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1. INTRODUCCION GENERAL







Clasificacion taxondmica segin Bouchet y Rocroi (2010):

Phylum
Clase
Subclase
Superorden
Orden
Superfamilia
Familia
Subfamilia
Género

Especie

Mollusca

Bivalvia (Linnaeus, 1758)
Autobranchia (Grobben, 1894)
Heteroconchia (Gray, 1854)
Venerida (Gray, 1854)
Veneroidea (Rafinesque, 1815)
Veneridae (Rafinesque, 1815)
Venerinae (Rafinesque, 1815)
Venerupis

Venerupis pullastra (Montagu, 1803)

La clase Bivalvia, también llamada Pelecypoda o Lamellibranquia, incluye
animales tan conocidos como las almejas, mejillones, navajas y ostras. Esta clase se
diferencia del resto de los moluscos por tener el cuerpo comprimido lateralmente y
recubierto por una concha formada por dos valvas, por presentar las branquias bien

desarrolladas (con funcidn respiratoria y alimenticia) y por ser animales filtradores que

se alimentan principalmente de fitoplancton.

Dentro del orden Venerida se encuentran bivalvos bentdnicos como las
almejas, berberechos, navajas y coquinas. La almeja babosa Venerupis pullastra

(Montagu, 1803) pertenece a la familia Veneridae, que se caracteriza por poseer

ligamento externo y tres dientes cardinales.




La almeja babosa vive en bancos de arena fina, grava o arena fangosa;
preferentemente en bancos situados entre la linea de bajamar y los 40 metros de
profundidad. Esta especie presenta los sifones soldados y mas cortos que otras
almejas, por lo que no puede enterrarse a tanta profundidad, resistiendo muy mal los
periodos de desecacién de la bajamar. Aunque en menor numero, también se

encuentran bancos intermareales de esta especie.

Estd ampliamente distribuida, se extiende desde Noruega hasta Marruecos,

incluyendo el mar Baltico y el Mediterraneo.

La concha de la almeja babosa es ovalada y ligeramente alargada; esta
constituida por dos valvas iguales de naturaleza calcarea; unidas entre si en la regién
dorsal por la charnela, la cual posee tres dientes cardinales que forman el engranaje

gue posibilita el movimiento de apertura y cierre.

Las valvas se cierran por medio de dos musculos abductores que trabajan

oponiéndose al ligamento, situado al lado de la charnela. Cuando los musculos
abductores cierran las valvas, el ligamento se estira y cuando los musculos se relajan,

el ligamento abre las valvas (Aguirre, 1973).

La superficie externa de la concha estd surcada por lineas concéntricas muy
marcadas, mientras que las lineas radiales, que en otras especies como la almeja fina 'y

japonesa son mas aparentes, en la almeja babosa son casi imperceptibles (Figura 1.1).



1. Introduccion general

Japonesa

FIGURA 1.1: Morfologia de la concha de las tres especies de almeja.

En la superficie interna de las valvas se observa la linea paleal, que se
corresponde con la impresién dejada por el reborde del manto y que en la region
anterior presenta un seno paleal a nivel de los sifones. También se encuentran las dos

impresiones de los musculos abductores (Figura 1.2).

Charnela

Umbo

: W

i Region dorsal
Ligamento { Dientes

Impresién musculo
abductor anterior

Impresiéon musculo

abductor posterior
Regidn posterior Region anterior

Seno paleal ,
P Linea paleal

Region ventral

FIGURA 1.2: Morfologia interna de la concha. Valva izquierda.



Las valvas encierran el cuerpo del animal, constituido principalmente por la
masa visceral, las branquias, el pie y el manto (Figura 1.3). En la masa visceral se
encuentran el aparato digestivo, reproductor, circulatorio y excretor. Las branguias se
sitian a cada lado de la masa visceral. El pie esta constituido por una masa musculosa
localizada hacia la region posterior del animal; es un drgano contractil que le permite
desplazarse por el fondo y enterrarse en el substrato. En la base del pie se encuentra la

glandula del biso, que secreta un filamento que le permite fijarse al substrato, siendo

mas funcional en estadios juveniles en el caso de las almejas.

El manto esta constituido por dos lébulos unidos en la parte dorsal. Esta
adherido a la superficie interna de las valvas y termina en tres repliegues, de los que el
mas externo segrega la concha. El manto protege las partes blandas, creando entre
ellas y la masa visceral el espacio denominado cavidad paleal. En las almejas los
I[6bulos del manto estan libres hacia la regién ventral siguiendo el contorno de la
concha, en la regién posterior se unen formando dos sifones, el inhalante y el

exhalante; que en V. pullastra estan unidos entre si.

Glandula
Branquias digestiva
Palpos labiales

Musculo abductor
posterior

Gonada

Sifones
Musculo
abductor anterior
Reborde
del manto Pie

FIGURA 1.3: Anatomia interna de V. pullastra.



El aparato respiratorio estd compuesto por un par de branquias situadas a

ambos lados de la masa visceral. Cada hemibranquia esta formada por dos laminillas
constituidas por numerosos filamentos. Las branquias tienen doble funcidn, realizar el

intercambio gaseoso y filtrar el alimento.

Las particulas de alimento que no son rechazadas, son envueltas en una
sustancia mucosa y conducidas, gracias al movimiento de los cilios branquiales, hacia la
parte posterior del animal, donde se encuentran los palpos labiales y la boca. Las
particulas rechazadas, por su tamafio o por su composicion bioquimica, se aglutinan en
la cavidad paleal formando las pseudoheces, expulsadas al exterior por el sifén

exhalante.

El aparato digestivo estd formado por la boca, eséfago, estdmago, glandula

digestiva, intestino, recto y ano. A través de la boca, y pasando por un corto esofago,
las particulas de alimento llegan al estdmago, donde se encuentra el estilo cristalino
que tiene como funcién triturar las particulas de alimento con las enzimas que él
mismo contiene. Estas particulas semidigeridas pasan a la glandula digestiva donde se
realiza una digestiéon intracelular para, posteriormente, dirigirse al intestino vy

desembocar en la cavidad paleal a través del ano, muy cerca del sifén exhalante.

El aparato circulatorio es de estructura simple y la circulaciéon es abierta. El

corazén estd situado en posicion dorsal, envuelto en una cavidad pericardica,
constituido por dos auriculas y un ventriculo. Las aortas, una anterior y otra posterior,
expulsan la hemolinfa que se distribuye por todo el cuerpo gracias a las arterias y
arteriolas, éstas terminan en unas lagunas de forma que la hemolinfa circula

libremente por todos los tejidos.

El aparato_excretor estd compuesto por un par de rifiones que purifican la

hemolinfa antes de pasar por las branquias para oxigenarse y volver al corazén.



El sistema nervioso lo forman tres pares de ganglios: cerebrales, pedales y

viscerales, unidos entre si por un corddn neuronal. Los ganglios cerebrales estan
localizados cerca de la boca y actuan sobre la region anterior, los pedales enervan el
pie y la parte posterior del manto, y los viscerales actian sobre las branquias y la masa

visceral.

Se reproducen sexualmente, es una especie dioica sin dimorfismo sexual.

La gdnada esta constituida por gonoductos y foliculos, y en épocas de madurez
ocupa una gran parte de la masa visceral. Los gonoductos carecen de células
musculares, por lo que la expulsidn de los gametos se realiza gracias al movimiento de
los cilios que tapizan estos conductos. Los foliculos son estructuras de forma acinosa y

muy ramificada; en ellos tiene lugar la gametogénesis.

La gametogénesis comienza cuando las gonias (células germinales primordiales)
se diferencian en ovogonias o espermatogonias. Las ovogonias son diploides y se
dividen repetidamente por mitosis para producir ovocitos primarios. Estos entran en
meiosis dando lugar a los ovocitos previtelogénicos, adheridos a la pared interna del
foliculo, los cuales irdn aumentando progresivamente de tamafio debido a que
acumulan sustancias de reserva. Una vez que el ovocito alcanza la madurez, se separa
de la pared del foliculo y migra hacia el lumen donde permanece hasta el desove. La

segunda division meidtica del ovocito tiene lugar una vez se produce la fecundacion.

Las espermatogonias diploides se dividen repetidamente por mitosis para
originar los espermatocitos primarios de menor tamafio que las espermatogonias.
Estos espermatocitos sufren la primera divisibn meidtica dando lugar a los
espermatocitos secundarios. Estos, a su vez, entran rapidamente en la segunda

division meidtica formando las espermatidas. Los espermatozoides se forman a partir



de las espermatidas mediante una serie de reorganizaciones celulares, disponiéndose

de forma radial hacia el lumen del foliculo.

La gametogénesis es un proceso que requiere gran cantidad de energia, por lo
gue la movilizacion de los nutrientes del alimento ingerido hacia la gonada es esencial
para el desarrollo de los gametos. En la mayoria de los bivalvos, este desarrollo no
depende directamente del alimento ingerido, sino que puede estar subordinado a las

reservas almacenadas o a ambos factores.

La fecundacion es externa y el desarrollo de la larva es indirecto, pasando por
varias fases larvarias de vida plancténica hasta que sufren la metamorfosis, se van

hacia el fondo y comienzan la vida bentdnica (Figura 1.4).
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FIGURA 1.4: Ciclo vital de V. pullastra.

Los espermatozoides y ovocitos son expulsados al exterior por el sifén

exhalante. El espermatozoide penetra en el ovocito, produciéndose poco después la



membrana de fertilizacion que impedira la penetracién de mas espermatozoides. Tras
la fertilizacidn comienza el desarrollo embrionario hasta la aparicion de la primera
forma larvaria. Todos los cambios que ocurren durante el desarrollo embrionario hasta
la formacién de los primeros estadios larvarios, tienen lugar, gracias a las reservas

almacenadas en el ovocito, durante la gametogénesis.

La segmentacion de los ovocitos es espiral. Tras varias divisiones se forma la
blastula ciliada, que por epibolia dard lugar a la gastrula también ciliada. Esta se
transformara en la larva trocéfora provista de una corona de cilios y un penacho apical.
En esta fase, la glandula de la concha secreta la primera concha larvaria o

prodisoconcha | que acabara envolviendo la larva trocéfora para dar lugar a la larva D.

La larva D es planctdnica, comienza a alimentarse, tiene el velo totalmente
desarrollado y se caracteriza por tener la charnela recta. Durante esta etapa comienza
a producirse un considerable aumento de tamaiio, lo que implica un crecimiento de la
concha, la prodisoconcha Il, en la cual se observan las lineas de crecimiento.
Posteriormente la charnela se curva por la formacién del umbo, dando lugar a la larva

umbonada.

La larva comienza a desarrollar el pie mientras que persiste todavia el velo, es la
larva pediveliger. En este momento la larva se fija al substrato pasando de una vida

plancténica a un modo de vida bentdnico.

Durante la metamorfosis el velo se reabsorbe, perdiendo la funcién de
captacion de alimento y desplazamiento, comenzando a desarrollarse los filamentos
branquiales. Esta postlarva comienza a adoptar la forma definitiva de adulto, crece a

partir de los nutrientes del medio y desarrolla la concha adulta o disoconcha.



La Ley 11/2008, de 3 de diciembre de Pesca de Galicia, modificada por la Ley
6/2009, de 11 de diciembre, define en su articulo 27 el marisqueo como «el ejercicio
de la actividad extractiva, desarrollada a pie o desde embarcacién, en la zona maritima
o maritimo-terrestre dirigida de modo exclusivo y con artes selectivas y especificas a la
captura de una o varias especies de moluscos, crustaceos, tunicados, equinodermos y

otros invertebrados marinos, con fines de comercializacién».

En esta misma Ley se clasifican las zonas de explotacién marisquera en:

-Zonas de libre marisqueo

Bancos naturales cuya explotacidn no estd sujeta a una autorizacion o

concesion administrativa.

-Zonas de autorizacion marisquera

Bancos naturales o una porcion de ellos cuya explotacién se otorga en uso
privativo normal a titulo precario para su explotacién en régimen de

exclusividad.

-Zonas de concesidn marisquera

Bancos naturales o una porcion de ellos cuya explotacidon se otorga en uso
privativo anormal que implique el derecho a ocupacién, uso o gozo en régimen

temporal.

La extraccion de moluscos en las zonas de libre marisqueo y en las
autorizaciones marisqueras es realizada por las agrupaciones de mariscadores. Su
faceta mas sencilla y artesanal, que tiene como objetivo la captura de moluscos en la
playa y se realiza sin embarcacidn, es lo que se conoce como marisqueo a pie. Esta
actividad tiene una gran importancia social en Galicia, ya que de ella dependen los

ingresos de mads de 4.000 personas, siendo mas de 3.500 mujeres. El marisqueo a flote



es desempefiado principalmente por hombres, agrupando unas 3.500 personas y cerca

de 3.000 embarcaciones (de Coo, 2008).

Las principales especies de bivalvos explotadas por los mariscadores en Galicia
son: la almeja babosa (Venerupis pullastra), la almeja fina (Ruditapes decussatus), la
almeja japonesa (Ruditapes philippinarum), la almeja rubia (Venerupis rhomboides) y el

berberecho (Cerastoderma edule).

Los parques de cultivo, concesiones administrativas a entidades privadas
situadas en la zona maritimo-terrestre, estan dedicados principalmente al cultivo de
almeja fina, babosa y japonesa. En Galicia existen 1.134 parques de cultivo, 1.000 de

ellos situados en Carril.

En la evolucién anual de las capturas (Figura 1.5), se observa a partir del afio
2005 un descenso en la produccion de almeja babosa y almeja fina, y un aumento en la
almeja japonesa y rubia. A partir de ese ano la almeja babosa pasa de ser la primera en

toneladas de capturas a ser la segunda, después de la almeja japonesa.
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FIGURA 1.5: Evolucidn de las capturas (en Tm) de almeja babosa, fina, japonesa y rubia en los
ultimos 10 afios.



En los dltimos cinco afios se extrajeron 5.140 toneladas de almeja babosa. La
Ria con mayor produccion fue la de Arousa con el 59%, seguida de las Rias de Noia
(15%), Ferrol (12%) y Vigo (9%). Entre las Cofradias con mayor volumen de extraccién
destaca A llla de Arousa por haber registrado en los ultimos 5 afios cerca del 17% de la

extraccién de toda Galicia, seguida de la Cofradia de Noia, con el 13,5%.

El precio medio de la almeja babosa durante estos ultimos anos varié entre 12 y
15 €/kg, la almeja fina oscilé entre 20 y 30 €/kg, y las almejas rubia y japonesa se

mantuvieron entre 7 y 10 €/kg.

Debido a la diferencia de precio de primera venta en lonja entre las distintas
almejas, la cotizacion global de la almeja babosa le sigue en importancia a la almeja
fina, y a ambas le siguen las otras especies de almejas. Durante los ultimos 10 anos la
cotizacion anual media de la almeja babosa fue en torno a 15 millones de euros y la
fina de 16 millones de euros (Figura 1.6). La almeja japonesa subié progresivamente
de 4 millones de euros en el afio 2001 a 18 millones en el 2008, bajando hasta 12
millones en el 2010. La almeja rubia paso, en ese mismo periodo de tiempo, de 3 a 5

millones de euros.

FIGURA 1.6: Cotizacién global (en millones de €) de almeja babosa, fina, japonesa y rubia
en los ultimos 10 afios.



El Decreto 423/1993, de 17 de diciembre, por el que se refunde la normativa
vigente en materia de marisqueo, extraccion de algas y cultivos marinos, modificado
por el Decreto 237/2002, de 11 de julio, establece que la extraccién de marisco y la
recoleccion de algas estaran sujetas al Plan General de Explotacion Marisquera,
aprobado con cardcter anual por la Conselleria de Pesca, Marisqueo e Acuicultura, hoy

Conselleria do Mar.

Los Planes Generales de Explotacion son un conjunto de normas vy

orientaciones, de caracter anual, destinadas a regular y programar dicha extraccion y
recoleccidn que sélo podra ser ejercida por personas y embarcaciones con permiso de
explotacidn. Estos planes son aprobados por orden de la Conselleria do Mar, después

de consultar con las entidades representativas del sector.

En estos Planes se integran:

-Planes de explotacidén para autorizaciones marisqueras

Elaborados por sus entidades titulares y presentados en las Delegaciones
Territoriales de la Conselleria do Mar ajustandose al siguiente esquema:
nimero de mariscadores y embarcaciones propuesto; periodos y zonas de
explotacién; nimero de dias previsto de actividad; normas de comercializacién,

vigilancia y tope de capturas por especies, por mariscador y por dia.

-Normas de explotacidn para zonas de libre marisqueo

Elaboradas de oficio por la Conselleria do Mar después de consultar con los
representantes del sector y las asistencias técnicas. En este caso, puede la
Direccién Xeral de Recursos Marifios, modificar las especies, periodos y zonas

de extraccion establecida en las normas.



-Planes especificos de explotacion para zonas de libre marisqueo

Elaboradas por las cofradias o entidades asociativas del sector ajustandose a los

plazos y esquema de los Planes de Explotacién.

La extraccion de almeja babosa se regula segun el articulo 114 del Decreto
424/93 en el cual se definen las artes de captura de moluscos bivalvos. Entre los
utilizados actualmente en Galicia para la captura de almeja babosa se distinguen dos

modalidades en funciéon de la localizacion de los bancos naturales (Figura 1.7):

a) A pie: Se realiza en bancos naturales a los que se tiene acceso a pie en las
bajamares. En Galicia las artes mas utilizadas para la extraccion de almeja son: el
“sacho”, el “angazo” y el “foucifio”. Son artes sencillas que provienen del interior,

siendo tradicionalmente usadas en las labores de campo.

b) A flote: Se efectia en los bancos que estan siempre sumergidos, por lo que se

realiza desde embarcacidon. Para la captura de almeja babosa en los bancos

Ill Ill

submareales se utiliza el “rastro” y el “raiio”. Son artes de arrastre utilizadas en aguas
poco profundas, en las que estd prohibido usar aparejos mecdanicos para el arrastre
sobre el fondo, ni tampoco pueden ser remolcadas por la embarcacién, por lo que su

uso es estrictamente manual.

FIGURA 1.7: Extraccion de almeja babosa en la Ria de Arousa.
A: a pie. B: a flote desde embarcacidn.
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El objetivo principal de esta tesis es la optimizacién del cultivo de la almeja
babosa Venerupis pullastra, con el fin de aumentar la productividad de los bancos

naturales de esta especie. Para ello se abordaran los siguientes objetivos parciales:

1.- Definir el ciclo gametogénico de V. pullastra con el estudio histolégico de la
gonada y cuantificacion de los componentes bioquimicos mayoritarios. Estudiar el

efecto de la parasitacion gonadal en la capacidad reproductora de esta especie.

2.- Describir el desarrollo embrionario y larvario de V. pullastra con microscopia

Optica y electrénica, como estudios bdsicos para llevar a cabo el cultivo larvario.

3.- Establecer un protocolo de cultivo en criadero de V. pullastra, determinando
las condiciones 6ptimas en las diferentes fases; estudiando también el origen de los

reproductores en base a su procedencia y época de recogida en los bancos naturales.

4.- Estudiar diferentes sistemas y parametros de cultivo para el preengorde de
V. pullastra como fase previa a la siembra en el medio natural. Conocer el proceso de
maduracién reproductiva y crecimiento diferencial por sexos durante la fase de

preengorde.

5.- Estudiar la duraciéon de un cultivo integral de V. pullastra (cultivo en
criadero, preengorde y engorde en el medio natural) hasta talla comercial en

condiciones éptimas de cultivo.






3. CAPITULO I:
CICLO REPRODUCTIVO







La determinacién del ciclo reproductivo es una parte esencial en el
conocimiento de la biologia de una especie, su estudio proporciona la informacién
necesaria para abordar la gestiéon de las pesquerias y para el desarrollo de la

acuicultura de cada especie.

Generalmente los bivalvos presentan un ciclo anual de reproduccién que
incluye una serie de acontecimientos que tienen lugar a partir de la activacién de la
gonada, le sigue una etapa de desarrollo de la gametogénesis, la madurez, la emision
de gametos o puesta, y a continuacion, un periodo vegetativo o de reposo. Estas fases
que funcionan en coordinacién con los cambios estacionales del medio, producen el
modelo caracteristico de cada especie, que es diferente segun la localizacién de la

poblacién.

El calendario y duracién de la actividad reproductiva viene determinada por
una interaccién entre factores exodgenos, principalmente la temperatura y la
disponibilidad de alimento, y factores endégenos de tipo endocrino y neuronal. Estos
factores influyen, en mayor o menor medida, sobre la gametogénesis dependiendo de
la especie, de forma que en diferentes localidades el ciclo gametogénico de una misma
especie puede sufrir variaciones por algunos de estos pardmetros (Barber y Blake,
1991). La sucesién de las diferentes fases del ciclo puede ser sincrénica entre los

individuos de la poblacién, o asincrénica dentro de la poblacién (Sastry, 1979).

La formacion de los gametos en machos o espermatogénesis y en las hembras u
ovogénesis ocurre en los foliculos gonadales. En ellos es en donde se van formando las
células caracteristicas de cada fase del proceso y que conducen a la formacién final de

espermatozoides en los machos y ovocitos maduros en las hembras, que serdn



expulsados al medio. Dentro de un mismo individuo se pueden dar casos de asincronia
folicular, coexistiendo dentro de la gonada foliculos en distintos estadios de desarrollo;
Villalba et al. (1993a) encontraron en la almeja babosa que el desarrollo folicular en las

hembras no era sincrdnico.

Para el estudio del ciclo gametogénico se han desarrollado distintos métodos
gue se pueden clasificar en indirectos y directos. Los primeros se basan en estimar la
presencia de larvas en el plancton o ver la posterior fijacion de postlarvas o semilla y
los segundos consisten en estudios del tejido gonadal de los individuos, siendo estos

ultimos los mas fiables.

Dentro de los métodos directos existen los que simplemente son observaciones
macroscopicas de la génada (observando la coloracién y el aspecto) como el de
Glemarec y Bouron (1978) aplicado a Venéridos, o en los que se elaboran indices de
Condicién gonadal. Otros métodos directos se basan en observaciones microscdpicas,
ya sean de frotis in vivo de la génada, como el elaborado por Lucas (1965), o de las

preparaciones histoldgicas de tejido gonadal.

Para determinar el grado de desarrollo gametogénico de los individuos a partir
de la observacién de preparaciones histologicas se pueden utilizar escalas cualitativas,
que se basan en describir los distintos momentos por los que pasa la gonada durante
el ciclo. A lo largo de los afios se han desarrollado numerosas escalas histoldgicas,
diferenciandose en el numero y la caracterizacién de estos estadios gonadales. En
bivalvos cabe destacar las escalas de Holland y Chew (1974) y Xie y Burnell (1994)
descritas para la almeja japonesa, y las de Lubet (1959) y Wilson y Seed (1974)

descritas para el mejillon.

En los ultimos afos se han desarrollado otros métodos de naturaleza
cuantitativa como es el estereolégico. En Venéridos la utilizacion de este método
abarca desde estudios de distribucion de frecuencia de talla de ovocitos por analisis de
imagen (Morvan y Ansell, 1988 y Xie y Burnell, 1994) hasta calculos de las fracciones de

volumen ocupadas por los diversos tipos celulares (Rodriguez Moscoso, 2000).



El ciclo gametogénico de la almeja babosa Venerupis pullastra fue estudiado
por Figueras (1957) y Pérez Camacho (1980), ambos mediante la técnica de frotis.
Mediante histologia se tiene conocimiento del trabajo realizado por Villalba et al.
(1993a) en una poblacion gallega y el de Maia et al. (2006) realizado en aguas
portuguesas. Alvarez Farifia (2005) y Jara Jara (1995), estudiaron el ciclo gametogénico
de esta especie mediante estereologia; este ultimo en semilla de almeja en un cultivo

realizado en agua residual procedente de una piscifactoria de rodaballo.

En este capitulo se define el ciclo gametogénico de la almeja babosa V.
pullastra en tres poblaciones gallegas, mediante la observacion de preparaciones

histoldgicas y el empleo de una escala cualitativa adaptada a esta especie.

Los bivalvos marinos presentan ciclos de almacenamiento y de utilizacion de
energia relacionados intimamente con el ciclo gametogénico. Las variaciones
estacionales en las actividades metabdlicas son fruto de una serie de interacciones
entre alimento disponible, condiciones ambientales, crecimiento vy actividad
reproductora (Gabbott, 1983). En latitudes altas la produccidn de nutrientes es
estacional y los bivalvos responden a esta variabilidad de diferentes maneras. Asi en
algunas especies, el periodo de produccion de gametos coincide con el de mayor
disponibilidad de nutrientes, por lo que muestran una flexibilidad en su estrategia
reproductora asociada a un estilo de vida oportunista (MacArthur y Wilson, 1967 y
Lubet, 1986). En otras especies, los nutrientes son almacenados en diferentes érganos
del cuerpo y la produccion de gametos tiene lugar durante los periodos de baja

disponibilidad de alimento, son especies de estilo de vida conservador.

Existen trabajos que hacen referencia a las relaciones que se establecen entre
el ciclo gametogénico y la composicidon bioquimica en bivalvos marinos. Dentro de los
Venéridos se encuentran los siguientes trabajos: Ansell et al. (1964), Adachi (1979),
Beninger y Lucas (1984), Medhioub (1986), Goulletquer et al. (1988), Gimeno et al.
(1990), Robert et al. (1993), Rodriguez et al. (1993), Rodriguez Moscoso et al. (1993),
Jara Jara (1995), Rodriguez Moscoso y Arnaiz (1998), Delgado (2001), Ojea et al. (2001)
y Alvarez Farifia (2005).



De entre los componentes mayoritarios, el glucogeno esta considerado como el
principal componente de las reservas en bivalvos marinos (Giese, 1967). Gracias a su
hidrosolubilidad son reservas de uso inmediato facilitando su movilizacién hacia los
tejidos, cubriendo necesidades energéticas tanto de mantenimiento, en épocas de
baja disponibilidad de alimento, como relacionadas con los periodos reproductivos.
Gabbot y Bayne (1973), Wilson y Seed (1974) y Mann (1979) establecen el papel del
glucégeno como constituyente energético esencial que sostiene el esfuerzo

reproductor.

Los lipidos, generalmente menos importantes desde el punto de vista del
aporte energético (Giese, 1966; Ackman, 1989 y Besnard et al., 1989), presentan una
excelente capacidad de ser almacenados. Segln Beninger y Lucas (1984) constituyen
parte de las reservas en épocas nutricionales deficitarias. Es conocida su importancia
para la formacidon de gametos (Holland, 1978) al constituir la principal reserva de
energia de los ovocitos y larvas de bivalvos, hecho que queda demostrado por una

bajada de los niveles de este compuesto en épocas de puesta (Gabbott, 1975).

La funcion principal atribuida a las proteinas es estructural, sin descartar su
papel como reserva energética en bivalvos adultos particularmente durante la
gametogénesis (Holland, 1978), en situaciones de bajos niveles de glucégeno o severos
desequilibrios metabdlicos (Beninger y Lucas, 1984). Adachi (1979) encuentra que el
nivel de proteinas tiene relacién con el desarrollo de la génada en la almeja japonesa,
sugiriendo que la proteina del musculo aductor puede ser utilizada para la produccion
de gdénada. En otro sentido, Jara Jara (1995) sostiene que el aumento de proteinas en
almeja es un excelente indicador de crecimiento y que tiene poca relacién con los
ciclos que siguen el glucégeno vy los lipidos, sugiriendo que el papel de las proteinas en
el metabolismo energético es poco importante respecto a los anteriores componentes

bioquimicos.

Alvarez Seoane (1960) y Gonzdlez (1975), realizaron el estudio de Ia
composicion bioquimica de la almeja babosa pero sin relacionarlo con el ciclo

gametogénico. El primero determind la composicidn bioquimica de la parte comestible



de la almeja orientando los resultados al consumo humano, y el segundo
relacionandolo con los pardmetros ecoldgicos. Alvarez Farifia (2005) describe la

dinamica reproductora de esta especie apoyandose en estudios histoquimicos.

En este trabajo se estudia la variacion de la composicién bioquimica
mayoritaria de la almeja babosa (glucdgeno, lipidos y proteinas) en tres poblaciones a
lo largo del ciclo gametogénico, con el fin de describir la estrategia reproductora de

esta especie en Galicia.

Uno de los factores que pueden modificar el ciclo reproductivo de los bivalvos
es la presencia de parasitos, que pueden afectar directamente a la génada o bien al
estado general del individuo. Existen parasitos en la almeja del tipo Perkinsus sp. que
han sido relacionados con mortalidades de almeja fina, especialmente en épocas
estivales en las que las almejas estaban sometidas a condiciones de estrés (Villalba et
al., 2005). Casas (2001) detecté que en una poblaciéon gallega de almeja fina, al
aumentar la intensidad de infeccidn por Perkinsus atlanticus, aumentaba el porcentaje
de individuos en reposo gonadal y descendia el porcentaje de individuos en estado de

gametogénesis y madurez.

Otros parasitos que también pueden ocasionar un efecto negativo en el
potencial reproductor son los trematodos. Los bivalvos marinos actidan normalmente
como sus hospedadores primarios en sus fases larvarias de esporoquiste y cercaria, o
como hospedador secundario en la fase de metacercarias. Los trematodos mas
importantes que afectan a los bivalvos son los pertenecientes a la familia
Bucephalidae, sus larvas son probablemente los pardsitos metazoos mas nocivos que
afectan a bivalvos marinos (Iglesias, 2006), causando su castracién y debilitamiento.
Las metacercarias normalmente no causan castracion y han sido consideradas
generalmente como causantes de poco o ningln dafio en el hospedador. Sin embargo,
existen evidencias de que pueden causar otros dafios (Lauckner, 1983), entre los
cuales esta un debilitamiento general, alteraciones en el comportamiento, aumento en

el consumo de oxigeno y la tasa metabdlica.



En Galicia se realizaron trabajos sobre la patologia de las almejas: Figueras et al.
(1992), Villalba et al. (1993b, 1999 y 2005), Lépez (1995), Ordas et al. (2001), Casas
(2001) y Casas et al. (2002). Ninguno de ellos relaciona el efecto de la parasitacién

gonadal en el ciclo reproductivo de la almeja babosa.

En este trabajo se realiza el andlisis histopatolégico de los individuos utilizados
para el estudio del ciclo reproductivo, con el fin de identificar los parasitos que pueden
incidir en el desarrollo gametogénico y, por lo tanto, disminuir la capacidad

reproductora de esta especie.

La almeja babosa habita tanto en bancos submareales como en intermareales.
Los primeros se encuentran siempre sumergidos y por lo tanto la disponibilidad de
alimento es mas constante que en una poblacién intermareal. A su vez la poblacion del
banco intermareal esta sometida a periodos de desecacion y a factores ambientales
como la bajada de salinidad por lluvias o la subida de las temperaturas durante el
verano. Eversole et al. (1980) y Walker y Hefferman (1994) encontraron diferencias en
el desarrollo gonadal entre ejemplares de Mercenaria sp. procedentes del area

submareal e intermareal.

En este capitulo se pretende definir el ciclo reproductivo de la almeja babosa
en Galicia. Se realiza el estudio histolégico de la goénada utilizando una escala
cualitativa, y la variacion de los componentes bioquimicos mayoritarios a lo largo del

ciclo.

Se escogieron para ello tres bancos naturales: uno de ellos situado al Noroeste
de Galicia (en Camarifias) y los otros dos al Suroeste (en O Grove). Dentro de O Grove
se han escogido dos bancos, uno intermareal y el otro submareal. Se analizan las
posibles diferencias entre una poblacién del NO y otra del SO, y dentro de una misma

zonha entre una intermareal de otra submareal.

Se estudia también el efecto de la parasitacion en la condicién gonadal y la

capacidad reproductora de esta especie.



3.2.1 RECOGIDA Y PROCESADO DE LAS MUESTRAS

Cada mes se muestred un lote de Venerupis pullastra de talla préxima a la
comercial de cada una de las tres zonas de estudio (Figura 3.1). Se escogieron tres
bancos naturales, uno de ellos es submareal y esta situado en la Ria de Camarinas (NO
de Galicia) y los otros dos pertenecen a la Ria de Arousa (SO de Galicia). Estos dos
bancos se localizan en la zona suroeste de la Ria, uno de ellos es submareal y esta
situado delante del puerto de O Grove (banco de “A Cantareira”) y el otro es
intermareal y esta situado entre O Grove y A Toxa (banco de la “Via Norte”). En este
trabajo se hace referencia a estas poblaciones de estudio como: Camarifias, O Grove

submareal y O Grove intermareal.
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FIGURA 3.1: Localizacién de los tres bancos naturales de V. pullastra utilizados en este estudio.



La extraccién la realizaron mensualmente las mariscadoras de la agrupacién o
en algun caso directamente la asistencia técnica de la propia cofradia. En noviembre
de 2003 se recogieron las primeras muestras y se concluyeron en mayo de 2005;

obteniendo asi datos del ciclo gametogénico a lo largo de 19 meses.

Las muestras llegaban refrigeradas y se procesaban directamente sin
depuracion previa; solamente se mantenian durante una hora en agua para expulsar
las arenas de la cavidad paleal. Esto era debido a que se temian posibles pérdidas de
gametos si se introducian las almejas de nuevo en el agua durante 24 horas; hecho que
se pudo confirmar en nuestro laboratorio al observar durante todo el periodo de
estudio, que las almejas sobrantes expulsaban gametos (en mayor o menor cantidad)

al ser introducidas en agua.

3.2.2 OBTENCION DE LOS DATOS AMBIENTALES DE LAS ZONAS DE MUESTREO

Los datos de salinidad (%o), temperatura (2C) y clorofila a (ug/l) de las zonas de
muestreo han sido cedidos por el Instituto Tecnoldxico para o Control do Medio
Marifio (INTECMAR). Los dos primeros fueron recogidos mediante perfiles verticales
realizados con un CTD Seabird 25 y los datos de clorofila fueron obtenidos mediante

analisis espectrofluorimétrico.

Los datos correspondientes a la poblacion de O Grove submareal proceden de
la estacion A8 denominada “Meloxo” y los datos de la poblacién intermareal provienen
de la estacion A7. De la poblacién de Camarinas no se ha conseguido obtener ningun

dato.



3.2.3 OBTENCION DE LOS DATOS BIOMETRICOS, CALCULO DEL PESO SECO E iNDICES DE
CONDICION

De cada muestreo se procesd un nimero de almejas comprendido entre 30 y
50. Se separaron los machos y las hembras, utilizando como minimo 15 individuos de

cada sexo.

A cada individuo se le tomaron las siguientes medidas utilizando un calibre
digital Mitutoyo (precision 0,01 mm) y una balanza de precisién Gram Precision

(precisién 0,01 g):

e Longitud maxima del eje antero-posterior
e Altura maxima del eje dorso-ventral

e Anchura maxima

e Peso fresco total

e Peso fresco de la concha

e Peso fresco de la vianda

e Peso fresco de la gbnada

A cada individuo se le disecciond la génada separandola del resto de la vianda,

ambas partes se congelaron para, posteriormente, realizar los andlisis bioquimicos.

El peso seco se calculd liofilizando una muestra de tejido, congelandola
previamente, y manteniéndola durante 24-48 horas en un liofilizador refrigerado.
Posteriormente se pesd la muestra previo paso por un desecador durante una hora.
Las conchas se mantuvieron en una estufa a 1002C durante 24 horas. Se calcularon los

siguientes pesos secos:

e Peso seco de lavianda
e Peso seco de la concha

e Pesoseco de la gonada




Con los datos obtenidos del peso seco se calcularon los indices de Condicién:

¢ Indice de Condicién visceral:
ICV= (Peso seco de la vianda/Peso seco de la concha) x 100
¢ indice de Condicién gonadal:

ICG= (Peso seco de la gdnada/Peso seco de la concha) x 100

3.2.4 METODO HISTOLOGICO

Para el estudio histolégico el tejido gonadal se introdujo durante 24 horas en el
liquido fijador. Las primeras muestras (hasta marzo 2004) se fijaron con Bouin-
Hollande, posteriormente se optd por utilizar el fijador Davidson, obteniéndose

mejores resultados de fijacion.

Seguidamente se procedidé a deshidratar las muestras en un procesador de
tejidos automatico Histolab ZX-100, para luego incluirlas en parafina. En el procesador

las muestras pasaron por la siguiente serie de bafios:

e etanolal 80% (1x1h)

e etanolal 96% (3x 2 h)

e etanolal 100% (2x 1 h)

e 1etanol al 100%: 1 xileno (1x 1 h)
e xileno (2x1h)

e parafinaa 602C (2x 3 h)

El siguiente paso fue la formacion de bloques de parafina con cada una de las
muestras. Se realizd en un centro formador de bloques, compuesto por un
dispensador de parafina caliente y una placa refrigeradora donde se enfrian. Se
cortaron los bloques obtenidos con un microtomo Microm HM 340 E, se hicieron

secciones de 5 micras de espesor que luego se extendieron en un bafio de agua a 402C,



para recogerlos sobre un portaobjetos con una capa de glicerina que facilitaba su

adherencia. Se secaban en una estufa a 402C.

El ultimo paso fue la tincidn con hematoxilina-eosina, para ello previamente se
realizaba el desparafinado y la hidratacién de los cortes histolégicos, el proceso era

manual y se realizaba pasando las preparaciones por la siguiente serie de bafios:

e xileno (3x2 min)

e etanolal 100% (1x 2 min)
e etanolal 96% (1x 2 min)
e etanol al 80% (1x 2 min)
e etanolal 70% (1x 2 min)
e etanolal 50% (1x 2 min)

e aguadestilada (1x 5 min)

El siguiente paso era la tincidn en si, y comprendia los siguientes bafios:

e hematoxilina de Harris (1x 5 min)
e agua corriendo (1x 5 min)

e eosina (1x 10 min)

e etanolal 100% (4x 1 min)

e xileno (3x1 min)

Las preparaciones se montaron con Histomount y se observaron al microscopio

Optico.

Andlisis cualitativo:

La escala utilizada es una adaptacion a esta especie de las escalas comUunmente
utilizadas para otros bivalvos. Se basa en las escalas cualitativas existentes para
bivalvos (Lubet, 1959; Holland y Chew, 1974 y Wilson y Seed, 1974), pero con ligeras

modificaciones adaptadas a esta especie tras la observacién de las preparaciones. A



cada individuo se le asignd un estadio de la citada escala. Dado que en un mismo
individuo era frecuente observar asincronia folicular, se ha asignado el estadio

presente en la mayor parte de la gbnada.

Se ha eliminado el estadio 0, o de reposo sexual, que en otras especies se
caracteriza por la abundancia de tejido conjuntivo y ausencia de foliculos y gametos.
En la almeja babosa no se observé la fase de reposo, pudiendo diferenciar el sexo de
los individuos a lo largo de todo el aifo. Después del estudio de las preparaciones, se
ha decidido simplificar la escala en sdélo cuatro estadios. A continuacién se define la

escala utilizada:

El. Inicio de la gametogénesis

Comienza el desarrollo gonadal, los foliculos estan totalmente formados y
repletos de células vesiculares. El sexo es facilmente diferenciable. En las hembras hay
abundancia de gonias repoblando los foliculos y en algunos de ellos, los ovocitos
empiezan a acumular vitelo; en los machos se observa alguna banda centripeta de

espermatogonias.

E2. Gametogénesis avanzada

En los foliculos empiezan a desaparecer las células vesiculares, aunque es
frecuente observarlas todavia pegadas a las paredes. En las hembras hay abundancia
de ovocitos pedunculados y se observa algin ovocito maduro, en las paredes se siguen
formando ovocitos previtelogénicos. Los machos presentan abundancia de lineas
germinales, con predominio de espermatogonias y espermatocitos; en algun foliculo

pueden aparecer los primeros espermatozoides en el centro.

E3. Madurez y puesta

No hay presencia de células vesiculares en los foliculos. Las hembras estan

llenas de ovocitos maduros y algin espacio vacio de ovocitos ya expulsados; es



frecuente seguir observando algun ovocito previtelogénico o pedunculado aunque no
son los mas abundantes. Los machos presentan los foliculos repletos de
espermatozoides organizados radialmente hacia el centro del foliculo, o dispuestos
desordenadamente (indicador de foliculos en puesta); pero ademas presentan una o

dos lineas de espermatogonias que seguiran generando espermatozoides.

E4. Renovacion gonadal

Los mismos foliculos que presentan gametos maduros en el centro empiezan a
generar células vesiculares en las paredes; en algln caso puede aparecer alguna zona
de tejido conjuntivo organizandose en nuevos foliculos. En las hembras quedan
ovocitos residuales, generalmente no atrésicos, mientras los foliculos se llenan de
células vesiculares y las gonias comienzan a repoblarlos. Los machos presentan en el
centro de los foliculos espermatozoides, varias lineas de células vesiculares y gonias en

las paredes, pero en ningln caso nuevas series gametogénicas.

3.2.5 CONTROL PARASITOLOGICO DE LAS POBLACIONES DE ESTUDIO

Para estudiar la incidencia de los parasitos en la evolucién del ciclo
gametogénico, se muestred trimestralmente, durante un afio, un lote de 30 individuos
de las mismas poblaciones de estudio (Camarifias, O Grove submareal y O Grove
intermareal). A cada individuo se le separd un fragmento de tejido branquial, masa
visceral y reborde del manto. Se procesaron los tejidos de acuerdo a las técnicas

histoldgicas que se describen en el apartado anterior.

Tras una observaciéon minuciosa al microscopio Optico, se determind la
presencia/ausencia de los diversos parasitos y alteraciones patoldgicas en cada uno de

los individuos. Se calculd la prevalencia mensual segun la siguiente férmula:

Prevalencia= (n2 almejas parasitadas/n2 almejas examinadas) x 100




3.2.6 METODOS BIOQUIMICOS

Para realizar los analisis bioquimicos se partid de las muestras liofilizadas y
finamente pulverizadas. Se analizaron (separadamente por sexos) la génada y el resto
de la vianda, para obtener la cantidad (en mg/g peso seco) de glucdgeno, lipidos y

proteinas.

3.2.6.1 DETERMINACION DE GLUCOGENO

Para la determinacion del glucégeno se utilizé el método enzimatico de Keppler
y Decker (1984), con algunas modificaciones de Crespo (1989). Este método permite
cuantificar la glucosa procedente de la hidrélisis del glucégeno y por otro lado, la

glucosa libre. En la figura 3.2 se muestra un esquema del proceso.

La hidrdlisis enzimatica se realizdé con la amiloglucosidasa de Aspergillus niger
(exo-1,4-a-D-glucosidasa, E.C.3.2.1.3.), que hidroliza los enlaces glucosidicos tanto
a-1,4 como los a-1,6. Para la determinacion de la glucosa se empled un kit comercial

(Glucinet de Diagndstico Sclavo).

El método comenzd con una homogenizacién del liofilizado (aproximadamente
200 mg) con 4 ml de acido perclérico al 6% para inactivar los enzimas naturales que
hidrolizan el glucégeno. Inmediatamente después se recogieron seis alicuotas de cada
muestra a las que se les anadié 100 ul de bicarbonato sddico 1M, para neutralizar al
homogenado mientras se dejaban reposar en hielo durante 10 minutos.
Posteriormente, a tres de las alicuotas se les anadié 500 ul de la enzima
amiloglucosidasa (disuelta en tampodn acetato-acético a razén de 21 U/ml) que
hidrolizaba los enlaces del glucégeno para convertirlo en glucosa; mientras que a las
otras tres no se les afiadié la enzima para poder determinar la cantidad de glucosa
libre del liofilizado (se les afadidé la misma cantidad de tampdn). Por diferencia se
obtuvo la cantidad de glucosa que procedia de la hidrdlisis y, por tanto, la cantidad de

glucdégeno del liofilizado.
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FIGURA 3.2: Esquema del método empleado para la determinacién de glucégeno.



Las muestras se incubaron en un bafio a 402C y 3 horas después se les afadio
100 pl de acido perclérico al 40% para parar la reaccion de la amiloglucosidasa. Se
centrifugaron, y del sobrenadante se recogié una alicuota de 20 pl (por triplicado) a la
qgue se le anadié 2 ml de reactivo del kit colorimétrico Glucinet. Previamente a la
lectura en el espectrofotometro a 510 nm, se realizd una recta patron con

concentraciones de 0,25; 0,50; 0,75y 1 ug/ul de glucosa estandar.

3.2.6.2 DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES

La determinacidon de proteinas se realizé a partir del método de Lowry et al.
(1951). En la figura 3.3 se muestra un esquema del método empleado. Se partié de una
muestra por duplicado de 1,5 mg de tejido liofilizado, a la cual se le afiadié 2 ml de
hidréxido sédico (2,5N) para posteriormente sonicarla y mantenerla en un bafio a 562C

durante 30 minutos para favorecer la hidrdlisis del tejido.

Las muestras se centrifugaron para decantar los restos de tejido y del
sobrenadante se recogié una alicuota por triplicado de 100 ul, a la cual se le afiadid
450 pl de reactivo | y 600 ul de reactivo Il. Se agitaron vigorosamente y se dejaron
incubar durante 45 minutos en oscuridad, para luego leer la absorbancia en un
espectrofotémetro a 750 nm; previa realizacién de una recta de calibracién con
concentraciones de 5, 10, 15, 20 y 30 pg/ul de un estandar de seroalbumina bovina.

Los reactivos empleados se prepararon de la siguiente manera:

Reactivo I:
-25 volumenes de hidréxido sédico 0,8N
-18 volumenes de reactivo A: (0,2 g de tartrato disédico, 10 g de carbonato
sédico y 69 ml de hidréoxido sédico 0,8N; enrasados a 100 ml con agua
destilada)
-2 volumenes de reactivo B: (2 g de tartrato disédico, 1 g de sulfato de cobre (ll)
y 12,5 ml de hidréxido sddico 0,8N; enrasados a 100 ml con agua destilada)
Reactivo Il

-reactivo del fenol (Folin-Ciocalteu) y agua destilada en proporciéon 1:2 (v:v).



hidroxido sédico

2,5N
450 ul
sobrenadante
3 alicuotas
100 pl
reactivo |
/"‘\ 600 pL
reactivo Il

oscuridad
45 min

FIGURA 3.3: Esquema del método empleado para la determinacion de proteinas totales.



3.2.6.3 DETERMINACION DE LiPIDOS TOTALES

Para la determinacion de lipidos totales se utilizd el método gravimétrico

utilizado por Folch et al. (1957), previa extraccidn con cloroformo-metanol (Figura 3.4).

Se partié de 200 mg de tejido liofilizado y pulverizado, a la cual se le extrajeron
los lipidos realizando lavados sucesivos con cloroformo-metanol 2:1 (v:v). Se comenzé
con un lavado con 4 ml, sonicando la muestra, centrifugandola y recogiendo el
sobrenadante. El tejido sedimentado se resuspendié con otros 3 ml de cloroformo-
metanol para realizar el segundo lavado; este proceso se repetia tantas veces como

fuera necesario hasta extraer la totalidad de los lipidos de la muestra.

El sobrenadante recogido después de todos los lavados se transvasd a una
ampolla de decantacion filtrandolo a través de un embudo. Se afiadieron 3 ml mas de
cloroformo-metanol que se utilizaban para lavar el propio tubo y el filtro del embudo y
cloruro sédico 0,6N (el 25% del volumen de cloroformo-metanol de la ampolla) para
arrastrar los restos de materia organica de la muestra. Se agitaban y se dejaban

reposar durante 24 horas.

Al dia siguiente se recogia la fraccidon inferior de la ampolla que contenia los
lipidos, a la superior se le volvia a hacer otro lavado con la misma cantidad inicial de

cloroformo-metanol y de cloruro sédico.

Se evaporaron los lipidos en presencia de nitréogeno y se redisolvieron en 3 ml
de cloroformo. De aqui se extrajeron 3 alicuotas de 300 ul en unas capsulas
previamente taradas, para posteriormente evaporarlas en una estufa a 509C durante
dos horas, se pesaron de nuevo las capsulas y se hallaron asi los lipidos totales por

diferencia.
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3.2.7 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

El analisis estadistico se realizo utilizando el paquete estadistico SPSS® para

Windows version 15.0.

