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INTRODUCCION GENERAL

1.- INTRODUCCION GENERAL

1.1.- TAXONOMIA Y DESCRIPCION DE LA ESPECIE

La almeja fina, Ruditapes decussatus (Linné, 1758), es un molusco perteneciente a la
clase de los Lamelibranquios o Bivalvos, éstos tienen una organizacién muy sencilla.
Son metazoos celomados protostomados, con simetria bilateral, cuerpo blando no
segmentado en el que se pueden reconocer tres regiones: los sifones, el pie y la masa
visceral. Estan comprimidos lateralmente, poseen una concha formada por dos valvas
que se unen dorsalmente y que cubren totalmente el cuerpo del animal. Este tiene una
simetria tipica con respecto a un plano que pasa entre las dos valvas, pero a veces
dadas las diferencias entre ellas, esta simetria se pierde. El manto esta formado por
dos grandes repliegues que encierran la cavidad paleal y segrega la concha bivalva.
La cabeza no esta diferenciada, pero tiene una boca flanqueada por un par de palpos
labiales. Dos potentes musculos aductores atraviesan el cuerpo y cierran la concha.
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Anatomia externa

La concha de los bivalvos, esta constituida por dos valvas, similares entre si, convexas
y mas o menos ovaladas, articuladas una a la otra por su region dorsal (Fig. 1.1) y se
empieza a formar en el estado de larva veliger. Cada valva posee una protuberancia
dorsal denominada umbo o zona de la charnela, donde se unen las valvas, es la parte
dorsal del animal y la regién en el lado opuesto es el margen ventral, las dos valvas
estan unidas por una banda no calcarea de una proteina elastica que forma el
ligamento. Las valvas se cierran por la accion de unos grandes musculos dorsales,
llamados musculos aductores, cuya accién es antagonica con respecto a la del
ligamento. Estan formadas principalmente de carbonato calcico y tienen tres capas: la
capa interna o nacarada, la capa intermedia o brillante que forma la practica totalidad
de la concha y la capa externa o periostraco, una capa pardusca y aspera que los
animales mas viejos suelen perder debido a la abrasion o al desgaste. El exterior de la
concha en la almeja fina, es rugoso con surcos poco profundos tanto lineales (que van
desde la parte dorsal a la ventral), como anillos concéntricos alrededor de la concha y
paralelos a la charnela. En la cara interna de la concha se pueden apreciar las

impresiones de los musculos aductores y del manto (seno y linea paleal).

Parte dorsal
Anillo
concentrico Umbo
3 Linea
— paleal
1 Seno
paleal

Fig. 1.1. Valvas de una concha de almeja fina por su cara interna y externa.
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Anatomia interna

Manto: las partes blandas de los bivalvos estan recubiertas por el manto, que consiste
en dos laminas delgadas de tejido conectivo con los bordes mas gruesos. Las dos
mitades del manto estan unidas a la concha por la charnela, en posiciéon ventral
respecto de la linea paleal, pero sueltas en los bordes. El borde del manto suele tener
tentaculos, que en la almeja se encuentran localizados en los extremos de los sifones
(Fig. 1.2). La funcion principal del manto es segregar la concha pero también cumple
otros propdsitos: posee una funcién sensorial, puede iniciar el cierre de las valvas
como respuesta a condiciones desfavorables en el entorno; controlar la entrada de
agua en la cavidad corporal y ademas juega un papel importante dirigiendo las

particulas hacia las branquias.

Masa visceral que incluye
la génada y demas
organos del animal

Branquias

Mdusculo
— aductor
posterior

o Sifones

Reborde
muscular del
manto

Fig. 1.2. Anatomia interna de una almeja fina.

Musculos aductores: estan insertados en las valvas, se oponen a la accion mecanica

del ligamento y cierran la concha. Determinan en la cara interna de las valvas y en su

punto de insercion las llamadas “impresiones”.

Pie: se encuentra en la base de la masa visceral, se trata de un érgano bien

desarrollado que el animal utiliza para excavar en el sustrato y desplazarse.
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Aparato respiratorio: entre cada uno de los lados del manto y el cuerpo se inserta una

branquia o ctenidio, formado por dos lineas de filamentos mas o menos largos y
originados a partir de un eje longitudinal. El conjunto de filamentos de una misma linea
forman una lamina branquial. Las branquias son 6rganos con una gran superficie en
forma de hoja que se utilizan en parte para la respiracion y en parte, para filtrar el

alimento del agua.

Aparato digestivo: son organismos filtradores, las corrientes ciliares pasan a lo largo

de las branquias y llevan el alimento hacia los palpos labiales donde se clasifica antes
de pasar a la boca, ésta va directamente a un eséfago corto que transporta el alimento
hasta el estomago. Parte del alimento es rechazado por los palpos y eliminado en
forma de las denominadas “pseudoheces”. Cuando las particulas llegan al estémago,
entran en las glandulas digestivas para ser digeridas intracelularmente, las particulas
finas que salen de estas glandulas pasan hacia el intestino a lo largo del surco
intestinal. Generalmente el intestino es largo y acaba en un ano situado muy cerca de
la abertura exhalante. Los bivalvos poseen un estilete cristalino, contenido en un
ciego, que se abre en el estbmago, o en un canal profundo de la parte inicial del
intestino. Este estilete es translucido o amarillento y tiene un tamafio considerable, gira

sobre si mismo, tritura los alimentos y contiene enzimas que libera en el estémago.

Aparato circulatorio: los bivalvos tienen un sistema circulatorio simple que es bastante

dificil de localizar. El corazén se halla en un saco transparente, el pericardio, y tiene
dos auriculas de forma irregular y un ventriculo. La aorta anterior y la posterior salen
del ventriculo y llevan la sangre a todo el cuerpo. El sistema venoso consta de una

serie vaga de senos de pared fina a través de los cuales vuelve la sangre al corazon.

Sistema nervioso: tiene simetria bilateral y consta de tres pares de ganglios y varios

pares de nervios. Los ganglios cerebropleurales supraesofagicos (resultantes de la
fusion de los ganglios cerebroides con los pleurales), estos ganglios inervan los
palpos, el musculo aductor posterior y parte del manto. Los ganglios pedios situados
en la base del pie controlan su movimiento y los ganglios viscerales, situados detras
del pie y ventralmente en relacion al intestino, controlan la mayor parte del animal: las
branquias, el corazon, el tracto digestivo, la génada, el musculo aductor posterior,

parte del manto y los sifones.
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Reproduccién

Las gonadas son los érganos reproductores de los animales encargadas de producir
los gametos, en los lamelibranquios se originan a partir de células mesodérmicas
localizadas en la region posterior del cuerpo, proxima a los ganglios viscerales y por
debajo del pericardio formando un sistema de tubos vy foliculos, caracteristico de los
bivalvos, Coe (1943a). El desarrollo de la génada es muy precoz en estos animales,
hasta el punto de que en especies como la almeja fina, aparece ya una goénada
primaria en ejemplares de 4-5 mm de longitud (Vilela, 1950). En su proceso de
desarrollo, estas células primordiales se multiplican profusamente, separandose en
dos grupos que se disponen simétricamente a ambos lados del cuerpo, las gonadas
son estructuras pares formadas por una serie de foliculos que comunican con una
tupida red de canales secundarios, que se unen a su vez en una serie de conductos
principales o gonoductos. Estos canales estan constituidos por un epitelio ciliado
monoestratificado y carecen de estructuras musculares, realizandose la expulsion de

los gametos mediante el movimiento de los cilios (lwata, 1952).

La almeja fina es una especie gonocorica y la génada es una estructura difusa que en
estado de reposo sexual practicamente desaparece, y en su fase de maximo
desarrollo envuelve la glandula digestiva y demas érganos, ocupando toda la masa
visceral, extendiéndose entre los musculos y por todo el espacio ocupado por el tejido

conjuntivo (Vilela, 1950).

La fecundacion se realiza en el medio marino y tiene lugar al azar, (Grassé, 1976). Las
hembras elaboran en sus ovarios una sustancia que, al pasar al agua de mar, provoca
la eyaculacion en los machos préoximos. A su vez, el esperma emitido al agua
desencadena la puesta de las hembras. Se ha demostrado que el sistema nervioso
interviene en la puesta, la ablacién de los ganglios cerebroides la adelanta, mientras

que la supresion de los ganglios viscerales la retarda o la inhibe totalmente.

Su ciclo reproductor es anual y basicamente incluye tres periodos: gametogénesis,

desove y reposo o recuperacion gonadal.

La gametogénesis es el proceso que conduce a la formacion de gametos por medio de
la meiosis a partir de células germinales. En las hembras la formacién de los gametos
femeninos u 6vulos se denomina ovogénesis y en los machos, la formaciéon de los

gametos masculinos o espermatozoides, se denomina espermatogénesis.
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La gametogénesis depende de varios factores como el tamafio del bivalvo, la

temperatura y la cantidad y calidad de alimento que recibe.

La ovogénesis propiamente dicha, comienza con la
aparicibn de ovogonias primarias en el
germinal, una vez formadas, parte quedan en reposo

en las paredes de los foliculos, mientras que las otras

@g Ovocito primario
se dividen rapidamente dando lugar a ovogonias "'\\9
. . z \J
secundarias o terminales. Estas sufren un profundo . ) .
@ Ovocito secundario
cambio en apariencia y tamafo dando lugar a los : '\9
v
ovocitos primarios, que se preparan para realizar la A
meiosis en dos fases. !
\ Ovulo maduro

Fase

previtelogénesis:

los

ovocitos

epitelio ) Ovogonia
/

aumentan

lentamente de tamafio y no se observa acumulaciéon de sustancias de reserva.

Fase vitelogénesis: el ovocito crece muy rapidamente y acumula en su citoplasma

granulos de mucopolisacaridos, gotas de lipidos y plaquetas de proteinas. Al final del

proceso de maduracién el ovocito es completamente redondo y presenta un diametro

de 67,43+3,62 micras en la almeja fina, (Aranda-Burgos, 2010).

Espermatogonia

Espermatocito
de 1% orden

Espermatocito
de 2° orden

Espermatidas

Espermatozoides

S v

@ o—

4

—€p -—

o

>»
P

—_— -

Luego se transforman en

Durante la espermatogénesis, las

espermatogonias  primarias se  disponen
formando una capa sobre la pared del foliculo.
Después de una serie de divisiones se originan
las espermatogonias secundarias que daran

lugar a espermatocitos de primer orden.

Estos se transforman en espermatocitos de
segundo orden, quedando libres en los foliculos
formando una banda concéntrica sobre la capa

de espermatogonias (Sastry, 1979).

espermatidas y posteriormente en espermatozoides, que

forman una capa de falsos nucleos en la luz de los foliculos. El conjunto que forman la

cabeza y la parte media del espermatozoide en la almeja fina mide 8 micras. (Aranda-

Burgos, 2010).
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1.2.- HABITAT, DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y PRINCIPA-
LES PAISES PRODUCTORES

La almeja fina vive enterrada en sustratos de arena gruesa limpia o mezclada con
cascajo; actualmente también se puede encontrar en sustratos algo fangosos debido
al cambio progresivo de la naturaleza de los fondos de nuestras rias. Preferentemente
ocupan la zona intermareal, aunque también se pueden encontrar bancos
submareales. Su desarrollo varia mucho dependiendo de la temperatura del agua y de
la riqueza del plancton, suele alcanzar la talla comercial (40 mm en su eje mayor) al
cabo de tres o cuatro anos.

Esta presente en todo el litoral
atlantico europeo, incluye el
Mar del Norte, el Canal de la
Mancha, y toda la cuenca
mediterranea (Argelia, Tunez,
Italia, Grecia y Egipto) con
excepcion del Mar Negro; hacia
el este alcanza el Mar Rojo
(Mars, 1966; Fischer y Metivier,
1971), y por el sur llega hasta

las costas africanas a Senegal.

(Fig. 1.3).
Los principales paises

Fig. 1.3. Distribucién geogréfica y principales paises
productores en cuanto a la productores de almeja fina.

cantidad de capturas, son:

Tunez, Francia, Espana y Portugal (Fig. 1.3). En la tabla 1.1, se muestran las capturas
(expresadas en toneladas) durante los afios 2008 y 2009, segun datos de capturas de
la FAOQ.

Tabla I.1. Produccion anual de almeja fina en los principales paises productores.

2008 2009
TUNEZ 537 481
FRANCIA 483 19
ESPANA 276 827

PORTUGAL 54 118
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1.3.- LA EXPLOTACION DE ESTA ESPECIE EN GALICIA

La almeja fina (R. decussatus) es, de las distintas especies de almeja comercializadas
en Galicia, la que alcanza un valor mas elevado de venta en lonja. Por ser una especie
que vive sobre todo en la zona intermareal, el método de pesca mayoritario es el
marisqueo a pie, aunque también se pesca a flote desde embarcacién en los bancos

submareales.

El marisqueo a pie se basa en extraer el
molusco presente en la playa durante las
fases de bajamar; suele ser con un “sacho”,

“angazo” o “foucifio” cuando la zona queda

completamente seca. Entonces las
mariscadoras cavan en la arena guiandose

por los agujeros que los sifones dejan en ella.

Fig.1.4. Mariscadoras de Cambados
recogiendo almeja fina con angazo
durante la bajamar.

También se extrae este molusco a pie en
zonas que, aun con bajamar, quedan
cubiertas por una capa de agua de poca
profundidad; las artes mas utilizadas son el
“rastro” y el “rafio”. Basicamente consisten en

un rastrilo o angazo, que lleva unido un

cuerpo hecho de red de cuerda (en el rastro) Fig. 1.5. Mariscadora de Campelo extrayendo
. . - almeja fina con rafio.
o de varillas metalicas (en el rafo) y dotado

de una vara larga o mango.
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En Galicia se comercializan cinco especies de almejas: almeja fina (R. decussatus);
almeja babosa (Venerupis pullastra); almeja japonesa (Tapes philippinarum); almeja
rubia (V. rhomboides) y almeja bicuda (V. aurea). La produccién anual de estas
especies varia de unas a otras (Fig. 1.6), hasta el afio 2005, la almeja babosa era la
que alcanzaba las producciones mas altas, superando las 1.000 toneladas en todos
los afos, a partir de aqui se observa un aumento considerable de la produccion de
almeja japonesa, que en 2008 llega a sobrepasar las 2.000 toneladas. La almeja fina
se mantiene con valores similares que oscilan entre 500 a 800 toneladas, siendo los
afios de menor produccion durante 2005-2006 que no llega a las 600 Tm. La almeja
rubia experimenta a partir del afio 2006 un incremento en sus capturas, superando a la
almeja fina, aunque a partir de 2009 comienza a notarse un ligero descenso. La almeja
bicuda, no se representa en la grafica porque al ser su produccion tan pequefia (no

llega a las 40 toneladas por afio), apenas se veria su representacion en la grafica.
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Fig. 1.6. Produccion anual de las diferentes almejas comercializadas en Galicia.

Si nos fijamos en el precio medio anual que estas almejas alcanzaron en lonja (Fig.
1.7) desde el afio 2001, la almeja fina es, con diferencia, la que alcanza los maximos
precios aunque desde el afio 2005 se produce un descenso paulatino; el valor medio
anual mas bajo de los ultimos nueve anos se situa por encima de 17 euros el kilo, en

el 2009, aunque en afios como 2005 y 2006, este valor medio se situ6 en los 28-30

1"
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euros/kg. La siguiente en cotizacion es la almeja babosa que se situa con valores
entre 11-15 euros/kg, el resto de las especies no llegan a los 10 euros/kg como media

anual.
w35
=
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Fig. 1.7. Evolucion del precio medio anual en lonja de las distintas especies comercializadas en Galicia.

Teniendo en cuenta las producciones y el precio medio por kg alcanzado en lonja, la
especie que mas volumen de negocio maneja al afio es también la almeja fina,
después la babosa y a partir del afio 2006 la japonesa, debido al gran aumento de
produccion de esta especie (Fig. 1.8). Aunque como se vio en la grafica anterior, la
almeja bicuda mantiene un valor medio anual en lonja no demasiado inferior a otras
especies como la almeja rubia o japonesa, pero debido a la baja produccion de esta
especie, el volumen de negocio es tan bajo (no llega a los 200.000 euros al afo) que
no se representa en la grafica porque apenas se aprecia, al igual que ocurre en la

grafica de la produccion.
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Fig. 1.8. Cantidad total de euros anuales movilizados en lonja para las cinco almejas
comercializadas en Galicia.

Las lonjas que movilizan las mayores cantidades de almeja fina son: Campelo en la
Ria de Pontevedra, Noia en la Ria de Muros-Noia y O Grove, llla de Arousa, Vilanova
y Cambados en la Ria de Arousa. Estas zonas producen en conjunto mas del 57% de
toda la almeja fina producida en Galicia. La mayoria de ellas mantienen una

produccion estable de este recurso. Fig. 1.9.

Destaca sobre todo el Campelo por el brusco descenso que sufre desde el afio 2004,
que pasa de ser la primera productora de toda Galicia consiguiendo ella sola mas del
30% de toda la produccion en los afos 2001-2003, hasta ocupar el octavo y noveno
lugar en la actualidad, representando su produccion tan sélo el 3% entre el 2007-2009;
el descenso sufrido en el afio 2004 se debid a una mortandad masiva (90%) que
sufrieron los bancos naturales debido a una infeccién por Perkinsus. Desde agosto del
2006 hasta febrero del 2009 tuvieron que cerrar algun banco natural como el de
Placeres por zona “C” o el de Combarro por causa de las riadas. Los dos ultimos afios
ha subido algo su produccion aunque sin llegar a las cantidades de los afios 2001-
2003, debido también al aumento de las capturas de almeja japonesa que aprovechd
el descenso de la almeja fina para acaparar sus habitats desplazando a ésta ultima.

Por el contrario la zona de Noia desde el afio 2003 experimenta un aumento en sus
capturas, en el afo 2007 y sobre todo en el 2008 se observa un pico de extraccion

13
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representando el 28% de toda Galicia, siendo esto un hecho puntual ya que del 2009

en adelante se vuelve a las producciones que presentaban antes de este pico.

En la figura 1.9 se representa la evolucién que ha sufrido la produccion de almeja fina

en las seis localidades antes mencionadas.
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Fig. 1.9. Evolucién en la produccién de almeja fina en seis localidades gallegas.

Para poder mantener o aumentar la produccion, ademas de establecer vedas y topes
de captura mediante los Planes de Explotacién, es importante poder contar con aporte
de semilla cultivada en criadero, suficiente para garantizar una buena explotaciéon del
recurso. El coste de produccién de la semilla es elevado, debido principalmente al
mantenimiento de las instalaciones de un criadero y a la necesidad de producir
microalgas para alimentar a los moluscos en todas sus fases (adultos, larvas vy
semilla), esta produccién de microalgas representa uno de los principales costes de
explotacion de los criaderos industriales de bivalvos (Persoone y Claus, 1980; De Paw,
1981), lo que conlleva que el precio de venta de la semilla sea alto, sobre todo para la
almeja fina debido a los problemas intrinsecos que plantea su cultivo si se compara
con otras especies como la almeja babosa o japonesa. En Galicia, aparte de los

criaderos privados que pueden ofertar semilla, algunas cofradias como la de Noia ya
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se plantean tener su propio suministro de semilla contando con un criadero propio, con
lo cual se evitan también los problemas derivados de la importacion de semilla de

otros paises.

Para un criadero que se dedique a la producciéon de semilla de bivalvos, es importante
que la especie con la que trabaje pueda producir gametos el mayor tiempo posible a lo
largo del afo. En especies como la almeja fina, cuyo periodo de desove es estacional
y concentrado en unos pocos meses (de mayo a agosto), es muy interesante el
acondicionamiento de los reproductores. Acondicionar reproductores significa
estabularlos bajo unas condiciones determinadas dentro del criadero para conseguir
su maduracioén sexual y la obtencion de desoves fuera de su época natural, ampliando
asi el tiempo de disponibilidad de larvas que permitan tener cultivos en el criadero

durante la mayor parte del afio aumentando asi la productividad del mismo.
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2.- OBJETIVOS

El objetivo fundamental de esta tesis es optimizar el proceso de acondicionamiento en
criadero de la almeja fina, Ruditapes decussatus, para poder estandarizar el proceso e
intentar conseguir larvas la mayor parte del afio, para su cultivo hasta semilla de un
tamafio adecuado y poder disponer de ésta para su siembra en el medio natural, en
diferentes épocas del afio. Los experimentos a realizar se haran trabajando con
volumenes similares a los criaderos industriales para que los resultados puedan ser

validos para su aplicacion en este tipo de criaderos.

Se tratard de conseguir este objetivo final a través de los siguientes objetivos

parciales:

» Seguimiento de la poblacion de origen de los progenitores en su medio
natural para establecer su patrén anual de desarrollo gonadal: para ello
se establecera su ciclo gametogénico mediante un estudio histoldgico y
de composicion bioquimica de la gdénada-masa visceral. Esto nos
permitira disponer de un patrén al que referir los resultados obtenidos a

través de la manipulacion que se realiza durante el acondicionamiento.

» Estudiar el acondicionamiento de esta especie en criadero, atendiendo
sobre todo a la influencia de dos factores externos importantes: el
efecto de la temperatura y de la racién del alimento durante el proceso

de acondicionamiento, sobre el desarrollo gametogénico.

» Transferir los conocimientos adquiridos en el desarrollo de esta tesis a
los criaderos, con el fin de que puedan mejorar y optimizar la

produccion de semilla.
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3.- CICLO REPRODUCTIVO EN EL MEDIO NATURAL

3.1.- INTRODUCCION

El conocimiento del ciclo reproductivo de las especies es un aspecto fundamental en
acuicultura para poder mejorar los métodos de cultivo en criadero. El ciclo
gametogénico en los bivalvos suele ser anual y estd influenciado por factores
exogenos y enddgenos; el factor exdgeno mas importante es la temperatura y ésta,
esta intimamente asociada con la localizacién geografica. Es importante conocer las
distintas fases del ciclo gametogénico (inicio, maduracion, puesta y periodo de reposo)

asi como la actividad metabdlica de sus tejidos de reserva y almacenamiento.

La actividad metabdlica estacional en los moluscos depende de complejas
interacciones entre la disponibilidad de alimento, las condiciones ambientales, el
crecimiento y la reproduccién (Gabbott, 1983). Los bivalvos marinos presentan ciclos
estacionales de almacenamiento y utilizacion de la energia (ciclos bioquimicos) que
estan estrechamente relacionados con la actividad reproductiva (Giese, 1969; Bayne,
1976; Gabbott, 1976, Sastry, 1979; Barber y Blake, 1981, 1985). En general, la
energia se almacena antes de la gametogénesis, cuando la comida es abundante en
forma de hidratos de carbono, lipidos y proteinas. Bayne (1976) muestra que los ciclos
de almacenamiento de energia y la produccion de gametos pueden estar ligados en el
tiempo (Cardium edule, Chlamys septemradiata y Tellina tenuis) o separados
(Macoma balthica, Mytilus edulis y Pecten maximus). Mackie y Ansell (1993) dicen que

los factores ambientales juegan un papel principal en los ciclos de almacenamiento.

Varios investigadores han descrito los ciclos gametogénicos determinando la duracion
y distribucion en el tiempo de las distintas fases (reposo, actividad gametogénica,
madurez y desove) de diferentes especies en distintas areas geograficas. El estudio
del ciclo se puede hacer en base al célculo de los indices de Condicién y/o del estudio
histolégico y estereoldgico de la gonada: como han hecho en la almeja japonesa
(Ruditapes philippinarum), Holland and Chew, 1974, en EEUU; Sbrenna y Campioni,
1994 y Meneghetti et al., 2004, en ltalia; Drummond et al., 2006 en Irlanda; en el
mejillén (M. edulis), Lowe et al., 1982 en Inglaterra; en Mercenaria mercenaria y
Crassostrea virginica Heffernan et al.,, | y Il, 1989 en Georgia; en Cerastoderma
glaucum, Derbali et al., 2009, en Tunez; en la almeja rubia, Tapes rhomboides, Morvan

y Ansel, 1988, en Francia y Yamuza-Clavijo et al., 2010 en Espafa; en Chamelea
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gallina, Rodriguez de la Rua et al., 2003 en Espafia; en Solen marginatus, Lopez et al.
y Remacha-Trivifio, 2005 en Espafia; en Ensis siliqua y Venus striatula (Gaspar y
Montero, 1998) en Portugal. También se determina el ciclo reproductor por el estudio
de las variaciones de los componentes bioquimicos (proteinas, lipidos y carbohidratos)
a lo largo del mismo: Beukema y De Bruin, 1977 en la especie Macoma balthica, y
Zandee et al., 1980 en M. edulis, en Holanda; C.edule (Navarro et al., 1989) en

Espafa; Joaquim et al., 2011 en almeja babosa, Venerupis senegalensis, en Portugal.

En Galicia se han hecho estudios de ciclo gametogénico de varias especies de
bivalvos de interés comercial como Solénidos (Rodriguez Moscoso et al., 1996;
Martinez-Patifio et al., 1997; Martinez-Patifio, 2002; Darriba et al., 2004); Pectinidos
(Pazos et al., 1996; Roman et al., 2002; De La Roche Cadavid, 2009); Mitilidos (Ferran
et al.,1990; Villalba, 1995); Donacidos (Martinez-Patifio et al., 1993; Louzan, 2008);
Ostreidos (Fernandez-Castro y Mattio, 1987; Ruiz et al., 1992; De La Parra
Valenzuela, 2004); Gliciméridos (Rodriguez-Moscoso et al., 2007) y diferentes
especies de almejas como R. philippinarum: Gimeno et al., 1990; Rodriguez-Moscoso
et al., 1992; Ojea et al., 2005; V. pullastra: Villalba et al., 1993a; Jara-Jara et al., 2000;
Cervifio-Otero 2011 y V. rhomboides: Villalba et al., 1993a; Cervifo-Otero et al., 2012.

La almeja fina tiene un alto valor comercial en Galicia y es una de las especies de
moluscos mas consumidos en el mundo. Debido a su considerable importancia
econbémica y a la alta demanda en los mercados, se ha producido una
sobreexplotacion en los bancos naturales, por lo cual se hace necesario promover su
cultivo. EI cultivo intensivo de este bivalvo esta claramente limitado por Ila
disponibilidad de semilla, por eso es muy importante el conocimiento de su ciclo

reproductor para mejorar la produccion de la misma en los criaderos.

Esta especie es abundante en la costa europea y el mediterraneo y diferentes
investigadores han descrito las fases de su ciclo gametogénico en varias localidades:
Shafee y Daoudi, 1991, en Marruecos; Urrutia et al., 1999 en el Pais Vasco (Espafia);
Hamida, L., 2004 en Francia; Chryssanthakopoulou y Kaspiris, 2005 en Grecia;
Smaoui-Damak et al., 2007 en Tunez; Serdar et al., 2010 en Turkia.

Otros autores ademas de describir las fases del ciclo gametogénico, estudian las
variaciones de la composicion bioquimica a lo largo del ciclo: Serdar y Lék, 2009;
Anibal, J. et al., 2011 en Portugal. En la costa gallega los trabajos que se han hecho

del ciclo reproductor de Ruditapes decussatus estan localizados en poblaciones
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naturales en la Ria de Arousa (Pontevedra): Villalba et al., 1993a; Pérez Camacho et
al., 2003; Rodriguez Moscoso, 2000; Blanco, M.J. 2010.

En este capitulo se estudia el ciclo reproductivo de una poblacién natural de almeja
fina en las Lagunas de Baldaio (A Corufia). El lugar de muestreo fue elegido porque
presentaba unas buenas condiciones medioambientales desde el punto de vista
sanitario, y no se han detectado infecciones parasitarias en la poblacién de almejas.
Con los individuos muestreados, se determina su biometria y se calculan varios
indices de Condicién. Se realiza el estudio histolégico de la génada, para determinar
cémo se distribuyen a lo largo del afio las diferentes fases del desarrollo gonadal y se
estudian los cambios estacionales en la composicion bioquimica (carbohidratos,
proteinas y lipidos) de varias partes del cuerpo, en relacion con el ciclo gametogénico.
Este estudio permite la identificacion de los lugares de almacenamiento de nutrientes y
el uso de éstos durante la reproduccién o durante los periodos en que escasea el

alimento.

En este trabajo también se determina la composiciéon en acidos grasos de la génada-
masa visceral, porque éstos tienen un papel determinante en el proceso de la
gametogénesis. Los lipidos tienen dos funciones fundamentales en el metabolismo:
como reserva de energia, en forma de ftriacilgliceroles (lipidos neutros), y como
componentes estructurales de las células y membranas en forma de fosfolipidos
(lipidos polares), pero también, en algunos casos, los fosfolipidos pueden ser
utilizados como reserva energética para los ovocitos. Analizar cada fraccion por
separado, permite una interpretacion fisiolégica de las variaciones en la composicién
de acidos grasos mucho mas reveladora que cuando se realiza sobre los lipidos
totales (Beninger y Lucas, 1984). Existen una serie de factores que van a influir sobre
la composicién de los lipidos en los organismos marinos. Hay factores enddgenos
como la edad y la reproduccion y factores exdgenos como la salinidad, temperatura y

nutricion.

El conocimiento del papel especifico de los distintos compuestos bioquimicos en
diferentes tejidos, asi como la determinacién de su funcién en la reproduccion,
ayudara en los criaderos a determinar la mejor estrategia para producir elevadas

cantidades de semilla.
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3.2.- MATERIAL Y METODOS

3.2.1.- Descripcion de la zona de muestreo

La agrupacion de mariscadores “Fonte de Santa Helena” realiza su actividad
marisquera en las Lagunas de Baldaio, que estan situadas en el litoral del Concejo de
Carballo (A Corufia). La playa y marismas de Baldaio estan situadas en un entorno
rural, rodeadas de nucleos de poblaciéon. Se pueden observar diversos ecosistemas: la
playa, formaciones dunares, las lagunas, las marismas y la junquera. La actividad
marisquera en Baldaio tiene lugar en el entorno de las lagunas, situadas en la parte
mas oriental de la depresion posterior al cordén de dunas. Son dos lagunas y estan

separadas por un espigon artificial (Fig. 3.1).

La laguna exterior tiene forma rectangular y ocupa una superficie aproximada de
500.000 m?. Su capacidad varia sensiblemente con el régimen de mareas. Presenta
dos zonas de desagle, una por la que se establece contacto a través de un canal
principal con mar abierto y otra por la que se comunica con la laguna interior. Esta, con
una forma casi triangular, ocupa una extension menor que la exterior y presenta una

menor renovacion del agua.

Fig. 3.1. Vista general de las Lagunas de Baldaio (A Corufa).
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3.2.2.- Condiciones medioambientales

El clima de la zona no supone un factor limitante para la actividad marisquera, la
temperatura media anual es de 12,4°C y la precipitacion media anual es de 1.231,5
mm. Los datos de la temperatura del agua, la salinidad y la concentraciéon de clorofila
a, fueron suministrados por el INTECMAR, Instituto Tecnoléxico do Medio Marifio,
(Conselleria do Medio Rural e do Mar, Xunta de Galicia), (Fig. 3.2). La temperatura
mensual media varia desde 11,4°C en enero a los 23,4°C en junio. Las variaciones
estacionales en la clorofila a son similares a las variaciones en temperatura y se
alcanzan concentraciones maximas en junio de 3,2 pg/l. La salinidad fluctua entre un

minimo de 29 en el mes de diciembre y un maximo de 36%y en el mes de agosto.
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Fig. 3.2. Variaciones mensuales de la temperatura del agua, la salinidad y la concentracion de clorofila
a en las Lagunas de Baldaio.

3.2.3.- Datos biométricos
Las almejas se recogen en el medio natural con una periodicidad mensual durante 15
meses, desde octubre a diciembre del siguiente afo; una vez recogidas, se separa

una muestra de diez individuos y en primer lugar se determinan varios parametros

biométricos: longitud o eje antero-posterior, altura o eje dorso-ventral, grosor o eje
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lateral y peso fresco total. Seguidamente se abren las almejas y se obtiene el peso
fresco de la concha y el peso fresco de la vianda. A continuacién se diseccionan las
almejas separando las siguientes partes (Figura 3.3): branquias, musculos aductores,
pie, reborde muscular del manto, sifones y gonada-masa visceral que incluye el

aparato digestivo, palpos labiales, ganglios nerviosos y regidn renopericardica.

La gonada-masa visceral fue analizada como una unidad por la dificultad fisica de
separar los dos érganos. Se obtiene el peso fresco de cada una de las partes. Una vez
que se obtienen estos datos, la concha se deja en estufa a 100°C durante 24 horas
para poder obtener su peso seco; las partes blandas se congelan a —80°C para
posteriormente liofilizarlas y obtener el peso seco de cada parte diseccionada. La

suma de todas ellas nos da el peso seco total de la vianda.

/ Musculos aductores Reborde muscular del manto \

Sifén exhalante

Pie

Siféon inhalante

Branquias

\ Gonada-masa visceral /

Fig. 3.3. Esquema de la anatomia interna de una almeja fina, mostrando las partes en que se disecciona.

3.2.4.- indices de Condicién

Con los datos biométricos antes obtenidos, se calculan los siguientes indices de

Condicioén:
indice de Condicién poblacional (ICF) de acuerdo con la férmula de Ansell, Loosmore

y Lander (1964), que relacionan el peso fresco de la vianda (PFV), con el peso total
del animal (PTF).
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ICF =PFV/PFT x 100

Con los datos de los pesos secos se calculan otros dos indices de Condicion:

ICS descrito por Walne (1976) vy indice de Condicién gonadal, ICG
Benninger y Lucas (1984), entre otros, que que relaciona el peso seco de la
relaciona el peso seco de la vianda (PSV), gonada-masa visceral (PSG), frente
con el peso seco de la concha (PSC). al peso seco de la vianda (PSV).
ICS =PSV/PSC x 100 ICG =PSG/PSV x 100

3.2.5.- Determinacion del animal estandar

El animal estandar de la poblacién es un individuo tedrico que se determina para
discriminar las variaciones en peso debidas al crecimiento de aquéllas imputables al
ciclo gametogénico. El calculo se realiza a partir de valores medios del peso fresco
total registrados mensualmente durante el periodo de estudio, obteniéndose asi, una
primera estandarizacion que establece un individuo medio poblacional con un peso
fresco total tedrico. A este individuo le son aplicados los porcentajes de los valores
hallados en cada muestreo para el individuo medio y también los obtenidos para cada
una de las partes en que éste se disecciona. En esta segunda estandarizacion se
obtienen los valores medios de los pesos frescos y secos del individuo estandar total y

de las correspondientes partes en que fue diseccionado.

3.2.6.- Métodos histoldgicos

Una vez que se obtiene el dato del peso fresco de la gdbnada-masa visceral, se divide
ésta longitudinalmente y una de las partes se utiliza para la determinacion del ciclo
gametogénico.

Se introduce el tejido gonadal en fijador “Davidson” de 24 a 48 horas, dependiendo del

tamano de las piezas. A continuacién se ponen las muestras en un procesador de

tejidos que las someten a una serie de deshidrataciones en etanol de diferente
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graduacion, desde 70° hasta absoluto, el siguiente paso seria un par de bafos en

xileno, para terminar en parafina.

Posteriormente las muestras se
incluyen en bloques de parafina
como paso previo a la realizacién
de cortes en un microtomo de un
grosor entre 5y 7 micras. Cuando
los cortes del tejido gonadal estan

ya fijados en un portaobjetos, se

procede a su tincion para poder

observar en el microscopio el

estado de desarrollo gonadal. La
tincion usada es hematoxilina-eosina y, una vez que estan tefidas, se montan usando

“Histomount” como revelador.

La determinacion del ciclo gametogénico se hace por observacion de los cortes en un
microscopio optico y siguiendo una escala cualitativa basada en la descrita por Wilson
y Seed, 1974, pero con algunas modificaciones. Se diferencian seis estadios en el

desarrollo gonadal:

Estadio EQ: de reposo sexual, donde el sexo no se puede distinguir, la génada esta

compuesta sobre todo por tejido conectivo y no se observan foliculos.

Estadio E1: inicio del desarrollo gametogénico, aparecen foliculos con células
germinales adheridas a las paredes, hay abundancia de células vesiculares vy
musculares consideradas en la almeja fina como lugares de almacenamiento de

reservas (Medhioub, 1986). El sexo es dificiimente determinable.

Estadio E2: desarrollo gametogénico, en los foliculos masculinos aparece una larga
banda centripeta de espermatogonias, espermatocitos y espermatidas, con algunos
espermatozoides libres en el lumen, en los foliculos femeninos los ovocitos acumulan
vitelo, los ovocitos jovenes estan pegados al contorno folicular, pero ya hay algunos

maduros libres en el lumen.

Estadio E3: madurez morfoldgica, los foliculos ocupan casi toda la superficie de la

gobnada, recubriendo asi el tejido conjuntivo, en los machos aparecen los foliculos con
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células germinales por la parte externa, los espermatozoides estan en todo el foliculo
en disposicion radial o formando bandas alargadas; las hembras presentan ovocitos
pedunculados, células jovenes pegadas a la pared folicular que se van a ir
desarrollando y también hay algunos ovocitos libres en el lumen.

Estadio E4: puesta, en los machos los espermatozoides pierden su disposicion radial
y la densidad de los foliculos disminuye, en las hembras los ovocitos toman una forma
esférica y se empiezan a ver lugares vacios en los foliculos.

Estadio E5: puesta reciente o postpuesta, los foliculos se deshacen y degeneran,

aparecen restos de gametos y los amebocitos atacan los gametos no expulsados, el

animal entra en reposo sexual.

3.2.7.- Métodos bioquimicos

3.2.7.1.- Determinacion de proteinas

La determinacion de las proteinas se hace por el método espectrofotométrico de

Lowry (Lowry et al., modificado (1951)) con la seroalbumina bovina como estandar.

Reactivos utilizados

e Reactivo 1: preparado extemporaneamente con: 25 volumenes de NaOH,
0,8M; 18 volumenes del reactivo A (0,2 g de tartrato disddico, 10 g de
carbonato sodico y 69 ml de NaOH, 0,8M enrasados a 100 ml de agua Milli-Q)
y 2 volumenes del reactivo B (2 g de tartrato disédico, 1 g de sulfato de cobre |l
y 12,5 ml de NaOH, 0,8M enrasados a 100 ml de agua Milli-Q)

e Reactivo 2: preparado de forma extemporanea mezclando en las proporciones

1:2 (VIV) el reactivo del fenol (Folin-Ciocalteu) y agua Milli-Q

Procedimiento

En tubos de ensayo se pesan por duplicado entre 1 y 2 mg de muestra liofilizada y
pulverizada. Se hidrolizan con NaOH, 5N y agua destilada en un sonicador. La

reaccion tiene lugar en un bafio de agua a 56°C durante 30 minutos.
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Se agitan y centrifugan para decantar los restos del tejido. Del sobrenadante se
recogen por triplicado 100 microlitros para pasarlos a viales eppendorf, donde se

afaden los reactivos: 450 microlitros del reactivo 1 y 600 microlitros del reactivo 2.

Se realiza una agitacion intensa para favorecer la reaccion, se deja en oscuridad
durante 45 minutos y posteriormente se leen las absorbancias en un

espectrofotometro a 750 nm.

Recta de calibracion

El rango de concentraciones empleado para la construcciéon de la recta de calibracién
es de 5 a 30 microgramos del estandar de seroalbumina bovina disueltos en un
volumen de 100 microlitros de agua destilada desionizada. El numero de
concentraciones diferentes fue de seis, siendo el numero de réplicas de cada

concentracion de 3.

3.2.7.2.- Determinacion de carbohidratos

Los carbohidratos se analizan por el método espectrofotométrico del reactivo de
antrona (Fraga, 1956), usando la glucosa como estandar. Sin diferenciar azlcares
libres y glucdgeno; se cuantifica el resultado en términos de glucosa total. Es un
método colorimétrico basado en la reaccion de Dreywood (1946), que es especifica

de carbohidratos.

Reactivos utilizados

e Acido sulfurico SO4H,

e Antrona C4H,0O

Para preparar el reactivo de antrona se disuelven 0,17 g de antrona en 100 cc de

acido sulfurico al 84%.
e Hidréxido de potasio KOH en pastillas

¢ Acido benzoico C;HsO,

e El estandar utilizado fue: D (+) glucosa anhidra
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Procedimiento

Se pesan por duplicado entre 2-3 mg de muestra liofilizada y pulverizada en tubos de
ensayo, se afiaden 2 ml de hidréxido de potasio 3N y se homogeneiza en un sonicador
durante 30 segundos. La reaccion de hidrdlisis se lleva a cabo en un bafio de agua a
90°C, durante una hora. Se deja enfriar y después se neutraliza con acido sulfurico 1N,
se agita y se centrifuga durante 10 minutos a 2.000 rpm.

Del sobrenadante (que es donde estan los carbohidratos disueltos) se pipetean 3
alicuotas de 1 ml para tubos de ensayo y se someten a la reaccion de la antrona,
afnadiendo 5 ml del reactivo a cada tubo. A continuacion se introducen los tubos en un
bafio de agua a 90°C durante 16 minutos con agitacién continua. Se retiran del bafo,

se dejan enfriar y se leen en el espectrofotdmetro a 625 nm.

Recta de calibracion

Se hace empleando como estandar la glucosa. Se prepara el patrén madre disolviendo
300 mg de glucosa sélida en 100 ml de acido benzoico. A partir de él se preparan los

patrones, conteniendo diferentes concentraciones de glucosa.
El rango de concentraciones empleado para la elaboracién de la recta fue de 15 a 105
ug/ul. El numero minimo de concentraciones diferentes fue de cuatro, siendo el

nuamero de réplicas de cada concentracion de tres.

3.2.7.3.- Determinacién de lipidos

Para la determinacion de los lipidos totales primero se extraen de los tejidos, segun el
método clasico de Folch et al. (1957), con las modificaciones de nuestro laboratorio y

después se determinan por un método gravimétrico.

Reactivos utilizados

e Cloroformo
e Metanol

e Cloruro sadico
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Procedimiento

En tubos de centrifuga se pesan 200 mg de tejido liofilizado y pulverizado haciendo
dos réplicas por muestra. Se afiade a cada tubo 4 ml de cloroformo-metanol (2:1), se
sonica durante dos minutos y se centrifuga; el sobrenadante (que es donde estan
disueltos los lipidos) se echa en un tubo y esta operacion se repite tres veces mas

para extraer todos los lipidos del tejido.

Para separar los lipidos se utilizan ampollas de decantacién. En cada una de ellas se
echa el contenido de un tubo, se afade cloruro sédico (0,6%), se agitan muy bien las
ampollas y se dejan 24 horas. El contenido de las ampollas estd separado en dos
fases, se recoge la inferior que
corresponde a la fraccion lipidica. Se
vuelve a echar en las ampollas 16 ml
de cloroformo metanol y 4 ml de cloruro
sbédico, se agita enérgicamente y se
deja reposar entre 2-3 horas, después

de este tiempo se recoge otra vez la

fraccion lipidica.
Se separan los lipidos del cloroformo-metanol por evaporacién. Se redisuelven en
cloroformo y se determina el contenido de lipidos, pesando tres alicuotas de 300

microlitros antes y después de evaporar el cloroformo.

3.2.7.4.- Determinacion de acidos grasos

Para la determinacion de los acidos grasos se sigue en general el método empleado
por Marty et al. (1992).

