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RESUMEN

En Galicia, el cultivo de ostras estaba basado en la ostra plana Ostrea edulis, pero, debido a la
sobrepesca y la incidencia de parésitos el cultivo de ésta especie se volvid inviable. Con vistas a
mantener la ostricultura gallega, se permitié la importacion de la ostra japonesa Crassostrea
gigas, creando la necesidad de estudios mas detallados acerca de la biologia reproductiva y del
ciclo de cultivo de esta especie bajo las caracteristicas ambientales de las zonas de produccion
gallegas. La presente tesis evalla y determina el ciclo reproductivo y el ciclo de
almacenamiento y movilizacion de las reservas de la ostra japonesa cultivada en batea en la Ria
de Arousa. Ademas, evalla el efecto de los sistemas de cultivo de jaulas y cuerdas en el
crecimiento, reproduccidon y bioquimica de la ostra japonesa y el efecto de diferentes densidades
de cultivo en jaulas sobre el crecimiento y supervivencia. Los resultados mas destacables de la
presente tesis son que las ostras cultivadas en la Ria de Arousa siempre estan en proceso de
gametogénesis no entrando en el periodo de reposo y que la temperatura necesaria para la
induccién a la puesta es distinta entre los sexos. En relacion al cultivo, el sistema afecta
directamente a la acumulacién de las reservas y a la produccion de gametos, con una
superioridad de las cuerdas. El sistema de jaulas presenta un efecto de auto-raleo, lo que por otra

parte no es observado en el sistema de cuerdas.

RESUMO

En Galicia, o cultivo da ostra baseouse na ostra plana Ostrea edulis, pero debido a sobrepesca e
a incidencia de parasitos o cultivo desta especie se fixo invidbel. Co fin de manter a ostricultura
galega, se permitiu a importacion da ostra xaponesa Crassostrea gigas, creando a necesidade de
estudos mais detallados da bioloxia reprodutiva e do ciclo de cultivo desta especie para as
caracteristicas ambientais das zonas de producion de Galicia. Esta tese avalia e determina o
ciclo reprodutivo e o ciclo de almacenamento e mobilizacion das reservas da ostra xaponesa
cultivada na Ria de Arosa. Tamén avalia o efecto dos sistemas de cultivo en gaiolas e cordas no
crecemento, reproducién e bioguimica da ostra xaponesa e o efecto de distintas densidades de
cultivo en gaiola sobre o crecemento e supervivencia. Os principais resultados desta tese é que
as ostras cultivadas na Ria de Arosa estan sempre en proceso de gametogenese non entrando no
periodo de descanso e a temperatura necesaria para a inducion da desova é diferente entre 0s
sexos. En relacion ao cultivo, o sistema afecta directamente a acumulacion de reservas e a
producion de gametos, cunha superioridade das cordas. O sistema de gaiola ten un efecto de

auto-dilucion, o que non é observado no sistema de cordas.



ABSTRACT

In Galicia, oyster farming was based on the flat oyster Ostrea edulis, but due to overfishing and
the incidence of parasites, the culture of this species became unviable. In order to maintain the
Galician oyster culture, was allowed the introduction of Crassostrea gigas, creating the need for
more studies on the reproductive biology and culture cycle of this species under the
environmental characteristics of the Galician production areas. This thesis evaluates and
determines the reproductive cycle and the reserves storage and mobilization cycle of the
Japanese oyster grown in a raft in the Ria de Arousa. In addition, evaluates the effect of the
culture gears of cages and ropes in growth, reproduction, and biochemistry of the Japanese
oyster and the effect of different stocking densities in cages on growth and survival. The
highlights of this thesis are that oysters grown in the Ria de Arosa are always in the
gametogenesis process not entering in the rest period and the temperature required for spawning
induction is different between sexes. In relation to culture, the gear directly affects the reserve
accumulation and the production of gametes, with a superiority of the ropes. The cage gear has a

self-thinning effect, which otherwise is not observed in the ropes.
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Capitulo 1

PRESENTACION Y OBJETIVOS

El cultivo de moluscos es un area dentro de la acuicultura mundial que representa el
23,6% de la produccion del sector, con 14,2 millones de toneladas en el afio de 2010 (FAO,
2012). Espafia es el principal productor de moluscos en Europa con una produccion de
aproximadamente 193 mil toneladas en el afio de 2010 (FAO, 2013a).

En Galicia, la ostra plana, Ostrea edulis (Linnaeus, 1758), fue durante muchos afios el
principal molusco recolectado, pero, debido a una sobreexplotacion entre los afios de 1950 y
1960, los bancos naturales de las rias de Vigo, Arousa y Muros practicamente desaparecieron.
Paralelamente, comenz0 el desarrollo de su cultivo, siendo instaladas mas de 300 bateas en las
Rias gallegas, con una produccion aproximada de 100 millones de ostras. Este cultivo se
realizaba partiendo de ostras jovenes, importadas de Francia e Italia (Iglesias et al., 2005).

El desarrollo de este cultivo se vio frenado al detectarse una elevada mortandad en las
ostras importadas, debido primero al protozoario Marteilia refringens y, posteriormente, a una
segunda infeccién provocada por Bonamia ostreae, que se extendié en las diferentes zonas de
suministro, hasta hacer inviable el cultivo de esta especie (Montes et al., 1990). Con vistas a
mantener la ostricultura gallega, se permitié la importacion de la ostra C. gigas en caracter
experimental, con el fin de valorar la viabilidad de esta especie desde un punto de vista
productivo y ecoldgico (Xunta de Galicia, 1992).

La introduccion en Galicia de la ostra japonesa C. gigas en 1991 supuso un gran avance
en el sector ostricola, por su mayor resistencia y rapidez de crecimiento en comparacion con la
ostra plana O. edulis, de cultivo tradicional y autoctona de esta zona. Esta situacion, como toda
introduccidon de una especie foranea, crea una gran necesidad de estudios mas detallados acerca
de la biologia reproductiva y del ciclo de cultivo de C. gigas, bajo las caracteristicas
ambientales en las costas espafiolas, con especial énfasis en las zonas de produccion gallegas.

El objetivo principal de la presente tesis es profundizar en el conocimiento cientifico de
la biologia de la ostra japonesa C. gigas en Galicia, principalmente en lo que se refiere a las
caracteristicas reproductivas, bioquimicas y de cultivo, contribuyendo en el desarrollo de los
sistemas de produccion de esta especie en Espafia. Planteandose como objetivos especificos los
siguientes.

Estudiar la biologia reproductiva de la ostra japonesa C. gigas cultivada en batea en la
Ria de Arousa (capitulo 3). En concreto, se intenta determinar el patrén del ciclo reproductivo y
evaluar las influencias de los factores ambientales sobre el desarrollo gonadal, desde el punto de
vista cualitativo y cuantitativo.

El capitulo 4 esta dirigido a la evaluacién de la acumulacion y movilizacion de las

reservas bioquimicas durante dos ciclos reproductivos consecutivos de la ostra japonesa



Presentacion y objetivos

cultivada en batea, ademas de evaluar la influencia de la diferenciacion sexual en la
composicion bioquimica general (proteinas, carbohidratos, glucogeno y lipidos).

Estudiar la influencia que el sistema de cultivo ejerce sobre la biologia reproductiva, es
el objetivo planteado en el capitulo 5. También se estudian las posibles implicaciones que el
sistema de cultivo pueda tener sobre la determinacion sexual.

El capitulo 6 evalla el efecto del sistema de cultivo sobre el almacenamiento y
utilizacion de las reservas bioquimicas, correlacionando con el ciclo reproductivo.

En el capitulo 7, hemos pretendido analizar el efecto de los sistemas de cultivo en jaulas
y cuerdas en el crecimiento, tiempo de cultivo y supervivencia de C. gigas cultivada en batea en
la Ria de Arousa, con el intuito de determinar el mejor sistema de cultivo con relacién a la
cuantidad y calidad producida

En el Gltimo apartado (capitulo 8) se ha hecho un analisis de la idoneidad para el cultivo
de ostra en las jaulas de cultivo patentadas por el IEO, evaluando el efecto de diferentes

densidades de cultivo en el crecimiento, tiempo de cultivo y supervivencia de la ostra japonesa.
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Capitulo 2

INTRODUCCION GENERAL

2.1. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE Crassostrea gigas

2.1.1. Sistematica

1. Phylum Mollusca

2. Clase Bivalvia

3. Subclase Pteriomorphia

4. Orden Ostreoida

5. Superfamilia Ostreoidea

6. Familia Ostreidae

7. Género Crassostrea

8. Especie Crassostrea gigas (Thunberg, 1793)
9. Nombre comin Ostra japonesa, Ostra rizada

2.1.2. Anatomia

Las ostras son organismos sesiles, comprimidos lateralmente y alongados en su parte
dorso-ventral (Eble y Scro, 1996). La concha de C. gigas estd formada por dos valvas
asimétricas calcificadas, la que se adhiere al sustrato se considera como izquierda, mientras que
la superpuesta es considerada como derecha. Las valvas son formadas por tres partes distintas
desde el exterior al interior: el periostraco que es una membrana organica delgada y que
presenta coloracion, las capas prismaticas que son prismas verticales de carbonato de calcio
recubiertas por una matriz proteica de conquiolina y la parte interna formada por estructuras
laminales compuestas por cristales de aragonito. Ambas valvas estan unidas por un masculo
aductor y por una charnela, ligamento proteico y ligeramente calcificado que se encuentra sobre
la linea media dorsal.

Las partes blandas estan cubiertas por el manto. El borde del manto est4d compuesto por
tres pliegues. El pliegue externo secreta las dos capas externas de la concha, mientras la capa
interna es secretada por el epitelio externo del manto. El pliegue medio tiene una funcién
sensorial y el pliegue interno es muscular.

El manto estd compuesto por tejido conectivo, vasos sanguineos y nervios, y cual esta
cubierto en ambos lados por un epitelio unicelular. EI manto tiene principalmente funciones
sensoriales, mecanicas y de proteccion y es a través de los tentaculos del manto y el pliegue del

velo que las ostras pueden detectar la presencia y caracteristicas del alimento y direccionarlo a
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través del control del flujo de agua (Eble y Scro, 1996). Ademas, el manto proporciona cierta
proteccion del medio externo y de la depredacion (Galtsoff, 1964). En Crassostrea gigas se ha
demostrado a nivel molecular que el manto tiene otras funciones, como lo son la sintesis de
proteinas, transduccion de sefiales, soporte metabolico, formacion y calcificacion de la concha
(Miyamoto et al., 2002).

El espacio libre entre los dos I6bulos del manto se denomina cavidad paleal en donde se
aloja la masa visceral. A cada lado de la masa visceral se encuentra un par de branquias
lamelares. Las branquias tienen la doble funcion de encargarse de la alimentacion y del
intercambio gaseoso en el proceso de respiracion. Estructuralmente, las branquias son lamelas
compuestas de filamentos branquiales, los cuales a su vez estan recubiertos de cilios anteriores
y laterales, los cuales permiten la circulacion del agua y un aporte continuo de oxigeno y
particulas de alimento (Eble y Scro, 1996). Las branquias secretan un mucopolisacarido al que
se adhiere a las particulas de alimento, las cuales son dirigidas por los cilios hacia los palpos
labiales antes de ser ingeridas (Ward et al., 1994).

La masa visceral contiene los érganos de la digestion, excrecién y reproduccion. El
sistema digestivo estd formado por branquias, palpos labiales, boca, es6fago, estémago,
glandula digestiva, intestino, recto y ano (Figura 2.1). En la parte anterior de las branquias, dos
pares de palpos labiales permiten la clasificacion y orientacion de los alimentos hacia la boca. El
alimento pasa por un esofago ciliado muy corto hasta llegar al estomago que contiene un estilete
cristalino, estructura de textura gelatinosa en donde se encuentran las enzimas digestivas. El
intestino recorre un gran numero de érganos, partiendo de la proximidad del corazon, para
rodear la glandula digestiva hacia el recto y termina en el ano, al lado del masculo aductor. El
desplazamiento del alimento se lleva a cabo con la ayuda de cilios que recubren el epitelio
interno del intestino (Eble y Scro, 1996).
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Figura 2.1. Anatomia general interna de la ostra Crassostrea virginica (Tomado de Galtsoff, 1964).

El sistema de excrecidn esta constituido por el rifion y la glandula pericardial, los cuales
se encuentran de manera ventral al corazén y al masculo aductor.

El sistema circulatorio de las ostras es abierto: la hemolinfa es bombeada por el corazén
a través de arterias, las cuales se bifurcan en vasos en el seno de los tejidos irrigados por la
hemolinfa. Estructuralmente, el corazén esta compuesto de un ventriculo y de dos auriculas. El
corazdn se encuentra dentro de la cavidad del pericardio, situado entre la masa visceral y el
musculo aductor (Eble y Scro, 1996).

El sistema nervioso es reducido, secundariamente descentralizado y esta compuesto por
ganglios cerebrales, viscerales y motores, organizados en varios pares de nervios (Galtsoff,
1964). El sistema nervioso y la secrecion de neurotransmisores/neurohormonas, como la
serotonina, controlan los movimientos de las branquias (Carroll y Capatane, 2007), los latidos
del corazéon (Kuwasawa y Hill, 1997), asi como los procesos de maduracion de las génadas y
los mecanismos de desove (Siniscalchi et al., 2004; Tanabe et al., 2006).

El sistema reproductivo situado en la masa visceral, tejido mixto entre la glandula
digestiva y el manto, estd constituido por las génadas que se originan a partir de células
mesodérmicas situadas en la region posterior del cuerpo. Estas células se multiplican y se
separan en dos grupos que se disponen a ambos lados del cuerpo. El tejido conjuntivo, circunda
esta estructura formando un sistema de tubulos y foliculos. Las génadas son estructuras difusas
que en periodo de reposo sexual desaparecen casi por completo, y cuando alcanzan la madurez
sexual, rodean la glandula digestiva y el resto de los 6rganos, ocupando el espacio libre que

queda entre estos, presentando una coloracion blanquecina y de aspecto lechoso.
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Por Gltimo, el musculo aductor que sirve para abrir y cerrar las valvas. EI muasculo esta
formado por dos partes, una translucida responsable por los movimientos de cierre rapido y otra
de coloracion blanca opaca que permite que las valvas permanezcan cerradas por un largo

periodo.

2.1.3. Area de distribucion y habitat

Desde el punto de vista geografico, C. gigas es una especie ampliamente distribuida por
el mundo. Originaria de Asia, fue introducida con éxito en muchas regiones (Europa, América,
Oceania). Hoy en dia, se puede decir que C. gigas puede ser encontrada en todos los
continentes.

Es una especie encontrada en aguas costeras y en estuarios hasta la profundidad de 40
metros. Prefiere substratos duros como rocas, conchas y otras estructuras, aunque también se
puede encontrar en areas fangosas o de arena (FAO, 2013b)

El intervalo optimo de salinidad para la especie es de 20 a 25%o, aunque la especie
puede ocurrir en salinidades por debajo de 10%o y sobrevivir en salinidades superiores a los
35%o. También tiene una amplia tolerancia a la temperatura con un rango de -1,8 a 35 °C (FAO,
2013b).

2.1.4. Ciclo de vida

C. gigas es descrita en la literatura como una especie hermafrodita sucesiva protandrica
irregular (Buroker, 1983; Guo et al., 1998), de esta forma, normalmente en su primer ciclo de
desarrollo gonadal las ostras maduran como machos, pudiendo cambiar el sexo entre dos
estaciones. Guo et al. (1998) proponen un modelo de locus simple para explicar la
determinacion del sexo en C. gigas. Este modelo estaria constituido de un alelo macho
dominante (M) y un alelo hembra protandrico (F), resultando dos poblaciones de machos: los
machos verdaderos (MF) que no cambian de sexo durante toda la vida y los machos cambiantes
(FF) que pueden desarrollar el sexo hembra bajo control de genes secundarios o de factores
ambientales.

En el medio natural, normalmente, la gametogénesis se desarrolla en un ritmo lento. Al
final del invierno, las lineas germinales se desarrollan hasta alcanzar la madurez a principios del
verano. Una vez maduros, los genitores eliminan los gametos directamente en el agua, donde
tienen lugar una fecundacion externa. Después de la fecundacion, el huevo se desarrolla
gradualmente pasando por los estadios de morula, blastula, gastrula hasta llegar a la formacion
de la larva trocofora. Esta larva se desarrolla y pasa a llamarse larva veliger, presentando una

concha (prodisoconcha 1) y un velo, 6rgano de nutricion y locomocion. Al final del desarrollo
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larvario, la larva veliger presenta la formacion del pie y pasa a ser llamada pediveliger. Durante
esta etapa, la larva pasa a buscar un substrato para su fijacion. La metamorfosis pone fin a la
vida planctoénica y la ostra pasa a tener una vida bentonica, que persistird por el resto de la vida
del animal.

2.2. REPRODUCCION EN OSTRAS

La reproduccion es un fendmeno universal que asegura la sostenibilidad de las especies
por medio de la transmision de la informacién genética de una generacion a la otra. Las ostras se
reproducen sexualmente, de esta manera, dos individuos generan descendientes cuyo material
genético proviene de una combinacién de los padres. De hecho, este material que ira formar el
nuevo ser, es originario de la fusion de dos células reproductivas sexuales, las células
germinales o gametos. Los mecanismos fundamentales de la reproduccién sexual han sido
altamente conservados durante la evolucién debido a su importancia en la supervivencia de las
especies. La reproduccion sexual se puede dividir en tres pasos fundamentales: (1) la

diferenciacion de las células germinales, (2) la gametogénesis y (3) la fertilizacion.

2.2.1. Diferenciacion de las células germinales

Las células germinales constituyen un tipo celular Gnico altamente especializado (para
la transmision de la informacién genética) y totipotente (un organismo completo puede
regenerarse a partir de la informacién contenida en estas células) (Raz, 2000). Estas células se
separan de las células somaticas durante el desarrollo embrionario en forma de células
germinales primordiales (PGCs - primordial germ cells) (Wylie, 1999). Las células germinales
primordiales originan, por diferenciacion, a las células madre germinales (GSCs — germinal
stem cells), que daré origen a las gonias (espermatogonias y ovogonias) en una fase juvenil
temprana de los individuos (Figura 2.2). A partir de las células madres germinales tendria lugar
la renovacién anual de la poblacion de células de la linea germinal en cada ciclo reproductor
(Fabioux, 2004).
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Figura 2.2. Modelo de diferenciacién de las células germinales de Crassostrea gigas (Fabioux, 2004,
Citado en Cadavid, 2008).

2.2.2. Gametogeénesis

Gametogénesis es el conjunto de procesos que conducen a la formacion de los gametos
haploides, los ovocitos y los espermatozoides, a partir de gonias, ovogonias o espermatogonias
(diploides). La gametogénesis comprende dos etapas distintas: una etapa de multiplicacién
mitotica de las gonias y una etapa mei6tica (Alberts et al., 1994).

Las primeras células germinales diferenciadas, las gonias (ovogonias o
espermatogonias), crecen en el epitelio germinal y se dividen intensamente por mitosis. Estas
células presentan un pequefio tamafio (= 6 um de diametro), un nucleo grande y una fina
camada de citoplasma granular (Lango-Reynoso et al., 2000). Las gonias se diferencian en
ovocitos 0 espermatocitos y entran en meiosis. La gametogénesis se produce de una manera
centripeta en los tibulos gonadales, del epitelio germinal a la luz central.

En los machos, los espermatocitos primarios siguen con la meiosis y se diferencian
sucesivamente en espermatocitos secundarios, espermatidas y en espermatozoides. El tamafio de
las células germinales masculinas disminuye progresivamente durante su diferenciacion, el

nlcleo se condensa y el citoplasma se torna casi inexistente (Kennedy et al., 1996).
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En las hembras, las ovogonias se diferencian en ovocitos primarios, que presentan un
nicleo méas grande y citoplasma mas denso y granular, a medida que avanza la vitelogénesis.
Los ovocitos vitelogénicos se desprenden de la pared del foliculo y los ovocitos maduros son
liberados al lumen del foliculo. Los ovocitos liberados durante la puesta se bloguean en la
profase | de la meiosis. La emisién en el agua del mar y la fertilizacion desencadenan
sucesivamente la reanudacion de la meiosis y la ruptura de la vesicula germinal y la expulsion

del primer cuerpo polar.

2.2.3. Ciclo reproductivo

En general, el ciclo reproductivo en ostras consta de una serie de fases consecutivas,
acumulacién de reservas en la gonada u o6rganos almacén, desarrollo de la goénada,
gametogénesis, maduracion de gametos, puesta y periodo de reposo (Giese, 1959; Bayne, 1976).
La sucesion de estos fendmenos puede ser sincrénica o asincronica dentro de la poblacion
(Sastry, 1979), y la duracion y el nimero de ciclos gametogénicos puede variar en poblaciones
de la misma especie, dependiendo de la zona geografica y de las condiciones ambientales (Giese
y Kanatani, 1987).

El estudio del ciclo reproductivo de C.gigas cultivada en ambiente natural ya ha sido
reportado por diversos trabajos en distintos paises (Massapina et al., 1999; Steele y Mulcahy,
1999; Galvao et al., 2000; Berthelin et al., 2001; Chavez-Villalba et al., 2007; Dridi et al.,
2007; Castafios et al., 2009). Segun Fabioux (2005), de una manera general, C. gigas exhibe un
ciclo reproductivo claramente estacional, donde el inicio de la gametogénesis se produciria en
invierno, seguido de una fase de gametogénesis intensa en primavera, maduracion y puesta en
verano y un periodo de reabsorcion en otofio.