La comparacién de medias de los distintos componentes bioquimicos entre las
distintas poblaciones se analizé6 mediante un test de andlisis de varianza (ANOVA). Se
utilizd el test de Kolmogorov-Smirnov para el estudio de la normalidad. La
homogeneidad de varianzas se ha comprobado mediante el test de Levene. Las
comparaciones multiples se han llevado a cabo mediante el test de comparacién

multiple de rangos (test de Tukey).

Para el estudio del sex-ratio en las poblaciones se utilizé un test Chi-cuadrado.

Se realizé un Analisis de Componentes Principales para discriminar las
tendencias de la composicidon bioquimica (lipidos génada, lipidos viscera, proteinas
gonada, proteinas viscera, glucégeno génada y glucdgeno viscera) con respecto a los
estadios gametogénicos (inicio de la gametogénesis, gametogénesis avanzada,
madurez y renovacioén) y a los indices de Condicién gonadal y visceral de acuerdo con

los ejes principales.

En el estudio de asociacidon entre la composicion bioquimica de las poblaciones,
los indices de Condicién y los estadios gametogénicos, se utilizé el coeficiente de

correlacién de Spearman (Zar, 1996).

Los valores de porcentajes de cada estadio gametogénico y los indices de

Condicién gonadal y visceral se transformaron con la funcién arcoseno.



3.3.1 PARAMETROS AMBIENTALES DE LAS ZONAS DE MUESTREO

En las figuras 3.5 y 3.6 se presentan los datos ambientales de las poblaciones de
O Grove submareal y O Grove intermareal, desde noviembre de 2003 hasta mayo de

2005, cedidos por el INTECMAR.

En ambas poblaciones la temperatura sigue un ciclo estacional con
temperaturas minimas en invierno (122C), que se van incrementando en primavera,
hasta alcanzar el maximo en verano (18,52C). La salinidad oscila ligeramente a lo largo
de la época de estudio, entre 34%o y 35,5%o. En relacidn a la clorofila a, en invierno se
observan las minimas concentraciones y a partir de la primavera se encuentran varios
picos de distinta intensidad, 4 en O Grove submareal y 3 en O Grove intermareal, que

se suceden aproximadamente cada dos meses.
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FIGURA 3.5: Grafica con los datos de temperatura (2C), salinidad (%o) y clorofila a (pg/!)
en la poblacién de O Grove submareal.
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FIGURA 3.6: Grafica con los datos de temperatura (2C), salinidad (%) y clorofila a (ug/1)
en la poblacién de O Grove intermareal.

3.3.2 DATOS BIOMETRICOS, PESO SECO E iNDICE DE CONDICION

3.3.2.1 POBLACION DE CAMARINAS

En la tabla Ill.1 se muestran los parametros biométricos obtenidos durante el
periodo de estudio de la almeja babosa Venerupis pullastra en la poblacién de
Camarinas. Se presentan los valores medios mensuales de longitud, altura y anchura,

peso fresco total y peso fresco y seco de la concha, vianda y génada.

La longitud media mensual de los individuos estudiados de esta poblacién fue
de 40 mm, oscilando entre un minimo de 37,65 mm del mes de diciembre de 2003 y

un maximo de 44,53 mm del mes de enero de 2004.



TABLA l111.1: Datos biométricos medios mensuales de V. pullastra de la poblacion de Camarifias durante
los meses de estudio. Media + desv.

MEDIDAS (mm) PESO FRESCO (g) PESO SECO (g)

FECHA |Longitud| Altura |Anchura| Total | Concha | Vianda | Gonada | Concha | Vianda | Génada
11-nov-03 40,12 | 26,24 | 17,75 | 11,50 5,64 3,84 0,58 5,28 0,86 0,18
11,78 +1,37 +1,09 +1,64 10,83 10,70 10,21 +0,80 10,15 +0,06

10-dic-03 37,65 | 25,11 | 17,75 | 10,21 5,18 3,51 0,93 4,83 0,91 0,27
+1,70 +1,15 10,83 +1,07 10,65 10,04 10,02 10,61 10,11 10,05

15-ene-04 44,53 | 30,14 | 21,65 | 19,41 | 10,45 5,34 1,33 9,78 1,24 0,38
12,66 +1,67 +1,50 +3,93 12,34 10,95 10,41 12,26 10,22 0,12

10-feb-04 40,30 | 26,66 | 18,60 | 12,45 6,26 3,47 0,96 5,88 0,73 0,25
12,23 +1,43 +1,15 +2,00 +1,17 10,57 10,26 +1,13 0,12 +0,07

11-mar-04 38,96 | 25,90 | 17,82 | 11,15 5,72 3,09 0,69 5,24 0,61 0,17
1,77 +1,14 +0,86 +1,24 10,76 10,47 10,15 +0,70 +0,08 +0,04

16-abr-04 42,14 | 28,89 | 20,86 | 16,83 9,33 3,85 0,84 8,72 0,58 0,15
+1,54 +1,06 +1,03 +1,86 11,24 +0,61 +0,18 +1,19 +0,11 +0,04

14-may-04 43,39 | 30,29 | 21,54 | 19,47 | 10,41 4,36 1,24 9,71 0,84 0,27
12,44 +1,68 +1,47 +3,50 +1,93 10,79 10,29 +1,88 10,15 +0,06

1-jul-04 40,60 | 28,01 | 20,45 | 15,01 8,32 4,46 1,22 7,82 0,95 0,31
+1,58 +1,20 +1,26 12,28 +1,42 +0,64 +0,27 +1,37 +0,17 +0,07

10-ago-04 40,70 | 28,04 | 20,42 | 15,25 8,40 4,96 1,55 7,88 1,16 0,43
1,82 +1,30 +1,02 +2,02 11,24 10,67 10,27 +1,23 10,16 +0,08

14-sep-04 40,54 | 27,84 | 19,96 | 14,70 7,73 4,96 1,45 7,53 1,17 0,42
11,71 +1,14 0,75 +1,65 11,63 10,73 10,38 +1,12 0,17 10,11

19-0ct-04 39,81 | 26,42 | 18,17 | 12,78 6,46 4,35 1,09 6,10 0,93 0,31
12,19 +1,48 +1,30 12,29 +1,48 10,90 0,55 +1,41 0,19 10,16

15-dic-04 39,29 | 25,89 | 20,75 | 11,00 5,57 3,72 0,89 5,24 0,82 0,25
10,98 +0,90 +1,96 +1,16 10,68 10,42 10,17 10,65 +0,09 +0,05

27-ene-05 38,59 | 25,80 | 17,97 | 11,10 5,87 3,21 0,70 5,53 0,67 0,17
12,50 +1,88 11,26 +2,83 +1,47 10,75 10,22 +1,40 10,16 +0,05

25-feb-05 40,72 | 27,76 | 19,48 | 14,82 7,49 3,81 1,00 7,36 0,77 0,25
13,39 +2,35 +3,56 3,81 12,37 0,99 10,42 +2,00 0,19 +0,10

29-abr-05 39,93 | 25,59 | 17,70 | 10,56 5,21 3,27 0,63 4,88 0,64 0,15
+1,95 +0,97 +1,00 +1,31 10,76 +0,61 10,21 0,75 0,12 0,05

En la figura 3.7 se representa la variacién del indice de Condicién gonadal y
visceral durante los meses de estudio. Ambos indices presentaron un patron de
evolucidn similar con un valor maximo de 5,66 para el gonadal y 18,81 para el visceral,
en el mes de diciembre de 2003. Posteriormente ambos indices descendieron
paulatinamente hasta el mes de abril de 2004 donde se encontraron los minimos
valores coincidiendo con un periodo después de la puesta (1,74 el gonadal y 6,67 el
visceral). Los indices volvieron a aumentar manteniéndose en torno a valores similares
desde el mes de agosto hasta diciembre. A partir del mes de diciembre de 2004 ambos
indices comenzaron a descender (al igual que el afio anterior) encontrandose

igualmente un minimo (en ambos indices) en el mes de abril de 2005.
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FIGURA 3.7: Evolucién del indice de Condicién gonadal (ICG) y visceral (ICV) de V. pullastra en la
poblacién de Camariiias.

3.3.2.2 POBLACION DE O GROVE SUBMAREAL

En la tabla 11l.2 se muestran los datos de la poblacidn de O Grove. Se presentan
la media y la desviacion estandar de las medidas biométricas, los pesos frescos y pesos

secos durante los meses de estudio.

La longitud media de los individuos diseccionados fue en torno a 37 mm, entre
un maximo de 40 mm en febrero de 2004 y un minimo de 31,83 mm en septiembre de

ese mismo afo.

Ambos indices de Condicidn presentan también en esta poblacién una
evolucidon paralela, como se representa en la figura 3.8. Sin embargo, se observan mas
variaciones a lo largo del afio que en la poblacion de Camarifias. En noviembre de 2003
encontramos los maximos valores, 4,61 para el indice gonadal y 17,91 para el visceral,
qgue posteriormente descendieron durante el mes de diciembre. En enero de 2004 se
observa otra subida, seguido de un descenso en el mes de marzo, donde se
encuentran los minimos valores en ambos indices (2,47 el gonadal y 10,19 el visceral),
al igual que en Camarifias debido al desove. En los meses de agosto, septiembre y
octubre encontramos valores altos en ambos indices, que después disminuyeron hasta

el mes de febrero (un mes antes que en el 2004).



TABLA 111.2: Datos biométricos medios mensuales de V. pullastra en la poblacion de O Grove submareal
durante los meses de estudio. Media + desv.

MEDIDAS (mm) PESO FRESCO (_g) PESO SECO (g_)
FECHA |Longitud| Altura Anchura| Total | Concha | Vianda | Génada | Concha | Vianda | Génada

19-nov-03 37,96 | 24,77 | 17,25 | 10,26 5,00 3,60 0,72 4,65 0,60 0,22
+2,51 42,51 11,14 12,10 +1,05 +0,82 10,24 +1,00 +0,12 +0,02

17-dic-03 38,03 | 25,36 | 17,94 | 11,45 5,87 2,83 0,54 5,46 0,39 0,13
12,18 +1,77 11,34 +2,50 +1,51 10,70 10,22 11,43 10,09 +0,05

21-ene-04 38,11 | 25,19 17,93 | 11,16 5,88 3,37 0,74 5,42 0,52 0,19
12,25 41,63 11,22 12,17 11,16 10,7 10,28 +1,12 +0,13 +0,07

24-feb-04 39,99 | 26,23 | 18,25 | 11,89 5,95 3,55 0,63 5,44 0,50 0,15
+1,55 +1,11 +0,99 11,06 40,88 10,38 10,11 10,84 10,06 10,03

23-mar-04 37,89 | 25,81 18,40 | 11,96 6,14 2,97 0,62 5,68 0,40 0,15
+2,23 +1,65 11,64 +2,59 +1,50 10,74 +0,32 +1,44 +0,08 +0,07

27-abr-04 36,45 | 23,13 | 16,18 8,47 4,33 2,49 0,45 4,00 0,35 0,11
12,61 +1,63 +1,30 +1,97 +1,08 +0,61 +0,19 +1,04 +0,08 +0,05

1-jun-04 35,87 | 23,62 | 16,69 8,63 4,47 3,15 0,71 4,14 0,47 0,18
+1,93 11,22 +0,80 11,14 10,67 10,37 10,13 10,64 +0,06 +0,03

2-jul-04 38,92 | 25,40 17,66 | 11,23 5,72 3,42 0,71 5,34 0,50 0,17
12,84 +1,69 +1,46 +2,45 +1,28 +0,86 10,13 11,24 10,11 +0,06

3-ag0-04 37,00 | 23,86 | 17,39 9,75 4,75 3,63 0,77 4,39 0,52 0,18
+1,98 41,35 +1,17 +1,65 40,89 10,61 10,23 +0,85 +0,08 +0,07

3-sep-04 31,83 | 21,07 | 15,18 6,39 3,28 2,18 0,48 3,05 0,31 0,13
+1,98 41,45 +1,14 +1,46 10,79 40,49 40,23 +0,75 +0,10 40,06

15-0ct-04 37,82 | 24,61 17,28 | 10,08 4,89 3,46 0,69 4,59 0,53 0,19
12,54 +1,75 +1,20 12,07 +1,07 +0,81 +0,24 +0,67 +0,13 +0,07

24-nov-04 35,42 | 23,60 | 16,86 9,11 4,69 3,77 0,57 4,39 0,42 0,17
+2,40 +1,21 +1,01 +1,36 +0,77 +0,58 40,20 10,73 +0,08 +0,06

21-dic-04 37,52 | 24,62 | 17,35 9,80 5,05 3,06 0,60 4,75 0,45 0,10
+2,17 +1,18 +0,86 +1,38 +0,68 +0,58 +0,18 10,64 +0,08 +0,07

14-ene-05 37,30 | 24,14 | 17,23 | 10,04 4,99 2,95 0,59 4,68 0,40 0,15
+1,35 +1,02 40,86 +1,23 40,69 40,39 40,13 +0,69 +0,05 40,03

10-feb-05 35,70 | 23,14 | 16,25 8,63 4,37 2,35 0,44 4,09 0,47 0,10
+1,05 10,67 +0,70 +0,70 10,46 $0,30 $0,13 10,44 +0,66 +0,03

10-mar-05 37,78 | 24,59 @ 17,36 | 10,70 5,44 3,23 0,72 5,10 0,69 0,19
12,45 41,36 +1,07 +1,07 10,77 10,61 10,21 10,74 10,13 +0,05

7-abr-05 37,46 | 24,57 17,55 | 10,22 5,17 3,12 0,66 4,92 0,63 0,16
12,33 +1,36 +0,95 11,60 40,88 10,46 10,18 10,85 10,10 10,04

10-may-05 37,05 | 24,09 | 17,07 9,49 4,89 2,89 0,64 4,67 0,58 0,16
+1,85 41,02 +0,98 +1,42 10,74 +0,62 $0,22 +0,72 +0,13 +0,05
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FIGURA 3.8: Evolucién del indice de Condicién gonadal (ICG) y visceral (ICV) de V. pullastra en la
poblacién de O Grove submareal.

3.3.2.3 POBLACION DE O GROVE INTERMAREAL

Se presentan en la tabla I11.3 los parametros biométricos correspondientes a la

poblacién de O Grove intermareal.

La longitud de los individuos muestreados en esta poblacién fue menor a las
otras dos, con una media de 35,5 mm. Los datos oscilaron entre un maximo de 38,54
mm (mes de octubre de 2004) y un minimo de 33,77 mm (septiembre de ese mismo

ano).

En la figura 3.9 se presentan los datos del indice de Condicién gonadal y visceral
de esta poblacién. En noviembre de 2003 se encontraron valores altos en ambos
indices (3,18 el gonadal y 13,86 el visceral), que comenzaron a descender hasta un
minimo anual en el mes de abril de 2004 (con un valor de 1,42 el gonadal y 8,45 el
visceral). Durante el verano los indices presentaron valores altos, disminuyendo a
partir del mes de diciembre, hasta llegar al minimo que en el afio 2005 se adelanté a

marzo (1,69 y 9,42 el gonadal y visceral, respectivamente).



TABLA 111.3: Datos biométricos medios mensuales de V. pullastra en la poblacién de O Grove
intermareal durante los meses de estudio. Media + desv.

MEDIDAS (mm) PESO FRESCO (_g) PESO SECO (_g)
FECHA |Longitud| Altura Anchura| Total | Concha | Vianda | Génada | Concha | Vianda | Génada

25-nov-03 35,18 | 22,84 | 16,04 8,33 4,13 2,62 0,50 3,82 0,53 0,12
+1,03 10,63 +0,72 10,68 10,42 +0,37 10,12 +0,40 +0,08 +0,03

23-dic-03 36,45 | 24,55 17,71 | 10,26 5,30 3,11 0,73 4,92 0,45 0,13
11,34 40,95 10,94 +1,35 10,73 10,46 10,16 +0,71 +0,09 0,04

27-ene-04 36,75 | 24,05 | 16,84 9,45 4,69 2,66 0,51 4,31 0,47 0,13
+1,38 10,87 +0,66 +0,98 10,59 $0,30 10,11 +0,55 +0,06 +0,03

25-feb-04 37,32 | 24,81 | 17,62 | 10,47 5,33 2,62 0,47 4,90 0,47 0,10
11,66 41,18 +1,05 +1,40 40,80 10,44 10,47 10,77 +0,07 40,03

24-mar-04 36,30 | 23,94 | 17,07 9,39 5,00 2,46 0,42 4,61 0,47 0,10
+1,68 40,95 +0,95 +1,30 10,70 +0,40 10,16 10,67 +0,08 +0,04

20-abr-04 35,14 | 23,45 | 17,12 9,41 4,98 2,10 0,30 4,59 0,39 0,07
12,44 +1,68 41,25 +2,02 41,07 40,36 +0,09 +1,04 +0,07 40,02

2-jun-04 33,91 | 22,37 | 16,11 7,42 3,87 2,39 0,50 3,54 0,51 0,12
+1,73 41,19 10,87 +1,09 10,62 10,41 10,11 +0,39 +0,09 +0,03

24-jun-04 33,87 | 22,66 | 16,53 8,00 4,21 2,83 0,61 3,91 0,57 0,13
11,64 41,03 +0,88 $1,20 40,59 10,34 10,12 10,57 10,07 $0,02

3-ag0-04 37,05 | 24,72 18,04 | 11,11 5,73 3,48 0,78 5,31 0,70 0,20
+1,73 41,01 +0,99 $1,50 10,81 10,66 10,20 +0,79 +0,12 +0,05

3-sep-04 33,77 | 22,60 | 16,49 8,41 4,30 2,73 0,61 4,05 0,59 0,17
+1,55 11,14 +1,00 +1,28 10,75 10,41 10,16 10,73 +0,08 +0,05

15-0ct-04 38,54 | 25,29 | 17,90 | 11,19 5,46 3,32 0,64 5,11 0,65 0,16
12,14 +1,63 +1,25 +1,90 10,97 +0,97 +0,26 10,94 10,23 +0,09

16-nov-04 35,40 | 23,74 | 17,15 9,02 4,83 2,79 0,55 4,53 0,61 0,15
+1,89 11,28 +0,83 12,16 10,74 10,47 10,15 10,64 +0,10 10,04

14-dic-04 35,52 | 23,46 | 17,01 8,88 4,68 3,20 0,53 4,40 0,54 0,14
+1,98 11,14 +0,90 +1,88 10,79 10,73 +0,15 +0,75 +0,10 +0,04

14-ene-05 36,17 | 24,23 | 17,42 | 10,04 5,33 2,78 0,59 5,02 0,54 0,15
+1,81 10,95 +1,03 11,47 10,74 10,38 +0,17 10,73 10,12 +0,05

10-feb-05 34,13 | 22,57 | 16,45 8,69 4,43 2,08 0,40 4,18 0,40 0,10
+1,48 41,05 +0,82 +1,25 10,71 10,37 10,11 10,67 +0,07 +0,03

10-mar-05 34,21 | 22,80 @ 16,60 8,14 4,22 1,94 0,32 3,97 0,37 0,07
+1,47 +1,10 +0,85 +1,45 10,61 +0,33 10,12 10,59 10,10 +0,03

7-abr-05 34,07 | 22,42 | 16,18 8,17 4,09 2,01 0,38 3,81 0,45 0,13
+1,49 40,92 +0,95 +1,09 40,59 10,36 10,10 +0,57 +0,08 +0,03

10-may-05 34,35 | 22,85 | 16,42 8,56 4,35 2,32 0,43 4,12 0,44 0,10
+1,65 +1,04 +0,87 11,07 +0,60 10,38 10,12 10,59 10,07 +0,03
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FIGURA 3.9: indice de Condicién gonadal (ICG) y visceral (ICV) de V. pullastra en la poblacién de O
Grove intermareal.

3.3.2.4 COMPARATIVA ENTRE POBLACIONES

En la figura 3.10 se muestran los resultados de la comparacién entre el indice

de Condicion entre las tres poblaciones agrupado por estaciones del afio.

Durante el otofio e invierno, cuando el indice de Condicién gonadal estd mas
alto y empieza a decrecer, no hay diferencias significativas entre las poblaciones de
Camarinas y O Grove submareal, aunque si hay diferencias entre estas dos poblaciones
y la de O Grove intermareal, ésta Ultima con menores valores. El indice de Condicidn

visceral se comporta de igual manera que el gonadal durante el otofio y el invierno.

En la primavera se encuentran los valores mas bajos, no habiendo diferencias
significativas entre los valores del indice de Condicién gonadal de Camarifias y O Grove
intermareal; los valores de O Grove submareal son significativamente mayores a los de
las otras dos poblaciones. El indice de Condicidn visceral es significativamente distinto
en las tres poblaciones, encontrandose el mayor valor en la poblacién de O Grove

submareal y el menor en Camarifias.

Durante el verano, cuando se aprecia un ascenso en los valores, ambos indices

se comportan de distinta manera, mientras que el gonadal es significativamente mayor



Resultados

en la poblacién de Camarifias con respecto a las otras dos, el valor del indice de

Condicidn visceral es significativamente mayor en la poblacion de O Grove submareal.
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FIGURA 3.10: indice de Condicién gonadal (arriba) y visceral (abajo) en arcoseno en las tres
poblaciones estudiadas de V. pullastra. Diferentes letras representan diferencias significativas entre los
valores del indice de Condicién en la misma estacién del afio.
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3.3.3 CICLO GAMETOGENICO

3.3.3.1 DESCRIPCION DEL CICLO GAMETOGENICO

Para el estudio del ciclo gametogénico se ha utilizado la escala descrita en el
apartado de Material y Métodos. En las figuras 3.12, 3.13, 3.14 y 3.15 se muestran

varias fotografias de la génada de individuos de estas poblaciones.

Después de la observaciéon de las preparaciones se ha eliminado de la escala el
estadio 0, o de reposo sexual, que en otras especies se caracteriza por la abundancia
de tejido conjuntivo, y ausencia de foliculos y gametos. En la almeja babosa no se
observd esta fase de reposo, en los propios foliculos en los que aun se observan
gametos residuales se comienzan a formar células vesiculares. Desde este estadio E4
de renovacién gonadal se pasa al estadio E1 de inicio de la gametogénesis, en donde,

ademads de las células vesiculares, se observan nuevas lineas germinales.

La inexistencia de un estadio 0 se
confirma si tenemos en cuenta que, de los
1.633 individuos examinadas en este
estudio, sdlo en 12 no se podia diferenciar el
sexo. Estos ejemplares presentaban los
foliculos completamente desarrollados y

repletos de células vesiculares, pero sin
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FIGURA 3.11: Individuo indeterminado de
V. pullastra.

ninguna célula reproductiva (ovogonias,
espermatogonias, ovocitos, etc.) que

permitiera diferenciar el sexo (Figura 3.11).

Estos doce individuos indeterminados podrian haber sido clasificados dentro de
un estadio 0, pero debido al pequefio porcentaje de individuos que se observaron en
este estadio (0,73% de los ejemplares) y a que no se podria hablar de un EO
propiamente dicho, debido a la existencia del tejido folicular totalmente desarrollado,

se ha optado por incluir esos individuos en el estadio E1, de inicio de la gametogénesis.



Resultados

E1l. Inicio de la gametogénesis

Los foliculos se encuentran repletos de células vesiculares (CV) y se observan
paquetes musculares interfoliculares (MUSC). En los machos (Figuras 3.12.1 y 3.12.2)
hay abundancia de espermatogonias (ESPG) cercanas a las paredes foliculares (PF) y
algunos espermatocitos (ESPC) hacia el interior. En las hembras (Figuras 3.12.3 y
3.12.4) hay abundancia de ovogonias (OVG) en las paredes de los foliculos y algunos
ovocitos en el interior que empiezan a acumular vitelo. Es frecuente encontrar

ovocitos residuales no atrésicos (OVR).

FIGURA 3.12: Imagenes de microscopia Optica de V. pullastra en estadio E1 de inicio de la
gametogénesis. 1: Macho, MUSC (musculo), PF (pared folicular). 2: Macho, ESPG (espermatogonia),
ESPC (espermatocito). 3: Hembra, OVG (ovogonia), CV (célula vesicular). 4: Hembra, OVR (ovocito
residual). Barras de escala fotos 1y 3: 50 um; foto 2: 25 um; foto 4: 100 pum.
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3. Ciclo reproductivo

E2. Gametogénesis avanzada

En este estadio los machos (Figuras 3.13.5 y 3.13.6) presentan numerosas
series gametogénicas ocupando casi la totalidad del foliculo (SG); en algunos ya se
empiezan a observar espermatozoides hacia el interior (ESPZ). En las hembras (Figuras
3.13.7 y 3.13.8) es frecuente observar abundantes ovocitos previtelogénicos, ovocitos
pedunculados (OVPE) e incluso algun ovocito maduro (OVC). Durante este estadio se

siguen observando algunas células vesiculares.

FIGURA 3.13: Imagenes de microscopia éptica de V. pullastra en estadio E2 de gametogénesis
avanzada. 5: Macho, SG (series gametogénicas). 6: Macho, ESPZ (espermatozoide). 7: Hembra, OVC
(ovocito). 8: Hembra, OVPE (ovocito pedunculado). Barras de escala 50 um.
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Resultados

E3. Madurez y puesta

Los individuos macho (Figuras 3.14.9 y 3.14.10) presentan los foliculos llenos de
espermatozoides maduros. En algunos foliculos se observan abundantes
espermatozoides libres preparados para la puesta y también varias lineas de
espermatogonias (ESPG). Las hembras (Figuras 3.14.11 y 3.14.12) presentan
abundancia de ovocitos maduros y espacios vacios de ovocitos ya expulsados (VAC). Se
observan también, al igual que los machos, ovogonias en las paredes (OVG). Pueden

aparecer algunas células vesiculares hacia las paredes del foliculo.

D
j‘..

FIGURA 3.14: Imagenes de microscopia Optica de V. pullastra en estadio E3 de madurez y puesta. 9:
Macho. 10: Macho, ESPG (espermatogonia). 11: Hembra, VAC (espacio vacio). 12: Hembra, OVG
(ovogonia). Barras de escala fotos 9y 11: 100 um; foto 10: 25 um y foto 12: 50 um.
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3. Ciclo reproductivo

E4. Renovacion gonadal

Los foliculos presentan células vesiculares de nueva formacién. En los machos
(Figuras 3.15.13 y 3.15.14) los espermatozoides se sitlan en el centro del foliculo
rodeados de varias lineas de células vesiculares (CV). Se observan gonias repoblando
los foliculos pero no hay ni espermatogonias ni espermatocitos. En las hembras (Figura
3.15.15), quedan ovocitos residuales no atrésicos (OVC) rodeados de nuevas células
vesiculares, no se observan ovocitos previtelogénicos. En algin caso (Figura 3.15.16) se
puede encontrar alguna pequefia zona de tejido conjuntivo organizandose en foliculos

(CONJ).
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FIGURA 3.15: Imagenes de microscopia Optica de V. pullastra en estadio E4 de renovacion gonadal.
13: Macho. 14: Macho, CV (célula vesicular). 15: Hembra, OVC (ovocito). 16: Porcién de génada
invadida por tejido conjuntivo, CONJ. Barras de escala 100 pm.
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Es frecuente que durante el estadio E4 se observe asincronia folicular dentro de
un mismo individuo, apareciendo principalmente durante el periodo verano-otofio,
época de transicion entre la madurez y comienzo de un nuevo ciclo de gametogénesis.
En esta época encontramos foliculos en madurez, foliculos que empiezan a formar
células vesiculares, e incluso algun foliculo en reabsorcion. En los individuos en los que
se observd esta asincronia se ha optado por asignar aquel estadio que estaba presente
en la mayor parte de la génada. En la figura 3.16 se muestran dos fotografias

pertenecientes a un individuo hembra de Camarifias del mes de agosto.

FIGURA 3.16: Dos fotografias pertenecientes al mismo individuo hembra de V. pullastra. Izquierda
foliculos en madurez y puesta, derecha foliculos en renovacién gonadal.
Barras de escala 100 pm.

Esta asincronia folicular le permite a la almeja babosa que durante el periodo
de transicion, hacia el comienzo de una nueva gametogénesis, la gonada presente
todavia foliculos con ovocitos maduros no atrésicos, y por lo tanto, con capacidad de

ser expulsados.
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3. Ciclo reproductivo

3.3.3.2 POBLACION DE CAMARINAS

Siguiendo la escala descrita anteriormente, en las figuras 3.17 y 3.18 se

representa el porcentaje de individuos que se encuentran mensualmente en cada

estadio.
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FIGURA 3.17: Ciclo gametogénico de la poblacion de Camariiias de V. pullastra durante los meses de
estudio. Individuos macho.
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FIGURA 3.18: Ciclo gametogénico de la poblacidn de Camariiias de V. pullastra durante los meses de
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estudio. Individuos hembra.



En esta poblacidn, durante el otofio encontramos la mayoria de los individuos
en el estadio E4 de renovacion gonadal y en el estadio E1 de inicio de la
gametogénesis. A medida que se va acercando el invierno desaparecen los individuos
en estadio E4, y aunque todavia se observan individuos en estadio E1 y algunos ya en
estadio E3 de madurez y puesta, la mayoria de los individuos se encuentran en estadio

E2 de gametogénesis avanzada.

En Camarifias durante la primavera y verano (desde marzo a septiembre), no se
observan individuos en gametogénesis y la mayoria de la poblacidon se encuentra en
estadio E3 de madurez y puesta. Durante estos meses se observan algunos individuos

de la poblacion en estadio E4 de renovacion gonadal.

El amplio periodo de madurez y puesta que presenta esta poblacion se debe a
gue, en los foliculos gonadales se observan nuevas gonias que daran origen, de forma
continuada, a nuevos espermatozoides en el caso de los machos, y ovocitos
previtelogénicos y pedunculados en el caso de las hembras. Durante este periodo no
se observan células vesiculares en los foliculos, por lo que la producciéon de nuevos
gametos se debe realizar a expensas de los nutrientes recién asimilados, y que durante

la primavera y verano son abundantes en el medio marino.

A medida que empiezan a disminuir el nUmero de individuos en madurez,
aumentan los estadios de renovacion gonadal e inicio de la gametogénesis. Ambos
estadios se caracterizan por la abundancia de células vesiculares y como se ve reflejada
en la composicion bioguimica (se muestra en apartados posteriores), coincide con los
mayores contenidos de glucdégeno y lipidos en gdnada. Estos nutrientes, acumulados
durante el verano y el otofio, proporcionan la energia necesaria para la formacién de

gametos durante el invierno.

Aunque se ha realizado el estudio gametogénico de machos y hembras

separadamente, se observa que la evolucidn del ciclo es igual en ambos sexos.



3. Ciclo reproductivo

3.3.3.3 POBLACION DE O GROVE SUBMAREAL

En las figura 3.19 y 3.20 se muestran los datos obtenidos tras la asignacion de

un estadio a cada uno de los individuos de la poblacién de O Grove submareal.
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FIGURA 3.19: Ciclo gametogénico de la poblacion de O Grove submareal de V. pullastra durante los
meses de estudio. Individuos macho.
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FIGURA 3.20: Ciclo gametogénico de la poblacion de O Grove submareal de V. pullastra durante los
meses de estudio. Individuos hembra.

60



A diferencia de la poblacién de Camarifias, en la poblacion de O Grove
submareal se encuentra mayor heterogeneidad de estadios en un mismo muestreo.
Mientras que en la poblacion de Camarifias la gametogénesis (estadio E1 y E2) se
observaba sdélo en otoifo e invierno, en O Grove submareal, durante el verano y a

principios de la primavera, encontramos individuos en estos estadios.

Ademas, se observa que durante el otofio y el invierno se encuentra mayor
numero de individuos en estadio E4 (renovacidon gonadal) y E3 (madurez y puesta) que

en la poblacién de Camarinas.

Aunque se observan diferencias en los porcentajes de individuos en cada
estadio a lo largo del afio, la evolucién del ciclo es similar a la poblacién de Camarifias.
A partir del verano disminuye el nimero de individuos maduros y comienza un nuevo
ciclo de gametogénesis, aumentando el porcentaje de individuos en los estadios E4 y
E1l. El desarrollo de la gametogénesis avanza durante los meses de otofio e invierno

hasta el mes de abril, donde se observan la mayoria de los individuos en madurez.

En ambos sexos se encuentra heterogeneidad de estadios a lo largo del afio,

siendo la evolucion del ciclo similar en machos y hembras.

3.3.3.4 POBLACION DE O GROVE INTERMAREAL

En la poblacién intermareal de O Grove se encuentran diferencias con respecto
a la poblacién submareal, puesto que en la primera se encuentra menor proporcién de

individuos en madurez a lo largo del afio.

En las figuras 3.21 y 3.22 se observa la evolucion de los estadios en los

ejemplares de O Grove intermareal.



3. Ciclo reproductivo
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FIGURA 3.21: Ciclo gametogénico de V. pullastra en la poblacién de O Grove intermareal.
Individuos macho.
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FIGURA 3.22: Ciclo gametogénico de V. pullastra en la poblacién de O Grove intermareal.
Individuos hembra.

Durante el otofio y el invierno la mayoria de la poblacién intermareal de O
Grove se encuentra en gametogénesis (estadios E1 y E2), observando pocos individuos
en E3 y E4 (madurez y renovacion gonadal). Durante la primavera se continla
observando que la mitad de la poblacidn sigue en gametogénesis, pero la otra mitad se

encuentra ya en madurez y renovacion gonadal.
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Entre los meses de mayo y agosto se observa el mayor porcentaje de individuos
en madurez en esta poblacidén. A partir de este momento la poblacién comienza un

nuevo ciclo de gametogénesis.

En ambos sexos en la poblacién intermareal se observa mayor porcentaje de
individuos en estadio E1 y E2 a lo largo del afo que en la poblacién de O Grove
submareal. También dentro de O Grove intermareal, durante el otofio se encuentra
mayor porcentaje de individuos en inicio de la gametogénesis (E1) en las hembras que

en los machos.

3.3.3.5 SEX-RATIO

En la siguiente tabla se muestra el nimero de individuos macho, hembra e

indiferenciados encontrados en las tres poblaciones durante todos los muestreos.

TABLA 111.4: Namero y porcentaje de individuos macho, hembra e indeterminados en las tres
poblaciones de V. pullastra estudiadas.

Machos Hembras Indeterminados Total

Camarifias 258 (53,2%) 223 (46%) 4 (0,8%) 485

O Grove submareal 333 (53,2%) 291 (46,5%) 2 (0,3%) 626
O Grove intermareal 412 (55,9%) 319 (43,3%) 6 (0,8%) 737

En la poblacién de Camarifias se encontré una proporcidon machos:hembras de
1,15:1; no desviandose significativamente de una proporcién 1:1 (x°=2,55; g.l.=1;
p>0,05). En O Grove submareal la proporcion fue de 1,14:1; no desvidndose tampoco
de una proporcion 1:1 (x2=2,83; g.l.=1; p>0,05). En la poblacion de O Grove intermareal
se encontré una relacién machos:hembras de 1,29:1; desviandose significativamente
de una proporcién 1:1 (x’=11,83; g.l.=1; p=0,001), encontrando mas machos que

hembras.



3.3.4 COMPOSICION BIOQUIMICA

Se muestran a continuacion los datos obtenidos tras el analisis del contenido en
glucdgeno, proteinas y lipidos (en mg/g peso seco). Se analizé (por separado machos y
hembras) la génada y el resto del individuo, es decir, la vianda menos la génada. En las
graficas se omiten los datos de desviacién estandar para hacerlas mas legibles, ya que

en ningun caso la desviacion supera el 10% de la media.

3.3.4.1 GLUCOGENO

En la figura 3.23 se representa la evolucion del glucégeno a lo largo del afio. En
las tres poblaciones la cantidad de glucégeno en gdénada disminuye progresivamente a
partir de los meses de noviembre y diciembre de 2003. En el mes de abril se encuentra
el minimo de glucégeno en las poblaciones de Camarifias y O Grove submareal. En O
Grove intermareal se llega al minimo en el mes de enero y se mantiene hasta el mes de

abril.

Los valores minimos de glucdégeno coinciden con el momento en el que en las
tres poblaciones se encuentra mayor porcentaje de individuos en madurez y puesta. A
partir del mes de abril comienzan a aparecer individuos en estadio E4 de renovacién
gonadal, estadio de formacién de nuevas células vesiculares, coincidiendo con un

incremento de glucégeno en génada.

Los valores del contenido de glucégeno en génada aumentan durante la
primavera para alcanzar el maximo durante los meses de octubre y noviembre. Es en
este momento cuando se encuentra mayor numero de individuos en estadio E4 de
renovacion gonadal y E1 de inicio de la gametogénesis, en ambos estadios predominan
las células vesiculares dentro de los foliculos. A medida que avanza la gametogénesis
se va consumiendo el glucdégeno y la cantidad de glucégeno en gonada vuelve a

decrecer hasta encontrar de nuevo los minimos valores a partir del mes de marzo.
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FIGURA 3.23: Variacion del glucégeno (mg glucégeno/g peso seco) en V. pullastra en las tres
poblaciones de estudio.




3. Ciclo reproductivo

En cuanto al contenido en glucégeno en el resto del individuo, ambos sexos
poseen una evolucién similar. Al igual que el contenido en gdnada, los valores
descienden entre enero y abril; a partir de este mes se incrementan hasta mantenerse
en los mismos valores durante los meses de otofio. La cantidad de glucégeno en
gbénada oscila entre 10 y 375 mg/g peso seco, siendo superior a la del resto del

individuo que varia entre 10 y 125 mg/g peso seco.

En la figura 3.24 se comparan estadisticamente los valores agrupados por

estaciones de la cantidad de glucégeno en génada y en viscera en las tres poblaciones.
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FIGURA 3.24: Cantidad de glucégeno en génada (arriba) y en viscera (abajo) en mg/g peso seco en las
tres poblaciones estudiadas de V. pullastra. Diferentes letras representan diferencias significativas
entre los valores de la misma estacion.
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Comparando las poblaciones, se deduce que la poblacion de Camarifias en
otono, invierno y verano acumula significativamente mas cantidad de glucégeno en
génada y en viscera que ambas poblaciones de O Grove. En primavera no hay

diferencias significativas entre las tres poblaciones.

Entre las dos poblaciones de O Grove no hay diferencias significativas en cuanto
a la cantidad de glucégeno en gdénada. Sin embargo, en viscera se acumula
significativamente mas cantidad de glucégeno durante el verano y el otofio en O Grove

submareal.

3.3.4.2 PROTEINAS

En la figura 3.25 se muestran los datos obtenidos tras la cuantificacion de las
proteinas. En las tres poblaciones, las proteinas en génada aumentan paulatinamente
desde el mes de noviembre de 2003 hasta los meses de marzo y mayo. Después de
este valor maximo en la primavera, los valores de proteina en génada (de machos y
hembras) descienden paulatinamente; encontrandose otra vez un minimo valor en el

otofo.

No se encuentra ninguna relacién entre la variacion de los contenidos
gonadales y la variacién del contenido proteico del resto del individuo; puesto que este

ultimo varia mensualmente sin ninguna tendencia clara.

Se observa que durante todo el afio la cantidad de proteina en goénada es
inferior a la del resto del individuo. Los valores del contenido proteico en el resto del
individuo oscilan entre 550 y 360 mg/g peso seco, mientras que en gonada los valores

se encuentran entre 190 y 450 mg/g peso seco.
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las tres poblaciones de estudio.

FIGURA 3.25: Evolucidn de las proteinas totales (en mg/g peso seco) en la poblacién de V. pullastra en
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Resultados

En la figura 3.26 se muestran los valores agrupados por estaciones de la
cantidad de proteinas en génada y en viscera en las tres poblaciones. En las dos
poblaciones de O Grove no hay diferencias en cuanto a la cantidad de proteinas en
gonada, acumulando significativamente ambas mas cantidad que en la poblacién de
Camarinas; exceptuando en el verano, cuando en la poblacién de O Grove intermareal

no hay diferencias significativas con respecto a la poblaciéon de Camarifias.

500

o

(&)

)]

v

Q 400

()]

[«

[-T:]

=

< 300

©

c

Ne]

o

c

o 200

(72}

©

£

(]

3

© 100

[« 3

tén exgme Camarifias e=ill=®0 Grove submareal e (O Grove intermareal

0 T T T N
otofio invierno primavera verano
500 a

o a 2 a

o ab ab

Q

n . a a a 3

o 400 10] b

(7]

)]

o

oo

~

C 300

[J]

2

S

c

@ 200

(72}

©

£

(]

et

2 100

o

o

€ amgme Camarifias “=li=®0 Grove submareal ®=@™ (0 Grove intermareal

0 v v v .

otono invierno primavera verano

FIGURA 3.26: Cantidad de proteinas en génada (arriba) y en viscera (abajo) en mg/g peso seco en las
tres poblaciones estudiadas de V. pullastra. Diferentes letras representan diferencias significativas
entre los valores en la misma estacion.
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En cuanto a la cantidad de proteinas en viscera, en el invierno y en la primavera
no hay diferencias significativas entre las tres poblaciones. En verano y otofo, en O
Grove submareal se encuentra significativamente mayor cantidad de proteinas que en
Camarinas. En O Grove intermareal no hay diferencias significativas con respecto a las

otras dos poblaciones.

3.3.4.3 LiPIDOS

En la figura 3.27 se representan los valores obtenidos del analisis del contenido
de lipidos totales en las tres poblaciones. Se observa en las gréficas que, en general, los
contenidos gonadales de lipidos presentan una evolucidn paralela en ambos sexos;
aunque en las hembras con cantidades superiores a los machos. Las hembras

presentan entre un 5y un 10% mas lipidos en génada que los machos.

En Camarinas se halla en ambos sexos un maximo en la cantidad de lipidos en
gonada en el mes de enero de 2004 disminuyendo progresivamente hasta mayo;
siendo en este mes cuando se encuentra el valor minimo. Después de mayo los valores
se incrementan hasta estabilizarse en los meses de otofio. A partir del mes de
diciembre de 2004 la cantidad de lipidos totales en génada disminuye paulatinamente

en ambos sexos.

La evolucion temporal de los lipidos presenta en O Grove submareal numerosas
oscilaciones, con continuas subidas y bajadas; se observa sin embargo, que durante el

otoifo e invierno los valores son mas altos que durante la primavera.

Al igual que en las otras dos poblaciones, en O Grove intermareal se observa
una evolucidn clara relacionada con el ciclo gametogénico. Desde el mes de noviembre
de 2003 los valores descienden hasta el mes de abril, cuando encontramos el minimo
valor, a partir de entonces, los valores se vuelven a recuperar durante el verano, hasta

que después de enero de 2005 vuelven a descender.
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fecha

V. pullastra en las tres poblaciones de estudio.

FIGURA 3.27: Representacion de la variacidn de los lipidos totales en mg/g peso seco en la poblacién de



3. Ciclo reproductivo

En cuanto a la variacion de los lipidos totales en el resto del individuo, éstos no
presentan ninguna tendencia a diferencia de la génada. Los valores oscilan entre los 50
y 100 mg/g peso seco, sin diferencia entre sexos. El contenido de lipidos en génada es

superior a la del resto del individuo, variando entre 70 y 220 mg/g peso seco.

En la figura 3.28 se comparan estadisticamente los valores agrupados por

estaciones de la cantidad de lipidos en génada y en viscera en las tres poblaciones.
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FIGURA 3.28: Cantidad de lipidos en génada (arriba) y en viscera (abajo) en mg/g peso seco en las tres
poblaciones estudiadas de V. pullastra. Diferentes letras representan diferencias significativas entre
los valores en la misma estacion.
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Las tres poblaciones acumulan igual cantidad de lipidos en génada durante el
verano y el otofio. En invierno, en O Grove intermareal, se acumula significativamente
menor cantidad de lipidos que en las otras dos poblaciones. En primavera hay mayor

cantidad de lipidos en géonada en O Grove submareal que en las otras dos poblaciones.

En el resto del individuo se acumula significativamente mayor cantidad de
lipidos en la poblacién submareal de O Grove durante los meses de otofo, invierno y
primavera con respecto a las otras poblaciones. En verano también acumula mas
cantidad que la poblacién de Camarifias, aunque no se diferencia significativamente

con O Grove intermareal.

3.3.5 EVOLUCION DE LA COMPOSICION BIOQUIMICA EN RELACION CON EL CICLO
GAMETOGENICO

A continuacion se presentan los datos anteriormente expuestos pero
resumidos. Se muestra en cada poblacion los datos conjuntos del ciclo gametogénico
de machos y hembras; asi como los datos del contenido bioquimico en génada e indice

de Condicién gonadal.

En la poblacion de Camarifias (Figura 3.29), se observa durante los meses de
primavera una disminucidn drastica en la cantidad de glucégeno vy lipidos en génada,
coincidiendo con la época en la cual encontramos un nimero maximo de individuos en
estadio de madurez y puesta, y a su vez el minimo en el indice de Condicién gonadal.
Durante los meses de otofio los valores de glucégeno vy lipidos en gdénada vuelven a
aumentar coincidiendo con la aparicion de individuos en renovacidon gonadal con

formacion de nuevas células vesiculares.



3. Ciclo reproductivo
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FIGURA 3.29: Representacién simplificada del ciclo gametogénico, del indice de Condicién gonadal
(1.C.G.) en %, y de la cantidad de glucdgeno, proteinas y lipidos totales en mg/g peso seco.
Poblacién de Camarifias.

En las figuras 3.30 y 3.31 se muestran las graficas correspondientes a las

poblaciones submareal e intermareal de O Grove.
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FIGURA 3.30: Representacion simplificada del ciclo gametogénico, del indice de Condicién gonadal
(I.C.G.) en %, y de la cantidad de glucégeno, proteinas y lipidos totales en mg/g peso seco.
Poblacién de O Grove submareal.
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Aunque en las tres poblaciones se ha observado un patréon de desarrollo
gonadal muy similar, se observa en las dos poblaciones de O Grove mayor
heterogeneidad de estadios dentro de un mismo muestreo. En la poblacién de
Camarinas, entre los meses de abril y agosto, la totalidad de la poblacidn se encuentra
en estadio E3 (madurez y puesta) y E4 (renovacién gonadal), observando la época de
gametogénesis (E1 y E2) en los meses de septiembre a marzo. Sin embargo, en las dos
poblaciones de O Grove la época de gametogénesis, estadio E1 (inicio de la
gametogénesis) y E2 (gametogénesis avanzada), se prolonga durante mas meses en el
ano. Debido a esto, los valores de glucdgeno, lipidos y proteinas en génada, no

alcanzan valores tan altos como en la poblacidn de Camarifias.

Dentro de las dos poblaciones de O Grove, en la intermareal encontramos mas

individuos en gametogénesis y menos en madurez y puesta con respecto a la poblacién

submareal.
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FIGURA 3.31: Representacion simplificada del ciclo gametogénico, del indice de Condicién gonadal
(1.C.G.) en %, y de la cantidad de glucdégeno, proteinas y lipidos totales en mg/g peso seco.
Poblacion de O Grove intermareal.



Se realiz6 un Analisis de Componentes Principales para discriminar las
tendencias de la composicién bioguimica con respecto a los estadios gametogénicos y
a los indices de Condicién gonadal y visceral de acuerdo con los ejes principales. En las

figuras 3.32, 3.33 y 3.34 se representan los resultados.
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FIGURA 3.32: Andlisis de Componentes Principales en la poblacién de Camarifias. ICG: indice de
Condicién gonadal; ICV: indice de Condicién visceral; GlucGon: glucégeno en la génada; GlucVisc:
glucdégeno en la viscera; PrGon: proteinas en la génada; PrVisc: proteinas en la viscera; LipGon:
lipidos en la génada; LipVisc: lipidos en la viscera; E1: inicio de la gametogénesis; E2: gametogénesis
avanzada; E3: madurez y puesta; E4: renovacién gonadal.
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FIGURA 3.33: Analisis de Componentes Principales en la poblacion de O Grove submareal. ICG:
indice de Condicién gonadal; ICV: indice de Condicidn visceral; GlucGon: glucégeno en la génada;
GlucVisc: glucégeno en la viscera; PrGon: proteinas en la génada; PrVisc: proteinas en la viscera;

LipGon: lipidos en la génada; LipVisc: lipidos en la viscera; E1: inicio de la gametogénesis; E2:
gametogénesis avanzada; E3: madurez y puesta; E4: renovacidn gonadal.
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FIGURA 3.34: Analisis de Componentes Principales. Poblacién de O Grove intermareal. ICG: indice
de Condicién gonadal; ICV: indice de Condicién visceral; GlucGon: glucégeno en la génada; GlucVisc:
glucégeno en la viscera; PrGon: proteinas en la génada; PrVisc: proteinas en la viscera; LipGon:
lipidos en la gonada; LipVisc: lipidos en la viscera; E1: inicio de la gametogénesis; E2: gametogénesis
avanzada; E3: madurez y puesta; E4: renovacion gonadal.

