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Resumen:

En el presente trabajo se estudio el efecto de diferentes quimicos (monoaminas) vy el
estrés mecanico (exposicion al aire) sobre la induccion al desove de la almeja catarina
Argopecten ventricosus. Se observd que la serotonina fue un inductor efectivo de desove
de gametos masculinos en esta especie. No se observd un método eficaz para la
obtenciéon de gametos femeninos, sin embargo; el método combinado de la inyeccion de
0.4 mL de 5-HT al 1TmM en gbnada, seguida por una exposicion aérea de los organismos
por un periodo de 30 a 60 minutos potencializa el efecto inductivo y arroja mejores

resultados en la expulsion de gametos.

Introduccion:

En el proceso de produccion de crias de moluscos, la induccion al desove es una de las
actividades de mayor relevancia y de gran interés para el éxito para de la industria
acuicola. Sin embargo, en este ejercicio aun no se logra tener una efectividad total en la
obtencion de gametos de todos los organismos que son inducidos, a pesar de que sus
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gonadas parezcan maduras sexualmente y se encuentren en el periodo de reproduccion
natural.

Los métodos de induccion al desove mas utilizados se caracterizan en estimulos fisicos,
quimicos, mecanicos y combinacion de ellos. Dentro de los estimulos fisicos, el choque térmico
es quiza, el método que mas se emplea actualmente en invertebrados debido a que es facil y
economico para realizar, ademas de que ha sido estudiado desde principios del siglo pasado
por investigadores como Nelson (1928) en Ostrea virginica, Prytherch (1929) en Ostrea gigas
(actualmente del género Crassostrea) y Young (1945) en Mytilus californianus. Dentro de los
estimulos mecanicos se encuentran la manipulacion de los reproductores, la exposicion al aire
libre previo al desove, el incremento de la concentracion de particulas (alimento) suspendidas
en el agua y por medio de choques eléctricos. En los estimulos quimicos se encuentran; la
adicion en el agua de cloruro de potasio, peroxido de hidrégeno y gametos de otro organismo
de la misma especie, ademas estan las inyecciones de monoaminas como: serotonina (5-HT),
dopamina (DA) y norepinefrina (NE), que en las ultimas 3 décadas han sido objeto de muchas

investigaciones en la busqueda de una mayor efectividad en el proceso del desove.

Probablemente, los primeros estudios de estimulacion quimica fueron realizados por Lillie y
Just (1913) quienes demostraron que los machos de Nereis limbata iniciaron la expulsion de
espermas cuando fueron colocados en agua en donde habian permanecido hembras de la
misma especie, y por otra parte, la presencia de espermas en el agua estimulaba a las
hembras al desove. Sin embargo, un paso muy importante que contribuyé notablemente en la
busquedas de mejores métodos de induccion al desove con agentes quimicos fue cuando
Kupfermann (1967) realiz6 el homogenizado de un grupo de neuronas de Aplasia californica,
con el cual obtuvo un extracto que fue inyectado en otro organismo de la misma especie,
resultando en la puesta inmediata de huevos. Posteriormente, se observo que la serotonina (5-
HT), siendo un neurotransmisor del sistema nervioso, era un excelente agente inductor de
desove en muchos invertebrados. Se menciona que uno de los primeros ensayos de induccion
al desove de pectinidos con 5-HT fue realizado por Matsutani y Nomura (1982) en
Patinopecten yessoensis, y a partir de éste, se han realizado muchas investigaciones en
diferentes especies como Argopecten irradians (Gibbson y Castagna, 1984), Euvola ziczac

(Vélez et al., 1990), entre otros. De manera general, en pectinidos se
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ha observado que la 5-HT es un buen inductor de gametos masculinos, pero es menos
eficaz en la liberacion de gametos femeninos. Se ha observado que en el desove de
pectinidos gonocdricos se requieren de mayores dosis para liberar los gametos femeninos
comparados con los masculinos (Matsutani y Nomura, 1990), mientras que en pectinidos
hermafroditas funcionales solo induce la liberacion de espermas pero no de ovocitos (Vélez
et al., 1990). Estos resultados indican que cada especie responde, ante la induccion al
desove, de manera particular de acuerdo a la cantidad y concentracidon del neurotransmisor
empleado, ademas que no garantiza la obtencién de gametos femeninos, lo cual es el
objetivo principal del proceso reproductivo con interés comercial. Al respecto, se han
realizado estudios en los cuales se han utilizado la combinacion de diversos métodos
inductores (fisicos, quimicos y mecanicos principalmente), con el objetivo de tener un
mayor control y conocimiento de este proceso. Algunos de los realizados en pectinidos son
de Martinez et al. (1996a) en A. purpuratus, Monsalvo-Spencer et al. (1997) en Argopecten
ventricosus y Velasco et al. (2007) Argopecten nucleus y Nodipecten nodosus.

