blancas = estadio 0 o indiferenciado; barras grises claras =

estadio | o espermatogénesis inicial; barras gris oscuro = estadio Il o
espermatogénesis avanzada, barras negras estadio ill o espermiogénesis; barras
blancas con puntos negros = estadio IV o emision de esperma; barras rayadas =
reabsorcion.

En julio el 5% de los organismos se encontraron en estadio 0 y el 35% en
estadio Il. En agosto se observd un 22% de machos en estadio Il, 23% en
estadio 11l y 55% en estadio V. En septiembre se encontraban en estadio Il el
40%, el 20% en estadio I, en estadio IV el 40%. En octubre se observé un 22%
de organismos en estadio 0, el 10% en estadio | el 46% en estadio il y el 22%
en estadio IV. En noviembre se presenté un 75% de organismos
indiferenciados (estadio 0) y el 25% en reabsorcion (estadio V). En diciembre el
78% fueron organismos indiferenciados Y el 22% se encontraban en

reabsorcién (Fig. 9).
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7.1.3. Madurez visual y escala reproductiva de C. corteziensis
Los estadios de madurez visual (inmaduros, maduracion temprana o

posdesovados, maduracion avanzada y maduros o listos para desovar) fueron
determinados soélo para C. corfeziensis y se presentan en la Tabla 1. E| andlisis
histologico revelé que 16.7% de los ostiones clasificados como en maduracion
tardia de desove utilizando la escala visual son inmaduros. Sélo el 22.7% de
las ostras clasificadas como en maduracién temprana estaban en estadio de
previtelogenesis. Los mejores resultados se obtuvieron con el estadio de
vitelogénesis, donde el 50% se clasificaron como maduracién tardia por la
escala visual. Los ostiones en estadio postvitelogénico o desovado fueron en

su mayoria clasificados como inmaduros.

Tabla 1. Distribucion de frecuencia (%) de los estadios de maduracion visual determinado
por el diametro promedio de los ovocitos, en relacién al estadio de desarrollo de las
génadas asignado por la histologia de C. corteziensis.

Estadio 0 Estadiol Estadioll Estadiolll EstadiolV

Inmaduro Previtel. Vitel. Postvitel. Desove
_ Inmaduro 16.7 111 8.3 38.9 25.0
[+
2 Maduraciéon
N
E Temprana 295 22.7 18.2 27.3 23
o Maquramon 1.9 214 50.0 14.3 24
-:u’ tardia
g Desove 48 333 52.4 48 48
Maduracion 0 71.4 0 0 28.6
@ temprana
> ..
g § Crecimiento 0 0 50.0 0 50.0
-
§ 8 Madurez 0 22 222 31.8 432
& Degeneracion 0 23.1 77 42.9 286

Los datos fueron analizados usando una Tabla de contingencia: Madt_Jrez visual de
hembras: X?= 67.2, Grados de libertad = 15, P<0.01. Escala reproductiva basadia en
didmetro de los ovocitos (Lango-Reynoso et al., 2000): Grados de libertad = 12
P<0.01.
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Los cuatro estadios de la escala reproductiva asignado por el tamafio de los

ovocitos, con base en lo descrito para C. gigas por Lango-Reynoso et al.
(2000), modificado para C. corteziensis, que tiene ovocitos mas pequefios
como se describe en la metodologia, se presentan en la Tabla 1. El analisis
histolégico revelo que la mayoria (71%) de los ostiones clasificados en
maduracion temprana estuvieron en estadio previtelogénico, y el 50% de los
ostiones clasificados como crecimiento se encontraban en estadio vitelogénico.
Los ostiones en estadio postvitelogenico se clasificaron como maduros (32%) o
en degeneracion (43%); el menor acierto se encontrd para el estadio de desove
en el que las hembras fueron clasificadas en su mayoria como en crecimiento
(50%), maduras (43%) o en maduracién temprana y en degeneracién, ambos
con 29%.

7.1.4. Tamano de ovocitos, relacion nicleo:citoplasma en hembras de las
dos especies en relacion al estadio de desarrollo gonéadico.

El tamafio de los ovocitos, nucleo y citoplasma por estadio de madurez se
presenta en la Tabla 2. En C. gigas, se encontraron ovocitos mas grandes
(diametro medio) en las hembras vitelogénicas (37.4+0.7um, p=<0.05), con
ovocitos mas pequefios (p= <0.05) en los otros tres estadios de maduracion.
En C. corteziensis, hembras vitelogénicas (29.3x1.1 pm) y desovadas
(30.743.7 pm) tuvieron ovocitos mas grandes (p=<0.05), seguidas por las
hembras postvitelogenicas, con los ovocitos mas pequefios (28.5£2.4 um,
p=<0.05) en estadio de previtelogénesis. Cuando la comparacion se hizo en
cada estadio, entre especies, se observé que el diametro medio de los ovocitos
vitelogénicos (estadio 1) de C. gigas fue mayor (p=<0.05) que el diametro
medio de ovocitos vitelogenicos de C. corteziensis. No se encontraron
diferencias significativas en los otros estadios entre las dos especies.

El diametro maximo de los ovocitos siguié una tendencia similar, se
encontraron diferencias significativas con ovocitos mas grandes en los estadios
de vitelogénesis (51.0+0.9 pm, p=<0.05) y previtelogénesis (45.8+2.6 pm,

85




p=<0.05), con ovocitos mas pequefios en el estadio de desove (37.642.6 pm,)

en C. gigas. En C. corteziensis se encontraron diferencias significativas en el

estadio de vitelogénesis con ovocitos mas grandes (46.0£1.9 ym, p=<0.05) y
previtelogenesis con ovocitos mas pequefios (33.9+3.1 um, p=<0.05).

El diametro medio del citoplasma en C. gigas, fue mayor en ovocitos en el
estadio de desove (34.520.4 pym, p=<0.05), y menor (p=<0.05) en los estadios
vitelogénico (20.4x1.2 pum), previtelogénico (18.5+1.5 um) y postvitelogénico
(29.740.3 ym). En C. corteziensis se observaron diferencias significativas en el
citoplasma de los ovocitos previtelogénicos en donde fue menor (8.0£1.6 um,
p=<0.05) con respecto al citoplasma de los ovocitos vitelogénicos (24.4+1.3
pm), postvitelogénicos (26.2:0.4 um) y en desove (24.4£1.0 um) que fueron
mayores (p=<0.05) pero similares entre si.

En C. gigas el area maxima del citoplasma fue mayor en el estadio de
vitelogénesis (1490+55 pym?, p=<0.05), y menor (p=<0.05) en los ovocitos de
los estadios de postvitelogénesis (863+88 um?) y desove (59555 pm?). En C.
corteziensis, el estadio vitelogénico fue mayor (1138£56 pm?, p=<0.05) que
estadio de previtelogenesis (73098 pm?). Se encontraron diferencias
significativas en el area de citoplasma entre las especies en los estadios de
previtelogenesis y vitelogenesis.

El diametro de nicleo en C. gigas fue mayor en ovocitos en el estadio de
desove (25.2+0.3 pm, p=<0.05), y menor (p=<0.05) en el estadio
postvitelogénico (21.7+0.3 ym), asi como los estadios vitelogénico (14.4+0.7
pm) y previtelogénico (13.2¢0.9 um). En C. corteziensis las hembras
postvitelogénicas (17.940.3 pm, p=<0.05) tuvieron ovocitos cuyo nucleo fue
mayor a los ovocitos de las hembras previtelogénicas (7.7+£0.7 ym, p=<0.08) y
vitelogénicas (15.9+0.8 pm, p=<0.05); sin embargo, el diametro del nucleo fue
similar entre las hembras en postvitelogénesis y en desove (17.440.8).

La relacion nucleo:citoplasma fue mas alta en el estadio de desove (0.75:0.08,
p=<0.05) de C. gigas, sin diferencias significativas en los otros estadios. La
relacién nucleo:citoplasma fue mas alta en el estadio de previtelogenesis
(0.60£0.07, p=<0.05) de C. corteziensis, en comparaciéon con los otros
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estadios, donde no se encontraron diferencias significativas. Solamente se

encontraron diferencias significativas en la relacién nucleo:citoplasma entre
especies en el estadio de desove.

Cuando el ACG se analizo en relacion con los estadios de desarrollo gonadico,
se encontraron valores mas altos en las hembras vitelogénicas de ambas
especies C. gigas (41.3£2.9 um? p=<0.05), C. corteziensis (29.7+2.8 pm?
p=<0.05) sin diferencias significativas entre los otros tres estadios en
cualquiera de las dos especies. Los valores de la ACG fueron
significativamente mas grandes en C. gigas en estadio vitelogénico comparado
con C. corteziensis.

La fecundidad fue mas alta en hembras vitelogénicas C. gigas (281090,
_p=<0.05) y menor en hembras en desove (787+245, p=<0.05). En C.
corteziensis fecundidad fue mas alta en hembras vitelogénicas (3028+155,
p=<0.05) sin diferencias significativas entre los otros estadios. En C. gigas, las

hembras desovadas tuvieron los valores de fecundidad mas bajos.
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7.1.5. Diametro de ovocitos

Se obtuvieron diferencias signiiicativas en &l diametio de los ovocitos durante
el ciclo reproductivo de C. gigas alcanzando las mayores tallas en abril
(41.2¢2.1 pym, p=<0.0001), luego disminuyeron de tamafio en mayo (38.482
pym) y aun mas en junio (27.68+2 pm), para luego aumentar a valores
intermedios en julio (30£2.3 ym) y agosto (33+2.5 pm), posteriormente llegaron
a su menor tamano (p=<0.0001) en octubre (17+3.3 ym). No se observaron
diferencias significativas (p=>0.05) en el diametro de los ovocitos de C.
corteziensis, que estuvieron en promedio ~ 23 ym y 30 pm a lo largo del afio El

diametro medio de los ovocitos de ambas especies se muestra en la figura 10.

Didmetromedio (um)

Enero
Febrero |
Marzo |-
Abril
Mayo |+
Junio
Julio
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Septiembre [
Octubre |
Noviembre
Diclembre -

Figura 10. Diametro promedio {um) de los ovocitas en C. gigas (triangulos blancos) y

C. corteziensis (circulos negros). Los datos fueron analizados usando mes como
variable independiente en un ANOVA unifactorial (P<0.0001). Los resultados se
andar. Letras diferentes indican diferencias

reportan como la media * efror est oo I
significativas, cada especie se analizé por separado: Las mayuscu ai son %s
resultados del analisis post hoc (T ukey) para C. gias. las mintsculas para (.
corteziensis.
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7.1.6. Diametro maximo de ovocitos

En el diametro maximo de los ovocitos de C. gigas se obtuvieron diferencias
significativas en el grupo homogéneo de mayor tamafo en los meses de marzo
(50.86+2 um), abril (542 pym), y mayo (53.4+2 pym) (p=<0.0001), se formé otro
grupo homogéneo en enero, febrero y agosto (45 a 48 um), para luego
disminuir en junio y julio (38 a 40 ym), posteriormente llega a su menor tamafio
(p=<0.0001) en octubre (21.35£3.4 pm).

En el caso de C. corteziensis se encontraron diferencias significativas en el
diametro maximo de los ovocitos en mayo (53.4+2.8 um), y octubre (48.26.6
pm) (p=<0.0001), se formo un grupo homogéneo en los meses de febrero,
marzo, abril, junio, agosto, septiembre y noviembre (~40 pm Yy 45 um),
alcanzando su menor tamafio (p=<0.0001) en enero (31.6+4 um) y diciembre y
(24+4 pm). El diametro maximo de los ovocitos de ambas especies se muestra

en la figura 11.

100

80 |

Didmetro maximo um

Figura 11. Diametro maximo (um) en C. gigas (triéngulos blancos) y C. corteziensis
(circulos negros). Los datos fueron analizados usando mes como variable
independiente en un ANOVA unifactorial (P<0.0001). Los resuitados se reportan como
la media + error estandar. Letras diferentes indican diferencias &gmﬂcatl\’/a_sf cada
especie se analizd por separado: Las mayusculas son los resultados del analisis post

hoc (Tukey) para C. gigas, las minusculas para C. corteziensis.
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7.1.7. Area de cobertura gonadica (ACG)

En el ACG de C. gigas se encontraron diferencias significativas con valores
maximos en abril (54+4%) y mayo (50+4%) (p=<0.0001), disminuyendo a partir
de junio (33.65+4%) hasta alcanzar los valores mas bajos en agosto (5.9+4%),
octubre (10.5+6%) y enero (5.8+4%) (p=<0.0001).

70
56 [ T a

42 r

Area de cobertura gonadica (%)

]

Enero
Febrero
Marzo |-
Abril -
Mayo -
Junio
Julio |-
Agosto L
Septiembre -
Noviembre -

Diciembre

Figura 12. Area de cobertura gonadica (%) para C. gigas (triangulos blancos) y C.
corteziensis (circulos negros) por mes. Los datos fueron analizados usando mes como
variable independiente en un ANOVA unifactorial (P§0.0001). Los resultados se
reportan como la media + error estandar. Letras diferentes mdllcan diferencias
significativas, cada especie se analizd por separado. Las mgyL’tscuIas son los
resultados del analisis post hoc (Tukey) para C. gigas, las minUsculas para C.
corteziensis.

En C. corteziensis, se encontraron diferencias significativas en el ACG, que
alcanza los valores mas altos en abril (34.7+4.4%) Y agosto (36+5%)

(p=<0.0001). En marzo, mayo, junio, septiembre y noviembre el area gonadica

presenta valores bajos intermedios (10 a 23%). En octubre, diciembre, enero y

febrero los valores del area gonadica conforman otro grupo homogéneo con los
valores bajos (2 a 9%) (p=<0.0001). En términos de area gonadica 108 picos
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reproductivos de C. corteziensis se dan en mayo-junio cuando se da una

disminucién de los valores del ACG, otra disminucién de menor magnitud se da
en octubre (Fig. 12).

7.1.8. indice de desarrollo gonadal (IDG)

El IDG de los ovocitos postvitelogénicos en relacion con el nimero total de
ovocitos presentes en la génada, como lo describe Lannan (1980) se presenta
en la figura 13. El IDG de C. gigas presento diferencias significativas durante el
afio, fue bajo en enero (31%), se incrementd hasta alcanzar valores maximos
en abril (90.63%) (p=<0.05), intermedios en marzo, mayo y julio (~82%). Se
observaron valores bajos similares en febrero y junio (~64%), hasta alcanzar el
valor mas bajo en agosto (38.7%) y enero (31.5%) (p=<0.05).
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Figura 13. [ndice de desarrollo gonadal (%) para C. gigas (triéngulos blancos) y C.
corteziensis (circulos negros) por mes. Los datos fueron analizados usando mes como
variable independiente en un ANOVA unifactorial (P<0.05). Log resu|t-ados_ se repc_;rtan
como la media + error estandar. Letras diferentes indican diferencias srgmﬁcatl'v.a.s,
cada especie se analizo por separado: Las mayusculas son los resultados del andlisis
post hoc (Tukey) para C. gigas, las minusculas para C. corteziensis.
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En C. corteziensis el IDG presento diferencias significativas, los valores mas
altos (p=<0.05) en abril (52.8%). El resto del afio presentd valores altos
similares formando un grupo homogénec (enero, febre, marzo, mayo junio,
agosto, septiembre, octubre y diciembre, reduciéndose hasta llegar a los
valores mas bajos (p=<0.05) en noviembre (24.6%), recuperandose a partir de
diciembre (46.6%) (Fig. 13).

7.1.9. indice de area de madurez ovarica (IAMO)

Este indice es el area total ocupada por cada uno de los ovocitos en la gonada.
En C. gigas se obtuvieron diferencias significativas del [AMO al alcanzar
valores maximos en abril (81%) (p=<0.0001), disminuyendo a valores
intermedios similares a marzo, mayo y junio (80% a 70%), que contindan
disminuyendo en julio hasta alcanzar los valores mas bajos en agosto (~5%)
(p=<0.0001). Enero y octubre presentan los valores méas bajos (~10%). En el
caso de C. corteziensis se obtuvieron diferencias significativas con valores
altos en abril (72%) y agosto (65%) (p=<0.0001), se formo un grupo
homogéneos de valores bajos similares en marzo y mayo (30% a 40%],
menores en junio, octubre, noviembre y los valores mas bajos en diciembre y
enero (5% a10%) (p=<0.0001), se presenta en la figura 14.
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Figura 14. indice de area de madurez ovarica (%) para C. gigas (tridngulos blancos) y
C. corteziensis (circulos negros) por mes. Los datos fueron analizados usando mes
como variable independiente en un ANOVA unifactorial (P<0.0001). Los resultados se
reportan como la media * error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas, cada especie se analizo por separado: Las mayulsculas son los
resultados de! analisis post hoc (Tukey) para C. gigas, las mindsculas para C.
corteziensis.

7.1.10 Esfuerzo reproductivo
7.1.10.1 indice Lipidico

El indice de lipidos en la glandula digestiva de hembras de C. gigas fue mas
alto en enero (63%) (p=<0.0001), con descenso de los valores que

conformaron un grupo homogéneo en febrero (47%), abril (49%) y mayo (48%),

descendiendo progresivamente a valores bajos en junio (35%) y julio (34%)
(p=<0.0001), alcanzando los valores mas bajos en agosto (22%). En octubre
(41%) se observa una recuperacion de los valores a niveles similares que en
los meses de verano (Fig. 15A). El indice lipidico en glandula digestiva de C.
corteziensis fue mas alto en febrero (60%) (p=<0.0001), seguido de diciembre,

valores similares pero de menor magnitud en enero, marzo, junio, septiembre,
(34%) (p=<0.0001)

noviembre. Los valores mas bajos se presentan €n agosto
(Fig. 15A).




El indice lipidico en el tejido conjuntivo vesicular de C. gigas fue menor que en
los otros tejidos. Se obtuvieron resultados con valores mas altos en febrero
(34%) (p=<0.0001), similar a octubre. Se formé un grupo homogeneo de
valores menores en enero, abril, junio, julio y agosto (19 a 28%), disminuyendo
de marzo a mayo (15%) (p=<0.0001) cuando se presentan los valores mas
bajos (Fig. 15B). El indice lipidico de C. corteziensis en tejido conjuntivo fue
mayor en abril, noviembre y diciembre (26% al 30%) (p=<0.0001). Se conformd
un grupo homogéneo con valores menores en febrero, marzo y octubre (~20%)
decreciendo a los valores mas bajos (p=<0.0001) en mayo, junio y agosto (12%
al 17%) (Fig. 15B).

El indice lipidico en gbnadas de hembras de C. gigas presentan los valores
mas altos durante la primavera, formando un grupo homogéneo en marzo, abril
y mayo (63% al 68%) (p=<0.0001), con un descenso en junio y julio (40 a 42%),
alcanzando los valores mas bajos en agosto (22%), octubre (28%) y enero
(21%) (p=<0.0001), continuando su incremento a valores intermedios en
febrero (54%) (Fig. 15C). El indice lipidico de C. corteziensis fue mayor en
marzo, abril y mayo (~50%) (p=<0.0001), con un descenso de junio a
septiembre, incrementandose en octubre 'y noviembre, posteriormente
decreciendo en diciembre y enero (8 a 14%) (p=<0.0001), cuando se presentan

los valores mas bajos (Fig. 15C).

7.4.10.2 indice de Carbohidratos (ICH)

El ICH en glandula digestiva de C. gigas fue mas alto en enero (39%)
(p=<0.05), desciende de febrero a mayo (35 a 23%), con valores bajos
(p=<0.05) en junio y agosto (18 a 19%), incrementandose en septiembre (21%)
(Fig. 16A). En la glandula digestiva de C. corteziensis fue mas alto en
diciembre (48%) (p=<0.0001), fluctuando en enero y febrero (36 y 40%), para
disminuir gradualmente a partir de marzo (31%), presentando los valores mas
bajos de junio a octubre (16 a 15%) (p=<0.0001), incrementandose a partir de

noviembre (36%) (Fig. 16A).
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Los valores mas altos (p=<0.0001) de ICH en el tejido conjuntivo vesicular de
C. gigas se presentaron en enero y febrero (67% y 62%), disminuyendo
gradualmente desde marzo a junio (59% a 36%), en julio muestra una
recuperacion (39%), para después disminuir a los valores mas bajos
(p=<0.0001) de agosto a octubre (24% a 21%). En el tejido conjuntivo de C.
corfeziensis se presentaron los valores mas altos (p=<0.0001) en diciembre
(82%) similares a enero y febrero (75 y 79%), disminuyendo gradualmente de
marzo a mayo (63 a 49%), recuperandose en junio (65%), para despues
disminuir en agosto y septiembre, recuperandose a partir de octubre (51%),
incrementandose a partir de noviembre (62%) (Fig. 16B).