Del andlisis de los resultados en las tres poblaciones se deduce que ambos
indices de Condicidn, la cantidad de glucégeno en génada y en viscera, la cantidad de
lipidos en goénada, el porcentaje de individuos en estadio E1 de inicio de la
gametogénesis y el porcentaje en E4 de renovacion gonadal, tiene un comportamiento
similar en cuanto a su variaciéon temporal, indicando que siguen el mismo patrén de

evolucion a lo largo del afio.

Por otro lado, la cantidad de proteinas en génada presenta la misma evolucién
temporal que el porcentaje de individuos en estadio E3 de madurez y puesta,

siguiendo ambos valores una evolucién temporal similar en las tres poblaciones.

La cantidad de proteinas y de lipidos en viscera no tiene un comportamiento
similar en cuanto a su variacion temporal y a la del resto de componentes, lo que
indicaria que su variacion no estaria relacionada con la evolucidon del ciclo

gametogénico.



Se realiz6 un estudio de correlacion entre los distintos componentes
bioquimicos y los estadios gametogénicos en las tres poblaciones (Tablas III.5, llIl.6 y
[11.7). En las tres poblaciones se observa que la cantidad de glucégeno y lipidos en
gonada esta positivamente correlacionada, al 99% de confianza, con la aparicion de los
estadios E4 de renovacién gonadal y E1 de inicio de la gametogénesis. A su vez, el
glucégeno gonadal estd negativamente correlacionado (al 99% de confianza) con la

cantidad de proteinas en génada y con el estadio E3 de maduracién gonadal.

En cuanto al contenido bioquimico en la viscera, de los tres componentes, sélo
el glucégeno tiene igual comportamiento que en génada, por lo que parece que su
evolucion podria estar relacionado con el ciclo gametogénico. Se observa que a mayor
cantidad de glucégeno en viscera, hay mayor cantidad de glucégeno vy lipidos, y menor
cantidad de proteinas en génada. Asi mismo, la cantidad de glucdgeno en viscera estd
relacionado con el estadio gametogénico al 99% de confianza, siendo mas abundante

durante el estadio E4 y menos durante el E3.

Coeficiente de correlacion entre los distintos componentes bioquimicos y los estadios
gametogénicos en la poblacién de Camarifias. ICG: indice de Condicién gonadal; ICV: indice de Condicién
visceral; GlucGon: glucégeno en la génada; GlucVisc: glucégeno en la viscera; PrGon: proteinas en la
goénada; Prvisc: proteinas en la viscera; LipGon: lipidos en la gdénada; LipVisc: lipidos en la viscera.
Negrita: correlacién significativa, * al 95% de confianza, ** al 99% de confianza.

ICG IcV GlucGon GlucVisc PrGon  PrVisc LipGon LipVisc E1l E2 E3 E4

ICG = 0,801** 0,669** 0,808** -0,437** -0,416** 0,517** -0,111 0,329** 0,041 -0,346** 0,259*
ICV - - 0,757** 0,858** -0,516** -0,336** 0,527** -0,085 0,669** 0,227* -0,650** 0,295**
GlucGon - = ° 0,871** -0,516** -0,247* 0,609** -0,337** 0,607** 0,133 -0,611** 0,440**
GlucVisc - - - - -0,547** -0,326** 0,650** -0,290** 0,607** 0,042 -0,571** 0,498**

PrGon - - ° = = -0,004 -0,576** 0,272* -0,591** -0,287** 0,586** -0,172

PrVisc - - - - - - -0,115 0,066 0,026 -0,298** 0,202* 0,005

LipGon - - ° = = = = -0,104 0,413** 0,337** -0,515** 0,101

LipVisc - - - - - - - - -0,303** 0,042 0,128 -0,085
E1 - - - = = = = = ° 0,203* -0,768** 0,342**
E2 - - - - - - - - - - -0,642** -0,476**
E3 = = ° = = = = = = = - -0,277*

E4 - - - - - - - - - - - -



Coeficiente de correlacion entre los distintos componentes bioquimicos y los estadios
gametogénicos en la poblacién de O Grove submareal. ICG: indice de Condicién gonadal; ICV: indice de
Condicién visceral; GlucGon: glucégeno en la génada; GlucVisc: glucégeno en la viscera; PrGon:
proteinas en la génada; Prvisc: proteinas en la viscera; LipGon: lipidos en la gdnada; LipVisc: lipidos en la
viscera. Negrita: correlacion significativa, * al 95% de confianza, ** al 99% de confianza.

ICG ICV GlucGon GlucVisc PrGon PrVisc LipGon LipVisc E1 E2 E3 E4

ICG - 0,837** 0,462** 0,367** -0,170 0,051 0,261** 0,079  -0,067 -0,313** 0,026  0,471**

Icv - - 0,586** 0,561** -0,305** 0,010 0,315** 0,020 -0,065 -0,208* -0,109 0,573**
GlucGon = = - 0,688** -0,786** 0,392** 0486** 0,062  0,565** -0,147* -0,624** 0,812**
GlucVisc - - - - -0,543** 0,438** 0,280** -0,129 0,182 -0,061  -0,342** 0,539**
PrGon - = = = = -0,345** -0,376** 0,104  -0,633** 0,077  0,623** -0,620**
PrVisc - - - - - - 0,220* -0,008 0,186* 0,040  -0,296** 0,230*
LipGon - = = = s = = 0,318** 0,381** -0,269** -0,372** 0,549**
LipVisc - - - - - - - - 0,000 -0,142 -0,121  0,349**

El - - - S © = = = = -0,202* -0,650** 0,473**

E2 - - - - - - - - - - -0,423** -0,332%*

E3 - - - - © = S s = = - -0,554**

E4 - - - - - - - - - - - -

Coeficiente de correlacion entre los distintos componentes bioquimicos y los estadios
gametogénicos en la poblacién de O Grove intermareal. ICG: indice de Condicién gonadal; ICV: indice de
Condicidn visceral; GlucGon: glucdégeno en la génada; GlucVisc: glucdégeno en la viscera; PrGon:
proteinas en la génada; Prvisc: proteinas en la viscera; LipGon: lipidos en la gdénada; LipVisc: lipidos en la
viscera. Negrita: correlacion significativa, * al 95% de confianza, ** al 99% de confianza.

ICG IcV GlucGon GlucVisc PrGon PrVisc LipGon LipVisc E1 E2 E3 E4

ICG - 0,821** 0,562** 0,561** -0,357** -0,110 0,354** 0,078 0,104 -0,470** 0,117 0,386**

IcV - - 0,503** 0,537** -0,353** -0,097 0,228* 0,133 0,164 -0,610** 0,066 0,579**
GlucGon - - - 0,910** -0,826** -0,285** 0,735** -0,030 0,695** -0,285** -0,564** 0,164
GlucVisc - - - - -0,705** -0,269** 0,659** 0,021 0,600** -0,284** -0,515** 0,256*
PrGon - - - - - 0,353** -0,555** 0,103 -0,616** 0,187 0,497** -0,042
PrVisc N - - - - - -0,040 0,027 -0,275** 0,320** 0,112 -0,194*
LipGon - - - - - - - 0,140 0,410** -0,001 -0,411** -0,035
LipVisc N - - - - - - - -0,267** -0,149  0,238* 0,291**

E1 - - - - - - - - - -0,219* -0,768** -0,144

E2 - - - - - - - - - - -0,303** -0,671**

E3 - - - - - - - - - - - 0,177

E4 - - - - - - - - - - - -



La evolucidn de las proteinas y los lipidos en la viscera parece que no esta
relacionado con el avance del ciclo gametogénico, puesto que las tres poblaciones
muestran comportamientos distintos, sin relacion con la evoluciéon de los mismos en

gonada.

En la tabla lll.8 se muestra una media de los datos de composicidn bioquimica
de V. pullastra a lo largo del afo. En general, en las tres poblaciones el componente
mayoritario de la génada son las proteinas, encontrandose valores entre un 25%
durante el otofio y un 45% durante la primavera. El siguiente componente mayoritario
es el glucdégeno, que en épocas de acumulacion llega a constituir hasta el 30% de la
gonada, mientras que después de su utilizacion para la formacidon de gametos tan sdlo
representa el 5%. Por ultimo, los lipidos en su época de maxima acumulaciéon no

superan el 15% del contenido en peso seco de la génada.

En el resto del individuo las proteinas son también el componente mayoritario,
representando entre el 40 y el 55% del peso seco de la viscera. Los lipidos y el

glucégeno no sobrepasan cada uno el 10% del peso seco de la viscera.

Componentes mayoritarios (en porcentaje) de la génada y la viscera de V. pullastra.

PROTEINAS  GLUCOGENO  LIPIDOS

GONADA 25-45 5-30 5-15

VISCERA 40-55 5-10 5-10

TOTAL 40-50 5-20 5-10



3.3.6 PARASITOLOGIA DE LAS POBLACIONES DE ESTUDIO

Tras la observacién al microscopio dptico de las preparaciones histoldgicas
realizadas para el estudio parasitoldgico, se detectaron los parasitos y alteraciones

patoldgicas que se describen a continuacion:

BACTERIAS:

e Colonias intracelulares de tipo ricketsiano (Figuras 3.35.1y 3.35.2):

Colonias basodfilas intracelulares, tamafio 2-7 um, aparecen en las células

epiteliales de las branquias y tubulos digestivos.

e (Quistes bacterianos:

Colonias extracelulares, 100-200 um de tamaiio, rodeadas por una cubierta

fibrosa, se localizan en la base del epitelio branquial y tejido conjuntivo.

PROTISTAS:
e (Ciliados (Figuras 3.35.3, 3.35.4, 3.35.5y 3.35.6):
Se encuentran principalmente en branquias y cavidad paleal, aunque también
en el lumen intestinal. Presentan un macronucleo y un micronucleo. Dentro de los

ciliados observados se encuentran individuos del género Trichodina sp. y Rynchodida

sp.

e Gregarina no identificada (Figura 3.36.7):

Localizada en el epitelio intestinal y conjuntivo adyacente.
e Coccidios (Figura 3.36.8):
Se encuentran en el rifidn, pueden aparecer en diversas fases: microgamontes,

macrogamontes, esporoquistes, etc.

e Microsporidio tipo Steinhausia (Figura 3.36.9):

Se encuentra en forma de quistes con esporas dentro de los ovocitos.



3. Ciclo reproductivo

FIGURA 3.35: Cortes histoldgicos de V. pullastra donde se observan diversos parasitos. 1: Colonias
bacterianas de tipo ricketsiano (RICK) en branquia. 2: Las mismas colonias localizadas en los tubulos
digestivos (TUB). 3: Ciliado en la glandula digestiva (CIL). 4: Ciliado en la cavidad paleal (CIL). 5:
Ciliado del género Rynchodida sp. (RYN). 6: Ciliado del género Trichodina sp. (TRI).

Barras de escala fotos 1, 5y 6: 25 um; fotos 2, 3y 4: 50 um.
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e Haplosporidio (Figura 3.36.10):

Plasmodios con esporas que se localizan en el epitelio intestinal.

e Nematopsis sp. (Figuras 3.36.11y 3.36.12):

Se presenta en forma de ovoquistes intrahemocitarios en el tejido conjuntivo

de branquias y masa visceral.

e Perkinsus olseni (Figura 3.37.13):

La fase de trofozoito es la mas comun. Es una célula esférica con una gran
vacuola central y nucleo periférico. Presenta division vegetativa que da lugar a
estructuras pluricelulares (llamadas tomontes). La reaccion hemocitaria es intensa,
llegando incluso a observarse macroscépicamente pustulas de color blanco. Aparece

en el tejido conjuntivo de branquias y masa visceral.

METAZO0OS:

e Metazoo no identificado (Figura 3.37.14):

Metazoo no identificado localizado en el lumen intestinal.

e Trematodos (Figura 3.37.15y 3.37.16):

Pardsitos platelmintos con ciclo de vida complejo. Se encuentra tanto en la fase
de esporoquiste con cercarias (la almeja actia como hospedador primario), como en la
fase de metacercaria (la almeja es el hospedador secundario). Los esporoquistes llegan
a ocupar la totalidad de la génada provocando incluso la castracién; mientras que las
metacercarias aparecen enquistadas en el pie, manto o tejido conjuntivo adyacente a

la gonada, y suelen desencadenar una reaccién hemocitaria ligera.

e Paravortex sp. (Figura 3.37.17):

Turbelario que se encuentra en el tracto digestivo.

e Urastoma sp. (Figura 3.37.18):

Turbelario del epitelio branquial.



3. Ciclo reproductivo

FIGURA 3.36: Cortes histoldgicos de V. pullastra donde se observan diversos parasitos. 7: Gregarina no
identificada (GREG). 8: Coccidios (COCC) localizados en el tejido conjuntivo adyacente el rifién. 9:
Quistes con esporas del tipo Steinhausia sp. (STEIN) dentro de un ovocito. 10: Plasmodios con esporas
de haplosporidio (HAPL) en el epitelio intestinal (EPI). 11: Ovoquistes intrahemocitarios de Nematopsis
sp. (NEM) en tejido conjuntivo de la masa visceral. 12: Nematopsis sp. en branquia, (HEM, hemocito).
Barras de escala fotos 7, 8, 9y 11: 25 um; fotos 10y 12: 10 um.
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Resultados

FIGURA 3.37: Cortes histoldgicos de V. pullastra con la presencia de diversos parasitos. 13: Porcion
de génada infectada por Perkinsus olseni (PER) con una fuerte reaccién hemocitaria (HEM). 14:
Varios ejemplares de metazoos (MET) en el lumen intestinal. 15: Génada castrada por
esporoquistes (SPO) de trematodos. 16: Metacercarias (METC) de trematodos enquistadas en el
palpo labial. 17: Ejemplar de Paravortex sp. (PARA) en el lumen intestinal. 18: Urastoma sp. en
branquia (URAS). Barras de escala fotos 14, 15, 16, 17 y 18: 100 um; foto 13: 50 um.
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Después de la observaciéon detallada de cada una de las preparaciones
histoldgicas, se calcularon las prevalencias (en cada fecha de muestreo) para cada uno

de los parasitos detectados (Tabla 111.9).

TABLA 111.9: Prevalencias de los parasitos (%) en cada una de las poblaciones durante los meses de muestreo.
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CAMARINAS
17-abr-04 3,3 0 0 70,0 3,3 6,6 23,3 0 0 6,6 53,3 3,3 0 13,3 16,6 10,0 13,3
11-ago-04 16,6 3,3 3,3 0 3,3 0 20,0 0 16,6 0 26,6 0 0 20,0 3,3 0 0
17-dic-04 24,1 0 3,4 0 0 0 20,8 0 6,3 0 6,9 0 0 0 0 0 0
26-feb-05 30,0 0 0 26,6 0 3,3 30,0 0 0 3,3 26,6 0 0 10,0 10,0 13,3 0
O GROVE SUBMAREAL
28-abr-04 | 200 | 33 | 0 | 666 136 | 66 @ 0 0 0 o |466| o | 33| 0o | 66|33 33
04-ago-04 13,3 10,0 0 80,0 3,3 16,6 0 0 5,8 16,6 30,0 0 3,3 0 0 10,0 3,3
25-nov-04 16,6 (1] 0 80,0 0 13,3 0 3,3 6,6 0 23,3 3,3 3,3 3,3 0 3,3 0
11-feb-05 26,6 0 0 63,3 0 0 6,6 6,6 0 0 10,0 0 6,6 0 0 6,6 0
11-may-05 | 66 | 100 | 0 | 933 33 | 133 0 o |143| o | 400 33 33| 0 | 66|33 o0
O GROVE INTERMAREAL
21-abr-04 13,3 0 0 80,0 0 0 0 0 0 0 6,6 3,3 10,0 0 3,3 6,6 0
04-ago-04 10,0 3,3 0 90,0 0 20,0 0 0 0 3,3 3,3 40,0 3,3 0 16,6 0 0
17-nov-04 | 166 @ 0 0 8,6 66 0 | 66 0 |222 o0 o [333 o |33 [233 o 0
11-feb-05 23,3 0 3,3 60,0 0 10,0 6,6 0 0 6,6 0 20,0 10,0 0 0 0 0
11-may-05 13,3 3,3 0 80,0 0 13,3 3,3 0 0 0 0 26,6 0 0 23,3 0 0

Dentro del grupo de las bacterias, las colonias de tipo ricketsiano en branquia
fueron las mds abundantes, se observaron en todos los muestreos pero con
prevalencias variables (entre un 3,3 y un 30%). También se observaron este tipo de
colonias en los tubulos digestivos, aunque en menor prevalencia y no en todos los
muestreos. Los quistes bacterianos se observaron en menor proporcién de individuos y

no en todas las fechas de muestreo.

Dentro de los protistas, los ciliados en branquia son el grupo con las mayores
prevalencias observadas, puesto que aparecen hasta en un 93% de los individuos. Se
han encontrado en todos los muestreos excepto en dos de ellos (Camarifias en los
meses de agosto y diciembre). En el digestivo también se detectaron ciliados, aunque

en menor proporcién en comparacion con la branquia. Se han calculado también las



prevalencias de los ciliados del género Trichodina sp. por ser uno de los mas

aparentes.

Se ha detectado una gregarina localizada principalmente en el epitelio
intestinal, aunque también en el conjuntivo adyacente. Esta gregarina no identificada
esta presente en mayor proporcion en la poblacién de Camarifias (entre un 20-30% de

prevalencia), en las dos poblaciones de O Grove aparece ocasionalmente.

Los coccidios renales sélo se han detectado en dos muestreos pertenecientes a
la poblacidon submareal de O Grove. El microsporidio tipo Steinhausia sp. que aparece
parasitando el interior de los ovocitos, fue detectado en las tres poblaciones, aunque
no en todas las fechas de muestreo; la prevalencia de este pardsito se calculé teniendo

en cuenta solo las hembras de cada muestreo.

Se observaron plasmodios de haplosporidio en las tres poblaciones, aunque no
estuvieron presenten en todos los muestreos. Otra gregarina del género Nematopsis
sp. (cuya localizacién principal es la branquia) se observd también en las tres
poblaciones, en la de O Grove intermareal no fue detectado en todas las fechas de
muestreo, y en las que aparecio (abril y agosto), lo hizo con menor prevalencia que en

las otras dos poblaciones.

Se ha visto que los parasitos mencionados anteriormente no causaban mayor
trastorno en el individuo, como mucho desencadenaban una reaccion hemocitaria
ligera alrededor del parasito. Sin embargo, se han observado infecciones graves por
Perkinsus olseni, que en algunos casos llegaba a ocupar hasta un 50% de la gbénada. La
prevalencia de este pardsito en la poblacidn intermareal de O Grove es en algunos
meses muy elevada, hasta un 40%. En las otras dos poblaciones se dio alglin caso

aislado en alguno de los muestreos.

Se ha observado un tipo de metazoo sin identificar localizado en el lumen

intestinal, en las dos poblaciones de O Grove.



Se observaron también trematodos en la fase de cercarias y metacercarias. En
el caso de las cercarias, los esporoquistes llegaban a ocupar la totalidad de la génada
provocando la castracién; mientras que las metacercarias aparecian enquistadas en el
pie, manto o palpos labiales, con una ligera reaccién hemocitaria. Estas dos fases
aparecieron con mayor frecuencia en Camarifias, en O Grove submareal la prevalencia
fue ligera y ocasional. En la poblacion intermareal de O Grove destaca la aparicion de
metacercarias enquistadas entre los pliegues de formacidn de la concha en el reborde

del manto.

El turbelario Paravortex sp. fue detectado en las tres poblaciones, mientras que

Urastoma sp. sélo aparecio en dos de ellas.



La almeja babosa Venerupis pullastra posee un periodo muy dilatado de
madurez y puesta, abarcando principalmente los meses desde febrero a julio, y
observandose en los meses de abril-mayo un pico de maxima puesta. En estos meses
es cuando empieza a aumentar la temperatura del agua y hay mayor disponibilidad de
alimento, por lo que este periodo de puesta podria ser una estrategia para maximizar

el crecimiento de larvas y semilla en primavera-verano (Holland, 1978).

Se observa que durante el periodo de madurez y puesta, los foliculos gonadales
presentan abundantes gametos maduros y a su vez espacios vacios de gametos ya
expulsados, pero ademds, en las paredes del foliculo aparecen nuevas lineas
germinales permitiendo que este periodo se prolongue durante meses en esta especie.
Esta simultaneidad de procesos también la encontraron Rodriguez Moscoso (2000) y

Ojea et al. (2002) en Ruditapes decussatus.

Otra de las caracteristicas del ciclo reproductivo de V. pullastra, a diferencia de
otros venéridos como la almeja fina R. decussatus (Ojea et al., 2002) o la almeja
japonesa R. philippinarum (Drummond et al., 2006), es que no posee un periodo de
reposo; es decir, cuando la gonada deja de producir gametos se comienzan a formar
células vesiculares para comenzar un nuevo ciclo de gametogénesis. Desde este
estadio E4 de renovacidon gonadal, con gametos residuales y células vesiculares, se
pasa al estadio E1 de inicio de la gametogénesis, donde, ademas de las células

vesiculares, se observan nuevas lineas germinales.

La inexistencia de un estadio de reposo se confirma si tenemos en cuenta que
de las 1.633 preparaciones histoldgicas examinadas en este estudio, sélo 12 se
correspondian con individuos indeterminados. Estos individuos presentaban el tejido
folicular totalmente desarrollado y repleto de células vesiculares, pero la ausencia de

gametos impidié la diferenciacién sexual de estos individuos. En esta especie Alvarez



Farifia (2005), afirmaba que el estadio 0 como tal era escaso, debido a la rapida

colonizacion del tejido de reserva por protogonias.

Es frecuente que durante el estadio E4 de renovacion gonadal se observe
asincronia folicular, observandose foliculos en diferentes estadios dentro de un
mismo individuo. Este estadio aparece principalmente durante el periodo verano-
otofo, época de transicion entre la madurez y comienzo de un nuevo ciclo de
gametogénesis. En esta época encontramos foliculos en madurez, foliculos que

empiezan a formar células vesiculares, e incluso algun foliculo en reabsorcién.

En un estudio realizado en esta misma especie, Villalba et al. (1993a)
detectaron desarrollo sincrénico en todos los foliculos en los individuos macho,
mientras que en las hembras, en general, observaron foliculos en distinto estadio
gametogénico. En el presente estudio, los individuos con asincronia folicular, se

clasificaron segun el estadio predominante en la génada.

Es de destacar que en las tres poblaciones se ha observado un patron de
desarrollo gonadal muy similar, aunque en las dos poblaciones de O Grove hay mayor
heterogeneidad de estadios en los distintos muestreos, ya que a lo largo del afio
encontramos individuos en todos los estadios. Por el contrario, en la poblacién de
Camariias, entre los meses de abril y agosto, la totalidad de la poblacién se encuentra
en estadio E3 (madurez y puesta) y E4 (renovacidon gonadal), quedando la época de
gametogénesis activa restringida a los meses de septiembre a marzo. Alvarez Farifia
(2005), en una poblacion de A llla de Arousa (SO de Galicia) también encontré

heterogeneidad de estadios en los distintos muestreos.

Este hecho probablemente es debido a que sean poblaciones sometidas a
distintos factores ambientales, y aunque el ciclo gametogénico es caracteristico de la
especie, las condiciones ambientales lo modifican; la temperatura y la disponibilidad
de alimento de una poblacidn son dos factores exdégenos que condicionan los procesos
reproductivos (MacArthur y Wilson, 1967; Thompson et al., 1974; Lubet, 1986 y Le
Pennec et al., 1991).



El amplio periodo de madurez y puesta, la ausencia de reposo, la asincronia
folicular y la heterogeneidad de estadios dentro de un mismo muestreo permiten, que
la almeja babosa presente gametos maduros durante todo el afio con posibilidad de

ser expulsados y de generar nuevos reclutamientos.

Esta presencia continuada de ovocitos maduros, ya fue confirmada en el
trabajo de Pérez Camacho (1980) con la técnica de frotis, apuntando que en esta
especie encontraba al menos un 80% de las hembras con ovocitos maduros durante
todo el afo. Villalba et al. (1993a), también detectaron hembras con foliculos maduros

a lo largo de todo el afio.

Al estudiar las preparaciones histolégicas de este trabajo, se observa que las
células vesiculares comienzan a aparecer durante el estadio E4 de renovacién gonadal,
ocupan casi la totalidad de la génada en el estadio E1 de inicio de la gametogénesis,
comienzan a desaparecer en el E2 de gametogénesis activa y son inexistentes en el
estadio E3 de madurez y puesta. Durante los meses de primavera se observa una
disminucién drastica en la cantidad de glucégeno y lipidos en génada, coincidiendo con
la época en la cual encontramos un nimero maximo de individuos en estadio E3
(cuando no se observan células vesiculares). Durante los meses de otono, los valores
de glucégeno vy lipidos en gdnada vuelven a aumentar coincidiendo con la aparicién de
individuos en gametogénesis y, por lo tanto, de células vesiculares en los foliculos
gonadales. Con este estudio se puede deducir que las células vesiculares,
caracteristicas de la almeja babosa, tienen la capacidad de acumular glucégeno y
lipidos para ser utilizados principalmente en la gametogénesis. Alvarez Farifia (2005)
en un trabajo realizado mediante histoquimica, observé que en esta especie las células

vesiculares tienen la capacidad de acumular glucégeno y lipidos neutros.

En la figura 3.38 se representa un esquema con la evolucién general del ciclo

gonadal de la almeja babosa a lo largo del afio.



6

CICLO GAMETOGENICO DE LA ALMEJA BABOSA

PRESENCIA DE GAMETOS MADUROS DURANTE TODO EL ANO

e

”~ g

Heterogeneidad de estadios y ausencia de reposo

- et

Asincronia folicular

Madurez y puesta (E3)

Gametogénesis avanzada (E2)

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul

AfO Sep Ot Novw Dic

on1anpoudal ofa1) s



Se ha realizado el estudio del ciclo gametogénico separando ambos sexos y en
esta especie no se observé asincronia temporal entre machos y hembras. Maia et al.
(2006) en un estudio realizado en Portugal también encontraron sincronismo de
maduracion entre machos y hembras; sin embargo, Villalba et al. (1993a), en un banco

de O Grove si encontraron asincronia en esta misma especie.

Dentro de las dos poblaciones de O Grove, en la del banco intermareal el
numero de individuos en madurez durante todo el ailo, es menor que en la poblacién
submareal, siendo también los Indices de Condicién significativamente inferiores en la
poblacién intermareal. Esto puede ser debido a que ésta se encuentra siempre
sumergida y por lo tanto, la disponibilidad de alimento es mds constante que en la
poblacién intermareal. A su vez, la poblacién del banco intermareal esta sometida a
periodos de desecacidon y a factores ambientales como la bajada de salinidad por

lluvias o la subida de las temperaturas durante el periodo de verano.

Walker y Hefferman (1994), encontraron diferencias en el desarrollo gonadal
entre almejas (Mercenaria mercenaria) sembradas en cuatro niveles mareales
distintos, presentando las del intermareal mayor porcentaje de individuos
indiferenciados que las del submareal. Eversole et al. (1980) encontraron en M.
mercenaria mayor indice de Condicién gonadal en las almejas procedentes del area
submareal. Sin embargo, no estd claro si estas almejas responden a diferencias de
temperatura, abundancia de fitoplancton, tiempo de exposicion al alimento o algun
otro factor fisico causado por la exposicién a las mareas (Eversole, 2001). En los
trabajos realizados por Borrero (1987) y Franz (1996) en el mejillon Geukensia demissa
demostraron que existia un retraso temporal en el ciclo gametogénico y una
disminucién en el crecimiento en aquellos mejillones situados a un nivel intermareal

alto en comparacion con los situados en un nivel intermareal bajo.

La composicion bioquimica de la almeja babosa, a lo largo del ciclo
gametogénico, varia principalmente debido a los cambios que se producen en la
gonada. La evolucidn de la cantidad de proteinas y de lipidos totales en el resto del

individuo, no presenta ninguna relacion con la evolucion del ciclo gametogénico,



manteniéndose mas o menos constantes a lo largo del afio; la evolucion de estos
componentes en la génada presenta una variacion clara a lo largo del ciclo. En cuanto
al glucégeno, se presenta una evolucidon paralela en la gonada y en el resto del

individuo.

En las tres poblaciones la cantidad de glucégeno y lipidos disminuye
notablemente en aquellos meses en los cuales los individuos estan en la maxima
madurez y puesta. La variacion de las proteinas es inversa a la del resto de
componentes, aumentando cuando éstos disminuyen. Gonzalez (1975) en esta misma
especie, ya observaba que habia una relacién inversa entre proteinas y glucégeno,
disminuyendo la fraccién proteica desde un maximo en primavera a un minimo en

otofo, y alcanzando el glucégeno su maximo en otofio y su minimo en primavera.

Esta evolucidon de los componentes bioquimicos, en relacidn con el ciclo
gametogénico, también se da en otras especies de bivalvos como en la ostra Ostrea
edulis (Ruiz, 1992), la almeja fina R. decussatus (Rodriguez Moscoso, 2000) y el

longueirdn Ensis siliqua (Martinez Patifo, 2002).

En estudios realizados en diferentes moluscos bivalvos se describen dos tipos
de estrategias: la oportunista y la conservadora. Asi, en algunas especies el periodo de
produccién de gametos coincide con el de mayor disponibilidad de nutrientes, por lo
gue muestran una flexibilidad en su estrategia reproductora asociada a un estilo de
vida oportunista (MacArthur y Wilson, 1967 y Lubet, 1986). En las especies de estilo de
vida conservador, los nutrientes se almacenan en diferentes érganos del cuerpo y la
produccién de gametos tiene lugar durante los periodos de baja produccion de
nutrientes. Otras especies siguen una estrategia intermedia, utilizando los nutrientes
almacenados como complemento de los recientemente asimilados, satisfaciéndose asi

los requerimientos energéticos de la reproduccién (Sastry, 1979).

La almeja babosa tiene la capacidad de almacenar reservas en tejidos
especializados (células vesiculares), que le dan cierta independencia para el desarrollo

de la gametogénesis con respecto a las condiciones medioambientales. Asi, acumula



glucégeno y lipidos durante el verano y otofio (estilo de vida conservador) para
comenzar la gametogénesis en el invierno, permitiéndole empezar a desovar cuando
comienza a incrementarse la temperatura del mar. A partir de la primavera se produce
un aumento en la disponibilidad de alimento en el mar, por lo que durante esta época
se siguen produciendo gametos (estilo de vida oportunista). Esto le hace tener ventaja
competitiva frente a otras especies, siendo la inversion energética mas eficiente a la
hora de repartir el gasto energético entre reproduccién y crecimiento (Alvarez Farifia,

2005).

Es en la primavera donde se encuentran los valores mas bajos en los indices
de Condicién gonadal y visceral en las tres poblaciones de estudio. Este dato coincide
con Pérez Camacho (1980), que afirma que en esa época se observan menores

contenidos en carne en la almeja babosa.

Observando los datos del ciclo gametogénico, la poblacion de Camarifias
presentaba una mayor sincronia entre los individuos; mientras que en las poblaciones
de O Grove los estadios se encuentran mas solapados. Es por ello que en la primera
poblacién, la evolucién de los componentes bioquimicos se encuentra mas marcada. Al
encontrar mayor proporciéon de individuos en gametogénesis durante el otofio en
Camarinas, la cantidad de glucégeno es significativamente mayor que en las otras dos
poblaciones. En las de O Grove, al no haber tanta sincronia entre los individuos, la
variacion de los componentes bioquimicos presenta mas oscilaciones a pesar de tener

la misma evolucién que en Camarifias.

Todos los parasitos detectados en este estudio ya habian sido descritos en la
almeja fina (R. decussatus), babosa (V. pullastra) y rubia (V. rhomboides) de Galicia
(Villalba et al., 1993b; Lépez, 1995 y Ordas et al., 2001). Sin embargo, no hay estudios

sobre el efecto en la reproduccién de estos pardsitos en la almeja babosa de Galicia.

Los resultados muestran que a excepcion de Perkinsus olseni y los
esporoquistes de trematodos, el resto de los parasitos no causan mayor trastorno en

el individuo, como mucho desencadenan una reaccién hemocitaria ligera alrededor



del parasito. Sin embargo, se han observado infecciones graves por P. olseni, que en
algunos casos llegaba a ocupar hasta un 50% de la gonada. En el caso de los
esporoquistes con cercarias de trematodos, éstos llegan a invadir la totalidad de la

gonada provocando la castracion.

Estas infecciones ya se habian observado en otras especies de bivalvos de
Galicia, como en la almeja fina parasitada por P. olseni (Casas, 2001), en la navaja y el
berberecho por esporoquistes de trematodos (Darriba, 2001 e Iglesias, 2006). Con
relacion a las 3 zonas de estudio, destaca la mayor prevalencia de P. olseni en la zona
intermareal de O Grove con relacién a las zonas submareales, lo que podria indicar una
influencia del nivel mareal sobre la presencia de este parasito en la almeja babosa. Son

necesarios mas estudios para confirmar estos datos.



4. CAPITULO II:
DESARROLLO EMBRIONARIO Y
LARVARIO







El estudio de larvas del plancton es crucial para conocer la dispersion larvaria, la
fijacion y los niveles de reclutamiento, asi como las tasas de crecimiento de los
bivalvos infaunales (Gribben y Hay, 2003). Para la identificacion larvaria existen
numerosos métodos y éstos han sido ampliamente revisados por Garland y Zimmer

(2002).

Hasta hace unos afios, la Unica técnica disponible para la identificacion de
larvas en el plancton era la observacién directa al microscopio, ya sea basandose en las
caracteristicas morfométricas de la concha (Dinamani, 1973 y Hooker, 1997) o en la
morfologia interna de valvas y partes blandas (Elston, 1980; Hodgson y Burke, 1988 y
Cragg, 1985 y 1989). Sin embargo, algunas especies cercanas presentan estructuras
valvares similares, lo que dificulta su identificacién (Le Pennec, 1980 y Fuller y Lutz,

1989).

Actualmente, ademas de la identificacion directa al microscopio, se pueden
encontrar una serie de métodos alternativos que presentan ventajas en cuanto a
rapidez y especificidad. Entre ellos se encuentran los métodos inmunolégicos (Demers
et al., 1993; Paugam et al., 2000; Lorenzo et al., 2003 y 2005 y Pérez et al., 2009) y los
métodos moleculares y bioquimicos (Miller et al., 1991; Olson et al., 1991; Hu et al.,
1992; Coffroth y Mulawka, 1995; Medeiros-Bergen et al., 1995; Toro, 1998; André et
al., 1999; Hare et al., 2000; Larsen et al., 2005; Patil et al., 2005; Livi et al., 2006; Jones
et al., 2008; Phillips et al., 2008 y Henzler et al., 2010).

Estos métodos, menos subjetivos y mas selectivos a la hora de identificar

muestras de larvas del plancton, no permiten conocer la morfologia y estructura de las



larvas, lo cual posibilitaria mejorar su manejo en criadero e identificar posibles

malformaciones.

La descripcion del desarrollo larvario de numerosas especies de bivalvos se ha
realizado proporcionando conocimientos basicos para la acuicultura o para la
identificacion de sus estadios larvarios en el plancton (Loosanoff y Davies, 1963 vy
Loosanoff et al., 1966). El estudio de diferentes aspectos de larvas y postlarvas con
microscopia electrénica de barrido, se ha llevado a cabo en diversas especies de
Venéridos (Goodsell et al., 1992; Mouéza et al., 1999 y 2006; Evseev et al., 2001;
Semenikhina et al., 2006 y Silberfeld y Gross, 2006).

En el Centro de Cultivos Marifos de Ribadeo en los ultimos afios se comenzaron
a realizar estudios de embriologia y desarrollo larvario con microscopia electrdnica de
barrido, de las distintas especies de bivalvos que se cultivan en Galicia: Ensis arcuatus,
E. siliqua y Solen marginatus (da Costa et al., 2008 y da Costa, 2009), Ruditapes

decussatus (Aranda, 2010) y Donax trunculus (Louzdn, comunicacion personal).

Aunque existe el trabajo realizado por Pérez Camacho y Roman (1973) sobre la
embriologia y desarrollo larvario de Venerupis pullastra al microscopio éptico, no
consta ninguno realizado con microscopia electrénica de barrido. En este capitulo se
describe por primera vez el patron de desarrollo de V. pullastra utilizando el

microscopio electrdnico de barrido.

En la actualidad, existe cierta controversia en la diferenciacion de la concha
durante el desarrollo embrionario de bivalvos. Los primeros trabajos sobre la
diferenciacién de la concha en bivalvos de Stepanoff (Kniprath, 1980) se basaban en el
modelo descrito para gasterdpodos. En este modelo se proponia que la invaginacién
de la glandula de la concha se debia cerrar por completo antes de la secrecion del
periostraco para la formacién de la primera concha larvaria, la prodisoconcha I.
Kniprath (1980) en Mytilus galloprovincialis y Casse et al. (1998) en Pecten maximus,
confirmaban esta teoria. Sin embargo, Mouéza et al. (2006) en el Venérido Chione

cancellata proponen una interpretacion alternativa. En su estudio, con andlisis de



microscopia electronica de barrido y transmision, proponen que la invaginacion de la
glandula de la concha es una hendidura abierta, situada debajo de la prototroca y a
partir de la cual se secreta la concha, sin que sea necesario que se cierre por completo
para comenzar la secrecion de la misma. Para poder verificar qué teoria es la que se
ajusta a V. pullastra, en este trabajo se han recogido muestras secuencialmente para

el andlisis con microscopia electrénica de transmision.

El objetivo de este capitulo es describir, con microscopia éptica y electrénica, el
desarrollo embrionario y larvario de V. pullastra, desde la puesta hasta la
metamorfosis. Asimismo, se pretende describir con la ayuda de la microscopia
electrdénica de transmision, el proceso de formacion de la concha. La finalidad principal
de este estudio, ademds de una posible aplicacion a la identificacion de muestras de
plancton y bentos, es conocer en profundidad la biologia de esta especie con el fin de

mejorar su cultivo en criadero.



4.2.1 OBTENCION DEL DESOVE Y TOMA DE MUESTRAS

Para el estudio del desarrollo embrionario y larvario de la almeja babosa,
Venerupis pullastra, se obtuvieron dos desoves espontaneos de progenitores
procedentes de O Barqueiro y de Cangas. Los huevos obtenidos fueron recogidos e
incubados en tanques de 500 | con agua de mar a una temperatura de 19+12C y una
ligera aireacidn constante. Las larvas se alimentaron diariamente con un dieta mixta de
microalgas compuesta por Tetraselmis suecica, Isochrysis galbana, Pavlova lutheri y
Chaetoceros calcitrans. El cultivo larvario se realizo6 siguiendo el método descrito en el

capitulo Il1.

Con el fin de controlar el tiempo de aparicion de las distintas fases del
desarrollo embrionario, las muestras se observaron in vivo al microscopio 6ptico cada
5-10 min. Desde larva trocdfora hasta larva D las muestras se observaron cada hora y
las posteriores diariamente. En cada estadio de desarrollo se recogieron al menos 100
individuos, se fotografiaron y se midieron en el programa de analisis de imagen NIS-
Elements BR 3.0, acoplado a un microscopio dptico. Se considerd la aparicién de un

nuevo estadio cuando mas de la mitad de los individuos lo habian alcanzado.

4.2.2 PROCESADO PARA EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO

En cada uno de los estadios se recogié una muestra que fue procesada para su

posterior visionado en el microscopio electrdnico de barrido.

Para la fijacion de las muestras se empled glutaraldehido al 2,5% en tampdn
cacodilato sddico 0,1M durante 4 h. Posteriormente, se realizaron varios lavados con
cacodilato sédico y se postfijaron en tetradxido de osmio al 1% durante 1 h, para
finalizar con la fijacion se volvieron a lavar las muestras con cacodilato sédico. Todo

este proceso se realizé a 4°C.



El siguiente paso fue la deshidratacidn de las muestras con la siguiente serie de

bafios:

e etanolal 30% (1x 15 min)

e etanolal 50% (2x 15 min o 3x 10 min)
e etanolal 70% (2x 15 min o 3x 10 min)
e etanol al 80% (2x 15 min o 3x 10 min)
e etanolal 90% (2x 15 min o 3x 10 min)

e etanol al 100% (3x 15 min)

Después de que las muestras fueron deshidratadas, se sustituyé el etanol por
un liquido miscible con el CO; liquido, con el fin de llevar a cabo la desecacién total en

la cdmara de Punto Critico. Se realizaron los siguientes bafios en amiloacetato-etanol:

1 amiloacetato: 3 etanol (2x 15 min o 3x 10 min)

2 amiloacetato: 2 etanol (2x 15 min o 3x 10 min)

3 amiloacetato: 1 etanol (2x 15 min o 3x 10 min)

amiloacetato al 100% (3x 15 min)

Finalmente, se montaron las muestras en unos portamuestras de aluminio, se
recubrieron con oro y se visionaron en el microscopio electronico de barrido Philips

XL30, perteneciente al CACTI de la Universidad de Vigo.

Ademas, una muestra de espermatozoides, sin mas procesado que la fijacidén en
glutaraldehido y posterior inclusidon en cacodilato, se observé en un microscopio de
barrido medioambiental FE/ Quanta 200 para ver si aparecian artefactos por el

procesado.



4.2.3 PROCESADO PARA EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION

Desde la aparicion de la gastrula hasta la larva D se recogié una muestra cada

dos horas, para su posterior visionado en el microscopio electréonico de transmisién.

Al igual que para el microscopio electrénico de barrido, la fijacion de las
muestras se realizd con glutaraldehido y la postfijacion con tetradxido de osmio.

Posteriormente se deshidrataron con la siguiente escala de acetonas:

e acetonaal 50% (1x 10 min)
e acetato de uranilo 1% en acetona al 70% (1x 60 min)
e acetonaal 70% (2x 15 min)
e acetonaal 80% (2x 15 min)
e acetonaal 90% (2x 15 min)
e acetonaal 95% (2x 15 min)

e acetonaal 100% (2x 15 min)

Después de que las muestras fueron deshidratadas se impregnaron en resina

Spurr, en nevera a 4°Cy rotor:

e 1Spurr: 3 acetona (1x2h)
e 1Spurr:1acetona (1x2h)
e 3 Spurr:1acetona (1x3-4h)

Posteriormente se incluyeron en resina total a temperatura ambiente:

e resinatotal (1x2-5h)
e resinatotal (1x12h)

e resinatotal (1x2h)

Finalmente se incluyeron en resina Spurr, a 602C durante 48 h.



Para poder realizar cortes de los bloques se realizd el piramidado del bloque
con el piramidotomo Leica Ultratim. Posteriomente se realizaron semifinos que se
tineron con azul de metileno y se observaron con el microscopio dptico, para
seleccionar las zonas de interés. Se repiramidd el bloque y se realizaron los cortes
ultrafinos, de aproximadamente 70-90 nm, con el ultramicrotomo Leica Reichert

Ultracut.

Para el contrastado de las muestras se impregnaron los ultrafinos con
disoluciones de metales pesados; se aplicd una disolucién acuosa de acetato de uranilo

2% durante 30 min y una disolucion de citrato de plomo durante 10 min.

Finalmente las muestras se observaron con un microscopio Dual Beam Focused
lon Beam (FIB) FEI Helios 600 Nanolab un FIB FE| Helios para las microfotografias de los
embriones completos y con el microscopio electrénico de transmisién Jeol Jem 1010

para los detalles.



4.3.1 DESARROLLO EMBRIONARIO Y LARVARIO

En la tabla IV.1 se muestra el tiempo de aparicion de cada uno de los distintos
estadios embrionarios y larvarios observados y el rango de tallas medio obtenido en

los dos cultivos estudiados.

TABLA IV.1: Estadios embrionarios y larvarios de V. pullastra. Tiempos de aparicion desde la fertilizacion
y rango de tallas de cada estadio.

Estadio Tiempo desde fertilizacion =~ Tamafo (um)
Huevo sin fecundar Oh 65-75
Estadio de 2 células 1 h 30 min 80-90
Estadio de 4 células 2h 80-90
Estadio de 8 células 2 h 30 min 80-90
Estadio de 16 células 3 h30 min 80-90
Estadio de 32-64 células 4 h 80-90
Blastula 5h 30 min 80-90
Gastrula 7-8 h 80-90
Trocofora 13-14 h 80-90
Larva D 30-32h 100-105
Larva Umbonada 8-9 dias 140-150
Larva Pediveliger 16-18 dias 220-240

Postlarva 21-22 dias 250-270



El ovocito sin fecundar es esférico, marrén y estd recubierto de
microvellosidades (Figuras 4.1 y 4.11). El didmetro de los ovocitos es de entre 65y 75
pum. Los espermatozoides poseen una cabeza con unos 4 um de largo y un flagelo de
unas 45 um de longitud (Figura 4.9). La cabeza del espermatozoide presenta una forma
cilindrica y en la base se observan 4 mitocondrias (Figura 4.10). A los 30 minutos tras la

fecundacion aparece el primer corpusculo polar.

El estadio de 2 células se alcanza 1 h y 30 min tras la fecundacion. Presenta el

corpusculo polar en el plano de divisidén y se observan dos blastémeros desiguales, uno
mas pequefio (AB) en el polo animal y uno mas grande (CD) en el polo vegetal (Figuras

4.2y 4.12).

Después de 2 h post-fertilizacién se alcanza el estadio de 4 células, con 3

blastémeros iguales (A, B, C) en el polo animal y un macrémero (D) en el polo vegetal
(Figuras 4.3 y 4.13). A las 2 h y 30 min se observa el estadio de 8 células con 7
micrémeros dispuestos en el polo animal sobre un macrémero localizado en el polo

vegetal (Figuras 4.4y 4.14).

Las divisiones se van sucediendo y a las 4 h después de la fertilizacion, la

mayoria de los embriones estan en estadio de 32-64 células (Figuras 4.6, 4.7 y 4.15). A

medida que van aumentando las divisiones es dificil precisar el niumero exacto de
células, tanto al microscopio dptico como al microscopio electrénico de barrido. Los
micrémeros van recubriendo el macromero hasta quedar totalmente envuelto por
ellos, dando lugar 5 h 30 min post-fertilizacion a la blastula (Figuras 4.8 y 4.16). Es el
primer estadio embrionario ciliado y movil. La movilidad de la blastula es reducida,

limitdndose a movimientos circulares sin desplazamiento lateral.



4. Desarrollo embrionario y larvario

FIGURA 4 (1-8): Microfotografias al microscopio dptico del desarrollo embrionario de V. pullastra. 1:
Ovocito sin fecundar. 2: Estadio de 2 células. 3: Estadio de 4 células. 4: Estadio de 8 células. 5: Estadio de
16 células. 6: Estadio de 32 células. 7: Estadio de 64 células. 8: Blastula. Barras de escala: 20 um.
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FIGURA 4 (9-16): Microfotografias al microscopio electrdonico de barrido del desarrollo embrionario de
V. pullastra. 9: Espermatozoide. 10: Detalle de la cabeza del espermatozoide, mitocondria (mit). 11:
Ovocito sin fecundar. 12: Estadio de 2 células (AB, CD), vista lateral. 13: Vista lateral del estadio de 4
células (A, B, C, D). 14: Estadio de 8 células mostrando el macrémero (macr) y los micromeros (micr),

vista lateral. 15: Estadio de 32 a 64 células. 16: Blastula. Barras de escala fotos 11, 12, 13, 14, 15y 16: 20
um; foto 9: 10 um; foto 10: 2 um.



La gastrulacion ocurre por epibolia, en ella los micrémeros se multiplican
rapidamente y se sitluan rodeando a los macrémeros que quedan en una posicién
interna. Entre las 7 y 8 horas después de la fecundacion se observa la gastrula, con
cilios de mayor longitud que la blastula (Figuras 4.17, 4.18 y 4.19) y con mayor

movilidad que ésta.