La almeja catarina A. ventricosus representa un recurso pesquero muy importante
en el estado de Baja California Sur. La especie se distribuye desde Baja California, México
hasta Paita, Peru (Alamo y Valdivieso, 1987) y puede alcanzar tallas maximas de hasta 90
mm de longitud antero-posterior (Rombouts, 1991), en tanto que la talla de primera
madurez fue determinada en 35 mm (Villalejo-Fuerte y Ochoa-Baez, 1993). En A.
ventricosus se han realizado algunos estudios de induccion al desove (Monsalvo-Spencer
et al.; 1997, Lora-Vilchis et al.; 1997), los cuales han contribuido en incrementar el
conocimiento sobre la tecnologia para su reproduccién y cultivo controlado, sin embargo
son necesarios mayores estudios para entender cada vez mas su fisiologia reproductiva y
encontrar mejores meétodos de expulsion de gametos. Por tanto, el objetivo principal del
presente trabajo fue conocer el efecto de algunas monoaminas y el estrés mecanico sobre
el desove de ésta especie, tanto en condiciones de laboratorio como en condiciones de su

habitad natural.

Material y métodos:
La presente investigacion fue realizada en abril del 2008, en la cual, se emplearon un total

de 168 organismos de almeja catarina, seleccionados en estado reproductivo de
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maxima madurez gonadica (estadio IV, de acuerdo con la escala visual reportada por
Ramirez-Castillo, 2003).

Quimicos
Los quimicos utilizados para induccion al desove de los organismos experimentales

fueron las monoaminas: 5-HT, DA y NE, las cuales, fueron adquiridas de Sigma-Aldrich
Quimica de México. Las soluciones fueron preparadas con agua marina doblemente
filtrada (AMDF) en filtros millipore de 0.45 pm a diferentes concentraciones, de las cuales
la concentracion al 1mM fue seleccionada para los experimentos, tomando como
referencia a la 5-HT debido a las investigaciones previas donde habia sido utilizada esta
monoamina en esta especie (Monsalvo-Spencer et al.; 1997, Lora-Vilchis et al.; 1997, Ruiz-
Verdugo et al., 2000), ademas de la experimentacién previa sobre el efecto positivo de
induccion al desove bajo dicha concentracidon. Todas las soluciones fueron almacenadas a

4°C y fueron usadas en un tiempo no mayor a los 10 dias después de su preparacion.

Disefio experimental

Las soluciones estandares fueron aplicadas mediante una inyeccion (con jeringa
para insulina) de 0.4 mL, concentrada al 1 mM. Para el método usado como control
(Control) se utiliz6 AMDF. La temperatura de las soluciones estandares fue regulada a la
del ambiente de los organismos de manera previa al uso de las mismas. Después de ser
inyectados se colocaron en contenedores de poliuretano con capacidad de 1 L de agua. En
cada método se utilizaron 12 ejemplares y un tiempo de 240 min para la observacion del
efecto de la induccion. En algunos ensayos se practico la exposicidon de los organismos al
aire libre por un tiempo de 40 min como método adicional de induccion al desove con

estrés mecanico. Este trabajo se dividio en tres pruebas:

Prueba I.- Induccion al desove de la almeja catarina Argopecten ventricosus en
condiciones de laboratorio, mediante el uso de monoaminas y estrés mecanico:
Los organismos empleados en esta prueba presentaron tallas promedio de 36.6 £ 1.8 mm
de altura de la concha; fueron recolectados en el Estero Rancho Bueno, ubicado al Sureste
de Bahia Magdalena, Baja California Sur (24° 32’ N; 111°42’ W) y transportados
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en un contenedor con agua marina a temperatura de 23 °C por via terrestre (2 horas) al
laboratorio de Ecofisiologia del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, en La
Paz B.C.S. Fueron recibidos en contenedores plasticos de 60 L de capacidad (aprox. 35
org/0.35m?) con agua marina filtrada a temperatura de 18°C (para evitar desoves por
efecto de este factor), 38 ups y aireacion constante. Posteriormente, la temperatura se
elevd gradualmente a 21°C en 48 h, como periodo de aclimatacién de los organismos. Se
practicaron los siguientes métodos de induccion al desove con inyecciones en el musculo
abductor:

a) Norepinefrina (NE)

b) Dopamina (DA)

c) Serotonina (5-HT)

d) 40 minutos de exposicion aérea mas serotonina (Exp.Aérea+5-HT)

e) Serotonina mas 40 minutos de exposicion aérea (5-HT+Exp.Aérea)

f) AMDF como control (Control).