Reactivos utilizados

e Gel de silice 60
e Boro-trifluoruro-metanol (15%)
e Disulfuro de carbono

e Hexano
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¢ Como estandares se utilizé una mezcla de 37 acidos grasos metilados y como

patrén interno el acido tricosanoico (C23:0)

Procedimiento

Del total de lipidos extraidos segun el apartado anterior, en primer lugar se realiza la
separacion de lipidos neutros (triglicéridos y esteroles) y lipidos polares (glucolipidos y
fosfolipidos). El método de separacién consiste en una cromatografia de adsorcién
empleando como fase estacionaria gel de silice (se usa como soporte sélido una
pipeta Pasteur rellena de este gel) previamente incinerada a 450°C durante 24 horas e
hidratada al 6% con agua Milli-Q. Se extraen los lipidos mediante el empleo de fases

moviles (solventes de distinta polaridad).

Los lipidos se retiran secuencialmente: primero se usa como fase movil
cloroformo/metanol (2%) para la extraccion de lipidos neutros y segundo, metanol para

la extraccion de lipidos polares.

La identificaciéon y cuantificacidon de los acidos grasos se hace por cromatografia
de gases, previamente esterificados. La esterificacion les proporciona un grupo metilo

que les confiere una menor polaridad y una mayor volatilidad.

La transesterificacion se lleva a cabo empleando trifluoruro de boro-metanol (20%)
durante 10 minutos en bafio a 100°C. (Metcalfe y Schmitz, 1961). Una vez

esterificados, se extraen con disulfuro de carbono.

Los acidos grasos metilados se
pueden identificar y cuantificar por
cromatografia de gases utilizandose
una columna HP-Innowax (30 m x
0.25 mm DI, y 0,25 micras de
espesor), y empleando un
cromatografo de gases HP-6890

series con inyector split/splitless, un
detector de ionizacion de llama (FID),

gas vector hidrogeno y una rampa de temperatura programada.
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Condiciones cromatograficas: la temperatura del inyector fue de 220°C; la temperatura
de la columna se mantuvo a 60°C durante un minuto después de la inyeccion y se
incrementd con un rango de subida de 50°C por minuto hasta 150°C, en esta
temperatura se mantuvo durante 2 minutos, a partir de los cuales se vuelve a subir
paulatinamente a razén de 3°C por minuto hasta alcanzar 240°C, manteniéndose en

esta temperatura durante 20 minutos.

Los picos obtenidos se identifican comparando sus tiempos de retencién con un patrén
estandar (Sigma Chemical 189-19), consistente en una mezcla de 37 acidos grasos
metilados y ademas se utilizan extractos lipidicos de tres microalgas (Paulova lutheri,
Skeletonema costatum e Isochrysis aff. galbana, clon T-is0) cuyas composiciones en

acidos grasos son conocidas (Delaunay, 1992).

Recta de calibracion

La cuantificacion de los distintos acidos grasos se hace mediante sus rectas de
calibracion, empleando para ello, la mezcla de acidos grasos del patrén estandar a
distintas concentraciones. Se determinaron a partir de la inyeccion por duplicado de
50; 125; 250 y 500 ng de dicho patrén diluido en hexano.

Ademas se hace necesaria la utilizaciéon de un acido graso elegido como patrén
interno (acido tricosanoico, C23:0), que no se encuentra presente en los organismos

marinos.

Las analiticas se realizan por duplicado dando como resultado la media de los dos
datos obtenidos. Los diferentes acidos grasos se nombran de una forma abreviada con
la siguiente férmula: C: X (n-Y), donde C es el numero de atomos de carbono, X es el
numero de dobles enlaces e Y es la posicion del primer doble enlace contado desde el

grupo metilo terminal.

3.2.8.- Métodos estadisticos

Para calcular la relacion entre las medidas biométricas y la composicién bioquimica
con el ciclo gametogénico y las condiciones medioambientales se usoé el coeficiente de
correlacion de Pearson. El andlisis estadistico se llevd a cabo con la ayuda del

programa informatico SPSS.
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3.3.- RESULTADOS

3.3.1.- Datos biomeétricos

En la tabla 1.1, se muestran los datos biométricos medios mensuales de la poblacion
estudiada. La talla media anual es de 47,14 mm de largo (eje antero-posterior) por
34,28 mm de alto (eje dorso-ventral); el peso fresco total medio de 24,37 gramos vy el
peso fresco de la viscera 5,42 g. La talla media mensual maxima se obtuvo en el
muestreo de abril (largo: 52,82 mm; peso total: 33,27 g y peso viscera: 7,73 g) y la
talla media mensual minima se obtuvo en el muestreo de agosto (largo: 41,7 mm; peso
total: 9,97 g y peso viscera: 3,95 g). El peso fresco de la concha representa por
término medio el 55% del peso total del individuo. Todos los individuos muestreados

estan siempre por encima de la talla minima legal (40 mm).

Tabla Ill.1. Datos biométricos mensuales de la poblacion de almeja fina Ruditapes decussatus de Baldaio.
M= media y D= desviacion. El largo, alto y grosor se expresa en mm y los pesos (P) en g.

LARGO ALTO GROSOR PESO TOTAL  P.CONCHA  P.VISCERA

M D M D M D M D M D M D

06-oct 48,79 4,84 3492 342 23,27 2,53 26,47 7,98 14,31 4,53 6,98 2,02
29-oct 43,09 2,49 31,84 1,87 21,02 2,23 19,68 4,40 11,56 2,95 3,91 0,65
11-dic 4556 3,94 32,97 199 21,85 1,36 2229 4,24 12,53 2,08 529 1,32
11-feb 50,91 2,78 36,84 1,87 24,48 1,92 29,62 545 16,20 3,19 6,77 1,26
30-mar 50,57 1,83 36,11 1,22 23,80 1,25 27,78 3,69 14,97 2,32 6,44 1,12
26-abr 52,82 4,11 38,61 3,64 2585 2,08 33,27 8,04 17,65 4,54 7,73 1,73
26-may 45,95 6,91 33,77 4,27 22,61 2,95 24,19 10,75 13,52 5,92 553 2,53
10-jun 43,99 4,47 32,15 287 21,46 2,36 20,83 6,02 11,96 3,22 4,43 1,32
24-jun 48,79 2,14 34,76 1,26 23,05 0,62 24,83 3,29 13,31 1,97 4,69 0,57
09-jul 4537 2,88 33,73 2,30 21,59 1,56 20,85 4,50 11,19 2,65 534 0,95
07-ago 41,70 6,97 30,96 5,07 20,30 3,92 18,02 10,54 9,97 6,12 3,95 2,10
30-sep 4711 3,23 33,94 1,75 22,79 1,38 23,35 3,67 12,73 2,15 516 0,89
15-nov 47,54 2,89 3493 249 23,17 1,63 24,82 6,31 14,28 3,64 531 1,42

07-dic 47,86 4,17 34,36 2,69 23,01 1,97 25,16 6,07 14,14 3,54 4,40 1,55
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Las matrices de correlaciéon de Pearson muestran una relacion directa entre las
medidas de la talla de las almejas (largo, alto y grosor) y los pesos (carne y concha
frescos y secos) (P<0.01). Sin embargo no estan relacionados significativamente con
los indices de Condicién, excepto para el peso fresco y seco de la carne, P<0,05y P<

0,01, respectivamente.

Los pesos frescos y secos de las diferentes partes en que se diseccionan las almejas,
para el animal estandar se presentan en la tabla Ill.2. El peso fresco del pie esta entre
0,28-0,57 g; el reborde entre 0,56-1,14 g; la génada-masa visceral 1,21-2,48 g; el
musculo 0,6-0,97 g; los sifones 0,62-1,26 g y las branquias 0,68-0,94 g. Los diferentes
tejidos estudiados muestran un patrén similar de las variaciones, tanto del peso fresco

COmo seco.

Tabla Il.2. Evolucion del peso fresco (PF) y seco (PS) expresado en g, para el animal estandar, en las
diferentes partes en que se diseccionan las almejas. GON-MV: génada-masa visceral.

PIE REBORDE GONADA MUSCULO SIFONES BRANQUIAS

PF PS PF PS PF PS PF PS PF PS PF  PS

06-oct 0,57 0,14 1,14 032 1,74 045 0,78 0,18 1,26 0,31 094 0,17
29-oct 0,40 0,08 09 0,17 1,18 029 0,75 0,247 0,85 0,18 0,75 0,14
11-dic 0,44 0,12 113 023 155 044 084 023 098 0,23 0,83 0,20
11feb 0,40 0,09 1,08 0,21 1,56 0,39 097 022 0,83 0,18 0,74 0,14
30-mar 0,33 0,07 1,02 0,19 1,76 0,41 094 020 0,83 0,19 0,77 0,15
26-abr 0,35 0,08 097 017 185 044 093 020 0,77 0,17 0,79 0,14
26-may 0,36 0,07 089 015 196 044 086 0,96 0,76 0,15 0,74 0,12
10-jun 035 0,07 0,88 014 181 040 083 016 0,63 0,13 0,68 0,11
24-jun 0,35 0,09 05 0,12 1,67 0,41 0,48 0,11 0,84 0,20 0,70 0,14
09-jul 035 0,08 095 017 248 057 093 0,18 0,9 0,20 0,78 0,13
07-ago 041 0,07 09 0,5 1,93 0,58 060 0,13 0,80 0,18 0,70 0,12
30-sep 0,34 0,08 097 0,18 1,44 036 088 0,19 0,96 0,22 0,79 0,14
15-nov 0,37 0,09 097 0,18 1,52 0,39 0,91 0,21 0,67 0,15 0,79 0,13
07-dic 0,28 0,07 082 0,14 121 0,29 062 0,15 0,62 0,14 0,71 0,12

La génada con la masa visceral, es la parte que representa el mayor porcentaje en
peso fresco respecto al peso fresco total de la vianda, con un valor medio del 31%. La

parte que representa menos cantidad es el pie, con un valor medio del 7%. Las partes
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restantes se corresponden con valores intermedios: 17% el reborde, 15% los sifones y
los musculos aductores y 14% las branquias (Fig. 3.4). También es la génada la parte
que presenta mayores variaciones en su peso a lo largo del ciclo con una desviacion
media de 0,39. El pie es la parte de las almejas cuya proporcion se mantiene mas
constante respecto al resto del cuerpo a lo largo del periodo muestreado, con una
desviacion media de 0,08. El reborde y el musculo presentan una desviacion de 0,21 y
0,22, respectivamente y las branquias fluctian menos con una desviacion media de
0,14.

Pie

Reborde
delmanto

Fig. 3.4. Distribucién proporcional del peso fresco de las diferentes partes en que se
diseccionan las almejas, en relacién al peso fresco total de la vianda.

3.3.2.- indices de Condicién

En la figura 3.5, se representan los tres indices de Condicién descritos en el apartado
de Material y Métodos. El ICF, relaciona el peso fresco de la vianda con el peso fresco
total (PFV/PFT), el ICS, relaciona el peso seco de la vianda con el peso seco de la
concha (PSV/SC) y el ICG, relaciona el peso seco de la génada con el peso seco de la
viscera (PSG/PSV).

Los dos primeros tienen una evolucién similar: al inicio de los muestreos (octubre del
primer afio), se parte de valores muy altos, 26,38% y 10,08% para el primer y segundo
indice respectivamente; se produce una bajada muy importante en noviembre, pero a
partir de diciembre, se estabilizan con unos valores medios que se mantienen altos

durante el desarrollo gametogénico: para el ICF entre 22-23% y 8-9% para el ICS;
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estos valores descienden en la madurez hasta valores en junio de 18,89% para el
primero y de 6,83% para el segundo, se recuperan en julio, pero a partir de agosto los
valores descienden coincidiendo con el desove masivo del verano y siguen bajando
hasta los minimos de diciembre (17,49% para el ICF y 5,58% para el ICS).

El indice gonadal (ICG), presenta un ascenso gradual desde el primer muestreo en
octubre (28,25%) hasta el maximo valor obtenido a primeros de agosto (47,5%). A
finales de septiembre se observa un brusco descenso hasta el 31,25%, que indica el

fin del periodo de desove.
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Fig. 3.5. Evolucién de los Indices de Condicién visceral con pesos frescos y secos (ICF, ICS)
y gonadal (ICG).
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3.3.3.- Ciclo gametogénico

El porcentaje de distribucion observado para los diferentes estadios gametogénicos

durante el periodo de estudio, se representa en la figura 3.6.
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Fig. 3.6. Ciclo gametogénico de la poblacion de Ruditapes decussatus, de un banco natural en la zona
de Baldaio (A Corufa). EO= reposo; E1= inicio de la gametogénesis;, E2= gametogénesis avanzada; E3=
madurez; E4= puesta y E5= postpuesta.

La distribuciéon de la poblacion, segun la fase del ciclo gametogénico en que se
encuentran, no es algo que esté perfectamente definido y se suelen encontrar en el
mismo mes almejas en diferentes estados gametogénicos, incluso hay diferencias
para los mismos meses de un afio a otro, esto es logico ya que las condiciones
medioambientales varian y éstas influyen en el desarrollo gonadal. Lo que si podemos
observar es una evolucién en el tiempo del avance de este desarrollo. Asi a partir del
mes de septiembre las almejas entran en fase de reposo, se encuentran individuos en
esta fase entre los meses de septiembre a enero; a partir del mes de octubre podemos
encontrar también individuos que inician la gametogénesis (E1), va aumentando el
porcentaje de individuos que se encuentran en esta fase hasta el muestreo del 11 de
febrero (100%). El 30 de marzo todas las almejas diseccionadas estan ya en una fase
avanzada de desarrollo gonadal (E2). En abril comenzamos a ver los primeros
individuos maduros (33%) y, a partir de mayo, se empiezan a encontrar individuos
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parcialmente desovados. Durante el periodo de puesta (que dura hasta septiembre) se
producen desoves parciales y las almejas pueden seguir produciendo gametos; a
principios de agosto el 100% de las almejas estan en fase de puesta. A finales de
septiembre todavia se pueden encontrar un 10% de almejas que estan desovando,
pero el 80% de las almejas ya han desovado completamente y se encuentran en el
estado de postpuesta; ademas se encuentra un 10% de la poblaciéon entrando ya en

reposo gonadal para recuperarse en el otofio y comenzar un nuevo ciclo.

Resumiendo todo lo anterior, se pueden diferenciar dos etapas en el ciclo gonadal de
la almeja fina en las Lagunas de Baldaio: una fase de reposo entre octubre y diciembre
y otra de actividad gametogénica durante el resto del afo, que incluiria la fase de

puesta desde mayo a agosto (Figura 3.7).

Gametogenesis _ Reposo

ene feb mar abr may jun jul ago sep oct nov dic

Fig. 3.7. Distribucién anual de la actividad gonadal.

Las siguientes fotografias: figura 3.8.A (1y 2); 3.8.B(1y2);3.8.C(1y2);3.8.D (1y?2)
y 3.8.E (1 y 2), ilustran el estado de desarrollo gonadal a lo largo del ciclo

gametogénico en las distintas fases.

En las fases de reposo sexual (EO) e inicio de la gametogénesis (E1) es muy dificil
determinar el sexo de los individuos porque, o todavia no se han formado los foliculos
gonadales, o aunque se vean ya los foliculos, las células germinales estan

indiferenciadas.
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EO: Reposo gonadal E1: Inicio de la gametogénesis

Fig. 3.8.A. 1, Reposo gonadal y 2, Inicio de la gametogénesis.

E2: Desarrollo gametogénico: foliculos con células germinales en los primeros

estadios de desarrollo.

Hembra Macho

Fig. 3.8.B. Desarrollo gametogénico. 1, hembra y 2, macho.
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E3: Madurez morfoldgica: la gbnada esta llena de 6vulos y espermatozoides maduros

en disposicion radial.

Hembra Macho

Fig. 3.8.C. Madurez morfolégica. 1, hembra y 2, macho.

E4: Puesta: los ovocitos se desprenden de las paredes y los espermatozoides pierden

su disposicion radial.

Hembra Macho

Fig. 3.8.D. Puesta. 1, hembra y 2, macho.
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E5: Postpuesta: los foliculos se deshacen y aparecen sélo restos de gametos, el

animal entra en reposo sexual.

Hembra Macho

Fig. 3.8.E. Postpuesta. 1, hembra y 2, macho.

3.3.4.- Composicién bioquimica mayoritaria

La evolucion en la composicion de carbohidratos, proteinas y lipidos totales
expresados en porcentaje, en toda la viscera del animal a lo largo del ciclo

gametogénico, se representa en la figura 3.9.

El componente con mayor porcentaje son las proteinas, con un valor medio anual del
48,11%, que presentan variaciones moderadas a lo largo del afio, con valores minimos
del 44% y maximos del 50%. El contenido medio en carbohidratos esta en 14,74% vy
es el componente que presenta las mayores variaciones a lo largo del ciclo, el valor
mas alto se encuentra en octubre del primer afio de muestreo, con un 22,75%, cuando
las almejas estan en reposo gametogénico, valores de este orden se mantienen hasta
febrero (20,05%), a partir de aqui, sufre un descenso progresivo durante el periodo de
maxima actividad gametogénica, hasta el valor minimo del 7% a principios de agosto;
después se vuelve a producir un aumento progresivo de este componente. Los lipidos
son el componente minoritario, su valor medio es de 5,57% y no presenta muchas
variaciones a lo largo del afio, aunque desde finales de junio con un valor de 5,61%
sufre un ascenso muy importante hasta alcanzar el maximo valor (6,88%) a principios
de agosto, después empieza a descender registrandose en diciembre su valor minimo
(4,83%).
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CARBOHIDRATOS
25 +

10 -

PROTEINAS
60 -

55 -

45 -

40 -

LiPIDOS

Fig. 3.9. Variaciones de los porcentajes de carbohidratos, proteinas y lipidos totales
encontradas en Ruditapes decussatus a lo largo del ciclo gametogénico.
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Al igual que ocurre cuando se dan los resultados de la composicion bioquimica para la
viscera completa; son las proteinas las que alcanzan las maximas concentraciones en
las diferentes partes en que se diseccionaron las almejas (Fig. 3.10), seguido por los

carbohidratos y los lipidos que son los componentes minoritarios.

Las concentraciones medias de las proteinas son mas altas en los musculos aductores
(67,81%), seguido por los sifones (65,78%) y el pie (51,15%). La concentracion media

mas baja se encuentra en la génada-masa visceral (33,15%).

Los carbohidratos, que son en importancia debido a su concentraciéon el segundo
componente, se encuentran en mayor concentracioén en la génada-masa visceral con
un 20,28% de media anual y las minimas se obtienen en los sifones (6,86%) y
branquias (9,29%).

Por lo que respecta a los lipidos, los valores medios son bajos en todas las partes
analizadas, el valor minimo se obtiene en los musculos (2,3%), seguido del pie
(4,69%) vy los sifones (4,75%). La génada-masa visceral es la parte del animal que

tiene una mayor concentracion de lipidos (7,31%), seguido de las branquias (6,8%).

BRANQUIAS
SIFONES
MUSCULO
GON-MV
REBORDE

PIE

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
%

Lipidos ®Proteinas ™ Carbohidratos

Fig. 3.10. Valores medios de los principales componentes bioquimicos en las diferentes
partes en que se diseccionan las almejas.
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La composicion bioquimica (carbohidratos, lipidos y proteinas) de las diferentes partes
en que se disecciona el cuerpo del animal (pie, reborde muscular del manto, génada-
masa visceral, musculos aductores, sifones y branquias) a lo largo del periodo
muestreado, se expresan en porcentaje y se muestran en la tabla I11.3 (A 'y B).

La gbénada-masa visceral es la parte del cuerpo que presenta mayores variaciones
durante el ciclo gametogénico, las concentraciones de carbohidratos alcanzan los
valores maximos en la fase de reposo e inicio de la gametogénesis, entre octubre del
primer afo (36,56%) y febrero (29,57%), para ir descendiendo durante Ila
gametogénesis hasta los niveles mas bajos en la madurez sexual y la puesta, entre
mayo (10,27%) y agosto (6,42%). Su recuperacion comienza después del desove. Las
concentraciones de lipidos fueron mas bajas en octubre del primer afio (4,99%) y
noviembre y diciembre del segundo afo (5,97% y 5,45%, respectivamente) y se
observa el valor mas alto que coincide en noviembre del primer afo y septiembre del

segundo ano (9,42%).

A lo largo del ciclo anual las concentraciones de lipidos y proteinas estan
inversamente relacionadas con las de carbohidratos; las concentraciones minimas de
carbohidratos se obtienen durante los meses de la fase de reposo o inicio de la
gametogénesis y se corresponden con las concentraciones minimas de lipidos,
mientras que las concentraciones minimas de carbohidratos se obtienen con la
madurez gonadal cuando se alcanzan las maximas concentraciones de lipidos. La
goénada-masa visceral tiene concentraciones mas bajas de proteinas que las otras
partes del animal, con concentraciones minimas en diciembre del primer afio (25,67%)

y maximas en febrero (40,15%).

En el reborde muscular del manto es donde se observan unas variaciones mas
aleatorias en el tiempo, los carbohidratos presentan dos picos de valores maximos del
25% en octubre del primer afio y julio, mientras que los minimos valores del 8% se
obtienen a principios de junio y en diciembre del segundo afio; los lipidos totales
presentan un valor minimo del 4,16% en octubre del primer afio y un maximo del
7,25% a finales de septiembre del segundo afio y las proteinas son el componente que
menos variaciones presenta con valores entre 41,26% en octubre del primer afio y

49,04% a finales de junio.

En el pie las proteinas y los lipidos presentan muy pocas variaciones anuales entre 46-

54% para las proteinas y 4-5% para los lipidos. Los carbohidratos oscilan entre valores
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de un minimo a principios de agosto de 9,38% y maximo de 19,99% en octubre del
primer ano de muestreo.

En los musculos aductores que son el componente con mayor proporcion de
proteinas, éstas varian entre 63,11% en diciembre del primer afio y 72,27% en agosto.
Los carbohidratos varian entre maximos de 20,93% en diciembre del primer afio y
9,5% en agosto, teniendo una evolucién paralela con las proteinas. Los lipidos, que en
esta parte del animal se obtienen los valores mas bajos, apenas sufren variaciones,
los valores oscilan entre 2,87% en noviembre del primer afio y 1,79% en diciembre del

segundo afio de muestreo.

Los sifones muestran también altas concentraciones de proteinas (62,4%-68,8%),
mientras que la concentracion de los hidratos de carbono es baja, variando entre
3,86% en agosto y 9,57% en octubre del primer afno. Los lipidos permanecen entre el

4-5% a lo largo de todo el periodo muestreado.

Tabla 1l1.3 (A y B). Variaciones estacionales en el contenido en carbohidratos (CH), lipidos (LI) y proteinas
(PR) expresados en porcentaje (%), de las diferentes partes en que se disecciona el animal.

A PIE REBORDE GONADA - MV
CH PR LI CH PR LI CH PR LI
06-oct 19,99 49,69 4,59 2566 41,26 4,16 36,56 32,35 4,99
29-oct 13,76 46,70 4,42 21,32 4547 4,66 36,56 32,35 942
11-dic 17,95 52,97 4,45 22,75 46,32 4,55 30,49 25,67 7,17
11-feb 15,63 49,95 4,65 20,83 43,90 4,74 29,57 40,15 8,15
30-mar 12,64 51,03 4,45 16,72 47,86 5,04 20,25 28,99 7,64
26-abr 14,13 52,09 4,79 16,27 47,24 4,93 21,50 26,80 6,53
26-may 995 49,58 4,50 945 4729 5,16 10,27 36,04 7,92
10-jun 11,89 49,77 4,67 8,38 48,61 4,81 8,21 35,77 7,97
24-jun 12,84 54,14 4,93 14,41 49,04 5,24 9,77 37,64 7,00
09-jul 11,39 563,57 4,67 2517 4431 5,66 10,43 36,06 8,08
07-ago 9,38 54,08 4,83 11,23 46,30 5,01 6,42 40,01 9,42
30-sep 12,91 50,10 5,00 13,02 46,30 7,25 18,42 35,73 6,70
15-nov 14,95 51,46 5,01 20,28 4568 5,38 21,00 27,00 5,97
07-dic 12,18 50,99 4,73 895 4584 5,10 24,48 29,55 5,45
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B MUSCULOS SIFONES BRANQUIAS
CH PR LI CH PR LI CH PR LI
06-oct 19,97 63,90 1,91 9,57 68,80 4,44 995 50,77 6,51
29-oct 16,87 64,84 287 8,48 64,99 476 12,36 4451 595
11-dic 20,93 63,11 2,38 9,04 6466 4,41 1516 36,80 6,63
11-feb 18,16 67,48 2,70 7,76 62,40 4,55 13,65 46,70 7,01
30-mar 15,82 68,37 227 6,76 66,31 4,71 10,38 43,73 6,94
26-abr 15,69 64,64 248 8,89 67,88 4,50 12,21 4164 6,94
26-may 10,73 67,36 2,02 587 67,55 4,53 725 4553 6,74
10-jun 12,61 69,38 2,00 4,40 63,63 4,56 6,73 4515 7,27
24-jun 12,97 7147 260 6,73 67,56 4,52 8,98 47,90 6,18
09-jul 14,16 69,39 275 571 6579 4,38 6,47 42,68 6,62
07-ago 9,50 72,27 2,08 386 66,61 4,38 510 43,27 6,90
30-sep 10,45 68,39 2,10 4,78 66,30 4,34 536 4564 7,28
15-nov 17,06 68,93 2,28 7,94 6586 4,94 8,57 4462 727
07-dic 16,40 69,85 1,79 6,28 62,58 4,64 7,85 4383 7,03

Las branquias son la parte del animal que tiene mayor concentracion de lipidos después
de la gonada—masa visceral, con valores maximos superiores al 7% (7,01-7,28) y
minimos entre 5,95% y 6,18%. Los carbohidratos presentan valores superiores al 10%
desde finales de octubre del primer afio hasta abril y los valores més bajos se obtienen
en los meses de agosto y septiembre del segundo afio (5,10% y 5,36%,
respectivamente). Los valores de las proteinas oscilan entre 36,80% en diciembre del

primer afo y 50,77% en octubre del primer afo.

3.3.5.- Variaciones estacionales en la composicion de acidos

grasos de la gonada-masa visceral

La composicién en acidos grasos de los lipidos polares y neutros en la génada-masa

visceral se muestra en las tablas 111.4 y IlI.5.

En los lipidos neutros, el 16:0; 16:1(n-7); 18:1(n-7); 22:6(n-3) y 20:5(n-3) son los
acidos grasos predominantes. En los primeros muestreos se encontré un alto
porcentaje de 22:5(n-3), posiblemente debido a un bloom de fitoplancton rico en este

acido graso. En la fraccion de lipidos polares, los acidos grasos poliinsaturados son el
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tipo mas importante especialmente la serie n-3 con predominio del 22:6(n-3) y 20:5(n-
3), seguidos por los acidos grasos saturados, principalmente 16:0 y 18:0. Los acidos
grasos monoinsaturados estan representados principalmente por el 16:1(n-7) y el
18:1(n-9). En los lipidos polares no se encontraron los acidos grasos 20:0 y 18:3(n-6),
sin embargo el 16:1(n-9) esta presente en un porcentaje mayor que en los lipidos
neutros. El acido palmitico y el 18:1(n-9) muestran variaciones mas altas en la fraccion

de lipidos neutros y los poliinsaturados en los lipidos polares.

Tanto en la fraccién de lipidos neutros como en los polares, se encuentran dos tipos
de acidos diendicos C22, el 22:2i y 22:2j, los cuales consideramos que son el
22:2A7,13 y 22:2A7,15, respectivamente (Klingensmith, 1982). Los porcentajes de
estos acidos grasos en la fraccion polar son considerablemente mas altos que en la
fraccidon neutra. Durante el periodo del desove, los niveles de las principales clases de
acidos grasos en los lipidos polares de la gonada (ug de acidos grasos/mg de génada)
permanecen mas o menos constantes, excepto para los poliinsaturados n-3, los cuales
aumentan de mayo a junio y después disminuyen ligeramente. Las clases de acidos
grasos en los lipidos neutros experimentan las mismas variaciones durante el desove;
todas las clases aumentan entre el 26 de mayo y el 10 de junio y después disminuyen

progresivamente.
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Tabla Ill.4. Variaciones estacionales en la composicion de acidos grasos en la génada-masa visceral de
R. deccusatus expresado en %, en la fraccién de lipidos polares.

Oct Nov Dic Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

14:00 1,02 1,14 0,97 0,66 064 079 0,59 0,68 0,72 094 0,75 0,89 1,21 0,92
16:00 15,1 16,1 14,2 142 143 1477 148 16,1 153 16,7 17,5 146 165 16,8
18:00 7,86 8,70 7,50 6,11 9,02 840 9,39 7,34 793 7,21 895 6,19 10,1 12,2
TOT. SAT. 24,0 259 22,7 21,0 23,9 23,9 24,8 24,2 239 248 27,2 21,7 27,8 29,9
16:1(n-9) 3,24 359 3,37 391 2,78 3,48 2,06 2,61 3,35 3,28 3,15 559 0,00 0,00
16:1(n-7) 1,43 2,88 2,50 1,76 2,29 2,62 2,27 2,67 439 3,67 3,23 1,52 3,13 2,67
18:1(n-9) 3,69 3,99 424 422 3,05 3,05 3,24 2,49 281 2,70 3,25 3,34 537 4,41
18:1(n-7) 216 2,96 2,57 7,09 2,52 2,76 2,53 2,04 3,34 3,57 3,94 1,84 3,08 2,98
20:1(n-9) 1,25 1,26 1,22 0,88 1,09 1,14 1,24 1,04 0,86 0,83 0,99 0,91 1,73 1,30
20:1(n-11) 1,78 2,05 169 155 1,70 1,32 1,40 1,44 1,82 1,92 1,83 3,23 4,99 2,68
TOT.MONOINS. 11,8 14,7 13,9 179 11,7 131 11,3 10,9 148 141 146 13,2 13,3 11,4
18:2(n-6) 0,50 0,52 0,45 0,28 0,31 0,57 0,80 0,49 0,34 031 0,56 0,32 0,35 0,55
18:3(n-3) 1,10 0,98 0,85 0,91 134 142 163 089 0,81 1,34 1,81 064 3,32 245
20:2(n-6) 2,68 2,56 2,18 1,56 1,64 1,81 2,10 184 1,69 156 2,16 2,93 3,31 2,24
20:3(n-6) 0,23 0,17 0,09 0,12 0,26 0,12 0,29 0,1 0,12 0,27 0,21 0,32 040 0,34
20:4(n-6) 342 456 3,88 442 428 431 3,99 3,79 4,08 3,06 3,60 291 261 3,97
20:5(n-3) 7,79 12,8 108 7,85 11,9 125 13,0 17,1 149 13,0 11,7 7,36 4,02 6,80
22:5(n-6) 165 2,17 1,83 2,16 2,08 1,81 1,44 139 1,52 1,91 1,69 1,84 0,00 1,91
22:5(n-3) 3,78 4,34 3,74 4,06 4,36 4,02 4,11 3,72 3,31 3,51 3,06 4,10 4,59 5,19
22:2i 2,75 1,94 249 244 230 2,08 2,04 193 154 117 152 3,14 3,93 2,32
22:2j 6,80 8,65 7,32 925 745 6,89 543 511 6,13 515 532 10,7 14,8 9,77
22:6(n-3) 31,8 18,6 28,2 26,6 26,7 26,1 276 272 25 279 248 27,7 16,6 20,5
TOT. POLIINS. 62,5 57,3 61,8 59,6 62,6 61,7 624 63,6 59,5 59,2 56,4 61,9 53,9 56,0
TOT. (n-3) 444 36,7 435 394 443 441 46,3 489 441 458 41,3 39,8 28,6 34,9
TOT. (n-6) 849 10,0 8,44 8,53 8,59 8,63 863 7,62 7,75 7,11 8,23 8,32 6,68 9,02
(n-3)/(n-6) 523 3,67 515 462 5,16 511 537 6,41 568 643 502 4,78 4,27 3,87
TOTAL 41,2 44,0 49,9 57,6 52,7 58,7 59,9 50,4 56,7 64,8 64,6 39,7 33,2 57,1
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Tabla 111.5. Variaciones estacionales en la composicion de acidos grasos en la gbnada-masa visceral de
R. deccusatus expresado en %, en la fraccién de lipidos neutros.

Oct Nov Dic Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

14:00 3,82 2,34 2,89 2,57 390 2,83 690 7,40 7,58 8,12 8,83 5,17 4,71 4,76
16:00 17,3 152 19,2 193 21,0 194 221 26,3 255 244 273 21,7 29,9 26,5
18:00 4,33 6,40 769 7,09 639 536 7,50 427 533 491 520 9,75 114 6,71
20:00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,21 0,00

TOT. SAT. 254 23,9 29,8 289 31,3 27,6 36,5 379 385 374 41,4 36,7 46,1 37,9

16:1(n-9) 0,78 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
16:1(n-7) 6,39 12,2 947 124 135 119 114 16,7 20,7 17,2 16,6 10,9 11,1 10,5
18:1(n-9) 494 391 542 574 577 581 6,15 503 525 4,27 593 5,04 517 494
18:1(n-7) 6,00 535 845 9,63 9,04 9,82 865 7,64 845 9,01 882 6,32 9,61 10,8
20:1(n-9) 1,176 1,23 1,33 1,26 1,13 1,09 0,87 0,84 094 0,88 0,98 1,00 2,11 1,70
20:1(n-11) 0,88 1,24 164 195 180 1,13 145 1,48 192 167 159 159 150 242
TOT.MONOINS. 19,3 22,7 24,7 29,0 29,5 28,6 27,1 30,1 353 314 324 233 28,5 284

18:2(n-6) 1,96 093 128 125 1,14 1,77 1,89 1,59 0,85 094 1,93 121 1,18 191
18:3(n-6) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,19 0,34
18:3(n-3) 2,02 0,83 1,10 1,24 1,87 201 185 1,75 1,06 1,75 2,35 1,43 1,57 1,93
20:2(n-6) 2,03 1,65 236 221 165 191 242 136 1,11 1,20 1,22 1,38 1,57 224
20:3(n-6) 0,23 0,18 0,32 0,31 026 0,32 021 023 0,25 0,29 0,26 0,32 0,27 0,35
20:4(n-6) 1,50 2,45 2,75 2,78 2,15 2,53 2,13 1,58 1,65 153 1,48 3,14 2,09 2,33
20:5(n-3) 8,63 7,92 10,5 109 116 124 948 9,70 8,09 854 6,19 10,8 5,06 7,85
22:5(n-6) 0,57 0,64 0,79 092 081 0,73 050 0,33 042 0,67 044 0,68 0,34 0,64
22:5(n-3) 20,1 22,9 434 186 194 207 150 165 121 167 1,04 164 127 1,68
22:2i 0,79 0,49 0,74 09 052 058 0,71 0,71 048 045 0,57 094 1,02 0,63
22:2 1,65 1,44 217 248 1,99 260 223 1,69 175 187 249 256 325 225
22:6(n-3) 15,1 12,7 17,5 152 13,5 157 12,0 9,94 7,44 10,6 6,71 143 5,98 9,09
TOT. POLIINS. 54,4 52,2 43,9 401 37,4 42,6 349 305 243 29,5 24,7 384 23,8 313

TOT. (n-3) 45,7 44,4 33,5 29,2 289 322 248 230 178 226 163 282 13,9 20,6
TOT. (n-6) 6,29 584 7,50 7,46 6,02 7,26 7,15 509 4,28 4,64 534 6,72 563 7,81
(n-3)/(n-6) 7,26 760 4,46 3,91 480 4,44 348 453 4,16 4,87 3,05 4,19 2,46 2,63

TOTAL 58,8 55,9 50,1 424 47,3 41,4 40,2 49,6 433 352 354 60,3 66,8 42,7
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3.4.- DISCUSION

Segun la bibliografia existente, tanto la evolucién anual de los pesos frescos y secos
de la viscera, como los indices de Condicién poblacional y gonadal, reflejan la
actividad reproductiva de Ruditapes decussatus a lo largo del aino. (Pérez-Camacho,
1980; Beninger y Lucas, 1984; y Laruelle et al., 1994).

Los valores del indice de Condicién para la poblacién de almeja fina de las Lagunas de
Baldaio, fueron mas bajos a finales de octubre y coincidié con los valores minimos en
el peso fresco y seco de las diferentes partes en que se diseccionan los animales. El
peso de estos tejidos aumenta gradualmente durante el invierno y la primavera
(maximos valores en abril), mientras que el indice de Condicién permanece mas o
menos constante, porque las variaciones en el peso de la concha y la viscera oscilan
paralelamente durante este periodo. Al empezar el periodo del desove (junio-julio), se
produce un rapido descenso en el peso de los tejidos y el indice de Condicién. En
verano y principios de otofio, la abundancia de comida disponible permite recuperar el
peso de los tejidos, especialmente de la génada-masa visceral (se obtienen los
maximos valores en el indice de Condicién gonadal), indicando que las condiciones
son favorables para que se produzca el desove. Cuando la comida es abundante, el
exceso de energia es usado por los animales para el crecimiento somatico de los
tejidos y también para el desarrollo gonadal (Urrutia et al., 1999). La recuperacion en
el peso de los tejidos es acompafiada por un aumento en los valores de los indices de
Condicién que alcanzan maximos en julio y a partir de aqui, descienden durante el
resto del verano y el otofio. Aun cuando el fitoplancton no es abundante, el crecimiento
puede ser soportado en parte, por otras fuentes de materia organica, tales como
detritos, porque la almeja fina se alimenta también de sedimentos. (Figueras, 1957;
Bodoy y Plante-Cuny, 1984).

Beninger y Lucas (1984) obtienen los maximos valores del indice de Condicién para
esta especie (R. decussatus) en una poblacién del sur de Bretafia, desde mediados de
abril a mediados de junio. Laruelle et al. (1994) en dos localizaciones del oeste y sur
de Bretafa, encuentran que el indice de Condicién en la zona oeste aumenta entre
mayo y julio y después vuelve a disminuir, mientras que en la zona sur el aumento se
observa entre marzo y junio, sufre un descenso en julio y, a partir de aqui, vuelve a
aumentar hasta septiembre. Serdar y Lok, 2009, en Sufa Lagoon (Turkia) encuentran

que, durante el desarrollo gametogénico, el rendimiento de la carne alcanza los

55



DISCUSION

maximos valores y disminuye cuando las almejas estan en el periodo de desove. El
valor mas alto del indice de Condicion lo obtienen en abril y el mas bajo en octubre.
Chryssanthakopoulou y Kaspiris, 2005, estudian dos poblaciones situadas al norte
(estuario de Evinos) y sur (laguna de Araxos) del golfo de Patraikos (Grecia) y
obtienen valores medios del ICS de 9,8 para la poblacion del sur, con valores maximos
entre febrero y mayo, se produce un descenso en junio (que indicaria el inicio del
desove) y observan un repunte en agosto, probablemente debido al redesarrollo de las
gonadas; en la poblacion del norte el valor medio es de 4,4 y observan los valores
minimos en noviembre y diciembre y maximo en agosto. La evolucién del indice que
obtienen es similar a lo obtenido en este trabajo, aunque en las Lagunas de Baldaio el

valor medio esta en 7,93.

El ciclo gametogénico de esta almeja muestra dos fases distintivas: una fase de
reposo o recuperacion en octubre-diciembre y otra fase de actividad gametogénica
que incluye la madurez y el desove en el verano. La mayoria de las almejas
pertenecientes a la familia Veneridae suelen desovar en el verano, aunque se
encuentran variaciones inter e intraespecificas (Shafee y Daoudi, 1991). Partridge
(1977) observa, por la literatura disponible, que en R. decussatus la duracién del ciclo
gametogénico y, en particular, la duracion del periodo de desove, esta directamente
influenciado por la latitud geografica debido a la temperatura de la zona. Laruelle et al.
(1994) revisaron datos de patrones reproductivos de almeja fina a lo largo de su rango
de distribucion geografica y concluyen que la temperatura tiene un efecto positivo en la
gametogénesis y que puede afectar directamente en la tasa metabdlica del animal, o
indirectamente en la disponibilidad del alimento, ya que la maxima tasa de incremento
en peso ocurre durante la primavera, cuando ambos factores, temperatura del mar y

alimento se incrementan rapidamente.

Del mismo modo encontramos que la temperatura y la clorofila a estan intimamente
relacionadas (0,851; P<0,01) y el indice de Condicidon gonadal estd también
relacionado con la temperatura (0,585; P<0,05) y la clorofila a (0,541; P<0,05). El ciclo
gametogénico de la almeja fina en las Lagunas de Baldaio se parece mucho al ciclo
descrito por otros investigadores para la misma especie en Galicia (Figueras, 1957;
Pérez-Camacho, 1980; Rodriguez S. et al., 1993 y Rodriguez-Moscoso, 2000). En
todos hay un corto periodo de inactividad durante el invierno, cuando la actividad
reproductiva es minima, seguido por un rapido desarrollo y proliferacion de la gonada,
acompanado de un incremento en el peso de los tejidos (especialmente la génada-

masa visceral) durante la primavera. También coincide con los resultados encontrados
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para esta especie en la costa atlantica francesa (regién de Bretana) de Benninger y
Lucas (1984), que no observan ovocitos en la génada de las hembras después de
mediados de septiembre, y el comienzo del desarrollo gametogénico se produce a
principios de abril, aunque en este trabajo se observan ya en el muestreo de marzo.

En Grecia, Chryssanthakopoulou y Kaspiris, (2005) comparan el ciclo reproductivo de
R. decussatus en dos zonas situadas al norte (estuario de Evinos) y al sur (laguna de
Araxos), del Golfo de Patraikos: en esta ultima, el periodo de reposo va desde
noviembre a enero, a partir de febrero empieza la actividad gonadal y en abril se
pueden ver las primeras almejas maduras, el desove abarca desde junio hasta
octubre, aunque la mayoria de las almejas completan el desove a partir de agosto. En
el estuario de Evinos, las almejas entran en reposo en noviembre y se observan los
primeros individuos iniciando la gametogénesis en enero; la madurez abarca desde
mayo hasta junio y a partir de este mes, se observan los desoves que terminarian en

octubre.

En Turkia, Serdar et al. (2010), comparan el ciclo gonadal de R. decussatus en dos
poblaciones situadas dentro y fuera de la Laguna de Cakalburnu, observaron que el
estado de reposo se encontré sélo entre el 3-5% de las almejas entre los meses de
noviembre a enero para los dos sitios y se encontraron almejas maduras durante todo
el afo que durd el estudio, excepto en noviembre para la zona interior y diciembre
para la exterior. Dentro de la Laguna se encontraron almejas en fase de desove
durante todo el afio y fuera de la misma desde abril a enero. Ademas en enero, dentro
de la Laguna, se encontraron almejas en cinco estadios diferentes (reposo, inicio y

desarrollo gametogénico, madurez y parcialmente desovadas).

En Tunez, Smaoui-Damak et al. (2007) estudian el ciclo natural basandose sobre todo
en la medida de los ovocitos en la gonada y observan que no existe un periodo de
reposo, la gonada muestra actividad durante todo el afio, aunque ésta es baja en
periodos como enero y febrero, correspondiéndose con el inicio de la gametogénesis;
desde marzo y abril se acelera la actividad que durara hasta noviembre-diciembre. El
periodo de desove se concentra en tres épocas: la primera a principios de junio; la

segunda desde principios de julio a octubre y la ultima, en diciembre, (Hamida, 2004).
Como en Crassostrea gigas y C. virginica (Gabbott, 1975), el crecimiento gonadal en

R. decussatus se produce gracias al alimento existente en primavera y a la

disminucién del contenido de glucogeno en los tejidos. Hay un extenso periodo
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reproductivo durante el verano cuando se produce un crecimiento de la concha y la
viscera, que es simultaneo con la gametogénesis y el desove; este periodo abarcaria
hasta el final del otofio en que terminaria la recuperaciéon gonadal y comienza de
nuevo un periodo de inactividad. De acuerdo con Laruelle et al. (1994), R. decussatus
no muestra una acumulacion de ovocitos maduros hasta su emisiéon, como ocurre en
otras especies de almejas, y parece que se produce una emision regular de los

ovocitos maduros.