Las génadas de C. gigas presentaron los valores mas altos del ICH en abril
(58%) (p=<0.0001), con niveles similares en mayo (50%), disminuyendo a partir
de junio (42%), hasta alcanzar los valores mas bajos en agosto (23%) y octubre
(18%) (p=<0.0001). En las gonadas de C. corteziensis el ICH fue mas alto en
abril y agosto (63% y 67%) (p=<0.0001), con una disminucion en junio (19%),
conformandose un grupo homogéneo con valores bajos similares en febrero,
marzo, septiembre, octubre y noviembre. Los valores mas bajos (p=<0.0001)

se presentaron en diciembre y enero (9% y 13%) (Fig. 16C).
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Figura 15. [ndice lipidico para C. gigas (triangulos blancgs) y C_. corfeziensis (circu
negros) por mes. A) Glandula digestiva; B) Tejido conjuntivo vesicular, C) GénaAd:lb L\(/)X
datos fueron analizados usando mes como variable independiente en un

unifactorial (P<0.0001). Los resultados se reportan como la media £ error es}apdar.
ativas, cada especieé S€ analizd por

Letras diferentes indican diferencias signific
separado: Las mayusculas son los resultados Qel analisis post hoc (Newman—Keuls)
para C. gigas, las minusculas para C. corteziensis.
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por separado: Las mayusculas son los resultado§ '
Keuls) para C. gigas, las mindsculas para C. corteziensis
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7.1.10.3 Area de Lipofuscsinas

El area de lipofucsinas en branquias de C. gigas fue baja en enero (374 um?)
(p=<0.05), incrementandose gradualmente a partir de febrero (749 um?),
alcanzando los valores mayores representados por un grupo homogeneo de
abril a octubre (2234 um? a 2644 um?) (p=<0.05) (Fig. 17A). En C. corteziensis
el area de lipofucsinas durante el invierno (enero a marzo) fue baja (37 a 83
pm?) (p=<0.0001), incrementandose paulatinamente a partir de abril hasta
alcanzar los valores mas altos de septiembre a noviembre (981 a 1337 um?)
(p=<0.0001), con un descenso en diciembre (Fig. 17A).

En el tejido conjuntivo vesicular de C. gigas el area de lipofuscinas presentd
valores bajos en enero (2,970 um?) (p=<0.05), incrementandose y conformando
un grupo homogéneo en febrero, mayo y agosto (7116 a 9011 um?), hasta
alcanzar los valores mas altos en marzo, abril, junio, agosto y octubre (11,777
pm? a 13,874 pm?) (p=<0.05). En C. corteziensis el area de lipofuscinas
presenté valores bajos de enero a marzo (118 a 301 um?) (p=<0.0001),
incrementandose a partir de abril (1154 ym?), alcanzando los valores maximos
(p=<0.0001) de septiembre a diciembre (8659 a 10,748 um?) (Fig. 17B).

El area de lipofuscinas en glandula digestiva de C. gigas inicia con valores
bajos en enero (3,490 um?) (p=<0.0001), incrementandose gradualmente a
partir de febrero y marzo, continuando con valores altos que conforman un
grupo homogéneo en abril, mayo, junio y octubre (11,825 a 13,634 um?),

alcanzando los valores mas altos en julio y agosto (21,458 a 23,;’:05 Hm?)

(p=<0.0001). En C. corteziensis los valores mas bajos se presentaron en enero
(354 ym3) (p=<0.0001), incrementandose progresivamente de febrero a agosto
(724 a 2957 um?), alcanzando los valores més altos de septiembre a diciembre
(8,296 a 15,734 um?, p=<0.0001) (Fig. 17C).
gonadas de C. gigas presento valores bajos en
incrementandose a partir de mayo
(11,559 pm?)
enero a marzo

El area de lipofuscinas en las
enero a abril (642 a 2,247 um?) (p=<0.0001),
(4224 pm3), alcanzando los ‘ mayores valores €n octubre
(p=<0.0001). Los valores en C. corteziensis fueron bajos de
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(147 a 419 pm?)  (p=<0.0001), incrementandose en abril (945 um?),
conformando un grupo homogéneo de valores altos de mayo a agosto (1,381 a
1,760 ym?), alcanzando los valores mayores de septiembre a diciembre (5,619
26,718 um?) (p=<0.0001) (Fig. 17D).

La sumatoria de las areas de lipofuscinas presentes en los tejidos (branquias,
fejido conjuntivo vesicular, glandula digestiva y gonada) de C. gigas presento
valores mas bajos en enero (7476 um?) (p=<0.0001), que corresponde a una
edad de 9 meses de edad, incrementandose en febrero (15,689 um?10
meses), presentando los valores mas altos a partir de marzo (22,996 um?, 11
meses) (p=<0.0001) hasta octubre (41,582 ym?*16 meses) los resultados se
presentan en la figura 18Ay 18B.

La sumatoria de las areas de lipofuscinas presentes en los tejidos (branquias,
tejido conjuntivo vesicular, glandula digestiva y gbénada) de C. corteziensis
presentaron valores mas bajos de enero a marzo (655 a 1364 um?) (p=<0.001)
que corresponde a una edad de 6 a 8 meses de edad, incrementandose a partir
de abril a agosto (3,280 a 10,103 ym?, 9 a 13 meses), presentando los valores
mas altos (p=<0.001) de septiembre a diciembre (23,556 a 30,246 ym?, 14 a 17
meses) (Fig. 18A y 18B).
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Fig!lra_18. Sumatoria del area de lipofuscinas de todos los tejidos (branquias, tejido
conjuntivo vesicular, glandula digestiva y gonada) para C. gigas (triangulos blancos) y
C. corteziensis (circulos negros) por mes. A) Acumulacion de lipofuscinas en el ciclo
anual; B) Acumulacién de lipofuscinas ajustado a la edad en meses de cada especie.
Los datos fueron analizados usando mes como variable independiente en un ANOVA
unifactorial (P<0.0001). Los resultados se reportan como la media t error estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas, cada especie se analizé por
separado: Las mayusculas son ios resultados del analisis post hoc (Newman-Keuls)

para C. gigas, las minusculas para C. corteziensis.

102

e

FLL]

A\I:1
l-“ml
* ol

e
1

o il

![.]'
ETLES
W
.uz
Fadil]
Ll

b

it

{.
L
vy
L
o
P
i
oy

,lll
vali

|

il

A

]t




“

7.2. Resultados de laboratorio (choque térmico)

7.2.1. Supervivencia durante el bioensayo

Al término del experimento de incremento gradual de temperatura en el
laboratorio, C. gigas presentd 88% de supervivencia y C. corteziensis 96% de
supervivencia (Fig. 19). La mortalidad de C. gigas empez6 a partir de la
temperatura de 28°C, siendo mayor a 34°C.
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Figura 19. Supervivencia de C. gigas (trianguios blancos) y C. corteziensis (circulos wi
negros) durante un incremento de temperatura 2°C cada 2 dias. Se realizaron 4 il
muestreos de individuos, al inicio, a los 23, 28y 34°C y el control se mantuvo a 22°C. :!!:
7.2.2 Caracteristicas morfoldgicas y cuantitativas de tipos de ovocitos .-q"
normales ' jil:'
it

En la temperatura control (22°C) se observaron foliculos alargados conectados “l
il

entre si, constituidos por abundantes nidos de ovogonias en division, ath

LHII

numerosos ovocitos previtelogénicos y vitelogénicos tempranos adheridos a las

paredes de los acinos, rodeados de abundante tejido conjuntivo vesicular. Al

primer incremento de temperatura (23°C), en jos foliculos en desarrollo de las

dos especies; se observo un intervalo de diferentes tamarios de ovocitos en

todas las etapas gametogénicas (ovogonias, ovocitos previtelogénicos y

vitelogénicos) predominando los ovocitos vitelogénicos, ya es posible observar

algunos ovocitos postvitelogénicos en C. corteziensis. Sin embargo, en C.

gigas son los ovocitos mas frecuentes desde el inicio del experimento.
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Al incrementarse la temperatura a 28°C se observan los ovocitos
postvitelogénicos linres tanto en la periferia de la gbnada, como en el lumen;
también se observa una alta frecuencia los gametos en crecimiento en el centro
de los foliculos. La organizacion de los gametos dentro de los acinos se
modifica en este estado fisiologico, existen foliculos con ovocitos
posvitelogénicos  tanto sobre-madurados o con reticulo endoplasmético

distendido o con vacuolas, asi como atrésicos.

A la temperatura mas alta (34°C) aun se observan ovocitos postvitelogénicos, m“:‘
con un tamano relativamente homogéneo; se observan algunos ovocitos ,:,::T
previtelogénicos vitelogénicos; se observan abundantes ovocitos ”.:
degenerados, con escaso tejido conectivo interfolicular visible; los foliculos ::1:'
distendidos y algunos rotos aun contienen NUMErosos gametos. En C. il'a;':p
corfeziensis se presenta un post-desarrollo (nuevo desarrollo de células ;:f.:
gaméticas a partir ovogonias), en el cual el nimero de gametos en desarrolio L
se incrementa. En ambas especies se observan gametos residuales y atresias, “::
los foliculos se observan invadidos de hemocitos, cuya funcion es la i:"i
reabsorcion de numerosos gametos degenerados en la génada. Se observan :ﬁﬁ’.
foliculos semivacios; los conductos de desove pueden estar presentes 0 m":
ausentes, ya que estas caracteristicas histolégicas no indican necesariamente N“!
que hubo un desove previo por la presencia de abundantes gametos ::..“1
degenerados y fagocitos. !
Las caracteristicas morfolégicas de ovogonias, ovocitos previtelogénicos, :]f,:
vitelogénicos y postvitelogénicos en C. gigasy C. corteziensis se presentan en m"
la Figura 20. "':‘

Se encontraron diferencias significativas en 1a frecuencia de ovogonias entre

especies. Las hembras de C. corteziensis presentaron Ia
(p=<0.01) (22%), las menores frecuencias (p=<0.01) se presentaron en C.
gigas 0.5%) y 1.5%. El control de ambas especies presento frecuencias

intermedias similares a las otras temperaturas en ambas especies. (Fig. 21A).
la frecuencia de ovocitos

mayor frecuencia

Se encontraron diferencias significativas €n

previtelogénicos entre especies Y temperaturas, tal como lo muestra la

104




P R,

interaccion significativa (p=<0.05). La frecuencia de ovocitos previtelogénicos
fue mayor en las hembras de C. corteziensis (33%) a 23°C, seguida de una
menor frecuencia (19.6%) en el control a 22°C. Las menores frecuencias se
presentaron en el control C. gigas a 22°C (3.5%), y las temperaturas de 28°C
(3.7%) y 34°C (4.7%) (Fig. 21B).

Se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de ovocitos

vitelogénicos entre especies y temperaturas. Las hembras de la temperatura

control (22°C) de las dos especies presentaron la mayor frecuencia de ovocitos e
vitelogénicos, C. corteziensis 43% y C. gigas 36% (p=<0.0001). C. corteziensis 5:5;1
presento una menor frecuencia (30%) a 23°C seguida por frecuencias menores I':’»
a 28°C (25.5%) y 34°C (10.9%). Las dos especies presentaron frecuencias m,:
similares a 34°C (10.9% vy 9% respectivamente). La menor frecuencia .

(p=<0.0001) se presento en C. gigas a 28°C (5.9%) (Fig. 21C). .'1.‘.,
Se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de ovocitos ;13
postvitelogénicos entre especies y temperaturas. Las hembras de C. gigas a la .la
temperatura  control presentaron la mayor frecuencia de ovocitos ‘::1;;
postvitelogénicos (34.9% a 22°C) (p=<0.05) y primer incremento de {:l.’
temperatura (23°C a 36%), a las temperaturas de 28°C y 34°C se observaron "g;
frecuencias menores pero similares entre si (22.6%y 19% respectivamente), C. oif
corteziensis presentd frecuencias similares entre la temperatura control 22°C :ﬂ:
(22%) y los incrementos de 23°C y 28°C (6% y 15% respectivamente). La :{li
menor frecuencia de ovocitos postvitelogénicos entre 1as especies se presento 1ilﬂ

en C. corteziensis (1%) a 34°C (p=<0.05) (Fig. 21D).
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- =.0l6gicos de gonadas de A) Crassostrea
svogonias: ov ovocitos vitelogénicos: op
+resicos. C) C. gigas, D) C. corteziensis;

ovocitos con reticulo encoriasmatico distendido, ov, ovocito; n, nucieo; nc,

nucléolo: red, reticulo =naopiasmatico distendido. Cortes de resina a 1 ym de
amica. Microscopia de luz, 60x. E) C. gigas, F) C.

grosor tefiidos con tecnica poicr
corteziensis; ovocitos vactiolados. ov, ovocito vitelogénico; v, vacuolas. Cortes en

parafina a 4 ym tenidos con H & E. Microscopia de luz, 60x.
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7.2.3 Conteo y caracterizacion de atresias, ovocitos con reticulo
endoplasmatico distendido, ovocitos con vacuolas, autofagosomas y
neoblastos (células multipotentes)

Una de las primeras sefiales por las que se detecta la degradacion ovocitaria
es una modificacion de la afinidad de tincion de la célula, con una pérdida
caracteristica de la basofilia nuclear y por la modificacion de estructura y forma

esférica; a los ovocitos que presentaron estas caracteristicas se les denomind

ovocitos atrésicos. Cuando el proceso de degeneracion avanza, se observan fi
Mg

vacuolas en el ovoplasma que se van clarificando progresivamente hasta que "'11
g
L]

se rompen y se vacia su contenido; a este proceso se denomina autofagia o

proceso lisico que implica la formacion de autofagosomas que contiene los T
. , by
organulos degenerados y que se fusiona con los lisosomas. El proceso de il

oy

degeneracion y reabsorcion de ovocitos durante el incremento de temperatura .;|:
se observa en las Figuras 22y 24. g::
Las caracteristicas morfoldgicas de los ovocitos atrésicos de C. corfeziensis y e
C. gigas se presentan en las figuras 22 y 24 y la frecuencia durante el E‘,;:
incremento de temperatura en la figura 23. Se encontraron diferencias .
significativas entre especies, en C. gigas la mayor frecuencia de ovocitos ”!;
atrésicos (17%) (p=<0.05) se encontro a 28°C, frecuencias menores y similares L
se presentaron a la temperatura control de 22°C (8%), y los incrementos de :!!;
femperatura 23°C (10%) y 34°C (12%). En C. corteziensis se encontraron :Hi
frecuencias similares a 23°C (5.5%), 28°C (10.7%) y 34°C (8%). El control de I\
C. corteziensis presentd la menor frecuencia (p=<0.05) a 22°C (1.5%) (Fig. 23 l

5. ;
Las caracteristicas morfologicas de los ovocitos con reticulo endoplasmatico "

distendido, acorde con autofagia en ambas especies sé presentan en la figura

20C y 20D, y su frecuencia durante el inpremento de tempera

corteziensis y C. gigas se presentan en la figura 23C. En las

tura para C.
hembras de

ambas especies se observaron ovocitos con reticulo endoplasmico distendido,

jas significativas entre las temperaturas, las
os con reticulo endoplasmatico distendido se

s6lo se observaron diferenc

mayores frecuencias de ovocit

observaron a la temperatura de 34°C (p=<0.0001), sin diferencia entre las
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especies (C. corteziensis 8.3% y C. gigas 8.2%), seguida de menor frecuencia
2 28°C (6.7%) en C. corfeziensis. Las menores frecuencias se presentaron a la
temperatura control 22°C (p=<0.0001), sin diferencia entre las especies (C.
corteziensis 0.8% y C. gigas 1%).

Las caracteristicas morfologicas de ovocitos previtelogénicos, vitelogenicos y
postvitelogénicos con vacuolas de C. corteziensis y C. gigas se presentan en la
figura 20E y 20F, y su frecuencia durante el incremento de temperatura en la

figura 23A. En las hembras de ambas especies se observaron ovocitos con

vacuolas, sélo se observaron diferencias significativas entre las temperaturas. :E:I
Las hembras de ambas especies presentaron las mayores frecuencias de !{fﬂ
ovocitos con vacuolas a la temperatura de 34°C, C. corteziensis 7.9% y C. "“1
gigas 9.5% (p=<0.001). Las menores frecuencias se presentaron en ambas :‘:;.
especies C. corteziensis a 22°C (0.8%), 23°C (1.3%) y 28°C (1.5%) al igual que ".'_‘
en C. gigas a 22°C y 23°C (1%) (p=<0.001). La reabsorcion de ovocitos por "":
medio de fagocitosis (participacion de hemocitos) se observa en la Figura 22 D. ”;
La suma de las frecuencias de los ovocitos degenerados para cada especie ;..n
durante el incremento de temperatura se presenta en la figura 23D. Se ‘:;
observaron diferencias significativas entre las especies y entre las ];'!;,
temperaturas. Las hembras de C. gigas presentaron la mayor frecuencia de N:
ovocitos degenerados (es la sumatoria de ovocitos atrésicos, con reticulo .ﬂ:
endoplasmatico distendido y con vacuolas) a 28°C y 34°C (30%) (p=<0.0001). ‘:;i
C. corteziensis presenté frecuencias menores a 34°C (24%) y menores y ;iﬁ.

similares a 28°C (14.7%) (p=<0.0001). Ambas especies presentaron
frecuencias bajas similares a 23°C, C. corteziensis (8%) ¥ C. gigas (12.8%). La H}:
menor frecuencia se presento en C. corteziensis a la temperatura control de
22°C (3%) (p=<0.0001).

Las caracteristicas morfologicas de los autofagosomas
membrana), acorde con el final de la autofagia se presentan en la figura 22C,
22E y 22F, y su frecuencia durante el incremento de temperatura en la figura

23. Se observaron diferencias significativas entre las temperaturas. Las
las mayores frecuencias de

9%) y a 34°C (6%)

(vesiculas de doble

hembras de ambas especies presentaron
autofagosomas a 28°C y 34°C, C. gigas a 28°C (6.
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(p=<0.001), C. corteziensis a 34°C (6.3%) y a 28°C (5%) (p=<0.001). Las
menores frecuencias se presentaron en ambas especies, en C. corteziensis a
22°C (0.8%) y en 23°C (1.3%), y en C. gigas (0.9%) a ambas temperaturas
(p=<0.001). Los neoblastos se presentan en la figura 22G y 22H, no se
presentan datos cuantitativos.
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Figura 22. Microfotograt s . “salogicos de gonadas de hembras con ovocitos en

proceso de degeneracic - . . o [ O ogigasy F) G corteziensis; autofagosomas. 3
tev, tejido conjuntivo vi -« . guas. H) C. corteziensis células multipotentes
denominadas n, necob:l . waclios  vitelogénicos: 09, ovogonias; oa, ovocitos

atresicos; h, hemocios; 1C tepuu  COUNLVO vesicular; a, autofagosomas. Tin_cic’)n
Hematoxilina-eosina. Microscopia de luz. 40x. Cortes en parafina a 4 ym de grosor tefidos
con H&E Microscopia de luz, 40x.
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Figura 23. Frecuencia relativa de tipo de ovocitos degenerados y autofagosomas en
goénadas de hembras de ostidon sometidos a un incremento controlado de temperatura
C. gigas (N=23) barras blancas y Crassostrea corteziensis (N=11) barras negras. A)
ovocitos con vacuolas; B) atresias; C) ovocitos con reticulo endoplasmatico dlstendldp;
D) ovocitos degenerados; E) autofagosomas. Los resultados se reportan como media
% error estandar. Se realizo un ANOVA bifactorial, considerando la especie como
primer factor independiente y la temperatura como segundo factor mdependle_nte. Las
diferencias significativas (P<0.05) y no significativos (NS) por tipo de ovocito entre
especies, temperaturas e interaccion sé presentan en cada g{éﬂca. _Sg aplico un po:st
hoc de Tukey para comparar las medias. Las letras distintas indican diferencia

significativa entre medias.
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7.2.4. Cuantificacion de hemocitos

Los hemocitos hialinos y granulares se cuantificaron en nimero y area de
cobertura en imagenes de las gonadas, se muestran imagenes de ovocitos en
reabsorcion en los cuales los hemocitos fueron mas abundantes en las figuras
24A y 24B para C. gigas y figuras 24C y 24D para C. corteziensis. La
cuantificacion se realizo en el area diez imagenes a 100x como se presenta en
la figuras 24E y 24F, y el nimero de cada tipo celular se extrapol6 al area total
ocupada por hemocitos en la seccion de tejido gonadico. Se muestran detalles e

de hemocitos hialinos y granulares de ambas especies en cortes en resina !

figura 24E y 24F.

q

]

1
. . ik
7.2.5. indice de ovocitos {I0), indices de tejido conjuntivo vesicular (ITC), e -
indice de hemocitos (IH) en hembras de C. gigas y C. corteziensis. ::
W
Se obtuvieron diferencias significativas en el indice de ovocitos (I10) entre #
especies: En gonadas de hembras de C. gigas, el 10 vari6 de 52% a 67% entre '.::
22°C y 34°C sin diferencia. Este indice fue menor en C. corteziensis, donde "‘

1
fluctud entre 23% y 42% (p=<0.05), sin que se observaran diferencias dentro iy
de cada especie en relacion a la temperatura, pero con tendencia a disminuir a ":
medida que sube la temperatura en ambas especies (Fig. 25 A). "
Se obtuvieron diferencias significativas en el ITC entre especies: El ITC en %-
hembras de C. gigas varié de 33% a 39% entre 22°C y 34°C, y fue menor que "

5% a 67% (p=<0.05) en
iferencias significativas

los valores de ITC en C. corteziensis que variaron de 5

las mismas temperaturas, sin que s€ observaran d
dentro de cada especie en relacion a la temperatura (Fig. 25B).