Prueba II.- Induccion al desove de la almeja catarina Argopecten ventricosus en su habitat

natural, mediante el uso de monoaminas y estrés mecanico:

Los organismos experimentales presentaron tallas promedio de 48.7 + 2.3 mm de
altura de la concha, y fueron recolectados del estero San Buto, ubicado al norte de Bahia
Magdalena (24° 47° N; 112° 02’ W) en condiciones (al momento de recolecta) de 22°C, 38
ups y una densidad de 2 org/m?® La presente prueba se realizd a linea de costa, en el
tiempo inmediato-posterior a su recolecta. Se practicaron los siguientes métodos de
induccion al desove con inyecciones en el musculo abductor:

a) Norepinefrina mas 40 min de exposicion aérea (NE+Exp.Aérea)
b) Dopamina mas 40 min de exposicion aérea (DA+Exp.Aérea)
c) Serotonina mas 40 min de exposicion aérea (5-HT+Exp.Aérea)

d) AMDF mas 40 min de exposicién aérea; como control (Control+Exp.Aérea).

Prueba lll.- Induccion al desove mediante inyecciones de serotonina en dos diferentes

organos de la almeja catarina Argopecten ventricosus:
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Los organismos usados en esta prueba presentaron las caracteristicas de los
usados en la prueba Il. Con ellos se practicaron inyecciones de 5-HT en musculo abductor
y en tejido de gonada; como inductores de desove:

a) Serotonina en musculo abductor mas 40 min de exposicion aérea (5-HT en
MU+Exp.Aérea).

b) Serotonina en génada mas 40 min de exposicion aérea (5-HT en Gon+Exp.Aérea)

c) AMDF en musculo abductor mas 40 min de exposicion aérea; como control (Control
MU).

d) AMDF en gonada mas 40 min de exposicidon aérea; como control (Control Gon).

Resultados:

Prueba I.- Induccion al desove de la almeja catarina Arqgopecten ventricosus en laboratorio,
mediante el uso de monoaminas y estrés mecanico:

En la Figura 1 se muestran los resultados de los organismos inducidos a desove
bajo las condiciones de confinamiento en laboratorio, de la cual, la seccion “1-A” muestra
que el mayor porcentaje de organismos que presentaron desove de gametos femeninos
fue observado en el método donde se usoé la DA con 25 % obtenidos entre los 70 y 220
min. Por el contrario, la NE y la 5-HT solo obtuvieron 8 % de éxito en el desove en un
tiempo alrededor de los 140 min. En la figura 1-B se observo que la 5-HT presenté altos
porcentajes de desove (80 %) en un lapso de tiempo entre los 20 y 140 min. En tanto que
la DA presentd un 75 % de organismos desovados de la porcion masculina en un tiempo
correspondiente entre los 70 y 190 min. La NE y el control (AMDF), fueron los que
presentaron los menores porcentajes (17 %) de desove observados entre los 120 y 150
min posteriores a la inyeccion.

Los organismos que fueron sometidos a una previa exposicion aérea (Exp.Aérea+5-
HT) como método mecanico de desove; presentaron una respuesta similar que la obtenida
con la inyeccién individual de la 5-HT con porcentajes de desove de gametos masculinos
en el 80% de los organismos en un lapso de tiempo entre los 30 y 155 min., en tanto que el
meétodo de inyeccidn con 5-HT mas una posterior exposicion aérea (5-HT+Exp.Aérea) del
organismo experimental; presentd el mejor de los resultados para el desove de gametos

masculinos, mostrando un 100% en un lapso de tiempo desde el 1 hasta los 25 minutos.
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Figura 1. Porcentaje y tiempo de respuesta al desove de la almeja catarina A. ventricosus
en laboratorio, bajo 5 métodos de induccién: norepinefrina (NE), dopamina (DA),
serotonina (5-HT), serotonina mas 40 min. de exposicion aérea (5-HT+Exp.Aérea), 40 min.
de exposicion aérea mas serotonina (Exp.Aérea+5-HT) y agua marina doblemente filtrada
como control. La seccién A corresponde al desove de hembras y la seccién B corresponde
al desove de machos.