El indice de Condicién de las almejas esta directamente relacionado con el contenido
total de proteinas (0,920; P<0,01) y lipidos totales (0,792; P<0,01), pero no lo esta con
el contenido total de glucégeno. En términos de almacenamiento de nutrientes para
suministrar energia para la gametogénesis, el papel del glucégeno es predominante en
la mayoria de los bivalvos, aunque la acumulacién de proteinas también es importante
(Mathieu y Lubet, 1993). Rodriguez S. et al. (1993) concluyen que el glucégeno es la
principal energia de reserva para la gametogénesis en R. decussatus y R.
philippinarum en poblaciones de la Ria de Muros y Noia. Esta generalmente aceptado
que el ciclo gametogénico esta intimamente ligado a los ciclos estacionales de
almacenamiento y utilizacion de las reservas del glucdgeno en bivalvos. Varios autores
han encontrado concentraciones maximas de glucégeno en bivalvos justo antes y
durante la proliferacion de los gametos (Ansell, 1972; Ansell et al., 1980; Barber y
Blake, 1985).

Los resultados del presente estudio coinciden con estas apreciaciones, se observa
cémo el contenido en glucégeno desciende después de la fase de reposo y alcanza
los valores minimos durante el periodo de desove, recuperandose los valores una vez
que éste termina. Beninger y Lucas (1984) hacen observaciones similares ya que
encuentran concentraciones maximas de glucégeno en R. decussatus y R.
philippinarum justo antes del inicio de la gametogénesis. Nosotros observamos un
descenso en el contenido de glucégeno durante la gametogénesis en todos los tejidos
de R. decussatus que se estudiaron, principalmente en la génada-masa visceral en la
cual el glucdégeno esta negativamente relacionado con el indice de Condicién gonadal
(-0,574; P<0,05). En la Ria de Pasaje (A Corufia), Gonzalez (1975) encuentra que el
porcentaje de glucégeno en peso seco alcanza valores maximos del 21% en otofio y
minimos del 6,3% en primavera. Estos porcentajes se asemejan a los obtenidos en
este estudio, con el valor maximo de 22,75% en octubre y minimos en junio de 8,57%
y en agosto, de 6,99%. La gonada-masa visceral es la parte (de las seis en que se

diseccionan las almejas) que mas cantidad de glucégeno presenta a lo largo del afio,
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eso también coincide con lo obtenido por Rodriguez-Moscoso et al., en 1993. Estos
resultados nos permiten concluir que la estrategia reproductiva de la almeja fina en
Galicia puede ser descrita como una estrategia conservativa, porque el
almacenamiento de glucégeno tiene lugar antes de la gametogénesis, y los cambios
estacionales en el contenido de glucdégeno estan relacionados negativamente con el

desarrollo gonadal.

En bivalvos, el desarrollo gonadal puede implicar la conversién metabdlica del
glucégeno en lipidos (Gabbott, 1975). Este es posiblemente uno de los mayores usos
del almacenamiento de glucégeno en la gébnada-masa visceral de la almeja fina. Las
principales variaciones estacionales en los componentes bioquimicos se producen en
esta parte de la almeja, el contenido en glucégeno y proteinas son los que mas varian,
mientras que el contenido en lipidos permanece bajo durante todo el afio, por lo que
no esta claro que existan cambios estacionales. Giese et al. (1967) encuentran que en
la almeja Tivela stultorum, la gonada acumula reservas nutricionales para la
gametogénesis, independientemente de otras partes del cuerpo. En pectinidos, la
energia para la maduracion de los gametos procede de reservas de glucégeno y
proteinas almacenadas en el musculo aductor debido a la ausencia de tejidos
especificos de reserva, pero en venéridos existen células intragonadales de
almacenamiento que contienen gotas lipidicas y glucégeno (Mathieu y Lubet, 1993).
Kraeuter y Castagna (2001) encuentran que la cantidad de energia necesaria para la
actividad gametogénica en Mercenaria mercenaria, depende mas de la disponibilidad
de comida que de los nutrientes almacenados en diferentes partes del animal, tales

como el pie y el musculo aductor.

Los lipidos se mantienen entre valores de 4-6% a lo largo del afio, pero en julio y
agosto sufren un ascenso importante, llegando a maximos de 6,88% a principios de
agosto, después del desove la concentracién vuelve a caer hasta minimos de 4,48% a
primeros de octubre el primer afo de muestreo y de 4,83% en diciembre del segundo
afio. Serdar y Lok (2009). obtienen los minimos valores en junio (4,9%) y maximos en
abril (7,1%). En la gonada-masa visceral, seguido de las branquias son las partes
donde se encuentran las mayores concentraciones de lipidos, siendo en la génada-
masa visceral donde se producen las mayores movilizaciones de este componente a lo
largo del afio. También Rodriguez-Moscoso, 2000 encuentra que durante el ciclo
gametogénico, la mayor concentracion de lipidos totales ocurre en las branquias y la
masa visceral y es en ésta donde se produce el maximo recambio de este

componente.
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Las variaciones en la composicion de acidos grasos para los lipidos neutros y polares
puede tener un origen endégeno (ciclo gametogénico) o exégeno (temperatura, dieta,
etc.). En las experiencias realizadas en esta tesis, encontramos una relacién entre las
variaciones en los acidos grasos totales en los lipidos neutros y polares de la génada-
masa visceral y el ciclo gametogénico, especialmente cuando se analizan los datos
expresados por mg de tejido analizado. El incremento, tanto en lipidos neutros como
en polares en el periodo de maxima madurez, y la disminucién durante el desove,
indica esta relacion. Los acidos grasos poliinsaturados especialmente en los lipidos
polares, siguen un ciclo estacional relacionado con el ciclo reproductivo, los contenidos
maximos corresponden con los ovocitos maduros y los contenidos minimos con el
periodo después del desove. Los acidos grasos saturados totales y poliinsaturados de
los lipidos polares estan estrechamente correlacionados con el indice de Condicién
gonadal (0,820 y 0,800, respectivamente, P<0,01). Las variaciones en los lipidos
neutros parecen estar relacionadas con la disponibilidad de alimento, especialmente
en los meses de octubre-noviembre, donde la recuperacién de los niveles de lipidos
neutros se observd asociada a un incremento en la concentracién de clorofila a en el
agua de mar. De hecho, las variaciones estacionales en el total de acidos grasos
saturados en los lipidos neutros, estan positivamente relacionadas con las

concentraciones de clorofila a (0,562; P<0,05).

Los 4&cidos grasos diendicos 22:2 no-metilen-interrumpidos (NMID) estan
aparentemente omnipresentes en los componentes lipidicos de los moluscos pero las
cantidades varian bastante de unas especies a otras (Paradis y Ackman, 1975;
Zhukova, 1986; Abad et al., 1995 y Pazos et al., 1996, 2003). Aunque su funcion
especifica en bivalvos no es claramente conocida, el predominio en los lipidos polares
sugiere que pueden jugar un papel estructural en el mantenimiento de la fluidez en las
membranas. Whyte (1988) encuentra que para C. gigas el incremento en 22:2j
coincidia con bajos niveles de 20:5(n-3) y Klingensmith (1982) encontrd una relacion
inversa entre los acidos grasos poliinsaturados n-3, especialmente 20:5(n-3) y 22:6(n-
3) y los niveles de &cidos grasos (NMID) en almejas. Similarmente nosotros
encontramos que el 22:2i y el 22:2j en los lipidos polares estan correlacionados
negativamente con 20:5(n-3) (-0,795 y -0,823, respectivamente, P<0,01) y el 22:2j esté
también relacionado negativamente con 22:6(n-3) (-0,638; P<0,05). Asi, es posible que
cuando hay una deficiencia de acidos grasos poliinsaturados en la dieta, los acidos
grasos NMID pueden ser incorporados a los lipidos por la dieta o biosintetizados por
los moluscos, NMID es el unico acido graso poliinsaturado sintetizado por moluscos

marinos.
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La predominancia del acido palmitico y acidos grasos poliinsaturados 20:5(n-3) y
22:6(n-3) en R. decussatus es caracteristica de especies marinas (Beninger vy
Stephan, 1985; Besnard et al., 1989) y estd ampliamente aceptado que esto es una
adaptacion a las temperaturas relativamente bajas del medio ambiente marino. El alto
porcentaje de acidos grasos poliinsaturados en los lipidos neutros durante los meses
de octubre-diciembre puede ser explicado por la abundancia de fitoplancton, que se
corresponde con un incremento en la concentracion de clorofila a y también porque los
porcentajes de acidos grasos poliinsaurados disminuyen de forma paralela con las
concentraciones de clorofila a. Beninger y Stephan (1985) concluyen también que los
cambios en la composicion de los acidos grasos parecen estar mas intimamente
relacionados con la dieta que con respuestas internas a la temperatura

medioambiental.
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4.- ACONDICIONAMIENTO EN CRIADERO: EFECTO DE
LA TEMPERATURA

4.1.- INTRODUCCION

El objetivo de acondicionar reproductores es maximizar la fecundidad de los mismos
manteniendo la calidad y viabilidad larvaria (Utting y Millican, 1997). Gallager y Mann
(1986) observan que el crecimiento y supervivencia de las larvas de Mercenaria
mercenaria y Crassostrea gigas esta directamente asociada con el inicio y la duracién
del acondicionamiento y muestra la importancia de la época de inicio del

acondicionamiento en la supervivencia de los reproductores durante el mismo.

La temperatura se considera como el primer factor medioambiental que regula la
reproduccién en bivalvos (Sastry, 1968). El periodo de crecimiento gonadal y la
gametogénesis en varias especies de bivalvos han sido relacionados con cambios en
la temperatura del agua y en algunos casos, parecen ocurrir con disminuciones de las

temperaturas en otofio o con incrementos en primavera y verano (Sastry, 1979).

La temperatura del agua influye también en la tasa de ingestion de las microalgas
presentes. Heasman et al., 1996, estudiaron la tasa de ingestion en el
acondicionamiento de Pecten fumatus, bajo diferentes temperaturas (11°; 14°; 18° y
21°C) y obtienen que las especies Paulova lutheri, Tahitian Isochrysis aff. galbana,
Chroomonas salina 'y Chaetoceros gracilis, son ingeridas en tasas similares a 14°; 18°
y 21°C pero lo hacen mas lentamente a 11°C. Las especies P. lutheri y T-ISO, fueron
las que se consumieron mas rapidamente, seguidas de C. salina, Tetraselmis. suecica
y C. gracilis, respectivamente. El niumero de células consumidas después de cuatro
horas fue mas alto a 14° y 18°C excepto para T. suecica, donde su consumo no

presento diferencias significativas con la temperatura.

Los procedimientos para acondicionar reproductores en el criadero incluyen someter a
los animales a un cambio brusco de temperatura con el objetivo de acelerar el
desarrollo gonadal (Loosanoff y Davis, 1950; Sastry, 1966; Mann, 1979). Sin embargo,
los cambios bruscos en la temperatura pueden provocar estrés y variaciones en los
ciclos de almacenamiento y utilizacién de las reservas energéticas, ademas de

producir mortalidades en los individuos y la produccidon de gametos de inferior calidad.
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La gametogénesis esta directamente relacionada con la temperatura a la que estan
expuestos los reproductores y al tiempo de esta exposicion. Mann, 1979 estudié el
desarrollo gonadal de Ruditapes philippinarum con diferentes temperaturas y observé
que el desarrollo es lento a 12°C, se encontraron machos maduros a las 19 semanas
pero no se observo desove. Individuos maduros de ambos sexos se encontraron a las
15 semanas y a una temperatura de 15°C; la fase de puesta fue evidente a partir de
las 13 semanas con una temperatura de 18°C y a partir de las 11 semanas si la

temperatura es de 21°C.

Las diferencias en la velocidad del desarrollo gonadal estan relacionadas con el origen
geografico, el aumento de temperatura y el tiempo de exposicién. Chavez-Villalba et
al. (2002), estudian el efecto de diferentes temperaturas sobre el desarrollo de los
ovocitos en C. gigas y encuentran que los primeros ovocitos maduros se detectan
después de 27 dias cuando los reproductores estan a 16°C; 23 dias a 19°C; 19 dias a
22°C y 22 dias a 25°C.

Es posible inducir la gametogénesis en algunas especies de vieiras fuera de su época
normal de reproduccidn, sometiéndolas a un régimen apropiado de temperaturas.
Saout et al. (1999), estudian la influencia de factores medioambientales sobre la
reproduccién en Pecten maximus simulando en el criadero condiciones de primavera y
de invierno y observan que las condiciones de primavera favorecen el crecimiento
gonadal, mientras que las condiciones de invierno favorecen el crecimiento somatico

en la glandula digestiva y el musculo aductor.

No siempre el acondicionamiento implica someter a los reproductores a una subida de
temperatura, Gloria Martinez y Hernan Pérez (2003) ensayan diferentes regimenes de
temperatura en el acondicionamiento de reproductores de Argopecten purpuratus,
temperatura constante a 15°C, subida gradual de la temperatura desde 15°C a 19°C,
temperatura constante a 19°C y descenso gradual de la temperatura de 19°C a 15°C.
Obtienen que los reproductores mantenidos a altas temperaturas (19°C) durante todo
el proceso de acondicionamiento, no producen mayor porcentaje de desoves ni se
obtienen mas gametos, y los ovocitos liberados fueron mas pequefios que los de

aquellos reproductores que se mantuvieron a bajas temperaturas (15°C).
Da Costa et al., 2005, acondicionaron reproductores de navaja (Ensis arcuatus)

sometiendo los reproductores a dos regimenes de temperatura, un lote a 15°C y otro

lote con subida gradual de 15° a 20°C. Los reproductores estaban en fase de inicio y
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desarrollo gametogénico, con un indice de Condicién gonadal de 0,026. A los dos
meses del inicio, los reproductores del agua fria, estaban la mayoria en fase de
madurez y puesta con un indice gonadal de 0,18, mientras que los de subida gradual
de temperatura aun estaban la mayoria en desarrollo gametogénico, con un valor del

indice gonadal de 0,14.

Helm, Bourne y Lovatelli (2006) observan que el acondicionamiento puede ser un
proceso en dos partes, al principio del ciclo, en climas templados de agua fria, cuando
los adultos en la naturaleza estan preparados para desarrollar los gametos, es
beneficioso proporcionarles abundante alimento a una temperatura intermedia entre la
ambiente y la necesaria para el acondicionamiento. El objetivo es estimular los niveles
de reservas alimenticias en los adultos, que mas adelante se movilizaran durante el
desarrollo de los gametos. Esto es mas importante para las hembras que para los
machos, porque el desarrollo y maduracion de los évulos requiere mucha mas energia.
Tras 4 6 6 semanas de recibir una raciéon rica y un régimen de temperaturas
moderadas, se incrementa gradualmente la temperatura (1 a 2°C por dia) y se reduce

algo la racion alimenticia (de 4-6% a 2-3% por dia).

El tiempo necesario para el desarrollo de ovocitos maduros depende del origen del
animal, del estado de maduraciéon gonadal en el momento en que los reproductores
son recogidos del medio natural y especialmente de la época del afo (Robinson, 1992;
Chavez-Villalba et al., 2002 y Matias, D. et al., 2009). Es necesario el conocimiento de
los efectos de la temperatura sobre la gametogénesis en especies de importancia
comercial para mejorar los procesos de acondicionamiento en los criaderos. El
incremento de temperatura acelera el desarrollo gonadal en especies como R.

philippinarum (Delgado y Camacho, 2007).

Muchos bivalvos que proceden de climas de aguas templadas y frias, requieren un
periodo de acondicionamiento de entre 4 y 8 semanas para alcanzar la madurez
suficiente para desovar a finales del invierno y a principios de la primavera. Conforme
avanza la época de reproduccion natural, el periodo necesario se ira acortando

progresivamente.

El proceso de acondicionamiento tal como se realiza habitualmente, supone una
brusca modificacion de la temperatura con el objetivo de promover y acelerar el
desarrollo gametogénico, siguiendo un principio de légica metabdlica no es dificil

considerar que pueda estar ocurriendo una alteracién importante en los ciclos de
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almacenamiento y movilizacion de reservas que conduzcan a la produccion de
gametos de menor calidad. Por otra parte existen estudios que muestran que estos
organismos disponen de juegos de enzimas con constantes cinéticas adaptadas a la
temperatura estacional. Quiere ello decir que un cambio repentino de temperatura sera
inevitablemente un factor de estrés, ya que sus sistemas enzimaticos tardaran mas de
un mes en adaptarse a la nueva situacion. Por estas razones debera estudiarse con
detalle el régimen adecuado de temperaturas que permitan acelerar el desarrollo

sexual y respeten la légica metabdlica de estos organismos.

El objetivo de este estudio es determinar qué régimen de temperatura experimentado
(temperatura alta y constante a 20°C o un aumento gradual desde la temperatura que
hay en el medio natural, cuando se recogen los reproductores hasta una temperatura
de acondicionamiento a 20°C), es el mas apropiado en el acondicionamiento de
reproductores de almeja fina en diferentes periodos del afio para optimizar el proceso
y conseguir mejores larvas, con unos costes de produccion menores. Estos costes se
basarian principalmente en el tiempo de duracién del acondicionamiento necesario
para la obtencion de gametos, a mas tiempo mas gasto en el calentamiento del agua,
en la producciéon de las microalgas necesarias para alimentarlos y el mantenimiento

general del criadero.
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4.2.- MATERIAL Y METODOS

4.2.1.- Condiciones experimentales

Se recogen individuos de almeja fina de talla comercial del medio natural, de la misma
zona donde previamente se hizo el seguimiento del ciclo gametogénico: Lagunas de
Baldaio, A Corufa. Se realizan tres experiencias de acondicionamiento en tres épocas
diferentes del afio:

e 1° acondicionamiento de “otofio”, empieza en octubre, la mayoria de
las almejas estan en reposo gonadal.

e 2° acondicionamiento de “invierno”, empieza en febrero, la mayoria de

las almejas estan iniciando la gametogénesis.

e 3% acondicionamiento de “primavera”, empieza en abril, la mayoria de

las almejas estan en fase avanzada de la gametogénesis y madurez.

Las almejas se acondicionan en
tanques de 150 litros a una
densidad de 100 almejas por
tanque. El agua se renueva
continuamente a razén de 50
litros por hora. Las almejas
fueron alimentadas con una
dieta mixta de microalgas
(Isochrysis sp., Paulova lutheri,

Skeletonema costatum,

Chaetoceros  calcitrans y Fig. 4.1. Ta”q‘;gzrgz 5;2’;;’£Ci°”am’e”t° de

Tetraselmis suecica).

La cantidad de alimento suministrado diariamente se establecié en peso seco de
microalgas como el 4% del peso seco de la vianda de los reproductores, consiguiendo
este peso con un aporte proporcional de cada una de las especies, contribuyendo al
mismo todas por igual. Se decidié suministrar esta raciéon de alimento porque segun

Helm, Bourne y Lovatelli, 20086, la racion alimenticia necesaria para los reproductores
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normalmente oscila entre el 2% y el 4%, y las raciones que sobrepasan el 6% no

suponen un éxito en el acondicionamiento.

Cada experiencia se realizo por triplicado (Fig. 4.1) y los reproductores se estabularon
en el criadero bajo dos regimenes de control de temperatura: uno de ellos con
gradiente, subiendo la temperatura de manera progresiva a razén de 0,1°C por dia
aproximadamente desde la temperatura ambiente hasta los 20°C y el otro régimen con

temperatura constante a 20°C desde que empieza el acondicionamiento.

4.2.2.- Muestreos durante el acondicionamiento

Antes de empezar cada acondicionamiento, de los reproductores que se recolectan del
medio natural, primeramente se separa una muestra de 30 individuos para determinar
las condiciones iniciales de partida. Con esta muestra se obtienen los datos
biométricos, se calculan los indices de Condicién y se diseccionan las almejas para
separar la génada-masa visceral del resto de la viscera. Con la génada se hace el
estudio histolégico para definir la fase del ciclo gonadal y las analiticas bioquimicas
para determinar su composicion en proteinas, carbohidratos y lipidos. Este estudio se
hace siguiendo los mismos pasos descritos en Material y métodos en el capitulo 3 del

Ciclo Reproductor en el Medio Natural.

Después se estabulan las almejas en tanques donde se llevara a cabo el
acondicionamiento. A lo largo del proceso, y con una periodicidad mensual, se recoge
una muestra de 30 individuos de cada tanque para realizar el seguimiento y se llevan a
cabo los mismos estudios y analisis que al inicio de la experiencia. La duracién del
acondicionamiento se determina por la madurez gonadal y la experiencia se da por

terminada cuando se produce el desove de los tanques.

4.2.3.- Obtencion de desoves

Cuando finaliza el acondicionamiento y las
almejas estan maduras, los desoves se
producen de forma espontanea o inducida
(Fig. 4.2). Los tanques donde se realizan las

pruebas de acondicionamiento estan en

circuito abierto, la salida del agua se recoge

Fig. 4.2. Reproductor de almeja fina desovando.
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en dos tamices superpuestos, el superior de 120 micras, donde se recogen los
desechos producidos por las propias almejas y el inferior de 45 micras, donde
quedarian retenidos los huevos o larvas, en caso de un desove espontaneo de los
reproductores. Si después de determinar histolégicamente que las almejas estan
maduras no se produce un desove espontaneo, se realiza la induccién a la puesta

para provocar el desove.

La técnica de la induccion a la
puesta consiste en colocar los
reproductores en una bandeja
circular de 5 cm de altura y 60
cm de diametro (Fig. 4.3). Las
almejas se colocan sobre un
fondo negro que nos facilita la

observacion de la emision de

gametos de color blanco. Fig. 4.3. Induccién a la puesta.

Se somete a las almejas a cambios bruscos de temperatura a intervalos de media hora
cada uno. Se empieza con agua fria (10°C) y después agua caliente (28°C). Cuando la
temperatura baja a 22-24°C, se afiaden microalgas para estimular el desove. Si
pasado un tiempo (1-2 horas) no se produce la emisién de gametos, se repiten los

ciclos de agua fria y caliente.

4.2.4 .- indices de Condicién

Se calculan los mismos Indices de Condicién que se usaron en el capitulo del Ciclo

Reproductivo en el Medio Natural.
ICF= relaciona el peso fresco de la carne con el peso fresco total.

ICS= relaciona el peso seco de la carne con el peso seco de la concha.

ICG= relaciona el peso seco de la gonada con el peso seco de la carne.

4.2.5.- Métodos estadisticos

El analisis estadistico de los resultados se realizé utilizando el paquete estadistico

SPSS® para Windows, versién 15.0. El indice de Condicién somatico fresco en los
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acondicionamientos, con dos regimenes de temperatura en las distintas épocas del
afio, se han comparado mediante un test de analisis de varianza (ANOVA). Se utilizé
el test de Kolmogorov-Smirnov para el estudio de la normalidad de los datos vy, para
comprobar la homogeneidad de varianzas, se realizé un test de Barlett. Los indices de
Condicidon somatico y gonadal seco se han comparado mediante el test no paramétrico

U de Mann-Whitney debido al tamafio muestral.
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4.3.- RESULTADOS

4.3.1.- Acondicionamiento de otono

El primer acondicionamiento comienza el 25 de octubre cuando la temperatura del
agua de mar estaba en 16,3°C, se realiza un control inicial al dia siguiente de su
llegada al criadero y dos controles durante el acondicionamiento, uno el 30 de

noviembre y otro el 8 de enero.

En la tabla IV.1, se muestra la fecha y la temperatura de los tanques al inicio y durante
los controles del acondicionamiento, asi como la temperatura que hay en esos
momentos en el medio natural (MN) donde se recogen los reproductores. Se muestra
también la fecha en que se producen los desoves, que es la que se considera como
final de la experiencia.

La mortalidad de los reproductores al final del acondicionamiento fue del 5% y 6%,
respectivamente para los tanques con subida gradual y con temperatura constante.
Desde el inicio del acondicionamiento hasta el primer desove pasaron 100 dias. Se
obtuvieron 8.765.000 huevos de las almejas sometidas a subida gradual de la

temperatura y 6.520.000 de las que estuvieron a temperatura constante.

Tabla IV.1. Datos de los muestreos y temperatura del agua durante el acondicionamiento. Temperatura
del agua en el medio natural (MN), al inicio del acondicionamiento y en el primer (1 er C) y segundo control
(2° C).

Temperatura (°C) Fecha de los controles Fecha desoves

MN Inicio 1¥C 2°C Inicio  1°'C 2°C

Gradiente 16,3 15 18 20 30-nov  08-ene 5/6/8-feb
26-oct
Constante 16,3 20 20 20 01-dic  11-ene 5/12-feb

4.3.1.1.- Datos biométricos

La tabla 1V.2 muestra la media y desviacion de los datos biométricos (largo, peso
fresco total, peso fresco y seco de la concha, peso fresco y seco de la viscera y peso
fresco y seco de la gonada) de los reproductores, tanto al inicio como en los dos

controles posteriores bajo los dos regimenes de temperatura estudiados.
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Todas las almejas utilizadas en el acondicionamiento tienen una talla media superior a

40 mm que es la talla minima comercial.

Para realizar este acondicionamiento se procesaron 389 almejas, la sex-ratio entre
machos y hembras fue de 1:1, sin contar los indeterminados. Al inicio del
acondicionamiento el porcentaje de indeterminados era del 59%, este porcentaje fue
bajando en los dos controles siguientes: en el primer control los reproductores
presentaron un porcentaje medio de indeterminados del 19% y 18% para los tanques
con subida gradual de la temperatura y con temperatura constante, respectivamente.
En el segundo control este porcentaje fue del 8% en los tanques con subida gradual

de la temperatura y del 4% en los tanques con temperatura constante.

La talla media de las almejas es de 43 mm y el peso fresco total de 18,24 g. El peso
fresco medio de la génada al inicio del acondicionamiento era de 0,81 g y al final (dos
meses y medio después), fue de 1,69 g para las almejas sometidas a subida gradual

de la temperatura y de 1,64 g para las que estan a temperatura constante.

Tabla IV.2. Datos biométricos de los reproductores al inicio y sucesivos controles (1°" C y 2° C) durante el
acondicionamiento. PFT (peso fresco total); PFC y PSC (peso fresco y seco de la concha); PFV y PSV
(peso fresco y seco de la viscera); PFG y PSG (peso fresco y seco de la génada-masa visceral). RT?
(régimen de temperatura); GR (subida gradual de la temperatura) y CT (temperatura constante). M=media
y D=desviacion.

LARGO PFT PFC PFV PFG PSC PSV PSG
(mm) @) @) () (@) (@) (9 (9

RT2 M D M D M D M D M D M D M D M D
Inicio 43,2 297 17,6 3,37 9,69 1,83 3,68 0,82 0,81 0,24 9,20 1,70 0,66 0,21

- GR 43,5 3,05 19,1 4,51 10,7 2,74 5,09 1,12 1,42 0,38 10,1 2,60 1,01 0,06 0,37 0,03
17 C
CT 43,7 3,34 19,2 4,79 10,7 2,73 4,96 1,30 1,36 0,38 10,2 2,60 1,03 0,07 0,37 0,03

GR 42,6 2,65 17,9 3,44 10,1 1,99 5,29 1,08 1,69 0,41 9,60 1,90 1,07 0,05 0,45 0,02
2°C
CT 421 2,81 17,4 3,72 99 2,23 5,05 1,00 1,64 0,46 9,80 1,70 1,03 0,06 0,43 0,01

4.3.1.2.- indices de Condicion

La figura 4.4 representa la evolucién de los indices de Condicién frescos y secos

durante el acondicionamiento.
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Durante este acondicionamiento, los desoves no se producen hasta después de haber
realizado el segundo control. En general los indices de Condicién aumentan durante el
acondicionamiento y este aumento se observa en los dos muestreos realizados; éste
es algo mayor en las almejas que estan sometidas a subida gradual de la temperatura
que en las que estan a temperatura constante, aunque las diferencias entre los dos
regimenes de temperatura no son significativas segun los analisis estadisticos
realizados a un nivel del 95% de confianza. De los tres indices el que mas aumenta,

en proporcioén a su valor inicial, es el ICS.

Los valores del indice de Condicién fresco (ICF) aumentan desde 20,89 al inicio del
acondicionamiento, hasta 29,6 al final del mismo en los reproductores con gradiente
de temperatura, lo que supone un incremento del 41,69%. El incremento en los
reproductores con temperatura constante fue del 38,87%. El porcentaje de subida en
el primer mes, de finales de octubre a finales de noviembre, es el doble que en el

segundo.

El indice de Condicién seco (ICS) aumenta en un 66,81% para los reproductores con
gradiente, desde 6,84 al inicio hasta 11,41 al final del acondicionamiento y un 60,38%

para los de temperatura constante, donde el valor alcanzado es de 10,97.

Por lo que respecta al indice de Condicién gonadal (ICG) los valores que se obtienen
van desde 31,75 al inicio hasta valores de 42,5 y 41,67, en los tanques con gradiente
de temperatura y con temperatura constante, respectivamente. Esta subida representa
un 33,86% con subida gradual de la temperatura y un 31,24% con temperatura

constante.
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Fig. 4.4. Evolucién de los indices de Condicién de las almejas durante el
acondicionamiento en el criadero al inicio del mismo y en los dos controles posteriores.
ICF e ICS (Indices de Condicién Fresco y Seco). ICG (Indice de Condicién Gonadal).
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4.3.1.3.- Ciclo gametogénico

El porcentaje de distribucion de los diferentes estadios gonadales observados durante
la experiencia de acondicionamiento se representa en la figura 4.5, tanto para los

tanques con aumento gradual de la temperatura como los de temperatura constante.

Al inicio del acondicionamiento, mas del 50% de las almejas estan en fase de reposo
(EOQ), un 34% tienen todavia gametos residuales que quedan en la génada después de
los desoves y solo un 10% estan iniciando la gametogénesis. Un mes mas tarde, se
observa que algunas almejas estan ya maduras (E3), las que tienen un régimen de
temperatura constante van mas adelantadas que las de gradiente de temperatura con
un 35% y 22,3%, respectivamente. Estas Ultimas tienen todavia un 5% de individuos

en fase de reposo.

En el segundo control la mayoria de las almejas estan ya en fase de madurez y
puesta, estan mas adelantadas las almejas con temperatura constante, donde se

observa que en el 4% de los individuos se pueden ver foliculos en fase de postpuesta.

100% -
80% -
60% | [
40% -
20%
0%
Inicio Gradiente Constante Gradiente Constante
Primer control Segundo control
OEQ BE1 OE2 BE3 OE4 DOE5

Fig. 4.5. Estadios gonadales al inicio y durante el acondicionamiento bajo las condiciones de
temperatura constante o aumento gradual. EO, reposo; E1, inicio de la gametogénesis; E2,
desarrollo gametogénico; E3, madurez; E4, puesta y E5, postpuesta.
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4.3.1.4.- Composicion bioquimica mayoritaria

La tabla V.3 muestra los contenidos de carbohidratos, proteinas y lipidos (expresado
en mg por mg de tejido seco) obtenidos en la gébnada-masa visceral. Se analizaron por
separado las gonadas de los machos, hembras e individuos de sexo indeterminado
(cuando no es posible determinar el sexo por observacion al microscopio éptico de un
frotis gonadal). Al inicio del acondicionamiento sélo se separaron machos e individuos
con sexo indeterminado, en el primer control se separaron los tres grupos y en el

control final, s6lo machos y hembras.

El componente mayoritario son las proteinas cuyos valores estan entre 107,01 y
185,04 mg por gdénada-masa visceral. Los valores de los carbohidratos estan entre
83,45 y 128,55 mg. Los lipidos son los componentes minoritarios y sus valores oscilan
entre 23,68 y 77,07 mg por gonada. En general, y sin tener en cuenta los
indeterminados, los machos tienen valores inferiores a las hembras para los tres
componentes principales, aunque las mayores diferencias entre sexos se presentan en
el contenido en lipidos, le siguen los carbohidratos y por ultimo las proteinas. Las
diferencias encontradas entre los dos sexos y bajo los dos regimenes de temperatura,

no son estadisticamente significativas al 95% de confianza.

Tabla IV.3. Composicién bioquimica de la gonada-masa visceral de Ruditapes decussatus durante el
acondicionamiento, al inicio y en los sucesivos controles (1*C y 2°C) y con dos regimenes de
temperatura: subida gradual “gradiente” y temperatura “constante”. El sexo se expresa como: MA=
macho, HE= hembra, IN= indeterminado.

Carbohidratos Proteinas Lipidos

Gradiente Constante Gradiente Constante Gradiente Constante

Sexo M D M D M D M D M D M D

MA 8345 8,67 8345 8,67 130,69 1,86 130,69 1,86 23,68 0,61 23,68 0,61
Inicio
IN 109,01 8,67 109,01 8,67 18504 0,22 185,04 0,22 34,36 1,43 34,36 1,43

MA 99,16 6,94 91,93 536 140,13 1,97 138,17 9,77 54,21 4,25 46,77 524
1C HE 128,55 15,26 99,98 8,87 178,41 7,70 143,96 5,70 77,07 9,97 50,01 5,68

IN 86,08 13,13 105,49 9,13 107,01 3,13 14548 6,31 43,36 2,51 4547 6,14

MA 91,98 8,62 100,72 2,32 166,41 8,85 160,64 8,83 5546 9,89 5547 7,04
2°C
HE 100,25 4,10 93,27 4,74 148,84 17,20 150,02 12,33 58,09 1,82 62,27 9,81

En la figura 4.6 se representan las variaciones en la composiciéon bioquimica durante

el acondicionamiento, sin diferenciar por sexos y expresadas en porcentaje.
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Fig. 4.6. Evolucion en la composicién bioquimica de la gbnada-masa visceral, para los
tres componentes mayoritarios durante el acondicionamiento bajo dos regimenes de
temperatura diferentes, con subida gradual y con temperatura constante.
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Los carbohidratos disminuyen durante el acondicionamiento, esta disminucién es del
orden del 10-11%. El valor inicial del 25,92% pasa al 23,1% y 23,38% en las almejas

con gradiente de temperatura y con temperatura constante, respectivamente.

La evolucién de las proteinas es igual que la de los carbohidratos disminuyendo al final
del acondicionamiento, desde el 42,26% inicial al 37,72% en las almejas con subida

gradual de la temperatura 'y 37,45% en las almejas con temperatura constante.

En los lipidos hay un fuerte incremento desde el inicio al final del acondicionamiento,
practicamente se duplica su valor desde el 7,7% inicial hasta el 13,64% para las
almejas acondicionadas con subida gradual de la temperatura y el 14,26% para las de

temperatura constante.
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4.3.2.- Acondicionamiento de invierno

En el segundo acondicionamiento, los reproductores se llevan al criadero el 2 de
febrero cuando la temperatura del agua en el mar es de 12,8°C, se realiza el control
inicial y comienza el proceso de acondicionamiento. Se llevan a cabo otros dos
controles a lo largo del acondicionamiento, el primero el 5 de marzo y el segundo el 4
de abril. Se consiguen los desoves entre el 15 y el 27 de marzo, por lo que cuando se
hace el segundo control las almejas ya habian desovado. La duracién del
acondicionamiento es de 40 dias para las almejas que desovan el 15 de marzo y de 52
dias para las que desovan el dia 27. Se obtuvieron 13.385.000 huevos de las almejas
sometidas a una subida gradual de la temperatura y 33.694.000 de las que estuvieron

a temperatura constante.

En la siguiente tabla (Tabla IV.4) se exponen las fechas de muestreo y la temperatura
de los tanques al inicio y durante los controles del acondicionamiento que, al igual que
en el acondicionamiento de otofo, tres tanques se someten a un aumento gradual de
la temperatura y los otros tres, se mantienen a temperatura constante (20°C). También
se muestra la temperatura que habia en ese momento en el medio natural. Se afiade
ademas la fecha en que se producen los desoves, que es la que se considera como

final de la experiencia.

La mortalidad de los reproductores al final del acondicionamiento fue de 11% para los
tanques con subida gradual de la temperatura y de 19% para los tanques con

temperatura constante.

Tabla IV.4. Muestreos y temperatura del agua durante el acondicionamiento, al inicio y en los dos
controles posteriores (1°C y 2° C) y temperatura del agua del mar en el medio natural (MN) cuando se
recogen los reproductores.

Temperatura (°C) Fecha de los controles Fecha desoves
MN Inicio 1¥C 2°C Inicio 1°'C 2°C
Gradiente 12,8 14 17 20 05-mar 04-abr 27-mar
05-feb
Constante 12,8 20 20 20 08-mar 09-abr 15-mar

81



RESULTADOS

4.3.2.1.- Datos biométricos

La tabla IV.5 muestra los datos biométricos de los reproductores tanto al inicio como
en los dos controles posteriores. Al hacer la prueba por triplicado para cada condicién
de temperatura, el dato que se muestra es la media y la desviaciéon de los tres

tanques.

Todas las almejas utilizadas en el acondicionamiento tienen una talla media superior a

40 mm que es la talla minima comercial.

Para la realizacion de este acondicionamiento se procesaron 367 almejas, siendo la
sex-ratio de 1:1; sélo se encontraron individuos indeterminados al inicio del
acondicionamiento (100%), en los sucesivos controles el sexo ya se diferenciaba

perfectamente en la observacion en fresco de un frotis gonadal.

Tabla IV.5. Datos biométricos medios de los reproductores al inicio y sucesivos controles (1° C y 2° C)
durante el acondicionamiento. PFT (peso fresco total); PFC y PSC (peso fresco y seco de la concha); PFV
y PSV (peso fresco y seco de la viscera); PFG y PSG (peso fresco y seco de la gonada-masa visceral).
RT? (régimen de temperatura), GR (con subida gradual de la temperatura) y CT (con temperatura
constante). M= media y D= desviacion.

LARGO PFT PFC PFV PFG PSC PSV PSG

(mm) (9 (9) (9 (9 (9 ()] ()]

RT2 M D M D M D M D M D M D M D M D

Inicio 41,7 2,56 16,4 2,76 9,01 1,35 3,48 091 0,79 0,25 8,51 1,28 0,63 0,20

GR 42,4 2,88 16,7 3,10 9,27 1,69 4,24 097 1,29 0,38 8,78 1,61 0,81 0,00 0,32 0,01
1%C
CT 413 2,88 155 3,29 8,55 1,93 3,99 0,86 1,46 0,38 811 1,85 0,72 0,05 0,34 0,03

GR 43,3 3,46 18,0 4,18 9,76 2,13 4,78 1,42 1,87 0,64 9,25 2,05 0,99 0,18 0,44 0,06
2°C
CT 435 3,72 185 4,36 10,1 2,28 4,66 1,17 1,84 051 9,42 2,14 0,86 0,11 0,39 0,04

La talla media de las almejas es de 42,46 mm y el peso fresco total 17,05 g. El peso
fresco de la génada al inicio del acondicionamiento era de 0,79 g y al finalizar, dos
meses después, era de 1,87 g en las almejas con gradiente de temperatura y de 1,84

g en las almejas con temperatura constante.
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4.3.2.2.- indices de Condicion

La figura 4.7 representa la evolucién de los indices de Condicién frescos y secos

durante el acondicionamiento.

Los valores alcanzados al final del acondicionamiento para el ICF e ICS son mas altos
en las almejas con subida gradual de la temperatura que en las que tienen
temperatura constante, estas diferencias se producen sobre todo entre el primer y
segundo control, coincidiendo ademas con el desove de las almejas. El valor del ICG
final es el mismo en ambos regimenes de temperatura aunque en el primer control,
antes del desove, existe una gran diferencia entre las dos: 40,08 con subida gradual y
48,54 con temperatura constante; a partir de aqui, en las primeras sigue aumentando

el indice mientras que en las segundas, el valor desciende.

El indice de Condicién Fresco (ICF), aumenta desde un valor inicial de 21,23% hasta
26,46% en las almejas con subida gradual de temperatura y al 25,16% para las que
estan con temperatura constante. Las diferencias en el primer control entre ambos

regimenes no son significativas, pero en el segundo control si lo son (P= 0,02).

El indice de Condicién Seco (ICS), aumenta un 45,39% en las almejas con subida
gradual de la temperatura desde el 7,05 inicial hasta el 10,25 final y un 23,97% en las
que tienen temperatura constante, alcanzando un valor de 8,74. Estas diferencias no

son significativas al 95% de confianza.

El aumento en el valor del indice de Condiciéon Gonadal (ICG) al final del
acondicionamiento, es similar para todas las almejas acondicionadas en los dos
regimenes de temperatura, pasando del 31% inicial al 45% final. Aunque al final del
acondicionamiento practicamente se obtiene el mismo valor, en el primer control las
almejas con gradiente de temperatura aumentaron su valor hasta el 39,19% vy las de
temperatura constante llegaron a 47,54%, esta diferencia entre ambos regimenes es
significativa (P= 0,000).
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Fig. 4.7. Evolucién de los indices de Condicién de las almejas durante el
acondicionamiento, al inicio del mismo y en los dos controles posteriores.
ICF e ICS (Indices de Condicién Fresco y Seco). ICG (Indice de Condicién Gonadal).
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4.3.2.3.- Ciclo gametogénico

Cuando empieza el acondicionamiento en el mes de febrero, casi la totalidad de las
almejas estan en fase de inicio de la gametogénesis (96%), en el primer control un
mes mas tarde, las almejas que estan con subida gradual de la temperatura tienen un
35% de individuos en fase de madurez, el resto, salvo un 1,7% que esta todavia en
fase de inicio, estan en fase avanzada de desarrollo gonadal. Las almejas mantenidas
con temperatura constante estan mas adelantadas en su madurez ya que el 93% de

los individuos estan maduros.

En el segundo control que se realiza después de que las almejas hayan desovado, el
estado gonadal es practicamente el mismo, tanto en las almejas con subida gradual de
la temperatura como con temperatura constante. La mayoria de las almejas estan en
fase de desove y un porcentaje pequefio (13,7% para las almejas con gradiente de
temperatura y 11,7% para las almejas con temperatura constante), estan ya en fase de

postpuesta (Fig. 4.8).

100% -
80% -
60% -
40% -
20% -
0%
Inicio Gradiente Constante Gradiente Constante
Primer control Segundo control
NEQ BEq1 OE2 BE3 OE4 OES

Fig. 4.8. Representacion de los estadios gonadales al inicio y durante el acondicionamiento bajo
las condiciones de temperatura constante o con aumento gradual. EO, reposo; E1, inicio de la
gametogénesis; E2, desarrollo gametogénico; E3, madurez; E4, puesta y E5, postpuesta.
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4.3.2.4.- Composicion bioguimica mayoritaria

La tabla V.6 muestra los contenidos de carbohidratos, proteinas y lipidos (expresado
en mg por mg de peso seco) obtenidos en la gébnada-masa visceral. Se analizaron por
separado las gonadas de los machos, hembras e individuos de sexo indeterminado
(cuando no es posible determinar el sexo en un frotis gonadal).