Se obtuvieron diferencias significativas en el indice de hemocitos entre

presentd valores maximos a 34°C
entre 1% y

temperaturas: El indice de hemocitos (IH)

(entre 10% y 14%) (p=<0.05) en comparacién con 22°C Y 23°C (e

3%), pero sin diferencia entre especies (p=>0. 05), con valores intermedios a

28°C en las dos especies (Fig. 25C).
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snulares y semigranulares en génadas en
“os de Ay B) Crassostrea gigas; C y D)
Crassostrea corte: = de parafina; h, hemocitos; od ovocitos
de_generados; ne nucleclos. Hemocios en cortes de resina a 1 pm de grosor
tefiidos con técnica policromica. hh, hemocito hialino; hg, hemocito granular; hs,
hemocito semigranuiar; g. granulos. Microscopia de luz 20% y100x.

Figura 24. Hemoc
reabsorcion con ov
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Figura 25. A) indice de ovocitos (10); B) indice de tejido conjuntivo vesieular (ITC); ©)
Indice de hemocitos (IH) en génadas de hembras de ostién C. gigas (N=23)

blancas y C. corteziensis (N=11) barras negras, sometidd_OS: urr‘oirn(e:?tgqnedn;? CSoen tlrg;Tigg
n como media L er -
de temperatura. Los resultados se reporta ctor independiente y la

un ANOVA bifactorial, considerando la especie COMO primer fa : ) .
femperatura como segundo factor independiente. Se obtuvieron diferencias

Sgnificativas (P<0.05) para IO e ITC entre especies ¥ en i1 S0/2 t%'?lﬁi@tsuﬁfﬁcii
aplicé un post hoc de Tukey para comparar las medias. Las letras
diferencia significativa entre medias.

115




“

7.2.6. indice de células espermaticas (ICE), indices de tejido conjuntivo
vesicular (ITC) e indice de hemocitos (IH) en machos de C. gigasyenC.
corteziensis.

La reabsorcion de células espermaticas en génadas de machos de C. gigas y
C. corteziensis se presenta en las figuras 26 y 27, respectivamente. Se
presentan hemocitos fagocitando espermatozoos que se observan dentro del

citoplasma de los hemocitos. Durante el proceso de reabsorcion por efecto del

choque térmico se va reduciendo el area de células espermaticas mientras se L
incrementa el numero de hemocitos en ambas especies (Figura 28). ; E
Se encontraron diferencias significativas en entre especies y temperatura en el | .J
indice de células espermaticas (ICE). C. gigas presenté valores maximos a ;"
22°C (80%) y a 23°C (75%) (p=<0.05), seguido por valores intermedios a 28°C : i.
(53%), y la frecuencia mas baja a 34°C (38%) (p=<0.05). Presentandose ™
valores similares altos a 22°C (63%) y 23°C (52%) en C. corteziensis, seguido ! "

de valores menores a 28°C (30%), los valores mas bajos del ITE se observaron
a 34°C (21%, p=<0.05) (Fig. 28A). \

Se encontraron diferencias significativas en entre especies y temperatura en el
ITC. C. corteziensis presentd los valores mas altos de ITC a 28°C (63%) y 34°C
(66%) (p=<0.05), sequido de valores intermedios a 23°C (49%), ¥ presentando
los valores mas bajos a 22°C (39%) (p=<0.05). El indice de tejido conjuntivo
vesicular (ITC) en gonadas de machos de C. gigas presentd valores :
intermedios a 34°C (48%). valores menores a 28°C (27%) y a 22 y 23°C ‘
presento los valores mas bajos, 20% y 17% (p=<0.05) respectivamente (Fig. :
28B). .

- ma————— w  E G By ik &5

Se encontraron diferencias significativas entre especies ¥ temperaturas en el
indice de hemocitos (IH). C. gigas presento los valores mas altos a 34°C (30%)
y 28°C (29%) (p=<0.05), en C. corteziensis se encontraron valores menores a
34°C (18%), seguido por valores menores a 28°C (13%), los valores mas bajos
$8 observaron a 22°C (1%) y 23°C (1.26%) (p=<0.05), valores similares se
observaron en C. gigas a 22°C y 23°C (2.5% Yy 4.7% respectivamente) (Fig.
28C).
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Figura 26. Area de teji
residuales; h, hemociio

tincion Hematoxilina-eosii:=

do
S

sonadico con sp, espermatocitos; sz, espermatozoos

12jido conjuntivo vesicular de Crassostrea gigas
Ic-oscopia de luz, 20x, 40x y 100%.
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Figura 27. Area de tejid.:
residuales; h, hemocitc
corteziensis tincion He -

%> con sp. espermatocitos: sz, espermatozoos
- conjuntivo vesicular de Crassostrea
. .ena. Microscopia de luz, 20, 40xy 100x.

&
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Figura 28. A) indice de células espermaticas (ICE); B) Indice de tejidoconjuntivo
vesicular (ITC)); C) indice de hemocitos (IH) en gonadas de machos de ost|$r; c. i’gﬁﬁ
(N=30) barras blancas y C. corteziensis (N=47) barras negras, Some ud_o si error
incremento controlado de temperatura. Los resultados se reportan como me: 1 facto
estandar Se realizé un ANOVA bifactorial, considerando la especie com% pnn:)il;v?eior:
independiente y la temperatura como segundo factor |ndepend1e_nte. temoeraturas
diferencias significativas (P<0.05) para ICE, ITG e IH entre especies Iy 'eunp st hoe
no se obtuvieron diferencias significativas entre Ia .mtere}CCl.On- S? aplico Ut ﬁiﬂcativa
de Tukey para comparar las medias. Las letras distintas indican diferencia sig

entre medias.
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7.2.7. Lipidos peroxidados

Se encontraron diferencias significativas en los niveles de TBARS en génadas
de machos y hembras entre especies y temperaturas. Los niveles de TBARS
fueron mayores en los ostiones expuestos a 28°C (p<0.05), y menores en
génadas de ostiones a la temperatura control de 22°C. El analisis post hoc
muestra que los valores maximos de TBARS fueron encontrados en C. gigas a
28°C (2,708 + 241 nmol mg‘1 de proteina) (p<0.05). Sin embargo, se observan
valores mas altos (alrededor de 1000 nmol) para C. gigas a 34°C y para C.
corteziensis a 28°C, seguidos de valores entre 663 y 726 nmol mg”' de proteina “
para ambas especies a 23°C. Los valores mas bajos de TBARS se observaron :l
a 22°C en ambas especies C. gigas (388 £ 78 nmol mg de proteina) (p<0.05),
C. corteziensis (325 + 48 nmol mg'* de proteina) (p<0.05) (Fig. 29). i

Los niveles de TBARS considerando el sexo como primer factor independiente

=z %

y la temperatura como segundo factor independiente fueron significativamente

h 4

diferentes para C. gigas. Los lipidos peroxidados para hembras fue
significativamente mayor a 28°C (2,697 + 421 nmol mg" de proteina) (p<0.05),
seguida de los machos e indiferenciados (1,359 + 180 nmol mg"' de proteina)
(p<0.05) a la misma temperatura. Los valores mas bajos se observaron en
machos e indiferenciados del control a 22°C (303 £ 25 nmol mg" de proteina)

(p<0.05) (Tabla 3).

Los niveles de TBARS considerando el sexo como primer factor independiente

y la temperatura como segundo factor independiente fueron significativamente

L mm - w = = e i -k @

diferentes para C. corteziensis. La peroxidacion de lipidos para hembras fue |
significativamente mayor a 28°C (2,462 + 1872 nmol mg" de proteina) |
(p<0.05), seguida de los machos e indiferenciados (803 + 114 nmol mg™ de
proteina) a 23°C (p<0.05). Los valores mas bajos se observaron en machos &

indiferenciados del control a 22°C (280 £ 31.6 nmol mg™ de proteina) (p<0.05).
(Tabla 3).
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22°C 23°C 28°C 34°C

Temperatura

Figura 29. Contenido de lipidos peroxidados (TBARS) (nmol mg de proteina™) en
gonadas de ostion C. gigas (N=52) y C. corteziensis (N=58), sometidos a un
incremento controlado de temperatura. Los resuitados se reportan como media £ error
estandar. Se realizdé un ANOVA bifactorial, considerando la especie como primer factor
independiente y la temperatura como segundo factor independiente. Se obtuvieron
diferencias significativas (P<0.05) para cada factor y para la interaccion. Se aplicd un
post hoc de Tukey para comparar las medias. Los resultados se reportan como
Sup:rfndices para cada media; letras distintas indican diferencia significativa entre
medias.
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7.2.8. indice de carbohidratos (ICH) en génada, glandula digestiva y tejido
conjuntivo vesicular de C. gigas y C. corteziensis,

En génadas de hembras de C. corteziensis el ICH encontraron diferencias
significativas a 23°C y 28°C con los valores mas altos (73% y 71%
respectivamente) (p<0.05), seguido por valores intermedios a la temperatura
control de 22°C (48%), presentando los valores mas bajos a 34°C (34%)
(p<0.05). Valores bajos similares se encontraron en gbénada de C. gigas a 23°C
y 28°C (43% y 40% respectivamente), presentando diferencias significativas
con la temperatura control de 22°C con el valor mas alto de ICH en esta
especie (52%) (p<0.05). La frecuencia mas baja de las dos especies Y

temperaturas la presento C. gigas a 34°C con 23% (p<0.05) (Fig. 30A).

Se obtuvieron diferencias significativas en el ICH en el tejido de la glandula
digestiva entre temperaturas, con tendencia a disminuir a medida que sube la
temperatura en ambas especies. El valor mas alto se presentd a la temperatura
control 22°C con 40% (p<0.05), seguida de valores bajos similares a 23° y
luego a 34°C (22%), los valores mas bajos a 28°C (11%, p<0.05) (Fig. 30B).

Se observd que el ICH del tejido conjuntivo vesicular entre especies Y
temperaturas, con tendencia a disminuir a medida que sube la temperatura en
ambas especies. El valor mas alto lo presentd C. corteziensis a la temperatura
control de 22°C con 63% (p<0.05), seguida de valores bajos similares a 22°C,

23°C, 28°C (de 36% a 57%) en las dos especies, excepto a 34°C donde C.

gigas presento los valores mas bajos (29%, p<0.05) (Fig. 30C).

7.2.9. indice lipidico (IL) en génada, glandula digestiva 'y tejido conjuntivo
vesicular de C. gigas y C. corteziensis

Se obtuvieron diferencias significativas en el IL en el tejido gonadico y glandula

pero no entre gspecies. EN tejido gonadico los
%) (p<0.05), y los més bajos
Fig. 31A). En glandula

C (~50%) (p<0.05),

digestiva entre temperaturas,
valores mas altos se presentaron a 22 y 23°Cy (62
los presentaron a 28°C (27%) y 34°C (28%) (p<0.09) (
digestiva los valores mas altos se presentaron a 22°C y 23°C

seguido de 34°C (36%), los valores més bajos se &nco

ntraron a 28°C (~30%)




(p<0.05) (Fig. 30B). En el IL de tejido conjuntivo vesicular no se observaron
diferencias significativas dentro de cada especie en relacion a la temperatura
(Fig. 31C).

7.2.10. Lipofuscinas

Las lipofuscinas tenidas histoquimicamente en los tejidos de C. gigas y C.

corteziensis se presentan en la Figura 32 y 33.

7.2.10.1 Area de lipofuscinas en hembras

En el area de lipofuscinas de gonada de hembras se encontraron diferencias
significativas, los valores mas bajos de lipofuscinas los presenté C. corteziensis
a la temperatura control 22°C (203 + 69 pm?) (p<0.05),y a 23°C (251% 145 ym?)
(p<0.05), los valores se incrementaron a medida que subié la temperatura, a
28°C 1,200 + 128 um? hasta alcanzar los valores altos a 34°C (3,150 % 951
pm?) (p<0.05). En el area de lipofuscinas de génada de hembras de C. gigas se
encontraron valores bajos similares a 22°C (1,093 160 pm?) y 23°C (564 =
120 pm2) que se incrementaron conforme subio la temperatura de 28°C (8,026
+ 2,368 um?), hasta alcanzar a 34°C los valores mas aitos (19,915 + 4362 um?)
(p<0.05) de las dos especies ¥ temperaturas (Fig. 34A).

En la glandula digestiva de hembras ios valores mas bajos de lipofuscinas los
presentd C. corteziensis a las temperaturas de 22°C (288 + 17 pm?) y 23°C
(397 + 132 pum?) (p<0.05), incrementandose a 28°C (2,389 + 912 pm?), y
alcanzando los valores mas altos para esta especie a 34°C (4,107 + 879 pym?)
(p<0.05), siendo estos valores similares a los que presento C. gigas 2 23°C
(3252 + 866 um?) y 34°C (8,844 + 2,747 pm?). C. gigas presentd valores
intermedios a 22°C (2,452 + 651 pm?) y l0s valores mas altos los presento a
28°C (10,398 + 1,899 pm?) (p<0.05) (Fig. 34B).

En el tejido conjuntivo vesicular 108 valores mas bajos de lipofuscinas los

presentd C. corteziensis a las temperaturas de 22°C (204 * 69 ym?) Y 23°C
(264 + 139 pum?) (p<0.05), incrementandose a 28°C (337 + 218 pm?), Y

. ° 2
alcanzando los valores mas altos para esta especie @ 34°C (2,498 £ 1,193 ym’)
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(p<0.05), siendo estos valores similares a los que presenté C. gigas a 28°C
(4,701 + 1,054 pm?). C. gigas present6 valores intermedios a 22°C (605 + 18
um?) y 23°C (506 + 212 pm?). y los valores mas altos a 34°C (9,078 + 2,641
pm?) (p<0.05) (Fig. 34C).

En branquias los valores mas bajos de lipofuscinas los presentd C. corteziensis
a las temperaturas de 22°C (27 + 4 um?) y 23°C (91 + 20 pm?) (p<0.05),
incrementandose a 28°C (162 £3 um?), alcanzando valores altos a 34°C (327 +
75 um?). C. gigas presento valores intermedios a 22°C (148 £ 93 ym?), que se
incrementaron a medida que subio la temperatura a 23°C (499 % 109 pm3),
hasta alcanzar los valores mas altos a 28°C (1,176 + 173 um?) y 34°C (1,470 £
306 pm?) (p<0.05) (Fig. 34D).

En corazén los valores mas bajos de lipofuscinas los presentd C. corteziensis a
las temperaturas de 22°C (85 % 15 um3) (p<0.05), incrementandose a 23°C (675
+ 337 pm?), alcanzando los valores similares a 28°C (2,225 % 367 um?) y 34°C
(2,213 + 482 um?), estos valores fueron similares en C. gigas @ 28°C (5,133
1,175 ym?). C. gigas presento los valores bajos a 22°C (996 + 27 um?) y 23°C
(1,434 270 pm?) (p<0.05) que se incrementaron a medida que subid la
temperatura hasta alcanzar los valores mas altos a 34°C (13,277 + 1691 pm?)

(p<0.05) (Fig. 34E).

La sumatoria del area de lipofuscinas de todos los tejidos mostro la misma

tendencia a incrementarse con la temperatura en ambas especies, con niveles

mayores en C. gigas que en C. corteziensis. Los valores mas bajos de

lipofuscinas los presenté C. corteziensis a 92°C (809 %101 pm?) (p<0.05),
incrementandose a medida que sube la temperatura a 23°C (1,679 ¢ 773 um?),
hasta alcanzar los valores altos a 28°C (6,314 + 632 um?) y 34°C (12,296 =
2,455 pm2) (p<0.05). C. gigas presentd valores bajos a 22°C (5,294 £ 673 um?3)
y 23°C (5,956 + 1,147 pm?), incrementandose hasta alcanzar los valores mas

altos de las dos especies y temperaturas a 28°C (20,434 + 4,686 ym?) y 34°C

(52,586 + 6,015 um?) (p<0.05) (Fig. 34F).
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junt i +n C. gigas (N=23) barras blancas y C.
conjuntivo vesicular de hembras dé ostion gigas ( e N roiado de

corteziensis (N=11) barras negras, sometidos a un incrert ‘
temperatura. Los resuitados se reportan como media £ error estandar. Se realizd un

ANOVA bifactorial  (P<0.05), considerando la especie €OmMO primer factor

independiente y la temperatura como segundo factor independiente. Se aplico 1 pos!

hoc de Tukey para comparar las medias. Las letras distintas indican diferencia
significativa entre medias.
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7.2.10.2. Area de lipofuscinas en machos

En el tejido gonadico de machos los valores mas bajos de lipofuscinas los
presenté C. corfeziensis a la temperatura control 22°C (90 + 16 pm?) y el primer
incremento de temperatura a 23°C (122 21 ym?) (p<0.05), los valores se
incrementaron a medida que subi6 la temperatura, a 28°C (1,327 + 322 ym?)
hasta 2,032 + 282 pm? a 34°C. C. gigas presenté valores bajos a 22°C (693 +
88 ym?) y mas bajos a 23°C (399 + 58 ym?), se incrementaron conforme subi6
la temperatura de 28°C (4,439 + 760 um?) hasta 34°C, donde presentaron los
valores mas altos significativos (11,118 £ 2834 pm?) (p<0.05) de las dos

especies y temperaturas (Fig. 35A).

En la glandula digestiva de machos los valores mas bajos de lipofuscinas los

presentd C. corteziensis a las temperaturas de 22°C (275 £ 59 pm?) (p<0.05)

=% 5 YR % -up W <

incrementandose a medida que sube la temperatura a 23°C (497 = 61 um?),

sa

alcanzando valores altos a 28°C (3715 + 544 uym?), y los mas altos para esta
especie a 34°C (4,657 + 613 pm?) (p<0.05), siendo estos valores similares a los
que presentd C. gigas a 23°C (3528 £ 595 um3). C. gigas presento valores
intermedios a 22°C (2.117 + 380 um? y los valores mas altos de las dos
especies y temperaturas los presenté a 28°C (9,029 + 929 um?) y 34°C (12,630
+3122) (p<0.05) (Fig. 35B).

En el tejido conjuntivo vesicular los valores mas bajos de lipofuscinas los
presentaron las dos especies, C. corfeziensis a 22°C (214 £ 21 ym?) y 23°C
(298 + 60 um?) (p<0.05), y C. gigas a 22°C (474 + 51 ym?) y a 23°C (469 + 124
pm3) (p<0.05). Incrementandose en C. corteziensis a 28°C (1,577 = 745 um?), y
alcanzando los valores mas altos para esta especie a 34°C (2756 + 664 pm?),
siendo estos valores similares a los que presento C. gigas a 28°C (3529 + 946
um?). Los valores mas altos de las dos especies y temperaturas los presentd C.
gigas a 34°C (6,778 + 2,150 um?) (p<0.05) (Fig. 35C).

bajos de lipofuscinas los presenté C. corteziensis
y 23°C (102 + 14 um?)