En este estadio aparece el blastoporo, como resultado de una invaginacion, que
inicialmente se observa en el polo vegetal y que segun transcurre la gastrulacion, se
desplaza hacia la parte ventral de la futura larva. También aparece otra hendidura,
opuesta al blastoporo, correspondiente a la glandula de la concha, que tiene una

forma mas alargada (Figuras 4.20y 4.21).

Una seccidn del embridn, vista a microscopia electrénica de transmisidon (MET),
muestra que la base de esta hendidura constituye la glandula de la concha (Figuras
4.22 y 4.23). La glandula de la concha estd formada por unas pocas células en las que
las microvellosidades van desapareciendo progresivamente. Estas células son las que

van a elaborar el periostraco y por el momento son células indiferenciadas.



FIGURA 4 (17-19): Gastrula de V. pullastra (7-8 h post-fertilizacion). 17: Microfotografia al microscopio
Optico. 18: Gastrula mostrando el blastoporo (blas) y la invaginacién de la glandula de la concha (igc).
Microscopio electrénico de barrido. 19: Seccidn sagital al microscopio electrénico de transmisién de una
gastrula mostrando ambas invaginaciones, el blastoporo (blas) y la invaginacién de la glandula de la
concha (igc). V: ventral, D: dorsal, A-P: eje anteroposterior. Barras de escala 20 um.



FIGURA 4 (20-23): Microfotografias al microscopio electrénico de barrido y de transmisién de una
gastrula tardia de V. pullastra. 20: Gastrula tardia mostrando la invaginacién de la glandula de la concha
(igc). Microscopio electrénico de barrido. 21: Detalle de la invaginacion de la glandula de la concha. 22:

Seccion transversal de la gastrula tardia a través de la invaginacién de la glandula de la concha.

Microscopio electronico de transmisidn. 23: Detalle de la invaginacion mostrando las células de la

glandula de la concha (asteriscos). Barras de escala fotos 20 y 22: 20 um; fotos 21y 23: 5 um.



Entre las 13-14 horas post-fertilizacion la gastrula se transforma en una tipica

larva trocofora piriforme ciliada, de unas 60 um de longitud apico-basal y que nada

mas activamente que los estadios anteriores (Figuras 4.24 y 4.25). La trocéfora posee
una region ciliada a modo de corona llamada prototroca, que la divide en dos regiones
desiguales. En la regidn anterior aparece la metatroca, una corona de cilios formada
por un mechdn de cilios mas largos conocido como penacho apical (Figuras 4.26 y
4.27). En la region posterior un conjunto de cilios junto al ano forma la llamada
telotroca. En esta regién posterior también se encuentra el blastoporo que dara lugar a
la boca en la parte ventral y la glandula de la concha situada en la parte dorsal, que en
este momento presenta una pelicula de aspecto membranoso y continuo, sin que se

pueda observar la charnela y el ligamento (Figuras 4.28, 4.29 y 4.30).

La glandula de la concha va secretando la prodisoconcha | de aspecto

membranoso y no calcificada (Figuras 4.31, 4.32 y 4.33); en la trocéfora tardia la

prodisoconcha | se extiende cubriendo los segmentos izquierdo y derecho conectados
por una banda mds gruesa, que es la primera charnela, estableciéndose la simetria
bilateral (Figuras 4.34 y 4.35). Con MET se puede observar como el periostraco se
inserta en el borde del manto, donde se encuentran las células secretoras (T1) (Figuras
4.36 y 4.37). Las células secretoras (T1) presentan unas microvellosidades, mientras
que en las no secretoras (T3), cubiertas por el periostraco, éstas no estan presentes.

No se ha conseguido obtener imagenes de las células secretoras del ligamento (T2).

La prodisoconcha | se extiende totalmente hasta que envuelve las partes
viscerales de la larva, la prototroca va a dar lugar al velo y la telotroca al mechdn
postanal (Figuras 4.38 y 4.39). Entre las 30 y 32 horas después de la fertilizacion se

observa el estadio de larva D veliger, con un tamafio de entre 100 y 105 um vy las

valvas todavia no calcificadas pero ya envolviendo todas las partes blandas de la larva

(Figura 4.40).
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FIGURA 4 (24-25): Larva trocdofora de V. pullastra 13-14 h después de la fertilizacion. 24: Microfotografia
al microscopio dptico. 25: Vista lateral de la trocéfora al microscopio electrénico de barrido con el
penacho apical (pa), la telotroca (tel) y la prototroca (pro). Barras de escala: 20 um.



FIGURA 4 (26-30): Microfotografias al microscopio electréonico de barrido (MEB) y de transmisién (MET)
de la larva trocéfora de V. pullastra. 26: Vista apical de la trocofora con el penacho apical (pa), la
telotroca (tel) y la prototroca (pro). MEB. 27: Detalle del penacho apical. MEB. 28: Vista basal de la
trocdfora tardia mostrando la invaginacion de la glandula de la concha (igc) y el blastoporo (bla). MEB.
29: Detalle de la invaginacién de la glandula de la concha. MEB. 30: Seccidn sagital mostrando la
prototroca (pro), la telotroca (tel) y la secrecion del periostraco (entre flechas). MET. Barras de escala
fotos 26y 28: 20 um; foto 27: 5 um; foto 29 y 30: 10 um.



FIGURA 4 (31-33): Microfotografias al microscopio electrénico de barrido (MEB) y de transmision (MET)

de la transicién de trocofora a larva D de V. pullastra. 31: Transicion de trocéfora a larva D mostrando la

secrecion de la glandula de la concha (*). MEB. 32: Detalle de la secrecion. 33: Seccion longitudinal de la

trocéfora tardia con la telotroca (tel), prototroca (pro), la invaginacion de la glandula de la concha (igc) y
el periostraco (peri). MET. Barras de escala fotos 31 y 33: 20 um; foto 32: 5 um.



FIGURA 4 (34-37): Microfotografias al microscopio electrénico de barrido (MEB) y de transmision (MET)
de la transicién de trocéfora a larva D de V. pullastra. 34: Transicidn de trocéfora a larva D mostrando la
charnela (*). MEB. 35: Detalle de la charnela. MEB. 36: Seccidn transversal de la trocéfora tardia
mostrando el periostraco (peri) secretado por la glandula de la concha, aparece como una linea fina
unida a ambos bordes del mando (flechas curvadas). Se observa el penacho apical (pa) y el conducto del
esofago (ce). MET. 37: Detalle del periostraco (peri), mostrando su origen (flecha curvada) en el margen
del manto secretado por las células secretoras T1 (T1). Células no secretoras T3 (T3) en contacto con las
células de debajo de la prototroca (pc). Prototroca (pro). MET.

Barra de escala fotos 34 y 36: 20 um; foto 35: 10 um; foto 37: 5 um.



FIGURA 4 (38-40): Microfotografias al microscopio electrénico de barrido (MEB) y de transmisién (MET)
de la transicién de trocofora a larva D de V. pullastra. 38: Transicion de trocéfora a larva D con el
periostraco envolviendo las partes viscerales de la larva. Penacho apical (pa), velo (vel) y telotroca (tel).
MEB. 39: Seccion transversal de la trocéfora tardia mostrando el periostraco (peri) secretado por la
glandula de la concha, la telotroca (tel) y el velo (vel). MET. 40: Larva D temprana de 30 h con las valvas
(val) todavia no calcificadas y el velo (vel). Barras de escala fotos 38 y 39: 20 um; foto 40: 10 um.



Tendran que pasar 48 h desde la fecundacion para observar la prodisoconcha |
totalmente calcificada (Figuras 4.41y 4.42). En la larva D se puede observar la charnela
recta, caracteristica de este estadio larvario (Figura 4.43, 4.45 y 4.46) y el velo (Figura
4.47). El velo es una corona ciliada ovalada formada por una banda de cilios preorales,
una segunda de cilios cortos llamada banda adoral y una tercera mas externa

denominada postoral (Figura 4.42).

A partir de la formacién de la larva D, con el velo totalmente desarrollado, la
larva comienza a alimentarse y se produce un considerable aumento de tamafio, lo
gue implica un crecimiento de la concha, la prodisoconcha Il. El estudio en detalle de
microfotografias de MET permite observar una capa secundaria entre el tejido del
manto vy la capa simple del periostraco (Figura 4.44). La organizacion interna de esta
capa secundaria aun no es obvia en este estadio, pero si se pueden observar cristales

de calcio en ella.

A los 8-9 dias la larva comienza a umbonarse a nivel de la charnela, perdiendo

la forma caracteristica de “D”. La larva _umbonada mide en torno a 130-150 um

(Figuras 4.48, 4.49, 4.51, 4.52 y 4.53). En esta larva umbonada se distingue la
prodisoconcha | de aspecto punteado y la prodisoconcha Il con anillos concéntricos

(Figura 4.50).

Entre los 16 y 18 dias aparece la larva pediveliger en la que se observa todavia

el velo ciliado y el pie también ciliado (Figuras 4.54, 4.55 y 4.56). Durante la
metamorfosis el velo se reabsorbe, perdiendo la funcidon de captacién de alimento y

desplazamiento, comenzando a desarrollarse los filamentos branquiales.

Veintidds dias después de la fecundacién, la postlarva con pie y sin velo, mide
en torno a 250-270 um. En ella se observa, ademas de la prosidoconcha | y Il, la
disoconcha secretada por el I6bulo del manto después de la fijacidn, y que en esta
especie, ademas de wunas lineas de crecimiento mds marcadas, presenta

microvellosidades (Figuras 4.57, 4.58, 4.59 y 4.60).



4. Desarrollo embrionario y larvario

FIGURA 4 (41-44): Larva D de V. pullastra 48 horas después de la fertilizacion. 41: Microfotografia al
microscopio 6ptico. 42: Microfotografias al microscopio electrénico de barrido de la larva D con el velo,
vista lateral. Cilios preorales (pre), adorales (ad) y postorales (post). 43: Seccion longitudinal de la larva D
al microscopio electrénico de transmision con las valvas (val), el velo (vel) y la charnela (cha). 44: Seccidn
transversal de la prodisoconcha | de la larva D. Se observa una capa secundaria, localizada entre el manto
(M) y el periostraco (flecha), en la que se incluyen los primeros cristales de calcio de la concha
(asteriscos). Barras de escala fotos 41, 42 y 43: 20 um; foto 44: 0,5 um.
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FIGURA 4 (45-47): Microfotografias al microscopio electronico de barrido de la larva D de V. pullastra. 45:
Vista dorsal de la larva D con la charnela. 46: Larva D con la charnela y el velo. 47: Vista ventral de la larva
D con el velo (vel) y el penacho postanal (ppa). Barras de escala: 20 um.



4. Desarrollo embrionario y larvario

FIGURA 4 (48-50): Larva umbonada de V. pullastra 8-9 dias después de la fertilizacion. 48:
Microfotografia al microscopio éptico de la larva umbonada. 49: Larva umbonada al microscopio
electrénico de barrido mostrando la transicidn de la prodisoconcha | (pl) a la prodisoconcha Il (pll). 50:
Detalle de la transicién (flecha). Barras de escala fotos 48 y 49: 50 um; foto 50: 20 um.
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FIGURA 4 (51-53): Microfotografias al microscopio electréonico de barrido de la larva umbonada de V.
pullastra. 51: Larva umbonada mostrando el velo. 52: Larva umbonada, vista ventral. 53: Vista dorsal de
la larva umbonada con la charnela. Barras de escala: 50 um.



FIGURA 4 (54-56): Larva pediveliger de 16-18 dias de V. pullastra. 54: Microfotografias al microscopio
Optico de una larva pediveliger mostrando el pie y el velo. 55: Microfotografias al microscopio electrénico
de barrido de una larva pediveliger con el pie. 56: Detalle del pie ciliado de la larva pediveliger.
Barras de escala fotos 54 y 55: 50 um; foto 56: 20 um.



FIGURA 4 (57-60): Postlarva de 21-22 dias de V. pullastra. 57: Fotografia al microscopio éptico de la
postlarva. 58: Fotografia al microscopio electrénico de barrido de la postlarva con la prodisoconcha | (pl),
la prodisoconcha Il (pll) y la disoconcha (dis). 59: Detalle de la transicién de la prodisoconcha ll a la
disoconcha (flecha). 60: Vista dorsal de la postlarva con la charnela. Barras de escala fotos 57, 58 y 60:
100 pm; foto 59: 50 um.



Aunque existen estudios sobre el desarrollo embrionario y morfologia larvaria
de otros bivalvos utilizando microscopia electrénica de barrido (Hodgson y Burke,
1988; Bellolio et al., 1993; Tardy y Dongrad, 1993; Gros et al., 1997; Mouéza et al.,
1999 y 2006; Raleigh y Keegan, 2007; Cannuel et al., 2009; da Costa et al., 2008; da
Costa, 2009 y Aranda, 2010), éste es el primero que se realiza en la almeja babosa

Venerupis pullastra.

El tamaifo de los ovocitos de V. pullastra es similar al de otras especies de
Venéridos de interés comercial en Galicia, como Ruditapes decussatus, R.

philippinarum y V. rhomboides (Martinez Patifo et al., 2008 y 2010).

La cabeza de los espermatozoides de V. pullastra presenta una forma
cilindrica, y es mds pequeina que la de R. decussatus (Aranda, 2010), la cual presenta
una forma de trompeta. El tamaino de los espermatozoides, incluida la cola, es similar
al de Ensis siliqua (da Costa, 2009) y al de otras especies de Venéridos, como

Anomalocardia brasiliana y Chione cancellata (Mouéza et al., 1999 y 2006).

La segmentacion del huevo es, al igual que en el resto de los bivalvos, espiral y
conduce a la formacién de una blastula del tipo esteroblastula, en la que los
macromeros recubren totalmente los micrémeros. La blastula en V. pullastra, primer
estadio ciliado, aparece 5 h y 30 min después de la fertilizacion. Pérez Camacho y
Roman (1973) en un estudio realizado en esta misma especie detectaron la aparicion
de los primeros estadios moviles entre 6 y 7 horas después de la fertilizacidn, un
tiempo similar al encontrado en este estudio. De entre las especies cultivadas en
Galicia, el tiempo de aparicion de la blastula en V. pullastra es similar a Ensis siliqua y
R. decussatus, y mas rapido que en E. arcuatus y Donax trunculus (da Costa et al.,

2008; Aranda et al., 2009; da Costa, 2009 y Louzan, comunicacidn personal).



Al igual que ocurre en otros bivalvos la gastrulacion ocurre por epibolia. En ella
los micrémeros se multiplican rapidamente, y se situan rodeando a los macréomeros,
formandose asi el ectodermo y el endodermo. En V. pullastra, 7-8 h después de la
fecundacion, se desarrolla una gastrula, tiempo similar al obtenido por da Costa

(2009) en E. siliqua y Aranda (2010) en R. decussatus.

Con el microscopio electrénico de barrido se confirma que en la gastrula de V.
pullastra, se observan dos invaginaciones, el blastoporo y la invaginacion de la
glandula de la concha. En otras especies de bivalvos, como C. cancellata (Mouéza et
al., 2006), A. brasiliana (Mouéza et al., 1999), R. decussatus (Aranda, 2010), E.
arcuatus y E. siliqua (da Costa et al., 2008 y da Costa, 2009), también se confirma la
presencia de ambas invaginaciones cuando la gastrula presenta unos pocos cilios,

antes de formarse la prototroca caracteristica de la trocéfora.

La larva trocéfora en V. pullastra aparece 13-14 h después de la fertilizacidn,
siendo un tiempo similar al de la aparicién de la trocéfora en otras especies de
bivalvos, como en R. decussatus, E. siliqua y D. trunculus (Aranda et al., 2009; da Costa,
2009 y Louzdn, comunicacién personal). La larva trocéfora nada activamente gracias a

la corona de cilios que presenta, la prototroca.

La invaginacion de la glandula de la concha que se desarrolla en el estadio de
gastrula, en la trocofora aparece situada debajo de la prototroca. Gracias a las
observaciones realizadas con el microscopio electrénico de transmision, ambas
constituyen una hendidura abierta en la parte dorsal de la trocéfora, a partir de la
cual se secreta el periostraco. En la trocéfora tardia la secrecion de la glandula de la
concha, de aspecto membranoso, se va expandiendo en direcciones opuestas,
quedando las dos regiones unidas por una banda mas gruesa que sera la futura
charnela. Finalmente, 30 h después de la fertilizacion, el periostraco acaba
envolviendo las partes blandas de la larva y se forma la larva D, caracteristica por la

presencia del velo y la charnela recta.



La formacion de la primera concha larvaria, segun lo observado en V. pullastra,
se ajusta con el modelo descrito por Mouéza et al. (2006) para el venérido C.
cancellata, en el cual se proponia una interpretacién distinta a la propuesta por
Kniprath (1980) en Mytilus galloprovincialis y Casse et al. (1998) en Pecten maximus,
las cuales se basaban en el modelo descrito para gasterépodos. Tanto en V. pullastra
como en C. cancellata, no es necesario que la invaginacién de la gldndula de la concha

se cierre por completo para comenzar la secrecién del periostraco.

El estudio comparativo realizado con MEB y MET muestra los movimientos
morfogénicos que hacen que la glandula de la concha se localice en posicién dorsal
debajo de la futura prototroca, en el que se desarrollan una capa de células ciliadas de
distintos tipos cubriendo la glandula de la concha, a partir de la cual se forma la
prodisoconcha. En el trabajo realizado por Mouéza et al. (2006) en la especie C.
cancellata describen los distintos tipos de células. El periostraco es la primera parte
visible de la concha y se forma a partir de células secretotas T1. En un primer
momento, el periostraco es continuo ya que los polos apicales de las células secretoras
del ligamento T2 estan recubiertas por las células secretotas T1. En nuestro estudio
con V. pullastra no se ha podido observar las células secretoras del ligamento T2. Las
células no secretoras T3 se derivan de células madre T1 y no elaboran el material del
periostraco, sino que producen la capa organica segunda de la concha y estan ligadas

con la calcificacion de la misma.

Tras la observacidn al microscopio electronico de barrido se ha podido
confirmar que, al igual que en R. decussatus (Aranda, 2010), en la larva D recién
formada, la prodisoconcha | es todavia de aspecto membranoso, teniendo que pasar
48 h tras la fecundacion para que las valvas de la prodisoconcha estén totalmente

calcificadas.

El 6rgano mds caracteristico de la larva D es el velo, que debido a su naturaleza
ciliada, es utilizado para la natacion y la captura de alimento. A partir de este estadio,

la larva comienza a alimentarse y la prodisoconcha comienza a crecer. La



prodisoconcha |, secretada por la glandula de la concha, presenta una superficie
punteada, mientras que la prodisoconcha Il, secretada por el |6bulo del manto cuando

la larva D comienza a alimentarse, presenta una superficie estriada concéntricamente.

En V. pullastra, entre los 16 y 18 dias después de la fecundacion, aparece la
larva pediveliger en la que se observa todavia el velo y el pie, ambos ciliados. En este
momento la larva comienza a buscar un substrato para fijarse, pudiendo nadar por
breves periodos de tiempo y reptar por el substrato. Durante la metamorfosis el velo
se reabsorbe, perdiendo la funcidon de captacion de alimento y desplazamiento,

comenzando a desarrollarse los filamentos branquiales.

Después de la fijacion y metamorfosis, 22 dias después de la fecundaciodn, la
postlarva comienza a crecer y el manto inicia la secrecion de la disoconcha,
observandose unas lineas de crecimiento mas marcadas. A diferencia de otros
bivalvos, como E. arcuatus y E. siliqua (da Costa et al., 2008 y da Costa, 2009), R.
decussatus (Aranda, 2010) y D. trunculus (Louzan, comunicacién personal), la
disoconcha de V. pullastra presenta microvellosidades. Estas podrian servir como una
adaptacion al medio para mantenerse enterrados y evitar el desplazamiento por las
corrientes en las primeras fases postlarvarias tras la fijacion. Un estudio secuencial de
la morfologia de la concha de postlarvas y semilla permitiria determinar durante qué
fases estan presentes estas microvellosidades. Ademas, puesto que no se ha descrito
la presencia de éstas en otras especies de bivalvos comerciales de Galicia, podria ser

un buen cardcter taxondmico para la identificacion de postlarvas de V. pullastra.

En relacién a otros bivalvos de interés comercial en Galicia cultivados en las
mismas condiciones en el Centro de Cultivos Marifios de Ribadeo, la metamorfosis en
V. pullastra tiene lugar mas tarde que en E. arcuatus (da Costa et al., 2008), E. siliqua y
Solen marginatus (Martinez Patifo, 2002) y es mas rapida que en R. decussatus
(Martinez Patifio et al., 2001), R. philippinarum (Martinez Patifio et al., 2008) y D.

trunculus (Louzan et al., 2009).






5. CAPITULO Il
CULTIVO EN CRIADERO







La produccion de moluscos bivalvos y en concreto de almejas, constituye un
sector econdmico de elevadas posibilidades en el litoral espafiol. Es un dato conocido
que la produccién de almejas sélo alcanza una sexta parte de la demanda de nuestro
mercado nacional, siendo cubierta basicamente con importaciones. Dentro de la
relativa situacién socioecondmica de diversas zonas del litoral, la extraccion,
semicultivo y acuicultura de moluscos, representa una dedicacién de miles de personas
y muy diversas empresas, constituyendo una alternativa real de desarrollo local. Esta

importancia socioecondmica se expresa de forma relevante en Galicia.

Entre las especies de moluscos bivalvos, concretamente de almejas, que
inciden de forma clara en la actividad econdmica de algunas poblaciones riberefias
gallegas destacan: la almeja fina (Ruditapes decussatus), la almeja babosa (Venerupis
pullastra), la almeja rubia (V. rhomboides) y la almeja japonesa (R. philippinarum),

especie introducida en Galicia.

De estas cuatro especies, la almeja babosa, tiene una gran importancia en
Galicia por la cuantia econdmica que representa su explotaciéon comercial. Como se ha
comentado en la Introduccion General, segln los datos del Servicio de Estadistica de la
Conselleria do Mar, su evolucion en la producciéon comercial pasé de 2.700 Tm en 1998
a 1.200 Tm en el afio 2010, pasando por un minimo de produccién en el 2006 con 821
Tm. Esta disminucidon progresiva es debida a la sobreexplotacién de los bancos
naturales y también, a mortalidades ocurridas en algunas zonas donde hubo
abundantes lluvias (con bajadas de salinidad), que provocaron la muerte en esta
especie, poco tolerante a variaciones de este parametro. Para aumentar la produccion
de almeja babosa en los bancos naturales se puede recurrir a la siembra de semilla

procedente de criadero.



El cultivo en criadero de bivalvos ha sido la linea de investigacion de moluscos
gue quizas ha experimentado la progresion mas significativa a lo largo de los ultimos
cincuenta afnos. Los primeros trabajos se iniciaron en los laboratorios de Milford
(EEUU) por el equipo de Loosanoff y en Conway (Reino Unido) con los estudios de
Walne. Sus trabajos esencialmente consistian en determinar los pardmetros dptimos
que favorecian el éxito del cultivo y entre las especies que cultivaron se encuentran:

Ostrea edulis, Crassostrea gigas, Mytilus edulis y R. philippinarum.

Estos trabajos, recopilados en dos publicaciones (Loosanoff y Davis, 1963 vy
Walne, 1966), obtuvieron resultados reproducibles que permitieron aplicar la
tecnologia al cultivo de especies de interés comercial y pasar de una escala

experimental a un nivel industrial de produccién en criaderos.

En la década de los 70 se constituyeron los primeros criaderos industriales para
el cultivo de bivalvos en Galicia. Entre los afios 1972 y 1975 se realiza un programa de
investigacion conjunta entre el Instituto Espafiol de Oceanografia y el Plan de
Explotacion Marisquera de Galicia, donde se estudian las posibilidades de cultivo en
criadero de las especies de bivalvos de mayor interés comercial. En este trabajo,
realizado por Pérez Camacho, Roman Cabello y Torres Cervigdn, se realizan las
primeras experiencias de cultivo de V. pullastra, R. decussatus y O. edulis (Pérez

Camacho et al., 1977).

La Administracion Publica ubica un criadero en Ribadeo a finales de esta
década. Desde 1978 se vienen realizando en esta instalacion cultivos larvarios,
postlarvarios y de semilla de especies de moluscos bivalvos de interés comercial, hasta
una talla adecuada para su traslado al medio natural (Guerra, 1979). Los primeros
trabajos se hicieron con la ostra plana (O. edulis) y la almeja fina (R. decussatus),
posteriormente basandose en la técnicas empleadas para estas especies, y con
adaptaciones en cada caso, se han cultivado otras de interés comercial en Galicia. En la
actualidad, en el Centro de Cultivos Marifnos de Ribadeo se cultivan las siguientes
especies (Martinez Patifio et al., 2008): almeja babosa (V. pullastra), almeja fina (R.

decussatus), almeja japonesa (R. philippinarum), almeja rubia (V. rhomboides), coquina



(Donax trunculus), navaja (Ensis arcuatus), longueirdn (E. siliqua), longueirén vello

(Solen marginatus) y erizo (Paracentrotus lividus).

Las técnicas empleadas en los criaderos son conocidas y se practican a nivel
industrial desde hace mas de 30 afios, sin embargo, es necesario abordar diversas
problematicas que se plantean en las distintas etapas de los cultivos. Asi, en el Centro
de Cultivos Marifios de Ribadeo, se han realizado numerosos estudios sobre el
acondicionamiento de reproductores (Ojea et al., 2007 y 2008 y da Costa et al., 2005),
cultivo larvario (Martinez Patifio et al., 2001; Louzan et al., 2007; Névoa, 2007; Aranda
et al., 2009; Ojea et al., 2009 y da Costa et al., 2010a y 2010b), cultivo postlarvario y
producciéon de semilla (Martinez Patifio et al., 2001 y da Costa y Martinez Patifio,
2009), la alimentacion (Ojea et al., 1999; Névoa et al., 2002 y Martinez Patifio et al.,
2007), o la composicion bioquimica y de acidos grasos (Martinez Patifio et al., 2002;
Novoa et al., 2003 y 2007 y da Costa, 2009), todos ellos encaminados a la optimizacidn

del cultivo.

Los criaderos varian enormemente en cuanto a su diseiio, configuracién vy
construccion, a la ubicacién, en funcién de las especies cultivadas, y sobre todo, de los
objetivos de produccién. Sin embargo, los elementos bdsicos son los mismos para
cualquier criadero de bivalvos e incluyen una zona para estabular, acondicionar los
reproductores e inducirlos a la puesta, una zona para cultivar las larvas y postlarvas y
para mantener la semilla hasta una talla adecuada, y unas instalaciones para la

produccidn de fitoplancton a pequefia y gran escala.

El cultivo de fitoplancton en un criadero es necesario debido a que el

contenido de microalgas natural del agua de mar utilizada, es insuficiente para
garantizar el crecimiento dptimo de las grandes densidades de larvas y juveniles que se
cultivan. Ademas, durante los tratamientos a los que es sometida el agua utilizada en
el criadero se elimina el fitoplancton natural, por lo que debe de ser substituido por

microalgas cultivadas.



Las microalgas marinas unicelulares son productoras primarias y se encuentran
en la base de la cadena trofica marina. De entre ellas, las especies flageladas vy las
diatomeas se cultivan como alimento para las diferentes etapas del cultivo en criadero
de bivalvos. Las especies mas empleadas en climas templados son: Tetraselmis suecica,
Isochrysis galbana y Pavlova lutheri dentro de las flageladas, y Chaetoceros calcitrans,
C. mulleri, Skeletonema costatum, Thalassiosira pseudonana y Phaeodactylum

tricornutum dentro de las diatomeas.

La calidad y cantidad de alimento que se suministra, son parametros
importantes en el éxito de las distintas fases del cultivo. Ademds de que tengan un
tamafio adecuado para ser ingeridas, generalmente entre 2 y 10 um, el valor
nutricional de las microalgas y la digestibilidad son aspectos importantes en la eleccién
de las especies que se van a suministrar en la dieta. En general, se observa que la
mezcla de varias especies microalgales (dietas multiespecificas) tienen un efecto
sinérgico sobre el crecimiento y supervivencia de las larvas de los bivalvos marinos

(Epifanio, 1976).

El fitoplancton se cultiva en agua de mar natural tratada y enriquecida con
nutrientes adicionales como nitratos, fosfatos, oligoelementos esenciales, vitaminas y
didxido de carbono como fuente de carbono. Ademas, en el cultivo de las diatomeas se
afladen silicatos. En los criaderos el cultivo puede ser intensivo en el interior, con
iluminacion artificial, o bien el sistema de cultivo extensivo en el exterior, en grandes

tanques o estanques haciendo uso de la luz natural.

La estabulacidon de reproductores en un criadero para la obtencidn de puestas

controladas se puede realizar siguiendo dos estrategias. Por un lado, se puede
aprovechar la época de puesta natural, estabulando los reproductores en la época de
madurez y obteniendo los desoves de los reproductores recién traidos del medio. Por
el otro lado, se pueden acondicionar reproductores fuera de su época de puesta
natural. Para ello se manipula el medio fisico y la alimentacién, promoviendo el
desarrollo gonadal y la gametogénesis, para asi conseguir adelantar la madurez sexual

y ampliar los periodos de puesta de gametos.



Durante el acondicionamiento los factores ambientales mds importantes sobre
los que generalmente se inciden son la temperatura y la alimentacion. Los cambios
estacionales de temperatura y abundancia de fitoplancton en el medio natural
frecuentemente estan relacionados con el desarrollo gonadal y la gametogénesis en
invertebrados marinos (Sastry, 1979). Es por ello que, para favorecer la maduracién de
los reproductores durante el acondicionamiento, se someten a incrementos de

temperatura y a suministros de alimento elevados.
Ademas de la alimentacidn y la temperatura en especies como R. decussatus y
C. gigas, las condiciones de fotoperiodo es otro de los factores que inciden en la

gametogénesis (Fabioux et al., 2005 y Martinez et al., 2005).

La induccién a la puesta en un criadero permite obtener desoves cuando se

necesiten, siempre que los individuos presenten gametos maduros. Esto permite
planificar los cultivos, ademas de realizar una fecundacién controlada. En la induccién
a la puesta o “spawning”, los bivalvos maduros son estimulados a liberar sus gametos
en respuesta al estimulo que se les ha aplicado. Existen diversos métodos para la

induccion en bivalvos:

-Métodos fisicos: choque térmico, como en V. pullastra y V. aurea (Le Pennec, 1970) o
en Pecten maximus (Roman y Pérez Camacho, 1976); adicion de gametos, en C. gigas y
C. virginica (Galtstoff, 1930); y el efecto combinado de los cambios de temperaturay la

adicién de gametos, como en C. gigas (Davis, 1953 y Loosanoff, 1954).

-Métodos quimicos: como la inyeccién de serotonina en R. decussatus, R.
philippinarum y P. maximus (Pérez Camacho y Romdn, 1987); de perdxido de
hidrogeno en M. edulis y M. californianus (Morse et al., 1977); de cloruro potasico en
M. edulis (lwata, 1951a); de hidréoxido amodnico o cloruro de bario en M. edulis y R.
philippinarum (lwata, 1951b); hidroxido potasico en Patinopecten yessoensis
(Kinoshita, 1943); e inyectar soluciones de amoniaco en la génada de Mercenaria

mercenaria y R. philippinarum (Loosanoff y Davis, 1963).



-Otros métodos: flujo de agua pasada por ultravioleta sin afiadir alimento en Chlamys
opercularis (Le Pennec, 1981); o concentraciones elevadas de alimento en Siliqua

patula (Breese y Robinson, 1981).

Cuando se obtienen los huevos, ya sea de una puesta espontdnea o inducida, se

incuban para que tenga lugar la embriogénesis. Esta incluye una serie de procesos que

se inician con la fecundacion, contindan con la segmentacion del huevo, la formacién
de la blastula y la gastrula, y finalizan con la aparicidon del primer estadio larvario, la
trocdfora. En este estadio aparece la glandula de la concha, la cual secreta la primera
concha larvaria, que acabara envolviendo la larva trocéfora para dar lugar a la larva D.

Esta fase dura, dependiendo de la especie, entre 24 y 48 h.

Todos los cambios que ocurren durante el desarrollo embrionario hasta la
formacidon de los primeros estadios larvarios, tienen lugar gracias a las reservas
almacenadas en el ovocito. A partir de la aparicion de la larva D, el velo esta

totalmente desarrollado, la larva comienza a alimentarse y se inicia el cultivo larvario.

Durante el cultivo larvario las larvas pasan por los distintos estadios larvarios,

hasta que se forma la larva pediveliger, con el pie totalmente desarrollado y el velo

todavia funcional.

Entre los factores ambientales que afectan al crecimiento de las larvas, la
temperatura y la alimentacién son los que han recibido mas atencién (Bayne, 1983). En
el control de la nutricién, ademas de la cantidad, se debe controlar la calidad del
alimento suministrado para cubrir todas las necesidades nutricionales de las larvas.
Otro de los factores importantes en el cultivo larvario es la temperatura a la que se
desarrolla, puesto que cada especie tiene un rango 6ptimo en el que se maximiza

crecimiento y supervivencia hasta la metamorfosis.

La duracién del cultivo larvario depende de la especie cultivada y de las

condiciones generales del cultivo.



En el momento que la larva pediveliger se fija al fondo finaliza la vida
plancténica y comienza la metamorfosis, fase critica en la que el éxito depende de las
reservas adquiridas durante el cultivo larvario. Durante ésta se reabsorbe el velo,
perdiendo la funcidon de captacion de alimento y desplazamiento, comenzando a

desarrollarse los filamentos branquiales.

Ademas, en la postlarva, se producen cambios como la reorientacién de los
organos, aparicion de los palpos labiales, el desarrollo del sistema digestivo,
aumentando la complejidad del mismo (desarrollo de la glandula digestiva, las distintas
porciones del estémago y alargamiento del saco del estilo), diferenciacion de los
nervios y ganglios, desarrollo del corazén y los sistemas vascular y excretor, vy

desarrollo de los pliegues del manto, musculatura y tentaculos (Elston, 1999).

En cuanto finaliza la metamorfosis los individuos resultantes tienen ya el mismo
aspecto externo que un individuo adulto e internamente presenta todos los drganos

desarrollados. En este momento se inicia el cultivo postlarvario.

En el cultivo de las postlarvas hay diversos factores que influirdn en el éxito del
cultivo: la densidad, el flujo de agua, la calidad del agua, la temperatura y por
supuesto, la alimentacion. Ademas, hay que tener en cuenta las operaciones de

manejo.

A partir de que las postlarvas adquieren un tamafio adecuado se trasladan al
semillero que, dependiendo de cada productor, tendrda unas caracteristicas

determinadas. En este momento comienza el cultivo de semilla que durard hasta que

ésta tenga un tamafio adecuado para su cultivo en el medio natural.

Como se expone en la Introduccién del capitulo IV, los criaderos cultivan la
semilla hasta una talla determinada, que viene dada principalmente por los requisitos
de los productores, que normalmente requieren semilla de gran tamafo. Sin embargo,
los criaderos prefieren suministrarla del menor tamafio posible, ya que el cultivo de

semilla lleva implicito el cultivo de fitoplancton en volumenes cada vez mayores y a



medida que ésta crece las necesidades de espacio aumentan. En el siguiente capitulo
se estudiaran diferentes sistemas y parametros de cultivo en el preengorde de V.

pullastra como fase previa a la siembra en el medio natural.

En este trabajo se definen las condiciones éptimas para el cultivo de almeja
babosa en criadero en todas sus fases, desde la estabulacion de reproductores y
obtencidn de la puesta, hasta el crecimiento de la semilla para su cultivo en el medio

natural, con el fin de establecer un protocolo de cultivo en criadero.

El cultivo de V. pullastra se realiza con éxito en todas sus fases (criadero,
preengorde y engorde), siendo la especie que se cultiva en criadero con mayor
porcentaje de supervivencia (Martinez Patifio et al., 2008). En los estudios previos
realizados en el criadero del Centro de Cultivos de Ribadeo, se observa que existe
variabilidad en los resultados. Las supervivencias obtenidas en las distintas
experiencias realizadas son diferentes, y aunque se obtienen desoves en todos los
meses del afio, la cantidad de ovocitos recolectados es variable, siendo dificil afirmar si
el tamafio de la puesta es indicativo de un futuro desarrollo larvario de buena calidad.
Se pensd que estas diferencias podian deberse a la calidad de los reproductores ya
que, como pudimos ver en el capitulo |, aunque esta especie presenta gametos
maduros durante todo el afio, su estadio gametogénico, su indice de Condicién y su
composicion bioquimica son distintos. Estas diferencias podian ser importantes en los

desoves y posterior éxito de los cultivos larvarios.

Hay estudios anteriores realizados en otras especies de bivalvos, como es el
trabajo de Massapina et al. (1999) con C. gigas, en el que se afirma que la calidad del
ovocito y la viabilidad de las larvas cultivadas en criadero procedentes del medio
natural parece depender de las caracteristicas intrinsecas de los reproductores. Asi, en
esta especie, encontraron que la viabilidad larvaria dependia fuertemente de la
cantidad de lipidos y proteinas aportada por los progenitores a los ovocitos. Esta
afirmacion coincide con la propuesta por Dorange et al. (1989) y Le Pennec et al.

(1990) para Pecten maximus.



En la especie V. pullastra, Joaquim et al. (2010) en Portugal, encontraron una
asociacion entre la cantidad de proteinas de los ovocitos y el porcentaje de
transformacion de éstos a larvas D. En el trabajo realizado por Névoa (2007) se afirma
que la relacion de acidos grasos w3/w6 de los ovocitos, y por lo tanto procedentes de
la dieta de los progenitores, influyen en la calidad de los ovocitos y en el éxito de los

desarrollos larvarios.

Para confirmar si existe alguna época mas idénea para la obtencién de desoves
de almeja babosa, se recogieron reproductores en las distintas épocas del afio. Se
evalud el grado de madurez mediante técnicas histoldgicas y sus reservas mediante
analiticas bioquimicas. Se obtuvieron puestas controladas de estos reproductores, que
se cultivaron llevando el control de crecimiento y mortalidad. Se asocia la calidad de
los reproductores con el nimero de huevos emitidos por puesta y la supervivencia de

los desarrollos larvarios y postlarvarios obtenidos a partir de éstos.

Aunque, como se vio en el capitulo |, el ciclo reproductivo de las tres
poblaciones estudiadas presentaba un patréon de desarrollo gonadal muy similar,
existian ligeras diferencias entre ellas. Asi, en las dos poblaciones de O Grove habia
mayor heterogeneidad de estadios en los distintos muestreos, que en la poblacién de
Camarinas. A su vez, dentro de las dos poblaciones de O Grove, en la del banco
intermareal el nimero de individuos en madurez durante todo el afio, era menor que
en la poblacién submareal, siendo también los indices de Condicidn significativamente

inferiores en la poblacién intermareal.

En los estudios de acondicionamiento de las especies R. decussatus (Matias et
al., 2009) y C. gigas (Chavez Villalba et al., 2002), con progenitores de distintos bancos
naturales, encontraron que el inicio y la duracién de la gametogénesis son distintos
segln la localizacién de la poblacién, por lo que los resultados finales varian
dependiendo de la poblacion de origen. Estas diferencias gametogénicas en distintas
ubicaciones geograficas, también se observaron en las especies M. galloprovincialis

(Iglesias et al., 1996) y Argopecten purpuratus (Avendafio y Le Pennec, 1997).



En este trabajo se utilizan reproductores de V. pullastra de cinco poblaciones
diferentes localizadas a lo largo de la costa gallega, con el fin de estudiar la influencia

del origen en la obtencidn de desoves y en el éxito del cultivo larvario.

En este capitulo se aborda el cultivo de almeja babosa en criadero en todas sus
fases, desde la obtencion de la puesta hasta el crecimiento de la semilla. Se relaciona
la obtencién de desoves y la viabilidad de los mismos con la calidad de los

reproductores, en relacion a las distintas épocas del afio y segun el origen de éstos.



Material y métodos

5.2 MATERIAL Y METODOS

5.2.1 CULTIVO DE MICROALGAS

Para la produccion de las microalgas necesarias para la alimentacion de la
almeja babosa, Venerupis pullastra, en las distintas fases de cultivo (progenitores,
larvas, postlarvas y semilla), se emplean sistemas de cultivo intensivo monoespecificos.
El cultivo de fitoplancton en el Centro de Cultivos Marifios de Ribadeo se realiza por

lotes, comenzando con cepas de 20 ml y finalizando con bolsas de 30 | (Figura 5.1).

STOCKS
TUBOS DE 20 ml

MATRACES
DE61

BOLSAS DE 30 |

FIGURA 5.1: Esquema del cultivo de fitoplancton en el Centro de Cultivos Marifios de Ribadeo.

Las cepas de las microalgas se adquieren
en laboratorios o se intercambian con otras
instalaciones y se mantienen en tubos de 20 ml,
repicandolas para mantener un stock (Figura
5.2). Estas cepas se utilizan como indculo para
recipientes de mayor volumen, matraces de 2 y

6 | (Figura 5.3).

FIGURA 5.2: Cepas de microalgas.
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El agua de mar utilizada, 32-35%0 de
salinidad, es filtrada por filtros de arena y filtros
de cartucho de 5 um. Los recipientes y el agua
para el cultivo de fitoplancton, se esterilizan en
autoclave. El agua se enriquece con una
solucion de sales nutritivas  (Algal-1),
compuesta por nitrato potasico, fosfato
monosddico, oligoelementos (Fe, Zn, Mn, Mo,

Co, Cu y EDTA) y vitaminas. Ademas, en el

FIGURA 5.3: Matraces de 2 y 6 | para el cultivo de las diatomeas, se anade sodio

cultivo de fitoplancton en la cdmara

isoterma. silicato.

Las primeras fases del cultivo de microalgas se desarrollan en una camara
isoterma, con iluminacion artificial constante y a una temperatura de 19+1°C. Los

matraces se mantienen con un burbujeo de aire enriquecido con CO,.

Este fitoplancton, ademas de servir de indculo para volimenes superiores, se
utiliza para la alimentacién larvaria y postlarvaria. Las especies cultivadas en matraces
que se utilizan para el cultivo larvario y postlarvario son: Isochrysis galbana, Paulova

lutheri, Chaetoceros calcitrans y Tetraselmis suecica.

El siguiente volumen cultivado son
bolsas plasticas de 30-40 | (Figura 5.4), que se
mantienen con aireaciéon y con iluminacién
natural en invernadero. Como medio
nutritivo se utiliza una solucion (Solucion C)
formada por nitrato potdsico, fosfato

potdsico y una traza de metales (Fe, Mn, Zn,

¥
='

Cu, Co y Mo). En las bolsas donde se cultivan

diatomeas se complementan con sodio
. FIGURA 5.4: Bolsas plasticas de 30 | para el
silicato. cultivo de fitoplancton en invernadero.



El fitoplancton producido en este sistema se utiliza para alimentar a la semilla y
a los reproductores. Ademas de las especies utilizadas para el cultivo larvario, se utiliza

también Skeletonema costatum y Phaeodactylum tricornutum.

5.2.2 RECOGIDA DE REPRODUCTORES Y TRASLADO

-Con el fin de establecer un protocolo de cultivo de V. pullastra se recogieron
reproductores de talla comercial a lo largo de dos afios, procedentes de dos bancos
naturales de Galicia: Barallobre (NO de Galicia) y Vilaxodn (SO de Galicia), el primero

submareal y el segundo intermareal.

La extraccién la realizaron las propias mariscadoras y las muestras llegaban
refrigeradas en una nevera isoterma al Centro de Cultivos, 24 h después de su

extraccion en el banco natural.

-Para el estudio de la calidad de los reproductores, durante tres anos, se
recogieron reproductores de V. pullastra, procedentes de 5 bancos naturales de Galicia
en distintas épocas del afio: otofio (noviembre), invierno (enero-febrero), primavera
(abril-mayo) y verano (julio-agosto). En la tabla V.1 se muestran las localidades y las

épocas de cada muestreo.

TABLA V.1: Procedencia y época de cada uno de los lotes muestreados de almeja babosa.

@332 |INVIERNO

WL OTONO

At
S, /
ol

PRIMAVERA VERANO

Barallobre (14/11/06)
Cangas 1 (21/11/07)

Cangas 2 (14/11/08)

Vilaxoan (29/11/07)

Camarifas (13/11/08)

O Barqueiro (27/11/07)

Barallobre (10/01/06)
Cangas 1 (23/01/08)
Cangas 2 (18/02/09)

Vilaxoan 1 (14/02/06)

Vilaxoan 2 (25/01/07)

Camarifias (26/01/07)

O Barqueiro (23/01/08)

Barallobre (15/05/08)

Cangas (26/04/07)

Vilaxoan 1 (2/05/06)
Vilaxoan 2 (20/04/07)
X

X

Barallobre (28/07/07)

Cangas (20/07/07)

Vilaxoan (21/08/08)

Camariias (22/08/08)

X



5. Cultivo en criadero

En cada muestreo se recogié un lote de almejas de talla préxima a la comercial.
En las poblaciones de Barallobre, Cangas y Vilaxodn se obtuvieron muestras en las
cuatro estaciones. Ademds, en Cangas se repitieron en dos anos distintos los
muestreos de otofio e invierno, y en Vilaxodn el de invierno y primavera. En la
poblacién de Camarinas se recogieron muestras en otofio, invierno y verano y en la de
O Barqueiro, se recogieron en otono e invierno. En total se utilizaron 21 lotes de

reproductores.

Al igual que en las primeras experiencias, la extraccién la realizaron las propias
mariscadoras y las muestras, 24 h después de su extracciéon en el banco natural,

llegaban refrigeradas en una nevera isoterma.

Los bancos de Camarifias y Barallobre en el noroeste de Galicia y el de Cangas
en el suroeste de Galicia, son bancos submareales, por lo que la extracciéon de las
almejas la realizaron desde embarcacién con rastros de vara. Los bancos de Vilaxodn
(suroeste de Galicia) y O Barqueiro (norte de Galicia) son bancos intermareales, por lo
gue las almejas se recogieron a pie con rastrillos. En la figura 5.5 se localizan los bancos

de muestreo.

O Barqueiro

Vilaxoan

Cangas

FIGURA 5.5: Localizacion de los bancos naturales de almeja babosa utilizados en el criadero.
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5.2.3 MANTENIMIENTO DE LOS REPRODUCTORES

Para la realizacion de las distintas experiencias se emplearon lotes de
aproximadamente 3 kg. De cada lote de reproductores, se cogié una muestra de 20
individuos para el procesado y posterior estudio histolégico y de composicidon

bioquimica. El resto se estabuld en el tanque.

Los reproductores se colocaron

en tanques rectangulares de fibra de

vidrio de 100 | de capacidad, con un

area de 90 x 45 cm y una altura de 30

cm (Figura 5.6). Las almejas se

&y
Nise ™4

colocaron en bandejas perforadas para

\

dejar pasar las heces y los residuos. La
biomasa en peso fresco de todos los

individuos colocados en el tanque

(peso total incluidas las conchas),

—_

estuvo en torno a 3 g por I. A los
tanques se les suministré6 un aporte
continuo de agua de mar con un flujo

de 30-40 I/h y aireacién constante.

FIGURA 5.6: Esquema de los tanques de
estabulacion de reproductores.

La alimentacién fue diaria, con una dieta mixta compuesta por I. galbana, P.
lutheri, C. calcitrans, S. costatum, P. tricornutum y T. suecica. El agua de mar utilizada
era previamente filtrada con filtros de arena. La temperatura del agua de los tanques

varié entre 17 y 19°C.

Tres veces a la semana se vaciaban los tanques, se limpiaban y se volvian a

llenar de agua para evitar la acumulaciéon de metabolitos y bacterias. Diariamente se



media la temperatura de los tanques, se retiraban los ejemplares muertos y se

controlaba la alimentacion.

5.2.4 OBTENCION DE LA PUESTA Y RECOGIDA DE HUEVOS

A la salida de los tanques se colocaban tamices para la recogida de las puestas
cuando éstas eran espontaneas. Si no se producia la puesta espontaneamente, las

almejas se sometian a shocks térmicos para inducirlas.