Tabla 1V.6. Composicién bioquimica de la génada-masa visceral de Ruditapes decussatus durante el
acondicionamiento, tanto al inicio como en los sucesivos controles (1°'C y 2° C) y con dos regimenes de
temperatura: subida gradual de la temperatura “gradiente” y temperatura “constante”. El sexo se expresa
como: MA= macho, HE= hembra, IN= indeterminado.

Carbohidratos Proteinas Lipidos
Gradiente Constante Gradiente Constante Gradiente Constante
Sexo M D M D M D M D M D M D

Inicio  IN 40,50 4,30 40,50 4,30 74,99 324 7499 324 1228 0,84 1228 0,84

MA 40,71 2,76 2536 3,73 163,84 3,38 211,99 6,85 46,30 4,62 46,68 8,18
1°C
HE 40,87 1,07 22,05 1,89 124,73 9,78 184,94 14,73 46,46 3,78 62,83 7,86

MA 2546 297 14,03 0,23 191,46 14,89 204,93 11,40 40,13 5,33 38,73 3,75
2°C
HE 29,76 2,10 16,09 045 182,88 7,25 190,47 16,19 62,76 5,33 62,59 5,39

Al inicio del acondicionamiento, todos los individuos se clasifican como indeterminados
ya que al estar en fase de inicio de la gametogénesis, es muy dificil diferenciar el sexo.
El contenido en carbohidratos al inicio esta en 40,5 mg vy al finalizar, el contenido en
las hembras es de 29,76 mg y 25,46 mg en los machos para las almejas con gradiente
de temperatura. Los valores en las almejas con temperatura constante son de 16,09

mg en las hembras y 14,03 mg en los machos.

Las proteinas son el componente mayoritario subiendo su valor durante el
acondicionamiento, pasando de 74,99 mg al inicio del mismo, hasta valores de 191,46
y 182,88 mg para machos y hembras, respectivamente en las almejas con gradiente

de temperatura y de 204,93 y 190,47 mg en las almejas con temperatura constante.
Los lipidos presentan al final del acondicionamiento las diferencias mas grandes entre

machos y hembras, partiendo de un valor inicial de 12,28 mg, los valores finales son

similares en ambos regimenes de temperatura; en las almejas con temperatura
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constante 38,73 mg en machos y 62,59 mg en hembras y en las almejas con subida

gradual de la temperatura 40,13 mg para machos y 62,76 para hembras.

En el primer control las diferencias entre los dos regimenes de temperatura son
significativas para las hembras en los tres componentes analizados (P<0.05), y para
los machos sélo o son las proteinas. Al final del acondicionamiento, tanto en hembras
como en machos, sélo en la composicidon en carbohidratos se obtienen diferencias

significativas (P= 0,10 y 0,03 para hembras y machos, respectivamente).

En la figura 4.9 se representa las variaciones obtenidas en la composicion bioquimica
de la goénada-masa visceral en los reproductores durante el acondicionamiento, sin

diferenciar por sexos. Esta expresado en porcentaje.

Los carbohidratos durante el acondicionamiento sufren disminuciones importantes,
mas acusadas en las almejas con temperatura constante, que pasan de 23,54% al
inicio al 3,97% al final. Las almejas con subida gradual de la temperatura terminan el

acondicionamiento con un valor del 7,4%.

La composicién en proteinas al contrario que los carbohidratos, aumentan su
composiciéon desde el 43,59% al inicio del acondicionamiento hasta un 49,86% en las
almejas acondicionadas con subida gradual de temperatura y un 51,79% en almejas

acondicionadas con temperatura constante.
Los lipidos son el componente bioquimico que mas aumenta durante el

acondicionamiento, pasando del valor inicial de 7,14% al valor final de 13,28% en

almejas con subida gradual y de 11,53% en almejas con temperatura constante.
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Fig.4.9. Evolucién en la composicién bioquimica (expresada en porcentaje) de la gébnada-
masa visceral en reproductores acondicionados en el criadero con dos regimenes de
temperatura: constante y con subida gradual (gradiente).
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4.3.3.- Acondicionamiento de primavera

El tercer acondicionamiento comienza el 16 de abril, cuando la temperatura del agua
en el mar es de 14,6°C, se hace el control inicial en el criadero al dia siguiente, el
primer muestreo, el 11 de mayo y el ultimo, el 8 de junio. Se consiguieron desoves de
todos los tanques entre el 28 de mayo y el 7 de junio, por lo tanto, cuando se hace el
segundo control, algunas almejas ya habian desovado. La duracion media del
acondicionamiento fue de 45 dias. Se obtuvieron 11.640.000 huevos de las almejas
sometidas a una subida gradual de la temperatura y 9.560.000 de las almejas con

temperatura constante.

En la siguiente tabla se exponen las fechas de muestreo y la temperatura de los
tanques al inicio y durante los controles del acondicionamiento, que al igual que en los
dos acondicionamientos anteriores, tres tanques se someten a un aumento gradual de
la temperatura y los otros tres se mantienen a temperatura constante (20°C). También

se muestra la temperatura que habia en ese momento en el medio natural.

En los tanques con subida gradual de la temperatura la mortalidad de los
reproductores, al final del acondicionamiento fue del 3%, mientras que en los tanques

con temperatura constante, la mortalidad fue del 29%.

Tabla IV.7. Datos de los muestreos y temperatura del agua durante el acondicionamiento. Empezando
con la temperatura del agua en el medio natural (MN), al inicio del acondicionamiento y en el primer y
segundo control.

Temperatura (°C) Fecha de los controles Fecha desoves

MN Inicio 1¥'C 2°C Inicio 1" C 2°C

Gradiente 14,6 15 18 20 17-abr 11-may 05-jun 28-may; 4/5-jun

Constante 14,6 20 20 20 16-may  08-jun 2/5/7-jun

4.3.3.1.- Datos biométricos

La siguiente tabla muestra los datos biométricos de los reproductores, tanto al inicio

como en los dos controles posteriores.

Todas las almejas utilizadas en el acondicionamiento tienen una talla media superior a

40 mm que es la talla minima comercial. Se procesaron 388 almejas, en todas fue
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posible su determinacidon sexual en machos y hembras y la sex-ratio fue en este caso
de 1,3:1 a favor de los machos.

La talla media de las almejas empleadas en la experiencia es de 41,96 mm y el peso
fresco total de 16,78 g. El peso fresco de la génada-masa visceral era de 0,78 g al
inicio del acondicionamiento y de 1,36 g para las almejas con gradiente de

temperatura y 1,38 g para las almejas con temperatura constante.

Tabla IV.8. Datos biométricos medios de los reproductores al inicio y sucesivos controles (1 C y 2° C)
durante el acondicionamiento. PFT (peso fresco total); PFC y PSC (peso fresco y seco de la concha);
PFV y PSV (peso fresco y seco de la viscera); PFG y PSG (peso fresco y seco de la gbnada-masa
visceral). RT? (régimen de temperatura); GR (con subida gradual de la temperatura) y CT (con
temperatura constante). M= media y D= desviacion.

Largo PFT PFC PFV PFG PSC PSV PSG

(mm) ()] (9) ()] ()] ()] ()] (@)

RT2 M D M D M D M D M D M D M D M

Inicio 40,6 2,98 152 3,23 8,57 1,80 3,05 0,91 0,78 0,32 8,26 1,63 0,47 0,18

GR
1°7C
CT

GR
2°C
CT

42,3 2,98
41,5 2,29
43,4 3,04

41,9 2,47

17,5 3,11 9,76 1,67
16,4 2,37 9,18 1,38
18,3 3,58 10,35 2,13

16,6 2,65 947 1,51

4,02 0,89
3,85 0,73
4,03 1,06

4,10 2,85

1,40 0,37
1,48 0,36
1,36 0,41

1,38 0,92

9,29 1,60
8,77 1,33
9,94 2,09

9,03 1,42

0,76
0,71
0,73

0,68

0,05
0,03
0,09

0,07

0,32 0,01
0,35 0,02
0,32 0,05

0,32 0,04

4.3.3.2.- indices de Condicion

La siguiente grafica (Fig. 4.10) representa la evolucién de los indices de Condicién
frescos y secos durante el acondicionamiento. ICF= relaciona el peso fresco de la
carne con el peso fresco total. ICS= relaciona el peso seco de la carne con el peso
seco de la concha. ICG= relaciona el peso seco de la gdénada con el peso seco de la

carne.

Los tres indices al finalizar el acondicionamiento presentan valores mas altos que al
comienzo del mismo, aunque la subida se produce durante el primer mes, ya que en el
segundo control los valores descienden ligeramente, quizas debido a que las almejas
ya habian desovado. Los valores iniciales son similares a los acondicionamientos de

90



ACONDICIONAMIENTO: TEMPERATURA

otofio e invierno, lo que indica que en las almejas del medio natural, los valores de los
indices de Condicién se mantienen practicamente en los mismos valores desde

octubre a abiril.

El indice de Condicion Fresco (ICF), sube desde 20,1 hasta 22,16 para las almejas
con subida gradual de la temperatura y 24,53 para las que estan con temperatura

constante.

La evolucién del indice de Condicién Seco (ICS) es practicamente igual en los dos
regimenes de temperatura, incrementando su valor desde 5,45 hasta 7,03 en las
almejas con subida gradual y 7,19 en las almejas con temperatura constante y no

existen diferencias significativas al 95% de confianza.

En el indice de Condicién Gonadal (ICG) es donde se producen mayores diferencias
entre los dos regimenes de temperatura, siendo las almejas con temperatura
constante las que presentan los valores mas altos en los dos controles del
acondicionamiento. En el primer control, la subida de este indice es del 9,65% para las
almejas con subida gradual de la temperatura y del 23,73% para las de temperatura
constante, estas diferencias son significativas con un valor P= 0,014. Las diferencias al
final del acondicionamiento no son tan grandes porque las primeras almejas suben el
valor del indice un poco (1,19%), mientras que en las segundas este indice desciende

(2,93%), por eso, al finalizar el acondicionamiento las diferencias no son significativas.
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Fig. 4.10. Evolucién de los Indices de Condicién de las almejas durante el acondicionamiento
_en el criadero al inicio y en los dos controles posteriores.
ICF e ICS (Indices de Condicién Fresco y Seco). ICG (Indice de Condicion Gonadal).
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4.3.3.3.- Ciclo gametogénico

Al inicio del acondicionamiento en el mes de abril, la mayoria de las almejas llegaron al
criadero en fase de madurez (59%), un 38% estaban en desarrollo gametogénico

avanzado y solo se encontraron un 3% de almejas en el inicio de la gametogénesis.

En el primer control del acondicionamiento realizado un mes después, la situacién es
similar en los dos regimenes de temperatura (con subida gradual y con temperatura
constante). La mayoria de las almejas estan ya en fase de puesta (56% y 64% para la
subida gradual y la temperatura constante, respectivamente) el resto estan en fase de
madurez, salvo un porcentaje pequefio que aun permanece en fase avanzada de
desarrollo gametogénico: 12% en las almejas con subida gradual de la temperatura y

2% para las que estan a temperatura constante.

Cuando se realiza el segundo control del acondicionamiento, algunas almejas ya
habian desovado y esto se ve en los cortes histoldgicos de la gonada, donde el 20% y
24% de las almejas estan en fase de postpuesta para las acondicionadas con subida

gradual de la temperatura y con temperatura constante, respectivamente.

100% -
80% -
60% -
40% -
20%
0%
Inicio ‘ Gradiente ‘ Constante ‘ Gradiente ‘ Constante ‘
‘ Primer control ‘ Segundo control ‘
NEQ BE1 OE2 BE3 OFE4 OE5S

Fig. 4.11. Representacion de los estadios gonadales al inicio y durante el acondicionamiento bajo las
condiciones de temperatura constante o con aumento gradual (gradiente). EO, reposo; E1, inicio de la
gametogénesis; E2, desarrollo gametogénico; E3, madurez; E4, puesta y E5, postpuesta.
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4.3.3.4.- Composicion bioguimica mayoritaria

La tabla IV.9 muestra el contenido en carbohidratos, lipidos y proteinas en la génada-
masa visceral, expresado en mg por mg de tejido para ambos regimenes de
temperatura. Las génadas de machos y hembras se analizaron separadamente y a
diferencia con los otros acondicionamientos, el sexo se diferencia perfectamente en

todos los casos por observacion al microscopio de un frotis gonadal.

El valor en carbohidratos y lipidos presenta diferencias entre los sexos, siendo siempre
mas altos en las hembras que en los machos. En las proteinas sucede lo contrario,
casi siempre el contenido es mayor en los machos. En los carbohidratos estas
diferencias entre sexos se van haciendo mas pequehas conforme avanza el
acondicionamiento y los valores totales van disminuyendo, desde unas diferencias del
77% al inicio hasta solo el 7% en el ultimo control, esto sucede tanto en las
condiciones de subida gradual de temperatura como con temperatura constante. Se
pasa de valores iniciales de 25,13 mg en los machos y 44.67 mg en las hembras hasta
17,5 mg en machos y 18,8 mg en hembras al final del acondicionamiento, con subida
gradual de temperatura y 16,08 mg y 17,47 mg para machos y hembras,

respectivamente para las almejas acondicionadas a temperatura constante.

En los lipidos los valores totales aumentan durante el acondicionamiento y las
diferencias entre sexos también aumentan, desde el 18% al inicio al 46% al final del
mismo. Al inicio los machos tienen 22,49 mg y las hembras 26,61 mg y al final estos
valores llegan a 28,74 mg y 36,11 mg para los machos, con aumento gradual de la
temperatura y temperatura constante, respectivamente. Las hembras presentan unos
valores mucho mas altos: 41,97 mg con gradiente de temperatura y 49,74 mg con

temperatura constante.

Los resultados de los analisis estadisticos muestran que las diferencias entre ambos
regimenes de temperatura, s6lo son significativas para las hembras en el primer
control en los tres componentes analizados y para los machos sélo en las proteinas.

En el control final no existen diferencias (P>0,05).
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Tabla IV.9. Composicién bioquimica de la génada-masa visceral de Ruditapes decussatus durante el
acondicionamiento con dos regimenes de temperatura: subida gradual (gradiente) y temperatura
constante. MA= macho, HE= hembra, IN= indeterminado. 1°" C= primer control y 2° C= segundo control.

Carbohidratos Proteinas Lipidos

Gradiente  Constante Gradiente Constante Gradiente  Constante

Sexo M D M D M D M D M D M D

2513 1,85 2513 1,85 139,67 14,27 139,67 14,27 22,49 217 22,49 217

Inicio b
HE 44,67 2,70 44,67 2,70 139,05 2,30 139,05 0,00 26,61 4,70 26,61 4,70
19,80 1,65 17,58 2,13 153,71 5,69 179,69 1,72 32,77 4,00 32,62 3,22

19 G MA
HE 26,08 1,22 21,40 1,92 134,90 3,63 162,99 7,27 43,85 3,44 57,57 5,47
17,50 2,46 16,08 1,82 15842 5,37 170,99 532 28,74 4,50 36,11 7,00

2 MA
HE 18,80 0,76 17,47 1,63 137,73 7,16 154,17 9,25 41,97 7,27 49,74 3,55

La figura 4.12 representa la evolucion de los tres componentes bioquimicos a lo largo

del acondicionamiento, usando una media poblacional sin diferenciar por sexos.

En la evolucién de la composicion de carbohidratos se observa un descenso a lo largo
del acondicionamiento, este descenso es mas pronunciado desde el inicio al primer
control: entre un 38% en las almejas acondicionadas con subida gradual de la

temperatura y un 54% en almejas sometidas a temperatura constante.

Los valores de las proteinas se mantienen constantes en un 49% tanto al inicio como
al final del acondicionamiento. La tendencia en la evolucion de los lipidos es a
aumentar, pasando de valores del 8,71% al 12,03% con la subida gradual de

temperatura y 13,45% con temperatura constante.
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Fig. 4.12. Evolucién en la composicion bioquimica (expresada en porcentaje) de la
gonada-masa visceral en reproductores acondicionados en el criadero con dos
regimenes de temperatura.
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4.4.- DISCUSION

La temperatura es uno de los principales factores que afectan al ciclo gametogénico
de los bivalvos (Mann, 1979; Sastry, 1979; Utting y Millican, 1997). La temperatura
parece definir el punto de comienzo y el ritmo del desarrollo gonadal. Esta
ampliamente aceptado que un aumento en la temperatura del agua de mar puede
llevar a la fase de desove (Sastry, 1966; Hamida et al., 2004; Helm, Bourne y Lovatelli,
2006), sin embargo, el tiempo que le lleve alcanzar esta fase depende del estado de
maduracién gonadal en que se encuentren cuando empieza el acondicionamiento y
esté influido por la disponibilidad de alimento, asi como por la calidad de la dieta y las
condiciones del agua de mar durante el acondicionamiento (Sastry, 1966; Lubet, 1981;
Utting y Millican, 1997; Delgado y Pérez Camacho, 2003; Helm, Bourne y Lovatelli,
2006).

Existe un umbral minimo de temperatura para el inicio de la actividad reproductiva en
varias especies (Sastry, 1968; Mann, 1979; Shpigel et al., 1992; Chavez-Villalba et al.,
2002; Fabioux et al., 2005). Delgado et al., 2007 y Blanco, M.J. en 2010, estudian la
influencia de la temperatura en el desarrollo gonadal de Ruditapes decussatus de una
poblacién de la Ria de Arousa, para determinar la temperatura minima necesaria a la
cual se produce la maduracion sexual y concluyen que, el umbral térmico para el
desarrollo gonadal en la almeja fina se sitia a 10°C, temperatura a la que se produce
la proliferacion de células germinales pero sin que alcancen la maduracién (al menos
en un periodo de acondicionamiento ensayado de 66 dias), ésta se consigue cuando
las almejas se acondicionan a 14°C; en R. decussatus a 8°C no se produce desarrollo
gonadal, incluso con un adecuado suministro de alimento, confirmandose que una

temperatura inferior a 10°C limita el desarrollo gonadal.

Los grados-dia (D°) (Mann, 1979) son una unidad que combina temperatura y tiempo y
a menudo se utiliza para medir la duracion del periodo de acondicionamiento en
bivalvos (Utting y Millican, 1997; Helm, Bourne y Lovatelli, 2006). Si asumimos que el
“cero biolégico” para la gametogénesis en Ruditapes decussatus es de 10°C y que la
temperatura media del acondicionamiento es de 20°C, por cada dia que transcurre el
numero de grados-dia aumenta en 20 menos 10=10. En este trabajo, las almejas
acondicionadas en octubre desovaron después de 1.030 D° cuando estan sometidas a
temperatura constante y 937,5 D° cuando estan sometidas a un aumento gradual de

temperatura. Las almejas acondicionadas en febrero y abril con temperatura
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constante, desovaron después de 410 D° y 470 D°, respectivamente; mientras que un
incremento gradual de la temperatura rebaja estos datos en 383 D° y 337,5 D°,
respectivamente. En los tres acondicionamientos, las almejas que necesitaron menos
grados-dia fueron las que se sometieron a una subida gradual de la temperatura. Las
diferencias en los grados-dia dependen de las condiciones de inicio de los
reproductores y de la fase de la gametogénesis en que se encuentran cuando se

empieza el acondicionamiento.

En las Lagunas de Baldaio, la gametogénesis de Ruditapes decussatus comienza en
diciembre-enero, después de un periodo de reposo en noviembre-diciembre; la
gbnada comienza a madurar a partir de abril, y el principal periodo de desove ocurre
entre junio y agosto, (Ojea et al., 2004). En base a esto, cuando comienza la primera
experiencia de acondicionamiento, las almejas estan en una fase de reposo gonadal y
se necesitd un tiempo bastante largo (14 semanas) para la obtencién del desove, aun
asi se obtuvieron larvas en febrero, cuatro meses antes que en el medio natural donde
los primeros desoves se suelen observar en junio. Rodriguez Moscoso et al. (1993)
constatan que es posible que R. decussatus desove en marzo después de 2-3 meses

de acondicionamiento.

Ademas de la temperatura, es importante en el resultado del acondicionamiento el
origen geografico de los reproductores y el momento del afio en que se recogen
(Matias et al., 2009) ya que esto va a determinar el estado gametogénico de los

mismos cuando llegan al criadero.

En el segundo y tercer acondicionamiento el tiempo necesario para el desove fue
menor (6-7 semanas) porque la gametogénesis, en los reproductores acondicionados,
estaba mas avanzada cuando se empezé el experimento, esto concuerda con el
trabajo de Helm, Bourne y Lovatelli (2006), donde encuentran que R. decussatus, con
un adecuado aporte de alimento, necesita entre 4 y 8 semanas (350-650 D°) desde el
comienzo del acondicionamiento, al final del invierno o al principio de la primavera,
para llegar a desovar. Ademas del estado fisiolégico de las almejas, en el momento de
empezar el acondicionamiento, influye también la temperatura a la que se
acondicionan (Blanco, 2010), segun este trabajo, en un acondicionamiento a 14°C,
18°C y 22°C la aparicién de individuos maduros de ambos sexos, se produce a los 27
dias a 22°C, a los 33 dias a 18°C y a los 60 dias a 14°C.
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Da Costa et al., 2009, estudiaron el efecto del estadio gametogénico inicial en el
acondicionamiento de tres especies de solénidos: Ensis arcuatus, Ensis siliqua'y Solen
marginatus. Los resultados del acondicionamiento son diferentes dependiendo de la
fase del ciclo gametogénico en que se encuentren los reproductores en el momento de
comenzar el acondicionamiento. Partiendo de reposo gonadal, en las tres especies no
se consigue adelantar la madurez respecto al medio natural, sin embargo si se
comienza el acondicionamiento cuando los reproductores estan en fase avanzada de
la gametogénesis, en las especies Ensis siliqua y Solen marginatus, se consigue

adelantar la madurez en uno o dos meses respecto al medio natural.

Los resultados de esta tesis, junto con otros acondicionamientos llevados a cabo en
afos anteriores, muestran que la mortalidad es mas alta en reproductores
acondicionados directamente a 20°C. La mortalidad mas baja de los reproductores se
obtuvo en el primer acondicionamiento: un 5% en los tanques con subida gradual de la
temperatura y un 6% con temperatura constante. En el segundo acondicionamiento, la
mortalidad de las almejas fue del 11% en tanques con gradiente de temperatura y un
19% con temperatura constante. En el tercer acondicionamiento la mortalidad fue
bastante mas alta en los tanques con temperatura constante (29%), mientras que en

los tanques con subida gradual fue de un 3%.

De los tres acondicionamientos, en el de otofio las almejas desovan después del
ultimo control, por eso, tanto en el primer control como en el segundo, los indices de
Condicién van aumentando su valor y aunque las diferencias entre los dos regimenes
de temperatura son pequefas, siempre los valores al final del acondicionamiento son
mas altos con la subida gradual de la temperatura que con la temperatura constante.
En los otros dos acondicionamientos las almejas desovan antes del segundo control y
esto se refleja en los indices; entre el inicio y el primer control se produce un desarrollo
continuado de la génada junto con un incremento de los indices, este aumento para el
indice gonadal es mas grande en las almejas acondicionadas con temperatura
constante que las que se someten a una subida gradual de la temperatura, lo que
indica que las primeras alcanzan antes la madurez, aunque estos valores al final del
acondicionamiento de primavera, reducen las diferencias y son iguales en el
acondicionamiento de invierno, esto puede ser debido a que una disminucién en los
tejidos somaticos en paralelo con un aumento en la génada, puede llevar a una

subestimacion del crecimiento gonadal (Laruelle et al., 1994).
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Todas las almejas acondicionadas bajo los dos regimenes de temperatura estudiados,
aceleraron su maduracién sexual respecto a las almejas en el medio natural, ya que
en éstas, el indice gonadal permanecié sin apenas variaciones entre los meses de
octubre a febrero y hay que esperar hasta el mes de abril para que la mayoria de las

almejas estén en fase de madurez.

Delgado y Pérez-Camacho (2007), observan que almejas acondicionadas en el mes
de febrero y mantenidas a 14°C en dos meses y medio, sélo el 37% alcanzan la
madurez, mientras que a 18°C en el mismo tiempo, el 100% de ellas estarian
maduras. Matias et al. (2009) realizan dos acondicionamientos en octubre y febrero
con almejas procedentes de dos zonas distintas, Galicia y sur de Portugal; el proceso
de maduracién en octubre fue mas rapido en las almejas procedentes de Galicia que
de Portugal y mas rapido también que en febrero para las dos poblaciones, a
diferencia de lo que sucede en los acondicionamientos llevados a cabo en esta tesis,

donde el que mas tiempo necesité fue el de octubre.

La tendencia general en la evolucion de los componentes bioquimicos durante el
acondicionamiento es una bajada de los carbohidratos y una gran subida de los
lipidos. En el primer acondicionamiento, los carbohidratos sufren un ligero ascenso
hasta el primer control y luego descienden. Mann, 1979, estudié el efecto de la
temperatura en la gametogénesis de la almeja japonesa, realizd6 varios
acondicionamientos que empezaron en el mes de noviembre a diferentes
temperaturas (12°; 15° 18° y 21°C) y obtuvo un aumento inicial en el porcentaje de
carbohidratos en todas las temperaturas, seguido por un descenso de los mismos
asociado al avance de la gametogénesis; ademas el paso de aumento a disminucién

de la cantidad de glucégeno, fue mas rapido con el incremento de la temperatura.

Las proteinas aunque, en las graficas se aprecian subidas y bajadas en todos los
acondicionamientos, estas oscilaciones son porcentualmente pequefas (19% como
maximo), siendo este componente el que menos varia. Pérez-Camacho et al., 2003
comprueban que la diferenciacion sexual es importante en la composicién bioquimica
de las almejas y esta ligada a los procesos de maduracién sexual, sobre todo en
proteinas y lipidos. En los resultados obtenidos en este trabajo, en general los machos
presentan valores inferiores a las hembras sobre todo en los lipidos, las diferencias
que existen en este componente entre machos y hembras aumentan a medida que
avanza el acondicionamiento; mientras que las diferencias que existen en la

composicién de carbohidratos entre machos y hembras se hacen menores. Blanco,
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2010, concluye que existe una clara diferenciacion sexual en la composicién
bioquimica de R. decussatus, que se manifiesta principalmente con un mayor
contenido, tanto relativo como absoluto, de lipidos en hembras. Asi mismo, en una
situacién de balance energético cero o moderadamente positivo, se observa un mayor
porcentaje de proteinas en machos, diferencias que desaparecen con balances
energéticos negativos. Ademas, un aumento de temperatura durante el
acondicionamiento incrementa las diferencias de contenido en lipidos que se producen

entre machos y hembras.

Martinez y Pérez, 2003, cuando ensayan 4 regimenes de temperatura (constante a
15°C y 19°C; subida gradual de 15° a 19°C y descenso de 19° a 15°C) en Argopecten
purpuratus, obtienen que los niveles de proteinas y carbohidratos en el musculo
aductor no presentan variaciones significativas entre los cuatro regimenes. Sin
embargo los lipidos mostraron patrones diferentes dependiendo del tratamiento. Los
individuos mantenidos a temperatura constante de 15°C, presentaron un aumento
significativo de lipidos a los 38 dias del inicio del acondicionamiento manteniéndose
hasta el final; en el tratamiento de la subida gradual de temperatura de 15° a 19°C se
observé un incremento de los lipidos a los 54 dias. El grupo mantenido a temperatura
constante de 19°C mostré un incremento de los lipidos al dia 24 y 54, mientras que los
individuos sometidos al descenso gradual de temperatura de 19° a 15°C, solo

mostraron un incremento de los lipidos al dia 38.

Da Costa et al., 2005, estudiaron la evolucién del glucégeno y las proteinas en el
acondicionamiento de Ensis arcuatus bajo dos regimenes de temperatura y obtuvieron
que el glucégeno muestra una tendencia decreciente durante la maduracién, sin
diferencias entre temperaturas ni sexos. Las proteinas aumentan al madurar la génada

en ambas temperaturas, siendo mas importante el aumento en las hembras.
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5.- ACONDICIONAMIENTO EN CRIADERO: EFECTO DE
LA RACION DEL ALIMENTO

5.1.- INTRODUCCION

La gametogénesis es un proceso que se inicia por un aumento en la temperatura del
agua, pero el alimento disponible es un factor importante dentro del ciclo reproductivo
de los bivalvos, ya que el desarrollo de la gbnada es un proceso que requiere energia
y la movilizacién de los nutrientes del alimento ingerido hacia la génada, es esencial
para el desarrollo de los gametos. Ademas la fecundidad de los bivalvos y la calidad
de los huevos producidos aumentan cuando a los reproductores se les proporciona un

suplemento de microalgas.

Generalmente una sola especie microalgal es incapaz de satisfacer todos los
requerimientos nutritivos de las diferentes especies a alimentar (Abalde y Herrero,
2004), normalmente debido a carencias en compuestos esenciales como aminoacidos
0 acidos grasos, por lo que se utilizan dietas con mezclas de varias especies. Aunque
algunos trabajos como el de Marin Solérzano et al., 2011, realizado durante los meses
de abril-julio del 2010 con la ostra Crassostrea iridescens y evaluando diferentes
regimenes de alimentacion para su acondicionamiento, obtienen mejores resultados
con dietas monoespecificas de las microalgas Chaetoceros gracilis y Tetraselmis
maculata, que con una dieta mixta de las dos algas anteriores, junto con Isochrysis

galbana.

Diversos autores han estudiado el efecto de la alimentacién con microalgas en el
acondicionamiento de diferentes moluscos bivalvos: Da Costa et al., 2009, estudiaron
el efecto de la alimentacion en el acondicionamiento del solénido, Ensis siliqua
sometiendo a los reproductores a tres raciones diferentes (3%; 6% y 9% del peso seco
de las microalgas en relacién al peso seco de la carne) de una dieta mixta de varias
especies microalgales (7. suecica, I|. galbana, Paulova Iutheri, C. calcitrans,
Phaeodactylum ftricornutum y Skeletonema costatum). Martinez-Pita et al., 2011,
estudiaron, el efecto de dos raciones (3% y 6%) de una dieta mixta con T. suecica,
Chaetoceros sp. e I. galbana, en el desarrollo gonadal de Callista chione. Heasman et
al., 1996, en Pecten fumatus estudiaron el rango de ingestién de varias especies de
microalgas (P. luteri, Tahitian Isochryis aff. galbana, Chroomonas salina 'y C. gracilis).

Madrones-Ladja et al., 2002, en Placuna placenta, ensayaron dietas con diferentes
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concentraciones de /. galbana y T. tetrahele. Matias et al, 2010, en Ruditapes

decussatus ensayaron dietas monoespecificas y mixtas con /. galbanay C. calcitrans.

El valor nutritivo de una especie microalgal es funcién de su composicién bioquimica.
Un mejor conocimiento de la composicion quimica de las microalgas permite una
utilizacion mas adecuada y rentable. Se ha estudiado la composicion bioquimica de
determinadas especies de microalgas usadas como alimento en la acuicultura marina
(Mourente et al., 1990; Herrero et al., 1991). La composicion bioquimica de las
microalgas puede variar sustancialmente de una especie a otra y en funcién de las
condiciones de cultivo y de la propia fase de crecimiento en que se encuentre la
microalga al ser cosechada (Webb y Chu, 1983; Fabregas et al., 1985; Novoa et al.,
1997). Las microalgas poseeran una mayor calidad nutricional cuando se encuentren
en fase exponencial (Loépez-Ruiz et al., 1995), ya que en esta fase los acidos grasos
poliinsaturados 20:5(n-3) y 16:3(n-4) estan presentes en una mayor proporcion.

También se ha observado una variabilidad muy importante en la composiciéon de
acidos grasos de las microalgas marinas (Ackman et al., 1968; Ben-Amotz et al.,
1987). Paralelamente a esta variabilidad interespecifica en la composicion de acidos
grasos, se ha observado una variabilidad intraespecifica, la cual esta afectada por las
condiciones del cultivo (Enright et al., 1986a; Mortensen et al., 1988; James et al.,
1989; Sukenik et al., 1989). Es conocido en algunas especies el incremento de los
acidos grasos poliinsaturados, concretamente el 22:6(n-3), dependiendo de la tasa de

nitrégeno suplementada (Sukenik y Wahnon, 1991).

Los acidos grasos poliinsaturados de la familia del linolénico (serie n-3) son
caracteristicos de los lipidos marinos, mientras que los de la familia del linoléico (serie
n-6) predominan en los aceites vegetales y en los animales terrestres. La alta
proporcion n-3/n-6 en animales marinos puede ser una adaptacion a la vida marina
(exposicion a temperaturas relativamente bajas y constantes a través de su vida),
ademas la presencia de acidos grasos de la serie n-3 puede asegurar que las
biomembranas tengan una fluidez adecuada y puedan realizar sus funciones

fisiologicas a bajas temperaturas.

Se sabe que los organismos eucariotas fotosintéticos biosintetizan acidos grasos
poliinsaturados de estas dos series rapidamente por conversion de 18:0, sintetizado de
novo en 18:1n-9 y, las microalgas marinas igualmente, pueden transformar el acido

graso saturado 16:0 a 16:1n-7 y continuar el proceso de elongacion y desaturacién a
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18:2n-6 6 18:3n-3 (acidos linoléico y linolénico, respectivamente). Sin embargo, la
bibliografia indica que la mayoria de especies de animales marinos, son incapaces o
muy poco capaces de bioconvertir estos dos acidos grasos y deben proceder de la
alimentacion, tanto si se trata de peces como de moluscos (De Moreno et al., 1976;
Waldock y Holland, 1984). Por lo tanto, estos &cidos grasos son considerados
esenciales para la supervivencia, crecimiento y reproducciéon de moluscos bivalvos
marinos (Cowey et al., 1976; Langdon y Waldock, 1981; Uki et al., 1986) y a ellos
también hay que unir: el ARA (20:4n-6); EPA (20:5n-3) y DHA (22:6n-3) (lbeas et al.,
1994; Castell, 1983; Chu y Greaves, 1991).

Névoa, S. 2007, estudia el metabolismo lipidico en el cultivo larvario de la almeja
babosa y en relacién a la calidad ovocitaria concluye que un exceso de EPA y DHA
(acidos grasos mayoritarios de la serie n-3) en las reservas ovocitarias y, por lo tanto
procedentes de la dieta de los progenitores, podria afectar negativamente al desarrollo
larvario, inhibiendo procesos lipogénicos en los que se encuentran implicados enzimas

responsables de la sintesis de acidos grasos de membrana.

El almacenamiento de nutrientes que seran después utilizados en los procesos de
desarrollo gonadal, varia segun el habito reproductivo de las especies, (Mann, 1979).
Durante la vitelogénesis, utilizan las reservas de glucégeno almacenadas para la
sintesis de novo de lipidos, (Gabbott, 1983). En especies como R. philippinarum y C.
gigas, la acumulacién de carbohidratos es previa a la gametogénesis, y su contenido

en los individuos decrece a lo largo del ciclo gametogénico.

En general el glucégeno se considera como la principal fuente de energia en bivalvos
como en Mytilus edulis, De Zwaan y Zandee, 1972; en Argopecten irradians
concentricus, Barber y Blake, 1981 o en C. gigas, (De La Parra, 2004), donde su
consumo total en la reactivacion de la gametogénesis indica la utilizacion de las
reservas glucidicas en la sintesis de lipidos durante esta etapa. Los lipidos se usan
principalmente durante la gametogénesis y se acumulan sobre todo en los gametos

femeninos de los bivalvos adultos (Gabbott, 1983).

En Pecten maximus, las proteinas, carbohidratos y lipidos de reserva del musculo
aductor y los lipidos de la glandula digestiva, se movilizan y utilizan en el desarrollo
gonadal durante el acondicionamiento (Soudant et al., 1996) en respuesta al aumento
de temperatura del agua; pero aunque la temperatura inicia los procesos de la

gametogénesis, la fecundidad de esta especie y la calidad de los huevos producidos,
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aumentan cuando se les da un suplemento de microalgas (Devauchelle y Mingant,
1991).

En R. decussatus, el almacenamiento de reservas para sustentar el desarrollo gonadal
tiene lugar en el tejido muscular, con ambas fracciones de glucégeno a y B; en las
células vesiculares, con glucogeno B e inclusiones lipidicas neutras (triacilglicéridos) y

en la glandula digestiva con triacilglicéridos, (Rodriguez Moscoso, 2000).

La tasa de ingestion en las almejas resulta ser una funcion directa de la cantidad de
alimento disponible y las variaciones en esta tasa estan relacionadas con las fases del
ciclo gametogénico, Delgado Fernandez, 2001. Las diferencias en las tasas de
ingestion procuradas por distintas condiciones alimenticias, son mas evidentes al inicio
de la experiencia de acondicionamiento, y tienden a desaparecer conforme avanza el
mismo; el inicio de la gametogénesis puede implicar un aumento de los requerimientos
nutricionales de las almejas y consecuentemente, de su tasa de ingestién de alimento,
pero una vez que la goénada alcanza un elevado grado de desarrollo, los
requerimientos disminuirian y las tasas de ingestion descenderian paulatinamente.
Segun Utting y Millican, 1998, en la especie P. maximus el porcentaje de particulas
filtradas del agua en los tanques de acondicionamiento, decrece al aumentar la racion
del alimento suministrado, con una dieta del 3% de peso seco de algas en relacion al
peso seco de la carne, el porcentaje de filtracion fue del 75,3% frente al 40% en una
dieta del 9%.

Algunos autores (Martinez et al. y Navarro et al., 2000) han estudiado el efecto de la
alimentacion sobre el acondicionamiento de A. purpuratus usando ademas de las
microalgas, suplementos de carbohidratos y lipidos, ya que estos dos componentes
bioquimicos tienen gran importancia como fuente de energia durante Ia
gametogénesis para la formacién de gametos en casi todos los bivalvos y los mejores
resultados, basados en el porcentaje obtenido de animales maduros, los obtienen con

la mezcla de microalgas y lipidos.

Uriarte et al. (2004), estudiaron el acondicionamiento de A. purpuratus y C. gigas,
usando dietas que contenian microalgas (/. galbana y C. neogracile), enriquecidas en
su composicion proteica y mezclas de las mismas microalgas con su composicion
normal de proteinas y emulsiones lipidicas. Para ambas especies se obtienen mejores
resultados en el indice gonadal y en el crecimiento posterior de las larvas, con la

alimentacion basada en las microalgas con alto valor proteico.
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En este capitulo se va a estudiar la influencia de la cantidad de comida en el desarrollo
gonadal de la almeja fina, usando una dieta mixta de varias especies microalgales,
utilizadas habitualmente en los criaderos de moluscos y que son cultivadas
habitualmente en nuestro criadero: Isochrysis sp., y Monochrysis sp., consideradas
como basicas para la cria larvaria de molucos bivalvos (Abalde y Herrero, 2004). T.
suecica, que es una de las microalgas mas utilizadas en acuicultura por sus
excelentes cualidades nutritivas y su 6ptimo crecimiento y también varias especies de
diatomeas: C. calcitrans, Skeletonema costatum y Phaeodactylum tricornutum; las dos
primeras tienen un gran valor nutricional, mientras que P. fricornutum, aunque es mas

facil de cultivar, tiene menor valor nutritivo.

BACILLARIOPHYCEAE

el T
Chaetoceros Phaeodactylum Skeletonema
calcitrans tricornutum costatum

HAPTOPHYCEAE CHRYSOPHYCEAE PRASINOPHYCEAE

)

Isochrysis galbana Monochrysis luteri Tetraselmis suecica
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5.2.- MATERIAL Y METODOS

5.2.1.- Disefo de las experiencias

Las almejas llegan a la planta de cultivo para acondicionar a principios de octubre y
son sometidas a los mismos estudios que las usadas para determinar el ciclo
gametogénico en el medio natural. De todo el lote se extrae una muestra y en primer
lugar, se toman los datos biométricos para el calculo de los indices de Condicién,
luego se separa la concha de la viscera y ésta se disecciona para separar la génada-
masa visceral y someterla al estudio histolégico para determinar el momento del ciclo
gametogénico en que se encuentran y la determinacién bioquimica de los principales

componentes: carbohidratos, proteinas y lipidos.

El resto de los reproductores se distribuyen en los tanques de acondicionamiento,
donde son sometidos a unas condiciones determinadas. Estos tanques tienen una
capacidad de 150 litros, se colocan 112 individuos por tanque, lo que supone 2.000
gramos de peso fresco total en cada tanque. El peso seco de la vianda es el 5% del
peso total fresco, lo que implica que en cada tanque tenemos 100 g en peso seco de
vianda. La experiencia se realiza por triplicado. Se mantienen en circuito abierto, con
una renovacion de agua de 32 I/h. La temperatura del agua es de 19°C + 1°C. Con la
misma dieta, en cuanto a composicidon de microalgas (/sochrysis sp., Monochrysis sp.,
Tetraselmis suecica, Chaetoceros calcitrans, Phaeodactylum tricornutum 'y
Skeletonema costatum), se ensayan dos raciones diarias: a tres tanques se les da una
dieta del 3% de peso seco de microalgas, en relacion al peso seco de los
reproductores y a los otros tres tanques se les da dieta doble (6% de microalgas).
Como en cada tanque el peso seco de la vianda son 100 g, para la dieta del 3% hay

que aportar 3 g de peso seco de microalgas y 6 g en la dieta del 6%.

5.2.2.- Muestreos durante el acondicionamiento

Ademas del control inicial antes de comenzar el acondicionamiento, se hacen
controles periddicos, en noviembre, diciembre y enero, para determinar la evolucion
del desarrollo gonadal a lo largo del acondicionamiento. Estos controles incluyen, igual
que en los acondicionamientos de temperatura, la toma de datos biométricos (largo,

alto, grosor, peso total, pesos frescos y secos de la vianda y la concha).
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Con estos datos se calculan los indices de Condicién (ICF, relaciona el peso fresco de
la carne con el peso fresco total; ICS, relaciona el peso seco de la carne con el peso
seco de la concha e ICG, relaciona el peso seco de la gbnada con el peso seco de la
carne). Los indices son calculados segun lo descrito en el apartado 3.2.4 de Material y

Métodos dentro del capitulo 3: Ciclo Reproductivo en el Medio Natural.

Se realiza el estudio histolégico del ciclo gametogénico y los analisis bioquimicos de la
gonada-masa visceral, segun el procedimiento descrito en los apartados 3.2.6 y 3.2.7

de Material y métodos del capitulo 3: Ciclo Reproductivo en el Medio Natural.

El acondicionamiento se considerara finalizado no sélo cuando las almejas alcancen
la madurez sexual, sino cuando se consigan desoves. Una vez que se comprueba que
las almejas estan maduras, se comienza a hacer induccién a la puesta mediante shock
térmico, con oscilaciones de temperatura de 30°C a 15°C de forma alternativa, tal y
como se describe en el apartado 4.2.3 del capitulo 4: Acondicionamiento en Criadero:
Efecto de la Temperatura. Se pueden obtener también desoves espontaneos en el
propio tanque y para evitar que se pierdan, se colocan tamices a la salida del agua

para recoger las larvas.

Los métodos estadisticos usados para el tratamiento de los datos son los mismos que
se describen en el apartado 4.2.5 del capitulo 4: Acondicionamiento en Criadero:

Efecto de la Temperatura.

5.2.3.- Cultivo de las microalgas

La necesidad de cultivar microalgas surge porque el contenido en fitoplancton natural
del agua de mar utilizada en el criadero, es insuficiente para garantizar el crecimiento
optimo de las grandes densidades de larvas y juveniles que se cultivan, asi como para
realizar el acondicionamiento de los reproductores. Ademas en un criadero, los
tratamientos utilizados para limpiar el agua cruda que entra del mar, eliminan
practicamente todo el fitoplancton natural, que luego tiene que ser sustituido por

cultivos de las especies preferidas de mayor valor alimenticio.