En el estudio del ciclo reproductivo en moluscos bivalvos, Lubet (1959) fue uno de los
primeros en proponer para el mejillon Mytilus edulis una escala gametogénica. Actualmente
existen diversas clasificaciones reproductivas, las cuales se basan en caracteres cualitativos
como la histologia (Quayle, 1969; Yakovlev, 1977; Xie y Burnell, 1994; Steele y Mulcahy,
1999) y caracteres cuantitativos como el peso seco de la carne (Lucas y Beninger, 1985), el
indice de condicion (Hughes-Games, 1977; Grant y Tyler, 1983; Bodoy , 1986), el diametro
medio de los ovocitos y el area de ocupacién de la génada por gametos (Kennedy y Battle,
1964; Muranaka y Lannan, 1984; Lango-Reynoso et al., 2000; Delgado y Pérez Camacho,
2003), siendo la histologia el método méas comdnmente utilizado en la determinacién del ciclo
reproductivo en ostras.

Lowe et al. (1982) afirman que los datos de biologia reproductiva obtenidos a través del
andlisis de imagen son méas precisos y exactos cuando se comparan con los obtenidos mediante

el método estereolégico. Meneguetti et al. (2004) también apuntan las ventajas del uso del
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analisis de imagen como una herramienta que proporciona informacidn precisa de la histologia
de los tejidos reproductivos mediante el andlisis de los variados tipos celulares.

Los métodos utilizados para evaluar la gametogénesis en bivalvos poseen ventajas y
desventajas. Barber y Blake (1991) mencionan que el método méas completo consiste en la
aplicacion de por lo menos dos técnicas, una de las cuales puede ser cuantitativa o cualitativa,
mientras la otra seria realizada a través del andlisis histolégico, necesario para verificar los
eventos reproductivos relacionados con el desarrollo de los gametos.

En los estudios del ciclo reproductivo de C.gigas, la histologia aun es el método méas
comUnmente utilizado y aceptado (Yakovlev, 1977; Mann, 1979; Ruiz et al., 1992a; Massapina
et al., 1999; Stele y Mulcahy, 1999; Berthelin et al., 2000; Berthelin et al., 2001; Fabioux et al.,
2005; Chéavez-Villalba et al., 2007; Dridi et al., 2007; Royer et al., 2008; Huvet et al., 2010). A
través de este analisis es posible verificar el desarrollo de las células gametogénicas,
determinandose microscopicamente el estadio del desarrollo gonadal mas representativo en la
preparacion histologica. Los principales periodos del ciclo reproductivo descritos para C. gigas

son:

a. Periodo de reposo sexual

Es la fase posterior a la emision total de gametos. En esta fase se inicia la
reestructuracion de los tejidos de reserva, los foliculos se comprimen por el crecimiento de las
células conjuntivas, musculares y de reserva. Las células vesiculares (células de reserva en C.
gigas), se localizan principalmente alrededor de los tdbulos circulatorios y presentan un aspecto
de roseta (Berthelin et al., 2000).

Los foliculos se encuentran practicamente vacios, donde sélo subsisten las células
madres de las gonias, espermatogonias y ovogonias, elementos sobre los que se desarrollara la
gonada. La diferenciacion de machos y hembras es dificil y se realiza en base a las

caracteristicas de las espermatogonias y ovogonias.

b. Periodo de multiplicacion de las gonias

Esta fase se caracteriza por la aparicion de foliculos y acinos gonadales que incrementan
su tamafio. Las células germinales que estaban en reposo se activan y se produce un cambio de
volumen y morfologia nuclear. En las hembras las ovogonias crecen, el nucleo engorda y la
cromatina se dispersa en forma de una fina red, para a continuacion entrar en mitosis. En los
machos, al igual que en hembras, se dan cambios de volumen y morfologia nuclear, siendo la

cromatina méas densa en las espermatogonias que en las ovogonias (Lubet, 1959).
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En las secciones histoldgicas representativas de este periodo, se encuentran diferentes
estados de desarrollo: células madres, espermatogonias y espermatocitos en machos y células
madres, ovogonias y ovocitos previtelogénicos en hembras.

Con relacion al tejido de reserva, las células vesiculares representan un tejido denso con

un padrén caracteristico y ocupan la mayor parte de la génada (Berthelin et al., 2000).

C. Gametogénesis

En esta fase, la foliculogénesis y gametogénesis son intensas, llegando a aparecer los
primeros gametos maduros (espermatozoides y ovocitos). Los foliculos pasan a ocupar la mayor
parte de la masa visceral, reduciéndose la presencia del tejido muscular y conectivo. El tejido de
reserva pasa a ser consumido casi que totalmente, desde los ductos genitales hacia el area
digestiva. Al final de este periodo, el tejido de reserva esta reducido a una fina camada de
células vesiculares alrededor del area digestiva (Berthelin et al., 2000).

Los procesos que caracterizan esta fase son la ovogénesis en hembras y la
espermatogénesis en machos.

En la ovogénesis, las ovogonias que tapizan las paredes de los foliculos entran en la
primera division mei6tica, quedando detenidas en el diplonema de la profase I. El fin de la
primera division meidtica y la segunda division no tienen lugar hasta que los ovocitos son
emitidos al agua del mar. Durante la ovogénesis los ovocitos aumentan de tamafio y pasan por
dos etapas con caracteristicas citoldgicas e histoquimicas distintas: la previtelogénesis y la
vitelogénesis.

Durante la previtelogénesis los ovocitos crecen lentamente, los cromosomas estan
difuminados y el citoplasma enriquecido con ribonucleoproteinas, aumentando el nucléolo de
tamafio y sufriendo la primera divisién nucleolar cuando se aproxima la vitelogénesis (Lubet,
1959).

En la vitelogénesis los ovocitos aumentan de tamafio y acumulan reservas vitelinicas
(inclusiones lipidicas, granulacién de mucopolisacaridos y plaquetas vitelinicas proteinicas) en
el citoplasma. El nucleo sufre un crecimiento importante y la cromatina se va difuminando.

En la espermatogénesis, las espermatogonias van formando una o dos capas periféricas
en los acinos gonadicos y al entrar en meiosis podemos observar todos los estadios
espermatogénicos estratificados en capas sucesivas y dirigidas hacia el lumen del tabulo. A
medida que avanza el desarrollo, el citoplasma va decreciendo en tamafio y las células van
siendo més pequefias. Las espermatogonias dan origen a los espermatocitos primarios por
mitosis, en seguida el espermatocito primario pasa a espermatocito secundario iniciando la
meiosis y el paso de espermatocito secundario a espermétidas concluye la segunda division
meidtica.
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Empieza entonces la espermiogénesis, que es la diferenciacion de las espermétidas en
espermatozoides. En esta etapa los centriolos se disponen perpendicularmente dando lugar a la
aparicion del flagelo.

d. Maduracion

Periodo donde los gametos maduran, estando al final de esta fase aptos para ser
liberados al medio ambiente. En hembras, los ovocitos maduros pasan a ocupar el espacio
folicular interior y el contorno celular aparece mucho mas regular y redondeado que en etapas
anteriores. En individuos completamente maduros, se observa que los contornos de la vesicula
germinativa se difuminan, las granulaciones citoplasmaticas invaden progresivamente la
vesicula germinal y el nucléolo termina por desaparecer.

En machos los acinos gonadales contienen principalmente espermatozoides que dirigen
sus flagelos hacia el eje central del acino. Las otras formas gametogénicas (espermatogonias,
espermatocitos y espermatidas) practicamente desaparecen.

El tejido de reserva intrafolicular desaparece, estando reducido a una o dos camadas de
células vesiculares alrededor del area digestiva (Berthelin et al., 2000). Toda el area gonadal es

tomada por gametos maduros.

e. Puesta

Una vez alcanzada la maduracién existen las primeras liberaciones de gametos que
llenan los gonoductos, dejando espacios intrafoliculares. En el caso de los machos, la
organizacion de los espermatozoides direccionando los flagelos de forma concéntrica al lumen
del acino es destruida.

La ostra japonesa, normalmente, presenta un Gnico periodo de puesta en Europa. En
Francia, Berthelin et al. (2001) estudiando el ciclo reproductivo de dos poblaciones de C. gigas
encuentran un unico periodo de puesta en julio, la misma conclusion a que han llegado Lango-
Reynoso et al. (2000) estudiando tres poblaciones en la costa Atlantica francesa. En Irlanda,
Steele y Mulcahy (1999) encuentran para esta misma especie un Unico periodo de puesta entre
agosto y septiembre. Sin embargo, en Espafia, Ruiz et al. (1992a) describen dos picos de puesta

para la misma especie.

f. Restauracion entre puestas sucesivas

En especies que emiten gametos varias veces en la misma época, existe un estado

transitorio llamado de restauracion entre puestas sucesivas. En esta etapa, el tamafio de los

14



Capitulo 2

foliculos disminuye, teniendo la apariencia de comprimidos y el nimero de células en desarrollo
aumenta, mientras los gametos maduros disminuyen.

El desarrollo de este fendmeno parece darse con mayor rapidez en machos que en
hembras, y la velocidad que define este proceso puede que se encuentre influenciada por

factores ambientales y nutricionales.

g. Fin de la estacion reproductiva

Después de la ultima puesta de la estacion, los foliculos son pequefios y estan
practicamente vacios, restando unos pocos gametos maduros (ovocitos o espermatozoides), con
sefiales de citolisis. Los foliculos son invadidos internamente y externamente por hemocitos,
con probable funcion degenerativa.

Los gametos residuales seran reabsorbidos, preparando el &rea gonadal para un nuevo
ciclo de almacenamiento de reservas, transformacion de células germinales y gametogénesis.

El proceso de reabsorcidon de los ovocitos es denominado por algunos autores como
atresia (Lucas, 1982; Lubet y Mann, 1987; Pipe, 1987). Este término se aplica a la reabsorcion
de los ovocitos que alcanzaron la maduracion maxima y no fueron liberados al medio (Lango-
Reynoso et al., 2000). La energia obtenida por medio de esta reabsorcidon podra ser reinvertida

en el metabolismo basal de la ostra (Steele y Mulcahy, 1999).

2.2.4. Factores que regulan el ciclo reproductivo

Los ciclos reproductivos de moluscos bivalvos en general se encuentran regulados por
varios factores, los cuales han sido clasificados en algunos trabajos como endégenos y exgenos
(Giese, 1959; Lubet y Mann, 1987).

En los moluscos bivalvos se ha demostrado que los cambios estacionales de la biomasa
del tejido blando y su relacién con el ciclo reproductor reflejan una compleja interaccion entre
los factores ambientales externos y la respuesta enddgena (regulada por el sistema
neuroendocrino). Como producto de esta interaccién, se establece un orden estacional de los
procesos secuenciales del ciclo reproductor (Giese y Pearce, 1974; Sastry, 1979; Mackie, 1984).

Entre los factores exdgenos estudiados, los que presentan mayor influencia sobre la
reproduccion de moluscos bivalvos son la temperatura, el alimento disponible, la salinidad y el
fotoperiodo (Mann, 1979; Muranaka y Lannan, 1984; Robinson, 1992a; Ruiz et al., 1992a;
Chévez-Villalba et al., 2003). Otros factores exdgenos que pueden afectar el desarrollo gonadal
son los sistemas de cultivo, una vez que en los mismos son modificadas la densidad de cultivo

de los organismos lo que conlleva a una mayor competencia por el alimento.
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Dentro de los factores enddgenos hay que destacar las variaciones de los componentes
bioguimicos (Sastry, 1979), las neurohormonas, que son los principales mensajeros implicados
en la reproduccion de bivalvos marinos (Ketata et al., 2007) y la edad, una vez que la especie C.
gigas es considerada hermafrodita sucesiva protandrica irregular, desarrollando normalmente en

el primer ciclo gonadal gametos masculinos (Guo et al., 1998).

a. Temperatura

A la temperatura, normalmente, le han asignado el papel principal como inductor del
desarrollo gametogénico en Crassostrea gigas (Mann, 1979; Deslous-Paoli et al., 1982;
Muranaka y Lannan, 1984; Dinamani, 1987; Ruiz et al., 1992a; Steele y Mulcahy, 1999; Lango-
Reynoso et al., 2000; Berthelin et al., 2001; Chavez-Villalba et al., 2001; Chavez-Villalba et
al., 2003; Castarios et al., 2009; Enriquez-Diaz et al., 2009; Pogoda et al., 2013).

Algunos autores indican un umbral térmico para el comienzo del desarrollo
gametogénico en ostras, entre ellos podemos destacar los trabajos de Mann (1979) que apunta
un valor minimo de 10,5 °C y Fabioux et al. (2005) que describe como la maduracion de las
ostras se alcanzé a temperaturas de 8-10 °C, consecuentemente con valores del umbral térmico
mas bajos.

La duracién de la gametogénesis y el comienzo de la puesta estan regulados por la
temperatura, de manera que en especies con una amplia distribucion geogréfica, como la C.
gigas, la influencia de la latitud sobre el ciclo reproductivo puede correlacionarse con este
factor, observandose como en general los animales mas cercanos al ecuador tienen una
gametogénesis mas temprana y de mayor duracion que individuos de latitudes mas altas
(Thompson et al., 1996). Esta afirmacion ha sido comprobada en poblaciones de C. gigas que se
cultivan en la costa de Francia, donde se ha observado que las poblaciones del sur de la costa
del Atlantico desovan con un mes de antelacién con respecto a las poblaciones que se
encuentran en el Norte (Lango-Reynoso et al., 2006). En Portugal, C. gigas alcanza la madurez
prematuramente e inicia los desoves en abril-mayo, los cuales continGan hasta finales de agosto
(Massapina et al., 1999).

Algunos autores también indican la necesidad de alcanzarse una temperatura minima
para el inicio de la puesta. Obviamente que este valor cambia dependiendo de la localizacién
geogréfica, y por lo tanto la puesta puede ser mds o menos retardada o inexistente. Segun
Chévez-Villalba et al. (2007), C. gigas cultivada en México alcanza la maduracion, sin embargo
no llega a realizar la liberacién de los gametos, siendo esta conclusion reforzada por la no
existencia de poblaciones salvajes, lo que coincide con lo obtenido por Mann (1979) estudiando

ostras introducidas en aguas britanicas, donde el agua raramente supera los 18 °C, y que estos
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individuos alcanzan la maduracion pero casi nunca desovan. Resultados similares fueron

obtenidos por Bernard (1974) en la Columbia britanica en Canada.

b. Alimento

En el medio ambiente, la reproduccién de moluscos bivalvos dependen de los
afloramientos fitoplanctonicos estacionales (Sastry, 1968; Mori, 1979; MacDonald y
Thompson, 1988; Ruiz et al., 1992a, b; Thompson et al., 1996; Chavez-Villalba et al., 2001).
Maurer y Borel (1986) sugiere que el fitoplancton, potencialmente presente en finales del
invierno y principios de primavera, juega un papel fundamental en la acumulacion de reservas
gue permitiran la formacion de los gametos.

La cantidad del alimento presente en el medio puede interferir en el proceso de
gametogénesis, retardando la maduracion gonadal y consecuentemente cambiando la época de
puesta, en situaciones de baja cantidad de alimento (Deslous-Paoli, 1982). Por otro lado, en
situaciones de abundancia de alimento, ambientes eutréficos, el desarrollo gonadal puede ser
amplificado llevando a una hipertrofia de la gbnada, que puede provocar desordenes fisioldgicos
(Kang et al., 2000).

La habilidad de C. gigas para responder a la presencia de blooms estacionales de
fitoplancton ha sido descrita por Lubet (1976) y Lubet y Mann (1987) y esta en concordancia
con la hipétesis de que el fitoplancton disponible en el medio podria inducir a la puesta de C.
gigas en Espafia, propuesta por Ruiz et al. (1992a).

La calidad del alimento también puede interferir en la formacion y viabilidad de los
gametos producidos por moluscos bivalvos. Hendriks et al. (2003) han observado una influencia

directa de la cantidad de &cidos grasos poliinsaturados sobre la talla de los ovocitos.

C. Salinidad

Los trabajos que evaltan el efecto de la salinidad en el ciclo reproductivo de moluscos
bivalvos son escasos, una vez que la mayoria de los cultivos se realizan en zonas que presentan
poca variacion de salinidad.

Paixdo et al. (2013) estudiando el ciclo reproductivo de Crassostrea gasar, la ostra
nativa presente el en norte de Brasil, apunta que la salinidad es la Unica variable que presenta
una variacion significativa a lo largo del afio y llega a concluir que la salinidad presenta un
efecto directo en la maduracion gonadal, con ostras maduras en el periodo de baja salinidad y
ostras desovadas 0 en reposo en periodos de alta salinidad. Sin embargo, Lenz y Boehs (2011),
estudiando otra especie de ostra nativa de Brasil, la Crassostrea rhizophorae, en el Nordeste

llega a la conclusién que la disminucién de la salinidad puede estimular a la puesta.
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En el caso de Crassostrea virginica, salinidades inferiores a 7,5%o. afectan a la
gametogénesis, pues aunque los espermatozoides se desarrollan normalmente, sin embargo el
desarrollo de los ovocitos es anormal (Loosanoff, 1948).

En el caso de la especie que nos ocupa, C. gigas, la gametogénesis se ve influenciada
por la salinidad, con efectos negativos cuando esta expuesta a valores inferiores a 30%o
(Muranaka y Lannan, 1984).

d. Fotoperiodo

El fotoperiodo ha sido considerado un factor de relevancia en el control de la
reproduccion. Es de esperar que en muchos invertebrados marinos exista un importante efecto
de control de este factor sobre la reproduccién debido a la presencia de fotorreceptores y centros
de control enddgeno (Giese y Pearse, 1974).

Fabioux et al. (2005) estudiaran el efecto del fotoperiodo en la regulacién del ciclo
reproductivo de C. gigas en laboratorio, y pudieron concluir que el fotoperiodo tiene la
capacidad de modificar el periodo de la gametogénesis, principalmente en el control de la
proliferacion gonial y en la maduracidn de las células germinales.

En pectinidos se ha observado que la gametogénesis se inicia en correlacion con el
incremento de la longitud de los dias en primavera (Sastry, 1970). Por otra parte Duinker (2002)
sugiere que este factor ejerce un control determinante en la temporalidad de los cambios de

asignacion de energia para reproduccion o crecimiento en Pecten maximus.

e. Factores end6genos

La reproduccion de los moluscos bivalvos es una respuesta genética a la compleja
interaccion de factores, siendo que los factores exdgenos estimulan los factores enddgenos,
principalmente la actividad neuroendocrina.

Lubet (1976) tiene la hipotesis que el inicio de la gametogénesis estéa influenciado por
un control interno de las neurosecreciones, que determina el inicio y la duracién del ciclo
reproductivo. Muchos autores han descrito que el proceso reproductivo en moluscos bivalvos
estd asociado a cambios en los niveles de neurosecreciones del tejido nervioso y gonadico
(Osada et al., 1987; Matsutani, 1990; Osada y Nomura, 1990; Martinez et al., 1996; Martinez et
al., 2000; Masseau et al., 2002; Siniscalchi et al., 2004; Tanabe et al., 2006).

La presencia de parésitos, también puede afectar el ciclo gametogénico en moluscos
bivalvos. Barber (1996) encuentra que las ostras de la especie C. virginica son mas susceptibles
a las infestaciones parasitarias de Haplosporidium nelsoni y Perkinsus marinus, que la ostra C.

gigas. En trabajos con la ostra plana Ostrea edulis, se verificd una influencia de los parasitos
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Martelia refringes y Bonamia sp. sobre la reproduccion (Robert et al., 1991; da Silva et al.,
2009).

La edad, es otro factor que influencia el ciclo reproductivo de moluscos bivalvos, en
especial en especies hermafroditas sucesivas, como es el caso de C. gigas, donde la formacion
del sexo parece estar condicionada a las caracteristicas ambientales, principalmente a la
disponibilidad de alimento, produciéndose machos en el primer ciclo gonadal y en los afios con
falta de alimento o situaciones con gran competencia por el alimento (Galtsoff, 1964; Guo et al.,
1998; Steele y Mulcahy, 1999) y hembras en afios con disponibilidad de alimento en el
ambiente natural (Fabioux et al., 2005).

Otros factores enddgenos son las variaciones de los componentes bioquimicos que estan
asociados a complejos ciclos de almacenamiento de reservas (Sastry, 1979), los cuales seran

mas detallados en el siguiente apartado.

2.3. ALMACENAMIENTO Y MOVILIZACION DE RESERVAS ENERGETICAS EN
OSTRAS

El ciclo estacional de almacenamiento y movilizacion de reservas energéticas en ostras
mantiene una estrecha relacion con el ciclo reproductivo y la disponibilidad de alimento en el
medio. El esfuerzo reproductivo lleva a grandes gastos energéticos, apoyado por el aporte
directo del alimento o por la utilizacién de reservas previamente almacenadas. La naturaleza de
estas reservas y del compartimiento de almacenamiento depende de la especie de bivalvo.
Asimismo, dentro de la misma especie, los periodos de movilizacién de las reservas pueden
cambiar ligeramente entre localidades, una vez que las etapas del ciclo reproductivo estan
influenciadas por factores exdgenos (Gabbott, 1975; Bayne, 1975; Sastry, 1979; Fabioux et al.,
2005).