En branquias los valores mas
a las temperaturas de 22°C (92 * 22 ym?) (p<0.09)
(p<0.05), incrementandose a 28°C (356 * 70 ym?), alcanzando los valores mas

altos para esta especie a 34°C (364 + 48 ym?) (p<0.05). C. gigas presentd
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Figura 35. Area de lipofuscinas en machos A) Génada;B) Glandula digestiva; C)
Tejido conjuntivo vesicular: D) branquias; E) Corazoén; F) Suma total de lipofuscinas,
en machos de ostion C. gigas (N=30) barras blancas y C. corteziensis (N=47) barras
negras, sometidos a un incremento controlado de temperatura. Los resultados se
reportan como media + error estandar. Se realizé un ANOVA bifactorial (P<0.05),
considerando la especie como primer factor independiente y la temperatura como
segundo factor independiente. Se aplicé un post hoc de Tukey para comparar las
medias. Las letras distintas indican diferencia significativa entre medias.
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7.211 Localizacion del transcrito de Hsp70 en tejidos de C. gigasy C.
corteziensis por hibridacion in situ

la localizacion del transcrito de hsp70 en los tejidos de C. gigas y C.
corfeziensis en funcion de la intensidad de sefal, se evalué por areas de
cobertura por analisis digital de imagenes como se muestra en las Figuras 36 y
37 respectivamente.

Se obtuviercn diferencias significativas en génada de hembras, los valores mas
bajos de hsp70 lcs presentaron ambas especies a la temperatura control 22°C,
C. corteziensis (254 = 15 um?) (p<C.05) y C. gigas (270 + 4 um?) y a 23°C (294 +
12pm?) (p<0.05). En C corteziensis los valores se incrementaron a medida que
subid la temperatura. alcanzando los valores mas altos significativos a 28°C
(2598 + 155 ym?) (p~<3 95 disminuyendo a 34°C (479 # 69 um?) (p<0.05). C.
gigas presento valores irtermedios a 28°C (8,804 = 373 ym?) y 23°C (564 + 120
pm?) disminuyendo a 34°C (351 = 8} ip<0.05) (Fig. 38A).

En la sistema digestivo los valores mas bajos de hsp70 los presenté C.
corfeziensis a la temperatura centrol 22°C (191 £ 1 pm?) (p<0.05) seguido de C.
9gas (235 + 10 um?) y O corteziensis a 23°C (238 + 5 um?) (p<0.05) seguido de
C. gigas a 23°C (486.57135). En C. corteziensis los valores se incrementaron
a medida que subio I3 temperatura, alcanzando los valores mas altos
significativos a 28°C (12 745 = 1120 um?) (p<0.05) y disminuyendo a 34°C {578
2103 ym?) (p<0.05). C ¢ gas presento valores intermedios a 28°C (4,326 + 945
%) disminuyendo a 34 (218 = 7 im?) (p<0.05) (Fig. 38B).

Enel tejido conjuntivo vesicular los valores mas bajos de fsp70 los presentaron
ambas especies, C. corteziensis a 22°C (952 + 32 ym?) y 23°C (1,156 * 9 pym?)
#<005), C. gigas a 22°C (1,698 + 52 ym?) y 23°C (1,873 + 40 pm?) (p<0.05).
En ambas especies los valores se incrementaron a medida que subié la
mperatura, alcanzando los valores mas altos en C. gigas a 28°C (20,179
2338 ym?) (p<0.05) v en C corteziensis (16,441 + 198 pm?) (p<0.05),
dminuyendo en ambas especies a 34°C, C. corteziensis (1,081 & 36 um’) y C.

%935 (1,914 £ 61 um?) (p=0.05) (Fig. 38C).
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En branquias los valores mas bajos de hsp70 ios presentd C. corteziensis a la

temperatura control 22°C (499 + 54 HM?) (p<0.05), incrementandose a 23°C

(664 £ 88 pm?), al igual que C gigas a 22°C (566 + 69 HmM?) y a 23°C (810 + 48
pm?). En C. gigas los valores se incrementaron a medida que subié la

femperatura, alcanzando los valores mas altos a 28°C (1,824 + 147 ym?)
(p<0.05) y menores en C. corteziensis a 34°C (935 £ 91 ym?), disminuyendo en
C. gigas en 34°C a niveles similares a los obtenidos a las temperaturas control
y primer incremento de temperatura (866 = 54 ym?) (Fig. 38D).




Figura 36. Area de hsp 70 por hibridacién in situ en tejidos de C. gigas. A) Génada
hembra 23°C. B) 28°C: C) 34'C. D) Glandula digestiva 23°C; E) 28°C; F) 34°C. G) |

I)ej;lti?é:onjuntivo vesicular a 23°C: H) 28°C; 1) 34°C. J) Branquias a 23°C; K) 28°C;
|
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Figura 37. Area de hsp 70 por hibridacion in situ en tejidos de C. corteziensis. A)
Génada hembra 23°C. B) 28°C. C) 34°C. D) Glandula digestiva 23°C; E) 28°C; F)
34°C. G) Tejido conjuntivo vesicular a 23°C; H) 28°C; 1) 34°C. J) Branquias a 23°C;
K)28°C; L) 34°C.
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Figura 38. Area de coberura de la sefa. del transcrito de hsp70 en hembras A)
Génada; B) Sistema digest vo; C; Tejido corjuntivo vesicular; D) Branquias de ostion.
C. gigas (N=23) barras blarcas y C corteziensis (N=11) barras negras, sometidos a un
incremento controlado de emperatura. Los resultados se reportan como media + error
estdndar. Se realizo un ANOVA bifactoral (P<0.05), considerando la especie como
primer factor independier‘e vy la tcm:)eratura como segundo factor independiente. Se ;
aplicd un post hoc de Tu-<a2y para comparar las medias. Las letras distintas indican ;

diferencia significativa entre medias

1.242Indice de N-acetil-B-D- glucosamina (GlcNAc) marcada con lectinas

WGA :
12121 indice GIcNAc cn hembras _ . '
En hembras se observe que ¢l marcaje de la N-acetilglucosamina fue distinto “
en relacion con el desarroilo de los ovocitos. Los ovocitos vitelogénicos y ll

Postvitelogénicos de C gigas a 23°C presentan sefial discontinua en i
membrana vitelina y citoplasma. En C. corteziensis las hembras con ovocitos
Vitelogénicos y postvitelogénicos presentan una fuerte sefial en membranas
Vitelinas y baja sefial en citoplasma a 23°C. A 34°C los ovocitos atrésicos de C.
Corteziensis y C. gigas no presentan sefal tanto en membranas cOmMo
clt"plaSma. se observan abundantes hemocitos granulares que presentan
Sefial intensa. Con la tincion FICT-WGA y los nicleos tefidos con DAPI, la

. . ; i la
fuorescencia verde revela la presencia de N. acetilglucosaming
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fluorescencia azul indica la presencia de DNA nuclear.

La incorporacion
simultanea de DAPI y FICT-WGA permitieron observar la presencia de ambos

marcadores en las mismas células como puede observarse en |a Fig. 39.

Se evaluo el area de cobertura de la sefal fluorescente por andlisis digital de
imégenes, los resultados se muestran en la Fig. 39. Se obtuvieron diferencias
significativas en el indice de GlcNAc en génada de hembras entre especies y
temperaturas. Los valores mas altos los presento C. corfeziensis (34%) (p<0.05)
y C gigas (30%) (p<0.05) a la temperatura control de 22°C, con tendencia a

disminuir a medida que sube la temperatura en ambas especies. Los valores

mas bajos se presentarcn a 34°C en C gigas (10%) (p<0.05) y C. corteziensis
(15%) (p<0.05) (Fig. 404,

Los valores mas altos del Indice de GlcNAc en la glandula digestiva se
presentaron el C. corieziensis a 28°C (30%) (p<0.05), seguido de valores
menores a 22°C y 23°C (19% y 21%) respectivamente. Los valores mas bajos
de esta especie se presentaron a 34°C (14%) (p<0.05). C. gigas presentd
valores similares a 22°C y 23°C (14% y 15% respectivamente), esta especie
presentd los valores mas bajos a 28°C y 34°C (8% y 6% respectivamente)
(p<0.05) (Fig. 40B).

Los valores mas altos de indice de GlcNAc en el tejido conjuntivo vesicular se
presentaron en C. cortcziensis a 28°C (11%) (p<0.05), seguido de valores
similares a 22°c y 23°C (7% y 8% respectivamente), con tendencia a disminuir
@ medida que sube la t2mperatura a 34°C (6%). C. gigas presentd valores
bajos similares a 22°C y 23°C (4% y 3% respectivamente), que disminuyeron
hasta el 1% al subir Ia temperatura de 28°C a 34°C (p<0.05) (Fig. 40C).

Los valores mas altos del indice de GlcNac en hemocitos los presento C. gigas
334°C (11%) (p<0.05). seguido de 28°C (8%) (p<0.05), los valores mas bajos

Para esta especie se presentaron a 22°C y 23°C (2% y 3%) (p<0.09)
°C y 23°C

re8pectivamente. C corteziensis presentd valores similares a 22
(%), con tendencia a incrementarse a medida que subié la temperatura de
28°C a los valores mas altos a 34°C (de 2% a 6%) (p<0.05) (Fig. 40D).
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Figura 40. Indice de GlcNAc en hembras A) Génada; B) Glandula digestiva; C) Tejido
conjuntivo vesicular; D) Hemocitos de ostion C. gigas (N=23) barras blancas y C.
corteziensis (N=11) barras negras, sometidos a un incremento controlado de
temperatura. Se realizé un ANOVA bifactorial (P<0.05), considerando la especie como
primer factor independiente y la temperatura como sequndo factor independiente. Se
aplicé un post hoc de Tukey para comparar las medias. Las letras distintas indican
diferencia significativa entre medias.

7.2.12.2 indice GlcNAc en machos

Al inicio del experimentc y a la temperatura control (22°C y 23°C), la de N-
acetilglucosamina en fue positiva en génadas de macho maduro de C.
corfeziensis con foliculos llenos de espermatogonias, espermatocitos Yy
abundantes espermatozoos organizados concéntricamente hacia el lumen, y
tefiidos intensamente con DAPI, donde Ia fluorescencia azul indica la presencia

de DNA nuclear y la fluorescencia verde de FICT-WGA en las membranas y

citoplasmas revela la presencia de N-acetilglucosamina. La incorporacion

simultanea de DAP! y FICT-WGA permiten obse

marcadores en las mismas células (Fig. 41).

rvar la presencia de ambos

> acid i : rmaticas
A 28°C se observa una desorganizacion del foliculo, las células esperm

, . itne
comienzan a ser fagocitadas por l0s hemocitos, los nlicleos de espermatocitos
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y espermatozoos con fluorescencia azul se observan dentro de los citoplasmas
de los hemocitos (Figura 41F). Las membranas y citoplasmas de hemocitos
con fluorescencia verde revelan la presencia de N-acetilglucosamina, adn se

observan escasos espermatocitos.

A 34°C la gonada de machos de C. corteziensis se encuentra en reabsorcion,
las células espermaticas son escasas, los hemocitos han fagocitando una parte
importante de la génada, la fluorescencia azul de los nucleos de los es débil,
los escasos espermatozoos que quedan se encuentran dentro de los
citoplasmas de los hemocitos que los han fagocitado. Las membranas y
citoplasmas de hemocitos presentan intensa sefial verde fluorescente, esto
revela la participacion de N-acetilglucosamina en el proceso de sefializacion
para la fagocitosis (Fig. 41G, H, I).

En C. gigas se observa un efecto similar, el patréon de afinidad a los
marcadores fluorescentes cambia conforme se incrementa la temperatura, los
detalles particulares pueden observarse en la Figura 42. Los controles a 22°C
de ambas especies presentan las mismas caracteristicas que los organismos a

temperatura de 23°C.

Se obtuvieron diferencias significativas en el indice de GIcNAc en todos los
tejidos y células de machos entre especies, temperaturas e interaccion. En
tejido gonadico de machos los valores mas altos los presenté C. corteziensis
(50%) a 23°C (p<0.05), seguido por C. gigas a 22°C (~42%) (p<0.05). Se
presentaron valores con tendencia a disminuir a medida que subi6 la
temperatura de 28°C a 34°C en ambas especies, hasta alcanzar valores bajos
en C. corteziensis (16%) y los mas bajos en C. gigas (10%) (p<0.05) (Fig. 44).
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Figura 41. N-ac= 1 * Ciam oen gonadas de macho C. corteziensis. A) Macho
maduro, con esf - . =, espermatocitos y abundantes espermatosoos que
presentan una fucii sonal de N-acetilglucosamina abundante en membrana y
citoplasma en los ... © ins de células espermaticas. nucleos tefiidos con DAPI
(20x); B) Membr.. plasmas de los tres tipos de células espermaticas
tefidos con FICT-* 0. 20x). C) Incorporacion simultanea de DAPIy FICT-
WGA (23°C, 20: cho en reabsorcién a 28 °C, nucleos de celulas
espermaticas y heri - . w=iidos con DAPI (20x); E) Membranas y citoplasmas de
escasas células - =5 v abundantes hemocitos tefiidos con FICT- WGA
(20x). F) DAPI y riu1-vvon (20%). G) Macho en reabsorcion a 34 °C, hemocitos
fagocitando células espermaticas y escasos espermatozoos, nicleos tefiidos con
DAPI (100x); H) Membranas y citoplasmas de hemocitos fagocitando células
espermaticas tefiidos con FICT- WGA (100x). 1) DAPI y FICT-WGA (100x). La
fluorescencia azul indica la presencia de DNA nuclear, la fluorescencia verde

revela la presencia de N. acetilglucosamina.
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Figura 42. N-acetil" -~ .- 1 an gonadas de macho C. gigas. A) Macho maduro
con espermatogoiiicc . ‘weeitos y abundantes espermatozoos que presentan
una fuerte sefal c« amina abundante en membrana y citoplasima en

los tres tipos de ¢ ¢ . icas, nucleos tefiidos con DAPI (237C. 100x), B)
Membranas y citopivoz <= los tres tipos de células espermaticas tefidos con
FICT- WGA (23°C. i O DAPIL y FICT-WGA (23°C, 100%). D) Macho en
reabsorcion, niclec: -~ - . capermaticas y hemocitos teflidos con DAPI (28 °C
20x); E) Membranz= - ¢ .:oiaas de escasas células espermaticas y abundantes
hemocitos tefiidos o 7 wvA (28°C, 20%). F) DAPLy FICT-WGA (20x). G)
Macho en reabscic... . . 7, hemocitos fagocitando células espermaticas vy
€scasos espermais” - . =oe tefidos con DAPI, (100x); H) Membranas y

cifoplasmas de icinuunus agocitando  células  espermaticas y escasos
espermatozoos, tefiidos con FICT- WGA (100x). 1) DAP| y FICT-WGA, se observan
escasos espermatozoos y abundantes hemocitos granulares cuyo citoplasr_na
presenta sefial intensa de N-acetilglucosamina, (100x). La fluorescencia azul indica
la presencia de DN# ricizar, la fluorescencia verde revela la presencia de N.

acetilglucosamina.
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Figura 43 N-acetilglucosamina en tejidos de ostiones tefiidos con FICT- WGA y
nucleos tefiidos con DAPI. A) Tejido conjuntivo vesicular de C. corteziensis a 23°C.
B) C. gigas a 23°C. ¢\ C corteziensis a 34°C; D) C. gigas a 34°C (40x).E)
~Glandula digestiva de ¢ .niteziensis; F) Glandula digestiva de C. gigas, (20x). La
fluorescencia azu! inc ~resencia de DNA nuclear, la fluorescencia verde
revela la presencia de i ~-z.iglucosamina.
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Figura 44. Indice de GIcNAc en machos A) Gonada; B) Glandula digestiva; C) Tejido
conjuntivo vesicular, D) Hemocitos de ostion C. gigas (N=23) barras blancas y C.
corteziensis (N=11) barras negras, sometidos a un incremento controlado de
temperatura. Se realizé un ANOVA bifactorial (P<0.05), considerando la especie como
primer factor independiente y la temperatura como segundo factor independiente. Se
aplicé un post hoc de Tukey para comparar las medias. Las letras distintas indican
diferencia significativa entre medias.

En el tejido conjuntivo vesicular alrededor y entre los foliculos ovéricos, la
tincion de N-acetilglucosamina fue positiva en la membrana y citoplasma de C.
corteziensis y menos positiva en C. gigas (Fig. 43 A, B). En la glandula
digestiva la tincion de N-acetilglucosamina fue positiva en la membrana y
citoplasma de las células epiteliales y microvellosidades de los diverticulos
digestivos en C. corteziensis y menos positiva en C. gigas, que ademas
presenté una intensa infiltracién hemocitica durante todo el experimento (Fig.
43 E, F).

Se encontraron diferencias significativas entre especies y temperaturas en el
indice de GIcNAG en glandula digestiva, los valores mas altos los presentd C.
corteziensis a la temperatura control 22°C (23%) (p<0.05), seguido de valores
similares en ambas especies a 23°C (~20%). Se presentaron valores con

tendencia a disminuir a medida que subio la temperatura de 28°C a 34°C en
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ambas especies, de 14% a 10% en C. corteziensis y de 13% al valor mas bajo
en C. gigas (6%) (p<0.05) (Fig. 44B).

En la membranas y el citoplasma del tejido conjuntivo vesicular los valores mas
altos de GIcNAc los presentd C. corteziensis a 22°C y 23°C (13% y 12%
respectivamente) (p<0.05), seguido de valores que disminuyeron a medida que
subid la temperatura de 28°C a 34°C (de 5% a 2%). En C. gigas la sefial
disminuye sustancialmente, presentdé valores similarmente bajos tanto a la
temperatura control de 22°C (5%), como con el incremento de temperatura de
23°C a 28 °C (4% a 3%), esta especie presentd el valor mas bajo a la
temperatura de 34°C (~1%) (p<0.05) (Fig.44C).

Los hemocitos presentaron los valores mas bajos de GicNAc a la temperatura
control de 22°C (~1%) (p<0.05) en ambas especies, con tendencia a
incrementarse a medida que subié la temperatura, los valores mas altos se
presentaron en C. gigas a 34°C (31%) (p<0.05), seguido de valores menores en

C. corteziensis a la misma temperatura (17%) (p<0.05) (Fig. 44D)

7.2.13 indice de muerte celular por apoptosis

Los tejidos de ambos sexos fueron marcados con la técnica de TUNEL para
mostrar la fragmentacion de DNA (Fig. 45). En el caso de los ovocitos, fueron
escasas células marcadas en ambas especies, mientras que el resto de los

ovocitos presentaron deformaciones con membrana en forma globular,

similares a los ovocitos atrésicos (Fig. 45A) 0 incrementan su volumen como

los ovocitos con vacuolas (Fig. 45B). En el caso de la génada de machos que
presentan abundantes espermatozoos

s en apoptosis (Fig. 45C y

se encontraron en reabsorcion,
fagocitados por hemocitos granulares y hemocito
45D).

Se observaron hembras de las dos especies con ovocitos en apoptosis, pero
sin un patron regular; Los foliculos en los que las células parecen totalmente
alteradas se mezclan con otras de apariencia normal, incluso en los controles

i itos en apoptosis en i
que permanecieron a 22°C. Es frecuente observar ovocitos en apop




gonoductos y hemocitos a partir de 28°C en gonadas de machos y hembras de
las dos especies, los cuales se infiltraron en la zona de union entre el foliculo y
los gonoductos y se desplazaron entre los restos celulares procedentes de la
lisis gonadica (Fig. 45).

Se evalud el area de cobertura de la sefial fluorescente por analisis digital de
imagenes, y se obtuvieron diferencias significativas en el indice de apoptosis
en hemocitos en tejido gonadico de hembras y machos entre especies y
temperaturas. Los valores mas bajos (~1%) (p<0.05) los presentaron hembras
de ambas especies a las temperaturas control (22°C) y primer incremento de
temperatura (23°C). Los valores se incrementaron en ambas especies a
medida que subid la temperatura C. gigas a 9% (28°C) y 64% a 34°C. Los
valores mas altos los presentd C. corfeziensis (87%) a 34°C (p<0.05) (Fig.
46A).