En los casos en los que se pudo observar el momento de la puesta, se traté de
separar los ejemplares que estaban desovando, con el fin de poder aislar e
individualizar los individuos macho de las hembras. Con las almejas hembras
desovando que se pudieron aislar, se calculé la media del nimero de huevos que

emite una hembra.

Para realizar el conteo de los huevos se recogian 10 alicuotas que se
depositaban en portas excavados. Posteriormente se calculaba el nimero de huevos
en cada submuestra y por extrapolacion al volumen total el nimero de huevos
obtenidos. Los huevos, tras ser contados y medidos con un analizador de imagen (PC

Image) acoplado a una lupa, se trasladaron a los tanques de cultivo.

5.2.5 CULTIVO LARVARIO

El desarrollo larvario se realizd en tanques troncocénicos de 500 |, con agua de
mar filtrada y esterilizada por UV (Figura 5.7). Los tanques se mantuvieron a una
temperatura de 18+19C y estaban provistos de aireacién. La densidad larvaria inicial en
el cultivo fue variando segun las experiencias entre 5y 10 larvas/ml. La alimentacién se
afadid diariamente con una dieta compuesta por una mezcla de T. suecica, P. lutheri, |.

galbana y C. calcitrans en igual proporcién.



Material y métodos

Tres veces a la semana se
vaciaban los tanques, se tamizaban las
larvas y se volvian a introducir en el
tanque lleno de agua limpia.
Diariamente se tomaba el dato de la
temperatura de cultivo y se controlaba
la presencia o ausencia de fitoplancton

para ajustar la dieta.

FIGURA 5.7: Esquema de los tanques de cultivo
larvario en el momento del cambio de agua.

5.2.6 CULTIVO DE POSTLARVAS Y SEMILLA

FIGURA 5.8: Tanques de cultivo durante la
metamorfosis.

Cuando mas del 50% de las larvas
presentaban pie, el cultivo se ponia a fijar.
Para ello se utilizaron cilindros con fondo
de malla con flujo forzado descendente,
que se colocaron en circuito cerrado en los
mismos tanques del cultivo larvario (Figura
5.8). Los tanques se mantuvieron a una

temperatura de 18+19C.

Una vez que las postlarvas
guedaban retenidas en el tamiz de 300 um
se consideraban semilla y se trasladaban a

tanques de mayor volumen.
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El cambio de agua se realizé cada dos dias. La alimentacién fue diaria,
compuesta de la misma mezcla de microalgas, cultivadas en matraces, que para el

cultivo de larvas.

La semilla se cultivaba en tanques de

1.500 | de capacidad. En ellos se mantuvieron
en circuito abierto (18 I/h) con agua de mar a

\\ temperatura ambiente y con flujo forzado

descendente (Figura 5.9).

1 Cada dos dias se realizaba el cambio de
agua del tanque. La alimentacién fue diaria,
compuesta de una mezcla de distintas

5 '
microalgas cultivadas en bolsas. Ademas de las
microalgas utilizadas para el cultivo larvario y
@
[ |

postlarvario, en el caso de la semilla, se afiadié

P. tricornutum y S. costatum.
FIGURA 5.9: Tanques de cultivo de semilla.

5.2.7 PROCESADO DE LOS REPRODUCTORES

Los métodos utilizados para el andlisis de los reproductores que a continuacién
se describen, coinciden con los empleados para el estudio del ciclo gametogénico, por

lo que estdn mas ampliamente descritos en el capitulo I.

A cada individuo analizado se le tomaron las siguientes medidas utilizando un
calibre digital Mitutoyo (precisién 0,01 mm) y una balanza de precisién Gram Precision
(precision 0,01 g): longitud maxima del eje antero-posterior, altura maxima del eje
dorso-ventral, anchura maxima, peso fresco total, peso fresco de la concha, peso

fresco de la vianda y peso fresco de la génada.



Liofilizando una muestra de tejido durante 24-48 h, se calcularon los pesos
secos: peso seco de la vianda y peso seco de la gonada. Las conchas se mantuvieron en

una estufa a 1002C durante 24 h.

Con los datos obtenidos del peso seco se calcularon los indices de Condicién:

e |CV=(Peso seco de la vianda/Peso seco de la concha) x 100

e |CG= (Peso seco de la gonada/Peso seco de la concha) x 100

Para el estudio histoldgico el tejido gonadal se introdujo durante 24 h en el
liquido fijador Davidson. Seguidamente se procedié a deshidratar las muestras en
alcoholes de graduacién creciente, en un procesador de tejidos automatico Histolab

ZX-100, para luego poder incluirlas en parafina.

Se cortaron los bloques obtenidos con un microtomo Microm HM 340 E,
haciendo secciones de 5 um que luego se tifieron con la tincién de Hematoxilina-
Eosina. Las preparaciones se montaron con Histomount y se observaron al microscopio

Optico.

Después del estudio de las preparaciones, a cada individuo se le asignd un
estadio de la escala descrita para esta especie en el capitulo I: E1. Inicio de la
gametogénesis, E2. Gametogénesis avanzada, E3. Madurez y puesta y E4. Renovacién

gonadal.

Para realizar los analisis bioquimicos se partid de las muestras liofilizadas y
finamente pulverizadas. Se analiz6 por separado la génada y el resto de la vianda, para

obtener la cantidad (en mg/g peso seco) de carbohidratos, lipidos y proteinas.



La determinacidon de proteinas se realizd a partir del método de Lowry et al.
(1951). La extracciéon de los lipidos se realizd6 con cloroformo-metanol y se

cuantificaron por gravimetria, segun el método utilizado por Folch et al. (1957).

Para la determinacion de carbohidratos se utilizé el método de la antrona
(Fraga, 1956), un método distinto al utilizado para el estudio del ciclo gametogénico, el
método enzimatico de Keppler y Decker (1984). Con este método se podia cuantificar
la glucosa procedente de la hidrélisis del glucégeno y, por otro lado, la glucosa libre.
Después de utilizarlo para el estudio del ciclo gametogénico, se observé que la
presencia de glucosa libre en las muestras era muy pequefia (entre un 1y un 3% con
respecto al glucégeno), por lo que la utilizacion de este método selectivo y mas

costoso, se dejé de utilizar.

El método de la antrona (Fraga, 1956) es un método colorimétrico basado en
una reaccion especifica para los carbohidratos, la reaccion de Dreywood. Este método
da buenos resultados cuando se aplica a moluscos marinos. Se partié de 2-3 mg por
duplicado de tejido liofilizado, al que se le afiadié 2 ml de hidréxido potasico. Se
sonicaron las muestras durante 30 seg, se mantuvieron en bafio a 902C durante una
hora para realizar una hidrélisis y posteriormente, en agitacion durante 24 h. El
siguiente paso fue la neutralizacion con 6 ml de acido sulfurico 1N, agitacion y
centrifugado a 3.000 rpm durante 5 min. Del sobrenadante se tomaron 3 alicuotas de 1
ml las cuales se sometieron a un bano de hielo en el que se afiadié a cada tubo 5 ml del
reactivo de la antrona. Las muestras se agitaron y se colocaron en un bafio a 909C
durante 16 min. Se enfriaron y leyeron en espectrofotdmetro a 625 nm; previa
realizacién de una recta de calibracién con concentraciones de 15 a 105 pg/ul de un

estandar de D(+) glucosa anhidra.

5.2.8 RECOGIDA DE MUESTRAS DE LARVAS

Durante el cultivo larvario se aprovechaban los cambios de agua (cada dos dias)
para observar las muestras in vivo al microscopio. Dos veces a la semana se median y

una vez a la semana se contaban.



Para realizar los conteos de las larvas, éstas se disponian en un vaso de
precipitado de volumen conocido. Se homogeneizaba la muestra y se recogian 10
alicuotas que se depositaban en portas excavados. Posteriormente se calculaba el
numero de individuos en cada submuestra y por extrapolacién al volumen total el

numero de larvas del cultivo.

Para el seguimiento del crecimiento se midié la longitud y la altura a una
muestra de 100 larvas con un programa de andlisis de imagen (PC Image), acoplado a

una lupa.

La supervivencia larvaria se calculd desde el numero inicial de ovocitos
liberados o larvas D hasta pediveliger. La supervivencia postlarvaria se calculé desde
larvas pediveliger hasta postlarvas retenidas en un tamiz de 300 um. La supervivencia

total se calculd desde huevos o larvas D, hasta postlarvas.

5.2.9 RECOGIDA DE MUESTRAS DE POSTLARVAS Y SEMILLA

Durante el cultivo postlarvario se aprovechaban los cambios de agua (cada dos
dias) para observar las muestras in vivo al microscopio. Dos veces a la semana se

median y una vez a la semana se contaban. La semilla se contaba y media cada 15 dias.

Una vez que las postlarvas alcanzaban un tamafio adecuado para su
manipulacion (alrededor de 300 um), se comenzo a calcular el nimero de individuos
del cultivo a partir del peso total de la muestra. Para ello se pesaban 10 sublotes del
total de la muestra usando para ello, una balanza de precision Gram Precision (0,01 g
de precision), se contaba el nimero de individuos en cada sublote y por extrapolacion,

se calculaba el numero total de individuos de la muestra.

Al principio, debido a su pequefio tamano, las postlarvas se midieron con un
programa de analisis de imagen (PC Image) acoplado a una lupa. Posteriormente, la

semilla se midié con un calibre digital Mitutoyo (0,01 mm de precision).



5.2.10 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

El analisis estadistico se realizo utilizando el paquete estadistico SPSS® para

Windows version 15.0.

La comparacion de medias de los distintos componentes bioquimicos en los
progenitores, entre las distintas estaciones y localizaciones, se realizd con tests no
paramétricos debido: al tamafo muestral, al incumplimiento por parte de algunos
grupos de datos de la distribucién normal y que no presentaban homogeneidad de
varianzas. Para el contraste de mdas de dos muestras se aplicd el test H de Kruskal-
Wallis y para el contraste dos a dos, se aplicé el test de contraste de dos muestras
independientes U de Mann-Whitney. Los valores de porcentajes se transformaron con

la funcién arcoseno.
En el estudio de asociacion entre la composicion bioquimica de los
progenitores, la obtencion de desoves y la supervivencia de éstos se utilizd el

coeficiente de correlacidon de Spearman (Zar, 1996).

Se utilizaron los siguientes simbolos segun el nivel de significacién:

n.s. = p > 0,050 diferencias no significativas
* =0,010 < p < 0,050 diferencias significativas al nivel del 95%

** = 0,001 < p < 0,010 diferencias altamente significativas al nivel del 99%




5.3.1 ESTABULACION DE REPRODUCTORES

Los lotes de reproductores de almeja babosa, Venerupis pullastra, que se
estabularon en el criadero, llegaban 24 horas después de ser recogidos en el medio
natural. Los reproductores se introducian en tanques de 100 | de capacidad a la salida
de los cuales se colocaban los tamices para la recogida de los desoves, uno inferior de
40-45 pm para la recogida de los huevos y uno superior, de 90-120 um, para los

desechos.

Los reproductores se mantenian en circuito abierto. La temperatura del agua
de los tanques se mantuvo entre 17-182C en invierno (agua calentada) y 19-202C en
verano (temperatura ambiente). Temperaturas superiores a 22°C provocan la

mortalidad paulatina de los mismos.

Durante las primeras 48 horas desde la llegada al Centro, los reproductores se
mantenian sin alimentacion, pues si se obtenian desoves espontaneos se podrian
mezclar los huevos con las heces y desechos, favoreciendo asi que se tupieran los

tamices.

La alimentacién de los reproductores fue diaria, con una dieta mixta a una
racion de entre el 3 y el 6% del peso seco de las microalgas con respecto al peso seco
de los reproductores. El fitoplancton utilizado fue cultivado en bolsas de 30 | y las
especies empleadas fueron: Tetraselmis suecica, Isochrysis galbana y Pavlova lutheri
dentro de las flageladas, y Chaetoceros calcitrans, Skeletonema costatum, Thalassiosira

pseudonana y Phaeodactylum tricornutum dentro de las diatomeas.

Los reproductores normalmente desovaban en los primeros dias de su llegada,
pero si se querian obtener mas desoves de los mismos reproductores, éstos se

mantenian en el criadero alrededor de unos tres meses. Durante este tiempo se
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podian obtener unos 2 o 3 desoves mads. La mortalidad media de los reproductores

estabulados en el criadero fue de un 10% mensual.

5.3.2 OBTENCION DE LA PUESTA

El periodo que pasaban en desecacién los reproductores de V. pullastra, desde
que eran recogidos en el medio natural hasta que se estabulaban en el criadero, era un
buen estimulo para la puesta, pues al introducir las almejas en los tanques con agua,

con frecuencia desovaban el mismo dia de su llegada.

Cuando no se obtenia asi la puesta, las almejas se sometian los dias sucesivos a
cambios de temperatura del agua en los mismos tanques, intercalando con periodos
de desecacién. Los rangos de temperatura utilizados estaban entre los 12 y 202C, en
intervalos de dos horas durante toda la mafana. A los tanques de reproductores se le
afiadian ciertos estimulos en el mismo tanque para inducir la puesta, como la adiciéon
de fitoplancton y esperma de algun macho abierto. No se deben someter mas de dos
dias seguidos a estos cambios térmicos, ni con temperaturas superiores a 22°C. La
babosa es una especie menos resistente que otras almejas, por lo que altas
temperaturas y choques térmicos durante dias podrian provocar la muerte de gran

parte de los individuos.

Los primeros en desovar fueron los
individuos machos y sobre media hora
después comenzaban las hembras. Los
machos emiten un chorro continuo de
aspecto lechoso, mientras que las hembras
emiten chorros por impulsos con aspecto
granular. A veces nos interesaba separar los
huevos antes de la fecundacién ya bien para

hacer estudios de composicién bioquimica de

los mismos o para realizar estudios

FIGURA 5.10: Separacién por sexos de
individuos desovando.
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controlados de embriologia. Para ello, conforme empezaban a desovar, habia que ir
retirandolos del tanque y colocandolos en recipientes individualizados llenos de agua

para que continuaran desovando (Figura 5.10).

Una vez se recogieron los huevos
necesarios y se tomaron las muestras
oportunas para la experimentacion, la puesta
se filtraba por un tamiz de 90 um para separar

posibles restos y los huevos se recogian con

un tamiz de 40-45 um (Figura 5.11).

FIGURA 5.11: Tamiz con desove.

Los huevos se fecundaban con una mezcla de esperma de varios machos (entre
5y 10 ml) y se distribuian en los tanques de cultivo a una densidad en torno a 5-10

huevos/ml.

Cuando los desoves eran espontdneos o después de separar los huevos antes
de la fecundacidn, las almejas se dejaban desovando en los mismos tanques (Figura
5.12). A la salida de los tanques se colocaban dos tamices, uno superior de 90-120 um
para que no retuviera los huevos pero si los residuos y otro inferior de 40-45 um para
separar los huevos, que en el momento de la recogida ya estaban fecundados y en

division.

FIGURA 5.12: Tanques de estabulaciéon de reproductores.
Tanque de la izquierda con individuos desovando.
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La duracion del desove va a depender del tamafio del mismo, aunque en
general la mayor intensidad se produce durante las primeras 3-4 horas y, en la mayoria
de los casos, seguida de pequefas emisiones que se suceden durante mds o menos 24

horas.

Para saber si existia alguna diferencia en la supervivencia de los desarrollos
larvarios obtenidos en los desoves espontdaneos y en los desoves inducidos, se
compararon los resultados obtenidos a lo largo de varios afios. En el andlisis estadistico
no se ha encontrado ninguna diferencia de supervivencia entre los desoves

espontaneos y los obtenidos induciendo los reproductores.

Para calcular el nimero de huevos que llega a emitir una hembra se lograron
separar varias de ellas en diversos desoves, colocandolas en tarros individualizados y
dejandolas desovar alrededor de una hora. Se lograron separar hembras desovando en
ocho experiencias, en la tabla V.2 se muestran los resultados. El nUmero de huevos
gue desovaron las hembras en cada una de las experiencias varié entre 317.000 y
671.000. Haciendo una media de las ocho experiencias, una almeja hembra de V.

pullastra, desova alrededor de 500.000 huevos.

TABLA V.2: Calculo del nimero de huevos que emite un individuo de V. pullastra a partir de ocho
experiencias en las que se aislaron hembras desovando.

Experiencia Fecha N2 huevos N2 hembras N2 huevos/hembra
1 16/12/05 1.600.000 4 400.000
2 31/01/06 7.200.000 19 379.000
3 14/11/06 4.700.000 7 671.000
4 26/01/07 4.700.000 12 392.000
5 27/01/07 5.500.000 9 611.000
6 28/06/07 1.900.000 6 317.000
7 24/01/08 7.400.000 14 529.000
8 13/11/08 5.200.000 8 650.000

Numero medio de huevos emitidos por hembra:
494.000+139.000




Resultados

5.3.3 CULTIVO LARVARIO

Una vez recolectados los huevos, después de contados y medidos, se
distribuyeron en los tanques de cultivo a una densidad inicial de 5-10 huevos/ml. El

tamafio medio de los huevos de V. pullastra esta entre 65y 75 um.

Aproximadamente 30 h después del desove, las larvas llegan a la fase de larva D
veliger, llamada asi por su caracteristica forma en D de las valvas de la concha. En este
momento las larvas que tienen un tamafo en torno a 100-105 pm, ya se empiezan a
alimentar con fitoplancton. El porcentaje de transformacién de huevo a larva D varid

entre el 74 y el 94%, obteniéndose una media en todos los cultivos del 84%.

Los tanques empleados para el
cultivo de larvas de V. pullastra eran
troncocdnicos con una capacidad de 500 |
(Figura 5.13). Se llenaban con agua de
mar filtrada por filtros de arena, filtros de
cartucho de 1 um vy, finalmente, por un
sistema de luz ultravioleta. El agua se
calentaba a una temperatura de 18+12Cy
en los tanques se colocaban unos
termostatos para mantener la
temperatura en los meses de invierno, ya
que la sala no estaba acondicionada. En el

centro de los tanques se adaptaba una

varilla de cristal o metacrilato que

FIGURA 5.13: Tanque de cultivo larvario.

permitia la aireacion de los cultivos.
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El protocolo de cultivo realizado era: cambio
total de agua cada dos dias. Para ello se situaban
debajo del desaglie, como se observa en la figura
5.14, una serie de tamices de menor a mayor luz de
malla, colocando al final una bandeja para permitir
que las larvas se mantuvieran en agua. La luz de malla
de los distintos tamices fue aumentando a medida
que avanzaron los dias de cultivo y nos permitia ir
separando por tamanos las larvas, a la vez que se

vaciaba el tanque.

FIGURA 5.14: Vaciado del tanque de larvas.

Una vez vaciado el tanque se lavaban las larvas retenidas en los distintos
tamices, se observaban al microscopio para ver su estado, se contaban y se cogian
muestras para hacer una medicién posterior de la longitud de la concha para estudiar

su crecimiento (Figura 5.15).

FIGURA 5.15: Operaciones de tamizado, limpieza y observacién al microscopio de las larvas.

La dieta suministrada a las larvas estaba compuesta desde el primer dia por las
microalgas flageladas T. suecica, I. galbana, P. lutheri y la diatomea C. calcitrans,
cultivadas en matraces de 6 y 10 I. La dieta se suministraba con periodicidad diaria,
comenzando la alimentacién desde la larva D con una raciéon de 40 células/ul,

aumentandola segun las necesidades del cultivo hasta 80 células/pl. Las microalgas I.
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galbana, P. lutheriy C. calcitrans se suministraban en igual proporcion. De la especie T.
suecica se suministraba diez veces menos numero de células que de las otras, debido a

gue ésta es mucho mayor que el del resto de especies utilizadas.

Entre los dias 16 y 18 desde el inicio del cultivo, las larvas de mayor tamafio
guedaban ya retenidas en el tamiz de 150 um y se empezaban a observar las primeras
larvas pediveliger. A partir de este momento, se podia ver ya como las larvas tendian a
fijarse en las paredes y fondo del tanque, por lo que era necesario chorrearlo
cuidadosamente para despegarlas cada vez que se vaciaba el tanque. En torno a los 20
dias de cultivo la mayoria de las larvas quedaban retenidas en el tamiz de 170 um,
presentaban ya el pie completamente desarrollado y el velo todavia funcional, aunque
se podian observar todavia algunas larvas nadando y otras ya con las branquias
desarrolladas. En este momento finalizaba el cultivo larvario y comenzaba el cultivo

postlarvario.

Durante el cultivo larvario el crecimiento en longitud de V. pullastra se ajusto a
un crecimiento lineal, con un crecimiento diario de 7,65 um/dia (Figura 5.16). Las
larvas cuando se ponian a fijar rondaban entre los 210-250 um. La supervivencia desde
larva D hasta larva pediveliger oscilé entre el 87 y el 19%, obteniéndose una media del

56% de supervivencia en esta fase.

Larva
pediveliger

300 -

Larva umbonada

250 = Q

200 - Larva D

150

Longitud (um)

100
: y=7,6533x+ 73,204
50 = R%2=0,785
CULTIVO LARVARIO
0 = - = .
0 5 10 15 i 20
Dias

FIGURA 5.16: Crecimiento en longitud de V. pullastra durante el cultivo larvario.
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|5.3.4 CULTIVO POSTLARVARIO

Para realizar la fijacién y metamorfosis las larvas se colocaban dentro de los
tanques en cilindros con fondo de malla de 150 um (Figura 5.17). Para su alimentacidn
se usé la misma dieta de microalgas utilizada durante el cultivo larvario a una racién
inicial de 80 células/ul, que se fue incrementando segln las necesidades del cultivo.
Cada dos dias se vaciaban los tanques de cultivo y se chorreaban con agua las

postlarvas. Una vez a la semana se tamizaban y se median para estudiar su

crecimiento.

FIGURA 5.17: Cilindros para la fijacién y metamorfosis de las larvas.

En los cilindros con fondo de malla las larvas pediveliger, con unos 20 dias de
vida, completaban la metamorfosis. En torno al dia 22-25, desde el inicio del cultivo,
las postlarvas ya estaban todas transformadas y presentaban una talla entre 300-350
pm. Se mantenian en el mismo sistema hasta los 35-40 dias del inicio del cultivo,
momento en el cual ya quedaban retenidas en el tamiz de 300-400 um y ya se
consideraba semilla. En la figura 5.18 se muestra el crecimiento en longitud de V.

pullastra durante el cultivo postlarvario.

Durante esta fase de cultivo la supervivencia media fue del 48%, oscilando

entre el 89% en el mejor de los casos y el 9% en el peor.
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Desde el inicio del cultivo hasta que las postlarvas tenian 40 dias de vida, la

supervivencia media de todos los cultivos fue del 29%, obteniéndose en el peor de los

casos un 5% de supervivencia y en el mejor un 78%.
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FIGURA 5.18: Crecimiento en longitud de V. pullastra durante el cultivo postlarvario.

5.3.5 CULTIVO DE SEMILLA

La semilla que ya quedaba retenida en tamices de 300-400 um de luz de malla,

se trasladaba a unos tanques de mayor volumen donde se podian colocar varios

contenedores (Figura 5.19). Presentaba ya una talla en torno a 600-700 pum.

Los tanques que se
utilizaron para el cultivo de semilla
en criadero fueron de 1.500 I, que
se llenaban con agua de mar
filtrada con filtros de arena. La
temperatura del agua de cultivo
entre los 17-18°C

oscild en

invierno y los 19-209C en verano.

FIGURA 5.19: Tanques para el cultivo de semilla en criadero.
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La semilla se colocé en cilindros con una luz de malla ligeramente inferior a su
tamanio, facilitando su limpieza y evitando su pérdida. En estos cilindros se provocaba
un flujo de agua descendente con un sistema “airlift”. La alimentacién fue diaria,
compuesta de una mezcla de distintas microalgas cultivada en bolsas: T. suecica, |.
galbana y P. lutheri dentro de las flageladas, y C. calcitrans, S. costatum y P.

tricornutum dentro de las diatomeas.

A los 3 meses del inicio del cultivo la semilla ya quedaba retenida en los tamices
de malla de 1 a 3 mm, con una talla entre 2,5y 5,5 mm. A los 5 meses, toda la semilla
superaba la malla de 3 mm y continuaba su cultivo en el medio natural. La

supervivencia en esta fase de cultivo fue entre el 30 y el 50 %.

En la figura 5.20 se muestra el crecimiento en longitud de la semilla de V.
pullastra durante su cultivo en criadero, desde el cultivo postlarvario hasta el cultivo

en el medio natural.
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FIGURA 5.20: Crecimiento en longitud de semilla de V. pullastra.



5.3.6 OPTIMIZACION DEL CULTIVO. RELACION DE LA CALIDAD DE LAS PUESTAS CON LOS
REPRODUCTORES

En estas experiencias se tratd de relacionar los reproductores con la calidad de
las puestas, es decir, se queria ver si existia alguna época del afio en la que los
reproductores estaban en unas condiciones 6ptimas que se tradujesen en unos buenos
resultados en los cultivos y también si los reproductores procedentes de alguna zona
son mas idéneos que los de otras. En los siguientes apartados se relacionan los datos
obtenidos del estudio de los reproductores a su llegada al Centro y la obtencién de
desoves. Los desoves que se citan se obtuvieron desde la llegada al Centro de los
reproductores y los 5 dias posteriores. En el caso de aquellos desoves en los que no se

ha podido recoger los huevos, se presenta el nimero de larvas D obtenidas.

5.3.6.1 INDICES DE CONDICION DE LOS REPRODUCTORES

En la tabla V.3 se muestran los indices de Condicién de los reproductores de

diferentes procedencias en las distintas estaciones y los desoves obtenidos.

Aunque los datos del indice de Condicién difieren entre los distintos lotes de
reproductores, en general se encuentra que siguen una tendencia similar a la

observada en el estudio del ciclo reproductivo del capitulo I.

Los valores mas altos del indice de Condicién gonadal (ICG) se dan en los meses
de otono. Los valores oscilaron entre 7,69 en los reproductores de Vilaxoan y 4,44 en

los de Camarifias.

En invierno se dieron los valores mas bajos del ICG, oscilando entre 4,94 en los

reproductores de Cangas 1y 2,36 de los reproductores de Vilaxoan 1.

En primavera los valores del ICG son algo mas altos que los del invierno y mas
bajos que los del verano. En primavera los valores oscilaron entre 5,82 de Vilaxoan 2 y

2,92 de Vilaxoan 1y en verano entre 6,52 de Barallobre y 3,96 de Vilaxoan.



TABLA V.3: Talla media, indice de Condicién gonadal (ICG) y visceral (ICV) de cada uno de los

lotes de reproductores de V. pullastra y los desoves obtenidos.

,'g——;igrg_i: oToNO Desoves
Poblacién Talla ICG Icv N2 huevos ' N2larvas D
Barallobre (2006) | 3g328+242 4,71 17,08 32 mill 30 mill
Vilaxoan (2007) 39,44+2,96 7,69 20,29 6 mill
Cangas 1 (2007) 37,99+3,28 6,87 17,36
Cangas 2 (2008) 40,48+2,19 4,91 13,91 12,3 mill 11 mill
Camarifias (2008) | 4710+2,81 4,44 13,55 11,3 mill
O Barqueiro (2007) | 4037+1,71 6,13 16,49 10,4 mill 8,3 mill
% INVIERNO
Poblacién Talla ICG Icv N2 huevos ' N2 larvas D
Barallobre (2006) 35,82 +4,23 4,41 14,80 8,2 mill 6 mill
Vilaxoan 1 (2006) | 3804 +2,50 2,36 11,74 25 mill
Vilaxodn 2 (2007) | 3643 +1,51 3,75 12,30 6,3 mill 4,7 mill
Cangas 1 (2008) 39,05 +3,17 4,94 14,95 1,8 mill
Cangas 2 (2009) 38,48 + 1,67 3,50 10,50 6,4 mill
Camarifias (2007) | 47 44+916 2,69 11,53 6,7 mill 5,5 mill
O Barqueiro (2008) | 41 44+ 1,77 3,93 13,38 7 mill 6,2 mill
PRIMAVERA
Poblacién Talla ICG Icv N2 huevos ' N2 larvas D
Barallobre (2008) ' 3g 551423 3,41 14,95 1,5 mill
Vilaxoan 1 (2006) | 3988+221 2,92 9,05 14,3 mill 13 mill
Vilaxoan 2 (2007) | 3537+1,77 5,82 18,22
Cangas (2007) 35,47 +2,73 5,01 17,36 7,9 mill
VERANO
Poblacién Talla ICG Icv N2 huevos |, N2larvas D
Barallobre (2007) | 3757 +228 6,52 20,58 2,3 mill 2 mill
Vilaxoan (2008) 37,21+1,26 3,96 15,68 3,8 mill
Cangas (2007) 39,74 +2,53 5,98 17,27 2,3 mill
Camariiias (2008) 39,90 + 2,25 4,31 16,85

Los valores del indice de Condicidn visceral presentan la misma evolucién a lo
largo de las estaciones que el indice de Condicién gonadal, con maximos en los meses

de verano y otono, y minimos durante el invierno.



Del andlisis estadistico de los resultados se deduce que hay diferencias
estacionales en los indices de Condicidn al 95% de confianza, con valores altos en
verano-otofio y bajos en invierno-primavera. Esta oscilaciéon de valores a lo largo del
afio ocurre igual en todas las poblaciones, por lo que no hay diferencias poblacionales,

al 95% de confianza, en los valores del indice de Condicidn.

En cuanto a la relacién de los desoves con los indices de Condicién gonadal y
visceral, del andlisis estadistico de los resultados se concluye que, no existe ninguna
relacién entre los indices de Condicién de los lotes de reproductores y el nimero de

huevos o larvas D obtenidos a partir de éstos.

Asi, en otofio se obtuvo un desove de 32 millones de huevos de los
reproductores de Barallobre que tenian un 4,71 de ICG y 6 millones de larvas D de los

reproductores de Vilaxodn con un ICG de 7,69.

En invierno, de los reproductores de Vilaxoan 1 con un ICG de 2,36 se
obtuvieron 25 millones de larvas D, mientras que de los reproductores de Camarifias

con un valor similar en el ICG (2,69) sélo se obtuvieron 5,5 millones de larvas D.
Los indices de Condicién de los reproductores son diferentes segutn la época del
afio, no difieren entre localidades y no dan informacidn sobre la cantidad de desove de

los mismos.

5.3.6.2 COMPOSICION BIOQUIMICA DE LOS REPRODUCTORES

La composicion bioquimica de los distintos lotes de progenitores de V. pullastra
utilizados en el criadero en las distintas estaciones tiene, en todas las poblaciones, una
evoluciéon similar. En la figura 5.21 se muestra la evolucion de los distintos

componentes en cada una de las estaciones del afio.

En los meses de verano y otofio se observan los valores mas altos de contenido

de carbohidratos vy lipidos en génada, coincidiendo con un valor alto en el ICG En los



meses de invierno y primavera es cuando los progenitores presentan mayor cantidad
de proteinas en goénada y menor de carbohidratos y lipidos. Estos valores en la
composicidon bioquimica de los distintos lotes de progenitores, se asemejan a los

encontrados en el estudio del ciclo reproductivo del capitulo I.
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FIGURA 5.21: Valor medio y desviacion tipica de la cantidad de carbohidratos, lipidos y proteinas (en
mg/g peso seco) y del ICG (en %) en los distintos lotes de reproductores de V. pullastra.

El anadlisis estadistico de los resultados muestra que hay diferencias
estacionales en la composiciéon bioquimica de los reproductores, pero ésta varia de
igual forma en las distintas localidades, por lo que no hay diferencias poblacionales en

la variacion de los componentes bioguimicos mayoritarios de los reproductores.

La composicion bioquimica mayoritaria de los distintos lotes de reproductores
utilizados no tiene relacién con la cantidad de desove obtenido a partir de éstos (Tabla
V.4). Asi, los desoves mas abundantes fueron los de Barallobre de otofio y Vilaxoan 1
de invierno. El primero, con 32 millones de huevos, se obtuvo con unos progenitores
que tenian 215 mg/g peso seco de carbohidratos en génada y el segundo, de 25
millones de larvas D, con unos progenitores con 48 mg/g peso seco de carbohidratos
en goénada. La mayor cantidad de lipidos en goénada se corresponde con los

progenitores de invierno de Cangas 1, de los que sélo se obtuvo un desove de 1,8



millones. En otofio, con la mitad de lipidos en génada (110,40 mg/g peso seco), se

obtuvo un desove de 11,3 millones de los progenitores de Camarifias.

TABLA V.4: Composicion bioquimica en mg/g peso seco de los reproductores de V. pullastra utilizados
en el criadero y la cantidad de desove recogido en cada uno de ellos.

Carbohidratos Lipidos Proteinas
Vianda Vianda Vianda
Godnada menos Gonada menos Gonada menos
gonada gonada gonada Desoves
f:» 3 oToNo N2 huevos ' N2 larvas D
Barallobre (2006) | 71516 9295 14470 61,03 30339 37895 | 32mill | 30mill
Vilaxoan (2007) | 783 7 137,38 164,60 66,03 222,06 389,94 C 6 mill
Cangas 1 (2007) 249,97 94,88 203,55 71,24 234,07 396,34 !
Cangas2(2008) | 190,11 8845 136,64 67,38 15957 21928 123 mill | 11 mill
Camarifias (2008) | 5 77 65,71 110,40 58,22 179,34 296,45 ' 11,3 mill
O Barqueiro (2007) g3 9 102,68 158,68 59,23 2369 404,75 @ 10,4mill | 8,3 mill
%%@ INVIERNO
Barallobre (2006) | 10983 68,86 137,20 62,13 292,71 305,97 82mil : 6mill
Vilaxoén 1 (2006) | 47,85 35,33 133,82 87,09 38547 392,10 L 25 mill
Vilaxoan 2 (2007) . 70,81 48,35 132,93 63,78 344,06 383,46 6,3 mill 4,7 mill
Cangas1(2008) | 15719 73,00 210,44 67,48 25570 410,56 b 1,8 mill
Cangas 2(2009) = 130,02 63,69 162,56 60,67 207,80 246,57 6,4 mill
Camarifias (2007) | g5 10 38,25 146,19 64,99 369,23 404,35 6,7 mill | 5,5mill
OBarqueiro (2008) 18433 67,00 136,62 6441 297,01 409,53 7mill i 6,2 mill
PRIMAVERA
Barallobre (2008) | g9 7 30,04 91,38 67,63 350,51 409,12 ' 1,5 mill
Vilaxoan 1(2006) | gg 06 64,09 96,37 6321 413,19 416,81 | 143 mill | 13 mill
Vilaxodn 2 (2007) | 167,03 97,18 146,90 90,22 288,73 320,42
Cangas (2007) 189,02 108,68 121,90 74,1 272,58 364,1 b 7,9 mill
VERANO
Barallobre (2007) | 17969 124,53 150,49 60,04 24816 23432 | 23mill | 2mil
Vilaxoan (2008) | 70g 98 92,88 105,46 59,62 24433 315,56 3,8 mill
Cangas (2007) 302,98 118,34 183,75 71,72 19566 367,21 L 2,3 mill

Camarifias (2008) | 570,01 91,75 114,69 53,04 24854 382,84

En el andlisis estadistico de los resultados se observa que no hay correlacién
entre los valores de carbohidratos, lipidos y proteinas y la cantidad de desove obtenido

de cada lote de reproductores.



La composicion bioquimica de los progenitores varia de igual forma a lo largo
del afno en las distintas localizaciones y ninguno de los componentes esta relacionado

con la cantidad de desove de los mismos.

5.3.6.3 ESTADIO GAMETOGENICO DE LOS REPRODUCTORES

En la tabla V.5 se muestra el porcentaje de individuos en cada estadio
gametogénico en los diferentes lotes de V. pullastra usados como reproductores en las

distintas estaciones.

Aunque esta especie presenta ovocitos maduros a lo largo del afio, existe un
periodo donde el porcentaje de individuos en estadio E3, de madurez y puesta, es mas
elevado o esta presente en la mayoria de la poblacién. Asi, en el invierno y primavera
la mayoria de la poblacion en los distintos lotes de reproductores se encuentra en
estadio E3, aunque también se encuentra parte de la poblaciéon en estadio E2, de
gametogénesis avanzada. En verano y otofio presentan mds individuos en el estadio

E4, de renovacién gonadal y en E1, de inicio de la gametogénesis.

Como se vio en el estudio del ciclo reproductivo del capitulo I, ademas del
amplio periodo de madurez y puesta, esta especie presenta foliculos en distintos
estadios dentro de un mismo individuo y heterogeneidad de estadios dentro de un
mismo lote. Esto permite que, en lotes de reproductores con pequefio porcentaje de
individuos en estadio E3 de madurez, se puedan obtener igualmente desoves
abundantes. Asi, en otofio se recoge un desove de 30 millones de la poblacién de
Barallobre, en la que sélo habia un 7% de individuos en el estadio E3 de madurez, y 8
millones de la poblacion de O Barqueiro, con ninguno de los individuos maduros. En
invierno se obtiene un desove de 25 millones de la poblacién Vilaxodn 1 en la que ya
habia un 30% de individuos en renovacidon gonadal. En verano se obtienen 3,8 y 2,3
millones de las poblaciones de Vilaxodn y Cangas en las que ninguno de los individuos

estaba en madurez.



Porcentaje de individuos en cada estadio gametogénico. E1: Inicio de la gametogénesis; E2:
Gametogénesis avanzada; E3: Madurez y puesta y E4: Renovacion gonadal.

¥y otofo
Poblacion E1 E2 E3 E4 N2huevos N2larvasD
Barallobre (2006) ' 479 33% 7% 13% 32mill 30 mill
Vilaxoan (2007) 439 36% 14% 7% 6 mill
Cangas 1 (2007) 62% 23% 15%

Cangas 2(2008)  14% 29% 14% 43% 12,3 mill 11 mill

Camarifias (2008) 509, 8% 17% 25% 11,3 mill
O Barqueiro (2007) 479 539 10,4 mill 8,3 mill
gtse INVIERNO
Poblacion E1 E2 E3 E4 N2huevos N2larvasD
Barallobre (2006) 27% 73% g2mil 6 mill
Vilaxoan 1 (2006) 70% 30% 25 mill
Vilaxoan 2 (2007) 55% 45% 6,3 mill 4,7 mill
Cangas1(2008) 139 53% 33% 1,8 mill
Cangas 2(2009) | 149% 71% 14% 6,4 mill
Camarifias (2007) 449 50% 6% 6,7 mill 5,5 mill
O Barqueiro (2008) 99, 43% 14% 14% 7mill 6,2 mill

« PRIMAVERA

Poblacion E1 E2 E3 g4 |N2huevos N2 larvas D
Barallobre (2008) ;09 3809 1,5 mill
Vilaxoan 1 (2006) 100% 14,3 mill 13 mill
Vilaxoan 2 (2007) 88% 13%

Cangas (2007) 79 20% 33% 40% 7,9 mill
VERANO
Poblacion E1 E2 E3 E4 N2huevos N2larvasD
Barallobre (2007) 329, 39% 6% 33% 2,3mill 2 mill
Vilaxoan (2008) ' gey, 14% 3,8 mill
Cangas (2007)  g79% 27% 7% 2,3 mill

Camarifias (2008) >89 17% 11% 44%



Después de la observacién por histologia del estadio gametogénico de los
distintos lotes de reproductores utilizando la escala descrita en el capitulo |, se observa
que independientemente del estadio presente en la mayor parte del lote, se

obtuvieron desoves de V. pullastra a lo largo de todo el aino.

5.3.6.4 CRECIMIENTO DE LOS DESARROLLOS LARVARIOS Y POSTLARVARIOS

En la figura 5.22 se representa el crecimiento en longitud de los distintos

desarrollos larvarios estudiados.

400 @ Vilaxoan-otofio M vilaxoan 1-invierno A Vilaxodn 2-invierno X Vilaxoan-verano
X Vilaxoan 1-primavera ® Barallobre-otofio + Barallobre-invierno = Barallobre-verano
350 Barallobre-primavera @ Cangas 2-otofio M Cangas 1-invierno Cangas 2-invierno
> Cangas-primavera X Cangas-verano Camarifias-otofio -+ Camarifias-invierno
300 O Barqueiro-otofio O Barqueiro-invierno

dias

FIGURA 5.22: Crecimiento en longitud (en um) durante el desarrollo larvario de V. pullastra.

El crecimiento larvario siguié un modelo lineal con un coeficiente de ajuste (R?)
superior a 0,92. El crecimiento diario en longitud durante el cultivo larvario oscilé entre
10,88 um/dia en el desove de Cangas de verano y 4,85 um/dia en el desove de

Barallobre invierno. La media para todos los cultivos fue de 8,38 um/dia.

Comparando las distintas poblaciones, en las tres que se obtuvieron desoves en
todas las estaciones, los resultados de crecimiento en la de Cangas fueron superiores a
los de Vilaxodn y Barallobre (Tabla V.6). En la primera, las tasas de crecimiento diario

oscilaron entre un valor de 10,88 en el cultivo de verano y 7,12 en el de primavera. En



Vilaxoan la tasa mas alta fue de 9,38 en verano y la mas baja de 6,20 en otofio. En la
poblacién de Barallobre, aunque se obtuvieron tasas altas en los cultivos de otofio y
verano (10,30 y 10,08), se obtuvo en invierno un cultivo con una tasa de crecimiento

baja de 4,85.

Entre las distintas estaciones, en otofio e invierno se obtuvieron desarrollos
larvarios con tasas de crecimiento muy variables, entre 4,85 y 10,74, mientras que en

verano las tasas de crecimiento fueron superiores a un valor de 9,38.

TABLA V.6: Rectas de regresion y coeficiente de regresion de los cultivos larvarios de V. pullastra.

Puesta Recta de Regresion Coeficiente de Regresion
Barallobre (2006) y=10,3030x + 73,027 0,9910
Vilaxoan (2007) y=6,2086x + 84,259 0,9403
'g Cangas 2 (2008) y=9,2580x + 70,272 0,9812
© Camarifias (2008) y=6,2883x + 84,927 0,9576
O Barqueiro (2007) y=8,4295x + 72,487 0,9923
Barallobre (2006) y=4,8573x + 79,556 0,9386
Vilaxodn 1 (2006) y=7,9942x + 60,461 0,9445
o Vilaxoan 2 (2007) y=7,2916x + 68,902 0,9200
g Cangas 1 (2008) y=10,5360x + 72,029 0,9985
E Cangas 2 (2009) y=7,3436x + 72,624 0,9237
Camarifias (2007) y=7,1731x + 70,078 0,9389
O Barqueiro (2008) y=10,742x + 61,179 0,9578
© Barallobre (2008) y=9,6808x + 90,287 0,9753
% Vilaxoan 1 (2006) y=7,4742x + 81,313 0,9493
§ Cangas (2007) y=7,1288x + 69,879 0,9362
Barallobre (2007) y=10,0830x + 77,696 0,9987
g Vilaxoan (2008) y=9,3823x + 81,138 0,9984
g Cangas (2007) y=10,8800x + 74,228 0,9812

En la figura 5.23 se representa el crecimiento en longitud en los distintos

estudiados.



1.000 @ Vilaxoan-otofio M Vilaxodn 1-invierno A Vilaxodn 2-invierno X Vilaxoan-verano

X Vilaxodan 1-primavera ® Barallobre-otofio + Barallobre-invierno = Barallobre-verano

900 Barallobre-primavera #® Cangas 2-otofio M Cangas 1-invierno Cangas 2-invierno
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FIGURA 5.23: Crecimiento en longitud (en um) durante el desarrollo postlarvario de V. pullastra.

TABLA V.7: Curvas de ajuste y coeficiente de regresién de los cultivos postlarvarios de V. pullastra.

Puesta Curvas de ajuste Coeficiente de Regresion

Barallobre (2006) y= 88,319e”%°"> 0,9998
Vilaxoan (2007) y=50,294e"%> 0,9984

'g Cangas 2 (2008) y= 82,5499 0,9871
© | Ccamarifias (2008) y= 77,145e%°%°> 0,9969
O Barqueiro (2007) y= 24,060e”%% 0,9932
Barallobre (2006) y=48,548%%71% 0,9711
Vilaxoan 1 (2006) y= 87,185e”%V% 0,9899
Vilaxoén 2 (2007) y= 46,3537 0,9981

§ Cangas 1 (2008) y=99,121e%%% 0,9744
2 | Ccangas2 (2009) V= 48,16262072" 0,0827
Camarifias (2007) y=13,909¢%% 0,9969

O Barqueiro (2008) y=97,902e%%4% 0,9303

o Barallobre (2008) y= 122,460e%%4*" 0,9889
% Vilaxoan 1 (2006) y= 65,7222 0,8827
§ Cangas (2007) y=42,897e%7%% 0,9322
Barallobre (2007) y= 136,130e%%* 0,9998

§ Vilaxoan (2008) y=103,540e%%** 0,9984
= Cangas (2007) y=127,870e%%** 0,9999



El cultivo postlarvario siguio un modelo de crecimiento exponencial con un

coeficiente de ajuste (R?) superior a 0,88 (Tabla V.7).

Las larvas que llegaron a la fijacion hacia los 19-20 dias con una talla en torno a
210-250 pm, durante el cultivo postlarvario alcanzaron a los 38 dias una talla entre
500-800 um. A medida que las larvas aumentaron de tamafio, aumentd la dispersién

de tallas dentro de cada cultivo.

Los cultivos con mayores crecimientos fueron los de Barallobre otoio y Cangas
primavera que a los 38 dias de cultivo alcanzaron una talla en torno a 750-800 um. Los
peores cultivos en cuanto crecimiento fueron los de Vilaxoan otofio, Barallobre
invierno y Barqueiro invierno, que a los mismos dias de cultivo sélo alcanzaron una

talla entre 500-550 um.

5.3.6.5 SUPERVIVENCIA DE LOS DESARROLLOS LARVARIOS Y POSTLARVARIOS

En la tabla V.8 se muestran los resultados de supervivencia de los desoves

obtenidos en distintas épocas del afio de los reproductores de distintas localidades.

La supervivencia desde larva D hasta larva pediveliger (supervivencia larvaria)
oscilo entre el 87% en el cultivo de Barallobre de otofio y el 19% en el de Cangas 1 de
invierno, obteniéndose una media en todos los cultivos del 56% de supervivencia en

esta fase.

Durante el cultivo postlarvario la supervivencia media desde la fijacidén (larva
pediveliger) hasta la postlarva de 38-40 dias de cultivo fue del 49%, oscilando entre
89% en el cultivo de otono procedente de los reproductores de Barallobre y 9% en el

de otoiio de los reproductores de Cangas 2.

Desde el inicio del cultivo (larva D) hasta que la semilla tenia 38-40 dias de vida,
la supervivencia media de todos los cultivos fue del 29%, obteniéndose en el peor

cultivo un 5% de supervivencia y en el mejor un 78%.



Numero de larvas D, supervivencia larvaria, postlarvaria y total de cada desove de
V. pullastra en las distintas estaciones.

&4y oTofio
Procedencia N larvas D Supervivencia Supervivencia Supervivencia

larvaria postlarvaria total

Barallobre (2006) 30.000.000 87% 89% 78%
Vilaxoan (2007) 6.000.000 67% 17% 12%
Cangas 2 (2008) 11.000.000 50% 9% 5%
Camariiias (2008) 11.300.000 38% 33% 10%
O Barqueiro (2007) 8.300.000 24% 27% 7%

Procedencia Ne larvas D Supervivencia Supervivencia Supervivencia
larvaria postlarvaria total
Barallobre (2006) 6.000.000 41% 44% 18%
Vilaxoan 1 (2006) 25.000.000 36% 18% 7%
Vilaxoan 2 (2007) 4.700.000 69% 40% 27%
Cangas 1 (2008) 1.800.000 19% 61% 12%
Cangas 2 (2009) 6.400.000 73% 73% 54%
Camarifias (2007) 5.500.000 33% 36% 12%
O Barqueiro (2008) 6.200.000 64% 41% 27%
PRIMAVERA
Procedencia Ne larvas D Supervivencia Supervivencia Supervivencia
larvaria postlarvaria total
Barallobre (2008) 1.500.000 86% 76% 66%
Vilaxoan 1 (2006) 13.000.000 69% 83% 58%
Cangas (2007) 7.900.000 33% 64% 20%
VERANO
Procedencia N larvas D Supervivencia Supervivencia Supervivencia
larvaria postlarvaria total
Barallobre (2007) 2.000.000 57% 78% 45%
Vilaxoan (2008) 3.800.000 64% 45% 29%
Cangas (2007) 2.300.000 83% 44% 37%

Teniendo en cuenta que la supervivencia media desde el inicio del cultivo (larva
D) hasta el final del cultivo postlarvario (aproximadamente 40 dias) fue en torno al
29%, en la poblacion de Barallobre se obtuvieron los mejores resultados de
supervivencia, pues de los 4 desoves estudiados, tres de ellos superaron la

supervivencia total media (78, 66 y 45%). Por el contrario, en ninguno de los desoves



obtenidos de las poblaciones de Camarifias y O Barqueiro, la supervivencia superé el

30%.