Se conocen diferentes mecanismos de coordinacion temporal entre el ciclo
gametogénico y el ciclo de reservas. Ambos ciclos pueden coincidir o ser opuestos
temporalmente. Bayne (1976), basandose en la relacion entre el desarrollo gonadal y la
acumulacién y utilizacion de nutrientes, clasifica las especies como conservativas u
oportunistas.

En las especies conservativas la gametogénesis ocurre en otofio-invierno a expensas de
las reservas previamente adquiridas en verano, dando lugar a una relacién opuesta entre los
niveles de reservas y la biomasa de la génada. Por otro lado, en las especies oportunistas la
gametogénesis ocurre en primavera cuando existe una abundancia de alimento en el medio,
produciéndose el desarrollo gametogénico paralelo a la acumulacion de reservas. Ambas

estrategias reproductivas pueden considerarse adaptaciones a las condiciones ambientales en las
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que vive el animal, encontrandose especies con estrategias intermedias que utilizan tanto las

reservas almacenadas como el alimento disponible en el medio natural (Sastry, 1979).

2.3.1. Tejido de reserva

La funcidn del tejido de reserva, por linea general, queda dividida en dos fases, una de
almacenamiento de nutrientes y una fase de movilizacion, variando los mecanismos implicados
en estos procesos segun la especie (Mathieu y Lubet, 1993).

En ostras, un unico tipo celular es observado en el tejido de reserva, son las células
vesiculares del tejido conectivo, también Ilamadas de células de glucégeno (Lubet, 1994). Estas
células son consideradas un tipo celular intermedio entre las células adipogranulares y las
células vesiculares previamente descritas en M. edulis (Galtsoff, 1964; Mathieu y Lubet, 1993;
Berthelin et al., 2000). Las células vesiculares del tejido conectivo se encuentran principalmente
en los palpos labiales, en el manto y area gonadal, en la base de las branquias y alrededor del
tracto digestivo.

El volumen del tejido de reserva presenta una relacion inversa con el desarrollo de los
tubulos gonadales. Durante la maduracidn, el area gonadal llega a estar ocupada un 95% por la
gobnada, disminuyendo hacia un 20% en el reposo sexual, mientras el tejido de reserva presenta
una evolucion del 5 hacia el 60% (Berthelin et al., 2001).

La evolucion del tejido de reserva durante la gametogénesis puede ser dividida en
cuatro estadios, similares para machos y hembras. El estadio A, presente en ostras desovadas,
donde empieza la reestructuracion del tejido de reserva y las células vesiculares estan en
pequefio nimero ocupando principalmente las paredes de los tubulos circulatorios. El estadio B,
que ocurre durante el invierno, cuando las células vesiculares ocupan la mayor parte del area
gonadal. El estadio C, representado por el periodo de maduracion gonadal, que conlleva a una
reduccion de las células vesiculares, quedando al final de este periodo una fina camada de
células contiguas al area digestiva, y por ultimo el estadio D, presente en ostras completamente
maduras, donde las células vesiculares ocupan una o dos capas contiguas a los tubulos

circulatorios (Berthelin et al., 2000).

2.3.2. Variacion estacional de los componentes bioguimicos

La evolucion estacional de los componentes bioquimicos en C.gigas ha sido estudiada
en diversos paises (Linehan et al., 1999; Massapina et al., 1999; Berthelin et al., 2000; Ren et
al., 2003; Dridi et al., 2007; Li et al., 2009; Pogoda et al., 2013). De una manera general, el
patron seguido por cada uno de los componentes estd estrechamente relacionado al estado de

madurez sexual del animal y al suministro energético, soportado por el aporte directo de
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nutrientes como también por la utilizacion de las reservas previamente almacenadas, existiendo
una clara relacion entre ambos factores (Navarro et al., 1989).

En general, la variacion de los componentes bioguimicos en relacion con el ciclo
reproductivo se debe a la movilizacion de sustancias de reserva para sostener el desarrollo
gonadal, asi por ejemplo en ostras, las reservas energéticas son constituidas esencialmente de
glucogeno, sin embargo, algunos lipidos también pueden ser almacenados (Gabbott, 1983).

En los bivalvos marinos, las reservas energéticas estan esencialmente constituidas por
carbohidratos y en especial el glucdgeno (Mathieu y Lubet, 1993). Esto ha sido demostrado por
la correlacion negativa entre el indice de condicion y el contenido de carbohidratos en muchas
especies. En la mayoria de los bivalvos marinos, el glucégeno tiene un papel central en el
soporte energético del metabolismo de mantenimiento y en la gametogénesis (Bayne et al.,
1982; Ruiz et al., 1992a, b).

En C. gigas, se ha reportado que las reservas de glucdgeno son utilizadas en primavera
durante la gametogénesis, hasta alcanzar valores minimos durante el verano cuando ocurre la
puesta, y posteriormente las reservas de glucégeno se incrementan a partir del verano hasta el
inicio del invierno (Galtsoff, 1964; Deslous-Paoli y Héral, 1988), cuando en algunas zonas
geograficas normalmente ocurre el principal afloramiento fitoplancténico (Lubet y Mann, 1987;
Mathieu y Lubet, 1993).

Normalmente, en los moluscos bivalvos, se relaciona la reduccion del contenido en
glucdgeno, en los 6rganos de reserva, con un aumento del contenido en lipidos en la gonada
(Fernéndez-Reiriz et al., 1996). Ademas de la utilizacion de las reservas de glucogeno para la
sintesis de lipidos o lipogénesis, los moluscos bivalvos, almacenan y transfieren lipidos desde la
glandula digestiva hacia las gonadas durante la maduracion (Barber y Blake, 1981; Allen y
Conley, 1982; Pazos et al., 1997; Berthelin et al., 2000; Parra et al., 2005; Dridi et al., 2007).
Lo anterior concuerda con los altos valores energéticos en gonadas de C. gigas, atribuidos al
alto contenido de lipidos, en particular en hembras y en menor contenido en machos (Deslous y
Héral, 1988).

Soudant et al. (1998) han constatado la existencia de diferencias en cuanto a la cantidad
y composicion de lipidos entre la génada masculina y femenina, de manera que los lipidos en la
gbnada masculina se asocian fundamentalmente con funciones estructurales, como componentes
de las membranas, mientras que en la génada femenina, son utilizados tanto como sustancias
estructurales como de reserva.

Los lipidos son las fuentes de energia mas eficientes, una vez que ofrecen mucho mas
energia metabolica que la misma cantidad de carbohidratos (glucdgeno) o proteinas (Pogoda et
al., 2013). Ademés, constituyen un componente de gran importancia en los ovocitos de los

bivalvos (Holland, 1978; Gabbott, 1983). También ha sido descrito que los lipidos aportan

21



Introduccién general

energia durante el crecimiento de invierno, cuando los carbohidratos ya fueron consumidos
(Beninger y Lucas, 1984).

Las proteinas son los componentes mayoritarios tanto en los tejidos de reproductores de
C. gigas (Deslous-Paoli y Héral, 1988), como en los huevos de C. virginica (Lee y Heffernan,
1991) y C. gigas, por lo tanto son importantes en la dieta de los reproductores que influyen
sobre la maduracion y eventualmente sobre la calidad de los desoves y el desarrollo larvario
(Massapina et al., 1999).

Por otra parte, el uso de las proteinas como fuente de energia parece producirse sélo
cuando las reservas de carbohidratos han sido ampliamente reducidas (Barber y Blake, 1981,
Larretxea, 1995; Pérez-Camacho et al., 2003), estando por lo tanto sujetas a transformaciones
metabolicas, pero no sometidas a importantes procesos de acumulacion como lipidos o
carbohidratos (Gabbott, 1976).

2.4. CULTIVO DE OSTRAS

2.4.1. Cultivo de ostras en el mundo

El cultivo de ostras u ostricultura como actividad se viene ejerciendo desde muy
antiguo, situandose su inicio hace unos 4.000 afios, época en la que japoneses, griegos y
romanos las cultivaban con grandes éxitos. En Europa la ostricultura data de al menos dos mil
afios. Se reconoce al romano Sergius Orata como el “padre” de la ostricultura europea, cuando
en 160 a.C. organizé los primeros parques ostricolas en la bahia de Néapoles. Sin embargo, solo
a finales del siglo XIX, entre 1860 y 1870, que se empez6 la ostricultura francesa moderna, en
la bahia de Arcachon (Lubet y Mathieu, 1999).

Actualmente, en el mundo, se cultivan cerca de 12 especies de ostras, con una
produccion en el afio de 2010 de aproximadamente 4,5 millones de toneladas. Aungue la
ostricultura esta basicamente dominada por la ostra japonesa C. gigas, con un 96 % de la
produccién ostricola mundial (4,3 millones de toneladas). Esta especie es cultivada en la
mayoria de los paises, siendo China, Corea, Jap6n, Francia, Taiwan y EE.UU. los principales
productores. ElI dominio del mercado por este tipo de ostra se explica por el acelerado ritmo de
crecimiento, bajo nivel de mortalidad y la facilidad en su cultivo.

El cultivo de la ostra C. gigas se inici6 en Japon y es precisamente en ese pais en donde
la ostricultura es més sofisticada y productiva, practicandose el cultivo sobre bateas y long-
lines. En Europa la ostra japonesa fue introducida en los parques de cultivo franceses como
especie sustitutiva y alternativa, para la supervivencia del importante y tradicional sector

ostricola, en primer lugar como sustitucion de la especie C. angulata y en los afios setenta ante
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el deterioro del cultivo y mortalidades sucesivas de la ostra plana O. edulis. Esta especie
aloctona “salvd” el sector ostricultor de Francia, que supo orientar y acostumbrar al selectivo

mercado francés, e igualmente, al italiano, al consumo de esta especie.

2.4.2. Cultivo de ostras en Espafia

Diversos escritores romanos hablan del traslado de ostras desde Galicia a la capital del
Imperio Romano (Pérez-Camacho et al., 1973). En Espafia, en la Edad Media tenemos
referencias sobre el aprovechamiento y explotacion de la riqueza ostricola. Ya a finales del siglo
XVIII se presta una especial atencion al desarrollo de la ostra plana, precisamente en un estudio
de Cornide Saavedra y Lucas Labrada en el que se describen el sector pesquero gallego e
indican la desaparicion progresiva de los bancos de ostra en la Ria de Ferrol y Ria de Vigo, a
raiz de este estudio surge el primer intento de introducir la ostricultura moderna, credndose en
1847 las Escuelas préacticas de Ostricultura de Ortigueira (La Corufia) y Puerto de Santa Maria
(Cadiz), que solo funcionan diez afios (Torres y Corral, 2001).

A partir de esto momento, se importan en diferentes ocasiones semillas de Francia, pero
sin gran éxito. Solo a partir de 1965, utilizandose semillas de 18 meses procedentes de Francia,
gue se cultivaban entre marzo y noviembre en cajas ostricolas en parques o bateas, se desarrolla
la ostricultura gallega. En estos afios llegaron a registrarse hasta 800 emplazamientos para
instalaciones de cultivo de ostra en las rias gallegas y paralelamente también se desarrollan
areas del litoral (principalmente en las Rias altas de Ortigueira y Ribadeo), en que se promueven
los cultivos en zonas intermareales. En esta época se desarrollan diferentes materiales para
cultivar ostras, donde podemos destacar el cultivo en cuerdas con cemento desarrollado por
Andreu en 1967 y los cestos ostricolas (Pardellas y Polanco, 1987).

La gran demanda por la ostra plana hizo con que los bancos naturales practicamente
desapareciesen. Paralelo a esto, las importaciones sucesivas de ostra plana de Francia
propiciaron también el transporte de diferentes parasitos, en primera instancia Marteilia
refringens y posteriormente una segunda infeccion masiva provocada por Bonamia ostreae
(Montes et al., 1990), haciendo que el cultivo de esta especie se volviera inviable.

Con vistas a mantener la ostricultura gallega, se permitié la importacion de la ostra
Crassostrea gigas con caracter experimental. En 1991 se autorizaron las primeras pruebas de
cultivo de C. gigas en 16 bateas, con el fin de valorar la viabilidad de esta especie desde un
punto de vista productivo y ecoldgico (Xunta de Galicia, 1992). Desde entonces y hasta el
presente, los productores han continuado su actividad en el marco de estas autorizaciones. Su
introduccién en Galicia en 1991 supuso un gran avance en el sector ostricola, por su mayor
resistencia y rapidez de crecimiento en comparacion con la ostra plana Ostrea edulis de cultivo

tradicional y autdctona de esta zona (Fernandez et al., 2002). Pero alin existe una gran necesidad
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de estudios mas profundos acerca del cultivo de C. gigas para las condiciones ambientales de
las zonas de cultivo de las costas gallegas.

Los datos de produccion de Galicia, apuntan que la ostra japonesa C. gigas represento
en 2012, entre los moluscos bivalvos, el cuarto producto de mayor venta, con una produccién de

293 toneladas (Fuente: pescagalicia.com).

2.4.3. Factores que afectan al cultivo de ostras

Un cultivo de ostras exitoso depende en gran medida de la adaptacion de las practicas
de manejo a las caracteristicas locales. En otras palabras, la metodologia especifica utilizada
para una determinada especie en un lugar especifico pueden promover mejores resultados y
aumentar la productividad (Maccachero et al., 2007).

La eleccion del sistema de cultivo a utilizar es una importante cuestion que debe ser
discutida antes de iniciar cualquier inversion. En Galicia son escasos los trabajos que evallan el
cultivo de Crassostrea gigas. Los sistemas utilizados para el cultivo de C. gigas en las Rias
gallegas fueron el de cestas ostricolas plasticas y el de pegado en cuerdas, utilizados en las Rias
de Arousa y Vigo y el de cultivo intermareal empleando sacos ostricolas comerciales (poches)
en la Ria de Ribadeo (Guerra et al., 1987; Guerra et al., 1995; Iglesias et al., 2005). Sin
embargo, estos trabajos no llegan a conclusiones que permitan determinar el mejor sistema de
cultivo para las condiciones presentes en las Rias gallegas.

Otra importante cuestion en el cultivo de moluscos es determinar cual es el nimero
maximo de individuos de una cierta especie que puede ser cultivado en una estructura de
cultivo, antes de que su crecimiento sea limitado o que los valores de mortalidad se vuelvan
inaceptables. En otras palabras, ¢cual seria la densidad de cultivo optima?

Es sabido que altas densidades pueden disminuir la tasa de crecimiento de bivalvos
(Fréchette y Bourget, 1985; Newell, 1990; Holliday, 1991; Parsons y Dadswell, 1992; Taylor et
al., 1997a, b; Roman et al., 2003), posiblemente debido a la limitacion de alimento a altas
densidades (Harvey y Vincent, 1991; Vincent et al., 1994). En contraposicion, una densidad
baja puede incluso incrementar la variabilidad en la masa corporal, dado que algunos individuos
crecen mas rapido que otros (Kautsky, 1982; Jarayabhand, 1988). Incluso con una pequefia
cobertura superficial de la estructura de cultivo, donde hay una mayor distancia entre los
individuos, puede haber disminuciones significativas en el crecimiento (Peterson, 1982,
Peterson y Black, 1987).
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BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LA OSTRA JAPONESA Crassostrea gigas EN LA RIA
DE AROUSA

3.1. INTRODUCCION

La ostra plana, Ostrea edulis, fue durante muchos afios el principal molusco recolectado
en las costas gallegas, pero, debido a una explotacion fuera de control entre los afios 50 y 60, los
bancos naturales de las rias de Vigo, Arousa y Muros practicamente desaparecieron.
Paralelamente a la disminucion de los recursos naturales, comenzo el desarrollo de su cultivo,
siendo instaladas mas de 300 bateas en las rias gallegas con una produccién aproximada de 100
millones de ostras. Este cultivo se realizaba partiendo de ostras jovenes, importadas de Francia e
Italia, que se pegaban con cemento a las cuerdas de cultivo (Iglesias et al., 2005).

El desarrollo de este cultivo se vio frenado al detectarse una elevada mortandad en las
ostras importadas, debido primero al protozoario Marteilia refringens y posteriormente a una
segunda infeccidn provocada por Bonamia ostreae (Montes et al., 1990), que se extendio en las
diferentes zonas de suministro, hasta hacer inviable el cultivo de esta especie.

La especie Crassostrea gigas, nativa del sudeste asiatico, incluyendo el mar del Japon,
China y Corea, conocida como ostra del pacifico o japonesa, asume importancia mundial por
presentar caracteristicas favorables al cultivo (Akaboshi et al., 1983). Las tecnologias de
produccion de larvas y semillas de esta especie posibilitaron que paises como EE.UU., Reino
Unido, Francia y en menor escala Chile, México y Australia entre otros, adoptasen el cultivo de
C. gigas como actividad econémica y fuente alternativa de alimento (Chew, 1986).

Los datos de la FAO apuntan una produccion inicial de C. gigas en Espafia de 900 t en
el afio de 1964, sin embargo, su introduccion en Galicia fue liberada solo en 1991, cuando el
gobierno autondémico autoriz6 su cultivo experimental en bateas con el fin de valorar la
viabilidad del cultivo de esta especie desde un punto de vista productivo, pero también
ecolégico (Xunta de Galicia, 1992). El cultivo de esta ostra supuso un gran avance en el sector
ostricola, por su mayor resistencia y rapidez de crecimiento en comparacion con la ostra plana
Ostrea edulis (Linnaeus, 1758), de cultivo tradicional y autéctona de esta zona (Fernandez et
al., 2002). Lo que provoca una gran necesidad de estudios méas detallados acerca de la biologia
reproductiva y del ciclo de produccion de C. gigas bajo las caracteristicas ambientales en las
costas espafolas, con especial énfasis en las zonas de produccion gallegas.

El estudio de la reproduccion es de interés basico en el conocimiento de la biologia de
una especie, particularmente si el animal es comestible y existe interés econémico en su cultivo
(Nascimento, 1978).
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Existen importantes variaciones en los ciclos de maduracién de bivalvos, asociados con
factores ambientales y genéticos. Los ciclos reproductivos estdn controlados por ritmos
enddgenos especificos sincronizados por factores externos, de entre los cuales la temperatura y
la alimentacion parecen ser los mas importantes (Thompson et al., 1984).

Tradicionalmente, a la temperatura se le ha asignado un papel primordial en el control
de la reproduccién (Mann, 1979). Existen diversos trabajos que relacionan el ciclo reproductivo
con las variaciones estacionales de la temperatura en el medio natural (Loosanof and Davis,
1952; Kanti et al., 1993; Saout et al., 1999; Berthelin et al., 2001; Chicharo y Chicharo, 2001,
Jeffs et al., 2002; Borzone et al., 2003; Choi y Chang, 2003; Darriba et al., 2004; Beltran-Lugo
et al., 2006; Drummond et al., 2006; Kang et al., 2007; Weiss et al., 2007; da Silva et al., 2009)
siendo diferente la influencia de este factor entre las especies.

En el estudio del desarrollo gonadal en moluscos bivalvos, Lubet (1959) fue uno de los
primeros en proponer para el mejillon Mytilus edulis una escala gametogénica. Actualmente
existen diversas clasificaciones reproductivas, las cuales se basan en caracteres cualitativos
como la histologia (Quayle, 1969; Yakovlev, 1977; Xie y Burnell, 1994; Steele y Mulcahy,
1999) y caracteres cuantitativos como el peso seco de la carne (Lucas and Beninger, 1985), el
indice de condicion (Hughes-Games, 1977; Grant y Tyler, 1983; Bodoy et al., 1986), el
diametro medio de los ovocitos y el area de ocupacién de la génada por gametos (Kennedy y
Battle, 1964; Muranaka y Lannan, 1984; Lango-Reynoso et al., 2000; Delgado y Pérez
Camacho, 2003), siendo la histologia el método mas cominmente utilizado en la determinacion
del ciclo reproductivo en ostras.

Diversos trabajos previos han correlacionado los estadios de desarrollo con
caracteristicas histolégicas que pueden ser reconocidas de forma general en todos los moluscos
bivalvos (Lango-Reynoso et al., 2000), estableciendo escalas de desarrollo gonadal. Sin
embargo, la determinacion de estadios es frecuentemente subjetiva y existe poca concordancia
en relacién a los criterios utilizados para establecer el nimero de estadios de desarrollo que
deben ser incluidos en la escala de clasificacion (Barber y Blake, 1991).

Lowe et al. (1982) afirman que los datos de biologia reproductiva obtenidos a través del
analisis de imagen son mas precisos y exactos cuando se comparan con los obtenidos mediante
el método estereol6gico. Meneguetti et al. (2004) también apuntan las ventajas del uso del
analisis de imagen como una herramienta que proporciona informacién precisa de la histologia
de los tejidos reproductivos mediante el andlisis de los variados tipos celulares.

Los metodos utilizados para evaluar la gametogénesis en bivalvos poseen ventajas y
desventajas. Barber y Blake (1991) mencionan que el método més completo consiste en la
aplicacion de por lo menos dos técnicas, una de las cuales puede ser cuantitativa o cualitativa,
mientras la otra seria realizada a través del andlisis histolégico, necesario para verificar los

eventos reproductivos relacionados con el desarrollo de los gametos.
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El presente capitulo tiene como objetivo determinar el patrén del ciclo reproductivo de
la ostra japonesa Crassostrea gigas cultivada en batea en la Ria de Arousa, mediante técnicas
cuantitativas y cualitativas, estableciéndose la época de puesta, ademas de evaluar la influencia
de los factores ambientales sobre el desarrollo gonadal.
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3.2. MATERIAL Y METODOS

3.2.1. Area de estudio y muestreo

El estudio de la biologia reproductiva se llevé a cabo con ostras de dieciséis meses que
estaban siendo cultivadas en una batea de la Ria de Arousa, mas especificamente en el Poligono
A7 de O Grove (42°30° 30” N, 8° 51’ 54” W). Estas ostras habian sido importadas de Francia
en abril de 2007, con aproximadamente 7 meses de vida. Las ostras estaban siendo cultivadas en
jaulas patentadas por el IEO en una densidad de aproximadamente 40 ostras por cesta.