En machos, los valores mas bajos (~2%) (p<0.05) los presentaron ambas
especies a las temperaturas control (22°C), con el primer incremento de
temperatura (23°C) Ia apoptosis se incrementé en C. corteziensis a 9% (23°C),
en C. gigas permanecié a niveles similares a la temperatura control. Los
valores se incrementaron en ambas especies a medida que subié la
temperatura, C. gigas a 28°C (65%) alcanzando los niveles mas altos a 34°C
(81%) (p<0.05). C. corfeziensis presentd valores intermedios a 28°C (20%) y
valores altos a 34°C (78%) (p<0.05) (Fig. 46B).
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Figura 45. Gonada positiva a la técnica TUNEL a 34°C. A) Ovocito atrésicos en
apoptosis (60x). B) Ovocito sobremadurado y hemocitos circundantes en apoptosis
(60%). Génadas de machos con hemocitos y células espermaticas en apoptosis a
34°C C) C. gigas. D) C. corteziensis. E) Hemocito en apoptosis dentro de un
(01v(‘)3(c):ito C. gigas; F) Hemocitos y espermatozoos en apoptosis C. corteziensis
x
).
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tosis A) Hembras de ostion C. gigas (N=23)

Fi i i apo
igura 46. indice de hemocitos en apop tachos de C. gigas (N=30)

barras blancas y C. corteziensis (N=11) barras negras; B) , ‘ o
barras blancas y C. corteziensis (N=47) barras negras._sometldos aun ?gcremdegla
controlado de temperatura. Se realizo un ANOVA bifactorial (P<0.05), consl Zra:actor
especie como primer factor independiente y la temperatura como Z?QUnL aos tras
independiente. Se aplico un post hoc de Tukey para comparar las medias.

distintas indican diferencia significativa entre medias.
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Figura 47. Microfoicgraiia de corie histologico de gonada de organismo
hermafrodita de C. corteziensis, en cambio de sexo de macho a hembra; og,
ovogonias; opv, ovocitos previtelogénicos; ov, ovocitos vitelogénicos; epz,
espermatozoo; h, hemocitos. Tincion Hematoxilina-eosina. Microscopia de luz, 40x.
Cortes en parafina a 4 um de grosor tefiidos con H&E.

7.2.14 Cambio de sexo en C. corteziensis a 28 'y 34°C

En dos ostiones C. corteziensis se presentd el cambio de sexo de macho a
hembra a la temperatura de 28 y 34°C. Histolégicamente esta etapa se distingue
por la restructuracion de los acinos gonadicos, se caracteriza por la
concentracion de células espermaticas residuales en el centro del acino y la
proliferacion y crecimiento de gametos femeninos (ovogonias y ovocitos

previtelogénicos) unidas a las células foliculares. Se observan acinos con células

espermaticas siendo fagocitadas por los hemocitos (Fig. 47).
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8. DISCUSION

8.1 Madurez visual y escala reproductiva de C. corteziensis

La explotacion y manejo adecuado de cualquier especie requiere del
conocimiento preciso de su ciclo reproductivo para inferir, periodos de desove,
tasas de produccion de huevos, tasas de reposicién poblacional e instaurar, si
es el caso, periodos de veda precautorios. Para determinarlo, en la presente
tesis doctoral se evaluaron diversos métodos y escalas para identificar el
desarrollo gonadico de ostiones reportadas en otras especies de moluscos
bivalvos. La identificacion de los estadios de desarrollo gonadico (asignados
visualmente e histologia) suelen ser subjetivos y dependen en gran medida de
la experiencia del clasificador y en el trabajo previo de las especies objeto de
estudio o especies con caracteristicas bioldgicas similares (Barber y Blake,
1991). En la actualidad existen diferentes escalas numéricas para clasificar y
ordenar los estadios de desarrollo gonadico de los ostiones de una manera
mas objetiva, y una que es ampliamente utilizada para almejas y otros
organismos acuaticos debido a su simplicidad, es la identificacion de la
madurez visualmente. Con anterioridad se ha propuesto que la madurez visual
tiene la ventaja de ser facil, rapida y de bajo costo, es decir de alta aplicacién
practica (Barber y Blake, 1991; Palacios et al., 2003). Sin embargo, debido a
que los ovocitos de los ostiones no se pigmentan profusamente como es el
caso de las almejas, la asignacion de una maduracion visual es en términos
pragmaticos dificil de evaluar. Ademas, tiene la desventaja de generar datos
ordinales que definen una cualidad mas que una cantidad, por lo tanto este
nivel de medicion es de caracter estrictamente cualitativo. Se utilizo la escala

visual para identificar a priori el estadio de maduracion en los ostiones, pero

verificaciones posteriores mediante observaciones histologicas encontramos

que algunos ostiones fueron erroneamente clasificados como inmaduros

cuando la evidencia histolégica indicaba que €S0S individuos estaban en

vitelogénesis o inclusive completamente maduro. El estadio de vitelogenesis,

fue el estadio mas faciimente reconocible mediante el método de escala visual

debido a que e! 50% de los organismos analizados se clasificaron como
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maduracion tardia, siendo este estadio el que mayor cantidad de
identificaciones precisas (Tabla 2). En total, s6lo alrededor de una cuarta parte
de los ostiones C. corteziensis fueron clasificados de manera precisa
comparando el porcentaje de organismos clasificados por estadios con la
escala de madurez visual y la escala reproductiva, por lo que se concluye que
si bien la madurez visual puede ser usada como una escala aproximativa de la
fase de desarrollo gonadico en estudios que comprometan una sola especie
(variabilidad intraspecifica), su uso para ostiones de distintas especies
(variabilidad interespecificas), y en particular en especies de ostiones tropicales
no es recomendable.

En relacion a los valores cuantitativos y continuos que pueden indicar el estadio
de desarrollo gonadico (con especial énfasis en el estadio de madurez), uno de
los mas utilizados es el indice gonadosomatico (IGS) definido como la relacién
entre el peso de las génadas y el peso corporal. Las ventajas del método IGS
es que es barato, rapido, objetivo, y genera datos continuos de la proporcion de
biomasa que un ostion invierte en reproduccion. El IGS se ha utilizado
ampliamente en C. gigas (Ren et al., 2003; Kang et al., 2003; Ngo et al., 2006)
y en ocasiones en C. corfeziensis (Paez-Osuna et al., 1993; Frias-Espericueta
et al, 1997; 1999). Sin embargo, y en contraste con las almejas y otros
organismos marinos, la goénada en los ostiones puede ser dificil de separar del
tejido adyacente ocasionando un sesgo para medir el peso de la gonada y del
resto del organismo que no es constante (Mori, 1979; Frias-Espericueta et al.,
1997). El peso de la génada "corregida" por peso corporal, para evitar el error
de clasificar a organismos més grandes como mas maduros, puede seguir
siendo dependiente del peso corporal cuando los animales estan en etapa de
crecimiento rapido (de Viaming et af., 1982; Grant y Tyler 1983b; Packard y
Boardman, 1988; West, 1990; Palacios et al., 2003). Ademas, €l IGS no es un

reflejo preciso de la actividad gonadal porque puede haber diferencias

temporales en el desarrollo de los ovocitos o €l contenido de liquido en los
tejidos externos a los ovocitos del ovario durante el proceso de maduracion
(Grant y Tyler, 1983a; Palacios et al., 2004), en la glandula digestiva (Grant y

Tyler, 1983b), o la debris y los hemocitos que limpian las gonadas de gametos

153




—

residuales. Esta situacion se observd en los organismos de laboratorio
expuestos a choque térmico analizados en la presente tesis, lo cual
inherentemente influencia en el tamafo de las génadas y el peso total. Costil et
al. (2005) observaron que incluso si no existen gametos que permanecen en
los foliculos, la presencia de abundante tejido conectivo podria aparentar
morfolégicamente el estadio de madurez, dado que la goénada aparece
voluminosa. Lo mismo se aplica a la biomasa de las gonadas estimada por
estereologia, debido a que esta técnica requiere estimar el peso de la gbnada
(Enriquez-Diaz, 2004). Otra desventaja de esta metodologia es que requiere al
menos tres secciones de la gonada, anterior, medio y posterior para eliminar el
error debido a que la génada no se desarrolla uniformemente, y esto disminuye
la proporcion de la génada que puede utilizarse para otros analisis adicionales,
tales como la bioquimica, histoquimica y genética. Para superar la dificultad
metodoldgica de la diseccion y estimacion del peso de la gonada dispersado en
otros tejidos, algunos estudios han medido el grosor de las gonadas usando
vernier (Lossanofif, 1965), la proporcion del area ocupada por ovocitos en
fotografias y su proporcionalidad como peso de la gonada (Muranaka y
Lannan, 1984), o el area de tejido del foliculo o gonada en relacion con otros
tejidos, por lo general determinada por analisis de imagenes fotograficas (Mori,
1979; Lannan, 1880: Allen y Downing, 1986; Hefferman y Walker, 1989; Barber
et al., 1991; Enriquez-Diaz, 2004, Fabioux ef al., 2005: Quintana, 2005). Con la
invencién de camaras digitales y programas que estiman areas en unidades de
pixeles calibrados estas estimaciones han incrementado su precision. Esta
relacion area/peso ha recibido varios nombres, y por comodidad se denomina

aqui como area de cobertura gonadica (ACG) y ha sido evaluada por

protocolos que presentan algunas diferencias metodolégicas en cada grupo. El

ACG tiene la ventaja de ser cuantitativa y relativamente rapida y simple para

analizar, aunque el analisis de imagenes requiere proceso histolégico anterior,

que puede ser costoso y consume tiempo.

El ACG puede proporcionar estimaciones de area y morfologia continuas en

i i i€ ha
ostiones completamente inmaduros, Y también en los machos, como S€

observado para C. gigas (Lannan, 1980). EI ACG puede indicar cuando 1as
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hembras estan completamente maduras (Fig. 12); sin embargo, las diferencias
en una génada que estd madurando o en desove no es tan evidente. Un
resultado similar obtuvo Brewer ef al. (2007) que propusieron el uso de IGS
para diferentes especies peces que parecen estar en condiciones de madurez
y luego la histologia podrian incorporarse para identificar periodos especificos
de cuando se produce el desove. Los resultados de la tabla 2 demostraron que
no se encontraron diferencias entre estadios distintos al vitelogénico en
ninguna de las dos especies estudiadas. Sin embargo, si existieron diferencias
en el estadio de vitelogenesis entre C. gigas y C. corteziensis, con una ACG
mayor para C. gigas. Como consecuencia, este indice no es una metodologia
{til para comparar estadios de estas dos especies, debido a que los individuos
de C. corteziensis serian clasificados en estadios de maduracion menos
avanzada que C. gigas, aun estando en el mismo estadio de desarrolio
gonadico. A diferencia de muchos antecedentes hasta ahora publicados en
moluscos, nuestros resultados se basan en [os tipos de ovocitos presentes en
las gonadas, debido a que los estadios de desarrollo gonadal se asignan
considerando de forma general la composicién de la génada en cuanto al tipo
de ovocitos mas desarrollado y mas frecuente: Desafortunadamente ésta
clasificacién enmascara informacién como la composicion de gametos
normales y anormales, saludables o moribundos.

La disminucién de ACG en C. gigas indica desoves que inician en mayo
cuando la temperatura superficial del mar (TSM) se incrementa a 25°C y
continian éste hasta agosto cuando la temperatura alcanza 30°C. La
disminucion del ACG del primer pico reproductivo ocurrié durante el incremento
de la TSM de 25 a 30°C. El segundo pico reproductivo ocurrio cuando la
temperatura alcanzo los~ 30°C (Fig. 5).

El tamario de los ovocitos es independiente del tamafio del cuerpo (Grant y

Tyler, 1983a; Palacios et al., 2003) y se puede utilizar como covariable para
(Palacios et al., 2003). Lango-

a la clasificacion de estadios

corregir la maduracién gonadica en las hembras
Reynoso et al. (2000) propusieron un sistema par
de maduracion en hembras de C. gigas en funcion

presentes en la gonada. Las hembras con ovocitos

del tamario de los ovocitos

mas pequefios de 6.5 pm




se consideraron en gametogénesis inicial, cuando la mitad de la gonada de una
hembra tenia ovocitos de ~21 pm y la otra mitad de los ovocitos de 34 um, la
hembra estaba en etapa de crecimiento, cuando la mayoria (90%) de ovocitos
fueron mayor de 30-41 um la hembra se considero madura, y cuando la
mayoria de la génada tenian ovocitos menores a 5.5 ym mientras y el resto de
los ovocitos eran mas grandes que 46pm, la gdnada estaba en proceso de
degeneracion. Esta escala ya ha sido utilizada en varios trabajos realizados en
fa misma especie (Chavez-Villalba ef al., 2002a; Ren et al., 2003). Cuando esta
escala reproductiva fue usada para C. corteziensis, se tuvo que modificar

porque los ovocitos en C. corfeziensis son mas pequefos que los de C. gigas.

Ademas, encontramos algunos ovocitos que parecian sobremadurados,.

posiblemente como resultado de la distension del reticuio endoplasmico
alcanzando diametros > 45 um que los ovocitos postvitelogénicos, en contraste
con 60 ym reportado por Lango-Reynoso ef al. (2000) para C. gigas. Por lo
tanto, el estadio de maduracion temprana fue mas frecuentemente clasificada
de manera correcta (71% de las hembras en el estadio previtelogénico),
seguido por el 50% de hembras vitelogénicas clasificadas en el estadio de
crecimiento. En contraste, los estadios maduro y degenerado fueron
clasificados  principalmente  como  postvitelogénico o  desovados,
respectivamente. Este analisis comparativo demuestra que la escala propuesta
por Lango-Reynoso et al. (2000) fue considerablemente mas precisa en la
prediccion del estadio de maduracion que la escala visual, con |a desventaja de
que se tiene que hacer histologia y medicion de ovocitos. En cualquier caso,
los intervalos utilizados para asignar un estadio de maduracion deben
adaptarse a cada especie y posiblemente, para diferentes poblaciones de la

misma especie que habitan distintos ecosistemas.

En un andlisis similar, la estimacion del area méaxima o el diametro de los

ovocitos ha demostrado ser un método eficaz en los organismos con estrategia
o tanto presentar una amplia distribucion de
(Palacios et al.,

de desove parciales y por |

diferentes tamarfios de los ovocitos o cohortes de ovocitos

2003). El area maxima de ovocitos fue ligeramente mejor revelando el patron

R - 1 . E ’}
reproductivo anual que el diametro promedio de [0S ovocitos en particular paie
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C. gigas, ya que se encontraron diferencias significativas en relacion al estadio
de maduracion, identificando correctamente el estadio de desove (Tabla 2) y en
relacion al periodo de muestreo. Asimismo, para C. corfeziensis, el area
maxima reveld diferencias entre estadios de forma mas precisa que el diametro
medio de los ovocitos (Tabla 2); Sin embargo, en ambos diametros de los
ovocitos (medio y maximo), asi como las areas maximas de los citoplasmas,
existieron diferencias interespecificas significativas entre el estadio de
vitelogenesis de ambas especies, por lo que en el presente trabajo se concluye
que esta medicion no es adecuada para comparar el estadio de maduracién
entre especies. En contraste, en el diametro medio de nucleo y el diametro
medio de citoplasma, existieron diferencias estadisticamente significativas
entre el estadio vitelogénico y los demas estadios de desarrollo gonadico de
cada especie, por lo que podrian ser mejores indicadores del estadio de
desarrollo gonadico cuando se realicen comparaciones entre C. gigas y C.

corteziensis.

Existen otras escalas que se basan en proporciones o indices. Estas tienen la
ventaja de utilizar escalas relativas de reproduccion que permite
comparaciones del esfuerzo reproductivo interespecificas. Una de estas
escalas que ha sido utilizada con frecuencia, en particular en la medicina para
determinar el crecimiento celular, es la relacion de area nucleo:citoplasma. El
niicleo:/citoplasma se ha aplicado para analizar el crecimiento de los ovocitos
con buenos resultados en organismos marinos (Pastorinho et al., 2003; Van der
Molen, 2003; Arjarasirikoon ef al., 2004) y en particular moluscos (Rodriguez-
Jaramillo et al., 2001). Cuando se utilizd esta relacién para predecir los
estadios de desarrollo gonadico (con énfasis en el estadio de maduracion), no
se pudo distinguir entre el estadio vitelogénico y otros, aunqué el estadio de

desove de C. gigas y el estadio previtelogenico de C. corteziensis fueron

diferentes de otros estadios (Tabla 2). Esta relacion permitio revelar el periodo

de reposo de diciembre y enero, pero no de gonadas en estadio de maduracion

aunque es una metodologia altamente laboriosa.




Otro indice de dificil estimacion por su laboriosidad es el indice de fecundidad,
calculado en relacion al nimero de ovocitos y su tamario (Heffernan y Walker,
1989). La fecundidad resultd mejor indice predictor del estadio de maduracién
para C. gigas, con la ventaja adicional de que no se encontraron diferencias
significativas entres las dos especies en el estadio de vitelogénesis, lo cual
permite su comparacion interespecificas. Sin embargo, en C. corteziensis no se

detectaron diferencias entre el estadio de desove y de post-vitelogenésis.

El indice de area de madurez ovarica tuvo una tendencia similar al ACG, fue
util para mostrar los picos reproductivos en las dos especies de ostion, ya que
en su calculo se utiliza el ACG y el conteo total de ovocitos en el area evaluada
resulta ser mas laborioso y proporciona practicamente la misma informacion
cuantitativa que el ACG. En el presente estudio se concluye que el diametro de
los ovocitos en la mismo etapa de desarrollo gametogénico es mayor en C.
gigas en comparacion con C. corteziensis, ésta situacién puede resultar en un
sesgo de la deteccion de una etapa avanzada falsa de la maduracion en el
primero. Por lo tanto se recomienda usar el método ACG debido a que es una
escala continua y objetiva que permite comparar adecuadamente el desarrollo

gonadico para comparar distintas especies de ostiones.

Una diferencia entre el uso de datos cualitativos (como la asignacion de
estadios de desarrollo gonadico) y datos cuantitativos (como el ACG) es que
éstas Ultimas permiten identificar distintas estrategias interespecificas en el
comportamiento de desove de las dos especies de ostion: C. gigas que desova
de forma estacional y sincrona, y C. corteziensis que desova de forma continua

y asincrénica (Figura 11). Estas diferencias en estrategia reproductiva se

discute en la siguiente seccion.

8.2 Ciclo de campo: madurez

Este es el primer estudio de estrategias de reproduccion interespecifico que
os y hembras comparando los

mo sitio (Sistema

contrasta el desarrollo gonadico de mach

ostiones C. gigas y C. corteziensis provenientes del mis

Lagunar Bahia de Ceuta, Sinaloa, México). Las hembras de C. gigas cultivados




en regiones templadas se encuentran en estadio de madurez durante los
meses de verano, seguidos por un solo periodo de desove (en temperaturas 2
19°C), y luego un periodo de reabsorcion (Mann, 1979; Enriquez, 2004). En
contraste, la actividad gametogénica de las hembras C. gigas en Bahia de
Ceuta present6 un patron estacional mas amplio, iniciando la previtelogénesis
una parte de la poblacion (aproximadamente el 18%) y la vitelogénesis otra
parte de la poblacion (aproximadamente el 10%) en enero (~21°C) alcanzando
la madurez o postvitelogénesis en mayo (85%) y el primer pico de desove
ocurre en junio (100%), cuando la temperatura alcanza los 25°C. Este pico
reproductivo es seguido por un largo periodo de desoves parciales desde el
julio hasta octubre, en temperaturas que alcanzan los 30°C (Fig. 6). El ciclo
gonadico de los machos de C. gigas fue altamente sincronico con el de las
hembras. En otras regiones del mundo donde se cultiva C. gigas, como en
Francia, el inicio de la gametogénesis empieza cuando el agua alcanza una
temperatura de 18°C (Mann 1979; Lango-Reynoso et al., 1999), y en Argentina
el crecimiento de los ovocitos coincide con un incremento en la temperatura de
14.6°C a 17.8°C (Castarios et al., 2009). Reportes anteriores habian observado
en C. gigas dos periodos de desove; el primero coincidia con el incremento de
temperatura (junio a julio) y el segundo con un importante florecimiento de
fitoplancton (Lucas, 1965, Ruiz et al., 1992). La duracion del ciclo
gametogénico en C. gigas, en particular la duracion del periodo de desove, es
influenciado por la latitud geogréfica, y mas especificamente, por la
temperatura local (Chavez-Villalba et al., 2002a: Didri et al., 2007). Se ha
sugerido que C. gigas presenta una pronunciada plasticidad fisiologica y
fenotipica en su proceso reproductivo (Enriquez-Diaz, 2004; Fabioux et al.,
2005). Esto se confirma con estudios de campo de esta especie contrastando

areas templadas y tropicales en México, donde se presentd una gametogénesis

acelerada en dos sitios tropicales caracterizados por alcanzar temperaturas

desde 20°C hasta 31°C, en contraste con el sitio templado (18°C a 26°C)
te mas lenta (Ibarra et al., 2008).