Aunque se obtuvieron mejores resultados en los desoves obtenidos de los
reproductores de Barallobre, el andlisis estadistico de los datos no reveld ninguna

relacidn en la supervivencia de los desoves y la procedencia de los lotes.

En cuanto a la relacién entre los desoves obtenidos y la estacion del afio, se
observa que el numero de larvas D es mayor al 95% de confianza en otofo que en
verano (Tabla V.9). En otoio se obtuvieron desoves de entre 6 y 30 millones de larvas
D, mientras que en el verano el mas abundante fue de sdlo 3,8 millones de larvas. En
las estaciones de invierno y primavera el tamafio de los distintos desoves fue muy

variable, entre 1,8 y 25 millones en invierno y 1,5 y 13 millones en primavera.

En relacion a las supervivencias obtenidas en las distintas estaciones del afio,
no hay diferencias significativas entre las supervivencias larvarias obtenidas, aunque la
supervivencia postlarvaria fue mayor al 95% de confianza en primavera que en

invierno (Tabla V.9).

En cuanto a la supervivencia total de los cultivos, desde el inicio hasta que la
semilla tenia 38-40 dias de vida, ésta fue menor (al 95% de confianza) en invierno, con

respecto a la primavera y el verano.

A pesar de que en otofio se obtuvo una supervivencia del 78% en el cultivo
procedente de los reproductores de Barallobre, el resto de los cultivos tuvieron una
supervivencia inferior al 12%. La mayoria de los cultivos de invierno, a excepcién del de

Cangas 2, tuvieron supervivencias finales inferiores a la media de todo el ano.

Los cultivos de primavera y verano tuvieron supervivencias mayores a los de

otofio e invierno, entre un 20 y un 66% en primavera y un 29 y un 45% en verano.



TABLA V.9: Niveles de significacion exacta (U de Mann-Whitney) en la comparacién del nimero de
larvas D y las supervivencias de los cultivos entre las distintas estaciones. Negrita: correlacion
significativa, * al 95% de confianza, n.s. no significativo.

Ne Larvas D Otoiio Invierno Primavera Verano
Otofio - 0,397 "* 1,000™* 0,038°
Invierno - - 0,721™* 0,192 "*
Primavera = = = 0,343"*
Verano - - - -
Sup. Larvaria Otoiio Invierno Primavera Verano
Otofio - 0,494 " 1,000 ™ 0,352
Invierno - - 0,327™ 0,061™*
Primavera - - - 0,686"*
Verano = = = =
Sup. Postlarvaria Otoio Invierno Primavera Verano
Otofio - 0,494 ™ 0,067 ™ 0,171
Invierno - - 0,003 * 0,158 "*
Primavera - - - 0,486 "™*
Verano - - - -
Sup. total Otoiio Invierno Primavera Verano
Otofio - 0,968 "™ 0,171 0,114"*
Invierno - - 0,018 * 0,012 *
Primavera - - - 0,886 "™
Verano = = = =

5.3.6.6 RELACION ENTRE LOS DESOVES Y LOS CULTIVOS

En la tabla V.10 se muestran los datos estadisticos de la correlaciéon de
Spearman entre el tamafio del desove (numero de huevos o larvas D), el tamano de los
huevos, el porcentaje de transformacién, la duracién de las distintas fases del cultivo,
el crecimiento (talla de larva D, larva pediveliger y postlarva) y la supervivencia del

cultivo larvario y postlarvario.



Coeficiente de correlacion de Spearman entre el tamafio del desove y la duracion,
crecimiento y supervivencia del cultivo larvario y postlarvario. N2 Hv: nimero de huevos; Talla Hv: talla
de los huevos; Sup Hv-Ld: porcentaje de transformacién a larva D; N2 Ld: nimero de larvas D; Talla Ld:

talla de la larva D; Dias Larv: duracion cultivo larvario; Sup Ld-Pv: supervivencia desde larva D a
pediveliger; Talla Pedivel: talla de pediveliger; Dias Postlarv: duracidn cultivo postlarvario; Sup Pv-PI:
supervivencia de pediveliger a postlarva; Talla Postlarv: talla postlarva.

Negrita: correlacion significativa, * al 95% de confianza, ** al 99% de confianza.

Ne Talla Sup Ne Talla Dias Sup Talla Dias Sup Talla
Hv Hv Hv-Ld Ld Ld Larv Ld-Pv Pedivel Postlarv Pv-PIl Postlarv
Ne = 0,071 0,216 1,000%*  -0,214 -0,436 0,190 -0,238 0,430 0,167 0,143
Hv
Talla - - 0,802*  -0,029 0,119 -0,138 -0,096 0,254 0,301  -0,003 -0,196
Hv
Sup = = = 0,216 -0,071 0,329 0,240 0,647 0,370  0,826*  -0,287
Hv-Ld
Ne - - - - -0,042 0,116 -0,276 -0,206 0,285 0,243 -0,129
Ld
Talla = = . = . 0,025 0,273 0,188 -0,022 0,022  -0,009
Ld
Dias - - - - - - -0,400* 0,008 0,195 0,309 0,004
Larv
Sup = = s = . = 5 0,021 -0,423* 0367 -0,325
Ld-Pv
Talla - - - - - - - - 0364 0,075  -0,199
Pedivel
Dias - - . - . - 5 . 5 -0,212  0,505**
Postlarv
Sup - - - - - - - - - - 0,241
Pv-PL
Talla _ _ _ _ _ _ _ _ - - -
Postlarv

No hay correlacién estadistica entre la cantidad de desove obtenido de un lote
de reproductores y la supervivencia del mismo. Asi, entre los desoves mas abundantes,
el de 30 millones de larvas D de Barallobre en otofio tuvo un 78% de supervivencia al
final del cultivo, mientras que el desove de 25 millones de larvas de Vilaxoan 1 de
invierno, tan soélo tuvo una supervivencia del 7%. Esta diferencia de supervivencias
también ocurrid en los desoves poco abundantes, ya que del desove de 1,8 millones de
Cangas 1 de invierno se consiguidé una supervivencia del 12% mientras que del desove

de 1,5 millones de Barallobre primavera se obtuvo una supervivencia del 66%.

La supervivencia larvaria y la postlarvaria tampoco estan relacionadas, una
buena supervivencia larvaria no implica buenos resultados en el cultivo postlarvario y
viceversa. Por ejemplo, en el desove de Cangas 2 de otofio se obtuvo una
supervivencia larvaria del 50% y una postlarvaria del 9%, por el contrario, en el desove
de Cangas 1 de invierno ocurrié lo contrario, con una supervivencia larvaria del 19% se

obtuvo una supervivencia postlarvaria del 61%.



El porcentaje de transformacion de huevo a larva D esta relacionada al 95% de
confianza con el tamafio de los huevos, por lo que a mayor tamafio de los huevos,

mayor supervivencia de éstos.

Por otro lado, cuanto menor tiempo dure el cultivo larvario, mayor sera la
supervivencia larvaria al 95% de confianza; y cuanto mayor sea la supervivencia

larvaria, menor durara el cultivo postlarvario.



Debido al amplio periodo de madurez y puesta, la asincronia folicular dentro de
un mismo individuo y a la heterogeneidad de estadios dentro de una poblacién, se
pueden obtener desoves de Venerupis pullastra a lo largo de todo el afio, a partir de
reproductores traidos del medio natural. En otras especies de venéridos de interés
comercial en Galicia, como la almeja fina (Ruditapes decussatus) y la almeja japonesa
(R. philippinarum), la obtencién de desove a partir de individuos procedentes del
medio natural esta restringida a los meses de primavera y verano, época de madurez
en el medio natural (Rodriguez Moscoso et al., 1992; Rodriguez Moscoso, 2000 y Ojea
et al., 2002 y 2005); con lo cual para ampliar sus periodos de puesta, a diferencia de V.
pullastra, es necesario realizar el acondicionamiento de reproductores en criadero

para obtener desoves fuera de su época natural.

En la almeja babosa se puede realizar el acondicionamiento de reproductores
con el fin de obtener varios desoves de un mismo lote. Los reproductores que desovan
a su llegada del medio natural, se pueden mantener acondicionados en el criadero y
obtener en un plazo de 20-30 dias mas puestas, no habiendo diferencias de calidad
entre los desoves obtenidos de los reproductores traidos del medio natural y los

acondicionados en el criadero.

La mayoria de lotes de reproductores de V. pullastra desovan a su llegada al
criadero, tras pasar 24 horas en frio y seco después de su extraccién, al ser de nuevo
introducidos en agua. En el caso de que no se produzca la puesta se pueden inducir los
reproductores mediante choques térmicos, con temperaturas del agua entre 12 y
202C, intercalando con periodos de desecacion. También en ocasiones, cuando se
mantienen los reproductores estabulados en el criadero, se pueden obtener desoves
de manera espontanea. No se encuentra diferencia en cuanto a la calidad de los
desoves y la supervivencia de los cultivos larvarios entre los desoves espontaneos y

los inducidos con choques térmicos.



La induccidn a la puesta con choques térmicos da resultados positivos en otras
especies de venéridos como R. decussatus (Ojea et al., 2008) y R. philippinarum
(Aranda et al., 2009), en las especies de solénidos Ensis siliqua y Solen marginatus
(Martinez Patifio, 2002) y en Donax trunculus (Louzan, 2008). En el solénido E. arcuatus
la estimulacién a la puesta es efectiva mediante la modificacidon del nivel del agua,
intercalando con periodos de desecacion (da Costa et al., 2008). Aunque la
estimulacion a la puesta se realiza satisfactoriamente en todas estas especies, de los
resultados obtenidos en el Centro de Cultivos, se puede afirmar que en V. pullastra, R.
philippinarum, D. trunculus, E. siliqua y E. arcuatus es mas facil conseguir resultados

positivos que en las especies R. decussatus y S. marginatus (datos sin publicar).

El nimero medio de huevos emitidos por hembra en V. pullastra calculado a
partir de diversas experiencias realizadas a lo largo del afio fue de 500.000 ovocitos,
coincidiendo con los resultados de Névoa (2007) en esta misma especie y en las
mismas instalaciones. En otros venéridos, en la especie R. decussatus Pérez Camacho
et al. (1977) encontraron que el numero medio de ovocitos por hembra era de 1
millén, aunque en el Centro de Cultivos la variabilidad de las puestas obtenidas fue
muy grande, oscilando entre valores de 0,36 y 1,9 millones de huevos por hembra
(Ojea et al., 2008). Helm et al. (2004) sefalan para la especie R. philippinarum una
fecundidad de entre 5 y 12 millones y Davis y Chanley (1956) para la especie Venus

mercenaria de entre 3,6 y 4,7 millones de huevos.

Debido al gran periodo de madurez y puesta y a la asincronia folicular que se
observa en la especie V. pullastra, la emision de gametos en el medio natural se
prolonga durante un periodo mas amplio de tiempo en relacion a las otras especies de
venéridos, en las que el periodo de madurez esta restringido a los meses de primavera
y verano. Esta emision de gametos mads continuada a lo largo del tiempo podria
explicar la menor cantidad de huevos emitidos por V. pullastra en relacién a las otras
especies. Aunque Pérez Camacho et al. (1977) encontraron que el nimero de ovocitos
emitidos por hembra, calculado en 25 ejemplares de V. pullastra, era de 2,3 millones,

muy superior a los resultados obtenidos en este trabajo.



El tamaiio medio de los huevos de V. pullastra es de 65-75 pm, similar al de
otras especies de almejas de interés comercial en Galicia, como R. decussatus y R.
philippinarum y mas pequefio que D. trunculus, E. siliqua, E. arcuatus y S. marginatus
(Martinez Patifio et al., 2008; Ojea et al., 2008; da Costa y Martinez Patifio, 2009;
Louzan et al., 2009; da Costa et al., 2010a y 2010b).

El porcentaje de transformacion medio desde huevo a larva D en V. pullastra
fue del 84%, coincidiendo con los resultados obtenidos por Pérez Camacho et al.
(1977) en esta misma especie. Este porcentaje de transformacién fue similar al
obtenido por da Costa (2009) en las especies de solénidos E. siliqua, E. arcuatus y Solen
marginatus. Sin embargo, en la especie R. decussatus, los porcentajes de

transformacidn obtenidos en las mismas instalaciones suelen ser inferiores.

En este trabajo se ha observado que en la especie V. pullastra, a mayor tamafio
de los huevos, mayor porcentaje de transformacion de éstos en larvas D. Kraeuter et
al. (1982) estudiando el venérido Mercenaria mercenaria y el pectinido Argopecten
irradians vieron que pequefias diferencias en el tamafio de los ovocitos pueden ser
importantes en la supervivencia larvaria, indicando que éstas podian reflejar cambios
en la cantidad de reservas bioquimicas almacenadas en el huevo. Asi, Bayne et al.
(1975) encontraron que individuos adultos de Mytilus edulis sometidos a estrés
nutricional producian ovocitos mas pequefios y con menor cantidad de proteinas y
lipidos que los producidos por adultos normales, afectando posteriormente al
crecimiento de los desarrollos larvarios. En el trabajo realizado con las especies M.
mercenaria y Crassostrea virginica, Gallager y Mann (1986) obtuvieron correlaciones
significativas entre el didmetro del huevo y el contenido lipidico, y entre éste y las

supervivencias hasta larva D y larva pediveliger.

El crecimiento de V. pullastra durante la fase larvaria se ajusta a un modelo
lineal, con un incremento diario medio de 7,65 um/dia, oscilando los resultados entre
4,85 y 10,88 um/dia. En esta misma especie y en las mismas condiciones de cultivo, en
un estudio realizado sobre la composicion de acidos grasos de diferentes desarrollos

larvarios, Novoa (2007) cita crecimientos de entre 11,45 um/dia para los desarrollos



mas rapidos y 7,42 um/dia para los desarrollos mas lentos. Pérez Camacho et al. (1977)
en una experiencia llevada a cabo con diferentes temperaturas de cultivo, vieron que
el crecimiento durante la fase larvaria era directamente proporcional a la temperatura,
hasta un maximo de 262C a partir de donde se ralentizaba el crecimiento y aumentaba
la mortalidad. A la misma temperatura de cultivo que la utilizada en este trabajo

(18+12C) el crecimiento obtenido por estos autores fue de 6,72 um/dia.

Este crecimiento lineal a lo largo de los desarrollos larvarios también se da en
otras especies de bivalvos: M. edulis (Bayne, 1965), Ostrea edulis (Roman, 1989), M.
galloprovincialis (Sedano, 1992), S. marginatus vy E. siliqua (Martinez Patifio, 2002) y E.

arcuatus (da Costa, 2009).

La fijacion vy finalizacién del cultivo larvario en V. pullastra ocurre hacia los 18-
20 dias desde la obtencion del desove, con una talla en torno a los 210-230 um. Los
resultados obtenidos en este trabajo, en cuanto a la duracién del cultivo larvario de V.
pullastra, son similares a los de Martinez Patifio et al. (2001) y Névoa (2007) en las
mismas condiciones de cultivo, y Pérez Camacho et al. (1977) y Fernandez Reiriz et al.

(2011) en otras instalaciones.

En la tabla V.11 se muestra una comparacion de los resultados de crecimiento
obtenidos en este trabajo en V. pullastra y en las distintas especies de bivalvos de
interés comercial en Galicia cultivados en el Centro de Cultivos Marifos de Ribadeo (R.
decussatus, R. philippinarum, E. siliqua, E. arcuatus, S. marginatus y D. trunculus). Estos
resultados se encuentran recopilados en los siguientes trabajos: Martinez Patifio et al.
(2001 y 2008), Martinez Patifio (2002), Névoa (2007), Louzan (2008), Ojea et al. (2008),
da Costa et al. (2008), Aranda et al. (2009), da Costa (2009), da Costa y Martinez Patifio
(2009) y da Costa et al. (2010a y 2010b).



Talla (en um) y tiempo de aparicion de las distintas fases de cultivo en V. pullastra y en el
resto de especies cultivadas en el Centro de Cultivos de Ribadeo.

Huevo Larva D Umbonada Pediveliger Postlarva
_ Cultivo larvario Fijacion y metamorfosis
Talla .Talla Talla Diasr Talla Dias Talla Dl'asw
V. pullastra 65-75 100-105 | 140-150 8 210-250 16-18 | 300-350 22-25
R. decussatus 65-75 95-100 130-150 8 200-220  25-27 | 260-330  35-40
R. phillippinarum 65-70 95-105 145-160 8 215-240  20-25 | 280-350 30-35
E. siliqua 75-95 120-140 | 200-210 5 240-270 10 360-400 14
E. arcuatus 70-90 110-125 | 160-200 7 250-310 14 330-380 20
S. marginatus 140-150 | 160-170 | 200-210 3 230-240 5-6 260-300 8-9
D. trunculus 75-80 105-110 | 160-170 8 200-250 20-25 | 200-300 30

En relacidn a otros bivalvos de interés comercial en Galicia cultivados en las
mismas condiciones en el Centro de Cultivos Marifios de Ribadeo, la fijacién vy
finalizacion del cultivo larvario en V. pullastra, ocurre mas tarde que en las especies
de solénidos E. arcuatus, E. siliqua y S. marginatus, y antes que R. decussatus, R.

philippinarum y D. trunculus.

Asi, en las especies de solénidos E. arcuatus, E. siliqua y S. marginatus, la
fijacién y metamorfosis tiene lugar hacia los dias 14, 10 y 6 desde el inicio del cultivo,
respectivamente, llegando a la fijacién con una talla superior a la del resto de los
venéridos. Entre éstos, aunque se llega a la fijacion a tallas similares, tendran que
pasar entre 20 y 25 dias en R. philippinarum y D. trunculus y de 25 a 27 dias en R.

decussatus.

La metamorfosis en V. pullastra finaliza 22-25 dias después del inicio del
cultivo, alcanzando las postlarvas una talla entre 300-350 um. En las especies R.
decussatus, R. philippinarum y D. trunculus el proceso de metamorfosis es mas lento,
teniendo que pasar mds de 30 dias para que las postlarvas estén transformadas, con
tallas inferiores a las de V. pullastra. En las especies de solénidos E. arcuatus, E. siliqua
y S. marginatus, la finalizacién de la metamorfosis tiene lugar, al igual que la

finalizacion del cultivo larvario, antes que en V. pullastra.



La supervivencia larvaria media en V. pullastra desde el inicio del cultivo
hasta la fijacion fue de un 56%. Comparandola con otras especies de bivalvos
cultivados en las mismas condiciones, esta supervivencia es similar a la encontrada en
S. marginatus, especie con desarrollo larvario mas corto, y superior a E. siliqua, E.
arcuatus, D. trunculus y R. decussatus (Martinez Patifio et al., 2008 y da Costa, 2009).
Los resultados de supervivencia obtenidos con la especie R. philippinarum en nuestras
instalaciones son muy variables, principalmente debido a que se realizaron escasas
experiencias, pero otros autores hablan de supervivencias parecidas a las obtenidas en

V. pullastra en este trabajo (Yan et al., 2006 y Zhang et al., 2006).

Desde el inicio del cultivo hasta el dia 40, momento en el que las postlarvas
quedaban retenidas en el tamiz de 300 um con una talla en torno a 500-600 um, la
supervivencia media de los cultivos de V. pullastra fue del 29%, con valores entre el 5y
el 78%. Estas supervivencias son superiores a las obtenidas en nuestras instalaciones
en R. decussatus y D. trunculus (Ojea et al., 2008 y Louzan et al., 2009), especies en las

gue a veces se produce la muerte de la totalidad del cultivo.

En cuanto a la calidad de los reproductores empleados en el criadero, los
indices de Condicion expresados en porcentaje de carne y génada con respecto a la
concha, no dan informacidon sobre el resultado de los desoves y el éxito de los
cultivos larvarios. Aunque estos indices son diferentes a lo largo del afio, mantienen la
misma tendencia en todos los lotes estudiados procedentes de poblaciones de
diferente origen. Asi, los valores mas altos del indice de Condicién gonadal se
encuentran en los meses de verano-otofio y no coinciden con la mayor cantidad de

desove obtenido ni con las mejores supervivencias de los desarrollos larvarios.

La composicion bioquimica de los lotes de reproductores de V. pullastra
utilizados en criadero no guarda relacion con la cantidad de desove obtenido de
éstos, ni con el posterior éxito en el cultivo larvario. Estos componentes varian de
igual forma a lo largo del afo en las distintas localizaciones. Asi, los valores del
contenido en carbohidratos y lipidos en génada son mas elevados en los meses de

verano y otofio coincidiendo con los valores mas altos del indice de Condicién gonadal.



En los meses de invierno y primavera es cuando los progenitores presentan los
mayores porcentajes de proteinas en génada y menores de carbohidratos y lipidos,

coincidiendo con los meses en los que se encuentra menor indice de Condicién.

En la especie V. pullastra, Joaquim et al. (2010), en un trabajo en el cual
pretendian definir criterios de calidad entre los reproductores y los ovocitos emitidos,
vieron que el contenido en proteinas de los ovocitos estaba asociado a la calidad
larvaria, lo mismo que observaron en C. gigas Massapina et al. (1999). La interaccién
encontrada en el estudio realizado por Massapina et al. (1999) para C. gigas entre el
indice de Condicién de los reproductores, la cantidad de lipidos y proteinas de los
ovocitos y el porcentaje de transformacion sugiere que, la supervivencia larvaria
depende altamente de la cantidad de lipidos totales aportados a los ovocitos por los
padres durante la vitelogénesis. Esta relacién entre los lipidos y el desarrollo larvario
en los primeros estadios también se encontré en M. edulis (Bayne et al., 1975) y

Pecten maximus (Dorange et al., 1989 y Le Pennec et al., 1990).

En relacion al indice de madurez de los lotes de reproductores, se observa que
independientemente del estadio presente en la mayor parte del lote, se obtuvieron
desoves de V. pullastra a lo largo de todo el afio. Durante el invierno y primavera el
porcentaje de individuos en estadio E3, de madurez y puesta, es mas elevado o esta
presente en la mayoria de la poblacién. En el verano y en el otofio, gracias a la
asincronia folicular dentro de un mismo individuo y la heterogeneidad de estadios
dentro de un mismo lote, en lotes de reproductores con pequefio porcentaje de
individuos en estadio E3, de madurez, se pueden obtener igualmente desoves

abundantes.

Esta presencia continuada de ovocitos maduros permite obtener desoves de
V. pullastra a lo largo de todo el afio, independientemente del indice de madurez

predominante en el lote de reproductores.

La variacién de los componentes bioquimicos, del indice de Condicién y del

porcentaje de individuos en madurez a lo largo del aifo en los distintos lotes de



reproductores utilizados en el criadero, coincide con lo observado en las poblaciones

de Camarifias y O Grove estudiadas en el capitulo | de esta tesis.

De los resultados obtenidos, se puede afirmar que la calidad de las puestas en
V. pullastra no estd relacionada con los valores del indice de Condicién, de la
composicion bioquimica y del indice de madurez de los distintos lotes de V. pullastra
usados como progenitores, ya que estos pardmetros no dan informacién de la

cantidad de desove que se puede obtener, ni del éxito de los desarrollos larvarios.

En cuanto a la procedencia de los reproductores, se obtuvieron mejores
resultados de supervivencia de los desarrollos larvarios con los reproductores
procedentes de Barallobre, Cofradia que extrae almeja en uno de los bancos naturales
mas productivos de V. pullastra, el de As Pias, en Ferrol. Sin embargo, del analisis
estadistico de los resultados no se observd que hubiera ninguna relacidon en la

supervivencia de los desoves y la procedencia de los lotes.

En otras especies de bivalvos el inicio y la duracién de la gametogénesis varian
dependiendo de la localizacién de la poblacidon. Estas diferencias en los ciclos
gonadales tienen que ser consideradas a la hora del cultivo en criadero (Lannan et al.,
1980 y Devauchelle y Mingant, 1991). Asi, en un estudio de acondicionamiento de R.
decussatus con dos poblaciones distintas de la Peninsula Ibérica, Matias et al. (2009)
encontraron que las del norte respondian mas favorablemente a la induccién a la
puesta que las del sur. En la especie C. gigas, Chavez Villalba et al. (2002), en el
acondicionamiento con distintas poblaciones de la costa de Francia, encontraron que
aquellas localizadas mas al norte presentaban mayor porcentaje de ovocitos maduros
que las del sur. En la especie V. pullastra las ligeras diferencias observadas, dentro de
una misma estacion entre las distintas poblaciones, no influyeron en la cantidad de
desove obtenido ni con el posterior éxito del desarrollo larvario, puesto que el indice
de Condicién, la composicion bioquimica y el porcentaje de individuos en madurez de

los distintos lotes de reproductores, no esta relacionado con la calidad de las puestas.



6. CAPITULO IV:
CULTIVO EN EL MEDIO NATURAL







Al cultivo de almeja en criadero le siguen dos fases, el preengorde de semilla
desde una talla de 2-3 mm hasta los 12-15 mm, y posteriormente, el engorde hasta

alcanzar la talla comercial.

Los criaderos cultivan la semilla hasta una talla determinada, que viene dada
principalmente por los requisitos de los productores, ya que para ellos es mas facil
realizar el engorde partiendo de tallas grandes que permitan sembrar la semilla
directamente. Sin embargo, los criaderos prefieren suministrar la semilla del menor
tamafio posible debido a las importantes implicaciones de cultivarla mas tiempo en
condiciones controladas. A medida que la semilla crece, la biomasa se va multiplicando
en poco tiempo de forma exponencial, lo que implica un considerable aumento en las
necesidades de espacio, volumen de agua bombeada y produccion de microalgas, asi
como la disponibilidad del tiempo y la mano de obra necesaria para realizar las

operaciones de limpieza, desdobles, clasificacion y mantenimiento en general.

En los ultimos afios se han adoptado varias soluciones para intentar abordar el
problema de los costes del cultivo de semilla en criadero, desarrollando distintos
métodos de preengorde en el medio natural. En el criadero habitualmente se cultiva la
semilla en condiciones muy controladas hasta que quedan retenidas en tamiz de 1 mm
a 1,5 mm, que se corresponde con semilla de 2-3 mm de tamano, posteriormente se
transfieren a semilleros en el exterior. Estos estdn pensados para mantener la semilla
de poco tamaifo a unas densidades elevadas y protegidas de los depredadores. La
caracteristica clave de estos semilleros es obtener la mayor productividad de
fitoplancton con el menor coste posible. Para ello, se pueden provocar “blooms”

afiadiendo fertilizantes al plancton natural para potenciar su crecimiento, asi como



desarrollar cultivos en grandes volumenes a partir de microalgas cultivadas en los

propios criaderos.

Hasta hace poco, en la practica habitual de producciéon de semilla en
instalaciones de puesta inducida, se utilizaban sistemas de preengorde en tierra
(normalmente en los propios criaderos) para conseguir semilla de moluscos apta para
la siembra. Son sistemas donde la semilla se encuentra estabulada en recipientes por
los cuales se hace pasar agua de mar enriquecida en alimento que se produce de
forma masiva en grandes tanques o piscinas. Algunos semilleros funcionan
aprovechando el fitoplancton que se produce de forma natural en grandes estanques o
lagunas naturales, las cuales se vacian y rellenan con el empleo de sistemas de

bombeo o mediante el juego de mareas, utilizando para ello sistemas de compuertas.

El método habitual de preengorde en tierra supone que la capacidad de
produccién de los criaderos se ve mas limitada, al utilizar parte de sus recursos para
este fin. Por tanto, cuanto menor sea el tamafno de la semilla transferida del criadero
para otras instalaciones de preengorde, los criaderos dispondran de una mayor
capacidad de produccién. Esta circunstancia es la que induce a que el preengorde se
realice cuanto antes en el medio natural, bien en sistemas ubicados en las zonas
intermareales o mediante el uso de estructuras o viveros flotantes en lugares

adecuados de nuestras rias.

A continuacién se describen los sistemas comunmente utilizados para el
preengorde y engorde de semilla de almeja, con el fin de comparar los resultados

obtenidos por otros autores con los de este capitulo.



6.1.1 SISTEMAS DE PREENGORDE EN INSTALACIONES EN TIERRA

Una vez que la semilla alcanza tallas superiores a las 750-1.500 um (depende de
las estrategias de cada instalacién), la semilla suele mantenerse en recipientes de
diametro variable, con mallas en consonancia con el tamafio de la semilla y
alimentados con agua procedente de grandes piscinas exteriores donde se producen
“blooms” de fitoplancton (Figura 6.1). Para ello se llenan las piscinas con agua de mar a
la que se le afiaden nutrientes, potenciando asi la proliferacién de las microalgas que
se hallan de forma natural en el agua. Las piscinas cuentan con aireacidon constante
para impedir la sedimentaciéon de las microalgas. En este tipo de instalacion es
aconsejable contar con varias piscinas para la produccién de “blooms”, de forma que
se encuentren en distintas fases de cultivo, rotando la utilizaciéon de cada uno de los

estanques para garantizar una produccion constante de fitoplancton.

El agua, una vez que ha sido bombeada hacia las piscinas de la semilla, vuelve al
estanque origen hasta que se considera que la produccién de fitoplancton se ha
minimizado y se cambia de piscina (Empresa A’Ostreira, S.L. Malpica. Comunicacién

personal).

FIGURA 6.1: Cultivo de fitoplancton y sistema de preengorde de semilla. A’Ostreira, S.L. Malpica.

Las ventajas de este sistema son que el preengorde se controla bien y la
produccién del alimento no es muy costosa (“blooms”). No obstante, como
inconveniente destaca la oscilacidon de la temperatura a lo largo de los meses del afio,

dada la gran exposicién que soporta el agua de las piscinas de produccién de



microalgas (normalmente son de gran superficie y poca profundidad). Durante el
invierno la temperatura suele bajar de forma excesiva, lo que implica mal crecimiento
del fitoplancton, a la vez que un descenso en el metabolismo de las almejas, e incluso,

altas tasas de mortalidad.

En los meses estivales se produce el efecto contrario ya que, debido a la alta
insolacién de los meses de verano, la temperatura del agua puede aumentar
considerablemente (hasta 26-282C), por lo que los “blooms” no se desarrollan de
forma éptima y se agotan rapidamente. A estas temperaturas, la tasa de saturacion de
oxigeno en el agua disminuye de forma brusca y a su vez el metabolismo de las almejas
se acelera, lo que implica riesgos de anoxia en la semilla, sobre todo con densidades de

trabajo elevadas.

Evidentemente estas consecuencias dependerdn, en mayor o menor medida,

de cada especie preengordada y de las condiciones climaticas particulares de cada afio.

Otro problema de este tipo de instalaciones es que, a medida que la semilla
crece, lo hace de forma exponencial, lo que significa que las necesidades de espacio,
bombeo de agua y operaciones de mantenimiento de la semilla se multiplican. Los

costes energéticos se hacen muy elevados por los bombeos de agua.

Hoy en dia, la semilla solamente se mantiene en esta fase de preengorde hasta

que alcanza T2/T4 (5-8 mm), siguiendo con el preengorde en el medio natural.

Se han realizado estudios de preengorde alimentando la semilla con agua
procedente de efluente de piscifactoria de rodaballo (Guerrero y Gonzélez, 1991; Jara
Jara, 1995 y Guerra et al., 2007). La semilla se estabula en tambores de flujo invertido

por los que se hace pasar el agua canalizada desde la granja de rodaballo (Figura 6.2).

Las ventajas de este sistema de preengorde son la disponibilidad de grandes
volumenes de agua sin coste adicional en el bombeo, rica en materia organica disuelta

procedente de la propia actividad de los peces y de la degradacidén de los restos de



pienso, y que ademas contiene microalgas presentes de forma natural en el agua de

mar (Jara Jara, 1995).

FIGURA 6.2: Sistema de aprovechamiento de agua procedente de granja de rodaballo.

6.1.2 SISTEMAS DE PREENGORDE EN EL MEDIO NATURAL

6.1.2.1 ZONAS DE MARISMAS

Uno de los sistemas de preengorde en el medio natural es el que aprovecha la

produccién natural de las marismas.

Una marisma es una depresién, normalmente causada por un rio, que estd
anexa al mar, lo que produce un terreno bajo y pantanoso que se inunda por efecto de
las mareas y de la llegada de las aguas de los rios que desembocan en sus
proximidades. Las marismas son humedales que se consideran un auténtico
ecosistema debido al sinfin de organismos que habitan en él, desde las microalgas

planctdnicas, hasta una abundante cantidad de flora y fauna.

En este tipo de semilleros se aprovechan grandes superficies de estanques
naturales, controlados mediante compuertas, de forma que se renueva parcial o
totalmente el agua mediante el juego de mareas (Figura 6.3). En ellos se producen
“blooms” naturales de fitoplancton que se suministra a la semilla. Esta se estabula en
grandes recipientes de hasta 1 metro de didmetro sumergidos en alguno de los

estanques (Empresa Tinamenor, Cantabria. Informe Jacumar, 2007).



6. Cultivo en el medio natural

FIGURA 6.3: Estanques naturales de produccién de fitoplancton y recipientes de estabulacién
de la semilla. Empresa Tinamenor. Pesues, Cantabria.

La produccién del fitoplancton no es costosa, los costes energéticos son bajos
ya que los bombeos se hacen a nivel 0 (realmente no se bombea el agua sino que se
mueve) y la superficie disponible para las instalaciones antiguamente solia conseguirse
facilmente. Uno de los inconvenientes es que no es facil controlar los pardmetros
medioambientales, con oscilaciones muy grandes de las temperaturas y de la salinidad,
e incluso, el sistema puede verse alterado por la influencia externa de agentes
contaminantes en determinadas épocas del afio (basicamente por pesticidas

arrastrados por las lluvias a las zonas de produccion).

Sin embargo, el principal problema hoy en dia es que este tipo de instalaciones
cuenta con enormes trabas medioambientales. En la actualidad las marismas son
espacios naturales protegidos, por lo que las concesiones para esta clase de

actividades son dificiles o casi imposibles de conseguir.

6.1.2.2 ZONAS INTERMAREALES

La zona intermareal es la zona del litoral situada entre los niveles de las
maximas y minimas mareas, cubriéndose durante las mareas altas y quedando al

descubierto durante las mareas bajas.
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Para el preengorde de almeja
se adaptd el sistema de bolsas
utilizado para el cultivo de ostra. Estas
bolsas ostricolas se colocan sobre
mesas de hierro en la zona

intermareal de la playa (Figura 6.4).

FIGURA 6.4: Mesas de preengorde situadas en la zona
intermareal.

A partir de la puesta en marcha del Plan 10 y del Plan Galicia a finales de los
afos 90, se desarrollaron técnicas de preengorde en estas bolsas ostricolas en las
playas de numerosos puntos de Galicia, implicando alrededor de 30 agrupaciones de

mariscadoras (Cerviiio, 1996).

Inicialmente se utilizaban bolsas de dimensiones 100 x 40 cm de 2 y 3 mm de
luz de malla, y de 100 x 50 cm con luces de malla de 4 y 6 mm. En su interior se
colocaban entre 250 a 500 gramos de semilla de almeja. Estas estaban situadas en un
nivel mareal de +50 sobre la BVE (bajamar viva equinoccial). Posteriormente, para
evitar acumulacion de semilla en los extremos, se utilizaron medidas de bolsas mas
reducidas, cortdndolas por la mitad o la tercera parte e introduciéndolas en el interior

de bolsas de malla de 18 mm que actuaban como soporte.

En la actualidad este preengorde puede hacerse utilizando secciones de las
bolsas con anchura entre 15 y 19 mm que se cierran a lo largo con tubos de PVC
ranurados y que posteriormente se introducen en unas guias en forma de “U” que se

sueldan sobre las mesas de hierro (Figura 6.5).

La fase de preengorde se realiza introduciendo la semilla de un tamafio de

entre 5y 7 milimetros de longitud en las bolsas.



6. Cultivo en el medio natural

FIGURA 6.5: Minibolsas ubicadas en las mesas de preengorde.

Hoy en dia, en algunas agrupaciones de mariscadoras, como por ejemplo en la
de Cambados, realizan una fase intermedia entre el preengorde y el engorde
tradicional. Consiste en aplicar las técnicas de engorde en el suelo, acondicionando
una parcela en la zona intermareal, sembrando semilla a alta densidad y cubriéndola
con una malla protectora. Esta fase comienza con semilla de una talla inicial de 8 mmy
finaliza a una talla de 20 mm. En la figura 6.6 se muestra una imagen de las

mariscadoras preparando los parques para realizar la siembra.

FIGURA 6.6: Mariscadoras de Cambados preparando un parque para la siembra de semilla.
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6.1.2.3 PREENGORDE EN SUSPENSION

El cultivo en suspensidon se diferencia del intermareal en que los sistemas de
preengorde se encuentran totalmente sumergidos, por lo que las condiciones

ambientales son mas estables y la disponibilidad de fitoplancton es continua.

Para colocar los sistemas de preengorde se puede utilizar:
- bateas empleadas para el cultivo de mejillon
- bateas especialmente disefiadas para este fin

- sistemas de “long-line”

El cultivo suspendido en “long-line” se compone de un cabo, que se mantiene

en el agua con un sistema de flotadores y de fondeo, los sistemas de preengorde se

cuelgan verticalmente en la linea madre.

El cultivo en suspension se puede realizar con diversos sistemas:

e SISTEMA DE CESTILLOS

Uno de los primeros métodos utilizados para el preengorde de semilla de
almejas en batea fue la adaptacion del sistema de cestillos ostricolas (Figura 6.7). La
semilla se estabula en cuarterones plasticos (cuatro por cestillo), con mallas de 2,5 mm
para tamanos superiores a T3 y de 4 mm para semilla que queda retenida en T6.
Normalmente suelen colocarse un conjunto de 7 cestos por cuerda que se denominan
“atados”, colgados en los pontones de la batea separados por una distancia de 50/70
cm para evitar que puedan liarse entre ellos con los movimientos de las corrientes

(Cervifio et al., 1989).

La densidad de trabajo inicial es de unos 150 g por cuarterdn, pudiendo
alcanzar los 250 g para los tamafios mayores. Los desdobles deben hacerse cuando la
biomasa se duplica y, dependiendo de la época del afio, este desdoble suele hacerse a

los 30/40 dias en invierno y a los 15/20 dias en las fechas estivales, cuando la



temperatura del agua alcanza los valores mayores y ademds se produce un alto
crecimiento de los epibiontes que dificultan el paso del agua a través de las mallas de

los cestillos.

FIGURA 6.7: Cestillos para preengorde de almeja en batea.

El preengorde de semilla de almeja superior a T4/T5 (7-9 mm) puede ser
adecuado, si se aplican correctamente las densidades de trabajo y se practican los
desdobles y limpieza de cestillos y cuarterones cuando el crecimiento de los epibiontes

es desmesurado.

No obstante, sobre todo en los meses de mayor crecimiento, que suele
coincidir con temperaturas mas elevadas y altos niveles de productividad primaria,
aparecen algunos problemas inherentes a la época, que si bien no suelen manifestarse
en elevadas mortandades, si produce una ligera merma y una alta variabilidad en el
crecimiento. Ello se debe en parte a que la circulacién del agua, a través de los
cuarterones, no es la correcta con lo que la almeja, que se encuentra en la parte
interior, no dispone de la misma cantidad de alimento y oxigeno que aquella que se
encuentra en la periferia de los cuarterones. Por ello este es un método recomendable
basicamente como complemento al preengorde en bolsas para los tamafios mayores,

antes de efectuar las siembras en los arenales.

La ventaja del sistema de cestillos es la facilidad de manipulacién de la semilla
ya que los cestos encajan perfectamente en grupos y mediante una cuerda que pasa

por un canal interior, su atado a los pontones se hace muy sencillo. Los cuarterones



pueden utilizarse con tapa, aunque el cierre en ocasiones no es perfecto y, sobre todo
si la semilla es muy pequefia y especialmente de almeja babosa y japdnica, se pierden

muchos ejemplares durante la fase de cultivo.

e SISTEMA DE PLATILLOS Y LINTERNAS

Hoy en dia se estd trabajando con alternativas a este sistema de cestillos, con
algunas modificaciones que permitan una mejor circulacion de agua a través del

sistema de preengorde.

Entre ellos podria citarse el sistema de platillos (Pérez Corvacho y Pardo Vuelta,
2007) consistente en unidades de bandejas plasticas circulares, con un eje tubular en
su centro de forma que se encajan varias unidades entre si y todo el sistema va
rodeado de una malla plastica de diferentes luces segin el tamafio de la almeja
estabulada (Figura 6.8). El conjunto del sistema va colgado del emparrillado de la batea

o incluso podrian utilizarse sistemas “long-line”.

Otro sistema utilizado es el de las linternas. Presenta la misma estructura que el
sistema de platillos, pero a diferencia de éste, la estructura esta totalmente compuesta

por una malla plastica.

FIGURA 6.8: Sistema de platillos (izquierda) y linternas (derecha) para el cultivo de semilla en batea.



6. Cultivo en el medio natural

e SISTEMAS DE FLUJO FORZADO

En los uUltimos afos se desarrollé un sistema de preengorde de flujo forzado
gue inicialmente se colocaba en el pantalan del puerto deportivo de Camarifias y que,
posteriormente, se disefié una batea para este fin (de Santiago et al., 2007 y Guerra et
al., 2007). El sistema consta de 2 partes diferenciadas: un generador de aire y unos

contenedores para estabular la semilla (Figura 6.9).

El generador de aire es un soplante capaz de suministrar un caudal de 79 m*/h
de aire, que se encuentra instalado en un arcén de material plastico, para protegerlo
de la intemperie. El aire se distribuye mediante una tuberia de PVC, a lo largo de la
cual, se practican orificios en los que se introducen boquillas roscadas, a las que se

conectan los contenedores, que contienen las semillas de almejas.

FIGURA 6.9: Sistema de preengorde en flujo forzado en el pantaldn de Camariiias.

Los contenedores para estabular la semilla son de polietileno de 50 litros de
capacidad y provisto de fuertes asas. El fondo puede estar perforado con numerosos
agujeros de 2 mm o se puede colocar una malla. Se cierra mediante una tapa en la que
se coloca un tubo periscépico, constituido por una tuberia de PVC, en cuya parte distal

se pega una “T” del mismo material y didmetro; bajo ella se inserta un flotador que
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dard estabilidad al sistema. Al inyectarle el aire, se fuerza la entrada de agua por la

base del contenedor, haciéndola salir por ambos ramales de la “T”.

e SISTEMA DE BOLSAS

El sistema de preengorde en bolsas utilizado en el intermareal se adaptd para
su ubicacién en batea, con una jaula que permite mantener estas bolsas en diferentes

niveles.

La jaula es de acero
inoxidable y se colocan unas barras
del mismo material en forma de “U”
con una separacion entre ejes de 7
cm, de forma que permite colocar
las bolsas de preengorde en

numerosos pisos o hileras (Figura

6.10).

FIGURA 6.10: Jaula para preengorde de almeja en
batea con el sistema de minibolsas.

Las dimensiones de la jaula pueden variar segln las caracteristicas de cada
cultivo. Se cuelgan directamente a la estructura flotante para llevar a cabo el

preengorde.

Los tubos de PVC ranurado que forman el cierre de las bolsas de malla (2, 3y 4
mm de luz, segln tamafio de almeja), son los que se introducen en la canaleta formada

por la “U” y sirven de sostén a las mallas de estabulacidn.

Las medidas de las bolsas de preengorde son de 40 x 19 cm para 2 y 3 mm de
luz de malla y de 50 x 19 cm para mallas de 4 mm o superiores. Estas bolsas, una vez
introducida la almeja, se cierran con los tubos de PVC ranurados de 20 mm de

didmetro.



El sistema de trabajo (desdobles, limpiezas, etc.), sobre todo si se mecaniza la
clasificacion de semilla, el llenado y cierre de bolsas se hace de forma bastante sencilla
y se puede manejar grandes cantidades de semilla en poco tiempo. Evidentemente, a
la hora de trabajar en una batea con cantidades elevadas de almeja, es necesario el
empleo de embarcaciones dotadas de grua para las operaciones de izado y colocacién
de las jaulas. La adecuacion de las bateas tradicionales a este sistema de jaulas

favorece la sencillez de manejo de estos sistemas de preengorde.

Una batea de tamaio normal, con la instalacidon de aproximadamente 30 jaulas
con las dimensiones de 2 x 1 x 1 m, permite el preengorde de unos 30 millones de
unidades/afio. Estas cantidades estaran condicionadas por el tamafio inicial de las
almejas y por las cantidades de cada una de las especies que se pretendan
preengordar. Para optimizar el proceso es necesario planificar las entradas de semilla,
de forma que, a lo largo de la temporada de preengorde (de marzo a octubre), puedan

introducirse hasta 5 partidas de 6,2 millones de unidades por ciclo (Cervifio, 2010).

El sistema, dadas sus caracteristicas, puede ser utilizado en otras ubicaciones
diferentes de la batea. Mddulos completos, con los niveles y dimensiones que se
consideren aconsejables, se pueden utilizar directamente en fondos marinos de zonas

acotadas para labores de preengorde o en sistemas de “long-line”.

En este capitulo se realizaron pruebas de preengorde utilizando el sistema de
minibolsas en dos localizaciones distintas. En mesas de preengorde en intermareal y en
una jaula suspendida en batea. En ambos sistemas se ensayaron distintas densidades,

épocas del afio para iniciar el cultivo y la talla inicial de la semilla.



6.1.3 ENGORDE

Esta fase de cultivo se inicia con semilla de 14-18 mm de longitud y finaliza
cuando la almeja alcanza la talla minima de consumo (38 mm para Venerupis pullastra

y 40 mm para Ruditapes decussatus y R. philippinarum).

El engorde se realiza principalmente en los parques de cultivo, aunque en los
ultimos afios se estan realizando trabajos de engorde de almeja en cultivo suspendido
en batea: en cajas sin substrato (Rama Villar y Rey Méndez, 1997) y en cestillos

ostricolas con substrato colocados en armazones metadlicos (Parada, 2007).

En los parques de cultivo, previamente a la siembra de semilla, hay que
acondicionar el substrato para facilitar el enterramiento de la semilla, asi como para
eliminar depredadores. Con el terreno ya acondicionado se prepara la parcela para la
siembra, para ello se extiende una red de luz de malla inferior al tamafio de la semilla'y
se excava un canal para sujetarla por uno de sus lados. Posteriormente se siembra la

semilla y se coloca la red por encima sujetdndola al terreno por el otro extremo.

Para optimizar el crecimiento y la supervivencia de la semilla es necesario
realizar una serie de labores de limpieza y sustitucién de redes, eliminacion de
depredadores y desdoble de la semilla. En la figura 6.11 se muestra una fotografia de

los parques de cultivo de almeja de Carril.

FIGURA 6.11: Parques de cultivo de almeja en Carril.



Aunque la almeja babosa habita principalmente en bancos submareales, seria
muy dificil realizar y controlar el engorde de esta especie en un banco

permanentemente su mergido.

En este capitulo se realizé un trabajo de engorde en un parque intermareal de
la Cofradia de Barallobre, con semilla de V. pullastra preengordada en esta misma
Cofradia con el sistema de bolsas colocadas en mesas en intermareal y procedente de
un cultivo controlado en criadero. Con este trabajo se estima el tiempo necesario para
la obtencidn de almejas de talla comercial desde la obtencién de un desove en

criadero.

El aumento de la profesionalizacion del sector y la implantacion de sistemas de
cultivo, ha provocado un aumento en la demanda de semilla procedente de criadero

para ser preengordada y posteriormente sembrada en los bancos naturales.