Para este estudio, se recogieron muestras de 60 ostras con intervalos de
aproximadamente un mes, durante el periodo de enero de 2008 hasta octubre de 2009. Una vez
recogidas, las ostras fueron conducidas hasta el Centro Oceanografico da Corufa del Instituto
Espafiol de Oceanografia (IEQ), donde se realizaron los muestreos. En estos muestreos, cada
ostra fue medida (longitud y anchura) con un calibre con una precision de 0,1 mm y pesada
(peso total, peso fresco de las valvas y peso fresco de las partes blandas) utilizando una balanza
con una precisién de 0,001 g. Para el peso fresco de las partes blandas, éstas se dejaron en papel

absorbente, para retirar el exceso de agua, antes de proceder el pesaje.

3.2.2. Indice de Condicién

Para la determinacion del indice de Condicion, se utilizé la expresion descrita por
Walne y Mann (1975), la cual se calcula como: IC = (P1 x 1000)/P2. Donde P1 es el peso seco
de las partes blandas de 20 ostras y P2 es el peso seco de las valvas de las mismas 20 ostras.

Las partes blandas de 20 ostras (10 machos y 10 hembras) fueron liofilizadas por 48 h
en un liofilizador para un posterior analisis bioquimico (datos presentados en el capitulo 4). Las
valvas de estas mismas 20 ostras fueron puestas en recipientes tarados y se secaron en estufa a
40 °C hasta alcanzar peso constante. Posteriormente se estandarizé el indice de condicién a una

talla media, representada por la longitud media durante todo el periodo de muestreo (90,1 mm).

3.2.3. Analisis histoldgico

Los estadios de maduracion se establecieron a través del andlisis histolégico del tejido
gonadal de aproximadamente 20 ostras por muestreo (10 machos y 10 hembras). Para ello, se
fij6 en liquido de Bouin durante 24 horas la seccion de carne comprendida entre los palpos
labiales y la cavidad pericérdica. Esta seccion se conservé en alcohol 70°, para su posterior

deshidratacion mediante bafios sucesivos en alcohol de diferente gradacion. La eliminacion de
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los restos de alcohol se realizdé en un medio soluble en parafina (xileno) y posteriormente se
incluyeron en parafina (Bayer (55 — 57 °C)) (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Protocolo de deshidratacidn e inclusién en parafina.

Reactivo Tiempo de inmersion

Alcohol 70° Hasta eliminar restos del fijador
Alcohol 96° Una hora

Alcohol 96° Una hora

Alcohol 100° Dos horas

Alcohol 100° Una hora

Xileno Una hora

Xileno Una hora

Parafina liquida (60 °C) Una hora

Parafina liquida (60 °C) Una hora

Los bloques de parafina, mantenidos a 4 °C, fueron cortados a dos profundidades, en
secciones de 5 um. Las secciones resultantes se estiraron en un bafio de agua destilada a 45 °C,
se recogieron en un portaobjetos (dos secciones por portaobjetos) y se secaron al aire.

El siguiente paso consistié en el desparafinado de las secciones dispuestas en el
portaobjetos y la tincion. Los portaobjetos se tifieron con la tincién tricromica propuesta por
Wheatley (1951) modificada (Tabla 3.2), utilizando el kit comercial Para-Park Trichrome Stain.

Posteriormente se procedié al montaje con medio sintético (DPX).

Tabla 3.2. Protocolo de tincién tricrémica propuesta por Wheatley (1951) modificado.

Reactivo Tiempo de inmersion
Xileno 5 minutos

Xileno 5 minutos

Alcohol 100° 5 minutos

Alcohol 96° 5 minutos

Alcohol 70° 5 minutos

Alcohol 70° 5 minutos

Tincion tricrdmica Dos inmersiones
Solucién B* Aproximadamente 1 minuto
Alcohol 96° 1 minuto

Alcohol 96° 5 minutos

Alcohol 100° 5 minutos

Xileno 5 minutos

* Solucion B = 995 ml de alcohol 90° y 5 ml de &cido acético glacial.
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Para cada individuo se analizaron, utilizando un microscopio, dos portaobjetos

conteniendo en cada uno de ellos dos secciones de la ostra. Cada portaobjetos corresponde a una

profundidad diferente del cuerpo del animal, garantizando la representatividad de los datos

respecto al total de la génada.

La determinacion de los estadios de desarrollo gonadal se realiz6 utilizando la escala

descrita por Lubet (1959), con una modificacién, donde se agruparon los estadios 111A1 y I11A2

en un unico estadio Il1A (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Escala de desarrollo gonadal de Lubet (1959) modificada y su descripcion.

Estadio

Descripcion

0 (reposo sexual)

Los foliculos se comprimen, s6lo subsisten las células madres de las
gonias, espermatogonias y ovogonias, elementos sobre los que se
desarrollara la gonada. La diferenciacion de machos y hembras se
realiza en base a las caracteristicas de las espermatogonias y

ovogonias

I (multiplicacién de las gonias)

Las células germinales en reposo se activan y se produce un cambio
de volumen y morfologia nuclear. Se encuentran diferentes estados
de desarrollo: células madres, espermatogonias y espermatocitos en
machos y células madres, ovogonias y ovocitos previtelogénicos en

hembras.

I (gametogénesis)

La foliculogénesis y gametogénesis son intensas, llegando a
aparecer los primeros gametos maduros (espermatozoides y

0Vvocitos).

1A (maduracion)

Periodo donde los gametos maduran, estando al final de esta fase

aptos para ser liberados al medio ambiente.

I1IB (puesta — vaciado total o

parcial)

Una vez alcanzada la maduracion, existen las primeras liberaciones
de gametos que llenan los gonoductos, dejando espacios

intrafoliculares.

IIC (restauracién entre puestas

sucesivas)

El tamafio de los foliculos disminuye, teniendo la apariencia de
comprimidos. El nimero de células en desarrollo aumenta, mientras

los gametos maduros disminuyen.

IID (fin de la estacion de

reproduccion)

Después de la ultima puesta de la estacion, los foliculos son
pequefios y estan practicamente vacios, restando unos pocos
gametos maduros (ovocitos o espermatozoides), con sefiales de
citolisis. Los foliculos son invadidos internamente y externamente

por hemocitos, con probable funcion degenerativa.
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La proporcion sexual (sex-ratio), establecida como la relacion del nimero total de
machos y hembras, se compar6 en cada muestreo asi como el promedio total durante el periodo
de estudio, aplicAndose el test no paramétrico del 2 con un nivel de significancia a. = 5,0%.

La época de puesta fue evaluada a través de la distribucion de frecuencia mensual de los
diferentes estadios de maduracién en relacion al indice de condicion, al indice de ocupacion

gonadal y a la talla media de los ovocitos, en el caso de las hembras.

3.2.4. Analisis de imagen

Para el analisis de imagen, se hicieron al azar, dentro del area gonadal, una imagen por
seccién, como matriz de pixeles, con una camara digital acoplada al microscopio, haciendo un
total de cuatro imagenes por individuo. Estas imagenes fueron capturadas de los portaobjetos
previamente preparados para la determinacion de los estadios con un aumento de 200x.

Cada imagen se analizé utilizando el programa MICROIMAGE determinandose el
indice de ocupacion gonadal (I0OG) en ambos sexos.

El indice de ocupacion gonadal descrito por Delgado y Pérez Camacho (2003), se define
como el porcentaje del area analizado que esta ocupado por gametos y se calcula de la siguiente
manera:

IOG = (&rea ocupada por gametos/area del campo analizado) X 100

La determinaciéon del 10G en el caso de los machos estd basada en la distincion
cromatica producida por la tincién utilizada, que permite agrupar los gametos y medir el area
ocupada, mientras que en el caso de las hembras se realizd un contaje y medicién automatico,
seleccionando los objetos por rango de color y tamafio, determinandose el area y diametro
maximo de cada ovocito. Después de la primera seleccién, se realiza una supervision y
correccion de los posibles errores del modo automatico, a través del modo manual. Sumandose
el area de todos los ovocitos por imagen se obtiene el area ocupada por los gametos. En ambos
casos el area de la imagen es de 140000 pm?.

Otro parametro que ha sido tenido en cuenta en el caso de las hembras es la variacion de
tamafio que sufren los ovocitos a medida que se produce la maduracién. Para eso se evalud la
talla media de los ovocitos, la cual es obtenida a través de la medicién del diametro méximo de
cada ovocito. Este proceso fue realizado en dos etapas, donde en la primera se miden todos los
ovocitos y en la segunda solamente los ovocitos que presentan la vesicula germinal bien
definida. Esta doble medicion fue realizada con el objetivo de verificar la existencia de
diferencias significativas entre los dos métodos, una vez que muchos autores (Lango-Reynoso et
al., 2000; Meneghetti et al., 2004; Williams y Babcock, 2004; Chavez-Villalba et al., 2007;
Normand et al., 2008) indican el método donde solamente se miden los ovocitos con vesicula

germinal bien definida, como el método més preciso.
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3.2.5. Variables ambientales

Los datos de temperatura y salinidad en la columna de agua a una profundidad de 0-5
metros, fueron obtenidos, por una sonda CTD Sea-Bird 25. Los datos de clorofila a fueron
obtenidos por el filtrado a presion constante de un volumen de 100 mL de agua a una
profundidad de 0-5 metros, separando las particulas en dos clases >2,7um y <2,7um, las cuales
fueron sumadas para representar el dato de clorofila a. La extraccién de la clorofila a presente
en los filtros de fibra de vidrio realizase en acetona al 90% resfriada y en oscuridad por no
menos que 14 horas. Posteriormente se analizan por espectrofotometria por medio de una
ecuacion tricromatica, siguiendo el método de Neveaux y Panouse (1987). Todos los datos
fueron obtenidos semanalmente por el Instituto Tecnholdxico para o Control do Medio Marifio de
Galicia (INTECMAR) de la Xunta de Galicia, en una estacién meteorolédgica ubicada cercana a
la batea de cultivo en el poligono A7 de O Grove. Estos datos fueron proporcionados por el
INTECMAR en el marco de un convenio entre éste y el IEO para la toma de datos

oceanograficos en las Rias Gallegas.

3.2.6. Presentacion de los datos y anélisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el software Statgraphics Plus 5.1.

Para todos los datos se analizd la normalidad mediante el test de Kolgomorov-Smirnov
y la homogeneidad de las varianzas mediante el test de Cochran, cuando presentaban el mismo
nimero de datos, y de Bartlett cuando presentaban un nimero distinto. Cuando los datos son
normales y las varianzas homogéneas se realizd el Andlisis de Varianza Simple (ANOVA) y en
los casos en que los datos no se adecuaban a la distribuciéon normal o las varianzas no fueran
homogéneas se utilizo el Andlisis de Varianza de Kruskal-Wallis. Para los tests a posteriori se
utilizaron el test de Student-Newman-Keuls (SNK) para los datos analizados por ANOVA vy el
test de Mann-Whitney, comparando datos pareados, cuando los datos seguian una distribucion
no paramétrica. En todos los casos se utilizoé un a de 5%.

Los datos del 10G se transformaron utilizando la transformacion arcoseno.

Para verificar la relacion e influencia de las variables ambientales sobre el indice de
ocupacién gonadal (I0G) e indice de condicién (IC) se realizaran andlisis de regresion multiples
obteniéndose los valores de R? de los modelos, asi como los Coeficientes de Correlacion de

Pearson.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Proporcién sexual

Se muestrearon un total de 538 ostras, de las cuales 50,19% fueron machos, 42,01%
hembras, 5,39% indeterminadas y 2,42% hermafroditas simultaneos. La evolucién de la

proporcion de los sexos esta representada en la figura 3.1.
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Figura 3.1. Evolucion de la proporcion sexual de Crassostrea gigas cultivada en la Ria de Arousa.

La proporcion sexual (machos:hembras) durante todo el periodo de estudio fue de 1,35:1. De
acuerdo con el test del y? la proporcion de machos es significativamente mayor que la de
hembras cuando se analiza el promedio total durante el periodo de estudio. En el analisis
mensual, la proporcion de machos fue significativamente superior en los muestreos de marzo de
2008 (2,33:1), septiembre de 2008 (2,22:1) y marzo de 2009 (1,88:1), mientras las hembras

presentaron una proporcién superior en el muestreo de mayo de 2008 (1:3,07).

3.3.2. Indice de Condicién (IC)

La evolucion del indice de condicion (IC) para machos y hembras esta representada en
la figura 3.2. Los valores del IC en ambos sexos se incrementan, en el primer afio, hasta el
muestreo de mayo, donde alcanzan el maximo valor medio de 86,53 + 19,18 en machos y 78,53
+ 25,25 en hembras, no existiendo diferencias significativas (P>0,05, ANOVA) entre estos

valores.
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Figura 3.2. Evolucion del indice de Condicion para machos (dato medio + de) y hembras (dato medio +

de) de C. gigas cultivada en la Ria de Arousa.

Los machos presentaron una disminucion significativa (P<0,05, ANOVA, SNK) del
valor del IC entre los meses de mayo y junio de 2008, mientras que las hembras experimentaron
un descenso significativo de sus valores de IC (P<0,05, ANOVA, SNK) entre los muestreos de
junio y agosto de 2008.

Posteriormente, entre agosto y septiembre, hay una rapida recuperacion del IC, haciendo
gue los valores medios se incrementen de 41,15 + 13,21 a 50,38 + 15,34 en los machos y de
43,03 + 14,02 a 59,01 + 14,42 en las hembras, aunque este incremento no es significativo
(P>0,05, ANOVA, SNK). Entre los muestreos del septiembre y diciembre de 2008 ocurre la
segunda disminucion del IC, siendo ésta no significativa en ambos los sexos (P>0,05, ANOVA,
SNK).

Durante el segundo afio de muestreo los individuos presentaron un incremento del I1C
menos pronunciado que el primer afio, alcanzando valores maximos de 64,53 + 26,50 en los
machos en el muestreo de septiembre de 2009 y de 65,83 £24,30 en las hembras en el muestreo
de junio de 2009.

Las hembras presentaron una disminucién del IC entre los muestreos de junio y agosto
de 2009, sin embargo esta disminucién no fue significativa (P>0,05, ANOVA, SNK). En los
machos la evolucién de los valores del IC presenta un incremento constante hasta el muestreo
de septiembre de 2009, aunque con una gran variacion que puede ser observada a través de los
datos de desviacion estandar. Entre los meses de septiembre y octubre de 2009 ocurre una
disminucién del IC en machos, pero no significativa (P >0,05, ANOVA, SNK).

Comparando la evolucién del IC entre machos y hembras, se observo la existencia de
solo una diferencia significativa (P<0,05, ANOVA, SNK), en el Gltimo muestreo del primer afio

(11/12/2008), con valores significativamente mas altos en las hembras.
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3.3.3. Indice de Ocupacion gonadal (10G)

En la figura 3.3 se representa la evolucion del 10G para machos y hembras. Como
puede observarse, los valores del I0G en ambos sexos aumentan conforme avanza el periodo
reproductivo, alcanzando su maximo en primavera, en el muestreo de mayo de 2008, con los
valores de 50,63 * 4,41% para machos y 51,23 + 4,72% para hembras y sus valores minimos en
invierno (19,63 + 14,47% y 7,40 = 2,97% respectivamente).
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Figura 3.3. Evolucion del indice de Ocupacion Gonadal para machos (dato medio + de) y hembras (dato

medio + de) de C. gigas cultivados en la Ria de Arousa.

Los machos sufren una disminucién del 10G no significativa (P>0,05, Kruskal-Wallis,
Mann-Whitney) entre los meses de mayo y junio de 2008. Esta tendencia sigue en el siguiente
mes (agosto), sin embargo en septiembre ocurre una rapida recuperacion no significativa
(P>0,005, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney), seguida de una disminucion no significativa
(P>0,005, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney) en los meses posteriores hasta alcanzar el valor
minimo del 10G en marzo de 2009 (19,63 + 14,47%). En el segundo afio de muestreo (2009) la
evolucion del 10G se diferencia del afio anterior, alcanzando el maximo en junio (50,02 +
5,81%), seguido de una disminucion significativa (P<0,05, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney) en
agosto.

Analizando los resultados de 2008, se puede observar que en los machos los valores del
IOG permanecen elevados hasta el uUltimo muestreo (diciembre), sin embargo con gran
dispersion, lo que puede indicar la coexistencia de individuos maduros e individuos que ya
hayan puesto.

Las hembras presentan una evolucion distinta a los machos, con un aumento progresivo

significativo (P<0,05, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney) hasta el muestreo de mayo de 2008 y un

37



Biologia reproductiva de la ostra japonesa

descenso significativo (P<0,05, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney) entre finales de junio y
principios de agosto de 2008. Posteriormente, los valores del 10G, siguen bajando hasta
alcanzar el minimo de 7,40 + 2,97% en marzo de 2009. El segundo afio de muestreo (2009)
presentdé una evolucion similar, con un incremento significativo (P<0,05, Kruskal-Wallis,
Mann-Whitney) de los valores hasta el muestreo de junio (50,11 + 4,82%) y una disminucién
significativa (P<0,05, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney) entre finales de junio y principios de
agosto de 20009.

Al comparar la evolucion del 10G entre machos y hembras, se observa, en 2008, una
tendencia de aumento del 10G con valores significativamente (P<0,05, Kruskal-Wallis, Mann-
Whitney) superiores en febrero en hembras y valores que no difieren significativamente
(P>0,05, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney) entre los meses de marzo y junio. En el muestreo de
agosto de 2008 hay una disminucion del IOG en ambos los sexos, sin embargo, en hembras, tal
efecto es méas acentuado, haciendo que haya una diferencia significativa (P<0,05, Kruskal-
Wallis, Mann-Whitney). En los siguientes muestreos de 2008, los valores del 10G son
significativamente (P<0,05, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney) superiores en machos.

En el afio de 2009, a partir de abril, la evolucion de los valores del 10G en ambos los
sexos no presentan diferencia significativa (P>0,05, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney) hasta el

ultimo muestreo.

3.3.4. Talla media de los ovocitos

Los ovocitos al principio de los muestreos (enero de 2008) presentaban una talla media
de 8,01 £ 2,56 um y 7,50 + 2,33 um, cuando analizados todos los ovocitos y solo los que
presentan vesicula germinal bien definida respectivamente, no habiendo diferencia significativa
(P>0,05, ANOVA) entre ambas medidas (Figura 3.4). A partir de enero, los ovocitos
incrementaron su talla media hasta el muestreo de junio de 2008, cuando evaluamos todos los
ovocitos juntos y hasta agosto de 2008, cuando se analiza solamente los ovocitos con vesicula
germinal bien definida. En estos dos muestreos se ha podido verificar una superioridad

significativa (P<0,05, ANOVA, SNK) en los ovocitos con vesicula germinal.
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Figura 3.4. Evolucidn de la talla media de los ovocitos (dato medio + de) de C. gigas cultivada en la Ria

de Arousa, evaluando todos los ovocitos y solamente los que presentaban vesicula germinal bien

definida.

Alcanzado el momento de mayor acumulo de reservas, los ovocitos estan listos para ser
liberados al medio natural, con la consiguiente disminucion significativa (P<0,05, Mann-
Whitney) de su talla media entre junio y septiembre, si consideramos todos los ovocitos, y entre
agosto y septiembre si s6lo medimos los ovocitos con vesicula germinal bien definida.

Al principio del segundo afio de muestreo (marzo de 2009) los ovocitos presentaban
tallas medias de 8,94 £ 1,91 umy 10,49 + 3,17 um, segln se midan todos o solo los que tienen
vesicula respectivamente, no habiendo diferencia significativa (P<0,05, ANOVA). Los valores
maximos de la talla media de los ovocitos en 2009, fueron observados en el muestreo de finales
de junio con valores significativamente superiores en los ovocitos que presentaban vesicula
germinal bien definida (P<0,05, ANOVA, SNK).

Entre los meses de junio y agosto disminuye la talla de los dos tipos de ovocitos, aunque

no de forma significativa (P>0,05, Mann-Whitney).
3.3.5. Estadios de desarrollo gonadal

3.3.5.1. Machos

Los estadios de desarrollo gonadal en machos de C. gigas cultivados en la Ria de

Arousa estén ilustrados en la figura 3.5.
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Figura 3.5. Estadios de desarrollo gonadal de machos de C. gigas cultivados en la Ria de Arousa. A:
Estadio 1. Multiplicacién de espermatogdnias. B: Estadio Il. Gametogénesis. C: Estadio IlIA.
Maduracién. D: Estadio 1I1B. Puesta. E. Estadio IlID. Fin de la estacién de reproduccién. F.

Hermafrodita protandrico. Aumento de 200x.

En el caso de los machos no se observaron en las preparaciones histolégicas individuos
en el estadio 0 (reposo sexual) a lo largo del periodo estudiado. En el primer muestreo (enero de
2008) el 50% de los machos estaban en el estadio | (multiplicacion de espermatogonias) y el
otro 50% en el estadio 11 (gametogénesis) indicando el principio de un nuevo ciclo reproductivo.