(Chavez et al., 2007), el

(22°C a

donde la gametogénesis fue comparativamen

En otros estudios realizados en un sitio tropical

crecimiento de las gonadas y madurez se presento en marzo-abril




23°C), asi como de junio a septiembre (27°C a 30°C), pero no se registraron
eventos de desove, los gametos se reabsorbieron en septiembre y octubre
(28°C a 26°C) y un evento de mortalidad se dio a finales del invierno, con el
incremento de temperatura y disponibiidad de alimento, con una acelerada
actividad reproductiva y alto indice de condicion. Nuestros resultados confirman
que C. gigas presenta una amplia plasticidad reproductiva pues la temperatura
puede modular las tasas de desarrollo gonadico y por ende su reproduccion en
un amplio rango térmico. Los desoves tipicamente se presentaron de junio a
octubre (25°C a 28°C). Es relevante enfatizar que aun cuando durante el
periodo de desove es largo, el estadio de previtelogénesis, es decir cuando se
observan gran cantidad de ovogonias, solo ocurren en enero, probablemente
porque la induccién a la mitosis gonial sélo puede activarse a bajas
temperaturas, que para el area de estudio fue de 20-21°C. Estos resultados
contrastan con los reportados por Fabioux ef al. (2005) que propusieron que la
temperatura regula la mitosis gonial y que la proliferacion de las gonias ocurre
a temperaturas de invierno (8-11°C) en Francia. Por lo tanto, en C. gigas ese
rasgo caracteristico como especie de aguas frias presenta una amplia
plasticidad adaptativa. Los ovocitos vitelogénicos se presentan en febrero,

mayo y julio.

En contraste, los ostiones C. corteziensis de zonas tropicales tienen un amplio
periodo de desarrollo gonadico y actividad reproductiva y un breve periodo de
inactividad o reposo a lo largo de un afio. Una de las principales diferencias es
la presencia constante de ovocitos en diferentes etapas de la ovogénesis,
sobre todo nuevas generaciones de ovogonias, OVOCitos previtelogenicos Yy
vitelogénicos durante casi todo el afio, excepto €n octubre y noviembre. La
produccion constante de estos gametos mantienen los desoves durante un
largo periodo, de mayo a diciembre (Fig. 7). Las hembras de C. corteziensis

inician la vitelogénesis a una mayor temperatura media (21°C) que C. gigas, la
(post-vitelogénicas) se da en abril

mayor frecuencia de hembras maduras
(23°C) pero se encontraron maduras la mayor parte del ano, desovan a partir

de mayo cuando la temperatura alcanza 25°C y presenta un largo periodo de
y otro a principios de oforno

desoves parciales, uno intenso en verano (junio)
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(octubre) con un corto pericdo de descanso entre en enero y febrero. La
capacidad de C. corteziensis para desovar parcialmente durante la mayor parte
del afio indica que tiene una recuperacion rapida de las gonadas (Hurtado et
al., 2012). El extendido periodo reproductivo se explica como un patrén tipico
de estrategia conservadora por el aumento de la acumulacion de reservas
cuando la temperatura esta descendiendo y la disponibilidad de alimentos
aumenta con las floraciones fitoplancténicas, como se ha observado en otras
especies tropicales como C. virginica (Bayne et al., 1976; Aldana-Aranda ef al.,
2003). En el caso de los machos de C. corteziensis la mayor frecuencia de
organismos maduros se presenta en marzo, que es precedido por eventos de

desove sincronizado entre ambos sexos durante el ano.

Un periodo reproductivo extenso implica mayor esfuerzo reproductivo individual
y mayor gasto de reservas energéticas que son limitadas en tiempo y espacio.
De tal manera que estas deben repartirse de manera diferencial para su uso en
el crecimiento de los tejidos somaticos y/o la reproduccién (MacDonald y
Thompson, 1986; Paulet y Boucher, 1991; Duinker, 2002). Los moluscos se
clasifican en funcién de la fuente de energia disponible para la reproduccion en:
1) Especies conservadoras, que son los que acumulan energia en sus tejidos
de almacenamiento como el tejido conjuntivo vesicular y adipogranular y la
utilizan para la reproduccion independientemente de la disponibilidad de
alimentos en el medic ambiente y 2) Especies oportunistas que aprovechan la
disponibilidad de alimento para los procesos de reproduccién, con poco
impacto en los tejidos de reserva. Las diferentes estrategias en que la energia
se adquiere, almacena y se metaboliza pueden variar entre las especies y entre
poblaciones de la misma especie (Epp et al., 1988, Racotta et al., 2003). En el
presente trabajo, se observo que C. gigas tendio a presentar una estrategia

conservadora por el impacto en los tejidos de reserva, particularmente por la
n el tejido conjuntivo vesicular, que fueron

artir de enero (Fig. 16B). En comparacion, C.

menos extrema que C. gigas, pero aun asl
recen coincidir con una estrategia

caida de los carbohidratos e
disminuyendo paulatinamente a p
corteziensis presenté una estrategia
con diferencia de reservas que pa

(2012) concluyeron gue aun sl {a

parcialmente conservadora. Hurtado et al.
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maduracion en C. corteziensis en Bahia de Ceuta era mas larga, tenian una
estrategia reproductiva que parece ser conservadora por las reservas
acumuladas durante el otofio y el invierno. Estas fueron mantenidas en la
primavera y luego disminuyeron para el primer desove en junio para finalmente
llegar a los valores minimos durante la re-maduracion y desove en verano. En
concordancia, otras especies tropicales como C. virginica, que se distribuye a
lo largo de la costa del Golfo de México, se comporta como especie
conservadora y oportunista. Cuando las condiciones son homogéneas y la
disponibilidad de alimento es regular, las poblaciones de ostion asumen una
estrategia conservadora, pero cuando las condiciones cambian a lo largo de las
estaciones del afo o la disponibilidad de alimentos es irregular, adoptan la
estrategia oportunista (Aldana Aranda et al., 2014).

La maduracion sexual en los bivalvos esta estrechamente asociada con el
metabolismo de carbohidratos. El glucdégeno es la principal reserva de
carbohidratos en animales y juega un papel central en el abastecimiento
energético y metabolico de la gametogénesis en muchos moluscos bivalvos
(Gabbott 1975; Bayne et al, 1982, Mathieu y Lubet, 1993). El ciclo
gametogénico en bivalvos esta vinculado estrechamente con el ciclo estacional
de almacenamiento y uso de las reservas de glucégeno. Varios autores han
encontrado un maximo contenido de glucégeno inmediatamente antes vy
durante proliferacion de gametos (Ansell ef al., 1980; Barber y Blake 1985;
Chavez-Villalba ef a/, 2003), seguida de un periodo de gametogénesis y
biosintesis de lipicos, relacionados con el gasto de glucégeno durante la
vitelogénesis. En contraste, en C. virginica las proteinas y los lipidos de reserva
fueron importantes para apoyar los requerimientos energéticos durante el
inviemno cuando el alimento fue escaso (Eckelbarger y Davis, (1996). Uno de
los resultados obtenidos del presente estudio fue que los carbohidratos en el
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incrementos de temperatura exirema a los que estan expuestas cada una de
estas especies.

En el caso de los lipidos no se observaron diferencias interespecificas entre C.
corteziensis y C. gigas que puedan estar implicados en el gasto energético
durante la reproduccion, excepto en los lipidos de la glandula digestiva a
diferentes temperaturas, probablemente por ser un tejido con alto contenido de
lipidos, estos contribuyan a generar altos niveles de peroxidacion lipidica y
posterior acumulacion de lipofuscinas. Los lipidos del tejido conjuntivo vesicular
fueron relativamente menos abundantes que los carbohidratos en las dos
especies de ostion. Sin embargo, presentaron una tendencia similar en cuanto
a que se almacenan durante finales del otofio-invierno, posteriormente fluctian
durante la primavera, en el primer periodo de maduracién y decrecen
significativamente en mayo, previos al desove de junio (Fig. 15). Ello concuerda
con lo previamente reportado sobre la estrecha relacién de los lipidos con
varios procesos: durante la embriogénesis los lipidos son los principales
componentes energéticos en los bivalvos, predominando los triacilglicéridos o
lipidos neutros (Gallager y Mann, 1986a; Whyte et al., 1990). Estos son
suministrados en gran medida a los huevos a través de la lipogénesis que
ocurre en la madre (Gabbott, 1983) y, por lo tanto, las hembras reproductoras
deben acumular selectivamente en el tejido gonadal 4cidos grasos esenciales
de fuentes de alimentos exdgenos (Soudant et al., 1996ab; Palacios et al.,
2005). Los acidos grasos esenciales son criticos para la estructura y funciéon de
la membrana celular (Kraffe et al., 2004; Palacios ef al., 2005), los cuales se ha
establecido que no se sintetizan de novo en los bivalvos (Laing et al., 1990;
Chu y Greaves, 1991).

Berthelin et al. (2000) encontraron que durante el desarrollo gametogénico de
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cual. los lipidos y las concentraciones de glucogeno en la masa visceral-
gonadal fueron inversamente correlacionados, y el aumento de acidos grasos
fue correlacionados con las concentraciones de clorofila y altos niveles de
proteinas, que corresponden a la maduracion de ovocitos. Posteriormente
éstos disminuyen con el desove, dependiente de la concentracion y valor
energético de alimento disponible durante otofio.

En contraste, la glandula digestiva contiene mayor cantidad de lipidos y tiene
diferente patrén de variacion con los carbohidratos en tejido conjuntivo, excepto
por la disminucion de lipidos en abril y mayo, cuando los lipidos se
incrementaron en gonada. Esta observacion coincide con lo reportado en
gonada de C. corteziensis (Hurtado ef al. (2012). Se ha reportado que la
acumulaciéon de acidos grasos en bivalvos marinos ocurre por incorporacion
directa en los tejidos somaticos a partir del alimento disponible o a traves de la
conversion de carbohidratos almacenados via lipogénesis (Gabbott, 1975,
Palacios et al., 2007), por lo que la lipogénesis a menudo depende de las
reservas de glucdgeno almacenado en el ovario (Mann, 1979; Gabbott, 1983;
Racotta et al., 1998; Cigarria, 1999). En las especies templadas con estrategias
de maduracién conservadora, como C. gigas, ciertas clases de lipidos como los
PUFA se pueden almacenar en los tejidos cuando prevalecen condiciones de
elevada abundancia de fitoplancton en el habitat. Sin embargo, en especies
oportunistas la disponibilidad de éstos pueden afectar el rendimiento
reproductivo sostenido, ya que los PUFA y los esteroles se acumulan en los

huevos desovados (Hurtado et al., 2012).

Derivado del presente trabajo, se concluye que los indices lipidico y de
carbohidratos (IL y ICH), pueden ser utiles para identificar el incremento relativo
0 la disminucién de las reservas en el proceso de la gametogénesis y el desove
de C. gigas y C. corteziensis. Ambos indices son lo suficientemente sensibles
para detectar la movilizacion de las reservas energéticas. Dicha informacion

pude ser usada de forma complentaria con el ACG para determinar el esfuerzo

reproductivo en ambas especies de ostion. El esfuerzo reproductivo de las

hembras de C. gigas evaluado mediante el ACG indica que esta especie realiza
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mayo, asi como los valores mas altos del ICH en abril (58%) y mayo (50%), y
los del IL en marzo, abril y mayo (63% al 88%). Lo cual coincide con la
disminucion gradual de reservas de carbohidratos del tejido conjuntivo vesicular
de marzo a junio (59 a 36%), y de la glandula digestiva que fue descendiendo
de febrero a mayo (35 a 23%). En contraste C. corteziensis presentd menor
esfuerzo reproductivo en términos de area gonadica, con valores mas altos de
ACG en dos periodos de madurez ovarica, uno en abril (34.7%) con un periodo
de recuperacion y otro en agosto (36%), el ICH en gonada fue mas alto en abril
y agosto respectivamente (63% y 67%), asi como el IL fue mayor en marzo,
abril y mayo (~50%). En esta especie el impacto en las reservas de
carbohidratos almacenadas en el tejido conjuntivo vesicular fue menor,
disminuyeron gradualmente de marzo a mayo (63 a 49%), recuperandose en
junio (65%), de la misma manera disminuyd gradualmente en la glandula
digestiva a partir de marzo (31%).

Una aplicacién de estos métodos histoldgicos podria permitir tener una
aproximacion a los resultados obtenidos por métodos bioquimicos en el caso
de estudios donde no se conservaron tejidos congelados, de tal forma que se
puedan hacer andlisis comparativos retrospectivos. Con la ventaja de poder
hacer los andlisis especificamente en tejido gonadico y diferenciario del tejido

conjuntivo que lo rodea, asi como de los tejidos de otros tejidos de reserva.

8.3 Ciclo de campo: lipofuscinas

En el presente estudio se determiné la acumulacién de lipofuscinas en tejido

somatico y gonadico en las dos especies de ostion (Fig. 17). Las lipofuscinas son

comunes en moluscos, han sido reportadas en varios tejidos y organos de

diversas especies de bivalvos como Mytilus galloprovincialis (Viarengo et al., 1987,

Regoli, 1992; Sarasquete et al., 1992) y M. edulis (Moore et al., 1980; George et

al., 1982; Lowe, 1988; Burbidge et al., 1994; Mathew y Domodaran, 1997).
ido conjuntivo
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el rifion de Tridacna gigas (Reid et al., 1984). En la almeja Venerupis (=Ruditapes)
philippinarum expuesta al Alveolata Perkinsus olseni y al dinoflagelado toxico
Alexandrium ostenfeldii, la actividad de SOD decrecié y se incrementaron las
células cafés en las branquias, indicando estrés oxidativo (Lassudrie et al., 2014).
Las diferencias entre especies reflejan la capacidad de cada especie para
enfrentar el estrés térmico. En los organismos de campo, C. gigas presenté una
acumulacion total de granulos de lipofuscinas mas alta que en C. corteziensis, con
incrementos notorios influenciados por el aumento de temperatura ambiental y la
acumulacion diferencial entre los tejidos (menos en gonada que en otros tejidos,
como las branquias). Dado que C. gigas es una especie de zonas templadas, la
susceptibilidad a acumular mayor cantidad de lipofuscinas (Fig. 17) indica que el
estrés durante el ciclo anual fue mayor que en C. corfeziensis. Sin embargo,
cuando la sumatoria del area de lipofuscinas de todos los tejidos se grafico en
relacion a la edad de los organismos, se observd un efecto que podria estar
relacionado con el envejecimiento de los ostiones (Fig. 18), y que fue mayor en C.
gigas que en C. corteziensis, aun ajustando por edad. El envejecimiento es una
caracteristica universal de los organismos multicelulares que determina la
esperanza de vida de las especies (Krikwood, 2005). Por lo tanto, es relevante
considerar la funcion que tiene la acumulacion de lipofuscinas en las especies
sujetas a condiciones extremas. En el caso del ciclo reproductivo, no solo existe
una exposicion a variaciones de temperatura, sino también en respuesta a la
exposicidn a todos los factores de estrés que le propicia el ambiente, como la
respuesta a patégenos, contaminacion, desecacion, entre otros.

La lipofucsina es un pigmento de color pardo-amariliento con fluorescencia
propia, compuesto por polimero de lipidos y fosfolipidos, derivados de la
peroxidacion de los lipidos poliinsaturados de las membranas subcelulares. Es
que se acumulan en los lisosomas como
go et al., 1990; Mathew
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glucdégeno del manto) en particular cuando se combina con alta inversion de
energia dirigida a la reproduccion. En este sentido, las adaptaciones del
metabolismo energético durante la reproduccion tienen una funcion clave en el
conjunto de rasgos adaptativos que le permiten a moluscos bivalvos prosperar
en ambientes altamente variados. De hecho, la demanda energética y la
reunion de un suministro de energia suficiente es fundamental para la
supervivencia inmediata de los organismos y las demas funciones
demandantes de energia que aseguran el éxito adaptativo de cada especie,
tales como son el crecimiento corporal y la reproduccion (Sokolova et al., 2011)
o la susceptibilidad a parasitos y patdégenos (Choi et al., 1993; Kang et al.,
2003; Delaporte et al., 2006).

Es importante resaltar que las lipofuscinas fueron evaluadas en el area total de
los cortes transversales porque su distribucion no es homogénea debido a la
particularidad de ser movilizadas por las células cafés ademas de acumularse
en células postmitdticas, se pueden producir en cualquier célula, tanto en
gametos como en cualquier célula somatica, y son transportadas por las
células cafés, que las fagocitan eliminandolas de tejidos sensibles como la
gonada, las branquias y glandula digestiva y las acumulan en otros tejidos
como el tejido conjuntivo. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios con
cortes de organismos completos para profundizar sobre el efecto de la
acumulacion de estos lipopigmento. Se asume que la acumulacion observada
en corazén debe ser considerablemente perjudicial para la salud del ostion y en
ese sentido puede ser interesante conocer qué funcion desempefia en la

predisposicion a la muerte de verano.

8.4 Temperatura y estrés térmico en organismos de laboratorio
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100% de mortalidad de C. gigas a 35°C (con alimento) en menos de 96 h. En
temperaturas elevadas (30°C), la tasa metabolica se incrementa haciéndose
evidente por un elevado consumo de oxigeno disuelto y excrecion de amonio
(Shpigel et al., 1992), siendo la tasa de filtracion aun mas elevada, el costo
energético también se incrementa (Hofmann et al., 1994). Diversos estudios
han observado que la temperatura del agua acelera o retarda la tasa de
desarrollo gonadico en C. gigas (Chavez-Villalba et al., 2002a; Fabioux et al.,
2005; Dridi et al., 2006; Chavez-Villalba et al., 2008). En relacion al desarrollo
de las génadas, al inicio del experimento y en la temperatura control (22-23°C)
se encontraron organismos sexualmente diferenciados y en varios estadios
gametogenicos. La presencia de un mayor nimero de ovocitos vitelogénicos y
postvitelogénicos en C. gigas a 22 y 23°C indican que esta especie inicid
primero su ciclo gametogénico y que este es comparativamente mas rapido
que el de C. corteziensis a esas mismas temperaturas. El nimero de ovocitos
previtelogénicos, vitelogénicos y postvitelogénicos disminuyeron en ambas
especies al alcanzar las iemperaturas mas altas de 28° y 34°C, a excepcion de
las ovogonias a 34°C encontradas en C. corfeziensis. Esto sugiere una mayor
capacidad para la proliferacion de gametos a temperaturas altas o extremas en
esta especie tropical. C. gigas presentd mayor degeneracion ovocitaria desde
menores temperaturas, incrementandose significativamente ésta a partir de
28°C cuando se activaron mecanismos fisiolégicos de defensa. En contraste,
C. corteziensis tuvo menos ovocitos degenerados (con vacuolas, reticulo
endoplasmético distendido y ovocitos atrésicos) y menor dafio oxidativo,
cuantificado como produccion de lipidos peroxidados y acumulacion de
lipofucsinas. La ocurrencia de ciclos gonadicos acelerados en condiciones
experimentales ha sido reportada para C. gigas en gametogénesis temprana,
observandose que puede alcanzar el estadio de madurez en una semana
cuando es expuesto a 22°C (Chavez-Villalba., 2002a). La variabilidad de
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en el caso de C. corfeziensis, donde se encontraron organismos hermafroditas
en la temperaturas de 28°C y 34°C. Esta observacién indica que esta especie
puede realizar alternancia de sexos a altas temperaturas, que corresponde a
temperaturas de verano en condiciones naturales. En C. gigas se ha reportado
que el en cambio de sexo en ostiones cultivados en campo son mas comunes a
bajas temperaturas. Por ejemplo, se ha reportado que existe alternancia de
sexos en C. gigas en primavera en Francia, cuando la temperatura fluctta
alrededor de los 20°C (Lango-Reynoso ef al., 1999; Chavez-Villalba et al.,
2008; Enriquez Diaz et al, 2009). La alternancia de sexos puede ser una
estrategia ante condiciones adversas de temperatura (34°C) para C.
corteziensis, mientras que para C. gigas este cambio ocurre a temperaturas
considerablemente menores, lo que puede significar una limitante estratégica
que representa una ventaja adaptativa para una especie. Mientras que para la
ofra no esta disponible o bien existen diferencias genéticas entre las especies
para realizar alternancia sexual. El cambio de sexo observado en C.
corfeziensis fue de gonada de macho a génada de hembra, los cual puede
resultar contraproducente a altas temperaturas dado que las gbnadas
femeninas presenta mayor esfuerzo reproductivo y por lo tanto, estres
oxidativo. Por otro lado, el cambio de sexo de macho a hembra es favorable
cuando una especie puede aumentar su fertilidad con el incremento de talla
como hembra (Hoagland, 1984). El incremento de temperatura puede ser el
inductor al cambio de sexo de individuos FF (el inico genotipo para hembra). EI

cambio de sexo en C. corfeziensis puede tratarse de una respuesta biologica
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la naturaleza via seleccion natural, el cual es de radical importancia en los
ostiones debido a que el tnico genotipo que puede dar lugar a hembras es el
FF que son hembras protandricas que maduran como machos en la etapa
juvenil y cambian de sexo en los siguientes periodos reproductives, lo que
implica que pese a que son condiciones adversas, el cambio de sexo en C.
corfeziensis es posible a altas temperaturas, acorde a su afinidad
zoogeografica tropical como especie nativa de la zona de estudio. Guo et al.
(1998) indicaron que la tasa de cambio de sexo de individuos FF puede estar
influenciada por genes secundarios y/o factores ambientales. Asi, un cambio a
gonada de hembra a menor temperatura o mas temprano, puede implicar una
desventaja adaptativa para el ostién considerando que se necesita mas energia
para producir ovocitos que espermatozoos, el ahorro de energia en la fase de
macho le permite sobrevivir o crecer, posteriormente la energia almacenada es

aprovechada en la fase de hembra.