Prueba II.- Induccion al desove de la almeja catarina Argopecten ventricosus in situ,

mediante el uso de monoaminas y estrés mecanico:
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En la Figura 2 se observan las respuestas a la induccion al desove en organismos
recién colectados de su habitat natural. La combinacién de 5-HT mas la exposicién aérea
(5-HT+Exp.Aérea) mostré el mayor porcentaje de desove de gametos masculinos, asi
como un menor tiempo de respuesta al desove, obteniéndose el 90 % de desove de
organismos de la porcién masculina en un tiempo entre los 0 y 55 min.

La DA y la NE, solo presentaron un 8 % de éxito, obtenido en el tiempo de los 8 y 55 min,
respectivamente. No se observo desove de ovulos, en ninguno de los métodos realizados

durante esta prueba en campo.
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Figura 2. Porcentaje y tiempo de respuesta al desove in situ de la almeja catarina A.
ventricosus, bajo 3 métodos de induccion: norepinefrina (NE), dopamina (DA) y serotonina
(5-HT), cada uno con 30 min. de exposicion aérea y agua marina doblemente filtrada como
control.

Prueba lll.- Induccion al desove mediante inyecciones de serotonina en dos diferentes

organos de la almeja catarina Argopecten ventricosus:
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En la Figura 3 se observan las diferentes respuestas de induccion al desove in situ
mediante inyecciones de 5-HT en musculo abductor y génada, mas 30 minutos de
exposicidén aérea en cada una. No se obtuvo el desove de gametos femeninos en ninguno
de los dos métodos empleados, sin embargo, para gametos masculinos si se obtuvieron
altos porcentajes. La inyeccion en gonada mostré el mejor resultado con un desove del
100% de organismos en un lapso de tiempo desde el minuto 3 hasta 50, en tanto; la
inyeccién en musculo abductor logré el desove del 90% de los organismos en un lapso

desde el minuto 3 hasta el 75.
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Figura 3. Porcentaje y tiempo de respuesta al desove de la almeja catarina A. ventricosus
con inyecciones de serotonina (5-HT) y 30 minutos de exposicion aérea (Exp.Aérea) en 2
diferentes 6rganos: musculo abductor (MU), y génada femenina (Gon). Se ejecutaron 2

controles (con agua marina doblemente filtrada) para cada uno de los érganos.
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Discusiones:

En el presente trabajo, la serotonina fue el inductor quimico mas efectivo para la
obtencion de gametos masculinos de A. ventricosus, obteniéndose éxitos de desove desde
el 80 hasta el 100% de los organismos inducidos, bajo lapsos de tiempos desde los 25
hasta los 140 minutos. Esto concuerda con lo reportado por Monsalvo-Spencer et al.
(1997) y Lora-Vilchis et al. (1997) quienes reportaron que la serotonina es un inductor
efectivo Unicamente para el desove de gametos masculinos para esta misma especie.
También concuerda con otros autores que afirman que la serotonina solamente induce la
liberacién de espermatozoides en pectinidos hermafroditas funcionales como A. irradians
(Gibbson y Castagna, 1984) y P. ziczac (Velez et al., 1990).

Por otra parte, la adicion del método mecanico (30 a 40 minutos de exposicidon
aérea) posterior a la inyeccion de 5-HT, resulté ser el mas efectivo para aumentar el éxito
(porcentaje) de desove asi como acortar el tiempo de respuesta al estimulo, observandose
un 100% de organismos desovados (solo esperma) en un lapso de 25 minutos posterior a
la exposicion aérea. Velasco et al. (2007) reportaron el estudio de éste método mecanico
de manera independiente de otro inductor, y obtuvieron un 90% de éxito para Argopecten
nucleus de ambos gametos masculinos y femenino, sin embargo, este método no fue
efectivo para Nodipecten nodosus.