El estadio Il esti4 presente en febrero con una proporcion del 66,7%, lo que puede
indicar una gran velocidad de desarrollo gonadal en machos, de manera que la mayoria de las
ostras pasen rapidamente por este estadio y entren en el estadio IIIA. La proporcién de
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individuos en fase de maduracion (estadio I11A) alcanza el 100% de las ostras evaluadas en
marzo de 2008, manteniendo valores elevados (90 y 70%) en los meses de abril y mayo de
2008, respectivamente. Paralelamente, empiezan las primeras emisiones de gametos,
representadas por el estadio I11B, presentando dos picos de porcentaje méximo, uno entre los
muestreos de mayo y septiembre de 2008, con valores que no superan los 50%, y otro, con
mayor intensidad, en los muestreos de octubre (85,7%) y diciembre (88,9%) de 2008.
Individuos en el estadio 111D (fin de la estacion de reproduccion) se observaron entre los
muestreos de octubre de 2008 y marzo de 2009 (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Evolucion de los estadios de desarrollo gonadal para machos de C. gigas.

En el segundo afio de muestreo las ostras siguen un desarrollo gonadal semejante al
primer afio, con la mayoria de los individuos maduros (I11A) en abril y las primeras emisiones
de gametos (estadio I1IB) al medio natural en mayo. Sin embargo, diferentemente al afio
anterior, la puesta masiva se adelanta para finales de junio a principios de agosto, como puede
ser observado a través de la presencia, en agosto, del 33,3% en el estadio 11I1B y del 66,7% en

I1ID. Esta situacién de puesta se mantiene hasta el Gltimo muestreo.

3.3.5.2. Hembras

Los estadios de desarrollo gonadal en hembras de C. gigas cultivadas en la Ria de

Arousa estan ilustrados en la figura 3.7.
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Figura 3.7. Estadios de desarrollo gonadal de hembras de C. gigas cultivadas en la Ria de Arousa. A:
Estadio 1. Multiplicacion de ovogonias. B: Estadio 1. Gametogénesis. C: Estadio I11A. Maduracion. D:
Estadio I11B. Puesta. E. Estadio I1ID. Fin de la estacion de reproduccion. F. Hermafrodita protoginico.
Aumento 200x.

La evolucion de los estadios de desarrollo gonadal en hembras esta representada en la
figura 3.8. Como en los machos, el estadio 0 (reposo sexual) no fue observado a lo largo del
periodo analizado en las preparaciones histologicas de hembras. En el muestreo inicial, el 75%
de los individuos presentaban un estadio | (multiplicacion de gonias) y un 25% un estadio Il
(gametogenesis), siendo la gametogénesis intensa en los dos muestreos siguientes (febrero y
marzo de 2008), llegando a alcanzar un maximo del 75% de individuos en el estadio Il en el
mes de marzo. En este mismo mes, se observa un 16,7% de hembras en el estadio II1A
(maduracion), incrementandose este porcentaje hasta el maximo de 100% en los muestreos de
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mayo y junio de 2008. La puesta se da masivamente entre finales de junio y principios de agosto
de 2008, alcanzando un pico del 72,7% de ostras en el estadio I1I1B en el muestreo de agosto de
2008. El fin de la estacion de reproduccidn, representado por el 50% de las ostras en el estadio

11D, es muy marcado en el muestreo de octubre.
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Figura 3.8. Evolucion de los estadios de desarrollo gonadal para hembras de C. gigas.

Durante el segundo afio de muestreo la maduracion de las ostras sigue el mismo patron
del afio anterior, sin embargo la presencia de hembras en el estadio Il aun es observada en mayo
de 2009. Igual que en los machos, la puesta es adelantada, y los primeros individuos en estadio
I11B son observados en finales de junio de 2009. Entre finales de junio y principios de agosto de
2009 ocurre una puesta masiva, observada a través de la presencia del 45,5% de ostras ya en el

estadio 111D (fin de la estacién reproductiva).

3.3.6. Variables ambientales

La evolucidn de la temperatura y clorofila a estan representadas en la figura 3.9, donde
se puede observar un ciclo estacional evidente para la temperatura, con un incremento a partir
de la primavera alcanzando el méximo de 18,58 °C en 2008 y 19,91 °C en 2009, siendo ambos
los valores registrados en el mes de julio. Posterior a este periodo, hay una disminucion durante
el otofio llegando al minimo de 11,81 °C en 2008 y 13,55 °C en 20009.

La clorofila a ha presentado dos picos durante el afio de 2008, uno en primavera (28/04)
con 3,423 g/l y el otro en otofio (22/09) con 3,103 ug/l. En el afio de 2009, la evolucién de la

clorofila a fue distinta al afio anterior, presentando valores elevados en finales de invierno, con
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1,93 pg/l en 16/03 y durante toda la primavera. En principios del otofio (28/09) se ha observado,
como en el afio anterior, un pico con 2,76 pg/l de clorofila a.

La salinidad ha sido muy constante durante todo el periodo de estudio, presentando un
valor medio de 34,55 + 1,30%o.
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Figura 3.9. Evolucion de los valores de temperatura y clorofila a en el Poligono A7 de O Grove, Ria de
Arousa, durante el periodo de estudio.

3.3.7. Relacion entre los factores ambientales y el IOG e IC

Los datos del indice de ocupacién gonadal (I0G) en machos y hembras estuvieron mas
relacionados con la temperatura y con la clorofila a como se puede visualizar en la tabla 3.4, la
cual presenta los valores de los coeficientes de correlacion de Pearson. A través de la realizacion
del analisis de regresion multiple se ha podido verificar una moderada explicacion de la
variacion del 10G en machos y en hembras cuando se utilizé un modelo incluyendo los datos de
temperatura y clorofila a obteniendo valores del r* de 0,39 para machos y 0,35 para hembras.
Sin embargo, cuando se evalu6 a través del analisis de regresion maltiple la influencia de la
temperatura y de la clorofila a durante el periodo de maduracion (enero a junio en el primer afio
y marzo a junio en el segundo afio) se ha podido verificar valores de r? superiores a 0,80, como

esta representado en la tabla 3.5.
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Tabla 3.4. Coeficientes obtenidos en el analisis de correlacion de Pearson entre el 10G e IC, y las
variables ambientales (temperatura, salinidad y concentracion de clorofila a) y valores de r? obtenidos en

el analisis de regresion maltiple entre el 10G e IC, y la temperatura y clorofila a durante todo el periodo

de estudio.

Temperatura Salinidad Clorofilaa r°
I0G macho 0,58 -0,08 0,49 0,39
10G hembra 0,57 -0,19 0,42 0,35
IC macho 0,52 -0,21 0,26 0,27
IC hembra 0,48 -0,36 0,15 0,24

Los datos del indice de condicion (IC) en machos y en hembras tuvieron una correlacién
positiva con la temperatura y valores bajos para la correlacién con la clorofila a durante todo el
periodo de estudio (Tabla 3.4). El analisis de regresion multiple, para todo el periodo de estudio,
utilizando como variables independientes (explicativas) la temperatura y clorofila a, presentd
valores de r® de 0,27 para machos y 0,24 para hembras. Sin embargo, cuando se realizé la
regresion multiple para el periodo de maduracién se ha podido observar valores elevados de r?,

especialmente para el segundo afio de muestreo (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Coeficientes obtenidos en el analisis de correlacion de Pearson entre el 10G e IC, y las
variables ambientales (temperatura, salinidad y concentracion de clorofila a) y valores de r? obtenidos en

el andlisis de regresion multiple entre el 10G e IC, y la temperatura y clorofila a durante el periodo de

maduracion.
Temperatura Salinidad Clorofila a r’

10G macho (1° afio) 0,84 -0,04 0,80 0,80
10G macho (2° afio) 0,89 -0,76 0,70 0,80
10G hembra (1° afio) 0,94 -0,21 0,78 0,92
10G hembra (2° afio) 0,95 0,72 -0,62 0,92
IC macho (1° afio) 0,70 -0,57 0,51 0,49
IC macho (2° afio) 0,99 0,78 -0,60 0,98
IC hembra (1° afio) 0,88 -0,51 0,68 0,79
IC hembra (2° afio) 0,98 0,80 -0,57 0,97
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3.4. DISCUSION

La ostra japonesa Crassostrea gigas, introducida en Galicia a principios de los afios 90
como una alternativa al cultivo de la ostra plana Ostrea edulis, es una de las especies de
moluscos bivalvos méas estudiadas en el mundo; sin embargo son escasos los trabajos
relacionados con la reproduccion de esta especie en Galicia, siendo este el primero en analizar
cualitativamente y cuantitativamente el desarrollo gonadal de C. gigas introducida en la Ria de
Arousa a través de semillas importadas de Francia.

Barber y Blake (1991) apuntan la necesidad del uso de métodos cuantitativos y
cualitativos para el estudio del desarrollo gonadal en bivalvos, siendo la histologia necesaria
para describir los eventos reproductivos relacionados con el desarrollo gametogénico y las
técnicas cuantitativas, como el IC, el 10G vy la talla media de los ovocitos utilizados en el
presente trabajo, importantes por eliminar la subjetividad y los problemas seméanticos asociados
a la descripcion basada en estadios de desarrollo gonadal.

El indice de Condicion es un parametro util para reconocer el estatus nutritivo de los
bivalvos y puede ser utilizado en la observacion de cambios temporales en las reservas
nutritivas, en la indicacién de variaciones en la calidad de diferentes poblaciones de organismos,
0 en la observacion de contaminantes y enfermedades (Crosby y Gale, 1990). El IC es también
considerado el método mas simple y practico para evaluar el desarrollo gonadal en bivalvos
(Okumus y Stirling, 1998) y es frecuentemente utilizado en trabajos con C. gigas (Bodoy et al.,
1986; Mason y Nell, 1995; Steele y Mulcahy, 1999; Chavez-Villalba et al., 2007; Dridi et al.,
2007; Royer et al., 2007; Li et al., 2009; Chavez-Villalba et al., 2010). En el presente trabajo se
encontraron valores del IC que no presentaban diferencias significativas entre los sexos durante
todo el periodo de estudio, con excepcion del mes de diciembre de 2008, lo que coincide con lo
obtenido por Baghurst y Mitchell (2002) en esta especie en el Sur de Australia, los cuales no
encontraron diferencias significativas entre machos y hembras durante todo su periodo de
estudio.

A través del analisis del IC del primer afio del estudio, se ha podido establecer que en
machos de C. gigas la liberacion de gametos se produce antes que en las hembras, como se pone
de manifiesto por la disminucion del valor del IC a finales de mayo y principios de junio,
mientras las hembras empezarian la puesta en julio, habiendo posteriormente una réapida
recuperacion en ambos los sexos en finales del verano y un posible segundo periodo de puesta
entre finales de septiembre y principios de octubre. En el caso de los machos, este segundo
periodo de puesta se prolongaria hasta diciembre. Sin embargo, en el segundo afio, la evaluacion
del I1C no fue sensible para verificar las variaciones en machos, presentando en los mismos,
valores elevados pero con gran dispersion hasta septiembre, seguido de una disminucion

significativa. Normand (2008) evaluando el IC de Crassostrea gigas cultivada en Francia,
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establece la existencia de un unico periodo de puesta entre finales de julio e inicio de agosto, sin
hacer referencia a diferencias entre los sexos.

Delgado y Pérez Camacho (2003) indican que el uso de métodos que miden el &rea
ocupada por los gametos, como el indice de Ocupacién Gonadal, proporcionan una
determinacion méas objetiva del grado de madurez sexual. Los datos del 10G obtenidos en el
presente trabajo, confirman los resultados obtenidos con el andlisis del IC en lo que se refiere a
las épocas de puesta del primer afio en ambos los sexos y del segundo afio en hembras. Sin
embargo, este indice nos aportan mas informaciones que no han podido ser visualizadas con el
uso del IC, donde los machos presentan una gran superioridad significativa de la proporcion de
gametos presentes en area gonadal durante todo el periodo posterior al primer pico de puesta de
2008 (junio-julio), lo que puede indicar una coexistencia de individuos maduros y en periodo de
puesta hasta finales de diciembre, y en el segundo afio, los datos del I0G presentan una
disminucién significativa en machos entre finales de junio y principios de agosto, lo que puede
indicar el periodo de puesta no verificado por la evaluacion del IC. Con esto, se puede verificar
que el uso del IC como Unico medio de analisis cuantitativo del desarrollo gonadal lleva a
conclusiones equivocadas con relacion a las épocas de puesta siendo necesario el uso de otros
métodos cuantitativos y/o cualitativos como complemento.

En el presente trabajo se ha hecho un comparativo de las mediciones de ovocitos
utilizando todos los ovocitos y solamente los que presentaban vesicula germinal bien definida y
se ha podido verificar que estos ultimos presentan valores superiores durante todo el periodo de
estudio. Sin embargo, los dos métodos de medicion presentan una evolucion semejante con
valores maximos en finales de junio y una gran disminucion en los meses siguientes, alcanzando
valores minimos en invierno. Con esto, se puede concluir que los dos métodos utilizados son
aptos para describir la evolucion de la talla media de ovocitos de ostras, lo que esta en
desacuerdo con varios autores que solamente indican la utilizacion de ovocitos con vesicula
germinal bien definida (Lango-Reynoso et al., 2000; Meneghetti et al., 2004; Williams y
Babcock, 2004; Chavez-Villalba et al., 2007; Normand et al., 2008).

A este respecto, es preciso considerar que, dada la evidente correlacion negativa entre el
tamafio del ovocito y la probabilidad de que aparezca su vesicula germinal en un corte
histolégico, la técnica que mide todos los ovocitos es mas representativa de la situacion real de
la gbnada, frente a la que s6lo mide los ovocitos en los que se puede ver la vesicula germinal,
pues esta ltima técnica sobrevalora el porcentaje de ovocitos pequefios (menos desarrollados),
al no considerar una buena parte de ovocitos grandes en los que el corte histol6gico no pasa por
la vesicula germinal.

El andlisis histologico, basado en los estadios de desarrollo gonadal descritos por Lubet
(1959), vy los resultados obtenidos con el IC y el 10G, indican que los machos en el primer afio,

presentan puestas parciales durante el periodo de mayo hasta diciembre con dos picos, uno entre
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mayo Yy septiembre y otro entre octubre y diciembre, siendo el segundo pico mas pronunciado.
En el segundo afio los machos empiezan el periodo de puesta en mayo y adelantan para finales
de junio la puesta masiva. Con relaciéon a las hembras, los resultados obtenidos a través del
analisis histologico apuntan en el primer afio un periodo de puesta comprendido entre el mes de
julio y octubre y en el segundo afio entre finales de junio y principios de agosto, ambos los afios
con una Unica puesta masiva.

Los resultados del andlisis histoldgico en hembras divergen a los encontrados a través
del uso del IC en lo que se refiere al segundo pico de puesta de 2008, de manera que la
disminucion encontrada a través del IC en el muestreo de octubre debe de estar relacionada con
el aumento del porcentaje de individuos en fin de la estacion de reproduccidn (estadio I11D) y no
con un segundo pico de puesta. En los machos en 2009, los resultados del anélisis histologico
también divergen a los evaluados por el IC, donde en este analisis se puede verificar un
incremento continuo hasta septiembre, sin embargo los datos del anélisis histoldgico apuntan el
empiezo de la liberacion de los gametos en mayo. Estos resultados refuerzan la importancia y
necesidad del uso de la histologia como complemento a los métodos cuantitativos y viceversa.

La ostra japonesa C. gigas normalmente presenta un nico periodo de puesta en Europa.
En Francia, Berthelin et al. (2001) estudiando el ciclo reproductivo de dos poblaciones de C.
gigas encuentran un Unico periodo de puesta en julio, la misma conclusion a que han llegado
Lango-Reynoso et al. (2000) estudiando tres poblaciones en la costa Atlantica francesa. En
Irlanda, Steele y Mulcahy (1999) encuentran para esta misma especie un Unico periodo de
puesta entre agosto y septiembre. Sin embargo, en Espafia, Ruiz et al. (1992) describen dos
picos de puesta para la misma especie, sin hacer referencia a las diferencias entre sexos,
mientras que en el presente estudio se han verificado diferencias entre machos y hembras con
relacion a la época de puesta. Resultados similares fueron encontrados por Dridi et al. (2007)
con ostras cultivadas en Tnez, con picos de puesta en junio y septiembre.

Fabioux et al. (2005) apuntan que de una manera general, C. gigas exhibe un ciclo
reproductivo estacional claramente relacionado con la temperatura, de manera que el inicio de la
gametogénesis se produciria en invierno cuando la temperatura del agua es baja, seguido de una
fase de gametogénesis intensa en primavera, maduracion y puesta en verano y un periodo de
reabsorcion en otofio. Cuando se analizan los resultados obtenidos en el presente trabajo,
podemos verificar que las ostras cultivadas en la Ria de Arousa siempre estan en proceso de
gametogénesis, una vez que la temperatura del agua nunca llega a registrar valores inferiores a
los 10 °C. Esta afirmacion estd apoyada por los resultados obtenidos a través de las
observaciones histoldgicas, que muestran la ausencia de individuos en reposo sexual, estadio 0
de desarrollo, durante todo el periodo de estudio, de manera que las ostras pasan de un estadio

I1ID (fin de la estacion de reproduccion) a un estadio | (gametogénesis).
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Ruiz et al. (1992) indican que existe un umbral de 16 °C que es necesario alcanzar para
la maduracion de C. gigas, sin embargo los resultados del presente trabajo muestran un
porcentaje de individuos maduros del 100% en machos en marzo de 2008 y 80% en hembras en
abril del mismo afio, aln cuando las temperaturas maximas observadas hasta el momento no
habian alcanzado los 14,5 °C. En el segundo afio de estudio también se encuentran individuos
maduros con temperaturas inferiores a los 14 °C. Con estos resultados se puede afirmar que las
ostras pueden madurar a temperaturas inferiores a los 14 °C. Estos resultados estan de acuerdo
con los obtenidos por Fabioux et al. (2005) que obtuvieron ostras maduras con temperaturas
entre 8-10 °C.

Muchos autores apuntan la temperatura como el principal factor inductor de la puesta
(Sastry, 1975; Deslous-Paoli et al., 1982; Muranaka y Lannan, 1984; Thompson et al., 1996).
En C. gigas, Mann (1979) realizando maduracion a diferentes temperaturas, sugiere un umbral
de 18 °C para que sea inducida la puesta, siendo esta temperatura superior a la necesaria para
estimular la gametogénesis. En el presente estudio, esta temperatura solamente ha sido
alcanzada durante los meses de julio a septiembre, sin embargo, las observaciones histol6gicas
muestran la existencia de puesta en machos en finales de mayo en ambos los afios, aun cuando
las temperaturas no alcanzaban los 17 °C y 16 °C, en 2008 y 2009 respectivamente. Con eso se
puede proponer que los machos empiezan la puesta en temperaturas superiores a los 15 °C. Las
hembras presentan una puesta masiva a partir de julio cuando las temperaturas estan por encima
de los 18 °C, estando estos resultados en acuerdo con lo descrito por Mann (1979).

La habilidad de C. gigas para responder a la presencia de blooms estacionales de
fitoplancton habia sido descrita por Lubet (1976) y Lubet y Mann (1987) y estaria en
concordancia con la hipétesis de que el fitoplancton disponible en el medio podria inducir a la
puesta propuesta por Ruiz et al. (1992). En el presente trabajo, los machos presentan un
segundo periodo de puesta en otofio, lo cual parece no estar relacionado principalmente con la
temperatura y si con el alimento disponible en el medio. Estos resultados estan fuertemente
relacionados con las caracteristicas ambientales presentes en la Ria de Arousa, donde un
segundo bloom fitoplancténico (3,10 ug/l de clorofila a en 22/09/08 y 2,76 g/l de clorofila a en
28/09/09) durante el otofio seria el principal factor estimulante de la puesta de los machos
durante los meses de octubre y diciembre

El porcentaje de hembras (42,01%) fue significativamente inferior a los machos
(50,19%), resultado que concuerda con el obtenido por Baghurst y Mitchell (2002) y Guo et al.
(1998) los cuales encontraron un porcentaje de hembras de 39,1 y 37,5% para ostras de dos
afios, respectivamente. Sin embargo, diversos autores encontraron que durante el inicio de la
gametogenesis la proporcion de hembras es superior (Ruiz et al., 1992; Steele y Mulcahy, 1999;
Berthelin et al., 2001), resultados que divergen a los encontrados en el presente trabajo, que

demuestra una mayor presencia de machos en los muestreos de marzo de ambos los afios. Este
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facto podria explicarse por una mayor precocidad en la maduracién de los machos, lo que esta
apoyado por los resultados obtenidos a través del analisis de los estadios de desarrollo gonadal,
el cual apunta un 100% de machos maduros en marzo del primer afio y un 12,5% en el segundo
afio de muestreo.