La baja mortalidad de C. corteziensis, aunado a la presencia de ovogonias a
altas temperaturas, indica que esta especie no esta en proceso de degradacién
gonadica, como es el caso de C. gigas como especie introducida de afinidad
zoogeografica templada. La reproduccion sexual en los moluscos presenta
estrategias de adaptacion a entornos especificos (Morton 1991). La
termotolerancia inducida es un componente de respuesta al choque de calor
(Lindquist y Craig, 1988; Weber, 1992; Trent et al, 1994) que implica la
adquisicion de tolerancia a temperaturas letales como resultado de la
exposicion a un choque térmico anterior. Varios estudios han demostrado la
termotolerancia inducida y la sobre-regulacion proteinas de choque térmico en

ostiones (Fabbri et a/., 2008). Al comparar la termotolerancia y la respuesta de
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organismo a la temperatura mas elevada 34°C, dando lugar a un fenémeno de
termotolerancia inducida, muy superior al rango de temperatura de
metabolismo basal fisiologico, en donde las proteinas de choque térmico vy
probablemente los antioxidantes, contribuyeron a mantener la estabilidad de la
membrana celular de los ostiones que sobrevivieron en las dos especies siendo
mayor el efecto C. corteziensis que en C. gigas.

En concordancia con mayor esfuerzo reproductivo de C. gigas, los lipidos
peroxidados cuantificados como TBARS en génadas de hembras fueron mas
elevados en C. gigas que en C. corfeziensis con valores significativamente
mayores a los ostiones expuestos a 28°C, y con valores significativamente
menores a la misma temperatura en génada de machos en C. corteziensis. Las
altas temperaturas reportadas en el Golfo de California alcanzan en el verano
los 32°C, esto sobrepasa la temperatura de cultivo de C. gigas en otras partes
del mundo, como por ejemplo la costa occidental francesa donde la
temperatura maxima es de 24°C (Parry et al., 2007). Esto sugiere que el cultivo
de ostion C. gigas en esta region presenta cada verano dafio oxidativo,
evidenciado como un aumento en los niveles de TBARS, por estres térmico y
que esto predisponga a la especie a elevadas tasas de mortalidad durante el
verano. Ademas, se observaron diferencias entre sexos, las hembras con
ovocitos ricos en lipidos del vitelo y en sus membranas, fueron mas propensas
a la peroxidacién lipidica a altas temperaturas, seguidas de los machos e

indiferenciados a la misma temperatura.
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citoplasmética y descarte de organulos y proteinas (Cuervo, 2004: Lowe, 1988:
Moore, 1990). Estudios en otros moluscos han demostrado que factores
estresantes como la hipertermia son capaces de inducir la autofagia en las
células de la glandula digestiva mejilion (Moore, 1983; Clarke y Viarengo et al,,
1990). Los ostiones son organismos robustos que con frecuencia viven en
ambientes fluctuantes como los esteros donde son sometidos a las variables
nutricionales, regimenes de temperatura y salinidad, asi como la exposicion
repetida al aire y re-inmersién en agua de mar. En consecuencia, este medio
fluctuante y estresante tendera a provocar reiterados eventos autofagicos, que
eliminados de forma eficaz se traducira en un eficiente mantenimiento celular y
ayudara a minimizar la formacién de lipofuscinas perjudiciales (Brunk y
Terman, 2002; Bergamini et al., 2003; Cuervo, 2004; Moore et al., 2008). El
origen de las lipofuscinas sugieren que su formacién es el resultado del
balance entre la tasa de peroxidacién lipidica y la efectividad de los

mecanismos de proteccion celular (Jacob, 1999).

Los cambios en los lisosomas se han utlizado como biomarcadores de
envejecimiento en una amplia variedad de organismos incluyendo nematodos,
moscas de la fruta, moluscos y mamiferos (Cuervo y Dice, 2000; Hole et al.,
1992, 1993). En general, existe una tendencia a la disminucion de la capacidad
proteolitica con el aumento de la edad que se ha relacionado con una
disminucién gradual en la eficiencia del proceso de autofagia (Cuervo y Dice,

2000). La alta expresion de genes relacionados con la autofagia han sido

sugeridos como firmas transcriptomicas previas a la mortalidad de lineas
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cafés fagocitan las lipofuscinas (Fig. 32 y 33) y son el medio mediante el cual
gstas sustancias son eliminadas de los tejidos como la gonada, la glandula
digestiva y las branquias, que pueden predisponer al organismos a mayor
susceptibilidad a enfermedades y muerte. Los granulos observados en tejido
conjuntivo, goénada, glandula digestiva, branquias y corazon (que tiene células
posmitoticas) en las dos especies de ostion son lipofuscinas, y son fagocitadas
y mobilizadas por las células cafes, limpiando tejidos como la gonada, donde la
eliminacion de estos lipopigmentos es necesaria para la generacion de nuevos
gametos saludables. Por lo tanto, practicamente puede haber lipofuscinas en
todos los tejidos que contienen células mitdticas en C. gigas y C. corteziensis,
en contraste con los crustaceos, insectos y vertebrados, donde las lipofuscinas
se concentran en células postmitoticas de tejidos como el nervioso (Hammer y
Braum, 1988; Sheeny ef al, 1999; Bluhm y Brey, 2001). El proceso de
autofagia fue incrementado por el estrés térmico en los ovocitos de las dos
especies, siendo mayor el efecto en C. gigas que en C. corfeziensis a elevadas
temperaturas (Fig. 34).

Uno de los tejidos gue presenté mayor acumulacion de lipofuscinas durante el
incremento de temperatura en laboratorio fue la gonada de hembras, a
diferencia de la génada de machos, probablemente debido a la contribucién de
la alta concentracién de lipidos del vitelo de los ovocitos y a la fagocitosis de
células espermaticas que posteriormente entran en apoptosis permitiendo la
recuperacién de la homeostasis del organismo. Existen estudios que han
medido las lipofuscinas en relacion a la reproduccion, las oscilaciones
ambientales estacionales y su relacion con la historia de vida de las especies.
La acumulacion de lipofuscinas dificulta la autofagia mitocondrial, promoviendo

la acumulacion de mitocondrias senescentes, que son deficientes en la

produccion de ATP y producen mayores cantidades de especies reactivas de

oxigeno (Terman ef al., 2007). La lipofuscina hace gue los proteosomas sean

menos funcionales pues estos se deben degradar en los lisosomas. Asi, el

incremento en la sensibilidad al estrés oxidativo
a pesar de la abundancia de enzimas lisosomales

s células cargadas de este pigmento

y la disminucién en la

degradacion lisosomal,

pudieran, aparentemente, hacer a la




tengan menor actividad de los mecanismos de defensa y que sean mas
susceptibles a patégenos. Tal acumulacion en los tejidos y patologias
relacionadas con la edad se considera un fenémeno progresivo, probablemente
como consecuencia de la disminucion de los sistemas de eliminacion de
proteinas (lipoproteinas) mal plegadas y posiblemente otros metabolitos
‘aberrantes' (Jung ef al 2007; Ottis et al,, 2012). El papel de los lisosomas
adquiere mayor relevancia en las células postmitéticas que no pueden renovar
sus sistemas ellas mismas por exocitosis o en el proceso de division celular. En
contraste, las células proliferativas diluyen continuamente sus desechos por
exocitosis o durante las sucesivas mitosis. En los moluscos bivalvos, como los
ostiones y mejillones, la estabilidad de los lisosomas se correlaciona
positivamente de la capacidad de captacién de ERO y ERN, la sintesis de
proteinas, la situacion energética (posibilidades de crecimiento) y la viabilidad
de las larvas, e inversamente correlacionada con la eficiencia de la sintesis de
proteinas, el recambio proteico por autofagia, dafios en el ADN, asi como la
desestabilidad de la membrana lisosomal, hinchazon lisosomal, lipidosis y
lipofuscinosis (Viarengo 1992; Bayne et al., 1978; Allen y Moore, 2004; Moore
et al., 2008). La autofagia también puede servir como un tercer nivel de
defensa: cuando las capacidades autofagicas son comprometidas, el sistema
de autofagia puede desencadenar la muerte celular programada (Lockshin y

Zakeri, 2004) para eliminar las células dafiadas con el fin de mantener la

integridad del 6rgano (Moore et al., 2007).
8.6 Atresias y apoptosis

La apoptosis se produce en una gran variedad de procesos fisiologicos,
incluyendo la homeostasis de la linea germinal femenina. En invertebrados

(Giorgi y Deri, 1976; Hengartner, 1997; McCall y Steller, 1998) un gran numero

de células germinales se pierde en diversas fases de desarrollo. La apoptosis

juega un papel importante en la homeostasis en el sistema inmune
(Schaumburg et al., 2006, Hildeman et al., 2007, Feig y Peter, 2007, Birge y

Ucker, 2008, Franco et al., 2009). En los moluscos se ha observado que este




tipo de muerte participa en la disminucién de hemocitos circulantes y residentes

con el fin de conservar los niveles normales (Sokolova et af., 2004).

El estrés por altas temperaturas causo considerables cambios en la estructura
celular de los ovocitos de ambas especies de ostion expuestos a choque
térmico (Fig. 20 y 22). Estudios realizados a altas temperatura asociados a
perturbaciones de membrana son cruciales ya que las membranas representan
una importante frontera de separacidn entre Ia actividad celular y la
temperatura exterior. Uno de los principales criterios que se utilizan para hablar
de ovocitos atrésicos es la pérdida de redondez y de afinidad a los colorantes,
pero no se ha explicado que es lo que provoca el cambio en la forma de los
ovocitos. Los escasos trabajos que existen sobre atresias en moluscos se
limitan a dar por hecho que son ovocitos anormales, pero no explican que es lo
que esta pasando con las membranas de este tipo de gametos en proceso de
degeneracion. En este trabajo se observaron los cambios que sufren los
ovocitos por exposicion al estrés térmico, y la posible explicacion de por qué

ocurren esos cambios a nivel morfologico y citolégico.

Los lipidos de la membrana de las células y organulos difieren de otros
organelos celulares afectados por las ERO en la contribucion de si mismos
como mecanismos pro-oxidantes sometidos a una reaccidén en cadena por la
liberacion de aldehidos reactivos después de una primer influencia negativa de
las ERO (Sokolova et al., 2011). La sensibilidad de una membrana para ser
atacada por ERQ, asi como su propension a sufrir una reaccion en cadena esta
correlacionada con el grado de insaturacion de los &cidos grasos (Munro y
Blier, 2010), dado que los grupos con dobles enlaces (metilenos) son altamente
reactivos. Los acidos grasos poliinsaturados, son susceptibles al ataque de las
EROQ ya que contribuyen a la formacién de radicales peroxilo y dan lugar a una
cadena autocatalitica de reacciones a los lipidos en hidroperoxidos lipidicos;
este proceso puede alterar la fluidez de la membrana y causar su ruptura
(Storey, 1996; Hermes-Lima, 2004). La gonada de las hembras, debido a su
alto contenido de acidos grasos poliinsaturados (PUFA), son altamente

sensibles al efecto negativo de los radicales libres, el estrés oxidativo y la

175

g G ks .1 AT & CUPUR (TR




sucesiva peroxidacion, un proceso que si no se contiene adecuadamente con
antioxidantes puede severamente interrumpir los procesos de la estructura de
la membrana (como puede observarse en las Fig. 20 y 22) y de sefalizacion de
lipidos. Ademas, los acidos grasos peroxidados pueden producir aldehidos
altamente citotoxicos, tales como 4-hydroxynonenal y malondialdehido (Negre-
Salvayre et al., 2010; Farooqui y Horrocks et al., 2006). Cuando el estrés
excede la capacidad del organismo para contrarrestarlo enddgenamente con
antioxidantes, es posible que se presente la muerte de células, gametos y
tejidos y eventualmente, la muerte del organismo. La membrana plasmatica de
los ovocitos y el vitelo de éstos son particularmente propensos a dafio oxidativo
debido a su alto contenido de &cidos grasos y en el caso de las células
espermaticas aunque no poseen vitelo, si contienen una alta cantidad de
fosfolipidos de membrana. La degradacién de gametos es un evento que
sucede de manera natural. Esta degradacion puede ser masiva, afectando a
toda la gdénada o so6ic a una parte y puede estar asociada a condiciones
ambientales adversas consideradas como causas de estrés que pueden
degradar ovocitos (Sastry, 1979; Pipe, 1987, Lubet ef al, 1987). Se ha
observado que en hembras de moluscos las temperaturas altas favorecen el
proceso de reabsorcion de la gonada (Maru, 1981; Paulet et al., 1988; Beninger
y Le Pennec, 1991; Arellano-Martinez ef al., 2004; Chung et al., 2008).

En el presente trabajo se evalué la cantidad de tejido ocupado por los ovocitos
en la gonada (10), el tejido conjuntivo (ITC) y los hemocitos (IH) para explorar
el potencial impacto que tiene el incremento de temperatura ambiental en el
proceso de reabsorcion de la gonada. El area ocupada por los hemocitos en la
génada fue mas alta en ambas especies a 34°C (Fig. 25). Un aumento
excesivo de hemocitos se regula por apoptosis, lo que previene el dafio
inflamatorio a los tejidos circundantes (Sunila'y LaBanca 2003; Sokolova et al.,
2009; Goedken et al., 2005; Cherkasov et al., 2007). El aumento de hemocitos

durante la reabsorcion de los gametos bajo condiciones de temperaturas

bas especies de ostion.
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gonadico no fue diferente entre C. gigas y C. corteziensis, pero si entre
hembras y machos (variabilidad intraespecifica) a las diferentes temperaturas,
las hembras presentaron los menores valores de células apoptoticas (~1%) a
bajas temperaturas (22°C y 23°C), lo que indica que estas temperaturas no
influyen en la tasa de apoptosis en las dos especies de ostion. Sin embargo, a
altas temperaturas (28° y 34°C) la apotosis se intensifica, y es mayor en C.
corteziensis. En el caso de los machos tampoco existieron diferencias
estadisticamente significativas entre especies, los resultados a bajas
temperaturas fueron similares a las hembras, pero a altas temperaturas los
resultados fueron diferentes debido a que C. gigas presenté mayor area de
células apoptoticas (Fig. 46A y 46B). Por lo tanto, las hembras de C. gigas no
tienen la misma eficiencia en los mecanismos que le permitirian recuperar la
homeostasis celular, lo que puede hacer que eéta especie presente una mayor
vulnerabilidad a la muerte en respuesta a incrementos andémalos de
temperatura durante el verano. La fagocitosis de las células espermaticas de
los machos finalmente terminan siendo parte de los hemocitos que entran en
apoptosis por lo que el dafio es comparativamente menor que las hembras
debido a que los ovocitos contribuyen a los altos niveles de lipidos peroxidados
y la consecuente acumulacion de lipofuscinas. Estas condiciones representan

mayor riesgo de muerte para las hembras de C. gigas.

Algunos autores han analizado el impacto estacional sobre el estado
reproductivo y su relacién con los hemocitos en Venerupis (=Tapes,
=Ruditapes) philippinarum (Soudant et al., 2004) y las variaciones estacionales
en los parametros inmunes de diploides de C. gigas (Duchemin et al., 2007).
Ellos concluyeron que la fagocitosis y adhesion de los hemocitos disminuye

durante la gametogénesis. En tal caso, el esfuerzo reproductivo en bivalvos se

vuelve una desventaja puesto que sila capacidad de fagocitosis y adhesion de

los hemocitos disminuyen durante la gametogénesis, especialment
(Delaporte et al., 2006). Esto lleva a

tégenos durante

e cuando la

gbénada se acerca del estadio de madurez

una disminucién en las defensas inmunes contra parasitos y pa
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y Ry observaron que la fagocitosis y la capacidad de adhesion de los
hemocitos disminuye cuando la génada se acerca a la madurez, y ademas
producen una mayor cantidad de ERO. Lo anterior podria ser una de las
causas que puede ocasionar la mortalidad por estrés térmico durante el verano,
debido a la reabsorcion de los gametos dafiados que son millones de células
en el caso de los espermatozoos y son ovocitos con lipidos susceptibles a la
peroxidacion y por ende a la acumulacion de lipofuscinas. La disminucion de la
capacidad de fagocitosis y de adhesion de los hemocitos podria comprometer
al sistema inmune de forma diferente entre machos y hembras, al afectar la
capacidad fagocigica que se incrementa por el esirés; éste es el primer
mecanismo de defensa mediante el cual los moluscos neutralizan a los

parasitos y patégenos.

En las primeras etapas de la apoptosis, se producen cambios en la superficie
celular, sefializados por fosfatidilserinas (PS). Una de estas alteraciones en la
membrana plasmatica es la translocacion de PS de la parte interna de la
membrana plasmatica a la capa exterior (Vermes et al., 1995). Por otro lado, en
el caso de fosfolipidos de la membrana no solo existe translocacion ante un
estrés, sino también se activan las fosfolipasas A2 (PLA2), familia de enzimas
que catalizan la hidrélisis de sn-2 glicerofosfolipidos liberando acidos grasos,
principalmente acido araquidénico y lisofosfolipidos (Adibhatia y Hatcher, 2008;
Goldman ef al., 1992) para produccion de eicosanoides. Las fosfolipasas
actiian sobre microvesiculas emitidas por las células cuyas membranas han
perdido la asimetria fosfolipidica. Bajo condiciones fisiologicas normales PLA2,
sus productos y sus metabolitos tienen una funcion esencial en la regulacion de
la transduccién de sefiales, varias vias de sefializacion neuronal, la funcién del
canal de iones y los procesos de transcripcién de genes (Meves 2006;

Murakami et af., 2011). Bajo condiciones de estres oxidativo, PLA2 es uno de

los mediadores a través del cual los acidos grasos peroxidados se separan de

hatla y Hatcher, 2008; Murakami et al.,
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mitocondria (Zhu et al, 2006). Ademas de su potencial interferencia con
numerosos procesos de sefalizacion, la actividad enzimatica de PLA2 puede
afectar multiples procesos de la estructura de la membrana, puede alterar el
embalaje fosfolipido causando que las membranas sean molecularmente mas
desordenadas y esto afecte los procesos involucrados en la fusion de vesiculas
y la exocitosis dependiente de procesos de actina (Moes ef al., 2010: Zhu et al.,
2005).