Cuando se realizan las experiencias de acondicionamiento, el Centro de Cultivos
Marinos de Ribadeo dispone basicamente de tres sistemas de cultivo de microalgas:
cultivo a pequefia escala, en matraces en una camara isoterma; cultivo a media

escala, en bolsas de plastico de 30-40 litros situadas tanto en una sala dentro del
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criadero como en un invernadero y cultivo a gran escala en tanques de fibra de vidrio
de 1.500 litros, también situados en el invernadero. El cultivo tiene lugar en dos fases:
una fase previa de cultivo en camara isoterma y la fase definitiva del cultivo, en bolsa
de 40 litros.

5.2.3.1.- Cultivo de microalgas en matraces

El cultivo se realiza dentro de una
camara isoterma (Fig. 5.1) que
mantiene la temperatura ambiente
constante entre 18 y 20°C, con luz
artificial permanente proveniente de
lamparas fluorescentes y un flujo
continuo de aire enriquecido con CO, al
1%. El agua y los matraces se
esterilizan en autoclave a 120°C y se
afiade un medio de cultivo comercial
denominado “algal” compuesto de

macroelementos (nitrato potasico vy

fosfato monosddico), oligoelementos

. L. . Fig. 5.1. Cultivo de fitoplancton en matraces y
(citrato férrico, cloruro de zinc y de camara isoterma.

manganeso, molibdato sédico, cloruro de cobalto y sulfato de cobre) y vitaminas
(tiamina, biotina y cianocobalamina). El cultivo se realiza de forma escalonada,
empezando con tubos de 20 ml que se usan para inocular matraces de dos litros, con
éstos se inoculan los matraces de 6 y 10 litros. Finalmente el fitoplancton de estos

matraces se emplea para inocular las bolsas de plastico.

5.2.3.2.- Cultivo de microalgas en bolsas

Dentro del criadero hay una sala destinada al cultivo de fitoplancton en bolsas de
plastico de un volumen entre 30-40 litros (Fig. 5.2). Dentro de esta sala la temperatura
ambiente es variable, dependiendo de la época del afo; la luz es en parte natural y
también artificial con el uso de lamparas fluorescentes, y la aireacién es normal sin
enriquecer con CO; con dos flujos continuos en la base de cada bolsa. El agua esta
filtrada por filtro de arena y cartucho y para favorecer el crecimiento de las microalgas,
se usan como nutrientes una solucidon de traza de metales (hierro, manganeso, zinc,

cobre y cobalto), nitrato potasico, fosfato potasico bibasico y EDTA, todo ello disuelto
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en agua destilada. Ademéas, y en
ambos tipos de cultivo, para las
especies de microalgas diatomeas o
“Bacillariophyceae”, se le anade una
solucion de silicatos (metasilicato
sodico).

Fig. 5.2. Cultivo de microalgas en bolsas.

5.2.3.3.- Métodos bioquimicos

Se ha estudiado la calidad nutritiva de las seis especies de microalgas utilizadas como
alimento en los tres sistemas de cultivo empleados en nuestro criadero (matraces,
bolsas y tanques de cultivo) Ojea et al., 1999. Las microalgas se recogen para su
analisis en la fase exponencial de su curva de crecimiento y los analisis se realizan
sobre alicuotas liofilizadas; se determina la composicidon bioquimica mayoritaria:
proteinas, lipidos y carbohidratos, asi como la composicion en acidos grasos de los
lipidos totales.

La determinacioén de las proteinas se hace por el método espectrofotométrico de Lowry
et al. (1951) modificado con la seroalbumina como estandar, segun el procedimiento
descrito en el apartado 3.2.7.1. del capitulo 3: Ciclo Reproductivo en el Medio Natural.

Los carbohidratos se analizan por el método espectrofotométrico de la antrona (Fraga,
1956), usando la glucosa como estandar y segun el procedimiento descrito en el
apartado 3.2.7.2. del capitulo 3: Ciclo Reproductivo en el Medio Natural.

En la cuantificacién de los lipidos totales se usa el método espectrofotométrico de
Marsh y Weinstein, 1966, con la tripalmitina como estandar, en un rango de
concentraciones de 5-50 microgramos para establecer la recta de calibracion. La
absorbancia se midi6 a 375 nm en un espectrofotémetro (Perkin Elmer. UV/VIS.
Lambda 25).
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Los lipidos totales se someten a metilacion y los acidos grasos metilados se inyectan
en cromatografia de gases para su posterior identificacion y cuantificacion, segun el
método empleado por Marty et al., 1992, segun el procedimiento descrito en el
apartado 3.2.7.4. del capitulo 3: Ciclo Reproductivo en el Medio Natural.

5.2.3.4.- Calculo del peso seco de las microalgas

Se calcularon los pesos secos de las seis especies de microalgas que se van a utilizar
como alimento en la prueba de acondicionamiento. Las muestras de las microalgas se
recogen de la bolsa de cultivo cuando éstas estan en su fase exponencial de
crecimiento. Se usan tubos de plastico previamente tarados, validos para introducirlos
en una centrifuga. Se hace un recuento de las microalgas presentes en la muestra
recogida, usando una camara de contaje de células y se afnade un volumen conocido a
los tubos de centrifuga. Se afiade también a cada tubo una pequefia cantidad de
formiato amonico al 3%, que ayuda a precipitar las células de las microalgas y también
sirve para eliminar las sales del agua. A continuacién se ponen en la centrifuga a
3.000 rpm, durante 5 minutos, al terminar se retira el sobrenadante y las microalgas
precipitadas se guardan en el congelador para su posterior liofilizado. Una vez

liofilizadas se pesan los tubos y obtenemos el peso seco de las microalgas.
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5.3.- RESULTADOS

Desde que se inicio el acondicionamiento el primero de octubre se realizaron controles
el 8 y 9 de noviembre, el 20 y 21 de diciembre y el 31 de enero. Se consiguieron
desoves inducidos el 7 de febrero para las almejas con racion doble y entre el 19 y 21
para las almejas con racién normal. Se obtuvieron 12.817.000 huevos de las almejas
alimentadas con la racion del 3% y 22.738.000 de las almejas alimentadas con la

racion del 6%.

5.3.1.- Composicion bioquimica de las microalgas

Por los resultados obtenidos del analisis bioquimico en los tres sistemas de cultivo se
concluye, que el cultivo en bolsa es el mas adecuado para su empleo en el criadero.
Aunque la concentracidon celular alcanzada en este sistema es menor que en
matraces, la calidad nutricional de las microalgas es mucho mejor, la biomasa
microalgal tiene un mayor contenido en proteinas y una mayor riqueza en acidos
grasos poliinsaturados, considerados esenciales para el desarrollo de los moluscos,
por este motivo se eligi6 el fitoplancton cultivado en bolsas para la alimentacién de los

reproductores durante el acondicionamiento.

En la figura 5.3 se representan los porcentajes en la composicién de carbohidratos,
proteinas y lipidos para las seis especies de microalgas cultivadas para la
alimentacion de los reproductores durante el acondicionamiento. En cada una de ellas
el componente mayoritario son las proteinas con una media de 46%, la microalga que
presenta el porcentaje mas alto es Phaeodactylum con un 54% y el mas bajo es
Chaetoceros con un 35%. Los lipidos son el segundo componente con un porcentaje
medio de 20%, con un valor maximo de 30% para Isochrysis sp., y minimo de 13%
para Skelefonema. Los carbohidratos son el componente minoritario en las microalgas,
con un valor medio de 6%, siendo Skeletonema la microalga que presenta el valor mas
bajo (3%) y Monochrysis el valor mas alto (11%).
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Fig. 5.3. Composicién bioquimica de las seis especies de microalgas usadas como alimento
durante el acondicionamiento de reproductores.

En la figura 5.4 se representa la composicion en acidos grasos de la mezcla de
microalgas utilizada como alimento, destacando el porcentaje elevado de
poliinsaturados cuyo acido graso mas importante en esta dieta es el 20:5(n-3). El

22:6(n-3) considerado también esencial, esta presente pero en menor proporcion.
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Figura 5.4. Representacion de la composicion de acidos grasos en los lipidos totales encontrados en la
mezcla de microalgas utilizada para la alimentacién de reproductores durante el acondicionamiento.

5.3.2.- Datos biomeétricos

En la siguiente tabla se muestran los datos biométricos de los reproductores
empleados en el acondicionamiento, tanto los del control inicial, al comienzo de la
experiencia, como los tres controles posteriores. Los reproductores usados son todos

de una talla media superior a la talla minima comercial que esta en 40 mm.
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Para llevar a cabo este acondicionamiento se procesaron 440 almejas, de las cuales la
sex-ratio entre machos y hembras (determinaciéon sexual por observacion al
microscopio de un frotis gonadal) fue 1:1, sin contar con los indeterminados. Al inicio
del acondicionamiento, el 11% de las almejas se clasificaron como indeterminados. En
el primer control (un mes después), el porcentaje de indeterminados era del 54% en
las almejas con racion normal y de 48% las que tenian racién doble. A los dos meses,
mientras que en las almejas con racién normal siguen aumentando los indeterminados
(79%), en las que tienen racién doble, bajaron a un 16%. Al finalizar el
acondicionamiento, como las almejas estan ya maduras, se pueden separar todas en

machos y hembras.

Tabla V.1. Datos biométricos de los reproductores al inicio y sucesivos controles (1¥ C, 2° C y 3° C)
durante el acondicionamiento con diferente raciéon de comida (RC). PFT (peso fresco total); PFC y PSC
(peso fresco y seco de la concha); PFV y PSV (peso fresco y seco de la viscera); PFG y PSG (peso
fresco y seco de la gonada-masa visceral). R3 (racién del 3% de microalgas) y R6 (racion del 6% de
microalgas). M= media y D= desviacion.

LARGO PFT PFC PFV PFG PSC PSV PSG

(mm) (9) () (9) () () () ()
RC M D M D M D M D M D M D M D M D

Inicio 435 1,88 19,0 269 10,8 1,52 4,11 0,78 1,08 0,27 10,2 1,51 0,71 0,26

17 ¢ R3 428 0,11 176 1,03 104 0,30 4,38 0,14 1,14 0,05 9,84 0,29 0,90 0,04 0,30 0,04

R6 43,8 053 19,3 0,57 10,7 0,74 501 042 142 0,13 10,1 0,99 1,05 0,07 0,37 0,04

2 C R3 45,2 0,36 21,1 058 11,9 0,37 547 0,14 152 0,11 11,4 033 1,19 0,14 0,39 0,03

R6 442 053 20,8 045 11,8 0,12 6,54 047 19 005 11,3 0,20 1,44 0,02 0,56 0,01

3G R3 425 042 18,7 049 108 0,27 590 0,10 2,07 0,13 10,2 0,25 1,26 0,03 0,55 0,03

R6 41,7 1,25 182 1,90 10,4 1,02 6,16 0,66 2,39 035 98 0,94 137 0,15 0,63 0,09

La talla media de las almejas es de 43,38 mm y el peso fresco total 19,25 g. El peso
fresco de la gdnada, al inicio del acondicionamiento, es de 1,08 gramos y al final
(cuatro meses después), es de 2,07 gramos para los reproductores con dieta 3% y de
2,39 gramos los que tienen dieta 6%. En el primer control a los 30 dias del inicio, el
peso seco de la gonada aumenta en un 15% para las almejas con racion 3% y un 42%
para las almejas con racién 6%. Al final del acondicionamiento (tres meses después) el
incremento con la racion normal fue del 111% y de 142% con la raciéon 6%, aunque en

el primer caso el incremento va aumentando mes a mes (15%; 30% y 41%), en el caso
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de la racion 6%, el aumento producido en el ultimo control es pequefio en relacién con
los anteriores (42%; 51% y 12,5%) y en el caso del peso seco de la viscera entera,
aunque el resultado final del acondicionamiento es un aumento del mismo, con la

racion 6% del segundo al tercer mes, este valor disminuye en un 5%.

5.3.3.- indices de Condicién

La figura 5.5 representa la evolucién de los tres indices de Condicién estudiados a lo

largo del acondicionamiento con las dos raciones alimenticias ensayadas.

Los indices de Condicion de los reproductores sometidos a acondicionamiento sufren
un ascenso gradual desde el inicio al final del mismo, el ascenso es mayor para el ICS
que aumenta un 76,68% en los reproductores con racion 3% y un 100,72% en los
reproductores con racion 6%. Las diferencias en el ICS entre una y otra raciéon son
significativas en los tres controles realizados (P<0,05). Para los tres indices calculados
el valor siempre es mayor en los reproductores con racion del 6% de alimento. Para el
ICF las diferencias entre los reproductores de una u otra racién de alimento no son
significativas (P=0,089) en el primer control, si lo son tanto en el segundo como en el

tercero, con un valor P= 0,000 y 0,001 en el segundo y tercer control, respectivamente.

En el ICG en el primer muestreo que se realiza al mes del inicio, se produce un
descenso del mismo para las dos raciones, el descenso es de un 6,28% en las
almejas con racion 3% y de un 3,4% en las almejas con racion 6%. En este primer
control las diferencias encontradas entre las dos raciones no son significativas
(P=0,394). En los préximos controles estas diferencias aumentan y hace que sean
diferencias significativas con una confianza del 95%. En el segundo control, un mes
mas tarde, el indice gonadal para las almejas con racién 3% sigue disminuyendo
(3,4%) mientras que las de racion 6% aumentan un 21,79% respecto al mes anterior;
es en este muestreo cuando las diferencias para el valor de este indice son mayores
entre las dos raciones. En el muestreo final las diferencias entre ambas raciones se
reducen, ya que las almejas con racion 3% aumentan su indice gonadal un 29,71%
respecto al mes anterior, mientras que las que tienen racion 6% solo lo aumentan en

un 6,42%, aun asi el valor final es mas alto para las almejas con racion 6%.
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Fig. 5.5. Evolucién de los indices de Condicién de las almejas durante el
acondicionamiento en el criadero, al inicio del mismo y en los tres controles posteriores.
ICF e ICS (Indices de Condicién Fresco y Seco). ICG (Indice de Condicién Gonadal).
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5.3.4.- Ciclo gametogénico

La siguiente grafica representa la evolucion del desarrollo gametogénico durante el
acondicionamiento, desde las condiciones de los reproductores al inicio del mismo y
los cambios producidos en los controles realizados, tanto para los tanques con dieta
del 3% como para los tanques con dieta del 6%. En el primer control realizado un mes
después del inicio, no se procesaron las muestras para histologia ni para las analiticas
bioquimicas, porque después de una observacidon microscopica de frotis gonadal,
apenas se veia avance en su desarrollo y se decide no sacrificar mas reproductores
para que quede un numero suficiente al final del acondicionamiento que pueda
desovar. Por eso en las graficas del ciclo gametogénico, asi como de la composicion
bioquimica, se pasa del control inicial al 2° control realizado a los dos meses de

empezar el acondicionamiento y el 3* control, a los tres meses desde el inicio.

100% 1 -
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OEO0 BE1 OE2 ME3 OE4 OE5

Fig. 5.6. Representacion de la evolucién del desarrollo gametogénico durante el acondicionamiento. EO
(reposo); E1 (inicio); E2 (desarrollo); E3 (madurez); E4 (puesta) y E5 (postpuesta). Racién de microalgas
del 3% y 6%.

Al inicio de la experiencia del acondicionamiento, a principios de octubre, la mayoria
de los reproductores (73%) estaban en estado de postpuesta, con la génada vacia
después de los desoves, un 14% estaban en reposo gonadal y un 13% en el inicio de
la gametogénesis. En el segundo control, que se hizo después de dos meses y medio
de comenzar el acondicionamiento, en los tanques con racién 3%, el 60,67% de las

almejas estaban iniciando el desarrollo gonadal, el 28,33% estaban en fase avanzada
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de desarrollo gametogénico y el 11% restante permanece aun en reposo gonadal. Las
almejas con racion 6% estan mas avanzadas en su desarrollo, no se encontraron
individuos en fase de reposo y solo entre el 17,33% estaban iniciando la
gametogénesis, la mayoria (67%) estan en fase avanzada de desarrollo gonadal y se
encontraron un 15,67% de los reproductores maduros. En el control final, tres meses
después de empezar el acondicionamiento, los reproductores con racién 3% de
microalgas, tienen la mayoria de sus individuos (85%) en fase de madurez (37%) y
puesta (48%) y queda un 15% en fase avanzada de gametogénesis. Las almejas con
racion 6% de microalgas, tienen todos los individuos en las fases de madurez, puesta

e incluso, un 23% estan ya en fase de postpuesta.

5.3.5.- Composicién bioquimica mayoritaria

La tabla V.2 muestra los contenidos de carbohidratos, proteinas y lipidos (expresado
en mg totales) obtenidos en la gdbnada-masa visceral. Se analizaron por separado las
goénadas de los machos, hembras e individuos de sexo indeterminado (cuando no fue
posible determinar el sexo por observacion al microscopio éptico de un frotis gonadal).
Al inicio del acondicionamiento el sexo se pudo determinar porque en los foliculos
quedaban células germinales residuales y se separaron machos y hembras; en el
primer control, a los dos meses, en las almejas con racidon 3% se separaron machos,
hembras e indeterminados, mientras que en las almejas alimentadas con racién 6% al
estar el desarrollo gonadal mas avanzado, ya se pudo observar el sexo en todas las
almejas analizadas; en el control final y en las dos raciones utilizadas se separaron

machos y hembras.

Desde el inicio al final del acondicionamiento, los tres componentes bioquimicos
analizados, aumentan su valor y los valores son siempre mayores para las almejas
con racion del 6%. Al inicio del acondicionamiento la cantidad de carbohidratos es
mayor en machos (70,92 mg) que en hembras (57,92 mg); con una racion del 3% de
microalgas, en el control realizado a los dos meses del inicio, las hembras aumentan
los carbohidratos llegando a los 96,01 mg mientras que los machos siguen igual (70,12
mg), al final del acondicionamiento, un mes mas tarde, los dos sexos tienen
practicamente la misma cantidad, 104,38 mg los machos y 106,54 mg las hembras.
Con una racién del 6%, las cantidades finales son de 146,04 mg y 133,97 mg para

machos y hembras, respectivamente.
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Tabla V.2. Composicién bioquimica de la gbnada-masa visceral de Ruditapes decussatus durante el
acondicionamiento, tanto al inicio como en los sucesivos controles (2°C y 3% C), con racién del 3% de
microalgas y con racién 6%. Expresado en mg totales por génada. El sexo se expresa como: MA=
macho, HE= hembra, IN= indeterminado.

Carbohidratos Proteinas Lipidos

R3% R6% R3% R6% R3% R6%
Sexo M D M D M D M D M D M D

Inicio MA 709 048 709 048 100,3 14,64 100,3 14,64 25090 4,00 2590 4,00

HE 579 6,17 579 6,17 959 9,32 9590 9,32 27,70 3,46 27,70 3,46

MA 70,1 7,47 107,3 518 87,24 533 1191 3,84 31,82 6,63 4513 7,53

[o}
2C HE 96,0 8,54 117,8 14,1 96,17 3,03 129,2 8,67 40,01 7,56 54,39 8,64

IN 858 4,16 101,7 1,82 36,28 4,96

3 ¢ MA 1044 24,6 146,0 8,64 1478 9,96 196,1 3,63 54,62 11,93 67,16 12,15

HE 106,5 4,88 1339 144 1523 6,25 1959 8,44 61,83 11,59 79,31 11,13

Las proteinas son el componente mayoritario y los mg obtenidos en la géonada-masa
visceral son practicamente los mismos en machos que en hembras, y esto se
mantiene desde el inicio al final del acondicionamiento; lo que varia es la cantidad final
alcanzada en las dos raciones: en la racion 3% el aumento producido es de media un

53% frente al 100% que aumentan con la racién del 6%.

Los lipidos son el componente minoritario en la gbnada-masa visceral con un valor
inicial de 25,9 mg en los machos y 27,7 mg en las hembras, pero a lo largo del
acondicionamiento es el que proporcionalmente sufre un aumento mas elevado, al
igual que en las proteinas y carbohidratos, el aumento es mayor en las almejas con
una racion del 6% frente al 3% y ademas las hembras, que al inicio tenian un 7% mas
de lipidos que los machos, durante el acondicionamiento estas diferencias van
aumentando y al final del mismo las hembras con racién 3% tienen un 13% mas de

lipidos que los machos y las que se alimentaron con racién 6% tienen un 18% mas.

Segun el analisis estadistico realizado, en el primer control las diferencias en la
composicién bioquimica de la génada-masa visceral entre reproductores alimentados
con las dos raciones estudiadas son significativas (P<0,05) en los machos para los

tres componentes analizados, pero no lo son en las hembras (P>0,05). En el segundo
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control las diferencias en machos siguen siendo significativas (P= 0,002) para los tres
componentes bioquimicos, mientras que en las hembras, son significativas en el caso

de proteinas vy lipidos, pero no lo son en los hidratos de carbono (P=0,132).

En la figura 5.7 se representan las variaciones en la composiciéon bioquimica durante

el acondicionamiento, sin diferenciar por sexos y expresadas en porcentaje.

Las proteinas no presentan diferencias entre las almejas con racién normal y doble, en
ambos casos sufren oscilaciones durante el acondicionamiento, un descenso del 11%
durante los dos primeros meses de acondicionamiento y un aumento del 7% en el
tercer mes, se pasa de unos valores iniciales de 36,39% a unos valores finales de

34,46 y 34,70% para las almejas con racion 3% y 6%, respectivamente.

La evolucion de los carbohidratos es inversa a las proteinas, en el primer control
realizado a los dos meses del inicio del acondicionamiento, se produce un aumento del
15,63% para las almejas con racion 3% y del 22,13% para las almejas con racién 6% y
una disminucion durante el tercer mes, que hace que las almejas que se alimentan con
racion 3% terminen al final del acondicionamiento con los mismos valores que al inicio,
mientras que las que se alimentan con una racion doble, terminan con un 6% mas de

carbohidratos.

Los lipidos durante el acondicionamiento aumentan desde el 10,01% al inicio hasta el
13,41% al final para las almejas con racion 3% y 12,71% con racién 6%. El
comportamiento es diferente en ambas raciones alimenticias, las almejas con racién
3% sufren un aumento constante a lo largo del acondicionamiento, un 16% en los dos
primeros meses y un 15% en el tercer mes; las almejas con raciéon 6%, a los dos
meses del inicio presentan un aumento del 26,87%, pero en el ultimo mes se

mantienen sin aumentar.
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Fig. 5.7. Representacion de la evolucién en la composicion bioquimica de la gonada-
masa visceral, para los tres componentes mayoritarios durante el acondicionamiento
con racion 3% y 6% de microalgas.
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5.4.- DISCUSION

Aunque la temperatura, en moluscos bivalvos, inicie el proceso de la gametogénesis,
la fecundidad y la calidad de los huevos producidos aumentan cuando se suplementa

su acondicionamiento con la adicién de microalgas (Devauchelle y Mingant, 1991).

En este estudio se utilizd una dieta mixta de seis microalgas (/sochrysis sp.,
Monochrysis sp., Tetraselmis suecica, Chaetoceros calcitrans, Phaeodactylum
tricornutum y Skeletonema costatum) con un alto contenido en proteinas, entre un
46% y un 54%. El contenido en carbohidratos variaba entre el 3% y el 11% vy el
porcentaje de lipidos variaba entre el 30% y el 11%, con un elevado porcentaje de
acidos grasos poliinsaturados, fundamentalmente 20:5(n-3). Para obtener un
rendimiento 6ptimo en el cultivo de bivalvos se recomienda una dieta mixta con dos o
tres especies diferentes para suministrar todos los nutrientes esenciales. Matias D. et
al. (2010) han estudiado la influencia de diferentes dietas en el acondicionamiento de
la almeja fina y ensayaron varios tipos de alimentacion: dietas monoalgales de /.
galbana y C. calcitrans y dietas mixtas con estas dos especies. La microalga
Isochrysis que cultivan tiene altos contenidos de proteinas y Chaetoceros tiene altos
contenidos de carbohidratos. Todos los reproductores presentaron un rapido desarrollo
gonadal pero los indices de Condicién méas altos se consiguieron en aquellos
alimentados con la dieta mixta.

Aunque Whyte et al. (1990) subrayaban la relevancia de los carbohidratos en la dieta y
relacionaban el estado nutricional de las larvas con el mismo, mas que con el
contenido en lipidos y proteinas, la importancia del contenido en proteinas de las

dietas durante el desarrollo gonadal ha sido puesta de manifiesto por diversos autores.

Uriarte et al. (2004) ensayaron cuatro tipos de dietas, todas ellas basadas en una dieta
mixta de las especies I. galbana y C. neogracile sobre el acondicionamiento de
Argopecten purpuratus y Crassostrea gigas. Cultivaron estas algas con unas
condiciones determinadas para obtener niveles altos, normales o bajos de proteinas.
En una cuarta dieta utilizaron una mezcla del 70% de las microalgas con una
concentracion de proteinas normal y le afadieron un 30% de una emulsién lipidica
enriquecida con EPA y DHA. La mejor dieta de todas, para las dos especies, fue la de
las microalgas enriquecidas en proteinas, seguido por la mezcla de microalgas y

emulsion lipidica que mejoraban la supervivencia y el crecimiento larvario.
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Las dos raciones empleadas en esta tesis se corresponden con una situacion de
balance energético positivo, ya que en ambas aumenta el peso seco de la viscera. Al
final del acondicionamiento el aumento del peso seco fue del 77% en las almejas con
racion normal y del 93% en las almejas con racién doble, esto concuerda con lo
obtenido por Delgado y Pérez-Camacho, 2003 donde ensayan cinco raciones con
diferentes concentraciones de la microalga I. galbana (Clone T-Iso) en la almeja fina y
observan que el incremento de peso seco de la carne, esta directamente relacionado
con la cantidad de comida disponible. Las almejas, con una dieta de balance
energético positivo, dedican la mayoria de la energia al desarrollo gonadal y el
porcentaje de ovocitos maduros aumenta de acuerdo con la cantidad de comida

disponible.

El valor de los indices de Condicién en este acondicionamiento fue siempre mayor en
los reproductores con racién doble de alimento, asi el indice de Condicién Gonadal
aumenté un 17,41% con la racién normal y el 25,21% con la racion doble. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores como Da Costa et al.,
(2009) que en un estudio sobre el efecto de la alimentacién sobre el
acondicionamiento del solénido Ensis siliqua, utilizando una dieta mixta de seis
microalgas y tres concentraciones diferentes: 3%; 6% y 9%, se encontré que los
mayores valores del indice de Condicidn fueron obtenidos con la dieta del 6% y el
mayor porcentaje de individuos en estado de madurez, después de dos meses de

acondicionamiento, también se obtuvo con la dieta del 6%.

Martinez-Pita et al. (2011) que también estudian el efecto de raciones del 3% y 6%
para acondicionar reproductores de Callista chione usando una dieta mixta de las
especies: T. suecica, Chaetoceros. sp., e I. galbana, llegan a la conclusién de que la
racion del 6% es mejor porque se consiguen unos valores del indice de Condicién
superiores y, aunque con ambas raciones se produce la maduracién gonadal, los
ovocitos son mas grandes en las hembras alimentadas con una racién del 6%.
Ademas comparan los reproductores acondicionados con reproductores del medio
natural y obtienen diferencias significativas para el valor del indice de Condicién entre
el grupo alimentado con la racion del 6% respecto a los otros dos grupos, pero no
hallan diferencias entre el grupo alimentado con una racion del 3% y los reproductores

del medio natural.

En nuestro caso si encontramos diferencias significativas con el medio natural en el
porcentaje de carbohidratos y lipidos de la gonada (Fig. 5.8) que siempre fue mas alto

en los reproductores acondicionados. Esto puede deberse a una baja concentracion
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de fitoplacton en el agua de mar en esta época del afio, lo que hace que el contenido
en carbohidratos en el medio natural disminuya de forma notable durante la
maduracioén gonadal de las almejas, mientras que en las almejas acondicionadas este

descenso es mucho menor.
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Fig.5.8. Representacion de los porcentajes de carbohidratos y lipidos
totales encontrados en la gbnada-masa visceral, en el acondicionamiento
con dos raciones de alimento y comparandolo con el medio natural.

En los diferentes acondicionamientos realizados en esta tesis, se pudo comprobar que
el estado gametogénico de los reproductores al inicio del acondicionamiento, es
primordial ya que va a influir en la duracién del mismo. Asi, en el acondicionamiento
realizado para estudiar el efecto de la racion de alimento y el realizado en otofio para
estudiar la influencia del régimen de temperatura, los reproductores se recolectaron en
octubre de dos afos consecutivos, pero con una diferencia de casi un mes; el de
temperatura fue el 25 de octubre y el de alimentacién fue el primero de octubre del afio
siguiente. El estado reproductivo de las almejas era distinto y los resultados del

acondicionamiento también fueron diferentes; en el de temperatura, cuando las
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almejas llegan al criadero, el 56% estan en fase de reposo, un 34% estan en fase de
postpuesta y el 10% restante en fase de inicio; en el de alimentacion, el 73% estaban
en fase de postpuesta, un 14% en fase de reposo y un 13% en fase de inicio, lo que
significa que, en general, van mas atrasadas en su ciclo que las primeras, esto se
refleja en la duracién de ambos acondicionamientos: en el de temperatura se tardan
100 dias en conseguir desoves y en el de alimentacion se tardan 140 dias con una

"racion normal" de microalgas (3%) y 127 dias con una "racion doble" (6%).

Siempre que la temperatura sea favorable, la cantidad de comida suministrada a los
reproductores de almeja fina, no condiciona el desarrollo gonadal y siempre se
produce la maduracién gonadal, aunque si influye en el tiempo que tardan los
reproductores en alcanzar esa madurez y la cantidad de gonada generada (Delgado y
Camacho, 2005), produciéndose una aceleraciéon en el desarrollo bajo unas
condiciones nutricionales mas favorables. Partiendo de almejas en reposo o inicio de
la gametogénesis, con la dieta mas alta se observa desarrollo gonadal a los 21 dias de
empezar la experiencia, mientras que con una dieta reducida todavia la mitad de los
individuos estaban en las fases iniciales del desarrollo gametogénico. Esto también se
observa en las dos raciones empleadas en nuestro acondicionamiento ya que después
de mes y medio de comenzar, en las almejas alimentadas con raciéon normal, sélo el
28,33% llegaban a la fase de desarrollo gonadal, mientras que en las alimentadas con
racion doble, la mayoria (67%) estan en esa fase e incluso se encuentra un 15,67% de

reproductores maduros.

En este acondicionamiento, las almejas acumulan carbohidratos durante los dos
primeros meses y lo gastan en el ultimo mes. La cantidad de carbohidratos acumulada
es siempre mayor en los reproductores alimentados con dieta doble. Cuando se inicia
el acondicionamiento los reproductores estaban en fase de postpuesta (73%) vy
durante los dos primeros meses, apenas se produce avance en la maduracion sexual,
porque necesitan de un periodo de reposo para reponerse del desove anterior y
prepararse para iniciar de nuevo el ciclo gametogénico. Como ya se indicé en el
capitulo 3 de esta tesis, la almeja fina en Galicia tiene una estrategia reproductiva de
tipo conservador, el almacenamiento de glucoégeno tiene lugar antes de que se inicie la
gametogénesis, por eso y aunque la disponibilidad de comida sea buena, primero
necesitan acumular energia en forma de carbohidratos para después poder emplearla

en la gametogénesis.
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Esto concuerda con los resultados de Pérez Camacho et al. (2003) estudiando el
desarrollo gonadal y la composicion bioquimica de la almeja fina. En almejas
alimentadas con una dieta de balance energético positivo, los niveles de carbohidratos
se incrementan hasta el dia 35 en proporcion a la racién de comida suministrada y
también se incrementan los lipidos, segun va avanzando la maduracién gonadal sobre
todo en las hembras, este incremento es directamente proporcional a la cantidad de
alimento disponible, por lo que demuestra el papel de los lipidos como una reserva

metabdlica en la reproduccion, sobre todo de las hembras de almeja fina.

En los acondicionamientos de esta tesis, los lipidos son el otro componente que
aumenta considerablemente durante la gametogénesis y el que presenta mas
diferenciacion entre machos y hembras y también entre las almejas alimentadas con
racion normal y doble. Con la dieta normal el aumento del porcentaje de lipidos es
gradual durante todo el acondicionamiento, mientras que con la dieta doble, los lipidos
aumentan en mayor proporcion durante los dos primeros meses y después se
mantienen alcanzando el mismo nivel que con la dieta normal al final del
acondicionamiento. Delgado et al. (2004) estudian el papel de los lipidos en el
desarrollo gonadal de Ruditapes decussatus, y también observan que el contenido de
lipidos totales en los tejidos blandos se incrementan con la maduracion sexual, las
hembras siempre acumulan una mayor cantidad que los machos. También acumulan
una mayor cantidad de fosfolipidos, sin embargo, contrariamente el porcentaje de
fosfolipidos con respecto a los lipidos totales es siempre mas grande en machos,

quizas debido a la mayor acumulacion de triacilglicéridos en hembras.

Las proteinas durante nuestro acondicionamiento tuvieron un comportamiento inverso
a los carbohidratos, en el primer control sufrieron un descenso del 11% y después un
aumento del 7% y no hubo diferencias en la cantidad de proteinas entre los

reproductores alimentados con dieta normal y dieta doble.
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6.- CONCLUSIONES

KD
0‘0

La almeja fina en las Lagunas de Baldaio, tiene un ciclo reproductivo anual con
un periodo de reposo de octubre a diciembre. En enero la mayoria de las
almejas empiezan la gametogénesis y el periodo de puesta abarca desde

mayo a agosto.

El indice de Condicién gonadal va aumentando durante la gametogénesis

hasta alcanzar los valores maximos en agosto antes del desove final.

Las proteinas son el componente bioquimico mayoritario en todas y cada una
de las partes en que se diseccionan las almejas, que son en orden
descendente: musculos aductores, sifones, pie, reborde muscular del manto,

branquias y génada-masa visceral.

Los carbohidratos son cuantitativamente el segundo componente y la maxima
concentracion se encuentra en la génada-masa visceral seguido del reborde

muscular del manto, musculo aductor, pie, branquias y sifones.

Los lipidos son los componentes minoritarios, la mayor concentracién se

encuentra en la génada-masa visceral y la menor, en el musculo aductor.

La almeja fina es una especie que, en general, responde bien al
acondicionamiento en criadero, consiguiendo adelantar la época del afo en

que se pueden obtener desoves a partir del mes de febrero.

De los factores estudiados en esta tesis, la influencia de los mismos, por orden
de importancia, son: el estado inicial de los reproductores, que viene
determinado por la época del afio en que se recogen del medio natural; la

temperatura de acondicionamiento y la alimentacion.

El otofio no es un buen momento para iniciar los acondicionamientos, los
reproductores aun estan en reposo gonadal y el tiempo de acondicionamiento
necesario para conseguir la maduracion de los reproductores es muy largo
(entre 100 y 140 dias). A partir de enero en el medio natural las almejas
empiezan la gametogénesis y es un buen momento para su traslado al criadero

y realizar el acondicionamiento.
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7

% Las almejas acondicionadas a temperatura alta y constante (20°C), presentan
un desarrollo gonadal mas rapido que las almejas con subida gradual de la
temperatura, sobre todo durante el primer mes del acondicionamiento, aunque
las diferencias al final, tanto en los indices de Condicion como en los

componentes bioquimicos, en general no son estadisticamente significativas.

< Con raciones de microalgas que supongan un balance energético positivo,
todos los reproductores acondicionados maduran y desovan. Aunque los
reproductores alimentados con una racién mas alta alcanzan mayores valores
en sus Indices de Condicion, tanto soméaticos como gonadales; el desarrollo
gametogénico también es mas rapido y la cantidad de carbohidratos

acumulados es mayor en las almejas con mayor racién de alimento.

134



BIBLIOGRAFIA







BIBLIOGRAFIA

7.- BIBLIOGRAFIA

ABAD, M.; RUIiZ, C.; MARTINEZ, D.; MOSQUERA, G. y SANCHEZ J.L. 1995.
Seasonal variations of lipid classes and fatty acids in flat oyster, Ostrea edulis
from San Cibrao (Galicia, Spain). Comp. Biochem. Physiol. 110C: 109-118.

ABALDE, J. y HERRERO, C. 2004. Microalgas en acuicultura: calidad nutricional.
Algas 32: 16-18.

ACKMAN, R.G.; TOCHER, C.S. y LACHLAN, J. 1968. Marine phytoplankton fatty
acids. J. Fish. Res. Board. Canada, 25 (8): 1603-1620.

ANIBAL, J.; ESTEVES, E. y ROCHA, C. 2011. Seasonal variations in gross
biochemical composition, percent edibility, and condition index of the clam
Ruditapes decussatus cultivated in the Ria Formosa (South Portugal). J.
Shellfish Res. 30, N° 1: 17-23.

ANSELL, A.D. 1972. Distribution, growth and seasonal changes in biochemical
composition for the bivalve Donax vittatus (Da Costa) from Kames Bay, Millport.
J. Exp. Mar. Biol. Ecol. 10: 137-150.

ANSELL, A.D.; LOOSMORE, F.A. y LANDER, K.F. 1964. Studies on the hard-shell
clam, Venus mercenaria, in the British waters. Vol Il. Seasonal cycle in

condition and biochemical composition. J. Appl. Ecol. 1: 83-95.

ANSELL, A.D.; FRANKIEL, L. y MOUEZA, L. 1980. Seasonal changes in tissue weight
and biochemical composition for the bivalve Donax trunculus L. on the Algerian
coast. J. Exp. Mar. Biol. Ecol. 45: 105-116.

ARANDA-BURGOS, J.A. 2010. Desarrollo embrionario y larvario de almeja fina,
Ruditapes decussatus (Linné, 1758): estudio al microscopio éptico y electronico
de barrido. Trabajo Fin de Master (TFM). Universidad de Santiago de

Compostela. Espana.

137



BIBLIOGRAFIA

BARBER, B.J. y BLAKE, N.J. 1981. Energy storage and utilization in relation to
gametogenesis in Argopecten irradians concentricus (Say). J. Exp. Mar. Biol.
Ecol. 52: 121-134.

BARBER, B.J. y BLAKE, N.J. 1985. Intra-organ biochemical transformations
associated with oogenesis in the bay scallop, Argopecten irradians concentricus
(Say), as indicated by "C incorporation. Biol. Bull. 168: 39-49.

BAYNE, B.L. 1976. Aspects of reproduction in bivalve molluscs. In: Viley, M.L. (Ed.),

Estuarine processes. Academic press, New York, 432-448.

BEN-AMOTZ, A.; FISHLER, R. y SHNELLER, A. 1987. Chemical composition of
dietary species of marine unicellular algae and rotifer with emphasis on fatty
acids. Marine Biology, 95: 31-36.

BENINGER, P.G. y LUCAS, A. 1984. Seasonal variations in condition, reproductive
activity and gross biochemical composition of two species of adult clam reared
in a common habitat: Tapes decussatus L. (Jeffreys) and Tapes philippinarum
(Adams and Reeve). J. Exp. Mar. Biol. Ecol. 79: 19-37.

BENINGER, P.G. y STEPHAN, G. 1985. Seasonal variations in the fatty acids of the
triacylglycerols and phospholipids of two populations of adult clam (Tapes
decussatus L. and T. philippinarum) reared in a common habitat. Comp.
Biochem. Physiol. 81B: 591-601.

BESNARD, J.Y.; LUBET, P. y NOUVELOT, A. 1989. Seasonal variations of the fatty
acid content of the neutral lipids and phospholipids in the female gonad of

Pecten maximus L. Comp. Biochem. Physiol. 93B: 21-26.

BEUKEMA, J.J. y DE BRUIN, W. 1977. Seasonal changes in dry weight and chemical
composition of the soft parts of the tellinid bivalve Macoma balthica in the dutch
Wadden Sea. Netherlands J. Sea. Res., 11 (1): 42-45.

BLANCO, M.J. 2010. Influencia de la temperatura en el desarrollo gonadal y la

movilizacién de reservas de la almeja fina (Ruditapes decussatus (L.)). Tesis

doctoral. Universidad de A Corufia. Espafa.

138



BIBLIOGRAFIA

BODOY, A. y PLANTE-CUNY, M.R. 1984. Relations entre I'evolution saisonniére des
populations de palourdes (Ruditapes decussatus) et celle des microphytes

benthiques et planctoniques (Golfe de Fos, France). Haliotis 14: 71-78.

CASTELL, J.D. 1983. Fatty acid metabolism in crustaceans. Proceedings of the
Second International Conference on Aquaculture Nutrition. Biochemical and

Physiological Approaches to Shellfish Nutrition. Baton Rouge, Lousiana.

CERVINO-OTERO, A. 2011. Ciclo reproductivo, cultivo en criadero y en el medio
natural de la almeja babosa Venerupis pullastra (Montagu, 1803). Tesis

doctoral. Universidad de Santiago de Compostela. Espaia.

CERVINO-OTERO, A.; OJEA, J.; ARANDA-BURGOS, J.A.; NOVOA, S. y MARTINEZ-
PATINO, D. 2012. Gametogenic cycle of Venerupis rhomboides (Pennant,
1777) in Cangas (Ria of Vigo, NW Spain). Physiomar 12 International Meeting.
Book of Abstracts, 88.

COE, W.R. 1943a. Sexual diferentiation in mollusks. I. Pelecypods. Q. Re. Biol., 18:
154-164.

COWEY, C.B.; OWEN, J.M. y MIDDLETON, C. 1976. Studies on the nutrition of marine
flatfish. The effect of different dietary fatty acids on the growth and fatty acid
composition of turbot (Scophthalmus maximus). British Journal of Nutrition, 36
(3), 479-486.

CHAVEZ-VILLALBA, J.; POMMIER, J.; ANDRIAMISEZA, J.; POUVREAU, S
BARRET, J.; COCHARD, J-C. y LE PENNEC, M. 2002. Broodstock
conditioning of the oyster Crassostrea gigas: origin and temperature effect.
Aquaculture 214: 115-130.

CHRYSSANTHAKOPOULOU, V. y KASPIRIS, P. 2005. Reproductive cycle of the
carpet shell clam Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758) in Araxos lagoon (NW
Peloponnisos, Greece) and in Evinos estuary (south Aitoloakarnania, Greece).
Fres. Environ. Bull. 14: 999-1005.

CHU, F. y GREAVES, J. 1991. Metabolism of palmitic, linoleic and linolenic acids in
adult oysters, Crassostrea virginica. Marine Biology, 110 (2): 229-236.

139



BIBLIOGRAFIA

DA COSTA, F.; NOVOA, S.; OJEA, J. y MARTINEZ, D. 2005. Acondicionamiento del
solénido Ensis arcuatus en dos regimenes de temperatura: relaciéon con las
proteinas y el glucégeno. Libro de Resumenes del X Congreso Nacional de
Acuicultura. Gandia, Espana. 2005. 608-609.

DA COSTA, F.; OJEA, J.; NOVOA, S. y MARTINEZ-PATINO, D. 2009. Efecto del
estadio gametogénico inicial en el acondicionamiento de tres especies de
solénidos: Ensis arcuatus, E. siliqua y Solen marginatus. Libro de Resumenes
del Xl Congreso Nacional de Acuicultura, Madrid, Espafia. 2009. 540-541.