La proporcion sexual sufre un cambio significativo en el mes de mayo de 2008,
momento del afio con mayor IC y que coincide con la mayor concentracion de clorofila a y
temperatura elevada, existiendo una predominancia de hembras. Estos resultados muestran la
gran plasticidad con relacion a los cambios de sexo de esta especie en relacion a las variables

ambientales.
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3.5. CONCLUSIONES

e El uso del IC como unico medio de analisis del desarrollo gonadal Ileva a conclusiones
equivocadas con relacion a las épocas de puesta siendo necesario el uso de la histologia
como complemento a los métodos cuantitativos y viceversa.

e Las ostras cultivadas en la Ria de Arousa siempre estan en proceso de gametogénesis no
entrando en periodo de reposo sexual (estadio 0).

e La temperatura y la clorofila a estan directamente relacionadas con la maduracién,
pudiendo las ostras cultivadas en la Ria de Arousa madurar a temperaturas inferiores a
los 14 °C.

e Los machos presentan puestas parciales durante el periodo de mayo hasta diciembre con
dos picos, uno en primavera y el otro en otofio, siendo el segundo pico mas
pronunciado, mientras las hembras presentan un periodo de puesta comprendido entre el
mes de julio y octubre, con una Unica puesta masiva.

e El primero pico de puesta esta relacionado tanto con las temperaturas elevadas asi como
con las altas concentraciones de clorofila a presente en el medio, mientras el segundo
pico de puesta de los machos en otofio, esté relacionado principalmente con el alimento
disponible en el medio.

e Latemperatura necesaria para la induccion a la puesta es distinta entre los sexos, siendo
necesaria una temperatura superior a los 15 °C para la induccién en machos y 18 °C
para la induccion en hembras.

o Latalla media de los ovocitos sigue un ciclo semejante al I0G, con valores maximos en
primavera y verano y minimo en invierno.

e Los dos métodos utilizados para la medicion de la talla media de los ovocitos son aptos
para describir su evolucién, sin embargo es preciso considerar que, dada la evidente
correlacion negativa entre el tamafio del ovocito y la probabilidad de que aparezca su
vesicula germinal en un corte histolégico, la técnica que mide todos los ovocitos es mas
representativa de la situacion real de la génada.

o EIl porcentaje de hembras fue significativamente inferior a los machos durante el
periodo de estudio, con excepcion del mes de mayo de 2008, momento del afio con
mayor IC y que coincide con la mayor concentracion de clorofila a y temperatura

elevada.
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Capitulo 4

EVOLUCION DE LA COMPOSICION BIOQUIMICA GENERAL DE Crassostrea gigas EN
RELACION AL CICLO REPRODUCTIVO EN LA RIA DE AROUSA

4.1. INTRODUCCION

La especie Crassostrea gigas, nativa del sudeste asiatico, incluyendo el mar del Japén,
China y Corea, conocida como ostra del pacifico o japonesa, presenta datos de produccion en
Espafa desde el afio 1964, segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO, 2013a). Sin embargo, su introduccion en Galicia fue liberada solo en
1991, cuando el gobierno autonémico autorizo su cultivo experimental en bateas con el fin de
valorar la viabilidad del cultivo de esta especie desde un punto de vista productivo, pero
también ecoldgico (Xunta de Galicia, 1992).

En los primeros cultivos realizados, se ha podido verificar una mayor resistencia y
rapidez de crecimiento en comparacién con la ostra plana Ostrea edulis (Linnaeus, 1758), de
cultivo tradicional y autéctona de esta zona (Fernandez et al., 2002). Estos resultados implican
la necesidad de estudios mas detallados acerca de la biologia y cultivo de esta especie bajo las
caracteristicas ambientales en las costas espafiolas, con especial énfasis en las zonas de
produccién gallegas.

La evolucion estacional de los componentes bioquimicos en C.gigas ha sido estudiada
en diversos paises (Linehan et al., 1999; Massapina et al., 1999; Berthelin et al., 2000; Ren et
al., 2003; Dridi et al., 2007; Li et al., 2009; Pogoda et al., 2013). Sin embargo, en Espafia los
estudios sobre la composicion bioquimica de la ostra japonesa son muy escasos (Ruiz et al.,
1992a; Pazos et al., 1996) y no contemplan el analisis individualizado de machos y hembras. En
la especie, objeto de nuestro estudio, C. gigas, hasta la fecha no se ha elaborado ningun estudio
detallado en este sentido en Espafia.

De una manera general, el patron seguido por cada uno de los componentes esta
intimamente ligado al estado de madurez sexual del animal y al suministro energético,
soportado por el aporte directo de nutrientes como también por la utilizacion de las reservas
previamente almacenadas, existiendo una clara relacién entre ambos factores (Navarro et al.,
1989). La naturaleza de las reservas y del compartimiento de almacenamiento depende de la
especie de bivalvo. Del mismo modo, dentro de la misma especie, los periodos de utilizacion de
las reservas pueden desplazarse dependiendo del local, una vez que las etapas del ciclo de vida
estan relacionadas a los factores ambientales (Bayne, 1976; Fabioux et al., 2005).

Baséandose en la relacion entre el desarrollo gonadal y la acumulacion y utilizacion de
nutrientes, las especies pueden ser clasificadas como conservativas u oportunistas (Bayne,

1976). En las especies conservativas la gametogénesis ocurre en otofio-invierno a expensas de
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las reservas previamente adquiridas en wverano, mientras que en las oportunistas la
gametogénesis ocurre en primavera cuando existe una abundancia de alimento en el medio,
produciéndose el desarrollo gametogénico paralelo a la acumulaciéon de reservas. Ambas
estrategias reproductivas pueden considerarse adaptaciones a las condiciones ambientales en las
que vive el animal, encontrdndose especies con estrategias intermedias que utilizan tanto las
reservas almacenadas como el alimento disponible en el medio natural (Sastry, 1979).

En los bivalvos marinos, las reservas energéticas estan esencialmente constituidas por
carbohidratos y en especial el glucdégeno (Mathieu y Lubet, 1993). Esto ha sido demostrado por
la correlacion negativa entre el indice de condicion y el contenido de carbohidratos en muchas
especies. En la mayoria de los bivalvos marinos, el glucdgeno tiene un papel central en el
soporte energético del metabolismo de mantenimiento y en la gametogénesis (Bayne et al.,
1982; Ruiz et al., 1992a).

Otro componente con un importante papel como reserva energética son los lipidos, dado
su alto contenido cal6rico, ademas de constituir un componente de gran importancia en los
ovocitos de los bivalvos (Holland, 1978; Gabbott, 1983). También ha sido descrito que los
lipidos aportan energia durante el crecimiento de invierno, cuando los carbohidratos ya fueron
consumidos (Beninger y Lucas, 1984).

Por otra parte, el uso de las proteinas como fuente de energia parece producirse sélo
cuando las reservas de carbohidratos han sido ampliamente reducidas (Barber y Blake, 1981;
Larretxea, 1995; Pérez-Camacho et al., 2003), estando por lo tanto sujetas a transformaciones
metabdlicas, pero no sometidas a importantes procesos de acumulacion como lipidos o
carbohidratos (Gabbott, 1976).

Evaluar la acumulacion y movilizacion de reservas bioquimicas en ostras Crassostrea
gigas cultivadas en batea en la Ria de Arousa durante dos ciclos reproductivos consecutivos es
el objetivo de este capitulo, ademas de evaluar la influencia de la diferenciacion sexual en la

composicién bioquimica general (proteinas, carbohidratos, glucégeno y lipidos).
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4.2. MATERIAL Y METODOS

4.2.1. Area de estudio y muestreo

El estudio de la evolucion de la composicion bioguimica general se llevo a cabo con
ostras de dieciséis meses cultivadas en una batea situada en el Poligono A7 de O Grove en la
Ria de Arousa (42°30” 30” N, 8°51° 54” W). Estas ostras habian sido importadas de Francia en
abril de 2007, con aproximadamente 7 meses de vida. Las ostras estaban siendo cultivadas en
jaulas patentadas por el IEO en una densidad de aproximadamente 40 ostras por cesta.

Para este estudio, se recogieron muestras de 20 ostras con intervalos de
aproximadamente un mes, durante el periodo de enero de 2008 hasta octubre de 2009. Una vez
recogidas, las ostras fueron conducidas hasta el Centro Oceanografico da Corufia del Instituto
Espafiol de Oceanografia (IEQ), donde se realizaron los muestreos. En estos muestreos, cada
ostra fue medida (longitud y anchura) con un calibre con una precision de 0,1 mm y pesada
(peso total y peso fresco de las partes blandas) utilizando una balanza con una precisién de
0,001 g. Tras ser medidos y pesados, se realiz6 la determinacién sexual mediante un frotis. A
continuacion se liofilizaron las partes blandas de 10 ostras (5 machos y 5 hembras) durante 48 h
en un liofilizador, anotandose el peso seco de los organismos. Las muestras fueron mantenidas a

-80°C hasta el momento de su procesamiento.

4.2.2. Composicion bioquimica general

Para la determinacion del porcentaje de materia organica (%MO), cada muestra fue
pulverizada en un mortero de porcelana y el contenido inorganico se obtuvo por calcinacién a
450 °C de partes alicuotas (aproximadamente 20 miligramos).

Para la determinacion de los componentes bioquimicos generales (proteinas,
carbohidratos, glucogeno y lipidos) se tomaron 20 mg del tejido liofilizado de cada ostra y se
homogenizaron en 1000 pL de agua destilada, preparandose estos extractos crudos iniciales para

los analisis bioquimicos.

4.2.2.1. Proteinas

Las proteinas totales se cuantificaron por el método de Lowry et al. (1951). En
microtubos Eppendorf® previamente rotulados se agregaron 50 pL del extracto crudo, el cual se
diluy6 en 150 pL de &cido tricloroacético al 20% a 4 °C (TCA) (Panreac ref. 131067.1609) y se
dejo reposar por 10 minutos a 4 °C. A continuacion se centrifugaron las muestras (10000xg,

4 °C, 10 minutos) concentrandola en 10 pL. El sobrenadante obtenido de la centrifugacion (190
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uL) fue la base para los anélisis de carbohidratos y glucégeno. Al sedimento de 10 pL se le
afiaden 300 pL de NaOH 1M (Panreac ref. 131687), y se incuba a 56 °C por 30 minutos,
agitdndose en vortex a cada 5 minutos. A continuacion se llenan las microplacas con 30 pL de
la muestra y del estandar y se les agregan 20 pL de la solucion BIORAD Protein Assay Reagent
A (Ref. 500-0113) y 300 pL de la solucion BIORAD Protein Assay Reagent B (Ref. 500-0114).
La absorbancia se determino a 630 nm con un espectrofotometro de microplacas. Se utilizd
como estandar una solucion de albumina sérica bovina (BSA Fracciéon V — Sigma A7906-50G),
con concentraciones en el intervalo de 0 a 900 pug.mL ™.

4.2.2.2. Carbohidratos totales

Los carbohidratos se cuantificaron como glucosa por el método del fenol-acido
sulfurico descrito por Dubois et al. (1956). De este modo, se valoraron tanto los monosacéridos
de la muestra como los obtenidos a partir de la hidrdlisis acida de los polisacéaridos. En
microtubos Eppendorf® previamente rotulados se agregaron 50 pl del sobrenadante de las
proteinas y se les afiadieron 200 uL de solucién de Fenol al 5,4% (Panreac ref. 141323) y 1000
pL de &cido sulfurico puro d=1,84 (Fluka 95-97% ref. 84719), dejando en seguida la muestra
enfriar por 30 a 60 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia se determiné a 490 nm con
un espectrofotdmetro de microplacas. Se utiliz6 como estandar una solucién de glucosa, con

concentraciones en el intervalo de 0 a 200 pg.mL ™.

4.2.2.3. Glucdgeno

El glucdgeno se cuantificd por el método del fenol-acido sulfurico descrito por Dubois
et al. (1956) modificado. En microtubos Eppendorf® previamente rotulados se agregaron 50 ul
del sobrenadante de las proteinas y se les afiadieron 100 pL de etanol al 100% a 4 °C
(manteniendo una proporcion de 2:1 etanol:muestra), agitdndose en un vortex. A continuacion
se dejé reposar la muestra en hielo por 15 minutos seguido de una centrifugacion (1883xg, 4 °C,
20 minutos). Los 100 pL del sobrenadante son descartados y se mantiene sélo los 50 puL donde
esta precipitado el glucdgeno. Sobre el precipitado se le adiciona 200 L de solucién de Fenol al
5,4% (Panreac ref. 141323) y 1000 pL de &cido sulfarico puro d=1,84 (Fluka 95-97% ref.
84719), dejando enseguida la muestra a enfriar de 30 a 60 minutos en temperatura ambiente. La
absorbancia se determind a 490 nm con un espectrofotometro de microplacas. Se utilizé como

estandar una solucion de glucosa, con concentraciones en el intervalo de 0 a 200 pg.mL ™.
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4.2.2.4. Lipidos totales

Los lipidos totales se cuantificaron de acuerdo al método de sulfo-fosfovainillina para
lipidos totales segun Z6lIner y Kirsh (1962), utilizando el colesterol como estandar. Los lipidos
séricos incluyendo el colesterol, forman con el &cido sulflrico un ion de carbono que reacciona
con la fosfovainillina produciendo un complejo de color violeta cuya intensidad se mide
colorimétricamente.

En microtubos Eppendorf® previamente rotulados se depositaron 100 pl del extracto
crudo inicial, luego a cada tubo se le agregaron 1000 ul de cloroformo:metanol (2:1) a 4 °C
agitdndose en vortex. Las muestras se dejaron reposar por 15 minutos en temperatura ambiente.
Luego los microtubos fueron centrifugados (8000xg, 4 °C, 20 min). Posteriormente, se
traspasaron 200 pl de la fase inferior, conteniendo los lipidos, a un nuevo set de microtubos
rotulados, dejando que se evapore el solvente con las tapas abiertas a 56 °C por 120 minutos. El
estandar (3 mg de colesterol.ml™ de cloroformo:metanol (2:1)) se diluy6é para preparar la
solucion de trabajo: 150 mg de colesterol se diluyeron en 50 ml de cloroformo:metanol a 4 °C,
luego se procedié a realizar la curva de calibracion por duplicado. El preparado de la curva de
calibracion se dej6 evaporar al igual que las muestras. Una vez evaporadas las muestras y la
curva de calibracion, se procedid a resuspender los lipidos en 200 ul de acido sulftrico puro
d=1.84 (Fluka 95-97% ref. 84719) agitandose en vortex. Inmediatamente después, las muestras
con el acido se calentaron a 90 °C durante 10 minutos con las tapas cerradas. Luego se dejé
enfriar a temperatura ambiente durante 30 minutos y se agitdé en un vortex, llevando 20 ul en
duplicado a las microplacas. Por ultimo se agregaron 300 pul de la solucidn de vainillina (100 ml
de agua destilada + 400 ml de &cido ortofosférico + 1 g vainillina (Panreac ref. 142048)) a la
microplaca 1y 300 pl de acido ortofosforico a la microplaca 2 y se mantuvieron en oscuridad
por 40 minutos en temperatura ambiente. La absorbancia se determiné a 540 mm en un
espectrofotometro de microplacas. Se utiliz6 como estandar una solucién de colesterol, con
concentraciones en el intervalo de 0 a 175 pg.mL ™. La concentracion de lipidos en las muestras

es calculada disminuyendo el valor obtenido de la placa 1 por el valor obtenido de la placa 2.

4.2.3. Variables ambientales

Los datos de temperatura y salinidad en la columna de agua a una profundidad de 0-5
metros, fueron obtenidos, por una sonda CTD Sea-Bird 25. Los datos de clorofila a fueron
obtenidos por el filtrado a presién constante de un volumen de 100 mL de agua a una
profundidad de 0-5 metros, separando las particulas en dos clases >2,7um y <2,7um, las cuales
fueron sumadas para representar el dato de clorofila a. La extraccion de la clorofila a presente

en los filtros de fibra de vidrio realizase con acetona al 90% refrigerada y en oscuridad por no
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menos que 14 horas. Posteriormente se analizan por espectrofotometria por medio de una
ecuacion tricromatica, siguiendo el método de Neveaux y Panouse (1987). Todos los datos
fueron obtenidos semanalmente por el Instituto Tecnoldxico para o Control do Medio Marifio de
Galicia (INTECMAR) de la Xunta de Galicia, en una estacion meteoroldgica ubicada cerca de
la batea de cultivo en el poligono A7 de O Grove. Estos datos fueron proporcionados por el
INTECMAR en el marco de un convenio entre éste y el IEO para la toma de datos
oceanogréficos en las Rias Gallegas.

4.2.4. Presentacion de los datos y andlisis estadistico

Los datos mostrados en las tablas se corresponden con la media total y la desviacién
estandar de los individuos analizados en cada muestreo. Los valores de los diferentes
componentes estan expresados en contenido absoluto libre de cenizas (mg.ind™) y en porcentaje
de materia organica (%MO). Todos los componentes estan estandarizados a la talla media de
todo el periodo de muestreo (90,1 mm de longitud). Esta forma de proceder ha sido
recomendada por Beninger y Lucas (1984) por dos motivos fundamentales: primero, evita el
solapamiento o interferencia entre las variaciones estacionales y las que se deben al crecimiento,
y segundo, contrarresta la posibilidad de que las fuertes oscilaciones de un determinado
compuesto enmascaren la variacion de otros.

Los anélisis estadisticos fueron realizados utilizando el software Statgraphics Plus 5.1.
Para todos los datos se analizé la normalidad mediante el test de Kolgomorov-Smirnov y la
homogeneidad de las varianzas mediante el test de Cochran, cuando presentaban el mismo
nimero de datos, y de Bartlett cuando presentaban un nimero distinto. Cuando los datos son
normales y las varianzas homogéneas se realizé el Andlisis de Varianza Simple (ANOVA) y en
los casos en que los datos no se adecuaban a la distribucion normal o las varianzas no fueran
homogéneas se empled la transformacion logaritmica para garantizar su homogeneidad. Los
datos relativos al porcentaje de materia organica fueron transformados mediante la
transformacion angular (arcoseno V%). Para los tests a posteriori se utilizaron el test de Student-

Newman-Keuls (SNK). En todos los casos se utilizé un a de 5%.
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. Resumen del ciclo reproductivo

El ciclo reproductivo de C. gigas cultivada en batea en la Ria de Arousa esté detallado
en el capitulo 3, sin embargo con la intencion de facilitar el entendimiento de la relacion de la
acumulacion y movilizacién de las reservas bioquimicas con el ciclo reproductivo, haremos un
resumen de los principales resultados obtenidos.

El indice de condicion (IC), que relaciona el peso seco de la carne con el peso seco de
las valvas, no present6 diferencias significativas entre los sexos (P>0,05, ANOVA). La
evolucion del IC durante el primer afio es similar para ambos sexos alcanzando los valores
méaximos en el muestreo de mayo (Figura 4.1). Durante el segundo afio de muestreo, los valores
del IC presentaron un incremento menos acentuado, con diferencias en relacién al pico de IC

observado en hembras en junio (65,83 +24,30) y en septiembre para los machos (64,53 + 26,50).

110 -
100 1
90 -
80 -
70 1
60 1
50 1
40
30 1
I e S T S A S A S A H A B — e e

indicede Condicion estandarizado

28.01.08
12.02.08
31.03.08
17.04.08
20.05.08
26.06.08
05.08.08
18.09.08
15.10.08
11.12.08
03.03.09
14.04.09
19.05.09
23.06.09
04.08.09
16.09.09
15.10.09

—&— macho ----®--- hembra

Figura 4.1. Evolucion del indice de Condicién para machos (dato medio + de) y hembras (dato medio +

de) de C. gigas cultivadas en la Ria de Arousa.

El indice de ocupacion gonadal (I0G), que determina el porcentaje de ocupacion de
gametos dentro de la gbnada, presentd una distribucién similar entre los sexos en los dos afios
de estudio, con valores maximos en mayo de 2008 y junio de 2009 (Figura 4.2). Sin embargo,
pasado el primer periodo de puesta de 2008, los machos mantienen valores elevados durante el
otofio pero con gran dispersion, lo que puede indicar la coexistencia de individuos maduros e

individuos que ya hayan puesto.
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Figura 4.2. Evolucion del indice de Ocupacion Gonadal para machos (dato medio + de) y hembras (dato

medio + de) de C. gigas cultivados en la Ria de Arousa.

La talla media de los ovocitos se incrementa constantemente durante la primavera hasta
alcanzar los valores maximos en junio de 2008 y 2009, cuando son evaluados todos los ovocitos
y en agosto de 2008 y junio de 2009, para los ovocitos que presentaban la vesicula germinal
bien definida (Figura 4.3). Los valores maximos alcanzados son significativamente superiores

(P<0,05, ANOVA, SNK) en el andlisis de los ovocitos con vesicula germinal.
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Figura 4.3. Evolucion de la talla media de los ovocitos (dato medio + de) de C. gigas cultivadas en la
Ria de Arousa, evaluando todos los ovocitos y solamente los que presentaban vesicula germinal bien

definida.

Los estadios de desarrollo gonadal en machos presentan en el primer afio de estudio una

maduracion durante el invierno y primavera. Las puestas se dan entre los meses de mayo y
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diciembre, con dos picos, uno entre mayo y septiembre y otro, con mayor intensidad entre los
meses de octubre y diciembre (Figura 4.4). En el segundo afio, las puestas ocurren también en
dos periodos, sin embargo el segundo pico de puesta, de mayor intensidad, es adelantado para el
mes de agosto.
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Figura 4.4. Evolucién de los estadios de desarrollo gonadal para machos de C. gigas.