Otra de las consecuencias del aumento de la temperatura es que se induce la
disociacion lamelar del reticulo endoplasmico, que determina el inicio de la
autofagia. Esta disociacion lamelar puede ser consecuencia de la disminucién
de los niveles de enzimas implicadas en la formacién de estas lamelas o bien,
de la alteracion de la fluidez de las membranas lamelares. Durante el estrés por
calor, los acidos grasos asociados con fosfatidilcolina (fosfolipidos primarios del
reticulo endoplasmico) pasan de cadenas largas insaturadas a cadenas cortas
saturadas. Esto sugiere que este cambio es posiblemente un cambio
adaptativo por el cual en una membrana decrece el grado de fluidez para
mantener la integridad celular a altas temperaturas (Zhang y Kaufman, 2006).
Recientemente, Zhang (2014) concluyd que el estrés ambiental en los ostiones
afecta la respuesta molecular y que las vias de respuesta de choque térmico,
las proteinas mal plegadas del reticulo endoplasmatico y la apoptosis,
participan en la adaptacién de estos organismos a la vida sesil y a las
condiciones ambientales altamente estresantes. Los resultados del presente
trabajo muestran evidencia morfologica de que la distension del reticulo
endoplasmatico fue un buen indicador de cambios celulares que actuaimente

tienen una explicacion desde el punto de vista de expresion de genes en

respuesta al estrés ambiental (Fig. 20).

8.7 Lectinas y N-acetil-B-D- glucosamina

Las lectinas como la WGA marcadas con anticuerpos fluorescentes (FITC-
WGA) cuyo azicar receptor es la N-acetilglucosamina, han sido atiles para
estudiar la naturaleza quimica de los carbohidratos en la superficie de las
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células germinales femeninas y masculinas aisladas de gbénadas de ratén
durante desarrollo embrionario y postnatal temprano (De Fellici, 2005). En
hembras de las dos especies de ostion, se observd un marcaje de la N-
acetilglucosamina (indice de GleNAc) que fue distinto en relacion con el
desarrollo de los ovocitos. Los ovocitos vitelogenicos y postvitelogénicos
tefiidos con FITC-WGA presentan una fuerte sefial en membranas vitelina y
baja sefial en citoplasma de los tres tipos de ovocitos al inicio del experimento y
en los organismos control. Particularmente los ovocitos de C. corteziensis
presentaron una intensa sefal que cubre totalmente la membrana vitelina de
ovocitos vitelogénicos y postvitelogénicos. A partir de 28°C se observé que la
senal se fue haciendo debil hasta perderse a los 34°C en ambas especies. En
cambio, en los ovocitos de C. gigas, la sefial es discontinua pero intensa en la
membrana vitelina a baja temperatura, y comienza a disminuir a 28°C hasta
perderse a 34°C. En ovocitos atrésicos se observd una pérdida de la sefial en
la membrana, sin embargo, los hemocitos granulares presentaron senal intensa
en las dos especies. En los machos la N-acetilglucosamina esta presente
durante la espermatogénesis, pero durante la fagocitosis de las ceélulas
espermaticas el marcaje de las lectinas por este carbohidrato cambio, pasando

a ser parte del proceso de sefializacion en el que participan los hemocitos.

Los polisacaridos pueden cumplir dos funciones en el medio biolégico; la
reserva energética y la estructural. Los glicosaminoglicanos como la N-
acetilglucosamina forman parte de la matriz intercelular de los tejidos
mesodérmicos, en el caso de los ovocitos son moléculas de superficie durante
la vitelogénesis, que mostraron cambios durante el proceso de degeneracion
de los gametos. Los cambios en la composicion de carbohidratos en las
membranas sugieren cambios en las interacciones célula-célula en ambos
sexos, cuya especificidad cambié dependiendo del estado de salud de los
gametos. La pérdida de estos carbohidratos de superficie de membrana esta

asociada a la presencia de ovocitos en proceso de degeneracion, sobre todo
proceso de expresion polimorfica

necesario tomar en

en la forma de los ovocitos atrésicos. Este
puede ser un indicador previo de muerte celular que es




cuenta cuando se estudian los ciclos reproductivos, que suponen que tan solo
la existencia de ovocitos aparentemente sanos es suficiente para asignar
estadios de desarrollo sin tomar en cuenta si éstos son viables o no. Los
gametos, en particular, son sensibles a los cambios externos dada su alta
velocidad de division celular, donde se expone el DNA (espermatogénesis), y
su alto contenido de PUFA en el caso de los ovocitos, mas propensos a la
oxidacion que los lipidos saturados. Los gametos pueden ser dafiados por
agentes exogenos, incluyendo los mismos que inducen la maduracién si el
estimulo es muy intenso, llegando a ser percibido como estresante. Los
cambios en la senalizacion celular pudieron aumentar la respuesta al estrés

oxidativo con un aumento de dafios en las membranas celulares.

8.8 Proteinas de choque térmico

La presencia de niveles elevados de HSP después del estrés térmico confiere
la capacidad de tolerar exposiciones posteriores a otras temperaturas, por lo
tanto es un relevante aspecto de la adaptacion de bivalvos a su habitat (Clegg
et al., 1998; Hamdoun et al., 2003). Diversos estudios demuestran que la
citoproteccién inducida por HSP promueve la supervivencia celular. Sorensen
et al. (2003) propusc que el nivel de expresion de las HSP en cada especie y
poblacién es un equilibrio entre costos y beneficios, y la sobre-expresion de
HSP pueden ejercer un impacto negativo sobre el crecimiento, fertilidad y
evolucion de las especies (Feder y Hoffmann, 1999). En la presente tesis, se
observé que la ocurrencia del transcrito del gen hsp70 se expresa constitutiva e
induciblemente por incremento de la temperatura en los tejidos relacionados
con la reproduccion en ambas especies de ostion, ya sea en los tejidos
relacionadas con el almacenamiento y transferencia de reservas (tejido
conjuntivo, glandula digestiva, o la misma génada). Sin embargo, la
localizacion del transcrito es ubicua en casi todos los tejidos de ambas
especies de ostién, evidenciado por pequefios puntos por doquier en los todos
los tejidos donde se realizé la hibridacion in situ (Fig. 36y 37).
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Mediante la técnica de hibridacion in situ, fue posible observar la intensidad de
la sefial del transcrito del gen h1sp70, esta es la primera vez que se detecta y se
obtienen datos semi-cuantitativos por analisis digital de imagenes en gonada,
glandula digestiva, branquias, tejido conjuntivo de hembras maduras y en
reabsorcion de las dos especies de ostion expuestos a chogue térmico. En este
trabajo, se observo en C. corteziensis una sobre-expresion de hsp70a 28°C en
gonada y sistema digestivo. Esta respuesta fue comparativamente mayor que
en C. gigas a la misma temperatura bajo condiciones de exposicién
prolongada, pero posteriormente al incrementarse la temperatura a 34°C (a las
24-48 h) se observd una disminucion de la expresion. En el caso del tejido
conjuntivo vesicular la sobre-expresion de hsp70 fue mayor en C. gigas y
también disminuyé en fas dos especies al exponerse a 34°C. En el caso de las
branquias, la expresion fue mayor en C. gigas a 28 °C y menor en C.
corteziensis, pero los valores fueron bajos similares a las otras temperaturas.
Estos resultados confirman que la hsp70 participa en la respuesta al estrés
térmico, y que es inducible con respecto al incremento de temperatura
prolongado. Las presentes observaciones demuestran que las proteinas hsp70
puede tener una funcion protectora por dafio inducidos por ERO. El hecho de
que se haya expresado mas en gonada de hembras de C. corteziensis que en
C. gigas a 28°C coincide con la deteccion de altos niveles de lipidos

peroxidados en C. gigas y bajos en C. corteziensis.

8.9 Mortalidades masivas de C. gigas bajo condiciones de cultivo.

Cuando individuos de la misma especie se distribuyen en poblaciones distintas,
pueden responder de forma diferente a las variaciones térmicas. La
termotolerancia es la resistencia de los organismos a cambios de temperatura
hasta ciertos limites. Los organismos adaptados a ambientes mas calidos viven
més cerca de sus limites de tolerancia comparado con aquelios de ambientes
frios o templados (Somero, 2005). Las altas temperaturas reportadas en el
Golfo de California en el verano alcanza los 32°C, esto sobrepasa la

temperatura de cultivo de C. gigas en otras partes del mundo, como por
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ejemplo la costa occidental francesa donde Ia temperatura maxima es de 24°C
(Parry et al., 2007). Esto sugiere que el cultivo de ostion C. gigas en esta region
presenta dafio oxidativo por estrés térmico y lo cual predispone a esta especie
a elevadas tasas de mortalidad durante el verano. Los resultados del
experimento de laboratorio ayudan a explicar una clara diferencia entre las dos
especies de ostion expuestos a estrés térmico. La relativamente mayor
mortalidad de C. gigas y mayor supervivencia de C. corteziensis a altas
temperaturas puede ser explicado con los resultados obtenidos en este trabajo
de la siguiente forma: El sistema basico portador de las funciones de defensa
(al cual le corresponde la funcién central energética) es sustentado por el tejido
conjuntivo vesicular que almacena grandes cantidades de carbohidratos. La
inversion de energia en el esfuerzo reproductivo de C. corfeziensis nunca llega
a ser tan desequilibrada y desgastante como en el caso de C. gigas, que llega
a niveles minimos durante el postdesove. C. corteziensis mantiene suficiente
energia para realizar sus funciones basicas y de defensa. Cuando se exponen
a estimulos estresantes, los animales suelen desviar los recursos
bioenergéticos de las funciones no esenciales (por ejemplo, la reproduccion) y
reorientarlos para combatir, adaptar y superar el estimulo estresante (Lacoste
et al, 2001). En el caso de las hembras, la autofagia que ocurre en los
ovacitos, permite recuperar energia (ATP) y reciclarla en los gametos en
proliferacion (ovogonias); esto garantiza la produccién de nuevas generaciones
de gametos para futuros desoves durante el afio. La capacidad para realizar
altas tazas de apoptosis en los machos garantiza la recuperacion de la
homeostasis celular. La calidad de los acidos grasos predispone una menor
tasa de peroxidacion lipidica, su falta conduce a alteraciones definibles de las
funciones de defensa. A primera vista puede sorprender que una alteracion
morfoldgica como la distension del reticulo endoplasmatico pueda tener
consecuencias desde el punto de vista funcional y de sobrevivencia, porque
favorece el inicio de la autofagia. Es necesario reconocer la funcion
fundamental que tiene el tejido conjuntivo como parte del sistema basico cuyo
contenido tisular explicado a través de la histologia, sus funciones van mas alla

e los
de ser un material de soporte estructural, porque es el entorno de dond
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gametos absorben su alimento y energia, y ademas en donde depositan sus
productos de desecho, siendo el (nico tejido corporal que permanece en
contacto inmediato con todas las células del organismo. Por esta razon solo a
través de €l es posible realizar cualquier proceso funcional, y por lo tanto todos
los sistemas dependen de su funcion transmisora. La dependencia que tienen
todos los procesos de la vida con la recuperacion de la homeostasis repercute
en todo organismo y por [o tanto es limitante en la vida de los ostiones. Las
células café cumplen con una funcidn de vigilancia y respuesta inespecifica de
limpieza y acumulacion de lipofuscinas. La tasa de acumulacion de darfio
imeparable que se mantiene a pesar de todos los mecanismos de reparacion y
eliminacion puede ser esencial para desentraiar las diferencias reales en las
tasas de envejecimiento entre las especies (Guerra et al., 2013). Hemos
demostrado que el dafio oxidativo aumenta de forma continua durante el ciclo
anual en C. gigas. La acumulacion diferencial de lipofuscinas entre las dos
especies de ostién explica la capacidad de C. corteziensis para contrarrestar el
estrés no solo por temperatura, sino el que le confiere el ambiente en general.
Es posible que C. corfeziensis tenga resistencia a altas temperaturas
generadas por parte de distintos mecanismos para el mantenimiento celular
constante, como la aita producciéon de hsp70, los distintos mecanismos del
sistema inmune como fue la limpieza de gametos residuales (machos), asi
como la muerte celular por apoptosis que permite recuperar la homeostasis,
considerando que el conjunto de mecanismos de defensa permiten
contrarrestar el dafio oxidativo en C. corteziensis mas eficientemente que en C.
gigas. Tal es el caso de C. gigas en cultivo en un sitio tropical (27°C a 30°C),
donde no se registraron eventos de desove, los gametos se reabsorbieron en
septiembre y octubre (28°C a 26°C) y un evento de mortalidad ocurrio a finales
del invierno, con el incremento de temperatura y disponibilidad de alimento, con
una acelerada actividad reproductiva y alto indice de condicion (Chavez et al.,
2007). La mayoria de las poblaciones responden de manera tipica a las
condiciones de estrés ambiental, pero existen subpoblaciones que tiene mayor
sensibilidad y por lo tanto se encuentra en riesgo de presentar mortalidad.




9. CONCLUSIONES

1. Existen pronunciadas variaciones en los resultados obtenidos con distintos
métodos de prueba para generar datos cuantitativos sobre el desarrollo
gonadico, especiaimente cuando se comparan diferentes especies. Los
resultados que son significativamente diferentes por estadio entre C. gigasy C.
corteziensis, indican que la comparacion es sesgada, se puede asignar un
estadio de maduracion mas avanzada a C. gigas. Las diferencias entre los
métodos se deben considerar al establecer un periodo reproductivo de cada
especie, ya que puede haber diferencias entre ellos que hacen compleja la
comparacion interespecifica. El ACG, una escala continua y objetiva, fue la
medida mas adecuada para comparar el desarrollo gonadico y madurez entre

especies.

2. El ciclo reproductivo de C. gigas en Bahia de Ceuta presenté un patrén
reproductivo estacional amplio, iniciando la proliferacién de ovogonias y
vitelogénesis en enero (20-21°C), madurando en mayo, con un pico de desove
en junio y un largo periodo de desoves hasta octubre (25°C a 28°C). Esta
especie mostrd una amplia plasticidad reproductiva en respuesta a cambios en
la temperatura debido a que puede modular su reproduccion en un amplio
rango térmico. Ademas presento estrategia conservadora por el impacto en los
tejidos de reserva, particularmente por la caida de los carbohidratos en el tejido
conjuntivo vesicular. C. corteziensis presentd una estrategia menos extrema
que C. gigas, pero aun asi con diferencia de reservas que parecen coincidir con

una estrategia parcialmente conservadora.

3. Las hembras de C. gigas realizaron mayor esfuerzo reproductivo al presentar
la méxima ACG (54%) en el pico de madurez de primavera. En contraste C.
corteziensis presenté un menor esfuerzo reproductivo con valores altos de

ACG en dos periodos de madurez ovarica, uno en abril (34.7%) con un periodo
(36%). Los carbohidratos en el tejido

ncia a las gonadas femeninas. C.

de recuperacién y otro en agosto
conjuntivo vesicular, disminuyen por transfere
Corteziensis presénté una mayor cantidad de reservas que C. gigas, neluso

después de los periodos de desove durante los incrementos de temperatura
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extrema para cada especie. El impacto en las reservas de carbohidratos
almacenados en el tejido conjuntivo vesicular fue mayor en el caso de C. gigas
al disminuir hasta 36%, a diferencia de C. corteziensis cuyos valores minimos

llegaron al 49%.

4. En el caso C. gigas presentd una mayor acumulacion total de granulos de
lipofuséinas que C. corteziensis, particularmente durante el aumento de
temperatura, lo cual podrian indicar que el estrés durante el ciclo de campo fue
mayor en C. gigas que en C. corteziensis.

5. El incremento de la temperatura del agua durante el cultivo de ostiones
adultos bajo condiciones controladas, produjc maduracion de la génada en
ambas especies, pero en C. gigas se presentaron ovocitos degenerados que
activaron mecanismos de defensa a menor temperatura (22 y 23°C). En
contraste, en C. cortfeziensis, hubo menos ovocitos degenerados (vacuolados,
con reticulo endoplasmatico distendido y ovocitos atrésicos), los mecanismos
de defensa se activaron a mayor temperatura (28°C), y hubo menor dafio
oxidativo, produccién de lipidos peroxidados y acumulacion de lipofuscinas, en
consecuencia esta especie presenté menor tasa de mortalidad. El proceso de
autofagia fue incrementado por el estrés térmico en los ovocitos de las dos
especies, siendo mayor el efecto en C. gigas que en C. corteziensis a

temperaturas elevadas.

8. Uno de los tejidos que presenté mayor produccion de lipidos peroxidados
durante el incremento de temperatura en faboratorio fue la génada de hembras

con ovocitos ricos en lipidos del vitelo y en sus membranas, con la

consecuente acumulacion de lipofuscinas, un efecto que fue mas evidente en

C. gigas. Las lipofuscinas se producen en cualquier célula, tanto en g
(células mitdticas), se

ametos

(células meitticas) como en cualquier célula somatica
y son transportadas por las

s como la

acumulan en células postmitoticas (corazon),

celulas cafés, que las fagocitan eliminandolas de tejidos sensible
gestiva y las acumulan en otros tejidos

nos lipidos peroxidados Yy
eraturas.

gonada, las branquias y glandula di
como el tejido conjuntivo. Los machos produjeron me

acumularon menos lipofuscinas que las hembras a las mismas temp

186




7. Las temperaturas altas (28° y 34°C)

influyen en la tasa de apoptosis en las
dos especies de ostion, y fue mayor en hembras de C. corteziensis. En los

machos las celulas espermaticas fueron fagocitadas por los hemocitos que
entran en apoptosis cuando la temperatura aumento a 28°C, los machos de C.

gigas presentaron la mayor area de células apoptéticas.

8. El cambio en la sefalizacién de la N-acetilglucosamina que es comtin en las
membranas celulares de ambos tipos de gametos en las dos especies, puede
ser un indicador util de dafo y muerte celular. La N-acetilglucosamina es
abundante en membrana y citoplasma de las células del tejido conjuntivo
vesicular, alrededor y entre los foliculos ovaricos, células epiteliales y
microvellosidades de los diverticulos digestivos y en los hemocitos durante la
intensa infiltracion hemocitica en las génadas de machos y hembras de C.

corfeziensis y menos intensa en C. gigas.

9. El gen hsp70 se expresa constitutiva e induciblemente por incremento de la
temperatura en los tejidos relacionados con la reproduccién en ambas especies
de ostion (tejido conjuntivo, glandula digestiva y génada). Al exponer los

ostiones a 34°C se observo una desregulacion del gen en las dos especies.

10. Las hembras de C. gigas no tienen la misma eficiencia en los mecanismos
de defensa que le permitirian recuperar la homeostasis celular, como la
induccién de proteinas de choque térmico y la eliminacién del dafio celular por
apoptosis o autofagia, lo que puede hacer que esta especie presente una
mayor vulnerabilidad a la muerte en respuesta a incrementos anomalos de
temperatura durante el verano. Estos mecanismos contribuyeron a la mayor

proteccidn de C. corfeziensis e incrementaron su tasa de supervivenica.

11. En C. corteziensis hubo cambio de sexo de macho a hembra y proliferacion
de ovogonias a 28 y 34°C. Por lo tanto, C. corfeziensis posee mecanismos
eficientes de mantenimiento somatico y de linea germinal que le permiten
mantenerse en condiciones de sobrevivir y reproducirse.

12. El conocimiento de los ciclos reproductivos €s atil a los administradores de

recursos para establecer épocas de veda y a los acuacultores para obtener
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reproductores maduros del medio natural. Si los estudios no toman en cuenta
las anomalias y diferencias en la susceptibilidad al estrés ambiental, puede
sobreestimarse el potencial reproductivo de una poblacion, y por lo tanto puede
tener consecuencias como la sobreexplotacion de los recursos o bien la
introduccién de estimaciones erréneas en modelos de stock reclutamiento. La
mayoria de las poblaciones responden de manera tipica a las condiciones de
estrés ambiental, pero existen subpoblaciones que tiene mayor sensibilidad y
por lo tanto se encuentran en riesgo de presentar mortalidad.
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