Se han realizado numerosos estudios sobre los patdgenos en almejas
comerciales (Villalba et al., 1993b; Lopez, 1995 y Ordas et al., 2001). Sin embargo, casi
no hay estudios histolégicos de semilla de almeja en Galicia. En el trabajo realizado por
Carballal et al. (2006 y 2007) con semilla de V. pullastra, R. decussatus y R.
philippinarum preengordada en diferentes sistemas de Galicia, encontraron que la
semilla que inicialmente presentaba ciliados en branquia y glandula digestiva,

finalizaba el preengorde afectada por varios tipos de parasitos y simbiontes.

En este trabajo se realiza el estudio histopatolégico de los distintos lotes de
semilla de V. pullastra utilizados en el preengorde, con el fin de determinar la
presencia de parasitos en la semilla procedente de criadero y la posible acumulacién

de patdégenos durante la fase de preengorde.

Tradicionalmente no se ha considerado el efecto del proceso de la primera
maduracion reproductiva de las almejas durante la fase de preengorde. La mayoria de
los estudios sobre la reproduccion de estos bivalvos se centran en estudios histolégicos

sobre individuos estandar de tallas altas (+ 30 mm) para establecer épocas de puesta y



evolucién del ciclo gametogénico, aunque Jara Jara (1995) estudié el ciclo

gametogénico de la semilla de almeja babosa cultivada con agua residual.

Dado que los procesos de maduracion y puesta presentan una indudable
influencia en el crecimiento y supervivencia y, asimismo, provocan un estado de
debilidad post-puesta que hace que no se considere un momento adecuado para
trasladar la semilla a parques de arena, se han iniciado estudios de los procesos de
primera maduracidn reproductiva en esta especie y su influencia en los resultados del

preengorde.

En este capitulo se presentan los resultados de las pruebas de preengorde con
el sistema de minibolsas. Se realizaron ensayos en paralelo en batea y en intermareal,
iniciandolas en diferentes épocas del afio y con distintas densidades. Se pretende
estudiar el comportamiento de esta especie durante el preengorde con el fin de

determinar las épocas y condiciones mas dptimas para su realizacion.

Como uno de los objetivos mads interesantes consiste en la posibilidad de
introducir en sistemas naturales de preengorde, semilla del menor tamafo posible con
el fin de aumentar la rentabilidad, se realizd6 una prueba introduciendo semilla del

menor tamafio al habitual, utilizando bolsas de luz de malla de 1 mm (T1).

Ademas, en este capitulo se muestran los resultados del estudio histoldgico de
maduracién reproductiva, del estudio patoldgico y de composicidon bioquimica de la
semilla durante la fase de preengorde. Se estudia la primera maduracion reproductiva
de esta especie y el crecimiento diferencial entre machos y hembras durante esta fase

de cultivo.

Para estimar el tiempo necesario para la obtencién de almejas de talla
comercial, se realizd el cultivo integral de esta especie, comenzando con el cultivo en
criadero de una puesta controlada, el preengorde en intermareal y el engorde en un

parque de cultivo.



6.2.1 OBTENCION DE LA SEMILLA

La semilla de almeja babosa Venerupis pullastra utilizada en las pruebas de
preengorde procedia de puestas controladas en el Centro de Cultivos Marifios de

Ribadeo y de un criadero privado.

- Pruebas de épocas de cultivo:

Se realizaron cinco pruebas de preengorde en minibolsas en distintas épocas
del afio, todas ellas en paralelo en jaula suspendida en batea y en mesas de cultivo en
intermareal. En cuatro de las pruebas la semilla procedia de criadero industrial privado
y en la otra del Centro de Cultivos. La talla inicial de la semilla en todas estas pruebas
estaba entre 5,7 y 7,8 mm. La semilla procedia de desoves controlados que se
mantuvieron en el criadero, alimentados con “bloom” natural de fitoplancton en el
caso del criadero industrial y de fitoplancton cultivado en bolsas en el caso del Centro
de Cultivos. Con estas pruebas se estudid el efecto de la época del afio de cultivo y la
ubicacion del sistema (batea e intermareal) en el crecimiento de los distintos lotes de
semilla. Se realizé también el estudio patolédgico y de maduracién de la semilla durante

la etapa de preengorde.

- Prueba de densidades:

Se llevd a cabo una prueba de preengorde con semilla procedente del Centro
de Cultivos, estabulandola a diferentes densidades tanto en batea como en
intermareal. Se estudié asi la relacion entre la densidad de cultivo y el crecimiento de

la semilla.



- Prueba de talla inicial:

Se realizé también una prueba de preengorde en batea con semilla de tamano
menor al de las anteriores pruebas (3,85 mm), procedente también del Centro de
Cultivos. Con esta prueba se estudid la viabilidad de preengorde de semilla de menor

tamario al habitual utilizando bolsas de luz de malla de 1 mm (T1).

- Pruebas de crecimiento diferencial:

Para el estudio del crecimiento diferencial entre machos y hembras se
realizaron dos tipos de ensayos. En el primero se obtuvo un desove que se cultivo de
manera totalmente controlada en criadero y, posteriormente, se preengordd en el
medio natural en bolsas en batea. En el otro se estudiaron dos desoves,
manteniéndolos siempre en el Centro de Cultivos de Ribadeo, en condiciones
totalmente controladas y alimentando la semilla con fitoplancton cultivado. Con estos
ensayos se traté de establecer si existia un posible crecimiento diferencial entre
machos y hembras. También se estudié la composicidn bioquimica de la semilla de los

desoves controlados en Ribadeo y alimentados con fitoplancton cultivado.

- Prueba de cultivo integral:

La ultima prueba realizada consistidé en el cultivo integral de almeja babosa.
Para ello se obtuvo una puesta controlada en el Centro de Cultivos Marifios de
Ribadeo, se preengordd en mesas en intermareal en una playa de la Cofradia de
Barallobre y se engordd en un parque intermareal de esa misma Cofradia. Con este
trabajo se cuantificé la duracién de las distintas fases del cultivo de esta especie desde
el criadero hasta la talla comercial. Se compara con los resultados de otros autores en
otros sistemas con el fin de definir la mejor época de cultivo, los sistemas mas idéneos

y la posible duracién de un cultivo integral.



6.2.2 DESCRIPCION Y UBICACION DE LOS SISTEMAS DE PREENGORDE

Para el preengorde de semilla se utilizo el sistema de bolsas de malla plastica.
Con el fin de evitar los problemas que surgian al utilizar directamente bolsas ostricolas,
como la acumulacion de semilla en los extremos, se optd por utilizar bolsas de menor
tamafio (Figura 6.12). Para ello se cortaron las bolsas ostricolas obteniendo por cada
una 5 6 6 bolsas de dimensiones 400/500 x 190/150 mm. Las bolsas se cerraban en sus

extremos con un tubo de PVC ranurado.

150-190 mm

400-500 mm

FIGURA 6.12: Dimensiones de las bolsas utilizadas en el preengorde.

Las distintas pruebas se realizaron en paralelo en intermareal y en batea (Figura

6.13).

Intermareal
Vilaxoan

Batea

Intermareal
O Grove

FIGURA 6.13: Localizacién de los sistemas de preengorde.



Las pruebas en intermareal se realizaron en dos zonas de la Ria de Arousa: en la

Via Norte de O Grove y en la playa de la Aduana en Vilaxoan. Para las pruebas de

cultivo en batea, se utilizé una batea propiedad de la empresa A’Ostreira, S.L., ubicada

en la cuadricula 220 del poligono “Cambados D”, en la Ria de Arousa.

- En el intermareal las bolsas
se colocaban sobre mesas
construidas con varillas de tetra-
acero utilizado en la construccion,
con unas dimensiones de 2,5x 1 m, y
una altura de 0,5 m. Las mesas
estaban situadas en un nivel mareal
de +50 sobre la bajamar viva
equinoccial. Se soldaron unas guias
en forma de “U”, que permitian

insertar las bolsas (Figura 6.14).

FIGURA 6.15: Jaula de preengorde en batea.

FIGURA 6.14: Mesas de preengorde en intermareal.

- En la batea se utilizaron las mismas
bolsas que para el sistema sobreelevado,
pero en este caso se colocaron en jaulas de
acero inoxidable con una separacién entre
ejes de 7 cm (Figura 6.15). La jaula disponia
de unos carriles en forma de “U” donde se
insertaban las bolsas, se sumergia a una

profundidad entre 3y 5 m.



6.2.3 PARAMETROS DE ESTUDIO

6.2.3.1 EPOCA DEL ANO DE INICIO DEL CULTIVO

Para comparar el efecto de las distintas épocas del afo en el potencial de
crecimiento de esta especie, se realizaron cinco pruebas de preengorde: una en otofio
(2004), dos en primavera (2005 y 2006), otra en verano (2005) y por ultimo una en
invierno (2006). Todas estas pruebas se realizaron en paralelo en batea e intermareal.
En la prueba de verano de 2005 se ensayaron dos localizaciones para el sistema

intermareal (Tabla VI.1).

TABLA VI.1: Fechas de inicio, tallas (mm) y pesos (mg/ind) iniciales, y ubicacion de las pruebas de
preengorde con semilla de V. pullastra en las distintas épocas del afio.

Estacion Fechainicio Talla inicial (mm) Peso inicial (mg/ind) Ubicacién
Batea
Otoiio 2004 27/10/04 7,14+ 0,84 52,40+ 1,15
Intermareal O Grove
Batea
Primavera 2005  08/04/05 7,87 £1,21 78,92 +5,01
Intermareal O Grove
Batea
Verano 2005 06/07/05 5,71+0,79 31,43 +1,92 Intermareal O Grove
Intermareal Vilaxoan
. Batea
Invierno 2006 01/02/06 6,30+ 1,23 47,52 + 4,50

Intermareal Vilaxoan
Batea

Primavera 2006 27/04/06 5,85+ 0,80 26,32 +0,42 - K
Intermareal Vilaxoan

En los lotes utilizados en estas pruebas, la semilla presentaba una longitud
inicial media entre 5,71 y 7,87 mm; y un peso medio entre 26,32 y 78,92 mg/ind. La

densidad empleada en estas pruebas fue de 1,79 kg/m”>.

6.2.3.2 DENSIDAD

Con el fin de estudiar el efecto de la densidad de cultivo en el crecimiento
durante la fase de preengorde, se realizd una prueba ensayando con distintas cargas
iniciales. La prueba se realizd en paralelo en batea e intermareal. En batea se
ensayaron tres densidades de cultivo: 0,89; 1,79 y 3,58 kg/mz. En intermareal se

ensayaron dos: 0,89 y 1,79 kg/m?. La prueba se inicié en primavera (28/04/06) y el



tamafiio inicial de la semilla fue de 5,91 mm. En la siguiente tabla se muestra un

esquema de la prueba.

TABLA VI.2: Fecha de inicio, talla (mm) y peso (mg/ind) inicial, y distintas densidades estudiadas en los
dos sistemas ensayados para el preengorde de V. pullastra.

Fecha inicio: 28/04/06
Talla inicial: 5,91 mm
Peso inicial: 26,32 mg/ind

Sistema Densidad kg/m’
0,89
Batea 1,79
3,58
0,89
Intermareal
1,79

6.2.3.3 TALLA INICIAL

Como uno de los objetivos mas interesantes consiste en la posibilidad de
introducir en sistemas naturales de preengorde, semilla del menor tamafio posible con
el fin de aumentar la rentabilidad final del cultivo, se realizé una prueba en el mes de
abril en batea, introduciendo con diferentes densidades semilla retenida en 2 mm (T2)
en bolsas de luz de malla de 1 mm (T1). El tamafio inicial de la semilla era de 3,85 mm

y el peso de 6,74 mg/ind (Tabla VI.3).

TABLA VI.3: Fecha de inicio, talla (mm) y peso (mg/ind) inicial, y densidades de la prueba con bolsas de
luz de malla 1 mm.

Fecha inicio: 28/04/06
Talla inicial: 3,85 mm
Peso inicial: 6,74 mg/ind

Sistema Densidad kg/m’
0,72
Batea 1,44
2,15

Posteriormente (a los 17 dias de inicio), se tamizé cada uno de los lotes de
semilla con un tamiz de luz de malla de 3 mm (T3), y los sublotes (>T3 y <T3) se

estabularon separadamente para continuar el preengorde. De las dos densidades mas



altas se mezclaron los sublotes mayores de T3. La semilla menor de T3 se mantuvo en
las densidades iniciales (0,72; 1,44 y 2,15 kg/m?) y la semilla mayor de T3 se estabul a
las densidades estandar de 0,89y 1,79 kg/m?.

6.2.4 PARAMETROS AMBIENTALES

Los datos de salinidad (%o), temperatura (2C) y clorofila (ug/l) de las zonas de
preengorde han sido cedidos por el Instituto Tecnoldxico para o Control do Medio
Marifio (INTECMAR). Los datos de la estacidn A7 estan préximos a la batea y al
intermareal de O Grove, los datos de la estacién A6 estan préoximos al intermareal de
Vilaxodn (Figura 6.16). Se presentan los datos desde enero de 2004 hasta diciembre de

2006.

Los datos de salinidad y temperatura del INTECMAR se recogieron mediante
perfiles verticales realizados con un CTD Seabird 25. Los datos de clorofila se
obtuvieron mediante analisis espectrofluorimétrico y se corresponden con los datos de
clorofila a en la fraccién mayor de 2,7 um. Los datos de salinidad, temperatura y

clorofila a son un promedio del perfil vertical entre 0 y 5 metros.

Ademads, durante los afios 2004, 2005 y 2006, se colocd en la batea una sonda
de temperatura Tidbit Datalogger con capacidad de registro de datos programada para
efectuar la lectura de temperatura cada 15 minutos, colocada a 2,6 metros de
profundidad. En el verano de 2006 se colocd el mismo tipo de sonda en las mesas de

preengorde en el intermareal, tanto en O Grove como en Vilaxodn.
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FIGURA 6.16: Localizacion de las estaciones de muestreo del INTECMAR en la Ria de Arousa.

6.2.5 CONTROL DE CRECIMIENTO Y MORTALIDAD

En todas las pruebas se realizaron muestreos quincenales o mensuales,
dependiendo de las condiciones meteorolégicas en las diferentes épocas del afio. Se
registraron los datos de talla, peso hiumedo individual y porcentaje de mortalidad de

una muestra de 100 individuos de cada lote.

La supervivencia final del cultivo se obtuvo en base a la mortalidad observada

en cada uno de los muestreos, extrapoldndola al total de la poblacién de la prueba.
Con todos estos datos se elaboraron las gréaficas de crecimiento y se calcularon
las tasas instantdneas de crecimiento en longitud y en peso (Winberg, 1971), en base a

la siguiente expresidn (In: logaritmo neperiano):

Gi30= (In talla final-In talla inicial) x 30 x 100/n? dias

Gw3o= (In peso final-In peso inicial) x 30 x 100/n? dias
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La tasa de crecimiento mensual es un indice que representa la velocidad de
crecimiento de una especie en un mes, referido a peso (Gwso) 0 a longitud (Giso). Se
utiliza para comparar crecimientos diferenciales cuando se realizan pruebas en
distintas condiciones de cultivo (distintos sistemas, duraciéon de los cultivos o

diferentes épocas).

6.2.6 ESTUDIO HISTOLOGICO DE LA SEMILLA

Se realiz6 el control patoldgico y de madurez reproductiva de la semilla de V.
pullastra que se utilizd en las cinco experiencias de preengorde realizadas en paralelo
en batea y en intermareal: otofio 2004, primavera 2005, verano 2005, invierno 2006 y

primavera 2006.

Se efectud un control inicial y otro al finalizar el preengorde y en cada uno de
los muestreos se diseccionaron entre 25-30 almejas. A cada individuo se le diseccioné
una porcion de tejido branquial, de reborde del manto y de masa visceral con génada,
glandula digestiva y pie. Las muestras se fijaron con solucién Davidson, se
deshidrataron en alcoholes de graduacidn creciente y se incluyeron en parafina. Se
realizaron cortes de 5 um que se tifieron con Hematoxilina-Eosina para su examen al
microscopio 6ptico. Las almejas que por su pequeiio tamafio no se podia separar la
vianda de la concha, se fijaron enteras en solucion Davidson y posteriormente se
eliminé la concha descalcificdndola con solucidn EDTA. Al finalizar la descalcificacion,
se siguidé el mismo procedimiento que para las almejas de mayor tamafio. Los métodos
utilizados para el analisis histolégico de la semilla coinciden con los empleados para el
estudio del ciclo gametogénico, por lo que estan descritos con mas amplitud en el

capitulo I.

Tras una observacion minuciosa al microscopio éptico se asigna el estadio
gametogénico a cada uno de los individuos, utilizando la escala descrita en el capitulo |
y que comprende las siguientes fases: E1, inicio de la gametogénesis; E2,

gametogénesis avanzada; E3, madurez y puesta y E4, renovacion gonadal. Ademas de



estos estadios, se considera el EO para los individuos que aun no se han desarrollado

gametogénicamente.

Se estudia también la presencia/ausencia de los diversos parasitos y alteraciones
patoldgicas en cada uno de los individuos. Se calcula la prevalencia de cada muestreo

segun la siguiente férmula:

Prevalencia= (n2 almejas parasitadas/n2 almejas examinadas) x 100

6.2.7 CRECIMIENTO DIFERENCIAL

Para el estudio del crecimiento diferencial entre machos y hembras se

realizaron dos experiencias controladas.

6.2.7.1 SEGUIMIENTO EN BATEA

En febrero de 2006 se obtuvo una puesta de V. pullastra que se cultivé en

criadero, manteniendo controlado la totalidad del cultivo durante toda la prueba.

A mediados de abril, cuando el tamafio de las almejas estaba entre 0,6 y 2,1
mm, se realizé una separacion de tamafios con un tamiz de luz de malla 750 um. Se
originaron entonces dos subpartidas: la cabeza de la puesta (entre 1,2y 2,1 mm) y la
cola de esta puesta (de entre 0,6 y 1,2 mm), originandose de esta forma dos sublotes

denominados cabeza (CB) y cola (CL), que se cultivaron de forma separada.

En mayo, cuando el tamafio de las almejas ya lo permitia, se muestred con
histologia la composicion sexual de las distintas clases de talla de la cabeza.
Seguidamente se realizé un segundo tamizado para separar las mas grandes de las
pequeiias de la cabeza y se introdujeron separadamente en el sistema de preengorde.

Se originaron asi otros dos sublotes de la cabeza: cabezas+ y cabezas-.



Un mes mas tarde, previo a su introduccién en el sistema de preengorde en
batea, se realizd un tamizado de la cola para separar a su vez las mas grandes y las mas

pequeiias de la cola. Se originaron otros dos sublotes de la cola: colas+ y colas -.

Finalmente se habian originado 4 subpartidas controladas: CB+, mas grandes de
la cabeza; CB-, mas pequeiias de la cabeza; CL+, mas grandes de la cola y CL- mds
pequeiias de la cola. Se pretendia conocer en qué punto de desarrollo se manifiesta
este crecimiento diferencial, ocupando las hembras mayoritariamente las clases de
mayor talla. Estas cuatro fracciones se muestrearon en repetidas ocasiones a lo largo
del preengorde para estudiar el comportamiento en cultivo de cada subpartida. Al final
del preengorde se determind por histologia la composicion sexual de cada sublote. En

la figura 6.17 se muestra un esquema de la experiencia.

Septiembre

CABEZAS+  preengorde CABEZAS +
10,10 mm |~ *™ 21,38 mm
Febrero Criad Tamizado
riadero Tamizado ;
CABEZAS _____.‘----"'\::ontrol ciclo 4 Control ciclo
i Preengorde
1,2-2,1 mm CABEZAS - |- ko > Sl
Puesta- .- » ' Tamizado ’
Criadero
COLAS COLAS + Preengorde COLAS +
0,6-1,2mm ’ d 5,61 mm 19,34 mm
Criadero """ . .
& Tamizado Control ciclo
Preengorde
COLAS - | T'=E0 gorde = COLAS -
4,29 mm 16,39 mm

FIGURA 6.17: Esquema del seguimiento de una puesta completa de V. pullastra en batea.



6.2.7.2 SEGUIMIENTO EN CRIADERO

Se realizé el seguimiento de la semilla obtenida en dos desoves controlados en
el criadero y cultivados segun lo explicado en el capitulo Ill. La semilla no se llevd a
ningun sistema de preengorde en el medio natural y se mantuvo en el semillero
alimentada con fitoplancton cultivado hasta que el tamafo de las almejas permitio
diseccionarlas sin mayor complejidad. Las puestas de los dos cultivos se realizaron en
febrero de 2008 y un afio después, todos los individuos del cultivo se encontraban en
un rango de tallas entre 8 y 18 mm. En ese momento se realizd el estudio de
maduracién reproductiva y de composicion sexual de la semilla obtenida a partir de las

dos puestas.

Para el estudio del sex-ratio en las distintas partidas de preengorde se realizo

un test Chi-cuadrado.

6.2.8 BIOMETRIA Y COMPOSICION BIOQUIMICA DE LA SEMILLA

En cada uno de los desoves controlados en criadero, del cual se obtuvo la
semilla para el estudio gametogénico, se llevd a cabo también un estudio de las

relaciones biométricas y de su composicidn bioquimica.

De cada desove se obtuvo una muestra de 100 individuos y a cada uno de ellos
se le tomaron las siguientes medidas: longitud maxima del eje antero-posterior, altura
maxima del eje dorso-ventral, anchura maxima (utilizando un calibre digital Mitutoyo
de precision 0,01 mm) y peso fresco total (con balanza Gram Precision de resolucién

0,01 g).

Para el estudio de composicidon bioquimica de la semilla se procesaron tres
sublotes en cada cultivo: almejas pequefias (entre 8 y 10 mm), almejas medianas
(entre 12 y 14 mm) y almejas grandes (entre 16 y 18 mm). A cada sublote se le calculé:

peso fresco, peso seco y la cantidad de carbohidratos, lipidos y proteinas de la vianda.



Se calculd el peso seco de la vianda liofilizando una muestra de tejido durante 24
horas y para el peso seco de la concha se mantuvieron en estufa a 1002C durante 24

horas.

El estudio de composicidn bioguimica se realizd segun los siguientes métodos. La
determinacién de proteinas se realizé a partir del método de Lowry et al. (1951), la
cuantificacion de los lipidos segun el método de Marsh y Weinstein (1966) y los

carbohidratos se utilizé el método de la Antrona (Fraga, 1956).

Los métodos utilizados para la determinacidon de proteinas y carbohidratos son
los mismos que los utilizados para el andlisis de los progenitores, descritos

ampliamente en los apartados 3.2.6.2 (proteinas) y 5.2.7 (carbohidratos).

Los lipidos totales se hallaron por el método de Marsh y Weinstein (1966),
utilizando como estandar la tripalmitina en un rango de concentraciones de 5-50 pg

para hacer la recta de calibracidn.

Se partié de una muestra de tejido liofilizado (entre 1-2 mg), a la cual se le
afiadié 400 pl de agua Milli-Q y se sonicé durante 30 segundos. Posteriormente, se
afadié 1 ml de metanol y 500 ul de cloroformo, manteniéndola durante 10 minutos en
bafio de hielo y agitandola a continuacién durante 2 minutos. Se centrifugd y se
recogio el sobrenadante en otro tubo, al que se le afiadié 500 ul de cloroformo y 500
pul de agua Milli-Q; se mantuvieron en bafio de hielo durante 5 minutos y a

continuacion se agitaron.

Tras centrifugar, se elimind el sobrenadante y la parte inferior se evaporé a
602C, para seguidamente redisolverla en 2 ml de cloroformo. Se tomaron 3 alicuotas
de 100 pl en tubos de reaccion y se evaporaron a 602C. Se afadié 500 ul de acido
sulfurico a los tubos de reaccion y se prepararon 3 blancos de acido sulfurico. Los
tubos se agitaron y se mantuvieron a 2002C durante 30 minutos para luego enfriarlos
en hielo, afiadir 1,5 ml de agua Milli-Q y leer la absorbancia a 375 nm en

espectrofotémetro.



El andlisis estadistico de los resultados se realizé utilizando el paquete

estadistico SPSS® para Windows version 15.0.

La comparacion bioquimica de los dos cultivos se realizd mediante un test de
analisis de varianza (ANOVA). Se utilizo el test de Kolmogorov-Smirnov para el estudio
de la normalidad. La homogeneidad de varianzas se ha comprobado mediante el test

de Barlett.

La comparacién de la composicidn bioquimica entre las distintas tallas en cada
cultivo se realizé6 con tests no paramétricos debido al tamafo muestral, al
incumplimiento por parte de algunos grupos de datos de la distribucién normal y que
no presentaron homogeneidad de varianzas. Para el contraste de mds de dos muestras
se aplico el test H de Kruskal-Wallis y para el contraste dos a dos se uso el test de

contraste de dos muestras independientes U de Mann-Whitney.

6.2.9 CULTIVO INTEGRAL: CRIADERO, PREENGORDE Y ENGORDE

En febrero de 2006 se recogié un lote de reproductores de V. pullastra de talla
comercial de Vilaxoan (Ria de Arousa). Los progenitores se llevaron al Centro de
Cultivos Marinos de Ribadeo donde desovaron espontaneamente al llegar al criadero.
El cultivo larvario y postlarvario hasta la obtencién de semilla se realizé siguiendo el

método descrito en el capitulo lll.

La semilla se mantuvo en el criadero hasta que alcanzé una talla de 4,7 mm en
junio de 2006, momento en el que se trasladé a la Cofradia de Barallobre para realizar

el preengorde.

Para el preengorde, la semilla fue colocada en bolsas ostricolas en mesas
situadas en la playa de Manifios en Barallobre (zona media de la Ria de Ferrol), en el
intermareal bajo (Figura 6.18). La densidad de la semilla en las bolsas vario entre 2y 6
kg/m?. Las dimensiones de las bolsas fueron de 100 x 40 cm e inicialmente la semilla se

colocd en bolsas de 2 mm de luz de malla. Se hicieron desdobles mensuales cambiando



6. Cultivo en el medio natural

las bolsas por otras de 3,4y 6 mm de luz de malla, hasta alcanzar la talla de 13,90 mm

en octubre de 2006, momento en el que se sembraron para realizar el engorde.

El parque para el engorde de la semilla estaba situado en una zona del
intermareal bajo de la misma playa (Figura 6.18). El substrato estaba compuesto por
arena fina y la densidad sembrada fue de 100 indiv/m?. El parque se cubrié con una
red de 4 mm de luz de malla que se retird en la primavera, cuando la talla media de los

individuos estaba en torno a 25 mm.

A partir de los datos obtenidos en los controles efectuados, se construyeron
curvas de crecimiento y se calculd la tasa de supervivencia en cada una de las fases. Asi
mismo, durante el preengorde y engorde se obtuvo la tasa de crecimiento instantdnea

en longitud y en peso.

FIGURA 6.18: Situacion de las mesas de preengorde y del parque de cultivo en la playa de Manifios
(Barallobre), donde se realizo el preengorde y engorde de la semilla de almeja babosa.
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6.3.1 PREENGORDE EN BATEA E INTERMAREAL

6.3.1.1 EPOCAS DE CULTIVO

En la tabla VI.4 se muestran los resultados obtenidos en las pruebas de
preengorde, en paralelo en batea y en intermareal, en distintas épocas del afio. En las
dos primeras el sistema intermareal se localizé en O Grove, en las dos ultimas se utilizd
una playa de Vilaxoan y en la tercera se utilizaron ambas localizaciones, la densidad
empleada en todas las pruebas fue la misma (1,79 kg/mz). Se presenta la talla y el peso
en el que se inicid el preengorde, las fechas y dias de cultivo, la talla y el peso

alcanzado al final del preengorde y la mortalidad.

En la prueba donde se obtuvieron peores resultados, otofio 2004, para una
semilla de talla inicial 7,14 mm, se necesitaron 161 dias en batea para alcanzar 15,46
mm y 239 dias en intermareal para llegar a 12,2 mm; siendo la tasa de crecimiento
mensual en longitud de 14,3 para la batea y 6,7 para el intermareal. Los mejores
resultados se obtuvieron en la prueba de verano de 2005, en 49 dias en batea la
semilla con talla inicial de 5,71 mm llegdé a 14,7 mm (G3o: 58); necesitandose 89 dias

para que en intermareal llegara a alcanzar 10,7 mm (G.30: 21,1).

En todas las pruebas se obtuvieron mayores tasas de crecimiento en el sistema
en batea que en el intermareal. En batea la G3p en longitud oscilé entre un 14,3 en
otofio del 2004 y 60,1 en primavera del 2006. En el sistema de preengorde intermareal

la tasa oscilé entre un 6,7 (otofio 2004) y 21,1 (verano de 2005).



TABLA VI.4: Talla inicial y final (mm), peso inicial y final (mg/ind), dias de cultivo, tasa de crecimiento en peso (Gwso) ¥ en longitud (G,30), y porcentaje de mortalidad (%)
en cada una de las pruebas de preengorde de V. pullastra.

Estacion

Otoiio
2004

Primavera
2005

Verano
2005

Invierno
2006

Primavera
2006

Fecha
inicio

27/10/04

08/04/05

06/07/05

01/02/06

27/04/06

Talla inicial
(mm)

7,14+0,84

7,87 +£1,21

5,71+0,79

6,30+1,23

5,91+0,80

Peso inicial
(mg/ind)

52,40+ 1,15

78,92 +5,01

31,43+1,92

47,52 £ 4,50

26,32 +0,42

Sistema

Batea

Intermareal
O Grove

Batea

Intermareal
O Grove

Batea

Intermareal
O Grove
Intermareal
Vilaxoan

Batea

Intermareal
Vilaxoan

Batea

Intermareal
Vilaxoan

Fecha
final

06/04/05
23/06/05
26/05/05
21/07/05
24/08/05
03/11/05
03/11/05
20/04/06
26/05/06
05/06/06

29/06/06

Dias

161

239

48

104

49

89

89

78

114

39

64

Talla final
(mm)

15,46 £ 0,2
12,2+0,3
12,99+ 2,03
12,06 +1,91
14,7 +0,2
10,67 +1,81
10,80+ 1,78
13,61+1,88
10,86 +1,73
12,90+1,03

8,04 +1,12

Peso final
(mg/ind)
592,22 + 3,50

372,59 + 20,16
322,45 +5,39
258,43 + 16,76
443,76 + 39,20
183,50 + 21,77
235,00 + 15,51
373,98 £ 10,40
182,12 +12,61
301,50+12,68

70,12 £3,51

G L30

14,3
6,7
31,8
12,3
57,9
21,11
21,15
29,6
14,3
60,1

14,4

GW30

45,2
24,6
88
34,2
162,1
59,5
67,8
79,3
35,4
187,6

45,9

Mort.

0,33
25,33
3,70

31,71

5,35

7,26

2,16

4,04

5,03



La mortalidad total en las pruebas de preengorde en intermareal fue siempre
superior que en batea, ya que en ésta no se alcanzaron mortalidades superiores al 4%.
En intermareal las mayores mortalidades se presentaron en la prueba desarrollada en
otofio del 2004 (25,3%) y de primavera de 2005 (31,71%); en el resto de las pruebas de

intermareal la mortalidad fue en torno al 5%.
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FIGURA 6.19: Evolucidén del crecimiento en longitud en cada una de las pruebas de preengorde en
relacion con las distintas épocas del aio.

En la figura 6.19 se observa el crecimiento en longitud en todas las pruebas
ensayadas. En la grafica se observa como los lotes preengordados en batea crecen
mucho mas rapido que los del intermareal, y en ambos sistemas el crecimiento es mas
lento entre los meses de noviembre y marzo. Tanto en la prueba de otofio de 2004
como en la de invierno de 2006, la semilla presenta un crecimiento relativamente
lento hasta el mes de abril, momento en el cual se acelera respecto a los meses
anteriores. Los lotes preengordados a partir del mes de abril, tanto en batea como
intermareal, presentan mayores tasas de crecimiento (pendiente de la linea) que los

preengordados en meses anteriores.
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FIGURA 6.20: Evolucion de la temperatura (2C), concentracion de clorofila a (ug/1) y salinidad
(%o) entre los afios 2004 y 2006. La estacion A6 se corresponde con el intermareal de Vilaxoan, la
A7 con la batea y el intermareal de O Grove (datos cedidos por el INTECMAR). Los datos de
temperatura del agua en la batea se tomaron y registraron con una sonda permanente.
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El potencial de crecimiento se ve afectado por diversos factores, entre ellos la
época de cultivo y el sistema empleado. Como se observa en la figura 6.20, en la
evolucién anual de la temperatura, se pueden diferenciar dos épocas diferentes, que
determinan la evolucion de la tasa de crecimiento. A finales de otofio y en invierno la
temperatura del agua de mar es baja (entre 10 y 142C) y a su vez la disponibilidad de
fitoplancton también es menor, por lo que la tasa de crecimiento se ralentiza en
ambos sistemas. En primavera y principios de verano, coincidiendo con el aumento de
temperatura y fitoplancton, la tasa de crecimiento aumenta progresivamente. Durante
los meses de verano las temperaturas del agua son mads elevadas que en invierno,
aunque como se ve en la figura 6.20, durante el mes de julio de 2005 la temperatura

del agua en la batea oscilé entre 15 y 202°C.
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FIGURA 6.21: Evolucidn de la temperatura (2C) en el verano de 2005 en el intermareal de Vilaxoany O
Grove y en la batea.

Comparando las condiciones ambientales de ambos sistemas, en la batea Ia
temperatura es mas estable que en el sistema intermareal (Figura 6.21). En la batea,
durante los meses de verano, la temperatura a lo largo del dia oscila alrededor de 12C,
mientras que en el intermareal, por el efecto de las mareas, la oscilacion de
temperatura es entre 3 y 52C. En el intermareal, durante la marea baja, se llegan a

alcanzar temperaturas de 232C.



Esta subida de la temperatura se debe a que en las épocas estivales, donde la
insolacién tiene una importancia considerable, la capa de agua que cubre la semilla en
el intermareal es relativamente escasa. En determinados dias, con ausencia de viento,
esta insolacién provoca un sobrecalentamiento que queda reflejado en el registro de la
sonda. En mareas muy vivas (inferiores a cota +0,50) las bolsas que contienen la
semilla a preengordar quedan en seco, con lo que la incidencia de la insolacién todavia

puede acrecentar aun mas este fendmeno de aumento de temperatura.

Si cuando ocurren estas mareas vivas sobre la parte superior de las bolsas hay
fijadas epibiontes, especialmente algas filamentosas del tipo Enteromorpha sp., éstas
mitigan el efecto de la insolacidon, protegiendo la semilla ubicada en el interior de las
bolsas de preengorde. Por ello, como practica habitual para realizar el desdoble y
cambio de bolsas de cultivo de la semilla preengordada en intermareal, éste debe
hacerse en los ultimos dias de las mareas vivas, ya que al reubicarlas en bolsas limpias,

exentas de dichas algas, la semilla se encuentra desprotegida frente a la insolacion.

6.3.1.2 EFECTO DE LA DENSIDAD EN EL CRECIMIENTO

Con el fin de estudiar el efecto de la densidad de cultivo en el crecimiento
durante la fase de preengorde se realizd una prueba ensayando con distintas
densidades, en paralelo en batea e intermareal. En la tabla VI.5 se muestran los

resultados.



TABLA VI.5: Talla inicial y final (mm), peso inicial y final (mg/ind), dias de cultivo, tasa de crecimiento en
peso (Gwsg) Y en longitud (G,3), y porcentaje de mortalidad (%) en cada una de las densidades.

BATEA PRUEBA DENSIDAD
Fecha inicio: 28/04/06 Fecha final: 5/06/06
Talla Peso Densidad Talla Peso
inicial inicial K /mz Dias final final Gi30 Gwzo Mort.
(mm)  (mg/ind) & (mm)  (mg/ind)
0,89 13,68 380,20 70,01 222,45 0
5,91 26,32 1,79 38 12,72 301,52 61,33 194,73 0
3,58 9,44 116,96 35,36 112,83 0
INTERMAREAL PRUEBA DENSIDAD
Fecha inicio: 28/04/06 Fecha final: 27/06/06
Talla Peso . Talla Peso
L L Densidad , . .
inicial inicial ke/m’ Dias final final Gi30 Gw3o Mort.
(mm)  (mg/ind) & (mm)  (mg/ind)
591 2632 0,89 60 9,19 107,17 24,06 76,36 2,73
! ! 1,79 8,04 70,12 14,06 44,51 5,03

En ambos sistemas se obtuvieron mejores resultados de crecimiento en las
densidades mas bajas. El valor de las tasas de crecimiento a menor densidad en batea,
tanto en longitud como en peso, fue el doble que a mayor densidad. En el preengorde
realizado en batea, las diferencias de crecimiento entre la densidad baja y media, si se
tiene en cuenta el rendimiento que se obtiene al utilizar menos material de
preengorde, menor disponibilidad de espacio y una reduccidon en la mano de obra

necesaria, se aconseja la utilizacién de la densidad de trabajo de 1,79 kg/m”.

En intermareal las tasas de crecimiento también son mayores a menor
densidad, aunque menores que en batea; con todo ello, el crecimiento se muestra mas
favorable a alta densidad en batea (3,58 kg/m?) que a densidad mds baja en
intermareal (0,89 kg/mz). En la figura 6.22 se muestran los resultados de crecimiento

de las diversas subpartidas.



6. Cultivo en el medio natural
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FIGURA 6.22: Evolucidn del crecimiento de la semilla de V. pullastra en la prueba de preengorde
utilizando distintas densidades de cultivo.

6.3.1.3 TALLA INICIAL DE PREENGORDE

Para el estudio de la viabilidad del sistema de preengorde con semilla de menor
tamafo al utilizado en las pruebas anteriores, se llevaron a cabo pruebas en batea
utilizando el mismo sistema de bolsas pero con luz de malla de 1 mm. El tamafio medio
inicial de la semilla fue de 3,85 mm y con una edad de tres meses. La semilla
previamente fue tamizada por un tamiz de 2 mm y se optdé por realizarla a tres
densidades diferentes (0,72; 1,44 y 2,15 kg/mz). En la tabla VI.6 se muestran los

resultados obtenidos.

TABLA VI.6: Prueba de preengorde con semilla de pequefio tamafio, estabulada en diferentes
densidades en bolsas de luz de malla 1 mm.

BATEA MALLA 1 mm
Fecha inicio: 28/04/06 Primer control: 15/05/06
Densidad .T?I!a .Pgsjo , Talla Peso
kg/mz inicial inicial Dias (mm) il Gi30 Gwzo Mort.
(mm) (mg)
02 o571 2359 69,56 221,08 061
..o Laa 385 674 17 510 1647 4952 157,67 060 _
2,15 4,78 13,41 39,18 121,40 3,17
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Se obtuvieron buenos resultados de crecimiento, especialmente a menor
densidad de cultivo. Se alcanzaron tasas de crecimiento en longitud superiores a 60 en
la densidad mas baja, pasando en 17 dias de 3,85 a 5,71 mm. Las mortalidades fueron
practicamente nulas (Tabla VI.6). Estos resultados avalan que es viable el preengorde
en batea con semilla de pequefio tamafio. Con malla de 1 mm de luz, las almejas
estabuladas en su interior extienden sus sifones a través de los huecos de la malla,
aprovechando el alimento y el oxigeno disuelto del agua que circula por el exterior de

la bolsa. Con este sistema se consiguen buenos resultados de crecimiento.

FIGURA 6.23: Aspecto de la semilla de V. pullastra preengordada en bolsas de luz de malla de 1 mm.

En este caso, el preengorde realizado a menor densidad es el que se muestra
mas favorable, ya que al ser semilla de tan pequefio tamafio, el nimero de unidades
qgue pueden introducirse en cada bolsa es muy elevado. Para preengordar una gran
cantidad de semilla no se requiere de muchos elementos de estabulacién y tan solo es
necesario realizar un desdoble para pasarla ya a malla de mayor luz. Con la densidad

mas baja se acorta bastante el periodo del primer preengorde.

A los 17 dias de cultivo, se tamizd cada uno de los lotes de semilla con un tamiz
de luz de malla de 3 mm (T3), y los sublotes (>T3 y <T3) se estabularon separadamente
para continuar el preengorde. Los sublotes mayores de T3 se estabularon a las
densidades habituales de preengorde para este tamafio, es decir de 0,89 y 1,79 kg/m>.

En la tabla VI.7 se muestran los resultados.



6. Cultivo en el medio natural

TABLA VI.7: Desdoble de los distintos sublotes de la prueba con malla de 1 mm.

BATEA MALLA 2 mm
Fecha inicio: 15/05/06 Fecha final: 21/06/06
Densidad Talla Peso , Talla Peso
kg/m’ (mm) (mg/ind) 2D (mm) (mg/ind) Guso Gwao Mort
... 072<T3 482 13,76 _ 14,78 23598 70,69 22478 422
.. 144<73 48 1448 37 953 = 12032 6606 20956 = 2,81
2,15<T3 4,61 11,97 8,48 83,09 63,93 202,88 1,39
..089>T3 591 2644 & o 1405 4134 59,85 | 190,42 1,15
1,79>T3 5,52 21,18 14,06 414,71 63,33 201,48 3,80

Las tasas de crecimiento se mantuvieron al pasar la semilla a bolsas de mayor
luz de malla, aunque entre las distintas densidades no se aprecia tanta diferencia como

se observod en la semilla de menor tamafio.

En las siguientes figuras se muestra la evolucidn del crecimiento de la semilla

estabulada a distintas densidades.
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FIGURA 6.24: Evolucion del crecimiento en mm en cada una de las densidades.
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6.3.2 CONTROL PATOLOGICO Y MADURACION REPRODUCTIVA DE LA SEMILLA

Se realizd el estudio histolégico de la semilla de V. pullastra que se utilizé en las

experiencias de preengorde del apartado 6.3.1.1.

6.3.2.1 CONTROL PATOLOGICO

En la tabla VI.8 se muestran los resultados del estudio patoldgico de la semilla

antes de ser introducida en el sistema de preengorde y después de finalizada esta fase.

TABLA VI.8: Prevalencias (%) de los organismos pardsitos y comensales observados en cada una de las
muestras.
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(o] ) 3 @ 2> 3 S o ]
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Fecha Talla S 2 S b5} T & & = s
Control inicial 04/11/04 7,2+0,1 0 0 4 15 0 0 0 0 0
Batea 11/04/05 16,0+0,2 0 23 17 10 3 3 7 0 0
Control final
Intermareal  23/06/05 12,2+0,3 0 10 10 0 0 0 3 0 0
Control inicial 21/04/05 8,4+0,2 0 0 4 0 0 0 0 0 0
Batea 26/05/05 13,1+0,3 0 0 0 0 0 0 0 0
Control final
Intermareal  21/07/05 11,8+0,6 0 3 48 7 0 0 10 0 0
Control inicial 06/07/05 7,2+0,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Batea 24/08/05 14,7 +0,2 0 0 8 0 3 0 0 13 0
Control final Int. O Grove 03/11/05 11,5+0,4 3 23 60 0 0 0 13 0 3
Int. Vilaxoan = 03/11/05 12,0+0,2 3 7 33 27 0 3 27 0 0
Control inicial 01/02/06  7,0+0,2 0 3 0 3 0 0 3 0 0
Batea 20/04/06 18,1+0,2 O 0 10 O 0 0 7 0 0
Control final
Intermareal  26/05/06 11,8+0,1 0 0 13 4 5 0 16 0 0
Control inicial 27/04/06  6,8+0,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control final Batea 05/06/06 12,7+0,2 0 16 0 0 0 8 0 0 0

En los controles iniciales de dos de los lotes no se encontrd ningun parasito, en
otros dos sbélo se observaron ciliados y en otro lote, ademds de ciliados, se

encontraron quistes de Nematopsis sp. e individuos de Paravortex sp.



En los controles finales las almejas estaban afectadas por varios parasitos y
comensales. En algunas experiencias se observaron individuos de la gregarina
Nematopsis sp., aisladamente se detectaron plasmodios de haplosporidio en el epitelio
del digestivo y quistes de Steinhausia sp. en ovocitos. En la experiencia que se inicid en
verano de 2005 se observaron algunos metazoos indeterminados en digestivo y
metarcercarias de trematodo en pie. En casi todas las experiencias se detectaron
individuos de Paravortex sp. al final de las experiencias. Se encontraron colonias de
tipo ricketsiano en branquia al final de la experiencia de verano de 2005 que en el
sistema intermareal finalizdé en noviembre. Aunque no tiene importancia patoldgica,

los ciliados en branquia presentaron las mayores prevalencias.

Con relacion a los sistemas de cultivo, las almejas preengordadas en batea
estdn menos parasitadas que las del intermareal. Dependiendo de la época del afio en
que se realice el preengorde también hay diferencias, asi las almejas que se
preengordaron en verano estaban mas parasitadas que las de primavera. Las almejas
del preengorde de otofio de 2004 acabaron también mas parasitadas que en

primavera.
Ninguno de los parasitos detectados en la semilla tiene importancia patoldgica,
pues como mucho, desencadenaban una reaccién hemocitaria ligera alrededor del

parasito.

6.3.2.2 MADURACION REPRODUCTIVA

En la tabla VI.9 se muestran las tallas medias en longitud de las partidas
ensayadas en preengorde realizadas en paralelo tanto en batea como en intermareal, y
el nivel de diferenciacidon sexual encontrada en cada una de ellas mediante técnica

histoldgica, al inicio y final del preengorde.



Resultados

TABLA VI.9: Porcentaje (%) de individuos de cada lote en cada estadio. E1: Inicio de la gametogénesis;
E2: Gametogénesis avanzada; E3: Madurez y puesta y E4: Renovacién gonadal.
I: Indeterminado; H: Hembra y M: Macho.

Control inicial

Control Batea

final Intermareal

Control inicial

Control Batea

final Intermareal

Control inicial
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Co_ntrol Int. O Grove
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Control inicial
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% total
| H M
29 67 4
0 100 O
0 100 O
18 53 29
0 59 41
0 69 31
50 50 O
0 80 20
10 77 13
14 83 3
0 67 33
0 50 50
0 28 72
43 28 29
0 76 24

Las diversas partidas que se colocaron tanto en la batea como en intermareal

para proceder a la fase de preengorde, presentaron un cierto nivel de diferenciacién

sexual (Figura 6.25), indicando que ésta se inicidé ya en el criadero. La mayoria de los

individuos al iniciar el preengorde (entre 6,8 y 8,6 mm) se encontraban en estadio de

inicio de gametogénesis, aunque también se encontraban individuos en estadio de

reposo, en gametogénesis avanzada y en madurez. La talla minima en la que

se

detectd el inicio de la gametogénesis dentro de estas partidas fue de 4,9 mm.

FIGURA 6.25: Imégenes de microscopia Optica de semilla de V. pullastra al inicio del preengorde.
A: Hembra en inicio de gametogénesis. B: Macho en gametogénesis avanzada.
Barra de escala 100 um.
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6. Cultivo en el medio natural

A lo largo de la fase de preengorde la semilla va avanzando dentro de su ciclo
reproductivo (Figura 6.26). Al finalizar el preengorde ya se encuentra mayor porcentaje
de individuos en madurez que al inicio, e incluso se observan algunos individuos en

renovacion gonadal para comenzar otro ciclo de gametogénesis.

FIGURA 6.26: Imagenes de microscopia dptica de semilla de V. pullastra al finalizar el preengorde.
A: Hembra en gametogénesis avanzada en batea. B: Hembra en madurez en intermareal.
Barra de escala 100 um.

6.3.3 CRECIMIENTO DIFERENCIAL

Al realizar el estudio histolégico de maduracidon reproductiva de la semilla
utilizada en las pruebas de preengorde en las distintas épocas del afio, se observé que
en la mayoria de las partidas estudiadas habia un elevado porcentaje de hembras. Se
presenta en la siguiente tabla el porcentaje de sexos que se observd en cada una de las

partidas al finalizar la fase de preengorde.

TABLA VI.10: Porcentaje de individuos de cada sexo encontrados en las distintas pruebas al finalizar el
preengorde y relacién hembras:machos (H:M) en cada subpartida.
I: Indeterminado; H: Hembra y M: Macho. Diferencias significativas en negrita.