En hembras, la ovogénesis ocurre durante el invierno y primavera Illegando a la maxima
maduracion en junio de 2008 y mayo de 2009 (Figura 4.5). La puesta se da masivamente en
ambos afios con inicio en agosto de 2008 y junio de 20009.
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Figura 4.5. Evolucion de los estadios de desarrollo gonadal para hembras de C. gigas.
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4.3.2. Medidas biométricas

El peso total, peso fresco de la carne, peso seco estandarizado, longitud y anchura de las
ostras fueron significativamente diferentes (P<0,05, ANOVA) en relacion a la fecha de
muestreo (Tabla 4.1). Los valores significativamente mas altos (P<0,05, ANOVA, SNK) de
longitud y anchura fueron observados en el muestreo de marzo de 2009 (105,0 £ 11,5cmy 54,8
+ 4,8 cm). El peso total siguié un patron similar al observado con los datos de morfometria, con
un valor maximo en marzo de 2009 (89,7 + 21,1 g) y el mas bajo en enero de 2008 (19,5 + 11,3
9)-

Con relacion al peso seco estandarizado los valores significativamente méas altos
(P<0,05, ANOVA, SNK) fueron observados en los muestreos de octubre de 2008 y junio de
2009 (1,6 + 0,5y 1,6 + 0,4 g.ind™), mientras que los valores significativamente mas bajos
(P<0,05, ANOVA, SNK) fueron observados en el muestreo de enero de 2008 (0,3 + 0,2 g.ind™).
El peso fresco de la carne registrd los valores significativamente méas altos (P<0,05, ANOVA,
SNK) en los meses de agosto y octubre de 2008, mientras los mas bajos (P<0,05, ANOVA,

SNK) fueron observados en el primer muestreo del estudio (1,5 + 1,0 g.ind™)

Tabla 4.1. Medidas biométricas en Crassostrea gigas cultivada en la Ria de Arousa, entre enero de 2008
y octubre de 2009. Los datos de peso total, peso fresco de la carne y peso seco estandarizado aparecen

expresados en g.ind™ (+ de) y los datos de longitud y anchura aparecen expresados en cm (+ de).

Meses Peso total Peso fresco carne Peso seco estand. Longitud Anchura
(gind™ (gind™ (g.ind™ (cm) (cm)
2008
Enero 19,5+11,3" 1,5+ 1,0 0,3+0,2° 70,9 + 11,7 -
Febrero 46,3 +55% 5,7 + 1,4%f 0,8+0,1% 87,1+ 4,7 50,9 + 6,8°%
Marzo 44,3 +12,1°1 52+1,6% 0,7+0,2° 85,4 +10,2™% 473+ 7,8%
Abril 34,3 + 8,6Y 50+1,7 0,8 +0,3°* 82,5+ 10,2% 41,9+71f
Mayo 42,7 + 8,3 6,7 + 2,10 1,3 +0,4%° 89,3+ 10,4°® 516 +10,3"*
Junio 58,2 + 16,6°% 6,6 + 1,700 1,1 + 0,33 98,7 +10,3®° 57,8+ 6,5
Agosto 75,4 +12,9® 10,3+ 2,7° 1,4 +0,4% 107,8 + 10,1 59,5 + 5,7
Septiembre 62,4 + 9,0 9,0 +2,8° 1,5+0,5% 94,4+9,8%¢ 57 4+094%°
Octubre 75,3 + 13 5% 10,6 + 3,1° 1,6 +0,5° 98,8 +10,6®¢ 57,7 +6,3*°
Diciembre 80,6 + 23,0® 8,9 +3,1% 1,2 + 0,43 103,0+ 12,4%° 54,8 + 4,8
2009
Marzo 89,7+211° 9,0 +1,9%° 1,1 + 0,3 105,0 + 11,5 61,5 + 4,3
Abril 68,7 + 18,6™ 6,6 + 2,30 1,2 + 0,5%°% 98,7 + 11,3 61,0 + 6,5%
Mayo 50,7 + 6,3%" 6,2 + 1,8°%f 1,2 + 0,4%cc 88,9+ 9,2%  5444+571%%
Junio 47,0 +7,0% 8,6 + 1,5%¢ 1,6 +0,4° 85,5 + 7,3 49,6 + 4,8°%f
Agosto 50,6 + 8,7% 7,7 + 1,770 1,4+04% 83,1+11,7%  47,9+49%
Septiembre 46,3 + 7,4% 5,9 + 1,9 1,5+0,6% 76,4 + 4,7 475 +59%
Octubre 40,1 +9,1% 41+1,4° 0,9 + 0,30 75,6 + 5,0 45,0 + 3,7

*Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0,05, ANOVA, SNK).
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4.3.3. Composicidn bioquimica
4.3.3.1. Composicion bioquimica general

La composicion bioquimica general de los tejidos blandos y el contenido en materia
orgénica de la ostra japonesa Crassostrea gigas se muestra en la Tabla 4.2. Estos datos
representan el promedio (+ de) de todos los organismos en cada muestreo sin tener en cuenta la
diferenciacion sexual.

El contenido en materia orgénica de C. gigas vario significativamente (P<0,05,
ANOVA) en relacion a la fecha de muestreo (Tabla 4.2), aumentando significativamente
(P<0,05, ANOVA, SNK) sus valores hasta el muestreo de mayo de 2008, seguido de una bajada
no significativa (P>0,05, ANOVA, SNK) en los meses de junio y agosto de 2008. Durante el
segundo afio de muestreo los valores del contenido en materia organica presentan una evolucion
similar al primer afio, con un incremento significativo (P<0,05, ANOVA, SNK) hasta junio
(1462,4 + 408,3 mg.ind™).

El principal componente de las ostras cultivadas fueron las proteinas, que representan
del 41,4% observado en octubre de 2008 a los 63,0% en agosto de 2008. Los lipidos y los
carbohidratos presentan valores promedios similares, con variaciones en carbohidratos del 7,9%
al 41,2% vy en lipidos del 10,8% al 36,9% dependiendo de la fecha de muestreo. El glucégeno
alcanza valores que oscilaron entre el 3,6% y el 18,7% (Tabla 4.2).

La cantidad total de proteinas (mg.ind™) aumenta significativamente (P<0,05, ANOVA)
con la fecha de muestreo alcanzando los valores significativamente mas altos (P<0,05,
ANOVA, SNK) en el muestreo de junio de 2009 (805,8 + 240,1 mg.ind™), mientras que los
minimos fueron encontrados en los primeros tres meses de muestreo (Tabla 4.2).

La concentracion de carbohidratos (mg.ind™) en los tejidos de las ostras varid
significativamente (P<0,05, ANOVA) en relacién a los meses de muestreo (Tabla 4.2). El valor
significativamente mas alto de carbohidratos (P<0,05, ANOVA, SNK) se encontr6 en el mes de
agosto de 2009 (551,4 + 301,8 mg.ind ™), mientras que los valores significativamente mas bajos
(P<0,05, ANOVA, SNK) se encontraron en enero de 2008 (22,6+ 24,9 mg.ind ™) (Tabla 4.2).

La evolucion de la cantidad total de glucdgeno (mg.ind™) se asemeja a la evolucion del
contenido total de carbohidratos, con valores significativamente mas bajos (P<0,05, ANOVA,
SNK) en los dos primeros muestreos del estudio (9,5 + 8,3 y 47,4 = 29,0 mg.ind ™) y valores
significativamente més altos (P<0,05, ANOVA, SNK) en el mes de agosto de 2009 (248,0 £
124,0 mg.ind ), sin embargo el maximo de glucdgeno fue observado en el muestreo de octubre
de 2008 (273,0 + 161,2 mg.ind ) diferenciandose de la evolucion de carbohidratos (Tabla 4.2).

La concentracion de lipidos totales (mg.ind™) en los tejidos de las ostras varid

significativamente (P<0,05, ANOVA) en relacion a los meses de muestreo (Tabla 4.2). Los
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valores significativamente méas altos de lipidos totales (P<0,05, ANOVA, SNK) fueron
encontrados en el segundo afio de muestreo (2009) en los meses junio y septiembre (445,5
191 y 492,8 + 242,7 mg.ind ), mientras que los valores significativamente mas bajos (P<0,05,
ANOVA, SNK) se encontraron de enero a abril de 2008 (40,6 + 35,5 a 105,8 + 60,6 mg.ind ™)
(Tabla 4.2).
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Tabla 4.2. Composicion bioquimica general de Crassostrea gigas cultivada en la Ria de Arousa, entre enero de 2008 y octubre de 2009. Los datos aparecen expresados en

mg.ind™*(+ de) y en porcentaje relativo al total de la materia organica (%MO).

Meses Materia organica Proteinas Carbohidratos Glucégeno Lipidos
mg.ind™* mg.ind™* %MO mg.ind™ %MO mg.ind™* %MO mg.ind™* %MO
2008
Enero 236,0+147,6" |129,3+70,2° 56,3 + 4,7°"| 22,6+ 24,9° 79+3,7°195+83" 3,6 +1,1°| 40,6 + 35,5° 15,5 + 3,6%
Febrero 632,3+112,0% |365,0 + 60,1° 57,9 + 1,8 | 114,6 + 53,5 17,5+ 5,2°| 47,4 + 29,0° 7,2 +3,2°| 78,5+ 20,7° 12,6 + 3,4%
Marzo 622,7 +183,3° |372,0+86,9° 60,6 + 4,8°| 133,7 + 82,1 20,2+7,2|536+32,1% 8,1 +2,5°| 65,7+ 31,1° 10,8 +4,7°
Abril 713,1 + 244 8°® | 4496 + 183,1™ 62,2 +5,2% | 153,6 + 59,7° 22,2 +7,3"| 65,6 + 28,3 9,4 +3,4%|105,8 + 60,6 14,7 + 6,0
Mayo 1206,7 + 405,3* | 605,5 + 199,8%* 50,8 + 6,8% [ 207,8 £ 164,0°® 159 +9,1%|82,2 + 64,3°* 6,3 +3,7%|207,7 + 101,5* 16,6 + 4,5%
Junio 1006,5 + 273,0°* | 544,6 + 160,0* 54,0 +4,7°1209,9+ 1158 20,4 +9,6*|87,8 +57,9°® 8,2+ 4,0 (162,4 + 61,3° 16,2 + 5,0%
Agosto 1183,4 + 353,2% | 7552 + 276,7%° 63,0 + 6,4*| 346,6 + 186,1°° 28,0 + 10,4 | 144,4 + 77,7%% 11,6 + 4,4® | 253,7 + 93,1%° 23,9 + 5,8
Septiembre | 1273,0 +450,0° |664,0 + 228,9™™ 52,7 +7,9%|348,3+213,8" 26,4 +12,3"|182,8 +114,8* 13,5 + 4,6™ | 240,5 + 104,4** 19,6 + 7,5%
Octubre 1420,9 + 464,7% |590,8 + 218,7% 41,4+51"352,6+1534*  243+7,1(273,0+161,2° 18,4 +6,9%|370,5 + 112,3% 26,6 + 3,8"
Diciembre | 1077,3 +390,0*° |439,9 + 116,7" 42,4 72" 288,6 +219,0° 23,6+11,4"(165,2 +123,6™* 13,9 + 6,6 | 259,5 + 121,0*° 23,7 £ 6,6"
2009

Marzo 965,4 + 233,5% | 419,0 + 81,4 43,9 +32"258,6 + 1247  259+9,1°|128,1+73,8%% 128 +6,2°|284,6 + 85,1*° 29,9 +7,6%
Abril 1067,9 +501,4*™ | 461,9 + 183,1° 445 +35"329,0+ 2395 27,6+ 10,2 | 155,6 + 125,3™%* 12,7 + 5,7 | 276,6 + 140,6™° 25,6 + 4,0™
Mayo 1049,2 + 416,27 | 534,6 + 226,7 50,5+ 3,5%|233,4+117,6% 22,5+8,3""|116,1 + 69,6™* 10,9 + 4,4™|310,5 + 176,0 28,3+57®
Junio 1462,4 + 408,3* |805,8 + 240,1 54,8 +21|3435+ 1346  23,2+36°"|150,2 + 55,6 10,2 +1,6™ | 445,5 + 191,8° 30,0 +6,8°
Agosto 1291,7 + 401,9% |587,4 + 169,3* 45,9 + 3,7°" | 551,4 + 301,8° 41,2 +11,6| 248,0 + 124,0% 18,7 + 4,4%| 331,7 + 157,6™° 24,8 +6,1"
Septiembre | 1322,2 +540,1* |710,0 + 304,7** 53,8 + 7,0 | 403,2 + 227,7® 30,6 + 16,5" | 138,4 + 111,3"% 9,8 +7,5°|492,8 + 242, 7° 36,9+ 7,7°
Octubre 844,9 + 276,7"% |442,3 + 141,6°™ 52,7 +3,5%|265,7 £ 1249  299+86"|116,2+557% 132+ 4,8 |240,1 + 80,0® 28,6 +4,1°

*Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0,05, ANOVA, SNK).
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4.3.3.2. Diferenciacion sexual

Este apartado presenta los resultados de la evolucion de los principales componentes
bioguimicos (proteinas, carbohidratos, glucégeno y lipidos) de los tejidos de la ostra japonesa
C. gigas cultivada en la Ria de Arousa, tomandose en consideracion las diferencias entre los
sexos. En los dos primeros muestreos (enero y febrero de 2008) no se encontraron hembras
entre los organismos analizados, comparandose la evolucion de los componentes bioquimicos

entre marzo de 2008 y octubre de 2009.
4.3.3.2.1. Contenido en materia organica

El contenido en materia orgénica expresado en mg.ind™ de la ostra C. gigas cultivada
en la Ria de Arousa no presenté diferencia significativa (P>0,05, ANOVA) entre los sexos
(Figura 4.6, Tablas 4.3y 4.4).

La evolucion del contenido en materia organica en relacion a los meses de muestreo
presentd diferencias significativas (P<0,05, ANOVA) tanto en machos como en hembras
(Figura 4.6, Tablas 4.3 y 4.4). En ambos sexos, los valores significativamente mas altos
(P<0,05, ANOVA, SNK) fueron encontrados en el muestreo de junio de 2009 (1418,3 + 328,8 y
1506,6 + 511,9 mg.ind®, machos y hembras respectivamente), mientras los valores
significativamente mas bajos (P<0,05, ANOVA, SNK) se observaron en los muestreos de enero
y marzo de 2008 para machos (236,0 + 147,6 y 619,8 + 140,2 mg.ind™) y marzo de 2008 para

hembras (625,6 + 23,5 mg.ind™).
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Figura 4.6. Evolucién del contenido medio en materia organica (MO, mg.ind™) estandarizado a la talla
media, en machos y hembras de C. gigas cultivada en la Ria de Arousa entre enero de 2008 y octubre de

2009. Valor medio * de.
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Tabla 4.3. Composicién bioguimica de machos de Crassostrea gigas cultivados en la Ria de Arousa, entre enero de 2008 y octubre de 2009. Los datos aparecen expresados

en mg.ind™(+ de) y en porcentaje relativo al total de materia organica (%MO).

Meses Materia organica Proteinas Carbohidratos Glucégeno Lipidos
mg.ind™ mg.ind™ %MO mg.ind™* %MO mg.ind™* %MO mg.ind™* %MO
2008
Enero 236,0 + 147,6° |129,3+70,2° 56,3 +4,7°| 22,6 + 24,9° 79+3,7%9,5+8,3° 3,6+1,1%| 40,6 + 35,5° 15,5 + 3,6
Febrero 632,3+112,0® |365,0 + 60,1 57,9 +1,8"|114,6 + 53,5° 17,5+ 5,2°| 47,4 + 29,0° 7,2 +3,2" (78,5 +20,7° 12,6 + 3,4°
Marzo 619,8 + 140,2° |370,0 + 61,7 60,4 + 4,8 | 117,6 + 73,6 17,8 +7,5°%| 45,6 + 20,3° 7,1+1,8™(80,8 + 28,6™ 13,2 + 4,4°
Abril 6705+ 1441* |422,1 #1357  62,1+7,1%|1430+651®  22,1+9,7°| 61,0+ 32,9% 9,3+4,7"" (78,6 +58,7™ 11,3+6,1°
Mayo 1073,8 + 467,7 |600,5 + 267,9 552 +3,6°|162,3+1231*  13,8+6,6“|67,3+ 64,0 5,7 +3,8(163,6 + 82,5% 15,0 £ 2,7°%
Junio 1002,6 +344,3" |553,2+192,4*™ 5514301924 +112,7*" 18,9+8,4°%| 932+ 71,1%° 8,5+ 4,1 150,7 + 57,6® 15,5 + 6,4
Agosto 1254,7 #337,7% | 824,4 +254,3° 65,6 +5,7%|378,1 £216,7® 28,8 + 13,0 |157,4+89,2*° 11,8 +5,1%|305,0 + 105,8® 26,3 +6,5%
Septiembre | 1226,7 +£384,0° |729,1+251,9%° 59,0 +2,8"|4332+169,2®  352+7,1%|179,5 + 76,1%° 14,4 + 3,0 | 198,0 + 103,2% 16,7 + 7,6
Octubre 1368,7 +333,5® | 605,3 + 169,3*° 439+37"316,2+109,2®  23,1+4,9°|220,9 + 754® 16,3 +4,1*| 361,4 + 97,5° 26,5+ 3,0
Diciembre 1061,8 +434,9% |474,7 +131,6™  46,9+7,2%|259,5+233,8"° 20,3+13,5*"|116,1 + 96,5 9,3+4,9°°(204,1+103,0" 18,7 + 6,0
2009

Marzo 915,6 + 239,1® |394,8 + 74,6™ 43,7+38"239,2+1145"  254+76°|111,3+52,9"  121+50%|260,1 + 64,9° 29,1+7,9%
Abril 1042,2 + 661,4%™ | 439,3 + 226,6™ 44,4+ 4.4"300,5+3123" 24,1+114°|1542+166,9™ 11,8+6,5"°|244,7 +178,6™ 23,0 3,0
Mayo 1080,9 +457,1% |523,6 +228,1% 482+ 15% |264,0+1355"  24,0+6,0°|137,4+825" 12,2 +3,3%|288,7 + 151,6° 26,1 +31%
Junio 1418,3 +328,8% | 7754 +196,7  544+23°|309,1+66,0°  22,0+3,2"138,2+ 31,7 9,9 +1,8%| 348,8 + 67,7° 24,9 + 31%°
Agosto 1289,4 +403,7% |572,9 + 142,6™° 45,1 +4,0"| 574,4 + 326,8° 42,5+ 9,9 263,6 + 149,8° 19,5+ 4,7%(289,4 + 121,1° 22,1 +3,1%
Septiembre | 1441,7 +681,6™ |802,0+381,4% 55,3+ 5,2 |3359 + 257,0° 21,7 +8,6"|108,3 £ 78,7%* 7,1 +3,3" | 4755 + 303,8° 31,4+47°
Octubre 8474 +190,2° |442,6 + 92,5 52,5 +3,4°%|2739+112,7% 31,3+10,2"|117,5+551® 13,4 +59% | 2394 + 58,9 28,3+31%

*Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0,05, ANOVA, SNK).
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Tabla 4.4. Composicion bioquimica de hembras de Crassostrea gigas cultivadas en la Ria de Arousa, entre marzo de 2008 y octubre de 2009. Los datos aparecen expresados

en mg.ind™(+ de) y en porcentaje relativo al total de materia organica (%MO).

Meses Materia organica Proteinas Carbohidratos Glucdégeno Lipidos
mg.ind™ mg.ind™ %MO mg.ind™ %MO mg.ind™* %MO mg.ind™* %MO

2008
Marzo 625,6 + 23,5 |374,0+114,8° 60,8 + 5,3%| 149,7 + 95,4° 22,6 +6,7| 61,6 +41,8° 9,2 +2,9% 50,6 + 28,0° 84+41'
Abril 755,6 + 330,90 | 477,1 + 234,8™ 62,2 +3,1%| 164,2 + 59,0 22,4+5270,3 +259% 9,5+2,0133,0 + 54,4° 18,0 + 4,0°
Mayo 1339,6 +326,6 |610,4 +134,1" 46,3+ 6,5"|253,2+2005"" 18,0+ 11,5%| 97,1 + 68,3" 7,0 £3,8%|251,9 + 107,2*° 18,3 +5,6°
Junio 1010,3 + 2215 |536,0 + 142,9* 52,8 +6,1™ | 227,4 + 129,3% 21,9+ 11,57 82,4 + 49,27 7,9+4,2%1174,2 +69,2™ 16,9+3,9°
Agosto 1112,0 +392,3 | 686,0 £ 309,1 60,5+ 6,6 |315,1 + 168,7°° 27,2 +8,5" | 1314 + 72,2%%® 11,4 + 4,2°1 202,3 + 44 5% 21,6 +4,5%
Septiembre | 1319,3 +541,2% |598,9 + 204,0°° 46,4 + 5:8% | 2634 + 233,8°™ 17,7 +9,9° | 186,1 + 152,2%¢ 12,6 +5,9% | 282,9 + 94,9%° 22,5+ 6,9%
Octubre 1473,1 + 606,5° |576,3 + 280,0* 38,9+54"(388,9+1943™ 255923250+ 2145 20,5 +8,9%|379,7 + 136,6™ 26,7 +4,8™
Diciembre | 1092,8 +390,5** |405,1 +101,5° 38,0 £3,9"(317,8 +226,0° 26,9+ 9,0 |214,3 + 138,0 18,4 + 4,8 | 315,0 + 121,1%° 28,7 +0,9°

2009
Marzo 1015,1 + 243,6™ | 443,2 + 88,7 44,0 £2,9%1278,0 £ 144,6™ 26,3+ 11,3""| 144,9 + 93,6™* 13,6 + 7,8 | 309,1 + 103,0™ 30,8 £8,2™
Abril 1093,6 + 337,6™ |484,5+ 1455  446+2,7(357,4+ 1635  31,1+82"|157,0 81,7 13,5+ 5,2" | 308,6 + 95,5 28,2 + 3,2°
Mayo 1017,4 + 422,20 | 5456 + 251,6* 52,8 +3,5*|202,8 + 102,1™ 21,1+10,7° | 94,7 + 54,2° 9,7 +5,4% 3323 +213,4™ 30,572
Junio 1506,6 + 511,9° | 836,1 + 297,8° 55,2 +2,0°°|378,0 + 182,9°°  24.3+4,0°|162,3 + 74,8 10,5+ 1,6% | 542,1 + 234,2° 35,1 +54%
Agosto 1294,0 +438,5® |602,0 + 2054 46,7 + 3,6™ | 528,3 + 303,8° 39,9 + 13,9%| 232,3 + 103,6® 18,0 + 4,5% | 374,0 + 1889,0* 27,5+ 7,3%
Septiembre | 1202,6 + 395,0™ |617,9 +£205,7*  522+8,7"| 470,6 + 1982® 39,4 +18,5" | 168,5 + 139,4°" 12,4 +9,9|510,1 + 198,8° 42,4+6,0°
Octubre 842,5+368,9" [4421+1911°  52,8+4,1%|257,6+149,0° 285+ 7,7%°| 114,8 + 62,72 13,1 + 4,2° | 240,8 + 104,5* 29,0 +5,3°

*Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0,05, ANOVA, SNK).
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Capitulo 4
4.3.3.2.2. Proteinas

La evolucion de las proteinas en contenido total (mg.ind™®) no presentd diferencia
significativa entre los sexos (P>0,05, ANOVA) (Figura 4.7), sin embargo los datos expresados
en porcentaje de MO fueron significativamente diferentes (P<0,05, ANOVA), con superioridad
de los machos en los muestreos de mayo, septiembre y diciembre de 2008 y superioridad por
parte de las hembras en mayo de 2009 (Figura 4.8).