Con el uso de las monoaminas se lograron tener algunos desoves de gametos femeninos
con un bajo porcentaje en el éxito en las condiciones de confinamiento en laboratorio, en
tanto que el desove bajo condiciones del habitad natural (in situ) de organismos recién
colectados, no se logré obtener ningun desove de gametos femeninos. Estos resultados de
mayor éxito aparente en condiciones de laboratorio, probablemente sean debidos a
factores de estrés del tipo mecanico por los diversos niveles de ruido o vibraciones que se
generan en los procesos de transportacion y confinamiento en un laboratorio, o bien, por
otros factores referentes a la calidad del agua y alimento (diferente al habitat natural), o
una estimulacion tipo quimica por efecto de la expulsién de productos sexuales por
consecuencia de la aglomeracion durante el acondicionamiento en dichos laboratorios. En
referencia a estos aspectos, Monsalvo-Spencer et al. (1997), mencionan que la simple
manipulacion y la exposicion al aire de los reproductores durante la colecta y el transporte

al laboratorio constituyen un estimulo mecanico suficiente para inducir al
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desove en A. ventricosus. Por otra parte, Lillie y Just (1913) demostraron que el
confinamiento de organismos de Nereis limbata provocaba la liberacidon de sustancias
quimicas en el agua, lo que producia la estimulacion excitacion de los organismos (entre
machos y hembras) y repercutia en una retroalimentacion de ambos sexos para la
liberacién de gametos.

La DA y la NE no reflejaron ser buenos inductores al desove en A. ventricosus.
Martinez et al. (1996) report6 que las inyecciones intragonadales de 5-HT, DA, y
noradrenalina (NE) fueron efectivas para inducir el desove de esperma en A. purpuratus,
sin embargo, no fueron efectivas en la liberacion de ovocitos. Por otra parte, Velasco et al.
(2007) reportaron que la DA fue muy efectiva para inducir el desove A. nucleus y N.
nodosus, con un 100% de éxito de desove de espermas y ovocitos al inyectar DA en A.
nucleus, y un 100 y 90 % desove de espermas y ovocitos (respectivamente) para N.
nodosus. En el caso de A. ventricosus del presente experimento, la DA presentd un éxito
de desove del 70% para gametos masculinos y del 20% para gametos femeninos cuando
los organismos se encontraron bajo la condicion de confinamiento en el laboratorio, sin
embargo no reflejé las mismas propiedades inductivas cuando se emplearon organismos
del medio natural. Es probable que estas monoaminas solo estén involucradas en este
proceso como potencializadores o mediadores del desove. Martinez et al. (1996a)
mencionan que en el caso del desove inducido, las catecolaminas (DA y NE) en génada se
incrementan mientras que la 5-HT disminuye. Estos mismos autores sefialan que después
de la estimulacion, la respuesta depende de la especie, el grado de madurez y el sistema
empleado para la estimulacion, lo que repercute en el éxito del desove, que puede o no,
ocurrir en minutos u horas posteriores al estimulo.

Ninguna de las monoaminas utilizadas en el presente trabajo fue efectiva para inducir el
desove de gametos femeninos de forma constante. Ruiz-Verdugo et al. (2000) reportaron
la obtencién de gametos femeninos por medio de una sola inyeccién intramuscular de 0.2
mL de 5-HT concentrada al 0.5 mM, con un tiempo aproximado de 60 a 180 min después
de realizado el estimulo, sin embargo, no se especifica la proporcion de organismos
desovados. Hasta la actualidad no se ha encontrado un quimico efectivo para la induccién
de desove de ovocitos en moluscos bivalvos. Ram et al. (1992) propusieron un modelo de

regulacion del desove en moluscos bivalvos, en donde mencionan que los
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machos y hembras detectan diferentes factores quimicos y ambientales por medio de
receptores sensoriales y que esos signos son dirigidos por el sistema nervioso a la goénada,
pudiéndose inducir la liberacion de otra sustancia (hormona) que activa el desove de los
gametos. Los autores proponen que la serotonina (en el caso de Dreissena polymorpha)
puede ser la sustancia intermediaria entre el sistema nervioso y las gonadas. En el
presente estudio no se logré observar desoves efectivos de gametos femeninos, sin
embargo, se logré observar que la serotonina se encuentra involucrada en el proceso de

liberacion de gametos masculinos.

Conclusiones:

El método combinado de la inyeccion del agente quimico con una posterior
exposicion al aire (30 a 60 min) brinda mejores resultados sobre el éxito de desove de los
organismos asi como en el tiempo de respuesta al estimulo.

La serotonina es un buen inductor de desove de gametos masculinos en esta especie.

Los factores de estrés de tipo mecanico producen una mayor probabilidad de desove en A.
ventricosus.

Son necesarios mas estudios de induccidén al desove con diversas concentraciones de
agentes quimicos, estresantes y sus combinaciones para entender y/o encontrar una
mayor efectividad en este proceso, y de manera prioritaria, para encontrar un método para

la obtencion de gametos femeninos.
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