DA COSTA, F.; NOVOA, S.; OJEA, J. y MARTINEZ-PATINO, D. 2009. Investigating
the effect of feeding regimens on gametogenesis of broodstock of razor clam
Ensis siliqua under hatchery conditions. Aquaculture Europe, 2009. Thronheim.
Noruega. 388-389.

DARRIBA, S.; SAN JUAN, F. y GUERRA, A. 2004. Reproductive cycle of the razor
clam Ensis arcuatus (Jeffreys, 1865) in northwest Spain and its relation to

environmental conditions. J. Exp. Mar. Biol. Ecol. Vol. 311, Issue 1: 101-115.

DE LA PARRA-VALENZUELA, A.M. 2004. Variacion de la reservas energéticas de
Crassostrea gigas (Thunberg, 1794) en relacién a la gametogénesis. Tesis

doctoral. Universidad de Vigo. Espafia.

DE LA ROCHE-CADAVID, J.P. 2009. Ciclo reproductor y anatomia funcional de la
gonada de Chlamys varia (Linnaeus, 1758). Tesis doctoral, Universidad de

Santiago de Compostela. Espafia.

DE MORENO, J.E.; MORENO V.J. y BRENNER, R.R. 1976. Lipid metabolism of the
yellow clam, Mesodesma mactroides: 2-Polyunsaturated fatty acid metabolism.
Lipids, 11: 561-566.

DE PAUW, N. 1981. Use and production of microalgae as food for nursery bivalves.

En: Nursery Culturing of Bivalve Molluscs. Special Publication. C. Claus, N. de

Pauw y E. Jaspers (eds.) 7: 35-69. Euro. Mar. Soc. Ostende, Bélgica.

140



BIBLIOGRAFIA

DE ZWAAN, A. y ZANDEE, D.I. 1972. Body distribution and seasonal changes in
glycogen content of the common sea mussel Mytilus edulis. Comp. Biochem.
Physiol., 43 A: 53-58.

DELAUNAY, F. 1992. Nutrition lipidique de la coquille Saint-Jacques Pecten maximus
(L) au cours du developpement larvaire. Thése de doctorat de L’Université de

Brest. Francia.

DELGADO-FERNANDEZ, 2001. Maduracién sexual en Ruditapes decussatus (L.):
implicaciones energéticas y bioquimicas. Tesis doctoral. Universidad de

Santiago de Compostela. Espafia.

DELGADO, M. y PEREZ-CAMACHO, A. 2003. A study of gonadal development in
Ruditapes decussatus (L.) (Mollusca, Bivalvia), using image analysis
techniques: Influence of food ration and energy balance. J. Shellfish Res. 22:
435-441.

DELGADO, M.; PEREZ-CAMACHO, A.; LABARTA, U. y FERNANDEZ-REIRIZ, M.J.
2004. The role of lipids in the gonadal development of the clam Ruditapes
decussatus (L.). Aquaculture 241: 395-411.

DELGADO, M. y PEREZ-CAMACHO, A. 2005. Histological study of the gonadal
development of Ruditapes decussatus (L.) (Mollusca, Bivalvia) and its
relationship with available food. Sci. Mar. 69: 87-89.

DELGADO, M. y PEREZ-CAMACHO, A. 2007. Comparative study of gonadal
development of Ruditapes philippinarum (Adams and Reeve) and Ruditapes
decussatus (L.) (Mollusca: Bivalvia): Infuence of temperature. Sci. Mar. 71 (3):
471-484.

DELGADO, M.; BLANCO, M.J. y PEREZ-CAMACHO, A. 2007. Umbral térmico para la
maduracién sexual de la almeja fina (Ruditapes decussatus, L.). Libro de Actas
del XI Congreso Nacional de Acuicultura. Vigo. Espafia. 403-406.

DERBALI, A.; JARBOUI, O. y GHORBEL, M. 2009. Biologia reproductiva del

berberecho Cerastoderma glaucum (Mollusca: Bivalvia) de la costa norte de
Sfax (Golfo de Gabes, Tunez). Ciencias Marinas, 35(2): 141-152.

141



BIBLIOGRAFIA

DEVAUCHELLE, N. y MINGANT, D. 1991. Review of the reproductive physiology of
the scallop, Pecten maximus, applicable to intensive aquaculture. Aquat. Living
Resourc. 4: 41-51.

DREYWOOD, R. 1946. Qualitative test for carbohydrate material. /nd. Eng. Chem.
(Anal. Ed), 18:499.

DRUMMOND, L.; MULCAHY, M. y CULLOTY, S. 2006. The reproductive biology of the
Manila clam, Ruditapes philippinarum, from the North-West of Ireland.
Aquaculture. 254: 256-340.

ENRIGHT, C.T.; NEWKIRK, G.F.; CRAIGIE, J.S. y CASTELL, J.D. 1986a. Evaluation
of phytoplankton as diet for juvenile Ostrea edulis L. J. Exp. Mar. Biol. Ecol., 96:
1-13.

FABIOUX, C.; HUVET, A.; LE SOUCHU, P.; LE PENNEC, M. y POUVREAU, S. 2005.
Temperature and photoperiod drive Crassostrea gigas reproductive internal
clock. Aquaculture, 250: 458-470.

FABREGAS, J.; HERRERO, C.; ABALDE, J. y CABEZAS, B. 1985. Growth, chlorophyll
a and protein of the marine microalga Isochrysis galbana Parke in batch
cultures with different salinities and high nutrient concentrations. Aquaculture
50: 187-199.

FERNANDEZ-CASTRO, N. y DI MATTIO, N.V. 1987. Biochemical composition,
condition index, and energy value of Ostrea puelchana (D’Orbigny):

Relationships with the reproductive cycle. J. Exp. Mar. Biol. Ecol. 108: 113-126.

FERRAN, E.; TREVINO, M.; MANCEBO, M.J.; CRESPO, C. y ESPINOSA, J. 1990.
Estudio del ciclo gonadal anual en Mytilus galloprovincialis: Cinética de
poblaciones celulares en el manto y reservas bioenergéticas. Actas Il

Congreso Nacional de Acuicultura. 467-472.

FIGUERAS, A. 1957. Moluscos de las playas de la ria de Vigo: Il. Crecimiento y
reproduccion. Investig. Pesq. 7: 49-97.

142



BIBLIOGRAFIA

FISCHER-PIETTE, E. y METIVIER, B. 1971. Révision des Tapetinae (Mollusques
Bivalves). Mém. Mus. Nati. Hist. Nat., Paris, 71: 1-106.

FOLCH, J.; LESS, M. y SLOANE-STANLEY, C.H. 1957. A simple method for the
isolation and purification of total lipids from animal tissues. J. Biol. Chem. 266:
497-509.

FRAGA, F. 1956. Determinacion de glucégeno en moluscos con el reactivo de antrona.
Investig. Pesq. 3: 69-74.

GABBOTT, P.A. 1975. Storage cycles in marine bivalve molluscs: an hypothesis
concerning the relation between glycogen and gametogenesis. In: Barnes, H.
(Ed.), Proceedings of the Ninth Eur. Mar. Biol. Symp., Aberdeen Univ. Press,
Aberdeen, Scotland: 191-211.

GABBOTT, P.A. 1976. Energy metabolism. In: Bayne, B.L. (Ed.), Marine Mussels:
Their Ecology and Physiology. Cambridge Univ. Press, Cambridge: 293-335.

GABBOTT, P.A. 1983. Developmental and seasonal metabolic activities in marine
molluscs. In: Hochachka, P.W. (Ed.), The WMollusca. Environmental

Biochemistry and Physiology, 2. Academic Press, New York: 165-217.

GALLAGER, S.M. y MANN, R. 1986. Growth and survival of larvae of Mercenaria
mercenaria (L.) and Crassostrea virginica (Gmelin) relative to broodstock

conditioning and lipid content of eggs. Aquaculture 56: 105-121.

GASPAR, M.B. y MONTERO, C.C. 1998. Reproductive cycles of the razor clam Ensis
siligua and the clam Venus striatula of Vilamoura, southern Portugal. J. Mar.
Biol. Assoc. U.K. 78: 247-258.

GIESE, A.C. 1969. A new approach to the biochemical composition of the mollusc
body. Oceanogr. Mar. Biol. 7: 175-229.

GIESE, A.C.; SMITH, M.A. y CHEUNG, M.A. 1967. Seasonal changes in body

component indices and chemical composition in the pismo clam Tivela
stultorum. Comp. Biochem. Physiol. 22: 549-561.

143



BIBLIOGRAFIA

GIMENO, S.; SARASQUETE, M.C. y GONZALEZ DE CANALES, M.L. 1990.
Histoquimica de proteinas y carbohidratos en la gdénada de Ruditapes
philippinarum (Adams y Reeve, 1850) durante la gametogénesis. Bol. Inst. Esp.
Oceanogr. 6 (1): 81-86.

GRASSE, P.P. 1976. Zoologia. Tomo 1. Invertebrados. Ed. Masson.

GONZALEZ, N. 1975. Composicién bioquimica y medio ambiente de Venerupis
decussata 'y Venerupis pullastra en la Ria del Pasaje, La Corufia. Bol. Inst. Esp.
Oceanogr. 194: 45.

HAMIDA, L. 2004. Reproduction de la palourde Ruditapes decussatus, en milieu
natural (sud Tunisie) et en milieu controlé (écloserie expérimentale): relation
avec le systeme immunitaire. Tesis doctoral. Universidad de Bretana

Occidental. Francia.

HAMIDA, L.; MEDHIOUBAND, M.N.; COCHARD, J.C.; ROMDHANE, M.S. y LE
PENNEC, M. 2004. Etude comparative du cycle de reproduction de la palourde
Ruditapes decussatus en milieu natural (sud Tunisie) et contrélé (écloserie).
Cah. Biol. Mar. 45:291-303.

HEASMAN, M.; O’'CONNOR, W. y FRAZER, A. 1996. Temperature and nutrition as
factors in conditioning broodstock of the commercial scallop Pecten fumatus
Reeve. Aquaculture, 143: 75-90.

HEFFERNAN, P.B.; WALKER, R.L. y CARR, J.L., 1989. Gametogenic cycles of three
bivalves in Wassaw Sound, Georgia: |. Mercenaria mercenaria (Linnaeus,
1758). J. Shellfish Res. 8, N° 1: 51-60.

HEFFERNAN, P.B.; WALKER, R.L. y CARR, J.L. 1989. Gametogenic cycles of three
bivalves in Wassaw Sound, Georgia: Il. Crassostrea virginica (Gmelin, 1791). J.

Shellfish Res. 8, N° 1: 61-70.

HELM, M.M.; BOURNE, N. y LOVATELLI, A. 2006. Cultivo de bivalvos en criadero. Un

manual practico. FAO Documento Técnico de Pesca. N°. 471. Roma.

144



BIBLIOGRAFIA

HERRERO, C.; CID, A.; FABREGAS, J. y ABALDE, J. 1991. Yields in biomass and
chemical constituents of four commercially important marine microalgae with

different culture media. Aqua. Engin. 10: 99-110.

HOLLAND, D.A. y CHEW, K.K. 1974. Reproductive cycle of the manila clam
(Venerupis japonica) form Hood Canal. Washington. Proceedings of the Nati.
Shellf. Asso. Volume 64.

IBEAS, C.; IZQUIERDO, M.S. y LORENZO, A. 1994. Effect of different levels of n-3
highly unsaturated fatty acids on growth and fatty acid composition of juvenile

gilthead sea bream (Sparus aurata). Aquaculture, 127 (2-3): 177-188.

IWATA, K.S. 1952. Spawning of Mytilus edulis. Bull. Tohoku. Reg. Fish. Res. Lab. 3-4
(n°® 28, 29 y 50).

JAMES, C.M.; AL-HINTY, S. y SALMAN, A.E. 1989. Growth and w3 fatty acid and
amino acid composition of microalgae under different temperature regimes.
Aquaculture, 77: 337-351.

JARA-JARA, R.; ABAD, M.; PAZOS, A.J.; PEREZ-PARALLE, M.L. y SANCHEZ, J.L.
2000. Growth and reproductive patterns in (Venerupis pullastra) seed reared in
wastewater effluent from a fish farm in Galicia (N.W. Spain). J. Shellfish Res.
19, N° 2: 949-956.

JOAQUIM, S.; MATIAS, D.; MATIAS, A.M.; MOURA, P.; ARNOLD, W.S.; CHICHARO,
L. y GASPAR, M.B. 2011. Reproductive activity and biochemical composition of
the pullet carpet shell Venerupis senegalensis (Gmelin, 1791) (Mollusca:
Bivalvia) from Ria de Aveiro (northwestern coast of Portugal). Scien. Mar. 75
(2): 217-226.

KLINGENSMITH, J.S. 1982. Distribution of methylene and nonmethylene-interrupted
dienoic fatty acids in polar lipids and triacylglycerols of selected tissue of the
hardshell clam (Mercenaria mercenaria). Lipids 17: 976-981.

KRAEUTER, J.N. y CASTAGNA, M. 2001. Biology of the hard clam. In: Kraeuter, J.N.,

Castagna, M. (Eds.), Devel. Aquac. Fish. Scien., 31. New York: Elsevier

Science, 751.

145



BIBLIOGRAFIA

LANGDON, C.J. y WALDOCK, M.J. 1981. The effect of algal and artificial diets on the
growth and fatty acid composition of Crassostrea gigas spot. J. Mar. Biol. Ass.
U. K, 61: 431-448.

LARUELLE, F.; GUILLOU, J. y PAULET, Y.M. 1994. Reproductive pattern of the
clams, Ruditapes decussatus and R. philippinarum on intertidal flats in Brittany.
J. Mar. Biol. Assoc. U.K. 74: 351-366.

LOOSANOFF, V.L. y DAVIS, H.C. 1950. Conditioning of Venerupis mercenaria for

spawning in winter and breeding its larvae in the laboratory. Biol. Bull. 98:60-65.

LOPEZ, J.; RODRIGUEZ, C. y CARRASCO, J.F. 2005. Comparacion del ciclo
reproductor de Solen marginatus (Pulteney, 1799) (Mollusca: Bivalvia) en las
Rias del Eo y Villaciciosa (Asturias, noroeste de Espafia) relacion con las

variables ambientales. Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 21 (1-4): 317-327.

LOPEZ-RUiZ, J.L.; GARCIA, R; SOLEDAD, M. y ALMEDA, F. 1995. Marine
microalgae culture: Chaetoceros gracilis with zeolitic product ZESTEC-56 and a
comercial fertilizer as a nutrient. Aquacultural engineering. Vol. 14, Issue 4,
367-372.

LOUZAN, A. 2008. Ciclo reproductor, composicién bioquimica y patologia de los
progenitores de Donax ftrunculus (Linné, 1758), de un banco natural de
Valdovifio (NO Galicia), para la obtencion de semilla en criadero. Diploma de

Estudios Avanzados. Universidad de Santiago de Compostela. Espafia.

LOWE, D.M.; MOORE, M.N. y BAYNE, B.L. 1982. Aspects of gametogenesis in the
marine mussel Mytilus edulis L. J. Mar. Biol. Ass. U. K., 62: 133-145.

LOWRY, O.; ROSENBROUGH, N.M.; FARR, A.L. y RANDALL, R.J. 1951. Protein
measurement with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193: 265-275.

LUBET, P. 1981. Action de la température sur le cycle de reproduction des
lamellibranches. Bull. Soc. Zool. Fr. 106: 283-292.

146



BIBLIOGRAFIA

MACKIE, L.A. y ANSELL, A.D. 1993. Differences in reproductive ecology in natural and
transplanted populations of Pecten maximus: evidence for the existence of
separate stocks. J. Exp. Mar. Biol. Ecol. 169: 57-75.

MANN, R. 1979. The effect of temperature on growth, physiology, and gametogenesis
in the Manila clam Tapes philippinarum (Adams & Reeve, 1850). J. Exp. Mar.
Biol. Ecol. 38:121-133.

MADRONES-LADJA, J.; DE LA PENA, M. y PARAMI, N. 2002. The effect of micro
algal diet and rearing condition on gonad maturity, fecundity and embryonic
development of the window-pane Shell, Placuna placenta, Linnaeus.
Aquaculture 206: 313-321.

MARIN-SOLORZANO, H.; MUNOZ-NARANJO, M.; ARGUELLO-GUEVARA, W. y
COBO, M.L. 2011. Evaluacién de diferentes regimenes de alimentacion para el
acondicionamiento reproductivo de la ostra nativa Crassostrea iridescens
(Hanley, 1854). Escuela superior politécnica del litoral. Centro de investigacion

cientifica y tecnolégica. Ecuador.

MARS, P. 1966. Recherches sur quelques étangs du littoral méditerranéen francais et

sur leurs faunes malacologiques. Vie Milieu. Suppl., 20: 1-359.

MARSH, J.B. y WEINSTEIN, D.B. 1966. Simple charring method for determination of
lipids. J. Lipid Res. 7: 574-576.

MARTINEZ-PATINO, D. 2002. Estudio de los Solénidos, Solen marginatus (Pennant,
1777) y Ensis siliqua (Linné, 1758), de los bancos naturales de la Ria de
Ortigueira y Ria del Barquero: ciclo gametogénico, composicion bioquimica y
cultivo larvario. Tesis doctoral. Universidad de Santiago de Compostela.

Espana.

MARTINEZ-PATINO, D.; RODRIGUEZ-MOSCOSO, E.; ARNAIZ, R.; ALONSO de
LANDA, J.L. y CAMINO, J.M. 1993. Ciclo reproductor de la coquina, Donax
trunculus, relaciones con su contenido en proteinas, glucdgeno, lipidos y acidos
grasos poliinsaturados. Libro de Actas del IV Congreso Nacional de

Acuicultura. llla de Arousa, Espafia. 347-352.

147



BIBLIOGRAFIA

MARTINEZ-PATINO, D.; RODRIGUEZ-MOSCOSO, E.; ARNAIZ, R.; NOVOA, S. y
OJEA, J. 1997. Gametogénesis y composicion bioquimica en una poblacién de
Ensis siliqua (Linné, 1758) en la Ria del Barquero (N. Galicia). Actas VI

Congreso Nacional Acuicultura. Cartagena, Espafia. 155-157.

MARTINEZ, G.; AGUILERA, C. y METTIFOGO, L. 2000. Interactive effects of diet and
temperature on reproductive conditioning of Argopecten purpuratus broodstock.
Aquaculture 183: 149-159.

MARTINEZ, G. y PEREZ, H. 2003. Effect of different temperature regimes on
reproductive conditioning in the scallop Argopecten purpuratus. Aquaculture
228: 153-167.

MARTINEZ-PITA, |.; SANCHEZ-LAZO, C.; PRIETO, E. y MORENO, O. 2011. The
effect of diet on gonadal development of the smooth venus clam Callista chione
(mollusca: bivalvia). J. Shellfish Res. 30(2): 295-301.

MARTY, Y.; DELAUNAY, F.; MOAL, J. y SAMAIN, J.F. 1992. Changes in the fatty acid
composition of Pecten maximus (L) during larval development. J. Exp. Mar.
Biol. Ecol., 163: 221-234.

MATHIEU, M. y LUBET, P. 1993. Storage tissue metabolism and reproduction in
marine bivalves—a brief review. Invertebr. Reprod. Dev. 23: 123-129.

MATIAS, D.; JOAQUIM, S.; LEITAO, A. y MASSAPINA, C. 2009. Effect of geographic
origin, temperature and timing of broodstock collection on conditioning,
spawning success and larval viability of Ruditapes decussatus (Linné, 1758).
Aquacult. Int., 17: 257-271.

MATIAS, D.; JOAQUIM, S.; RAMOS, A.M.; SOBRAL, P. y LEITAO, A. 2010. Hatchery
broodstock conditioning of the European clam Rudipates decussatus: Influence
of different diets on broodstock performance. Abstracts Aquaculture Europe,
2010, Porto. Portugal. 797-798.

MEDHIOUB, M.M. 1986. Recherches cytologiques sur le cycle de reproduction et

I'evolution des reserves chez la palourde japonaise Ruditapes philippinarum

(Adams et Reeve), (Mollusque Lamelibranche). These Univ. Caen.

148



BIBLIOGRAFIA

MENEGHETTI, F.; MOSCHINO, V. y DA ROS, L. 2004. Gametogenic cycle and
variations in oocyte size of Tapes philippinarum from the Lagoon of Venice.
Aquaculture 240. Issues 1-4: 473-488.

METCALFE, L.D. y SCHMITZ, A.A. 1961. The rapid preparation of fatty acid esters for
gas chromatographic analysis. Anal. Chem. 33: 363-364.

MORTENSEN, S.H.; BORSHEIM, K.Y.; RAINUZZO, J.R. y KNUTSEN, G. 1988. Fatty
acid and elemental composition of the marine diatom Chaetoceros gracilis
Schitt: Effect of silicate deprivation, temperature and light intensity. J. Exp. Mar.
Biol. Ecol., 122: 173-185.

MORVAN, C. y ANSELL, A.D. 1988. Stereological methods applied to reproductive
cycle of Tapes rhomboides. Mar. Biol. 97: 355-364.

MOURENTE, G.; LUBIAN, L.M. y ODRIOZOLA, J.M. 1990. Total fatty acid composition
as a taxonomic index of some marine microalgae used as food in marine
aquaculture. Hidrobiologia, 203, n°® 3: 147-154.

NAVARRO, E.; IGLESIAS, J.I.P. y LARRANAGA, A. 1989. Interannual variation in the
reproductive cycle and biochemical composition of the cockle Cerastoderma
edule from Mundaca Estuary (Biscay, North Spain). Mar. Biol. 101: 503-511.

NAVARRO, J.M.; LEIVA, G.E.; MARTINEZ, G. y AGUILERA, C. 2000. Interactive
effects of diet and temperature on the scope for growth of the scallop
Argopecten purpuratus during reproductive conditioning. J. Exp. Mar. Biol. Ecol.
247: 67-83.

NOVOA-VAZQUEZ, S. 2007. Metabolismo lipidico, acidos grasos en el cultivo larvario
de almeja babosa, Venerupis pullastra (Montagu, 1803). Calidad ovocitaria,
larvaria y nutricional con una aproximacién al uso de la microencapsulacion

lipidica. Tesis doctoral. Universidad de Santiago de Compostela. Espafia.

NOVOA, S.; MARTINEZ, D.; MIRANDA, A.; OJEA, J. y RODRIGUEZ, J.L. 1997.
Calidad nutricional del alga marina Chaetoceros gracilis. Evolucion de la
composiciéon en acidos grasos durante su ciclo de cultivo. Actas del VI

Congreso Nacional de Acuicutura. Cartagena. Espana. 131-136.

149



BIBLIOGRAFIA

OJEA, J.; NOVOA, S.; MARTINEZ, D. y RODRIGUEZ, J.L. 1999. Evaluacién de la
calidad nutritiva del fitoplancton en tres sistemas de cultivo empleados en
criaderos de moluscos. Actas del VIl Congreso Nacional de Acuicultura. Las

Palmas. Canarias. Espafia. 317-322.

OJEA, J.; PAZOS, A.J.; MARTINEZ, D.; NOVOA, S.; SANCHEZ, J.L. y ABAD, M.
2004. Seasonal variation in weight and biochemical composition of the tissues
of Ruditapes decussatus in relation to the gametogenic cycle. Aquaculture 238:
451-468.

OJEA, J.; MARTINEZ, D.; NOVOA, S. y CERVINO OTERO, A. 2005. Ciclo
gametogénico de una poblacion de almeja japonesa Ruditapes philippinarum
(Adams y Reeve, 1850) en la Ria de Camarifias (NO Espafa) y relacién con la
composiciéon bioquimica mayoritaria. Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 21 (1-4):. 337-
342.

PARADIS, M. y ACKMAN, R.G. 1975. Occurrence and chemical structure of non-
methylene-interrupted dienoic fatty acids in American oyster Crassostrea

virginica. Lipids 10: 12-16.

PARTRIDGE, J.K. 1977. Littoral and benthic investigations on the west coast of
Ireland: IV. Section A: faunistic and ecological studies (annotated bibliographies
of the genus Tapes) (Bivalvia: Veneridae). Part |: Tapes decussatus (L.). Part Il
Tapes semidecussatus Reeve. Proc. R. Ir. Acad., B Biol. Geol. Chem. Sci. 77:
1-63.

PAZOS, AJ.; ROMAN, G.; ACOSTA, C.P.; ABAD, M. y SANCHEZ, J.L. 1996.
Estereological studies on the gametogenic cycle of the scallop, Pecten
maximus, in suspended culture in Ria de Arousa (Galicia, NW Spain).
Aquaculture 142: 119-135.

PAZOS, AJ.; RUIiZ, C.; GARCIA-MARTIN, O.; ABAD, M. y SANCHEZ, J.L. 1996.
Seasonal variations of the lipid content and fatty acid composition of
Crassostrea gigas cultured in O Grove, Galicia, N.W. Spain. Comp. Biochem.
Physiol. 114B: 171-179.

150



BIBLIOGRAFIA

PAZOS, A.J.; SANCHEZ, J.L.; ROMAN, G.; PEREZ-PARALLE, M.L. y ABAD, M. 2003.
Seasonal changes in lipid classes and fatty acid composition in the digestive

gland of Pecten maximus. Comp. Biochem. Physiol. 134B: 367-380.

PEREZ-CAMACHO, A. 1980. Biologia de Venerupis pullastra (Montagu, 1803) y
Venerupis decussata (Linné, 1767) (Mollusca, Bivalvia), con especial referencia
a los factores determinantes de la produccién. Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 281:
43-76.

PEREZ-CAMACHO, A.; DELGADO, M.; FERNANDEZ-REIRIZ, M.J. y LABARTA, U.
2003. Energy balance, gonad development and biochemical composition in the

clam Ruditapes decussatus. Mar. Ecol. Prog. Ser. 258: 133-145.

PERSOONE, G. y CLAUS, C. 1980. Mass culture of algae, a bottleneck in the nursery
culturing of molluscs. En: Algal Biomass. G. Shelef y C.J. Soeder (eds.): 265-

285. Elsevier. Amsterdam.

REMACHA-TRIVINO, A. 2005. Ciclo reproductivo de Solen marginatus (Pulteney,
1799) (Molusca: Bivalvia) en la Ria del Eo (noroeste de Espafia). Bol. Inst. Esp.
Oceanogr. 21(1-4): 375-385.

ROBINSON, A. 1992. Dietary supplements for the reproductive conditioning of
Crassostrea gigas kumamoto (Thunberg): Il. Effects on glycogen, lipid and fatty

acid content of broodstock oysters and eggs. J. Shellfish Res., 11: 443-447.

RODRIGUEZ DE LA RUA, A.; PRADO, M.A. y BRUZON, M.A. 2003. Estudio del ciclo
reproductor de Chamelea gallina (L., 1758) (Mollusca: Bivalvia) en tres

poblaciones del litoral andaluz. Bol. Inst. Esp. Oceaogr: 19(1-4): 57-63.

RODRIGUEZ-MOSCOSO, E. 2000. Histofisiologia de la reproduccién de la almeja fina
Ruditapes decussatus (Linné, 1758) en la Ria de Arosa (poblacién natural y
poblacién de cultivo). Tesis Doctoral. Universidad de Santiago de Compostela,

Espana.
RODRIGUEZ- MOSCOSO, E.; PAZO, E.J.; GARCIA, A. y FERNANDEZ-CORTES, F.

1992. Reproductive cycle of Manila clam, Ruditapes philippinarum (Adams and
Reeve, 1850) in Ria de Vigo (NW Spain). Sci. Mar. 56 (1): 61-67.

151



BIBLIOGRAFIA

RODRIGUEZ-MOSCOSO, E.; ARNAIZ, R.; DE COO, A.; MARTINEZ, D.; SILVA, A. y

VARELA, J.A. 1993. Proceso de maduracion y acondicionamiento de Tapes
decussatus (Linné, 1787), fuera de época natural: |. Histoquimica, histologia y
composicién bioquimica. Actas del IV Congreso Nacional de Acuicultura. llla de
Arousa. Espana. 335-340.

RODRIGUEZ-MOSCOSO, E.; MARTINEZ, D.; ARNAIZ, R.; MOSQUERA, G

CERVINO, A.; DE COO, A; GARCIA, A. y RUA, N. 1996. Gametogénesis,
reservas energéticas y desarrollo larvario en el longueirdn, Solen marginatus
(Pennant, 1777). IX Simp. Iber. Est. Bentos. 164-166.

RODRIGUEZ- MOSCOSO, E.; OJEA, J.; ARNAIZ, R.; MARTINEZ, D. y NOVOA, S.

2007. Estrategia de reproduccion del rabioso (Glycymeris glycymeris, Linnaeus,
1758). Actas del XI Congreso Nacional de Acuicultura. Vigo. Espafa.931-934.

RODRIGUEZ, S.; QUINTANA, R.; LAMAS, L.; AYENSA, G, VELASCO, FJ. y

PASCUAL, C. 1993. Etude comparative du cycle gamétogénique et
composition biochimique de Tapes decussatus et Ruditapes philippinarum dans
la Ria de Muros y Noya. In: Bernabe, G., Kestemont, P. (Eds.), Bordeaux
Aquaculture 92. Production, Environment and Quality. Special Publication-Eur.
Aquaculture Soc., 18: 503-511.

ROMAN, G.; CAMPOS, M.J.; CANO, J.; ACOSTA, C.P.; IGLESIAS, P. y GARCIA, O.

2002. Reproductive and reserve storage cycles in Aequipecten opercularis (L.,
1758) in Galicia, NW Spain. J. Shellfish Re. 21:577-584.

RUIZ, C.; ABAD, M.; SEDANO, F.; GARCIA-MARTIN, L.O. y SANCHEZ, J.L. 1992.

Influence of seasonal environmental changes on the gamete production and
biochemical composition of Crassostrea gigas (Thunberg) in suspended culture
in O Grove, Galicia, Spain. J. Exp. Mar. Biol. Ecol. 155:; 249-262.

SAOUT, C.; QUERE, C.; DONVAL, A.; PAULET, Y.M. y SAMAIN, J.F. 1999. An

152

experimental study of the combined effects of temperature and photoperiod on
reproductive physiology of Pecten maximus from the Bay of Brest (France).
Aquaculture, 172: 301-314.



BIBLIOGRAFIA

SASTRY, AN. 1966. Temperature effects in reproduction of the bay scallop
Aequipecten irradians Lamarck. Biol. Bull. 130:118-134.

SASTRY, A.N. 1968. The relationship among food, temperature, and gonad
development of the bay scallop, Aequipecten irradians Lamarck. Physiol. Zool.,
41: 44-53.

SASTRY, A.N. 1979. Pelecypoda (excluding Ostreidae). In: Giese, A.C.; Pearse, J.S.
(Eds.), Reproduction of Marine Invertebrates, vol. 4. Academic Press, New
York. 113-292.

SBRENNA, G. y CAMPIONI, D. 1994. Gametogenic and spawning patterns of manila
clams Tapes philippinarum (Bivalvia: Veneroida) in two lagoons of the river Po
delta, ltaly. J. Shellfish Res. 13, N° 1: 37-46.

SERDAR, S. y LOK, A. 2009. Gametogenic cycle and biochemical composition of the
transplanted carpet Shell clam Tapes decussatus, Linnaeus 1758 in Sufa

(Homa) Lagoon, Izmir, Turkey. Aquaculture 293: 81-88.

SERDAR, S.; LOK, A.; ACARLI, S.; KUGUKDERMENCI, A.; GULER, M. y YIGITKURT,
S. 2010. Comparison of Gonadal Development of Carpet Shell Clam (Tapes
decussatus, Linnaeus 1758) in Inside and Outside of Cakalburnu Lagoon, |Izmir
Bay. Turkish J. Fish. Aqua. Scien. 10: 395-401.

SHAFEE, M.S. y DAOUDI, M. 1991. Gametogenesis and spawning in the carpet-shell
clam, Ruditapes decussatus (L.) (Mollusca: Bivalvia), from the Atlantic coast of
Morocco. Aquac. Fish. Manage. 22: 203-216.

SHPIGEL, M.; BARBER, B. y MANN, R. 1992. Effects of elevated temperature on
growth, gametogenesis, physiology and biochemical composition in diploid and
triploid Pacific oysters, Crassostrea gigas Thunberg. J. Exp. Mar. Biol. Ecol.
161: 15-25.

SMAOUI-DAMAK, W.; MATHIEU, M.; REBAI, T. y HAMZA-CHAFFAI, A. 2007.

Histology of the reproductive tissue of the clam Ruditapes decussatus from the
gulf of Gabés (Tunisia). Invert. Reprod. Develop., 50: 117-126.

153



BIBLIOGRAFIA

SOUDANT, P.; MARTY, Y.; MOAL, J.; ROBERT, R.; QUEVE, C.; LE COZ, JR. y
SAMAIN, J.F. 1996. Effect of food fatty acid and sterol quality on Pecten
maximus gonad composition and reproduction process. Aquaculture, 143, n°® 3-
4: 361-378.

SUKENIK, A.; CARMELI, Y. y BERNER, T. 1989. Regulation of fatty acid composition
by growth irradiance level in the eustigmatophyte Nannochloropsis sp. J.
Phycol., 25: 686-692.

SUKENIK, A. y WAHNON, R. 1991. Biochemical quality of marine unicellular algae
with special emphasis on lipid composition. |. Isochrysis galbana. Aquaculture,
97: 61-72.

UKI, N.; SIGIURA, M. y WATANABLE, T. 1986. Requirement of essential fatty acids in
the abalone Haliotis discus hannai. Bull. Jpn. Soc. Sci. Fish., 52: 1013-1023.

URIARTE, |.; FARIAS, A.; HERNANDEZ, J.; SCHAFER, C. y SORGELOOS, P. 2004.
Reproductive conditioning of Chilean scallop (Argopecten purpuratus) and the
Pacific oyster (Crassostrea gigas): effects of enriched diets. Aquaculture 230:
349-357.

URRUTIA, M.B.; IBARROLA, I.; IGLESIAS, J.I.P. y NAVARRO, E. 1999. Energetics of
growth and reproduction in a high-tidal population of the clam Ruditapes
decussatus from Urdabai Estuary (Basque Country, N. Spain). J. Sea Res. 42:
35-48.

UTTING, S.D. y MILLICAN, P.F. 1997. Techniques for the hatchery conditioning of
bivalve broodstocks and the subsequent effect on eggs quality and larval

viability. Aquaculture 155: 45-54.

UTTING, S.D. y MILLICAN, P.F. 1998. The role of diet in hatchery conditioning of

Pecten maximus L.: a review. Aquaculture, Vol. 165, Issues 3-4, 167-178.

VILELA, H. 1950. Vida bentoénica de Tapes decussatus. Arq. Mus. Boc., 21: 1-114.

VILLALBA, A. 1995. Gametogenic cycle of cultured mussel, Mytilus galloprovincialis, in
the bays of Galicia (NW. Spain). Aquaculture, 130: 269-277.

154



BIBLIOGRAFIA

VILLALBA, A.; CARBALLAL, M.J. y LOPEZ, M.C. 1993a. Estudio del ciclo gonadal de
tres especies de almeja, Ruditapes decussatus, Venerupis pullastra y
Venerupis rhomboides, de las rias gallegas. Actas IV Congreso Nacional de

Acuicultura. llla de Arousa. Espafa. 341-346.

WALDOCK, M.J. y HOLLAND, D.L. 1984. Fatty acid metabolism in young oysters,
Crassostrea gigas: polyunsaturated fatty acids. Lipids, 19: 332-336.

WALNE, P.R. 1976. Experiments on the culture in the sea of the butterfish Venerupis
decussata L. Aquaculture 8: 371-381.

WEBB, K.L. y CHU, F. 1983. Phytoplankton as food source for bivalve larvae. Proc. 2"
Intern. Conf. on Aquaculture Nutrition, Spec., 2: 272-289.

WHYTE, J.N.C. 1988. Fatty acid profiles from direct methanolysis of lipids in tissue of
cultured species. Aquaculture 75: 193-203.

WHYTE, J.N.C.; ENGLAR, J.R. y CARSWELL, B.L. 1990. Biochemical composition
and energy reserves in Crassostrea gigas exposed to different levels of
nutrition. Aquaculture 90: 157-172.

WILSON, J.H. y SEED, R. 1974. Reproduction in Mytilus edulis L. (Mollusca: Bivalvia)
in Carlingford Lough, Northern Ireland. Ir. Fish. Invest., Series B (Marine) 15: 1-
30.

YAMUZA-CLAVIJO, M.P.; RODRIGUEZ-RUA, A. y BRUZON-GALLEGO, M.A. 2010.
Ciclo gametogénico de Venerupis rhomboides Pennant, 1777 en el litoral
andaluz (sur Espafa). Hidrobiolégica 20 (3): 195-202.

ZANDEE, D.I;; KLUYTMANS, J.H. y ZURBURG, W. 1980. Seasonal variations in
biochemical composition of Mytilus edulis with reference to energy metabolism

and gametogenesis. Nether. J. Sea Res. 14(1): 1-29.

ZHUKOVA, N.V. 1986. Biosynthesis of non-methylene-interrupted dienoic fatty acids
from '“C-acetate in molluscs. Biochim. Biophys. Acta 878: 131-133.

155






ANEXOS: PUBLICACIONES







8.- PUBLICACIONES

Parte del trabajo de esta Tesis ha dado lugar a las siguientes publicaciones:

Contenido y distribucién de glucégeno en relacion con el ciclo gametogénico de
Ruditapes decussatus (L., 1758) en una poblacion natural de las lagunas de Baldaio
(Gallicia, noroeste de Espana).

Ojea, J.; Martinez, D.; Névoa, S.; Pazos, A.J. y Abad, M.

Boletin del Instituto Espariol de Oceanografia, 18 (1-4). 2002: 307-313.

Seasonal variation in weight and biochemical composition of the tissues of Ruditapes
decussatus in relation to the gametogenic cycle.

Ojea, J.; Pazos, A.J.; Martinez, D.; Névoa, S.; Sanchez, J.L. y Abad, M.

Aquaculture 238 (2004) 451-468.
Effects of temperatura regime on broodstock conditioning of Ruditapes decussatus.

Ojea, J.; Pazos, A.J.; Martinez, D.; Névoa, S.; Garcia-Martinez, P.; Sanchez, J.L. y Abad, M.

Journal of Shellfish Research, Vol. 27, N°. 5, 1093-1100, 2008.

159






Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 18 (1-4). 2002: 307-313 BOLETIN. INSTITUTO ESPANOL DE OCEANOGRAFIA
ISSN: 0074-0195
© Instituto Espaiol de Oceanografia, 2002

Contenido y distribucion de glucogeno en relacion
con el ciclo gametogénico de Ruditapes decussatus
(L., 1758) en una poblacion natural de las lagunas
de Baldaio (Galicia, noroeste de Espana)

J. Ojea’, D. Martinez', S. Novoa', A. J. Pazos® y M. Abad*

I Centro de Cultivos Marinos de Ribadeo. Centro de Investigaciones Marinas (CIMA). Conselleria Pesca, Marisqueo y
Acuicultura. Xunta de Galicia. Muelle de Porcillan, s/n. E-27700 Ribadeo (Lugo), Espana. Correo electrénico:
justaom@cimacoron.org

2 Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular. Instituto de Acuicultura. Universidad de Santiago de Compostela.
Campus Sur. E-15782 Santiago de Compostela (A Coruiia), Espana

Recibido en julio de 2001. Aceptado en febrero de 2002.

RESUMEN

La reproduccién en bivalvos esta asociada a ciclos complejos de almacenamiento de reservas
energéticas. Se ha estudiado la gametogénesis de la almeja fina Ruditapes decussatus (L., 1758),y
la variacion en ella de la composiciéon de glucégeno, con ejemplares de una poblacion natural
de las lagunas de Baldaio (A Coruna). La gametogénesis se inicia entre diciembre y enero, des-
pués de un periodo de reposo sexual durante noviembre y diciembre, y la madurez sexual se al-
canza desde mediados de mayo hasta agosto; la puesta tiene lugar de junio a agosto y va seguida
de un periodo de pospuesta. Para el estudio del contenido en glucégeno y su distribucion, se di-
seccionaron las siguientes partes de las almejas: el pie, el reborde muscular del manto, las bran-
quias, los sifones, el musculo aductor y la génada con la masa visceral, que incluye el aparato di-
gestivo, los palpos labiales, los ganglios nerviosos y la region reno-pericardica.

El contenido en glucégeno mas bajo se obtiene en la madurez y, sobre todo, en época de pues-
ta. La génada y la masa visceral acumulan entre el 36 y el 50 % del glucégeno total existente en
el animal, mientras que los valores mas bajos se encuentran en el pie, con el 6 %.

Palabras clave: Almeja fina, Ruditapes decussatus, acondicionamiento, reproduccion, reservas
energéticas.

ABSTRACT

Content and distribution of glycogen in relation to the gametogenic cycle of a natural population of
Ruditapes decussatus (L., 1758) located in the Baldaio lagoons (Galicia, northwestern Spain)

Bivalve reproduction is associated with complex cycles of energy reserve storage. We studied the gametoge-
nic cycle of the clam Ruditapes decussatus (L., 1758), as well as variations in its glycogen composition,
using individuals from a natural population located in the Baldaio lagoons (Galicia, northwestern Spain).
The gametogenic cycle, as well as variations in glycogen composition, were studied throughout the life cycle of
the clam Ruditapes decussatus (L., 1758), using individuals from a natural population located in the
Baldaio lagoons (Galicia, northwestern Spain). The gametogenesis begins in December and January, after a
period of sexual inactivity during the months of November and December. This population reaches sexual ma-
turity during a period extending from mid-May until August, and spawning takes place from June to August,
Sfollowed by a post-spawning period. To study of glycogen content and its distribution, the clams were dissec-
ted out into different parts: fool, ledge of the mantle, gills, adductor muscle and gonad-digestive gland. The
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lowest content of glycogen was found at maturity, especially during spawning. The gonad and the visceral
mass accumulate between 36 and a 50 % of the total glycogen present in the animal, whereas the lowest va-

lues are in the foot, which contains 6 %.

Keywords: Ruditapes decussatus, conditioning, reproduction, energelic reserves.

INTRODUCCION

La almeja fina Ruditapes decussatus (L., 1758) es
una de las especies de bivalvos de mayor valor co-
mercial en Galicia y potenciar su cultivo es impor-
tante para aumentar la producciéon natural de las ri-
as gallegas. Para ello hay que disponer de semilla
cultivada en criadero en cantidad suficiente para su
siembra y engorde en el medio natural. Esto se con-
sigue aprovechando la época de madurez sexual de
los reproductores (primavera y verano), induciéndo-
les a desovar en el criadero; también es fundamental
controlar el proceso de acondicionamiento, para ob-
tener desoves a lo largo de todo el ano y satisfacer los
criterios requeridos de calidad y cantidad.

La reproduccion en los bivalvos esta asociada a
complejos ciclos de almacenamiento de reservas
energéticas. Gabbott (1975) estudi6 la relacion en-
tre el metabolismo del glucégeno y la gametogéne-
sis y concluye que parte del glucé6geno almacenado
se transforma en lipidos, movilizados durante la vi-
telogénesis para su almacenamiento, sobre todo,
en los gametos femeninos. Asi, para el éxito de los
desoves, es necesario conocer el ciclo reproductor
de esta especie y la evolucion y distribucion de sus
reservas energéticasy aplicar estos conocimientos a
la mejora del proceso de acondicionamiento. Para
la realizacion de este estudio se hizo el seguimien-
to durante 15 meses de una poblacion natural de
almeja fina y en €l se presentan el ciclo gametogé-
nico de esta especie en su medio y la variaciéon de
los niveles de glucoégeno en este ciclo, asi como su
distribucién en las partes diferentes en que se di-
seccionaron los ejemplares.