Inicio prueba Final prueba Talla (mm)|% 1% H% MI H:M
Batea (11/04/05) 16,0+0,2|{ 0100 0 | 1:0 -
Intermareal (23/06/05) 12,2 +0,3/0 100 0 | 1:0 -
Batea (26/05/05)  13,1+0,3|0 59 41 |1,4:1 (x’=1,200; g.l.=1; p>0,050)
Intermareal (21/07/05) 11,8+0,6/ 0 69 31 |2,2:1 (x2=4,800; g.l.=1; p=0,028)
Batea (24/08/05)  14,7+0,2|/ 0 80 20| 4:1 (x’=10,800; g.l.=1; p=0,001)
Verano 2005 Int. O Grove (03/11/05) 11,5+0,4/10 77 13 |5,9:1 (x2=13,370; g.1.=1; p=0,000)
Int. Vilaxoan (03/11/05) 12,0+ 0,2 |14 83 3 27,6:1(x2=21,160; g.l.=1; p=0,000)
Batea (20/04/06) 13,1+0,2/0 50 50| 1:1 (x2=0,040; g.l.=1; p>0,050)
Intermareal (26/05/06) 11,8 +0,1| 0 28 72 |1:2,57 (x2=6,533; g.l.=1; p=0,011)
Primavera 2006  Batea (05/06/06) 12,7+0,2| 0 76 24 [3,16:1 (x°=6,533; g.l.=1; p=0,011)

Otoiio 2004

Primavera 2005

Invierno 2006
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En siete de las diez partidas se observé que la proporcion de hembras era
significativamente mayor que la de los machos y sélo en una de las partidas se
desviaba significativamente en favor de los machos, en la prueba de intermareal
iniciada en invierno de 2006. En dos de las pruebas la relacién hembras:machos no se
desviaba significativamente de una proporcién 1:1, las pruebas de batea iniciadas en

primavera de 2005 e invierno de 2006.

Al analizar la partida de V. pullastra, que habia iniciado el proceso de
preengorde en otofio de 2004, con una talla media de 7,2 mm, al finalizar el
preengorde, con una talla final de 16 mm en batea y 12,2 mm en intermareal,
presentaba el 100% de hembras y ningin macho. La partida habia sido suministrada
por el criadero de A’Ostreira, S.L. Segun informacidon proporcionada por los
responsables del criadero, procedia de la cabeza de una puesta de almeja babosa
obtenida durante el verano del afio 2004. En funcién de estos resultados, se mantuvo
el lote preengordado en batea hasta el mes de septiembre, momento en el cual la
semilla tenia una talla media de 28 mm, realizando repetidos analisis histolégicos. De
un total de 372 individuos analizados durante estos meses posteriores al preengorde,

solamente se detectaron 4 machos.

Una hipodtesis que podria explicar los resultados anteriores seria que las
hembras presenten un crecimiento mayor que los machos. La presencia de mads
hembras en estas partidas, vendria favorecida por las prdacticas habituales de tamizado
y clasificacion de cabezas y colas que se realizan en los criaderos, y que se supone que
es la causa que origina esta anormalidad final de proporcién de sexos en los lotes de
preengorde. Estos lotes de semilla procedian de criaderos industriales, por lo que no se
conoce la evolucion de los mismos durante la fase de criadero. Probablemente, a
excepcion de la prueba de invierno de 2006, el resto de las pruebas se realizé con

partidas de semilla que se correspondian con las cabezas de las puestas.

Para confirmar esta hipdtesis se pusieron en marcha dos experiencias. En la
primera se controlaron los desdobles de una puesta completa durante la fase de

criadero, y posteriormente se preengordaron todos los lotes en batea. En la segunda



prueba se utilizaron dos puestas, que se mantuvieron en criadero hasta que la semilla

alcanzo un tamafio adecuado para ser estudiada.

6.3.3.1 SEGUIMIENTO EN BATEA

De forma exhaustiva se controlaron los diversos desdobles de una puesta de
almeja babosa del dia 22/02/2005 para su posterior preengorde en batea a partir del
26/05/05.

La primera separacion se realizé en el criadero: Cabezas (1,2-2,1 mm) y Colas
(0,6-1,2 mm). La segunda separacidon fue previa a la introduccién en el sistema de
preengorde en batea: Cabezas+ (10,10 mm), Cabezas- (8,79 mm), Colas+ (5,61 mm) y

Colas- (4,29 mm).

En la tabla VI.11 se exponen los resultados en términos de porcentajes de

hembras y machos en las diferentes subpartidas originadas.

TABLA VI.11: Porcentajes de hembras y machos en las cuatro subpartidas: (CB+) mas grandes de la
cabeza, (CB-) mas pequefias de la cabeza, (CL+) mas grandes de la cola y (CL-) mds pequeiias de la cola.
Relaciédn hembras: machos en cada subpartida. Diferencias significativas en negrita.

Subpartida % H % M H:M
CB+ 65,10 34,90 | 1,94:1  (x’=5,120; g.l.=1; p=0,024)
CB- 40,90 59,10 | 1:1,15  (x’=2,000; g.|.=1; p>0,050)
CL+ 82,90 17,10 | 4,5:1 (x°=20,480; g.l.=1; p=0,000)
CL- 50,00 50,00 1:1 (x=0,000; g.I.=1; p>0,050)

Los resultados parecen indicar que, en la primera division que se realizé en el
criadero (con un tamiz de 750 um), el posible crecimiento diferencial existente a esta
talla no permite una separacion fisica. Sin embargo, la segunda division previa al
preengorde en batea, si origina esa separacidn fisica entre hembras y machos. Las mds
grandes de cada una de las fracciones separadas en el criadero, mas grandes de las

cabeza (CB+) y mas grandes de la cola (CL+), ya contienen mayoritariamente hembras,



mientras que en las muestras correspondientes a las mas pequefias de la cabeza (CB-)
y de la cola (CL-) contienen machos y hembras, confirmando el mayor crecimiento de

las hembras en relacion con los machos en esta fase.

La composicion sexual de las diversas marcas de clase: 14,5 > x> 11,5 mm; 11,5
>x>8,5mmy8,5>x>5,5mm de la cabeza, que se muestrearon el 26/05/2005 (Tabla

VI.12) apuntan en la misma direccion.

TABLA VI.12: Porcentajes de hembras (% H) y machos (% M), valores de peso humedo individual (Ph) y
talla media (L) de cada clase de talla. Relacién hembras:machos en cada subpartida.
Diferencias significativas en negrita.

Marcadeclase | Ph(mg) L(mm)| %$H %M H:M
14,5>x>11,5 @ 147,7 10,2 | 87,5 125 6,5:1 (x’=16,133; g.l.=1; p=0,000)
11,5>x>8,5 93,2 88 |857 143 6,5:1 (x’=16,133; g.l.=1; p=0,000)

85>x>5,5 48,0 71 | 143 85,7 1:6,5 (x’=16,133; g.l.=1; p=0,000)

En la tabla VI.13 se muestran los resultados de crecimiento de las diversas

subpartidas.

A medida que la semilla va creciendo la tasa de crecimiento disminuye vy
tienden a igualarse aquellos individuos que partieron del mismo grupo en la primera
divisién. Asi, al inicio del preengorde la diferencia entre CB+ y CB- es de 1,31 mm, lo
que representa un 13% de la talla mientras que al final del preengorde, la diferencia

entre las dos es de tan sélo 0,76 mm, un 4% de la talla final.

En los dos grupos de las colas esta diferencia todavia es mas perceptible. Al
inicio del preengorde habia un 23% de diferencia entre las dos tallas (1,32 mm) y en la

fecha final se redujo hasta un 15% (2,95 mm).

Las hembras presentan, en teoria, un mayor crecimiento que las coloca en las
partidas mas grandes de la cabeza y la cola (CB+ y CL+). Sin embargo, la maduracién

sexual les provoca una posterior ralentizacion del crecimiento respecto de la fraccion



mas pequefia (CB- y CL-), por lo que si dejaramos crecer la semilla durante mas tiempo

posiblemente las dos fracciones se solaparian (CB+ con CB-y CL+y CL-).

TABLA VI.13: Parametros de longitud L (mm), peso himedo individual Ph (mg) y tasa de crecimiento
mensual en longitud G 3 y en peso Gysp de las diversas subpartidas.

Fecha
CB+
L (mm)
GL3O
Ph (mg)
Gwso
CB-

L (mm)
GL3O
Ph (mg)
GW3O
CL+
L (mm)
Guso
Ph (mg)
GW30
CL-

L (mm)
Guso
Ph (mg)

GW30

26/05/05 08/06/05

10,10

144,73

8,79

93,16

12,98
57,89
321,78
184,38

11,79
67,76
236,61

215,10

21/06/05
16,24
51,71

655,34
164,14
14,58
49,02
465,04
155,93

5,61

22,30

4,29

9,55

07/07/05

18,65
25,94
1.017,47

82,49

17,74
36,78
867,52

116,91

9,39
96,58
114,75

307,16

5,47
45,56
20,65

144,60

19/07/05

21,11
30,98
1.507,21
98,24

19,58
24,67
1.187,21

78,43

11,69
54,77
230,77

174,67

7,60
82,22
58,55

260,54

09/08/05 24/08/05

21,88
6,38
1.689,11
17,99

21,12
11,95
1.509,92

37,97

16,33 18,01
52,78 19,58

667,28 909,99

167,65 62,04
12,32 14,53
76,28 33,00

272,46 459,57

242,78 104,56

07/09/05

19,34
15,27
1.141,06

48,49

16,39
26,25
674,00

82,06

Las tasas de crecimiento en los dos lotes de la cola son mayores que los dos

lotes de la cabeza, debido a que éstas empezaron el preengorde con menor talla que

las otras. Sin embargo, al ir avanzando el preengorde, la tasa de crecimiento disminuye

y a igual talla se observan las mismas tasas.

En ninguno de los lotes la mortalidad, durante la fase del preengorde, superd

al 3%.



6.3.3.2 SEGUIMIENTO EN CRIADERO

Se ha realizado el seguimiento de la semilla obtenida en dos desoves
controlados en el criadero y cultivados segun lo explicado en el capitulo lll. Los dos
cultivos partieron de larvas nacidas en febrero de 2008 y un afio después, todos los
individuos del cultivo se encontraban en un rango de tallas entre 8 y 18 mm. Fue en
este momento cuando se realizé el estudio histoldgico gonadal y se calculd el
porcentaje de machos y hembras en la semilla. Para ello se hicieron tres sublotes en
cada cultivo: almejas pequenas (entre 8 y 10 mm), almejas medianas (entre 12 y 14

mm) y almejas grandes (entre 16 y 18 mm).

La supervivencia de la semilla durante la fase de preengorde que se realizé en
criadero fue diferente comparando los dos cultivos. En el cultivo 1, la supervivencia
desde que la semilla presentaba una talla con valores comprendidos entre 2,5y 5,5
mm hasta el final de la experiencia (entre 8 y 18 mm) fue del 65%, mientras que en el

cultivo 2 fue tan sélo del 10%.

En la tabla VI.14 se presentan los datos del estudio de sexos de cada uno de los
cultivos. En cuanto a la proporcion de sexos, en la puesta 1 hay mayor nimero de
individuos hembra en los sublotes grande y mediano, mientras que en el pequefio hay
mayor proporcion de machos. En todo el cultivo se encontré un 55% de hembras y un
45% de machos. En la puesta 2 se encontré mayor nimero de individuos hembra en
todos los sublotes, en la totalidad del cultivo sélo se encontré un 19% de machos,

frente al 81% de hembras.

Como se vio en la prueba realizada en batea, los machos parece que tienen un
crecimiento menor durante esta fase de preengorde. Esto podria explicar que en el
cultivo 2, con una baja supervivencia (10%), al final de la experiencia se encontrara un
elevado porcentaje de hembras (81%), indicando que los machos podrian haber

guedado eliminados por mortalidad.



TABLA VI.14: Porcentaje de individuos machos y hembras en cada uno de los cultivos. Ph: peso himedo
individual, Lm: longitud media. Relacién hembras:machos en cada cultivo.
Diferencias significativas en negrita.

Cultivo 1

Marcadeclase Ph(mg) Lm(mm) %H %M H:M
18>x>16 784,3 16,9 67 33 2:1 (x*=3,667; g.l.=1; p>0,050)

145>x>12 374,1 13,6 64 36 1,75:1 (x’=2,455; g.l.=1; p>0,050)

10>x>8 142,5 9,3 34 66 1:2  (x°=3,667; g.l.=1; p>0,050)
Total 55 45 1,22:1 (x°=1,000; g.l.=1; p>0,050)
Cultivo 2
Marcadeclase Ph(mg) L(mm) %H %M H:M

18 > x> 16 7708 168 66 34  2:1  (x’=3,667;g.l.=1; p>0,050)
14> x> 12 3850 12,9 87 13 7,251 (x’=18,939; g.l.=1; p=0,000)
10>x>8 130,8 8,9 91 9  10:1 (x’=22,091; g.l.=1; p=0,000)

Total 81 19 4,26:1 (x2=36,000; g.l.=1; p=0,000)

En cuanto al estudio gametogénico se encontré que todos los individuos
presentaban génada diferenciada, observandose individuos entre 8 y 10 mm en

estadio de madurez, 56% en el cultivo 1y 67% en el cultivo 2.

En ambos cultivos, en los lotes mas pequefios (8-10 mm), se encuentran la
mayoria de los individuos en madurez. En los lotes mds grandes (16-18 mm) aumenta
el nimero de individuos en gametogénesis para la generacion de una segunda
madurez sexual. En la siguiente tabla se muestra el porcentaje de individuos de cada

sublote que se observaron en cada estadio.



TABLA VI.15: Porcentaje de individuos machos y hembras en cada estadio con respecto al total en los
diferentes sublotes.

E1l E2 E3 E4
Puestal Tala(mm) H ™M H M H ™M H M
Grandes 16-18 245 9 14 34 9 0 5
Medianas 12-14 17 4 9 20 38 12 0 O

Pequefias 8-10 11 11 0 22 23 33 0 O

E1l E2 E3 E4
Puesta2 Tala(mm) H ™M H M H M H M
Grandes 16-18 33 9 8 0 25 25 0 O
Medianas 12-14 41 5 13 8 33 0 0 O

Pequenas 8-10 16 0 8 9 67 0 0 O

6.3.4 RELACIONES BIOMETRICAS Y COMPOSICION BIOQUIMICA DE LA SEMILLA

Se presenta a continuacién los resultados del estudio de la semilla obtenida en

los dos desoves controlados en el criadero y presentados en el apartado anterior.

6.3.4.1 RELACIONES BIOMETRICAS

En la figura 6.27 se muestran los resultados del estudio biométrico de cada lote

de semilla.

Las ecuaciones de regresion de la relacién longitud-peso en ambas puestas
siguen un modelo potencial. En la puesta 1 se manifiesta una alometria negativa, es
decir, la longitud aumentd relativamente mds que el peso con la edad. La puesta 2

presentd una relacidon isométrica.

Puesta 1: Peso= 0,0002 x longitud®°*° R’=0,9848
Puesta 2: Peso=0,0002 x Iongitudz'9872 R’=0,9874




6. Cultivo en el medio natural
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FIGURA 6.27: Relaciones biométricas en cada una de las puestas. A: Relacion longitud-peso; B: Relacion
longitud-altura; C: Relacién longitud-anchura. Nimero de individuos en cada puesta= 100.
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Las relaciones longitud-altura y longitud-anchura en ambas puestas siguen un

modelo de regresidn potencial, presentando una relacién isométrica.

e A
Puesta 1: Altura= 0,6484 x Iongitudo’9830 R’=0,9773

| Puesta2: Altura=0,6986 x longitud®?®*’ R’=0,9817 )

( ., 40,9977 2 )
Puesta 1: Anchura=0,4002 x longitud™ R°=0,9492
Puesta 2: Anchura=0,3921 x Iongitudl'0156 R’=0,9730 )

6.3.4.2 COMPOSICION BIOQUIMICA

En las figuras 6.28 y 6.29 se muestran los resultados de la composicidn

bioquimica de los dos cultivos.
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FIGURA 6.28: indice de Condicién (peso seco carne/peso seco concha) en %. Cantidad de
carbohidratos, lipidos y proteinas en mg/g peso seco en el cultivo 1. Diferentes letras representan
diferencias significativas entre los distintos grupos de talla.

El componente mayoritario de la semilla en todos los sublotes son las

proteinas, encontrandose valores entre el 375 y 458 mg/g peso seco. Los valores de los

lipidos oscilan entre 56 y 85 mg/g peso seco, y los carbohidratos entre 44 y 63 mg/g

peso seco.



Entre los dos cultivos, sin diferenciar las clases de talla, sélo hay diferencias
significativas (p=0,00) en la composicion de carbohidratos. En el cultivo 1 la cantidad
de carbohidratos oscila entre 44 y 50 mg/g peso seco, mientras que en el 2 los valores
oscilan entre 61 y 63 mg/g peso seco. Ambos fueron cultivados paralelamente,
empleando el mismo método de cultivo y con idéntica alimentaciodn, la Unica diferencia

entre los dos cultivos fue la procedencia de los progenitores (Cangas y O Barqueiro).
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FIGURA 6.29: indice de Condicidn (peso seco carne/peso seco concha) en %. Cantidad de carbohidratos,
lipidos y proteinas en mg/g peso seco en el cultivo 2. Diferentes letras representan diferencias
significativas entre los distintos grupos de talla.

En cuanto a la composicién bioguimica de los distintos sublotes, en el cultivo 1
hay diferencias significativas entre éstos (p<0,05). La cantidad de proteinas es mayor
en la clase mediana (12-14 mm) que en las otras dos clases. La cantidad de lipidos es
mayor en la clase de talla mas grande y hay mayor cantidad de carbohidratos en la
clases de talla mayores (12-14 y 16-18 mm) con respecto a las mas pequefias (8-10
mm). En el cultivo 2 la composicién bioquimica de la clase de talla 8-10 mm y 16-18
mm es la misma. En la clase de talla mediana (12-14 mm) hay mayor cantidad de

proteinas y menor de lipidos con relacidn a las otras clases de talla.

El indice de Condicién aumenta en ambos cultivos al ir aumentando la talla de

la semilla.



6.3.5 EXPERIENCIA DE CULTIVO INTEGRAL: CRIADERO, PREENGORDE Y ENGORDE

Se hizo el seguimiento de una puesta obtenida de forma controlada en el
Centro de Cultivos de Ribadeo, preengordada en mesas en la playa de Manifios en
Barallobre y engordada en la zona intermareal de la misma playa. El fin es obtener una
estimacion del tiempo necesario que se necesitaria para realizar el cultivo integral de

esta especie, desde su fase en criadero hasta su engorde en el medio natural.

- Reproductores. A mediados del mes de febrero de 2006 se obtuvo un desove
espontaneo de un lote de 260 progenitores de 38 mm de talla media que procedian
del intermareal de una playa de Vilaxodn (Ria de Arousa). Los progenitores desovaron
espontaneamente a su llegada al criadero. Se obtuvieron 2.000.000 de huevos de talla

media 73 pum.

- Larvario. El desarrollo larvario durd 17 dias alcanzando una talla de 235 um 'y
una supervivencia del 50%. En la figura 6.30 y en la tabla VI.16 se muestra la evolucién

del cultivo larvario en el criadero.
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FIGURA 6.30: Evolucién del desarrollo larvario en el criadero.



TABLA VI.16: Evolucion del desarrollo larvario en el criadero.

Huevo Larva D Umbonada Pediveliger Postlarva
Dias 0 2 8 13 17
Tamafo 7312,5 um | 10345,2 um | 127+11,3 um | 190+22,5 um | 235%£29,9 um
Supervivencia > 50%

- Postlarvario. En el desarrollo postlarvario hasta la obtencion de semilla para
preengorde, se obtuvo una supervivencia del 30% y a los 90 dias de la puesta la semilla
alcanzo una talla media de 4,70 mm, momento en el que se sacaron del criadero para
su estabulacion en el sistema de preengorde. En las figura 6.31 y en la tabla VI.17 se

muestra la evolucién del desove durante el desarrollo postlarvario.
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FIGURA 6.31: Evolucién del desarrollo postlarvario.
TABLA VI.17: Evolucidn del desarrollo postlarvario en el criadero.
Dias 17 24 36 41 62 90
Tamafo 2351229 um | 360+£77 pm [ 786176 um | 9421132 um | 2.360£428 um [ 4.700+£711 pm
Supervivencia > 30%

- Preengorde. A finales de mayo se comenzd la fase de preengorde en
Barallobre. Se partia de una semilla inicial de 4,70 mm y en 4 meses se llegd a una talla
de 13,90 mm. La G 3 durante esta fase fue de 24,27 y la supervivencia fue del 83%. En
la tabla VI.18 se muestran los datos y en la figura 6.32 la evolucion del crecimiento

durante el preengorde.



Resultados

Preengorde

10 - y=9,8024In(x) - 39,094
R?=0,9822

Longitud (mm)

0 T 7 7 T 7 =

90 110 130 150 170 190 210
dias

FIGURA 6.32: Crecimiento en longitud de la semilla durante la fase de preengorde.

TABLA VI.18: Crecimiento en longitud de la semilla durante la fase de preengorde.

Talla Talla Peso | Peso . _ )
Inicial Final Inicial | Final | Dias | Guo | Gwso | Supervivencia
(mm) (mm) (8) (8)

Preengorde | 4,70+1,12 | 13,90+2,02 | 0,026 | 0,455 | 134 | 24,27 | 64,08 83%

- Engorde. En la fase de engorde, la semilla sembrada en el parque de cultivo
con una tamano medio de 13,90 mm alcanzé en 15 meses una talla media de 31,55
mm, con una G;3p de 5,59 y una supervivencia del 75%. Se ha estimado el tiempo que
tardarian en llegar a la talla comercial (38 mm) en base a la tasa de crecimiento

observada en esta fase de engorde, siendo de 18 meses.

En la tabla VI.19 se muestra el resumen de los datos obtenidos durante el

engorde y en la figura 6.33 la evolucidn durante la fase de engorde.

TABLA VI.19: Tasa de crecimiento y supervivencia durante el engorde en Barallobre.

Talla Talla Peso | Peso ) ) .
Inicial Final Inicial | Final | Pias | Guo [ Gwso | Supervivencia
(mm) (mm) (8) (8)

Engorde | 13,90+2,02 | 31,55+2,80 | 0,455 | 5,860 | 440 | 5,59 | 17,42 75%
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6. Cultivo en el medio natural
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FIGURA 6.33: Crecimiento en longitud durante la fase de engorde.
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FIGURA 6.34: Evolucién del desove desde su etapa en criadero hasta el preengorde y
engorde en el medio natural.

En la figura 6.34 se muestra la evolucion del desove desde su etapa en criadero,
hasta el preengorde y engorde en el medio natural. La duracién del cultivo integral de
esta especie, en estas condiciones de cultivo, seria de 25 meses: 3 meses en criadero, 4
meses de preengorde en mesas en intermareal y 18 meses de engorde en un parque

intermareal.
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Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que la ubicacidon mas
favorable para el preengorde de almeja babosa Venerupis pullastra, es la batea. En
todas las pruebas realizadas, en las que se utilizé el sistema de cultivo en minibolsas,
las mayores tasas de crecimiento se obtuvieron en los sistemas ubicados en la batea
en relacion con aquellos sistemas ubicados en zonas intermareales. Ademas, la
mortalidad producida en los sistemas de minibolsas en la batea fue practicamente
nula (entre 0 y 3,70%), mientras que en intermareal la mortalidad registrada fue

superior, con valores entre 4,04 y 31,71%.

La diferencia de crecimiento entre las dos ubicaciones se debe a que en el
intermareal el cultivo estd sometido al régimen mareal, experimentando emersiones y
como consecuencia parones de alimentacién diarios, lo que se traduce en menores
tasas de crecimiento que en la batea. En ésta, la estabilidad del medio es mayor, ya
gue la continua inmersion del sistema de cultivo hace que se produzca una mayor
disponibilidad del alimento y una mayor estabilidad de las condiciones ambientales,
lo que al final se traduce en una mejora del crecimiento. En el caso de la almeja babosa
esta circunstancia es importante ya que desarrolla su vida natural de forma general en

completa inmersion.

La temperatura éptima de crecimiento de la almeja babosa, estaria en torno a
los 202C (Albentosa et al., 1994). En este trabajo se encontraron temperaturas de
hasta 232C en el sistema de preengorde en el intermareal durante el verano, mientras

gue en la batea, en esta misma época, no se sobrepasaron los 202C.

El potencial de crecimiento en las dos ubicaciones varié dependiendo de la
época de cultivo, ya que la temperatura y el alimento disponible ejercen una influencia
directa en el crecimiento y desarrollo gametogénico de los moluscos bivalvos (Sastry,
1979 y Beninger y Lucas, 1984). A finales de otofio y durante el invierno la

temperatura del agua de mar es baja y, a su vez, la disponibilidad de fitoplancton



también es menor, por lo que la tasa de crecimiento se ralentiza en cualquiera de las
dos ubicaciones empleadas en nuestro caso. Desde la primavera hasta principios del
otoiio, la tasa de crecimiento aumenta coincidiendo con la subida de temperaturay la

abundancia de fitoplancton.

Durante la primavera y verano, partiendo de una semilla de talla de 5a 7 mm,
se necesitan 2 meses en batea y 4 en intermareal para que la semilla alcance una talla
entre 12-14 mm, que se considera dptima para efectuar las siembras en las zonas de
engorde. Si la época de preengorde se realiza durante el otofio-invierno, la semilla
precisa el doble de tiempo que en la primavera-verano para alcanzar la misma talla de

siembra.

De entre las tres especies cultivadas en Galicia, la almeja babosa debido a su
mayor metabolismo, es la que menos pardon de crecimiento experimenta durante los
meses de invierno y la que mayor tasa de crecimiento puede alcanzar. La almeja fina y
japonesa presentan una tasa mdaxima semejante, diferencidandose en que la almeja
japonesa ralentiza mas tarde su crecimiento con la llegada del invierno e inicia mas
pronto el crecimiento post-invernal. Debido a su mayor tasa de crecimiento, la almeja
babosa demanda menores densidades de cultivo en relaciéon a las otras especies

(Garcia Fernandez et al., 2003).

Como se ve claramente, la tasa de crecimiento obtenida durante el preengorde,
no sélo depende del sistema, la ubicacion y la época de cultivo, sino que también de la

densidad de cultivo y la talla inicial.

Dentro de los pardmetros de cultivo la densidad es uno de los factores que mas
influencia tiene en el crecimiento y en la mortalidad; de tal forma que, a una densidad
excesiva, el crecimiento puede llegar a detenerse y a producir altos porcentajes de
mortalidad (Martinez et al.,, 1997). En este trabajo se obtuvieron los mejores
resultados de crecimiento en las densidades mas bajas (0,89 kg/mz), obteniéndose

doble tasa de crecimiento que a mayor densidad (3,58 kg/m?).



No obstante, la densidad 6ptima que admite un determinado sistema de
cultivo depende de diversos factores: la ubicacidn, la estaciéon anual y la talla inicial

de la semilla.

Debido a las diferencias de crecimiento entre el intermareal y la batea, en el
sistema de minibolsas empleado en este trabajo, el crecimiento se mostré incluso mas
favorable a alta densidad en batea (3,58 kg/m’), que a densidad mas baja en

intermareal (0,89 kg/m?).

Un cultivo admite densidades superiores en las épocas de menor crecimiento
(otofo-invierno), mientras que en los meses de mayor crecimiento (primavera-verano)
la densidad inicial puede llegar a cuadriplicarse en un mes. La periodicidad de las
operaciones de desdoble y limpieza han de intensificarse en las épocas de mayor
temperatura y con tallas mdas pequeias. En lineas generales, con relacién a las
practicas de manejo de la semilla, puede decirse que los desdobles deben realizarse

cuando la biomasa estabulada en los sistemas de cultivo se duplica.

En cuanto a la talla inicial de la semilla, a menor tamaio la densidad utilizada
debe ser menor, ya que al ser semilla de pequefio tamafio, el nimero de unidades que

pueden introducirse en el sistema es mas elevado.

Como hemos visto, la ubicacién, la estacién anual y la talla inicial de la semilla,
son factores importantes a la hora de escoger la densidad de cultivo; aunque ésta
siempre dependera de la disponibilidad de espacio, del sistema empleado y de la
mano de obra necesaria. En resumen, conviene tener en cuenta aquellos aspectos que

pueden influir directamente en la rentabilidad del sistema de preengorde.

El preengorde realizado en las minibolsas de malla 1 mm para almeja de 3,8
mm, iniciado en la primavera en el sistema de minibolsas en batea, se ha demostrado
viable, obteniéndose un buen crecimiento y no presentando problemas de
mortalidad; indicando que es un sistema vdlido para el preengorde de semilla de

tamafio muy pequefio. Una vez que alcanzan la talla adecuada, que en épocas



favorables de crecimiento puede ser del orden de 15/20 dias, puede estabularse ya en
mallas con luces de 2 mm y posteriormente de 3 mm, para seguir el proceso hasta el
final de la etapa de preengorde, con resultados excelentes en cuanto a crecimiento y
supervivencia. En un ensayo realizado por de Santiago et al. (2009) en un sistema de
flujo forzado en Camariias, la semilla de V. pullastra de una talla inicial de 3,3 mm

alcanzaba en un periodo de 11 a 13 dias una talla alrededor de 5 mm.

Los buenos resultados de supervivencia y crecimiento obtenidos con semilla de
menor tamafo al habitual (retenida en tamiz 1,5-2 mm) permiten solucionar uno de
los principales problemas en el cultivo de almeja, el paso del criadero al medio natural.
A medida que la semilla crece en el criadero, aumentan las complicaciones de
cultivarla en condiciones controladas. La biomasa se va multiplicando en poco tiempo
de forma exponencial, lo que implica un considerable aumento en las necesidades de
espacio, volumen de agua bombeada y produccién de microalgas. Este sistema
permite sacar del criadero almeja de pequeio tamafio (3-4 mm) para que se alimente

directamente del mar, aumentando asi la capacidad de produccion de los criaderos.

Dados estos resultados de crecimiento de semilla durante el preengorde en
batea mediante el sistema de minibolsas en jaulas, y utilizando una estrategia de
entrada de diferentes partidas a lo largo del afio, es perfectamente viable que en un
vivero flotante de dimensiones normales con la instalacién de unas 30 jaulas, pueda
llevarse a cabo el preengorde de almeja babosa de una cantidad en torno a los 30/35
millones de unidades al afo, partiendo de individuos alrededor de los 3 6 4 mm de

talla inicial (Cervino, 2010).

En las tablas VI.20 y VI.21 se muestra una revision los resultados obtenidos por
otros autores en los sistemas de preengorde y engorde mas cominmente utilizados en

Galicia.



TABLA VI.20: Comparacion de los resultados obtenidos por otros autores en los diversos sistemas de preengorde ensayados con V. pullastra.
L1: Longitud inicial. L2: Longitud final. W1: Peso inicial. W2: Peso final. G 3o: Tasa de crecimiento mensual en longitud. Gyszo: Tasa de crecimiento mensual en peso.

11 12 W1 W2 peses
(mm) (mm) (g)

4,7 13,9 0,026

15,0

7.8 0,078
121
136

6,30 0,047
10,4

- - 866

50 150 -
12,9

5,8 0,025
15,8

71 10,6 0,058

7,1 13,3 0,058

104 248 -

55 185 -

(g)
0,45

0,514
0,258

10,373

0,182

225,32

10,269

0,512

0,186

0,316

4,5

1,5
3,5

2,6
3,8

1

3-4

2,3

2,3

3,3

4

Mayo 2007

Febrero 2006/17,2 49,9
‘Febrero 2006 26,9: 72,7
| Mayo 2006 263 -

Mayo2009 30,7 -

Fecha inicio | G3p: Gwso Sistema

Mayo 2006 24,3 64,1 Sacos intermareal

40,5 117,1 |Minibolsas batea
Abril 2005
12,3 34,2 Minibolsas intermareal

29,6: 79,3 |Minibolsas batea
Febrero 2006

13,2 35,4 Minibolsas intermareal

Verano 2000, - 102,45 Cestillos en batea

Abril 1998 |20,2. - Sacosintermareal

19,8 59,4
Contenedores con flujo invertido

75,5

24,9
Tambores de flujo invertido
en efluente de piscifactoria (Insuifia)

Tambores de flujo invertido
en semillero tradicional (Remagro)

Sistema de platillos en batea

Sistema de platillos en batea

Localizacion

Barallobre

Cambados

O Grove

Cambados

Vilaxoan

Cambados

Vilaxoan

Camarifias

O Grove

O Grove

Moafia

A Pobra do Caramiiial

Autor

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Garcia Fernandez et al. (2001)

Abella et al. (2001)

de Santiago et al. (2007)

Guerra et al. (2007)

Guerra et al. (2007)

Pérez Corvacho y Pardo Vuelta (2007)

Juan Manuel Paisal (Proameixa Fernandez)
Comunicacién personal



(mm) (mm) (g) (g)
13,9 | 31,5 (0,450
125 28 -
12,8 355 -

9,2 31,6 0,120
150 380 -

80 381 -

13,2 25,2 0,360

2 wi

w2

5,860 14,5
- | 8
- |17
6,024 12
- |13-16
-1
2,927, 7

Meses  Fecha inicio

Octubre 2006
Abril 1996
Abril 2007

Septiembre 2008

Julio 1998

Abril 1996

GL?'O GWSO

5,6
4
6,1
10,1
12,5-17,5
13,8

9,4

Sistema
17,4 Parque intermareal
- |Parque intermareal
- |Parque intermareal
32,3 Parque intermareal

- |Parque submareal

Localizacion

Barallobre

Vilaxoan

Carril

Vilaxoan

Vilaxoan

TABLA VI.21: Comparacion de los resultados obtenidos por otros autores en los diversos sistemas de engorde ensayados con V. pullastra.
L1: Longitud inicial. L2: Longitud final. W1: Peso inicial. W2: Peso final. G 3o: Tasa de crecimiento mensual en longitud. Gyszo: Tasa de crecimiento mensual en peso.

Autor
Este trabajo
de Coo et al. (1997)
Santamaria et al. (2009)
Otero et al. (2010)

Abella et al. (2001)

- |Cajas con substrato en batea A Pobra do Caramifial Parada (2007)

30,4 Cajas sin substrato en batea Noia

Rama Villar y Rey Méndez (1997)



Es dificil comparar los resultados obtenidos por otros autores ya que, las tasas
de crecimiento obtenidas en cada uno de los sistemas, estarian influenciadas por la

talla inicial y final de la semilla, o la época de inicio y duracién del cultivo.

Aun asi, se observa que los datos obtenidos de la tasa de crecimiento en el
preengorde realizado en el intermareal, tanto en este trabajo como en el de Abell3 et
al. (2001), son inferiores a los obtenidos en los diversos sistemas realizados en
completa inmersién: minibolsas (este trabajo), cestillos (Garcia Fernandez et al., 2001),
semillero tradicional y efluente de piscifactoria (Guerra et al., 2007), contenedores de
flujo forzado (de Santiago et al., 2007) y sistema de platillos (Pérez Corvacho y Pardo

Vuelta, 2007).

La tasa de crecimiento alcanzada en este trabajo en la fase de engorde en un
parque intermareal de Barallobre, es parecida a la obtenida en un parque en Vilaxoan
(de Coo et al., 1997) y otro en Carril (Santamaria et al., 2009), ambos también en
intermareal. Estos resultados nos indican que se obtuvieron menores tasas de
crecimiento que los obtenidos por diversos autores en submareal: Abellad et al. (2001)
en un parque sumergido, Parada (2007) en cajas con substrato y Rama Villar y Rey
Méndez (1997) en cajas sin substrato, ambos en batea. Igualmente, parecen confirmar
que la fase de engorde, al igual que en el preengorde, se acorta si se realiza en un
sistema permanentemente sumergido. En un parque intermareal se necesitarian
alrededor de 18 meses de engorde, mientras que la talla comercial en un sistema

submareal se alcanzaria a los 12 meses desde la finalizacion del preengorde.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo y a los de otros autores, se
estima que el cultivo integral de esta especie, desde |la obtencién del desove hasta la
talla comercial, se podria completar en 18 meses si se realiza el preengorde en un
sistema en suspension durante la primavera-verano, y se completa con el engorde en
un sistema también sumergido. Si el preengorde y engorde se realizan en sistemas

intermareales, el tiempo de cultivo aumentaria hasta los 26 meses.



Los parasitos y simbiontes observados en la semilla ya habian sido descritos en
individuos adultos de los bancos naturales de las costas gallegas (Figueras et al., 1992;

Lépez, 1995; Villalba et al., 1993b y Ordas et al., 2001).

Ninguno de los pardsitos detectados en la semilla tiene importancia patoldgica.
En este trabajo no se encontrd ningun individuo afectado por Perkinsus sp.; al igual
que Villalba et al. (2005) que tampoco observaron en un banco natural gallego
individuos de V. pullastra menores de 20 mm de longitud infectados por Perkinus sp.;
uno de los organismos mads patégenos asociados con grandes mortalidades de
individuos adultos en Galicia (Casas, 2001). En el trabajo realizado por Carballal et al.
(2007) con semilla de R. philippinarum preengordada en Galicia, encontraron que la
semilla que inicialmente sélo presentaba ciliados en branquia y glandula digestiva, al

finalizar el preengorde, entre un 10 y un 20% estaba afectada por Perkinus olseni.

Con relacion a los sistemas de cultivo las almejas preengordadas en batea
estan menos parasitadas que las del intermareal, ya que éstas finalizan el preengorde
antes y por lo tanto pasan menos tiempo en el sistema. Dependiendo de la época del
afio en que se realice el preengorde también hay diferencias, asi las almejas que se
preengordaron en verano estaban mas parasitadas que las de primavera,
probablemente debido a la mayor presencia de parasitos en el medio en los meses de
verano. Las almejas del preengorde de otofio de 2004 acabaron también mas
parasitadas que en primavera, seguramente debido a que el preengorde duré el doble

de tiempo que en la primavera.

Las diversas partidas de semilla que se colocaron tanto en la batea como en
intermareal para proceder a la fase de preengorde presentaron un cierto nivel de
diferenciacién sexual, indicando que ésta se inicié previamente en el criadero. La
mayoria de los individuos al iniciar esta etapa de preengorde en el medio natural, con
tallas comprendidas entre 6,8 y 8,6 mm, se encontraban en estadio de inicio de
gametogénesis; aunque también se encontraban individuos en estadio de reposo, en
gametogénesis avanzada y en madurez. La talla minima en la que se detecto el inicio

de la gametogénesis dentro de estas partidas fue de 4,9 mm.



A lo largo de la fase de preengorde la semilla fue avanzando dentro de su ciclo
reproductivo, encontrandose al finalizar ésta mayor porcentaje de individuos en
madurez que al inicio. Con los datos obtenidos en este trabajo, se puede afirmar que la
almeja babosa nacida en criadero en el invierno, madura sexualmente durante el
preengorde en primavera, observando individuos de 6 meses de edad con una

gonada totalmente desarrollada.

Este resultado coincide con Jara Jara (1995), quien en un estudio de
maduraciéon de la semilla durante la fase de preengorde en efluente de piscifactoria,
encontré individuos de 170 dias de edad y 11,5 mm de longitud con una estructura

gonadal desarrollada y con algunos gametos maduros.

Todos estos resultados se refieren a semilla cultivada en criadero vy
preengordada en un tipo especifico de sistema; por lo que estos datos nunca deben
ser extrapolables a las poblaciones naturales. Estas se encuentran sometidas a
condiciones ambientales diferentes, ubicadas en diversas zonas y sometidas a un

régimen de explotacion en particular.

En un estudio realizado sobre la reproduccidon de esta especie en el medio
natural, Pérez Camacho (1980) afirma que el desarrollo sexual de la almeja babosa es
muy precoz. Los ejemplares nacidos en primavera se desarrollarian sexualmente
durante el invierno, realizando su primera puesta en la siguiente primavera, con un

afo de vida y aproximadamente 30 mm de longitud.

En este trabajo se confirma la existencia de un crecimiento diferencial entre
hembras y machos en los primeros estadios de vida, de modo que las hembras
alcanzan porcentajes mayoritarios en las cabezas de las puestas de almeja babosa
producidas en criadero. De acuerdo con las técnicas de tamizado usualmente utilizadas
en los criaderos industriales, se puede considerar que el punto en el que el crecimiento
diferencial se manifiesta como consecuencia de las operaciones de tamizado suele ser
a partir del tamano T2 (3-4 mm), y que este crecimiento diferencial se mantiene

mientras las hembras de las cabezas van alcanzando la maduracién sexual. A partir



de este momento reducen su tasa de crecimiento, por lo que las diferencias de talla 'y
peso entre las cabezas (mayoritariamente hembras) y las colas (compuestas por

machos) se va reduciendo.

Esta fase de crecimiento diferencial y los resultados obtenidos hasta este
momento plantean diversas cuestiones. Previamente, habria que tener en cuenta este
fendmeno a la hora de validar ensayos comparados entre partidas de semilla que se
desconozca su composiciéon sexual. Por otro lado, si las hembras mantuvieran su
ventaja en talla sobre los machos, abriria nuevas expectativas en los métodos y
tecnologias de engorde de estos moluscos bivalvos. Del mismo modo obligaria a
replantear ciertas practicas habituales de desechar las colas de menor crecimiento en
los criaderos y plantas de preengorde; ante estos datos, podrian ser la mayor parte de

la dotacién de machos de una puesta.

Este crecimiento diferencial podria suceder en otras especies, ya que en un
estudio de la reproduccion de Ruditapes decussatus durante el crecimiento de un lote
de semilla procedente de criadero en un parque de cultivo, Rodriguez Moscoso (2000)
encontrdé un porcentaje de hembras notablemente superior (80,3%) al de machos

(12,5%), apuntando a que podia ser debido al efecto fundador de la semilla.

Por todo ello, habria que realizar una valoracién de las repoblaciones que se
llevan a cabo con semilla de criadero y su efecto en la composicion sexual de la

poblacién general de la zona repoblada.

El componente bioquimico mayoritario de la semilla (de entre 8 y 18 mm)
analizada en este trabajo, es al igual que en los individuos adultos, las proteinas.
Durante esta etapa la semilla tiene un crecimiento exponencial, por lo que ésta es
indispensable para la generacidon de nuevas estructuras. En un estudio realizado con
semilla de almeja babosa y japonesa cultivada en varios sistemas de preengorde
(semillero tradicional y efluente de piscifactoria), Guerra et al. (2007) también

encontraron que la proteina es el componente mayoritario de la semilla.



La cantidad de los otros dos componentes, lipidos y carbohidratos (5-6% y 7-
9%, respectivamente), es menor que en los individuos adultos, a pesar de que la
semilla de almeja analizada estaba en la fase de desarrollo gametogénico y madurez,
época en la que los individuos adultos poseen mayor cantidad de estos dos
componentes. Todo ello podria indicar que el efecto de la reproduccion no incidié en
los resultados de la composicion bioquimica de la semilla; indicando que ésta no
acumuld reservas y la gametogénesis se desarrolld a expensas de la alimentacion diaria
aportada al cultivo. La semilla analizada en este trabajo fue durante todo el momento

alimentada con fitoplancton cultivado.






7. CONCLUSIONES







Ciclo reproductivo de Venerupis pullastra en el medio natural:

1.- La caracteristica principal es la presencia de gametos maduros durante todo el
afio. Esto es debido a que posee un gran periodo de madurez y puesta, abarcando
principalmente los meses desde febrero a julio, a la ausencia de un periodo de reposo,
a la asincronia folicular dentro de un mismo individuo y a la heterogeneidad de

estadios dentro de un mismo muestreo.

2.- La cantidad de glucégeno vy lipidos en gédnada aumenta en los meses de verano
y otofio coincidiendo con la gametogénesis, disminuyendo en invierno y primavera
durante la época de mdxima madurez. La evolucion de las proteinas en génada es
inversa a la del resto de componentes. La cantidad de proteinas y de lipidos totales en
el resto del individuo, no presenta ninguna relacion con la evolucion del ciclo
gametogénico. En cuanto al glucégeno, presenta una evolucion paralela en la génada y

en el resto del individuo.

3.- Las tres poblaciones estudiadas presentan un patrén de desarrollo similar. Las
mayores diferencias se dan entre las dos poblaciones de O Grove, ya que en la del
banco intermareal el nimero de individuos en madurez durante todo el afio, es menor
gue en la submareal. Destaca también la mayor prevalencia de Perkinsus olseni en la

zona intermareal de O Grove con relacidn a las zonas submareales.

Desarrollo embrionario y larvario de V. pullastra:

4.- El estudio del desarrollo embrionario mediante microscopia electrdnica,
permite observar que la invaginacién de la glandula de la concha se desarrolla en el
estadio de gastrula y que en la trocofora se observa como una hendidura abierta en la
parte dorsal, a partir de la cual se secreta el periostraco. Treinta horas después de la

fertilizacidn, éste acaba envolviendo las partes blandas de la larva formando la larva D,



aunque tendran que pasar cuarenta y ocho horas tras la fecundacion para que las

valvas estén totalmente calcificadas.

5.- En la postlarva, ademas de la prodisoconcha | de aspecto punteado y la
prodisoconcha Il con anillos concéntricos, se distingue la disoconcha, con unas lineas
de crecimiento mas marcadas y, a diferencia de otros bivalvos, la presencia de

microvellosidades.

Protocolo de cultivo de V. pullastra en criadero:

6.- Se pueden recoger reproductores en cualquier banco natural gallego y estacién
del afio. La calidad de las puestas no esta relacionada con los valores del indice de
Condicion, la composicién bioquimica y el indice de madurez de los distintos lotes

usados como reproductores.

7.- Un método efectivo para la induccién a la puesta es la estimulacién con
choques térmicos, con una temperatura minima de 122C y maxima de 209C. Se pueden
mantener los reproductores acondicionados en el criadero, durante un mes o mas,

para obtener varias puestas de un mismo lote, no mermando la calidad de las mismas.

8.- El cultivo larvario comienza 48 h después de la puesta y finaliza
aproximadamente a los 18 dias, con un crecimiento medio diario entre 7-8 um/dia y
una supervivencia media del 56%. A los 25 dias del inicio del cultivo finaliza la
metamorfosis y las postlarvas de unos 40 dias, con una supervivencia del 49% desde la
fijacién, presentan un talla de 600-700 um. Estos resultados se consiguen con una

temperatura de cultivo de 18+12C y una dieta mixta a base de diatomeas y flagelados.

Cultivo de V. pullastra en el medio natural:

9.- El preengorde en el medio natural se muestra viable con semilla a partir de 3,5
mm de longitud retenida en tamiz de 2 mm. Los resultados son distintos segun los
sistemas y la ubicacién; asi, se obtuvieron mayores tasas de crecimiento en el sistema

ubicado en batea que en el mismo sistema en la zona intermareal. Durante el invierno



la tasa de crecimiento se ralentiza, necesitando el doble de tiempo que en el resto del
aflo para alcanzar la misma talla de siembra. En batea las almejas finalizan el

preengorde menos parasitadas que las del intermareal.

10.- Las diversas partidas de semilla utilizadas en la fase de preengorde
presentaron un cierto nivel de diferenciacién sexual, indicando que ésta se inicio en el
criadero. La almeja babosa nacida en criadero en el invierno, madura sexualmente
durante el preengorde en primavera, observando individuos de 6 meses de edad con

una génada totalmente desarrollada.

11.- Existe un crecimiento diferencial en los primeros estadios de vida, alcanzando
las hembras mayores porcentajes en las cabezas de las puestas. El punto en el que el
crecimiento diferencial se manifiesta suele ser a partir del tamafio T2 (3-4 mm) y se
mantiene hasta que las hembras reducen su tasa de crecimiento, por lo que las
diferencias de talla y peso entre las cabezas (mayoritariamente hembras) y las colas

(compuestas por machos) al final del preengorde se va reduciendo.

12.- El cultivo integral de esta especie, desde la obtencidn del desove hasta la talla
comercial, realizando el preengorde y engorde en un sistema intermareal, se
completaria en 26 meses. En condiciones éptimas, es decir si se comienza el
preengorde en primavera en un sistema en suspensién y se realiza el engorde también

en suspension, el tiempo de cultivo seria de 18 meses.
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