MATERIAL Y METODOS

Los muestreos se realizaron en un banco natural
de almeja fina situado en las lagunas de Baldaio (A
Coruna) con periodicidad mensual, desde octubre
de 1998 hasta diciembre de 1999. En cada muestreo
se recogian diez individuos y se realizaba un estudio
biométrico de talla (L) (o eje antero-posterior) y pe-
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so fresco total (PFT); a continuacion, se abrian los
ejemplares y se separaban la concha y la vianda, re-
gistrandose el peso fresco de ambas (PFC y PFV). Se
calculaba, entonces, un indice de condicién pobla-
cional (ICF) de acuerdo con la férmula de Ansell,
Loosmore y Lander (1964), que relaciona el peso
fresco de la carne con el peso total del animal

IC = 100 PFV/PFT

Posteriormente, se diseccionaban las almejas, sepa-
rando las partes siguientes: el pie, el reborde muscu-
lar del manto, las branquias, los sifones, el muasculo
aductor y la génada con la masa visceral, que incluye
el aparato digestivo, los palpos labiales, los ganglios
nerviosos y la region reno-pericardica. Se registraba el
peso fresco de cada una de las partes diseccionadas,
que se liofilizaban para obtener los pesos secos res-
pectivos; la suma de todos ellos proporcionaba el pe-
so seco total de la vianda. El peso seco de la concha se
calculaba tras 24 horas en estufa a 100 °C. Con estos
datos se calculaba el indice de condicion (ICS) des-
crito por Walne (1976) y Benninger y Lucas (1984),
entre otros, que relaciona el peso seco de la vianda
con el peso seco de la concha

IC = 100 PSV/PSC

Estudio histologico

La génada se introducia en fijador de Davidson
de 24 a 48 horas, segtin el tamano de la pieza, y se
continuaba con una serie de deshidrataciones, ter-
minando el proceso con la inclusion de las mues-
tras en parafina. Finalmente, se hacian cortes de
7 pm de grosor y se tefilan con la coloracién
de hematoxilina-eosina, que permite establecer el
estado de desarrollo gonadal. En el estudio del ci-
clo gametogénico se utiliz6 la escala de Wilson
y Seed (1974), que diferencia varios estados: esta-
do 0 (EO), de reposo sexual; estado 1 (El), de
comienzo del desarrollo gametogénico; estado
2 (E2), de desarrollo gametogénico pleno; esta-
do 3A (E3A), de madurez morfologica; estado 3B

Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 18 (1-4). 2002: 307-313



J- Ojea et al.

(E3B), de puesta; estado 3C (E3C), de redesarro-
llo, y estado 3D (E3D), de puesta reciente.

Composicién bioquimica

Las muestras de tejido empleadas en el analisis
bioquimico del glucégeno se congelaban a —80 °C;
seguidamente eran liofilizadas para permitir su al-
macenamiento hasta la continuacién del analisis.
Ya liofilizadas, se pesaban de nuevo para obtener el
peso seco. Estas muestras se pulverizaban finamen-
te y se efectuaba la determinacion del glucégeno
con el método espectro-fotométrico de la antrona
(Fraga, 1956), utilizando la glucosa como estandar.

Determinacion del animal estandar

El animal estandar de la poblacién es un indivi-
duo tedrico que se determina para discriminar las
variaciones en peso debidas al crecimiento de
aquéllas imputables al ciclo gametogénico. El cal-
culo se realizaba a partir de los valores medios del
peso fresco total registrados mensualmente duran-
te el periodo de estudio, obteniéndose, asi, una pri-
mera estandarizacién que establece un individuo
medio poblacional con un peso fresco total teori-
co. A este individuo le eran aplicados los porcenta-
jes de los valores hallados en cada muestreo para el
individuo medio y también los obtenidos para cada
una de las partes en que éste se diseccionaba. En
esta segunda estandarizacién se obtienen los valo-

Ciclos gametogénico y del glucogeno de Ruditapes decussatus en Baldaio (Galicia, Espana)

res medios de los pesos frescos y secos del indivi-
duo estandar total y de las correspondientes partes
en que era diseccionado. A los pesos secos calcula-
dos se les aplicaban los porcentajes obtenidos en la
determinacién bioquimica del glucégeno para co-
nocer el peso de éste en las diferentes partes del in-
dividuo, expresandolo en miligramos de glucoge-
no por gramo de peso seco.

RESULTADOS

En la tabla I, se muestran los datos biométricos
medios mensuales de la poblaciéon estudiada, asi
como los indices de condicion: el primero, ICF, re-
laciona el peso fresco de la vianda con el peso fres-
co total, y el segundo, ICS, relaciona el peso seco
de la vianda con el peso seco de la concha. Ambos
siguen una evolucién similar: el primero fluctaa
entre el 26,38 % de octubre de 1998y el 17,49 % de
diciembre de 1999, mientras que el segundo varia
entre 10,08 y 5,58 % en las mismas fechas. Durante
el desarrollo gametogénico los dos indices se man-
tienen en valores altos de 22-23 % y 8 % respectiva-
mente, descendiendo en la madurez hasta valores
en junio de 18,89 % para el primero y de 6,82 % pa-
ra el segundo; se recuperan entre julio y agosto, pa-
ra volver a descender en septiembre y octubre, des-
pués del desove masivo de finales del verano.

Los pesos frescos y secos de las diferentes partes
en que se diseccionan las almejas, referidos al ani-
mal estandar, se presentan en la tabla II; la génada,
con la masa visceral, es la que constituye el mayor

Tabla I. Datos biométricos medios mensuales de la poblaciéon de almeja fina Ruditapes decussatus de Baldaio. (L): longitud o
eje antero-posterior; (PFT): peso fresco total; (PFC): peso fresco concha; (PFV): peso fresco vianda; (ICF): indice de condi-
cion relativo a los pesos frescos; (ICS): indice de condicion relativo a los pesos secos.

Fecha L (mm) PFT (g) PFC (g) PFV (g) ICF (%) ICS (%)
06-10-1998 48,79 926,46 14,30 6,98 26,38 10,08
01-11-1998 43,09 19,67 11,56 3,90 19,83 6,48
11-12-1998 45,56 29,99 12,53 5,98 23,69 8,97
11-02-1999 50,91 929,61 16,20 6,77 29,86 8,24
30-03-1999 50,56 27,78 14,96 6,44 23,18 8,29
926-04-1999 52,81 33,26 17,65 7,73 93,94 8,51
926-05-1999 45,94 24,19 18,52 5,53 22,86 7,58
10-06-1999 48,99 20,83 11,96 4,42 921,22 6,82
924-06-1999 48,78 94,83 18,31 4,60 18,89 7,00
09-07-1999 45,37 20,85 11,19 5,53 26,52 9,52
07-08-1999 41,70 18,01 9,96 3,95 91,08 8,45
30-09-1999 47,11 93,35 12,73 5,16 929,10 8,41
15-11-1999 47,54 94,89 14,28 5,31 21,39 7,12
07-12-1999 47,85 95,16 14,14 4,40 17,49 5,58
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Tabla II. Evolucion de los pesos fresco (PF) y seco (PS) en gramos, determinados para un animal estandar, de las diferentes
partes de la almeja diseccionadas: el pie, el reborde, la génada con la masa visceral (Génada-MV), el musculo, los sifones
y las branquias.

Pie Reborde

Gonada-MV

Musculo Sifones Branquias

Fecha PF PS PF PS PF

PF PS PF PS PF PS

06-10-1998 0,56 0,13 1,14 0,32 1,73
01-11-1998 0,39 0,08 0,94 0,17 1.17
11-12-1998 0,44 0,10 1.12 0,22 1,54
11-02-1999 0,43 0,08 1,07 0,20 1,54
30-03-1999 0,38 0,08 1,07 0,19 1,85
26-04-1999 0,34 0,08 0.95 0,16 1.84
26-05-1999 0,36 0,07 0,89 0,15 1,97
10-06-1999 0,35 0,07 0,88 0,14 1,80
24-06-1999 0,34 0,09 0,56 0,11 1,67
09-07-1999 0,34 0,07 0,95 0,16 2.49
07-08-1999 0,41 0,07 0,90 0,15 1,94
30-09-1999 0,34 0,07 0,96 0,17 1,45
15-11-1999 0,36 0,09 0,97 0,18 1,52
07-12-1999 0,28 0,07 0,83 0,14 1,13

0,44 0,78 0,17 1,25 0,31 0,94 0,16
0,28 0,74 0,17 0,84 0,18 0,74 0,14
0,44 0,84 0,22 0,98 0,22 0,84 0,19
0,38 0.96 0,21 0,82 0,17 0,73 0,13
0,42 0,99 0,20 0,86 0,19 0,48 0,15
0,43 0.92 0,19 0,76 0,16 0,78 0,13
0,44 0,86 0,16 0,75 0,15 0,74 0,12
0,40 0,83 0,16 0,63 0,12 0,67 0,10
0,40 0,47 0,11 0,84 0,19 0,69 0,14
0,57 0,93 0,18 0,95 0,20 0,77 0,12
0,70 0,59 0,13 0,79 0,17 0,69 0,12
0,36 0,88 0,19 0,95 0,21 0,79 0,13
0,39 0,90 0,21 0,67 0,15 0,78 0,12
0,27 0,64 0,15 0,64 0,14 0,72 0,12

porcentaje de peso fresco respecto al peso fresco
total de la vianda, con un valor medio del 28 % a lo
largo del ciclo. La parte que representa menos can-
tidad es el pie, con un valor medio del 6 %. Las par-
tes restantes se corresponden con valores interme-
dios: 16 % el reborde, 14 % los sifones y 13 % el
mausculo y las branquias.

El ciclo gametogénico de la poblacién objetivo
del estudio se representa en la figura 1. Desde oc-
tubre a febrero de 1998 habria individuos en pe-
riodo de reposo gonadal (EO), aunque es en no-
viembre vy, sobre todo, en diciembre cuando la
mayoria de la poblacién se encuentra en esta fase.
Desde el muestreo de noviembre, algunos indivi-
duos estarian comenzando la gametogénesis (EI),

que empezaria en febrero para la mayoria de la po-
blacién y alcanzaria su plenitud (E2) en marzo; es-
ta fase de desarrollo gametogénico abarcaria hasta
el mes de abril para un amplio porcentaje de indi-
viduos, mientras que otros estarian ya en la fase de
madurez morfologica, que para la mayoria de la
poblacion llega entre abril y mayo. La fase de pues-
ta (E3B) comprenderia los meses de junio, julio y
agosto, aunque se puede observar que algunos in-
dividuos entrarian en esta fase ya en mayo, para ter-
minar con gametos residuales (E3D) en la mayoria
de la poblacion a finales de septiembre. En no-
viembre y diciembre de 1999 la mayoria de los indi-
viduos entrarian nuevamente en la fase de reposo
gonadal; en noviembre queda todavia un porcenta-
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Figura 2. Representacién de las varia-

ciones del peso seco total de la vian- 25
da y porcentaje de glucégeno total.
Calculos para el animal estandar.

Glucdgeno (%)

1.800

- - O - - Glucogeno (%)
—— Peso seco total

r 1.600

1.400

1.200

Peso seco (mg)

1.000

01-10-98
01-11-98 4
01-12-98 4

01-01-99 -

01-02-99 |
01-03-99
01-04-99 |
01-05-99 |
01-06-99
01-07-99
01-08-99 |
01-09-99
01-10-99
01-11-99
01-12-99
01-01-00

je pequeno de individuos con gametos residuales y,
en diciembre, ya habria individuos que comenzari-
an otro ciclo con la gametogénesis (E1).

En la figura 2 se presentan las variaciones del
contenido en glucégeno y del peso seco total de la
vianda para el individuo estandar. La evolucion del
glucogeno en porcentaje de peso seco varia desde
el 22,75 % obtenido en octubre, hasta los minimos
de 8,57 % en junio y de 6,99 % en agosto, para vol-
ver a recuperarse después del desove. Las variacio-
nes del peso seco total siguen un patrén similar al
del glucégeno, con valores elevados durante la ga-
metogénesis (1321 mg), que van descendiendo has-
ta minimos (833 mg) en agosto.

Las variaciones a lo largo del ciclo gametogénico
de las cantidades de glucégeno en los distintos teji-
dos y 6rganos diseccionados se representan en la fi-
gura 3. Se observa que las mayores variaciones se

producen en el reborde muscular del manto y, so-
bre todo, en la gonada con la masa visceral; en és-
ta se aprecia como los valores maximos se alcanzan
en la fase de reposo (365 mg de glucoégeno por gra-
mo de tejido seco), para ir descendiendo, durante
la gametogénesis, hasta los niveles mas bajos de la
madurez sexual y la puesta (64,1 mg). Su recupe-
racion comienza después del desove.

También es en la génada, con la masa visceral, don-
de se acumulan las mayores cantidades de glucoégeno:
el valor medio es del 45 % de su peso seco; mientras,
los valores mas bajos se localizan en el pie (6,73 %),
los sifones (7,54 %) y las branquias (7,51 %).

DISCUSION

En la poblacién estudiada, el ciclo gonadal de
Ruditapes decussatusy sus dos fases diferenciadas, el
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Figura 3. Variaciones en las cantida-
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reposo gonadal (noviembre y diciembre) y la ga-
metogénesis (resto del ano, incluidas la madurez
sexual y la puesta durante el verano), coincide con
el observado por otros autores para la misma espe-
cie en Galicia (Figueras, 1957; Pérez Camacho,
1980; Rodriguez et al., 1993; Villalba, Carballal y
Lopez, 1993; Rodriguez Moscoso, 2000).

También coincide con los resultados para esta es-
pecie en la costa atlantica francesa (region de
Bretana) de Benninger y Lucas (1984), que no ob-
servan ovocitos en la génada de las hembras des-
pués de mediados de septiembre, y el comienzo del
desarrollo gametogénico se produce a principios
de abril, aunque en este estudio se observa ya en el
muestreo de marzo.

En cuanto al contenido en glucégeno y su rela-
cion con el ciclo gametogénico se observa un in-
cremento después del reposo sexual, y alcanza va-
lores maximos antes de la fase de madurez; a
continuacion, se produce un descenso que condu-
ce a los valores mas bajos en plena madurez, para
volver a recuperarse después de la puesta. Esto con-
cuerda con lo publicado por Benninger y Lucas
(1984), que encuentran que los valores maximos
de glucogeno se registran inmediatamente antes
de la gametogénesis.

Rodriguez et al. (1993), en un estudio en la ria
de Muros y Noya, también concluyen que el gluco-
geno es utilizado como fuente energética principal
para la sintesis de gametos. Este autor coincide con
Ansell (1972), que también asocia los cambios en
el peso de la carne y en la composiciéon bioquimica
a la formacién de gametos.

En la ria de Pasaje (A Coruna), Gonzalez Garcia-
Estrada (1975) encuentra que el porcentaje de glu-
cogeno en peso seco alcanza valores maximos del
21 % en otono y minimos del 6,3 % en primavera.
Estos porcentajes se asemejan a los obtenidos en es-
te estudio, con el valor maximo de 22,75 % en oc-
tubre y minimos en junio de 8,57 % y en agosto de
6,99 %.

En cuanto a las cantidades de glucégeno alma-
cenadas en las partes diseccionadas, los resultados
obtenidos se corresponden, en su mayoria, con los
obtenidos por Rodriguez Moscoso (2000); la géna-
da, con la masa visceral, es el 6rgano en el que la
cantidad de glucégeno almacenado es mayor, va-
riando desde el 36 al 47 %, seguido del reborde
muscular del manto (9-26 %) y el masculo aductor
(10-23 %) . En las restantes partes diseccionadas las
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variaciones en el contenido de glucégeno son pe-
quenas a lo largo del ano.

En estudios realizados sobre otras especies de
moluscos bivalvos se encuentra que para Solen mar-
ginatus (Pennant, 1777) el ciclo del glucégeno es si-
milar al observado aqui para Ruditapes decussatus: se
acumula en otono-invierno, antes de iniciarse la ga-
metogénesis, y se hace minimo durante el periodo
de maduracién; también coincide en que es en la
goénada, con la masa visceral, donde se acumula la
mayor cantidad de glucégeno (Rodriguez Moscoso
et al., 1996).

Mann (1979a,b) encuentra que el almacena-
miento de nutrientes varia segin el habito repro-
ductivo de las especies. Asi, en las oviparas, como
Tapes philippinarum (Adams & Reeve, 1850) vy
Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), la acumulacion
de carbohidratos es previa a la gametogénesis, y su
contenido en los individuos decrece a lo largo del
ciclo gametogénico, mientras que en las especies vi-
viparas, como Ostrea edulis (Linnaeus, 1758), no se
constata esta interdependencia. Sin embargo,
Roman (1992), trabajando con esta especie, obser-
va que el glucégeno previamente almacenado des-
ciende durante el periodo de reproduccién, y esto
hace verosimil esta interdependencia.

Los datos obtenidos permiten concluir que la es-
trategia reproductiva de la almeja fina en Galicia se
ajusta al modelo conservador, pues la acumulacion
de glucégeno es previa a la gametogénesis, y su ci-
clo, inverso al desarrollo gametogénico.
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Abstract

Seasonal variations in the body weight and biochemical composition of the bivalve Ruditapes
decussatus were studied over a period of 15 months. Separate analyses were made of foot,
mantle edge, siphons, gills, adductor muscle and gonad-visceral mass. Variations in weight, body
growth, gonad growth and spawning depended on environmental conditions, especially food
availability. The gametogenic cycle comprised two phases: a resting phase (November—
December) and gametogenesis, including ripeness and spawning, during the rest of the year.
Gametogenesis usually took place during the spring, and spawning in summer (June—August).
The highest variation in biochemical composition was largely attributable to a change in the
glycogen content (average 14.7% £ 5.1 S.D. of dry weight). Protein (48.1% %+ 1.8) and lipid
contents (5.6% % 0.6) remained relatively constant throughout the year. Adductor muscle, foot
and siphons contained mainly proteins (67.8%, 51.2% and 65.8% of the dry tissue weight,
respectively) and gonad-visceral mass and gills contained the highest amount of lipids (= 7%).
The gonad-visceral mass showed the largest variations in all components during the gametogenic
cycle. Lipid and glycogen concentrations in the gonad-visceral mass were inversely related:
maximum concentrations of glycogen occurred during the resting phase or initial gametogenesis
and corresponded with minimum concentrations of lipids, and minimum concentrations of
glycogen occurred at maturity when lipids reached maximum concentrations. The gonad-visceral
mass contained lower amounts of proteins (<40%) than the other body parts. Variations in total
fatty acid content in neutral and polar lipids of the gonad-visceral mass followed a seasonal cycle

* Corresponding author. Tel.: +34-981563100x14931; fax: +34-981594912.
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related to the gametogenic cycle, with increases during the period of maximum ripeness and
decreases during spawnings. Maximal contents of polyunsaturated fatty acids, especially in the
polar lipids corresponded with oocyte maturation and minimal contents with the post-spawning
period. However, variations in the neutral lipids appeared to be related to the available food, in
association with an increase in the chlorophyll @ concentration.

© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

The clam Ruditapes deccusatus is commercially very important in Galicia (NW
Spain), which has one of the highest rates of consumption of this mollusc species in
the world. Because of its considerable economic importance and the high market
demand, over-exploitation of the species has largely depleted the natural stocks,
thereby boosting the aquaculture industry (Beiras et al., 1993). Culture of this marine
bivalve species is clearly limited by the availability of seed. The clam R. deccusatus
is abundant in European estuaries, but information on its biology is limited
(Partridge, 1977; Pérez-Camacho, 1980, Beninger and Lucas, 1984; Shafee and
Daoudi, 1991; Rodriguez et al., 1993; Jara-Jara et al., 1997; Urrutia et al., 1999;
Chicharo and Chicharo, 2001). To be able to improve the methods of cultivating R.
deccusatus, detailed knowledge of the reproductive cycle and spawning periods is
fundamental.

Seasonal metabolic activities in molluscs result from complex interactions among
food availability, environmental conditions, growth and reproduction (Gabbott, 1983).
Marine bivalves show seasonal cycles of energy storage and utilization (=biochemical
cycles) that are closely related to reproductive activity (Giese, 1969; Bayne, 1976;
Gabbott, 1976, Sastry, 1979, Barber and Blake, 1981, 1985). Several studies of
biochemical cycles in bivalves have been carried out in relation to reproduction (Giese,
1969; Gabbott, 1975, 1983; Bayne, 1976, Barber and Blake, 1981, 1985; Ruiz et al.,
1992). In general, energy is stored prior to gametogenesis, when food is abundant, in
the form of glycogen, lipid and protein. The particular importance of these substrates,
where they are stored and the timing of their use varies among species, as well as
among populations of the same species (Giese, 1969; Bayne, 1976; Sastry, 1979).
Bayne (1976) showed that the cycles of energy storage and of gamete production may
be closely linked in time (Abra alba, Cardium edule, Chlamys septemradiata and
Tellina tenuis) or clearly separated (Macoma balthica, Mytilus edulis and Pecten
maximus). Mackie and Ansell (1993) reported that environmental factors apparently
play a dominant role in determining events in the storage cycles.

In this study, seasonal changes in the biochemical composition and allometric
relationships of various body parts of Ruditapes decussatus from a population in the
Lagunas de Baldaio (Galicia, N.W. Spain) were examined in relation to the gameto-
genic cycle. Study of the biochemical composition of separate organs allows the
identification of nutrient storage sites and determination of nutrient use during



J. Ojea et al. / Aquaculture 238 (2004) 451468 453

reproduction or during periods when there is a lack of food. We also determined the
fatty acid composition of triacylglycerols and phospholipids from the gonad-visceral
mass, because these have a determining role in the process of gametogenesis. Lipids
have two fundamental roles in metabolism: as stores of energy, in the form of
triacylglycerols and as membrane components in the form of phospholipids. Knowledge
of the specific role of different biochemical components in various tissues as well
evaluation of their role in reproduction will help hatchery managers to determine the
best strategy for producing large quantities of seed.

2. Materials and methods
2.1. Sampling of clams

Samples of R. decussatus—between 20 and 24 adult clams—were collected at
approximately monthly intervals between October 1998 and December 1999, from a
natural bank situated in the Lagunas de Baldaio (Galicia, N.W. Spain). The sampling site
was chosen because of its optimal sanitary environmental conditions and the lack of
parasitic infections and other diseases in the clam population.

The environmental conditions of the area are shown in Fig. 1. Data on water
temperature, salinity and chlorophyll @ concentration were supplied by the Centro de
Control de Mareas Rojas under the auspices of the Conselleria de Pesca y Asuntos
Maritimos de Galicia. The mean monthly temperature ranged from 11.4 °C in February
to 23.4 °C in August. Seasonal variations in chlorophyll a were similar to variations in

407 10
2 307 I
€ 1 e
= -
n L6 9
© J L (e}
[ | o
S 20 2
o ] 4 2
o R
3 i i =
2 [
S 10 I
2 L2
e L
(0] L
|_ -
0

ONDJFMAMUJUJASOND

—&—Temperature —o— Salinity —a— Chlorophyll a

Fig. 1. Monthly average values of water temperature, salinity and chlorophyll a in the Lagunas de Baldaio.
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temperature and reached a maximum concentration of (3.2 ug 1" ") in August, several
phytoplanktonic blooms occurred in autumn and the average concentration of chloro-
phyll @ was 2.7 pg 1" '. Salinity fluctuated between 29%o0 and 32%.

2.2. Biometric measurements

Clams were immediately transported to the laboratory, where the fresh weights and linear
dimensions (length, height and width) were determined. Clams were then opened, damp-
dried and the soft tissues removed, and shell and soft tissues weighed. The soft tissues were
immediately dissected and separated into: foot, mantle edge, siphons, gills, adductor muscle
and gonad-visceral mass (including digestive system, labial palps, nerve ganglia, kidney-
pericardium region). The gonad-visceral mass was analysed as a unit because of the physical
difficulty in separating the two organs. The wet weight of each part was recorded. Between 1
and 2 g of each homogenized tissue was weighed out and the dry weight of shell and each
tissue was determined after drying at 100 °C for 24 h.

2.3. Condition indices

The condition index of the clams (CI) was calculated as the ratio of the dry weight of
the soft parts/dry weight of shell X 100 (Walne, 1976).

The gonad condition index (GCI) was calculated as the ratio of the dry weight of the
gonad-visceral mass/dry weight of shell X 100.

2.4. Standard animal

To evaluate the seasonal variations in weight and biochemical composition of R.
decussatus tissues independently of growth, the live weight corresponding to a standard
animal was calculated as the mean of the live weight of the whole samples. The wet
weight of the flesh and the wet weight of the different tissues were estimated from the
fresh weight of the standard animal. Then, the dry weight of each tissue was
standardized in accordance with its due percentage in each sample. The biochemical
constituents were then expressed in percentage and in absolute values as derived from
the weight of the standard animal.

2.5. Gametogenic activity

Gonadal tissue from each clam was fixed in Davison’s fluid for 24—28 h according to the
size of the piece. The tissues were dehydrated in series of alcohols, and embedded in wax.
Sections, 7 p thick, were prepared, stained with haematoxylin and counter-stained with
eosin. The different gametogenic stages were then identified in the stained sections,
according to Wilson and Seed (1974): stage 0 =resting stage, stage 1 =early gametogenic
development, stage 2 = gametogenic development, stage 3A =morphologically ripe, stage
3B =spawning, stage 3C =redevelopment and stage 3D =recently spent. When two or more
stages occurred simultaneously in a single section, classification of the stage was based upon
the condition of the majority of follicles present in the section.
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2.6. Biochemical determinations

Each determination of biochemical compounds was carried out in duplicate on
pooled, lyophilized material: 2—3 mg for glycogen and protein determinations and
200 mg for lipid determination. Glycogen, total protein and total lipid contents were
determined in the whole animal and in each dissected part using the methods of
anthrone (Fraga, 1956; Lowry et al., 1951; Marsh and Weinstein, 1966; respectively).
Anthrone, bovine serum albumin and tripalmitin were used as standards for quanti-
fying glycogen, proteins and lipids respectively. For fatty acid analyses, total lipids
were first extracted from 200 mg of gonad-visceral mass tissue or gametes, using the
method of Folch et al. (1957), as modified by Beninger and Lucas (1984). The
neutral and polar lipids (mainly corresponding to triglycerides and phospholipids,
respectively) were separated on a silica gel column using chloroform—methanol (98:2)
and methanol, respectively as eluents. Each lipid fraction was then directly trans-
esterified with boron-trifluoride (20%) in methanol at 100 °C for 10 min. The fatty
acid methyl esters were analysed in a HP-6890 gas chromatograph equipped with an
Hp-Innowax capillary column (30 m X 0.25 mm, 0.25 pum film thickness), a flame
ionization detector (FID) and hydrogen as carrier gas. The injector temperature was
set at 220 °C and the temperature of the column was maintained at 60 °C for 1 min,
and then increased from 60 to 150 °C at a rate of 50 °C min~ ', then maintained at
150 °C for 2 min before increasing again up to 240 °C at 3 °C min~ ' followed by
a 20-min plateau at 240 °C. The fatty acid 23:0 was added to each sample as an
internal standard for quantitative determinations. The fatty acids were identified by
their retention times in comparison with those of standards (Sigma Chemical 189-19);
peaks comprising less than 0.2% of the total area were not considered. The following
shorthand notation was used C:X(n-Y), where C is the number of carbon atoms, X is
the number of double bonds and Y is the position of the first double bond counted
from the terminal methyl group.

Biochemical constituents were expressed for a standard animal as percentages of
tissue dry weight and also as the total weight of each constituent present in the average
tissue. The number of the replicate samples necessary to obtain repeatable results was
determined by a Student’s t-test, and the values for the coefficient of variation in the
replicate determinations were <(0.05 around the mean. Pearson’s correlations were used
in order to assess the association of biometric measurements and biochemical
composition with gametogenic cycle and environmental parameters. Statistic analyses
were carried out with the aid of the SPSS computer software programme.

3. Results
3.1. Biometric measurements
The biometric measurements and condition indices are shown in Table 1. The CI varied

between 5.6 and 10.1. During gametogenic development, the CI remained high (8.0)
decreasing to 6.8 at ripeness (June). The values of CI recovered between July and August,
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Biometric measurements of the sampled individuals of R. decussatus: length, height, width, fresh weight (TW),

shell dry weight (SDW), flesh weight (FW), flesh dry weight (FDW) and condition indices (CI and GCI)

Date Length Height Width W SDW FW FDW CI GCI

(mm) (mm) (mm) (2 () (8) (8

Mean S.D. Mean S.D. Mean S.D. Mean S.D. Mean S.D. Mean S.D.
10/6/1998 48.79 2.42 3492 1.71 2327 1.26 2647 399 14.17 224 698 1.01 143 10.1 29
10/29/1998 43.09 1.25 31.84 094 21.02 1.11 19.68 220 1145 146 391 033 074 65 1.8
12/11/1998 45.56 1.97 3297 099 21.85 0.68 2229 2.12 12.40 1.03 529 0.66 1.11 9.0 2.8
2/11/1999 5091 1.39 36.84 2.80 24.48 0.96 29.62 2.72 16.04 1.58 6.77 0.63 1.32 82 2.6
3/30/1999 50.57 091 36.11 0.61 23.80 0.62 27.78 1.85 14.82 1.15 6.49 0.59 1.23 83 2.8
4/26/1999 52.82 2.06 38.61 1.82 26.85 1.81 33.27 4.02 17.47 224 773 0.86 1.49 8.5 3.1
5/26/1999 4595 3.45 3377 2.14 22.61 1.48 24.19 537 13.38 293 553 126 1.01 7.6 3.1
6/10/1999 4399 223 32.15 1.44 2146 1.18 20.83 3.01 11.84 1.60 4.43 0.66 0.81 6.8 2.7
6/24/1999 48.79 1.07 34.76 0.63 23.05 0.31 24.83 1.65 13.18 0.98 4.69 0.29 0.92 7.0 2.7
7/9/1999 4537 1.44 3373 1.15 21.59 0.78 20.85 2.25 11.08 1.31 5.33 0.55 1.05 9.5 4.1
8/7/1999 41.70 3.48 30.96 2.54 20.30 1.96 18.02 527 9.87 3.03 395 1.05 0.83 8.5 4.0
9/30/1999 47.11 1.62 33.93 0.87 22.79 0.69 2335 1.84 12.61 1.07 5.16 045 1.06 84 2.6
11/15/1999 47.54 1.44 3493 124 23.17 0.81 24.82 330 14.14 1.80 531 0.70 1.01 7.1 2.4
12/7/1999 47.86 2.08 3436 1.34 23.01 0.99 25.16 3.04 14.00 1.75 4.40 0.78 0.78 5.6 1.8

and then decreased again in September and October, after massive spawning at the end of
the summer. The wet and dry weights of the different tissues of the clams, expressed as g
in a standard animal (fresh weight=24.39 g), are shown in Table 2. The variations in clam
body tissues were mainly accounted for by the gonad-visceral mass, mantle edge and
adductor muscle, which showed large variations over the course of the study.

Pearson’s correlation matrices showed a direct relationship between the clam size
measurements (length, height and width) and all total weights (live, shell, wet and dry

Table 2
Changes in mean wet weight (WW) and mean dry weight (DW) of six tissues of standard animal of R. decussatus
Date Foot Mantle edge Gonad-VM A. muscle Siphons Gills

WW DW WW DW wWW  DW ww DW WW DW WW DW

@ @ @ (® (2 (2 @ @@ @@ @@ @ @
10/6/1998 052 0.13 1.04 0.29 1.58 0.41 071 0.16 1.14 028 0.86 0.15
10/29/1998  0.29  0.06 0.64 0.12 0.84 0.21 053 012 061 0.13 054 0.10
12/11/1998  0.34  0.09 0.87 0.18 1.19 034 065 0.17 075 0.18 064 0.15
2/11/1999 044 0.10 1.17 0.22 1.68 0.42 .06 023 091 0.19 080 0.15
3/30/1999  0.34 0.08 1.04 0.19 1.80 0.41 097 020 085 0.19 0.78 0.15
4/26/1999 043 0.10 1.21 0.21 2.31 0.54 .16 025 09 021 099 0.17
5/26/1999  0.33  0.07 0.82 0.14 1.81 0.41 079 015 070 0.14 0.69 0.11
6/10/1999  0.28 0.06 0.71 0.11 1.45 0.32 0.66 0.13 051 0.10 0.54 0.08
6/24/1999 030 0.08 0.49 0.10 1.45 0.35 0.41 0.10 073 0.18 0.61 0.12
7/9/1999 028 0.06 0.75 0.14 1.96 0.45 074 014 076 0.16 0.62 0.10
8/7/1999 028 0.05 0.61 0.10 1.32 040 041 009 055 0.12 048 0.08
9/30/1999  0.31 0.07 0.88 0.16 1.32 0.33 081 017 088 020 0.72 0.13
11/15/1999 032 0.08 0.84 0.16 1.32 034 079 0.18 058 0.13 068 0.12
12/7/1999  0.24  0.06 0.70 0.12 1.03 0.25 053 013 053 0.12 0.61 0.10
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flesh) (P <0.01) however, none correlated significantly with the condition indices, except
for wet flesh weight (P<0.05) and dry flesh weight (P<0.01). The different tissues
studied showed a similar pattern of variations in wet and dry weight.

3.2. Gametogenic cycle

The percentage distribution of different gametogenic stages observed during the period
of study is shown in Fig. 2 and the changes in GCI in Table 1. Gametogenesis began in
December or January, after a period of a sexual inactivity during the months of November
and especially December. In February, more than 70% of the individuals were at stage 1 of
gametogenic development and, in March, 100% of the clams were at stage 2. Gonads
became ripe from April onwards. Although some individuals were at stage 3B in May, the
main spawning activity (stage 3B) was observed in June (90%), July (100%) and August
(100%); by September, 30% of the clams were at stage 3C, the rest were at stage 3D of
gametogenic development. Between November and December of 1999 most of the clams
returned to the resting phase; however, in November, a small percentage of individuals
(14%) had residual gametes, whereas in December gametogenesis had already begun in
40% of the clams (stage 1). We could therefore distinguish two phases in the gonadal cycle
of R. decussatus in the Lagunas de Baldaio population: a resting phase in November—
December and gametogenesis during the rest of the year, including ripeness and spawning
in the summer.

1007

90-
80 |:

of|
of | H || H
20 1 —
10 1

ONDJFMAMJJ A S OND
OStage 0 OStage 1 BStage 2 EStage 3A OStage 3B B Stage 3C EIStage 3D

Fig. 2. Seasonal distribution of R. decussatus at different stages of gonad development, according to Wilson and
Seed (1974): stage O=resting stage, stage 1=early gametogenic development, stage 2=gametogenic
development, stage 3A=morphologically ripe, stage 3B=spawning, stage 3C=redevelopment and stage
3D =recently spent.
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3.3. Gross biochemical composition

Seasonal variations in the content of glycogen, total lipids and proteins of the whole
flesh are shown in Table 3 expressed as mg per g of dry flesh weight in a standard
animal. Protein content underwent few variations during the experimental period, and
reached a maximum (50.8%) in June 1999 and fell to a minimum (44.7%) in
December 1998. Glycogen content varied between 22.7% in October 1998 when the
clams were in a reproductively inactive phase, and 7.0% in August 1999 following the
spawning period. The percentage of lipids remained low and relatively unchanged

Table 3

Seasonal variations in glycogen, lipid and protein contents (mg/g dry weight) of the whole animal flesh and

different tissues of R. decussatus

10/6/  10/29/ 12/11/

1998 1998

1998

2/11/
1999

3/30/
1999

4/26/
1999

5/26/
1999

6/10/
1999

6/24/
1999

7/9/
1999

8/7/
1999

9/30/
1999

11/15/
1999

12/7/
1999

Whole flesh

Glycogen 227.5 207.2
Lipids 44.8 58.7
Proteins  485.3 484.0

Foot

Glycogen 199.9 137.6
Lipids 459 442
Proteins  496.9 467.0

Edge

Glycogen 256.6 213.2
Lipids 41.6 46.6
Proteins 412.6 454.7

Gonad-visceral mass

Glycogen 365.6 365.6
Lipids 499 942
Proteins  323.5 323.5

Adductor muscle

Glycogen 199.7 168.7
Lipids 19.1 28.7
Proteins  639.0 648.4

Siphons

Glycogen 95.7 84.8
Lipids 444 47.6
Proteins  688.0 649.9

Gills

Glycogen 99.5 123.6
Lipids 65.1 59.5
Proteins  507.7 445.1

212.3
52.7
447 4

179.5
44.5
529.7

227.5
45.5
463.2

304.9
71.7
256.7

209.3
23.8
631.1

90.4
44.1
646.6

151.6
66.3
368.0

200.5
56.9
503.6

155.3
46.5
499.5

208.3
474
439.0

295.7
81.5
401.5

181.6
27.0
674.8

77.6
45.5
624.0

136.5
70.1
467.0

151.7
56.1
474 4

126.4
44.5
510.3

167.2
50.4
478.6

202.5
76.4
289.9

158.2
22.7
683.7

67.6
47.1
663.1

103.8
69.4
437.3

164.2
52.6
453.3

141.3
47.9
520.9

162.7
493
472.4

215.0
65.3
268.0

156.3
24.8
646.4

88.9
45.0
678.8

122.1
69.4
416.4

92.6
58.5
484.9

99.5
45.0
495.8

94.5
51.6
472.9

102.7
79.2
360.4

107.3
20.2
673.6

58.7
453
675.5

72.5
67.4
4553

85.7
58.2
485.1

118.9
46.7
497.7

83.8
48.1
486.1

82.1
79.7
357.7

126.1
20.0
693.8

44.0
45.6
636.3

67.3
72.7
451.5

101.9
56.1
507.6

128.4
49.3
541.4

144.1
524
490.4

91.7
70.0
376.4

129.7
26.0
714.7

67.3
45.2
675.6

89.8
61.8
479.0

118.2
61.4
478.0

113.9
46.7
535.7

251.7
56.6
443.1

104.3
80.8
360.6

141.6
27.5
693.9

57.1
43.8
657.9

64.7
66.2
426.8

70.0
68.8
491.3

93.8
48.3
540.8

112.3
50.1
463.0

64.2
94.2
400.1

95.0
20.8
7227

38.6
43.8
666.1

51.0
69.0
4327

118.4
55.6
504.5

129.1
50.0
501.0

130.2
72.5
463.0

184.2
67.0
357.3

104.5
21.0
683.9

47.8
43.4
663.0

53.6
72.8
456.4

165.9
51.6
464.2

149.5
50.1
514.6

202.8
53.8
456.8

210.0
59.7
270.0

170.6
22.8
689.3

79.4
494
658.6

85.7
72.7
446.2

148.2
48.3
471.8

121.8
47.3
509.9

89.5
51.0
458.4

244.8
54.5
295.5

164.0
17.9
698.5

62.8
46.4
625.8

78.5
70.3
438.3
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(4.5-6.9%) during the study. Pearson’s correlations revealed a direct relationship
among total proteins, lipids and glycogen of the standard animal (P<0.01).

Variations in the biochemical composition of the different body parts (foot, mantle
edge; siphons, gills, adductor muscle and gonad-visceral mass) expressed as mg per g of
dry tissue in the standard animal are shown in Table 3. The gonad-visceral mass showed
the largest variations in all components during the gametogenic cycle. Glycogen concen-
trations were minimal in June (82.8 mg/g) and August (64.2 mg/g) and maximal in
October—November (365.6 mg/g). Lipids concentrations were lowest in October—De-
cember and highest in May—August, and decreased after spawning. During the annual
cycle, lipid and glycogen concentrations were inversely related. Maximum concentrations
of glycogen occurred during the resting phase or initial gametogenesis, and corresponded
with minimum concentrations of lipids. Minimum concentrations of glycogen occurred at
maturity when maximum concentrations of lipids were reached. The gonad-visceral mass
contained lower amounts of proteins than the other clam parts, with minimum concen-
trations in November (27.0%) and maximum in February (40.2%).

Proteins were the major biochemical constituents of the adductor muscle, varying
between 63.1% in December and 72.3% in August. The percentage of lipid was low = 2%
and with scarcely any variations. Glycogen varied from 9.5% in August to 20.9% in
December. Siphons were also showed high of protein contents (62.4—68.8%), whereas the
glycogen content was low varying between 3.9% in August and 9.6% in October. Lipids
remained around 4—5% throughout the experimental period. In mantle edge, glycogen
averaged 17% (range =8.3—-25.7%), total lipids varied from 4.2% in October to 7.2% in
September and proteins averaged 46%, with minor variations during the annual cycle.
Proteins were the major biochemical constituents in the foot, with a mean of 51%
(range =46.7—54.1%), glycogen varied between a minimum of 9.4% in August and a
maximum of 20.0% in October, total lipids remained almost constant (4.4—5.0%). Gills
contained the highest percentage of lipids (mean value of 6.8%) of the tissues examined
except the gonad-visceral mass (mean value of 7.3%).

3.4. Seasonal variations in the fatty acid composition of gonad-visceral mass

The fatty acid compositions of total neutral and polar lipids from the gonad-visceral
mass are shown in Table 4. In the neutral lipids, the 16:0, 16:1(n-7), 18:1(n-7), 22:6(n-3)
and 20:5(n-3) fatty acids predominated; in October of 1998 there was a high percentage of
22:5(n-3), possibly due to a bloom of phytoplankton rich in this fatty acid. In the polar
lipid fraction, the polyunsaturated fatty acids were the most important fatty acid type,
especially the n-3 series—dominated by 22:6(n-3) and 20:5(n-3)—followed by total
saturated fatty acids, principally 16:0 and 18:0. The monounsaturated fatty acids were
mainly represented by 16:1(n-7) and 18:1(n-7) and 18:1(n-9). Polar lipids lacked 20:0 and
18:3(n-6) fatty acids, however 16:1(n-9) fatty acid was present at a higher percentage than
neutral lipids. The palmitic acid and 18:1(n-9) showed higher variations in the neutral lipid
fraction and the polyunsaturated fatty acids in the polar lipids.

In both neutral and polar fractions, we found two C22 dienoic acids, 22:2i and 22:2j,
which we considered to be 22:2A7,13 and 22:2A7,15, respectively (Klingensmith, 1982).
The percentages of these fatty acids in the polar fraction were considerably higher than in
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the neutral fraction. During the spawning period, levels of main fatty acid classes in the
polar lipids of the gonad (ug fatty acids/mg gonad) remained more or less constant, except
for the n-3 polyunsaturated fatty acids, which increased from May to June and then
decreased slightly. Fatty acid classes in the neutral lipids undergo the same variations
during spawning period, all classes increased between 26 May and 10 June and then
decreased gradually.

The fatty acid composition of the eggs of R. decussatus from natural spawnings is
shown in Table 5. The total polyunsaturated fatty acid levels in the polar lipid were
nearly twice as high as the level in the neutral lipids. The percentages of monoun-
saturated fatty acids (especially 16:1(n-7)) and the 16:0 fatty acid were higher in the

Table 5
Fatty acid composition of unfertilized eggs of Ruditapes deccusatus (% of total fatty acids and pg in 100,000

eggs)

Fatty acid Neutral lipid Polar lipid
% ng % ng

14:0 7.04 11.01 0.65 0.93
16:0 26.85 41.98 14.95 21.21
18:0 4.66 7.29 7.85 11.15
16:1(n-7) 13.88 21.70 1.85 2.63
18:1(n-9) 4.50 7.04 1.25 1.77
18:1(n-7) 5.10 7.98 1.28 1.82
20:1(n-11) 1.13 1.76 1.04 1.48
20:1(n-9) 0.60 0.94 0.95 1.34
20:1(n-7) 0.44 0.69 1.58 224
18:2(n-6) 1.33 2.08 0.37 0.52
18:2(n-4) 0.54 0.84 0.21 0.30
18:3(n-6) 0.18 0.28 0.12 0.16
18:3(n-3) 0.83 1.30 0.81 1.15
18:4(n-3) 1.89 2.95 1.10 1.56
20:2(n-6) 0.80 1.25 1.34 1.90
20:3(n-6) 0.27 0.42 0.13 0.19
20:4(n-6) 0.76 1.20 2.36 3.35
20:4(n-3) 0.49 0.76 0.42 0.59
20:5(n-3) 6.46 10.10 15.94 22.62
21:4(n-6) 0.00 0.00 0.22 0.31
21:5(n-3) 0.77 1.21 1.15 1.63
22:2i 0.63 0.97 1.22 1.73
22:2j 1.17 1.82 242 3.46
22:4(n-6) 0.00 0.00 0.65 0.92
22:5(n-6) 0.25 0.39 0.85 1.21
22:5(n-3) 1.51 2.36 2.97 422
22:6(n-3) 6.66 10.42 17.08 24.23
Total SFA 40.00 62.54 24.05 34.12
Total MUFA 28.33 44.29 9.16 13.00
Total PUFA 27.76 43.41 55.49 78.73
Total (n-3) 19.98 31.24 40.10 56.90
Total (n-6) 3.64 5.69 3.68 5.19

(n-3)/(n-6) 5.49 5.49 10.90 10.90
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neutral lipids than in the polar lipids. The n-3/n-6 ratio in the polar lipids was twice
than in neutral lipids, mainly due to the higher levels of 20:5(n-3) and 22:6(n-3).
Separate analyses of spermatozoa and oocytes showed that spermatozoa were rich in
polyunsaturated fatty acids mainly n-3 (57% of total fatty acids), while oocytes showed
a higher percentage of monounsaturated fatty acids (31%) than the spermatozoa (7%).
The percentage of n-6 polyunsaturated fatty acids was the same in both (5%). The
percentage of saturated fatty acids was 31% in spermatozoa and 41% in oocytes.

4. Discussion

The dry body condition index of R. decussatus in the Lagunas de Baldaio reflects
its reproductive activity during most of the year. In autumn, immediately after
spawning, the CI may be related to the gonad index, due to accumulation of reserves.
The relationships between size and weight measurements of the clam R. decussatus,
were found to be isometric. All linear measurements correlated significantly with tissue
weights (P<0.01). We found that variations in weight, body growth, gonad growth
and spawning may occur together in response to changes in environmental conditions,
especially in the food availability. When food is abundant, surplus energy is used by
animals for growth of somatic tissues and also for gonad development (Urrutia et al.,
1999). The values of condition index were lowest on 29/10/1998 and coincided with
the minimum values of wet and dry weight for the different tissues. The tissue weights
increased gradually during winter and spring (maximum values on 26/04/1999), while
the condition indices remained more or less constant because the shell and body
growth varied together throughout this period. At the start of the spawning period
(June—July) there was a rapid decrease in the tissue weights and condition index. In
the summer and at the beginning of autumn, the abundance of food available allowed
recovery of tissue weight, especially of the gonad-visceral mass (maximum values of
GCI), indicating that conditions were favorable for breeding. The recovery of the tissue
weight was accompanied by an increase in the values of the condition indices (CI and
GCI) and reached a maximum on 09/07/1999 and thereafter decreased, at first rapidly,
during summer and autumn. Even when phytoplankton was not abundance, growth
could be sustained partly through other sources of organic matter, such as detritus,
because R. decussatus is an extensive deposit-feeder (Figueras, 1957; Bodoy and
Plante-Cuny, 1984).

The gametogenic cycle of R. decussatus showed two distinctive phases: a resting
phase in November—December and gametogenesis, including maturity and spawning,
in the summer. Most clams belonging to the family Veneriadae seem to be summer
spawners, although certain inter-and intra-specific variations have been found (Shafee
and Daoudi, 1991). Partridge (1977) deduced from the available literature that in R.
decussatus the duration of gametogenic cycle and, in particular, the duration of the
spawning period is directly influenced by the geographical latitude, because of the
temperature of the area. Laruelle et al. (1994) reviewed data on reproductive patterns
in R. decussatus throughout its geographical range and concluded that temperature has
a positive effect on gametogenesis that may directly affect the metabolic rate of the
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animal, or indirectly affect the availability of food, as the maximum rate of increase in
weight occurs during the spring, when both the sea temperature and food supply
increase rapidly. In the same way, we found that temperature and chlorophyll a were
closely related (0.851, P<0.01) and GCI was also related to temperature (0.585,
P<0.05) and chlorophyll a (0.541, P<0.05). The gametogenic cycle of R. decussatus
in the Lagunas de Baldaio closely resembles the cycle described by other investigators
for the same species in Galicia (Figueras, 1957; Pérez-Camacho, 1980; Rodriguez et
al., 1993; Rodriguez Moscoso, 2000). Thus, there is a short period of inactivity during
the winter when reproductive activity is minimal, following by rapid development and
proliferation of the gonad, accompanied by rapid increase in tissue weight—especially
gonad-visceral mass—during the spring. As in Crassotrea gigas and C. virginica
(Gabbott, 1975), gonadal growth in R. decussatus was supported by springtime
feeding and decreased glycogen content of the tissues. There is an extended
reproductive period during the summer when body and shell growth, gametogenesis
and spawning may all occur together; this period is brought to an end in the autumn
by the cessation of gonadal recovery, marking a return to inactivity. According to
Laruelle et al. (1994) R. decussatus did not show accumulation of the ripe oocytes
until emission, as occurs in other clam species, and ripe oocytes appeared to be
spawned regularly.

The clam CI was directly related to total protein content (0.920, P<0.01) and also
total lipid content (0.792, P<0.01), but not total glycogen content. In terms of nutrient
storage for supplying energy for gametogenesis, the role of glycogen is predominant in
most of bivalves, although protein storage is also important (Mathieu and Lubet, 1993).
Rodriguez et al. (1993) concluded that glycogen is the main energy reserve for
gametogenesis in Tapes decussatus and Ruditapes philiphinarum from the Ria de
Muros y Noya (Galicia, Spain). It is generally accepted that the gametogenic cycle is
closely linked to the seasonal cycle of storage and utilization of glycogen reserves in
bivalves. Several authors have reported maximum glycogen content in bivalves
immediately preceding, and during gamete proliferation (Ansell, 1972, Ansell et al.,
1980, Barber and Blake, 1985). The results of the present study are consistent with this
as the glycogen content decreased after the resting phase and reached minimum values
during the spawning period and then recovered after spawning. Similar observations
have been made by Beninger and Lucas (1984) who found maximum concentrations of
glycogen in 7. decussatus and T. philiphinarum just before gametogenesis. We
observed a decrease in the glycogen content during gametogenesis in all tissues of
R. decussatus studied, and mainly in the gonad-visceral mass, in which glycogen was
negatively related to the gonadal condition index (—0.574, P<0.05). These results
allow us to conclude that the reproductive strategy of the clam R. decussatus in Galicia
can be described as a conservative strategy, because storage of glycogen occurs before
gametogenesis, and glycogen seasonal changes are negatively correlated with gonad
development.

In bivalves, gonad development may involve the metabolic conversion of glycogen
to lipid (Gabbott, 1975). This is possibly one of the major uses of stored glycogen in
the gonad-visceral mass of R. decussatus. The main seasonal variations in the
biochemical compounds were shown in the gonad-visceral mass, the glycogen and
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protein contents varied most, whilst the lipid content remained low throughout the year
and showed no clear seasonal changes. Giese et al. (1967) found that in the clam
Tivela stultorum, the gonads accumulated nutritional reserves for gametogenesis
independently of other body components. In Pectnidae, energy for the maturation of
gametes comes from reserves of glycogen and protein stored in the adductor muscle,
because of the absence of specific storage tissues, but in Veneridae there are
intragonadal storage cells which contain many lipid droplets and glycogen (Mathieu
and Lubet, 1993). Kraeuter and Castagna (2001) reported that the amount of energy for
gametogenesis activity in Mercenaria mercenaria depends more on the available food
than on nutrient storage sites such as the foot and adductor muscle.

The variations in the fatty acid composition of neutral and polar lipids may have a
endogenous origin (gametogenic cycle, etc.) or exogenous origin (temperature, diet,
etc.). In our study, we found a relationship between variations in the total fatty acids in
the neutral and polar lipids of gonad-visceral-mass and the gametogenic cycle,
especially when we analyzed the data expressed as mg of tissue analyzed. The
increase in both neutral and polar lipids in the period of maximum ripeness and the
decrease with the spawning indicated this relationship. Polyunsaturated fatty acids,
especially in polar lipids, followed a seasonal cycle related to the reproductive cycle,
maximal contents corresponded with oocyte maturation and minimal contents with the
post-spawning period. Total saturated fatty acids and total polyunsaturated fatty acids
of polar lipids (expressed as pg per standard gonad) were closely correlated with the
gonadal condition index (0.820, and 0.800, respectively, P<0.01). However, variations
in the neutral lipids also appeared to be related to the available food, especially in the
months of October—November, where recovery of neutral lipid levels was observed in
association with the increase in the chlorophyll a concentration in seawater. In fact,
seasonal variations in total saturated fatty acids in the neutral lipids were positively
correlated with chlorophyll a concentrations (0.562, P<0.05). The 22:2 non-methylene-
interrupted dienoic fatty acids (NMID) are seemingly ubiquitous lipid mollusc
components but the amounts of these vary widely from species to species (Paradis
and Ackman, 1975; Zhukova, 1986; Abad et al., 1995; Pazos et al., 1996, 2003).
Although their specific function in bivalves is not clearly understood, the predomi-
nance in the polar lipids suggests that they may play a structural role maintaining
membrane fluidity. Whyte (1988) reported for Crassostrea gigas that the increase in
22:2j coincided with low levels of 20:5n-3 and Klingensmith (1982) found an inverse
relationship between the n-3 polyunsaturated fatty acids, especially 20:5(n-3) and
22:6(n-3), and NMID fatty acid levels in clams. Similarly, we found that 22:2i and
22:2j in the polar lipids were negatively correlated with 20:5(n-3) (—0.795 and
—0.823, respectively, P<0.01) and 22:2j was also negatively correlated with 22:6(n-3)
(—0.638, P<0.05). Thus, it is possible that when there is a deficiency of polyunsat-
urated fatty acids in the diet, NMID fatty acids may be incorporated into the lipids
from the diet or biosynthesized by the molluscs, as NMID is the only polyunsaturated
fatty acid synthesized by marine molluscs.

The predominance of palmitic acid and 20:5(n-3) and 22:6(n-3) polyunsaturated
fatty acids in R. decussatus is characteristic of marine species (Beninger and Stephan,
1985; Besnard et al., 1989) and it is generally accepted that this is an adaptation to
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the relatively low temperatures of the marine environment. The high percentage of
polyunsaturated fatty acids in the neutral lipids during October—December may be
explained by the abundance of phytoplankton, corresponding with an increase in the
concentration of chlorophyll a and after that the percentages of polyunsaturated fatty
acid decreased in a parallel form to chlorophyll a concentrations. As also concluded
by Beninger and Stephan (1985), changes in the fatty acid composition appear to be
more closely related to diet rather than to endogenous responses to environmental
temperature.
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EFFECTS OF TEMPERATURE REGIME ON BROODSTOCK CONDITIONING
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ABSTRACT To optimize the conditioning proceduire to obtain better larvae with lower production costs, Ruditapes decussatus
broodstock was conditioned at different periods during the year [October (C1), February (C2), and April {(C3)] under two different
controlled temperature regimes: a constant temperature (CT, 20°C) and a gradual increase in temperature from ambignt to 20°C
(GT). Samples (30 adult clams) were collected randomly every month from a control group and from each conditiening tank
{three tanks for each temperature treatment}). A section of the gonad-visceral mass was sampled for gonadal histology and the
remaining tissue was used for biochemical analyses. Gonadal developmental stages were determined based on the classification
proposed by Wilson and Seed (1974), and fertilized eggs were reared after the method of Walne (1966). In the three conditioning
experiments fewer degree-days were required to successfully spawn clams in tanks with the gradual increase of temperature. Clams
conditioned in October spawned in February, four months prier to spawning under natural conditions after 1,030 degree-days
{D°) in CT tanks and 937.5 D° in GT tanks. Clams conditioned in February and April spawned after 410 D° and 470 D° when held
at constant temperature respectively, whereas a gradual increase of temperature shortened this to 383 D° and 337.5 D°
respectively. The most important difference between the two temperature regimes was the higher condition index of clams
conditioned under the GT regime. The percentage of Jarvae that survived metamorphosis was higher in clams conditioned at GT,
maximum survival ranged from 25% in C3 at CT to 40% in C1 at GT, except for CT tanks in C2 where it was less than 10%.
Results showed that Ruditapes decussatus conditioned with a gradual increase in temperature, enhanced larval production and

also reduced overall hatchery production costs.

KEY WORDS: broodstock, clam, hatchery, conditioning, Ruditapes decussarus, temperature

INTRODUCTION

The clam, Ruditapes decussatus is most preferred by con-
sumers in Galicia (NW Spain) and also the most valuable. Cul-
ture of this marine bivalve is clearly limited by the availability of
seed (uveniles). There are obvious advantages to manipulating
the gonadal cycle and spawning peried of the clams so that
adults can be spawned either earlier or later than occurs natu-
rally. This would aliow for a more efficient use of larval and
nursery systems by extending the period when larvae are
available. Clam gonads ripen naturally as ambient water tem-
perature and food levels increase. Early gonadal development
can be achieved by collecting mature adults and subjecting them
to higher temperatures while providing them with adequate
amounts of suitable food in a process known as broodstock con-
ditioning. The objectives of bivalve broodstock conditioning
are to maximize the fecundity of parent animals, while main-
taining larval quality and viability (Utting & Millican 1997).
Gallager & Mann (1986) noticed that growth and survival of
Mercenaria mercenaria and Crassostrea gigas larvae were
directly associated with initiation and duration of conditioning
and showed the importance of season in the timing of brood-
stock collection for artificial conditioning. Procedures for
hatchery-conditioning of broodstock usually involve subjecting
the animal to an abrupt change in temperature with the aim of
speeding up gonadal development (Loosanoff & Davis 1950,
Sastry 1966, Mann 1979). However, abrupt changes in temper-
ature may lead to stress and distort the cycles of storage and
utilization of energy rescrves, thereby leading to high mortality
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of adult clams, as well as production of gametes of inferior
quality. Helm & Bourne (2004) reported that when adults in the
wild have yet to start gamete development, it can be advanta-
geous to acclimate bivalves during 4-6 wk under a moderate
temperature regime and a high food ration and then the
temperature is gradually raised (1-2°C per day) and food ration
is reduced, but this extends the overall conditioning period
and cost. The objective of this study was to investigate if
conditioning at a high constant temperature (20°C) or a gradual
increase of temperature from ambient to the conditioning
temperature (20°C) is most appropriate for conditioning R.
decussatus broodstock at different periods of the year to
optimize conditioning and to obtain beiter larvae at lower
production costs.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Conditions

Adult clams, Ruditapes decussatus, were collected from a
natural stock in Lagunas de Baldaio (Galicia, N.W. Spain). The
sampling site was chosen because of clean environmental
conditions and the fack of parasitic infections and other diseases
in the clam population. Three conditioning experiments were
carried out at different times of the year with broodstock
collected from the same origin: October 2000 (first conditioning,
C1), February 2001 (second conditioning, C2), and April 2001
(third conditioning, C3). Clams were conditioned in tanks {150
L) at a density of 100 clams/tank. Seawalter in the tanks was
continually replaced at a rate of 50 L/h. Clams were fed a mixed
algal diet (fsochrysis sp. Clone T-iso, Pavlova futheri, Skeleronema
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costatum, Chaetoceros caleitrans and Tetraselmis suecica at a
ratio of 1:1:1:1:1 on a volume basis). The daily dry weight of
algae supplied was established at 4% of the mean dry flesh
weight of clams, Clams were maintained in one of two con-
trolled temperature regimes: a constant temperature (CT, 20°C)
or a gradual increase in temperature (GT, = 0.1°C per day)
from seawater temperatures at the time of collection (15°C first
and third conditioning, 14°C second conditioning) to 20°C.
Three tanks were assayed for each temperature treatment.

Sampling

Samples of 30 clams were collected at random every month
during the conditioning period, from a tank with ambient sea-
water {control) and from each conditioning tank; the duration
of conditioning was determined by gonadal ripening, the
experiment ended when evident spawning occurred in the three
replicate tanks (on 12-02-01 in C1, on 27-03-01 in C2 and on 05-
06-01 in C3). Dates and seawater temperatures when clams were
sampled during each conditioning experiment are shown in
Table 1. Weights and lincar dimensions (length, height, and
width) of whole animals were determined. Clams were then
opened, damp-dried, the soft tissues removed, and shell and soft
tissues weighed. The anatomical features of the gonad in this
species make it difficult to separate the gonad from the rest of
the body, thus the gonad together with visceral mass were
immediately dissected and a section was taken for gonadal
histology, the remaining tissue was homogenized, freeze-dried
and stored at —80°C for further biochemical analyses. Sex of
each clam was determined by smear techniques and the clams
were categorized as male, female, or indeterminate. Tissue (1-2g
homogenized) and shells were dried separately at 100°C in an
oven to constant weight (24 h).

TABLE 1.
Dates of sampling and water temperature during the study.

Sample Date Temperature {°C)
First conditioning (C1}:

TO 25/10/2000 15
Gradual increase in temperature

T1 30/11/2000 18

T2 08/01/2001 20
Constant temperature

T1 01/12/2000 20

T2 11/01/2001 20
Second conditioning (C2):

TO 02/02/2001 14
Gradual increase in temperature

T1 05/03/2001 17

T2 04/04/2601 20
Constant temperature

T 08/03/2001 20

T2 09/04/2001 20
Third conditioning (C3):

TO 16/04/2001 15
Gradual increase in temperature

Tl 11/05/2001 18

12 05/06/2001 20
Constant temmperature

Ti 16/05/2001 20

T2 08/06/2001 20

OIEA ET AL.

Condition Indices

Condition index of the clams (CI) was calculated as the ratio
of dry weight of flesh/dry weight of shell X 100 (Walne 1976).
Gonadal condition index (GCI) was calculated as the ratio of
dry weight of the gonad-visceral mass/dry weight of the flesh X 100.

Gametogenic Activity

Gonad tissue from each clam was fixed in Davison’s
solution, dehydrated in alcohol, and embedded in paraffin.
Slices 7-um thick were prepared and then stained with haema-
toxylin and counter-stained with eosin. Gonadal developmental
stages were determined based on the classification proposed by
Wilson & Seed {1974): Stage 0 = Resting stage; Stage 1 = Early
gametogenic development; Stage 2 = Gametogenic develop-
ment; Stage 3A = Morphologically ripe; Stage 3B = Spawning;
Stage 3C = Redevelopment, and Stage 3D = Recently spent.
When two or mere stages occurred simultaneously in a single
section, classification of the stage was based on the condition of
the majority of follicles present in the section.

Obtaining Gametes and Larvae

Gametes were obtained by inducing ripe clams to spawn by
temperature shock treatment. Fertilization took place during
mass spawning. Fertilized eggs were collected on a sieve, washed
with filtered seawater and redistributed in a2 known volume of
filtered seawater, subsampled and counted. Size of eggs was
measured by an image analyzer. To evaluate the effect of tem-
perature regimes and date of conditioning on the larvae, sam-
ples of fertilized eggs were reared in fanks after the method of
Walne (1966), three tanks per conditioning experiment and tem-
perature regime. Larvae were sampled every two days to
measure shell length and to evaluate mortality.

Binchemiical Analysis

Glycogen, total protein, and total lipid contents were de-
termined in the gonad visceral-mass. Glycogen was quantified as
glucose after precipitation with 100% ethanol (Fraga 1956).
Protein content was calculated using the method of Lowry et al.
{1951) and lipids using the method of Marsh & Weinstein (1966).
Each determination of biochemical compounds was carried out
on pooled, lyophilized material: 2-3 mg for glycogen and protein
determinations and 200 mg for lipid determination. Anthrone,
bovine serum albumin, and tripalmitin were used as standards
for quantifying glycogen, proteins, and lipids respectively.

Sratistical Methods

Analysis of variance (ANOVA) and multifactorial ANOVA
were used to compare temperature regimes, time of condition-
ing or sexes. Statistical analyses were carried out with the SPSS
computer software program.

RESULTS

Bipmetric Measurements

Biometric measurements and condition index during the
three conditioning experiments (C1. C2, and C3) are shown in
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Table 2. All clams were larger than 40 mm. In the first and
second conditioning experiments, the condition index of clams
subjected to gradual increases in temperature increased gradu-
ally, whereas in tanks held at constant temperatures the
condition index increased from the first sampling (T0) to the
second sampling {T1) and then remained at the same level or
increased slightly from T1 to T2 (third sampling). Values of the
condition index in C1 and C2 were higher for clams held in
tanks with a gradual increase of temperature than those at a
constant temperature regime although there were no significant
differences. In C3 the condition index values for clams were
similar under both temperature regimes, increasing in T1 and
decreasing in T2.

Gametogenic Activity

The percent distribution of different gametogenic stages
observed during the three conditioning experiments are shown
in Table 3 and changes in the gonadal condition index (GCI) in
Figure 1. In the first conditioning experiment, more than 50%
of the clams were in the resting stage (0) when the experiment
began, the rest of the clams showed residual gametes and a small
percentage (10%) had started gametogenesis (1). One month
later pametogenic development took place more quickly in
clams held at a constant temperature, and no clams were found
at stage 0, whereas in the tanks subjected to a gradunal increase in
temperature, 10% of the clams remained in the resting stage.
Two months later, most of the clams had reached the ripe stage
(3A) and spawning (3B) occurred under both temperature
regimes, some clams in the tanks at a constant temperature
even exhibited a redevelopment stage (3C). Under natural
environmental conditions, gametogenesis progressed very
slowly, in the second sampling only a few clams had reached
stage 2, the rest were at stages 0 or 1.

When the second conditioning experiment started most of
the clams were at stage 1 and one month later, gametogenesis
was more advanced in clams held at a constant temperature
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{clams at stage 3A) than in clams held in tanks subjected 0 a
gradual increase in temperature (>50% of clams at stage 2).
Two months later, gonadal development was similar under both
temperature regimes.

When clams were collected for the third conditioning
experiment more than 50% were ripe (3A), and one month
later clams held at a constant temperature exhibited more
advanced gametogenic development; however by the end of
the experiment the clams reached the same stage of gametogenic
development under both temperature regimes.

In C2 and C3, the presence of clams at stage 3D suggested
the possibility of partial release of gametes between T1 and T2.

Obtaining Gametes and Lorvae

The major spawning activity in the first conditioning exper-
iment was observed on February 5, 6, and 8 in clams from the
GT tanks, and on February 5 and 12 in CT tanks; in the second
conditioning experiment on March 27 in GT tanks and on
March 15 in CT tanks; in the third conditioning experiment on
May 30, June 4 and 7 in GT tanks, and on June 2, 7and 9in CT
tanks. Mean oocyte diameter did not differ significantly (P >
0.05) with the different temperature regimes and it was similar
for the three conditioning experiments: 64 % 8 pm in GT and
62+ 10umin CTfor C1, 63+ 11 pmin GT and 64 £ 8 umin CT
for C2, 67 £ 11 pm in GT, and 64 = 9 pm in CT for C3.
Differences in the number of eggs produced between the two
temperature regimes were highly significant (P < 0.0001,
ANOVA test) in the three conditioning ¢xperiments. In the
first conditioning experiment, an average of 0.362 million eggs
per female was produced from clams conditioned at CT and
0.487 in GT, in the second conditioning experiment 1.871
million eggs per female in CT and 0.743 in GT and in the third
conditioning experiment 0.540 million eggs per females in CT
and 0.750 in GT. The number of eggs is the mean of the three
tanks of each experimental condition, it was higher in clams in
tanks subjected to a gradual increase in temperature in the first

TABLE 2.

Biometric measurements and condition indices of Ruditapes decussatus in the three conditioning experiments (C1, C2, C3)
at constant temperature {CT) and gradual increase in temperature (GT). T0: first sampling, T1: second sampling,
T2: third sampling. WW = set weight, DW = dry weight.

Length Live weight Flesh WW Gonad DW Shell DW Flesh  Gonad
Temperature (mm) ® ® ® @  DW DW
Conditioning Regime Sample ™Mean SD M™Mean SD Mean SD Mean SD  Mean SD ()] 3] C1
Cl TO 432 3.0 17.6 14 37 0.8 0.8 0.2 92 1.7 0.7 0.2 7.2
GT T1 43.5 31 19.1 4.5 5.1 I.1 1.4 0.4 10.1 2.6 1.0 0.4 10.0
GT T2 426 2.6 179 34 33 1.1 1.7 0.4 9.6 1.9 1.1 0.5 11.1
CT TI 437 33 19.2 4.8 5.0 1.3 1.4 0.4 102 286 1.0 04 10.2
CT T2 42.1 2.8 17.4 3.7 3.1 1.0 1.6 0.5 08 1.7 1.0 04 10.5
c2 TO 41.7 2.6 164 28 35 09 0.8 0.3 8.6 1.3 0.6 0.2 7.4
GT TE 42.4 2.9 16.8 31 42 1.0 1.3 0.4 8.8 1.6 0.8 03 9.2
GT T2 43.3 3.5 180 4.2 4.8 1.4 1.9 0.6 9.2 21 1.0 0.4 10.7
CT Ti 41.3 29 15.5 33 4.0 0.9 1.3 0.4 8.1 1.9 0.7 0.3 3.9
CT T2 43.5 3.7 18.5 4.4 4.7 1.2 1.8 0.5 94 21 0.9 0.4 9.2
C3 TO 40.6 30 152 32 3.1 09 0.8 0.3 8.3 1.6 [ (1] 5.6
GT T1 423 30 17.5 31 4.0 0.9 1.4 0.4 .3 1.6 0.8 0.3 8.2
GT T 43.4 3.0 183 36 40 1.1 1.4 0.4 9.9 21 3.7 0.3 7.4
CT T1 41.5 23 16.4 2.4 39 0.7 1.5 0.4 8.8 1.3 0.7 0.3 8.1
CT T2 419 25 16.6 2.7 4.1 0.8 1.4 0.5 3.0 1.4 0.7 0.3 7.5
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TABLE 3.

Gonadal development of Ruditapes deccusatus in the natural habitat (NH) and in conditioning experiments (C1, C2, C3) at constant
temperature (CT) and gradual increase in temperature (GT). T0: first sampling, T1: second sampling, T2: third sampling. Stages
according to Wilson and Seed (1974): 0 = Resting stage; 1 = Early gametogenic development: 2= Gametogenic development;
3A = Morphologically ripe; 3B = Spawning; 3C = Redevelopment, and 3D = Recently spent.

Development Stages of Gonad (%)

Conditioning Temperature Regime Sample 0 1 2 3A 3B 3C 3D
Cl T¢ 56.0 100 34.0
NH Tl 6{.0 40.0
GT Tl 53 273 45.0 22.3
CT Tl 32.0 327 353
NH T2 20.0 50.0 10.0
GT T2 3.7 210 43.3 320
CT T2 93 10.3 41.7 350 3.7
Cc2 TO 96.0 40
NH Tl 100.0
GT Tl 1.7 63.3 35.0
CcT T1 5.3 93.0 1.7
NH T2 50.0 50.0
GT T2 20.0 57.3 13.7
CT T2 267 617 1.7
C3 TO 3.0 380 59.0
NH T1 60.0 40.0
GT T1 1.7 340 643
CT Tl 11.7 323 56.0
NH T2 10.0 90.0
GT T2 50.0 20.0
CT T2 76.0 24.0

and third conditioning experiments. In the second conditioning
experiment, although clams in tanks held at constant temper-
ature released more eggs, growth of larvae (Fig. 2) in this
conditioning experiment was lower under both temperature
regimes (207 £ 7 um at constant temperature and 205+ 11 um
with gradual increase temperature after 28 days of culture). In
the first conditioning experiment the percentage of larvae that
survived metamorphosis was 32% larvae from tanks held at
constant temperature and 40% larvae from tanks with gradual
increase of temperature, a lower percentage of larval survivors
was observed in tanks held at constant temperature in the
second conditioning (9%) and 27% in larvae from tanks held at
constant temperature, in the third conditioning experiment the
percentages were 25% at constant temperature and 38% with
the gradual increase in temperature.

Biochemical Analysis

Data showing the contents of glycogen, lipids, and proteins
{mg) in the gonad-visceral mass obtained by the three condi-
tioning experiments are shown in Table 4. The gonads of males,
females, and indeterminate animals were analyzed separately.
The major component of gonad-visceral mass was proteins,
which ranged in concentration from 124.7-212.0 mg/gonad-
visceral mass. Lipid content was minimum (12.3 mg/gonad-
visceral mass) at the beginning of the second conditioning
experiment when the clams were at an indeterminate stage,
the lipid content was generally higher in females and it increased
as they matured. Glycogen content was higher in the first
conditioning experiment (83.5-128.5 mg/gonad-visceral mass)
when the clams were in the resting stage and had stored energy

reserves for gametogenesis. Glycogen content decreased in the
second conditioning experiment in males and females and to a
greater extent in clams conditioned in tanks at constant
temperature (14.0 and 16.1 mg/gonad-visceral mass). In the
third conditioning experiment, the glycogen content was higher
in females at the beginning of conditioning and decreased under
both temperature regimes. No significant differences in glyco-
gen content in clams in all regimes were observed.

Variations in the percentage of glycogen and lipids (main
energy reserves for gametogenesis) of the gonad visceral mass
for the three conditioning experiments performed in this study
are shown in Table 5. In C1, the glycogen content decreased
slightly (from 25% to 24%) under both temperature regimes,
the decrease of glycogen content was higher under natural
conditions (from 25% to 10%). Lipid content scarcely varied in
CT and GT, there were no significant differences (ANOVA, P <
0.05). Lipids increased from 6% to14%, reaching values higher
than clams under natural conditions (8%).

In the second conditioning experiment, C2, glycogen content
decreased in the first sampling (T1) from 24% to 13% in GT, to
10% in CT, and to 6% in the natural conditions. In the second
control (T2) glycogen content decreased under both tempera-
ture regimes (to 7% in GT and to 4% in CT}, however, the
glycogen content increased to 18% in clams held under natural
conditions. In T1, lipids increased from 6% to 14% in GT tanks
and from 6% to 12% in the CT tanks. In T2 the slight decrease
in lipid content observed in both temperature regimes was
caused by partial spawning.

In the third conditioning experiment, C3, glycogen content
decreased in both temperature regimes whereas under natural
conditions it increased in T2 to18%. Lipid content increased in
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Figure 1. Changes in the gonadal cendition index (GCI) during the three
conditioning experiments and the natural habitat, NH, natural habitat;
GT, gradual increase in temperature; CT, constant temperature.

both temperature regimes and decreased under natural condi-
tions. ANOVA showed a highly significant influence of sex over
the lipid content (P < 0.0001) and glycogen content (7 < 0.01)
whereas the temperature regime was nat significant (P > 0.05).
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The percentage of lipids in the gonad-visceral mass scems to
be a good indicator of the degree of gonadal maturity. The
increase in lipids from TO to T1 corresponded with an increase
in the condition index and gonadal development as shown from
histological analysis. Between T1 and T2 the percentage of
lipids in the gonad remained constant or fell slightly, probably
because of partial spawning.

DISCUSSION

Temperature is one of the main factors affecting the
gametogenic cycle in bivalves (Mann 1979, Sastry 1979, Utting
& Millican 1997). Temperature seems to define the starting
point and the rate of gonadal development. It has long been re-
cognized that by raising the temperature of sea water, bivalves
can be brought into spawning condition (Sastry 1966, Hamida
et al. 2004, Helm & Bourne 2004), however, the time taken to
reach spawning condition depends on the extent of gonadal
maturation when conditioning is started and is affected by food
availability as well as the quality of the diet and ambient
seawater during conditioning (Sastry 1966, Lubet 1981, Utting
& Millican 1997, Delgado & Pérez Camacho 2003, Helm &
Bourne 2004). Degree-days (D°) (Mann 1979) are a unit that
combines temperature and time that is often used to measure
the length of the conditioning peried in bivalves (Utting &
Millican 1997, Helm & Bourne 2004). If we were to assume the
“biological zero” for gametogenesis in Ruditapes decussatus is
10°C, then clams conditioned in Gctober spawned after 1030 D°
when held at constant temperature and 937.5 D° when held
under a gradual increase of temperature. Clams conditioned in
February and April under a constant temperature spawned
after 410 D° and 470 D” respectively, whereas a gradual increase
of temperature shortened this to 383 D° and 337.5 D® respec-
tively. In the three conditioning experiments fewer degree-days
were required to spawn clams successfully in tanks when a
gradual increase of temperature was used. Differences in
degree-days depend on the initial condition of the broodstock
and the phase of gametogenesis the adults are in when con-
ditioning started. In Lagunas de Baldaio, gametogenesis of R.
decussaius begins in December or January, after an inactive
period in November and especially in December (Ojea et al.
2004); gonads become ripe from April onwards, and the main
spawning activity occurs between June and August. Thus, at the
start of the first conditioning experiment the clams were in the
resting phase and a long time {14 wk) was required to obtain
spawning, however, we obtained eggs in February, four months
before natural conditions where the main spawning activity is
observed beginning in June. Rodriguez Moscoso et al. (1993)
reported that it is possible to spawn R. decussatus in March after
2-3 mo of conditioning. In the second and third conditioning
experiments a shorter period of time was required (6 or 7 wk}
because gametogenesis was more advanced when the experi-
ment began, this agrees with work reported by Helm & Bourne
(2004), R. decussatus with an adequate food supply require 4-8
wk (330-650 D°) to reach spawning condition in late winter and
early spring. Results of this study together with previous
conditioning carried out in previous years show that the
mortality rate is higher in broodstock conditioned directly at
20°C. The lowest mortality rate of adults was observed in the
first conditioning 5% in GT tanks and 6% in CT tanks. In the
sccond conditioning, clam mortality was 11% in tanks with GT
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Figure 2. Growth of larvae collected at the end of each conditioning
experiment (C1, C2, C3). Points are mean size for all tanks and the curve
represents the calculated trendline. GT (continuous line) = gradual
increase in temperatere, CT (dash line) = constant femperature.
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and 19% in tanks with CT. In the third conditioning the mor-
tality rate was higher in CT tanks (28%) whereas in GT tanks
mortality was 3%.

The most important difference between the two temperature
regimes was the higher condition index of clams conditioned under
the GT regime in CI and C2, there were no differences in C3
probably because the clams in the third conditioning were
collected when more than 50% of them were already ripe (3A).
Between T1and T2, with GT, there was a continuous development
of gonads, together with an increase in condition index, whereas
with CT maturity was reached more quickly but the maturation
stage reached was similar at the end (T2) and the condition index
remained constant. The latter may be because of a decrease in
somatic tissue in parallel with theincrease in genad, which leads to
underestimation of gonad growth (Laruelle et al. 1994).

In C2 and C3 partial spawnings took place between T1 and
T2, shown by the presence of clams in stage 3D at both
temperature regimes. Non-accumnulation of eggs before spawn-
ing (Laruelle et al. 1994) and the existence of partial spawning is
commonly observed in R. decussatus (Laruelle et al. 1994,
Hamida et al. 2004, Delgado & Pérez Camacho 2005). There-
fore, total number of eggs released per clam found here is a
rough estimate because of R. decussatus releasing ripe oocytes
regularly once a certain level of gonadal development has been
reached (Delgado & Pérez Camacho 2003). In a previous paper
Pérez Camacho et al. (1977) reported that only 35% of brood-
stock conditioned in the laboratory released their gametes
indicating that under natural conditions the gonad ripens
gradually, and spawning can be extended over a long period.
Partial spawnings reduced the final number of eggs and
increased the differences between specimens.

High temperatures throughout gametogenesis will not nec-
essarily produce better gametes (Martinez et al. 2000), fecundity
and egg quality are closely related to glycogen cycles and to
de nove synthesis of lipids during spring vitellogenesis, which
depends on stores of glycogen (Gabbott 1975, 1983). Interrup-
tion of these cycles, caused by artificial conditioning at high
temperatures may force development of cocytes before suffi-
cient glycogen has been accumulated for lipid synthesis. The
percentage of lipids in the gonad-visceral-mass increased
between T (7% to 8%) and T1 (15% to 16%) and this increase
in lipid content between TO and T1 was associated with an
increase in condition index and a period of gonadal develop-
ment, as shown by histological analysis. Between T1 and T2 the
percentage of 1ipids in the gonad-visceral mass remained fairly
steady or fell slightly, probably because of partial emission of
gametes. Higher values of the condition index and lipid content
of the gonad-visceral mass in the three conditioning experi-
ments compared with the natural habitat suggest higher pro-
duction of gametes with a higher biochemical quality.

Endogenous egg reserves are important for survival through
embryogenesis until exogenous sources become available—but
not for subsequent larval growth. Uting & Millican (1997)
correlated growth rate of larvae with egg lipid levels. Larval
arowth rates observed were similar to those estimated by Beiras
et al. (1994) and Pérez Camacho et al. (1977) (1.9-11.26 pm per
day and 5.96-8.09 um respectively), suggesting that the diet
used in the conditioning experiments was of good guality.

Perhaps the most critical period in the production of juvenile
clams (seed) occurs at metamorphosis {(Manzi & Custagna
1989), because this involves major physical and physiological
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TABLE 4.

Changes in the biochemical composition of Ruditapes decussatus during the three conditioning experiments (C1, C2, C3) at constant

temperature (CT) and gradual increase in temperature (GT).

T0: first sampling, T1: second sampling, T2: third sampling.

Glycogen (mg/gonad) Proteins (mg/gonad) Lipids (mg/gonad)

GT CcT GT CcT GT CcT
Conditioning ~ Sample Sex Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Cl TO Males 83.5 8.7 835 87 1307 1.9 1307 19 237 06 237 06
Indeterminates  109.0 87 1090 87 1850 02 1850 02 344 14 344 1.4
Tl Males 99.2 6.9 934 69 1401 2.0 1384 98 542 43 462 62
Females 128.5 153 100.0 8.9 178.4 1.7 E44.0 57 77.1 10.0 50.0 57
Indeterminates 86.1 131 1055 9.1 107.0 31 £45.5 6.3 43.4 235 45.5 6.1
T2 Males 92.0 3.6 100.7 23 166.4 8.9 160.6 28 3535 929 55.5 7.0
Females 160.2 4.1 933 47 148.8 17.2 1500 123 58.1 1.8 62.3 9.8
Ccz T0 Indeterminates 40.5 4.3 405 43 75.0 32 75.0 32 12.3 0.8 123 08
Tl Males 40.7 28 254 37 1638 34 2§20 69 463 46 467 76
Females 40.9 11 21 19 1247 9.8 1849 147 465 38 628 93
T2 Males 25.5 30 140 02 1915 149 2049 114 40.1 53 387 38
Females 298 2.1 16.1 04 1829 73 1905 162 618 52 626 54
C3 TO Males 25.1 1.8 251 18 1397 143 1397 143 225 22 25 22
Females 447 2.7 447 27 1390 2.3 13%.0 23 266 47 266 4.7
T1 Males 19.8 1.7 17.6 21 1537 51 1797 17 328 40 326 32
Females 26.1 1.2 214 1.9 1349 36 1630 7.3 438 38 576 55
T2 Males 17.5 2.5 16.1 1.8 158.4 3.4 171.0 53 287 4.5 36.1 7.0
Females 18.8 0.8 17.5 1.6 137.7 7.2 154.2 9.3 42.0 7.3 9.7 16

changes. Lee & Heffernan (1991) reported that survival from
the time of hatching until initiation of feeding depends on levels
of triglycerides in the animal. It seems that fecundity of bivalves
is controlled to maintain a constant level of lipid reserves in the
eges (Utting & Millican 1997). This may explain why even under
conditioning regimes in which the fecundity of broodstock is

increased, larval viability is not always improved. A high lipid
index does not always produce high survival (Gallager & Mann
1986), both the gunantity and the quality of the lipids must be
considered, e.g., hatching success rate in Pecten maxinus was
positively related to lipid levels in eggs, but subsequent growth
and survival of larvae were independent of egg lipid reserves

TABLE 5,

Changes in the percentage of glycogen and lipids of the gonad of Ruditapes decussatus during the 3 conditioning experiments
{C1, C2, (C3) at constant temperature (CT) and gradual increase in temperature (GT). T0: first sampling,
T1: second sampling, T2: third sampling.

Glycogen (%) Lipids (%)

GT CT GT CcT
Conditioning Sample Sex Mean SD Mean SD Mean SD Mean s5D
C1 TO Males 2646 2795 26.46 275 6.10 0.16 6.10 0.16
Indeterminates 25.38 2.02 25.38 202 6.48 0.27 6.48 0.27
Tl Males 24.80 1.76 23.51 0.30 11.47 0.92 9.90 1.05
Females 26.12 3.06 2381 2.01 12.48 0.67 14.29 1.59
Indeterminates 29.25 4.48 26.07 222 11.54 0.59 9.15 1.19
T2 Males 22.65 L.96 23.97 0.52 13.79 2.65 10.40 1.51
Females 25.70 1.0t 23.53 1.20 20.53 0.41 17.00 6.17
C2 TO Indeterminates 23.54 0.23 2354 0.23 6.43 0.36 6.43 0.36
T1 Males 11.44 0.80 5.96 0.17 10.40 3.76 9.26 1.51
Females 14.32 0.36 5.90 0.50 17.83 4.60 13.87 0.62
T2 Males 6.71 0.77 31.50 0.06 9.48 0.35 8.67 0.67
Females 8.08 0.57 4.44 0.14 14.17 2.54 11.71 0.68
C3 TO Males 9.20 0.68 9.20 0.68 7.40 0.21 7.40 0.21
Females 15.42 0.93 1542 0.93 8.19 0.59 8.19 0.59
TI Males 6.41 0.14 4.95 0.60 9.47 0.48 8.36 0.44
Females 9.02 0.4] 6.32 0.56 14.95 0.70 14.82 1.28
T2 Males 5.57 0.78 4.23 0.33 3.15 0.44 9.61 1.52
Females 5.76 0.26 5.61 0.52 13.31 0.99 11.95 0.68
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(Devauchetle & Mingant 1991). We found that the percentage
of larvae that survived metamorphosis was lower in larvae from
CT tanks than in GT tanks. The percentage of larvae that
survived metamorphosis ranged from 25% in C3 at CT to 40%
in CI at GT, apart from CT tanks in C2 (less than 10%). Sur-
vival rate of clam larvae in our work was higher than reported
by Zine et al. (1998), that is, 9.5% when the larvac meta-
morphosed (10-40 days).

Broodstock conditioning for commercial production of
bivalve seed may be considered as a stressful situation, but with
an adequate food supply, low temperatures are probably more

QJEA ET AL.

appropriate for normal development of gametes and accumnula-
tion of emergy reserves. In summary, results of the present
study showed that Ruditapes decussatus can be conditioned
successfully by a gradual increase in temperature, enhancing
production of larvac and reducing overall hatchery production
costs.
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