Los machos y hembras presentan valores en contenido total y en porcentaje dentro de la
materia orgénica significativamente diferentes (P<0,05, ANOVA) en funcion de la fecha de
muestreo. Con relacion a la evolucién en machos, los valores significativamente mas altos
(P<0,05, ANOVA, SNK) en contenido total y en porcentaje dentro de la MO fueron observados
en el muestreo de agosto de 2008 (824,4 + 254,3 mg.ind™ y 65,6 + 5,7%), mientras los mas
bajos (P<0,05, ANOVA, SNK) fueron medidos en enero de 2008 para el contenido total de
proteinas (129,3 + 70,2 mg.ind™) y en marzo de 2009 para el %MO (43,7 + 3,8%) (Figuras 4.7 y
4.8, Tabla 4.3).

Las hembras presentan una variacién en relacion al contenido total de proteinas (mg.ind’
1) desde el valor de 374,0 + 114,8 mg.ind™, observado en el mes de marzo de 2008, hasta el
valor de 836,1 + 297,8 mg.ind™ en junio de 2009. El porcentaje de proteinas dentro de la materia
organica presenta un promedio durante todo el estudio del 50,1 + 8,5%, variando desde los 38,0
* 3,9% en el mes de diciembre de 2008 hasta los 62,2 + 3,1% en el muestreo de abril de 2008
(Figuras 4.7 y 4.8, Tabla 4.4).
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Figura 4.7. Evolucién del contenido total de proteinas (mg.ind™) en machos y hembras de C. gigas

cultivada en la Ria de Arousa entre enero de 2008 y octubre de 2009. Valor medio + de.
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Figura 4.8. Evolucion del porcentaje de proteinas dentro de la materia organica en machos y hembras de
C. gigas cultivada en la Ria de Arousa entre enero de 2008 y octubre de 2009. Valor medio + de. Los

asteriscos indican diferencia significativa entre sexos (P<0,05, ANOVA).
4.3.3.2.3. Carbohidratos

La evolucidn de los carbohidratos en los tejidos de la ostra C. gigas cultivada en la Ria
de Arousa no presentaron diferencia significativa (P>0,05, ANOVA) entre los sexos, cuando
comparados en relacion al contenido total (mg.ind™) y en porcentaje dentro de la materia
organica (Figuras 4.9y 4.10).

Ambos sexos presentaron diferencias significativas (P<0,05, ANOVA) en la evolucién
de los carbohidratos en contenido total (mg.ind™) y en porcentaje dentro de la MO, dependiendo
del mes de muestreo. En ambos sexos los valores significativamente mas altos (P<0,05,
ANOVA, SNK) del contenido total de carbohidratos (mg.ind™) y del %MO fueron observados
en el muestreo de agosto de 2009, presentando los valores de 574,4 + 326,8 mg.ind™ y 42,5 +
9,9% para machos y 528,3 + 303,8 mg.ind™ y 39,9 +13,9% para hembras (Figuras 4.9 y 4.10,
Tablas 4.3y 4.4).

Los machos presentaron los valores significativamente mas bajos (P<0,05, ANOVA,
SNK) en contenido total de carbohidratos y en %MO en el muestro de enero de 2008 (22,6 +
249 mg.ind™y 7,9 + 3,7%), mientras las hembras registraron los valores significativamente
mas bajos (P<0,05, ANOVA, SNK) en marzo de 2008 para el contenido total (149,7 + 95,4
mg.ind™) y en los meses de mayo y septiembre de 2008 para el porcentaje dentro de la materia

orgénica (18,0 £ 11,5% y 17,7 + 9,9%, respectivamente).
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Figura 4.9. Evolucién del contenido total de carbohidratos (mg.ind™) en machos y hembras de C. gigas

cultivada en la Ria de Arousa entre enero de 2008 y octubre de 2009. Valor medio + de.
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Figura 4.10. Evolucion del porcentaje de carbohidratos dentro de la materia orgénica en machos y

hembras de C. gigas cultivada en la Ria de Arousa entre enero de 2008 y octubre de 2009. Valor medio +

de.
4.3.3.2.4. Glucogeno

La evolucion del glucogeno en contenido total (mg.ind™) y en porcentaje dentro de la
MO (Figuras 4.11 y 4.12) presentan valores muy proximos entre sexos, no encontrandose
diferencias significativas (P>0,05, ANOVA) entre los mismos. Sin embargo, cuando

comparados mes a mes, se ha podido verificar una Unica diferencia significativa en el porcentaje

73



Composicion bioquimica general de la ostra japonesa

de glucdgeno dentro de la materia organica, en el muestreo de diciembre, donde las hembras
fueron significativamente superiores (P<0,05, ANOVA).

Los valores de glucdgeno en contenido total (mg.ind™) y en porcentaje dentro de la
materia organica presentan diferencias significativas (P<0,05, ANOVA) entre los meses de
muestreo en ambos sexos. Los valores significativamente mas altos (P<0,05, ANOVA, SNK),
tanto en contenido total cuanto en %MO, en machos fueron observados en el muestreo de
agosto de 2009 (263,6 + 149,8 mg.ind™y 19,5 + 4,7%), mientras los valores significativamente
mas bajos (P<0,05, ANOVA, SNK) fueron registrados en el muestreo de enero de 2008 (9,5 +
8,3 mg.ind™ y 3,6 + 1,1%) (Figuras 4.11 y 4.12, Tabla4. 3). Esta evolucion en machos presenta
la misma tendencia observada para los carbohidratos totales.

Las hembras presentan una evolucion del glucdgeno un poco distinta a la encontrada en
los carbohidratos, donde los valores significativamente mas altos (P<0,05, ANOVA, SNK) del
contenido total y del %MO fueron observados en el muestreo de octubre de 2008 (325,0 + 214,5
mg.ind™? y 20,5 + 8,9%), mientras los més bajos (P<0,05, ANOVA, SNK) fueron registrados en
marzo de 2008 (61,6 + 41,8 mg.ind™*) para el contenido total y en mayo de 2008 para el %MO
(7,0 £ 3,8%) (Figuras 4.11y 4.12, Tabla 4.4).
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Figura 4.11. Evolucién del contenido total de glucégeno (mg.ind™) en machos y hembras de C. gigas
cultivada en la Ria de Arousa entre enero de 2008 y octubre de 2009. Valor medio + de.
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Figura 4.12. Evolucién del porcentaje de glucdgeno dentro de la materia organica en machos y hembras

de C. gigas cultivada en la Ria de Arousa entre enero de 2008 y octubre de 2009. Valor medio + de.

4.3.3.2.5. Lipidos

Los lipidos presentan valores en contenido total (mg.ind®) que no difieren
significativamente entre los sexos (P>0,05, ANOVA), sin embargo, los datos en porcentaje
dentro de la materia organica son significativamente distintos (P<0,05, ANOVA), con
superioridad de las hembras en los muestreos de diciembre de 2008, abril, junio y septiembre de
2009 (Figura 4.13).

Cuando se evalla el efecto del mes de muestreo sobre la evolucion de los lipidos, los
datos en contenido total y en porcentaje dentro de la materia organica son significativamente
diferentes (P<0,05, ANOVA) en ambos sexos (Figuras 4.13 y 4.14, Tablas 4.3 y 4.4).

En los machos, los valores en contenido total (mg.ind™) varian significativamente desde
el valor minimo (P<0,05, ANOVA, SNK) observado en enero de 2008 (40,6 + 35,5 mg.ind™)
hasta el méximo (P<0,05, ANOVA, SNK) en septiembre de 2009 (475,5 + 303,8 mg.ind™). Los
valores del porcentaje de lipidos dentro de la materia organica presentan una evolucién un poco
distinta a los datos de contenido total, con valores que oscilan significativamente desde el
minimo (P<0,05, ANOVA, SNK) registrado en abril de 2008 (11,3 + 6,1%) hasta el maximo
(P<0,05, ANOVA, SNK) observado en septiembre de 2009 (31,4 £ 4,7%) (Figuras 4.13 y 4.14,
Tabla 4.3).

En las hembras, los valores en contenido total (mg.ind™) y en porcentaje dentro de la
materia organica presentan valores minimos (P<0,05, ANOVA, SNK) en marzo de 2008 (50,6 +
28,0 mg.ind®y 8,4 + 4,1%) y méaximos (P<0,05, ANOVA, SNK) en junio de 2009 para los
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datos en contenido total (542,1 + 234,2 mg.ind™) y septiembre de 2009 para los datos del %MO
(42,4 + 6,0%) (Figuras 4.13 y 4.14, Tabla 4.4).
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Figura 4.13. Evolucién del contenido total de lipidos (mg.ind™) en machos y hembras de C. gigas

cultivada en la Ria de Arousa entre enero de 2008 y octubre de 2009. Valor medio + de.
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Figura 4.14. Evolucion del porcentaje de lipidos dentro de la materia organica en machos y hembras de
C. gigas cultivada en la Ria de Arousa entre enero de 2008 y octubre de 2009. Valor medio + de. Los

asteriscos indican diferencia significativa entre sexos (P<0,05, ANOVA).

4.3.4. Variables ambientales

La evolucidn de la temperatura y clorofila a estan representadas en la figura 4.15, donde

se puede observar un ciclo estacional evidente para la temperatura, con un incremento a partir
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de la primavera alcanzando el maximo de 18,58 °C en julio de 2008 y 19,91 °C en julio de 20009.
Posterior a este periodo, hay una disminucion durante el otofio Ilegando al minimo de 11,81 °C
en 2008 y 13,55 °C en 20009.

La clorofila a presentd dos picos durante el afio de 2008, uno en primavera (28/04) con
3,42 ug/l y el otro en otofio (22/09) con 3,10 ug/l. En el afio de 2009, la evolucion de la clorofila
a fue distinta al afio anterior, presentando valores elevados en finales de invierno, con 1,93 g/l
en 16/03 y durante toda la primavera. En principios de otofio (28/09) se ha observado, como en
el afio anterior, un pico con 2,76 pg/l de clorofila a.

La salinidad ha sido muy constante durante todo el periodo de estudio, presentando un
valor medio de 34,55 + 1,30%o.
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Figura 4.15. Evolucion de los valores de temperatura y clorofila a en el Poligono A7 de O
Grove, Ria de Arousa, durante el periodo de estudio.
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4.4. DISCUSION

Varios estudios sobre los bivalvos marinos han demostrado que la madurez sexual esta
relacionada con el suministro de energia de las reservas previamente almacenadas o la ingestion
de alimento disponible y por lo tanto su composicién bioquimica estd estrechamente
correlacionada (Gabbott, 1975; Sastry, 1979; Navarro et al., 1989; Pérez-Camacho et al., 2003).
El ciclo reproductivo traduce un patron estacional de la composicion bioquimica que puede
variar entre poblaciones y especies (Albentosa et al., 2007).

La ostra japonesa cultivada en Europa tiene un ciclo reproductivo, de una manera
general, muy marcado, con el inicio de la gametogénesis en invierno, seguido de una fase de
gametogénesis intensa en primavera, maduracién y puesta en verano y un periodo de
reabsorcion en otofio (Fabioux et al., 2005). Sin embargo, este modelo puede sufrir cambios
dependiendo de la localidad y del sexo. En la ostra japonesa C. gigas cultivada en la Ria de
Arousa, la gametogénesis, de una forma general, ocurre en invierno y primavera y las puestas se
dan en verano y otofio. Por otra parte, si evaluamos el ciclo reproductivo en funcién de la
diferenciacion sexual, tenemos un ciclo mucho mas definido y con algunas variaciones, con las
hembras madurando desde diciembre hasta junio y presentando una puesta masiva entre el
periodo de julio y octubre y los machos madurando desde diciembre hasta mayo con puestas
parciales durante el periodo de mayo hasta diciembre con dos picos, uno en primavera y el otro
en otofio, siendo el segundo pico mas pronunciado.

La evolucion del contenido en materia organica estuvo directamente relacionada al
indice de condicion y al indice de ocupacion gonadal, donde las ostras tuvieron sus maximos
valores en mayo del primer afio para ambos sexos y en junio del segundo afio para hembras y
septiembre de 2009 para machos. La evolucion del contenido en materia organica no presentd
diferencias significativas entre los sexos. La relacion entre el indice de condicion y el indice de
ocupacion gonadal con la cantidad de la materia orgéanica, nos indica cuando el organismo tiene
una mayor cantidad de carne, componentes organicos y también de gametos, los que estaran
relacionados a la variacion bioguimica.

Con el progreso de la gametogénesis, la composicién bioguimica sufre variaciones. Las
cantidades totales de carbohidratos (del 22,6 al 551,4 mg.ind™), glucdgeno (del 9,5 al 273
mg.ind™) y lipidos (del 40,6 al 492,8 mg.ind™) medidos en Crassostrea gigas en el presente
estudio, presentan valores similares a los encontrados por Ruiz et al. (1992a) cultivando la
misma especie en la Ria de Arousa, mientras los valores totales de proteinas (del 129,3 al 805,8
mg.ind™) son inferiores. En el presente capitulo hemos separado el anélisis de los componentes
principales por sexo, una vez que la composicion bioquimica de los espermatozoides es distinta
a la de los ovocitos, sin embargo no se han verificado diferencias significativas, con relacién a

la cantidad total (mg.ind™), entre los sexos.

78



Capitulo 4

Con relacién al porcentaje de los componentes bioguimicos principales dentro de la
materia organica (%MO), hemos verificado diferencias significativas entre los sexos en
proteinas (machos del 43,7 al 65,6 %; hembras del 38,9 al 62,2 %) y lipidos (machos del 11,3 al
31,4 %; hembras del 8,4 al 42,4 %). Los mayores valores de lipidos presentes en las hembras,
asi como la superioridad de los machos en el porcentaje de proteinas, concuerdan con el
obtenido por Soletchnik et al. (1997) en Crassostrea gigas cultivada en Francia.

El ciclo reproductivo de algunas poblaciones de C. gigas (Mann, 1979; Berthelin et al.,
2000; Li et al., 2000; Ren et al., 2003; Dridi et al., 2007) de zonas templadas se caracteriza por
la variacion estacional de la composicién bioquimica, donde el glucégeno acumulado durante el
otofio y invierno es parcialmente utilizado como fuente de energia para la sintesis de lipidos, asi
como para sustentar la vitelogénesis y espermatogénesis (Parra et al., 2005). En el presente
capitulo se ha podido verificar un incremento de las cantidades de glucdgeno total en machos y
hembras durante el otofio de 2008, alcanzando los valores méximos de 220,9 y 325,0 mg.ind™,
machos y hembras respectivamente, en octubre de 2008. Estas reservas de glucégeno
acumuladas durante el otofio son movilizadas durante el invierno y primavera para sustentar la
gametogénesis. Posteriormente se alcanzaron valores bajos durante finales de primavera y
principios del verano cuando empiezan las primeras emisiones de gametos, y entonces
aprovechando la disponibilidad de alimento presente en el medio (2,3 pg/l de clorofila a en julio
de 2009) se acumulan valores elevados de glucégeno en agosto de 2009 para sostener la
siguiente gametogénesis.

Normalmente, en moluscos bivalvos, se relaciona la reduccion del contenido en
glucdgeno en los 6rganos de reserva con un aumento del contenido en lipidos en la gonada
(Fernandez-Reiriz et al., 1996). Sin embargo, a diferencia de lo que sucede en pectinidos, en
que el mayor aporte de glucégeno proviene del prominente musculo aductor, en ostras la fuente
de glucogeno es principalmente el manto y los palpos labiales (Berthelin et al., 2000). En el
presente capitulo, los analisis bioquimicos se hicieron en una muestra representativa de todos
los tejidos, por lo tanto no es posible determinar la transferencia de reservas entre ellos. Sin
embargo, se ha podido verificar una relacion inversa entre el contenido de glucégeno y el
contenido de lipidos, de manera que, la vitelogénesis se produciria a expensas de las reservas de
glucdégeno almacenadas (Gabbott, 1975) a través de una serie de rutas de transformacién como
la glucdlisis y lipogénesis.

Los lipidos son las fuentes de energia mas eficientes, una vez que ofrecen mucho méas
energia metabdlica que la misma cantidad de carbohidratos (glucdgeno) o proteinas (Pogoda et
al., 2013). Los lipidos, en el presente capitulo, tienen un incremento constante hasta mayo de
2008, cuando el 100% de las hembras estan maduras (estadio I11A) y junio de 2009 cuando se
alcanza la maxima maduracion en este afio (75%). Esta sincronia de acumulacion de los lipidos

en los ovocitos estd estrechamente relacionada con el desarrollo ontogénico y el desempefio
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larvario en C. gigas (Robinson, 1992 b, c¢; Massapina et al., 1999; Uriarte et al., 2004; Cannuel
y Beninger, 2005).

Los lipidos totales, en hembras, también aumentaron inmediatamente después de la
puesta. Estos resultados sugieren que, mas que una consecuencia de la gametogenesis, el
contenido total de lipidos también refleja el proceso de acumulacién de energia y su consumo
durante el desarrollo somético del bivalvo, tal como se ha descrito previamente por otros autores
(Albentosa et al., 2007; Joaquim et al., 2008, Joaquim et al., 2011).

Soudant et al. (1998) han constatado la existencia de diferencias en cuanto a la cantidad
y composicion de lipidos entre la génada masculina y femenina, de manera que los lipidos en la
gonada masculina se asocian fundamentalmente con funciones estructurales, como componentes
de las membranas, mientras que en la gonada femenina, son utilizados tanto como sustancias
estructurales como de reserva. Las cantidades totales de lipidos (mg.ind™) no presentaron
diferencias significativas entre los sexos, sin embargo los datos del porcentaje de lipidos dentro
de la materia organica fueron significativamente superiores en las hembras llegando al momento
de mayor maduracién de 2009 con valores del 35,1% frente a los 24,9% registrado en los
machos.

Algunos autores han sugerido que las proteinas se utilizan como reserva de energia en
situaciones de estrés nutricional y balance energético negativo o durante la maduracién gonadal
(Gabbott y Bayne, 1973; Liu et al., 2008). En nuestro estudio, los valores maximos de proteinas
(mg.ind™) fueron observados en los muestreos de agosto de 2008 y junio de 2009. Este
incremento del contenido total de proteinas presenta una sincronia con la talla media de los
ovocitos durante la maduracién. Esta sincronia ya habia sido descrita en Crassostrea gigas
cultivada en Japon por Li et al. (2000) y en Nueva Zelanda por Ren et al. (2003). Para Suzuki et
al. (1992) las proteinas presentes en la génada de hembras se acumulan en forma de una vitelina
que se asocia a los lipidos, por eso, esta vitelina aislada ha sido identificada como una
glucolipoproteina. Las lipoproteinas que transportan lipidos a la génada son vitelogeninas, y al
proceso de transporte y acumulacion en génadas se le conoce como vitelogénesis. Las
vitelogeninas ademas de transportar lipidos, transportan otros nutrientes, como proteinas,
carbohidratos y pigmentos hacia los ovocitos que se encuentran en las goénadas durante la
maduracion. Cuando las vitelogeninas entran en los ovocitos por endocitosis, se acumulan en
forma de vitelo.

En C. gigas se ha observado que la concentracion de proteinas aumenta durante los
estadios més avanzados de maduracion, para luego disminuir durante los desoves en el verano y
otofio (Deslous-Paoli y Héral, 1988; Ruiz et al.; 1992a; Ren et al., 2003; Dridi et al., 2007).
Este patron de acumulacion y movilizacion de las proteinas también se observé en machos y

hembras de Crassostrea gigas cultivada en la Ria de Arousa en el presente estudio.
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Por otra parte, también se han sugerido que algunas especies utilizan las proteinas como
fuente de energia de mantenimiento cuando las reservas de carbohidratos ya se han agotado
(Albentosa et al., 2007; Joaquim et al., 2011). En nuestro caso, los valores totales de
carbohidratos y proteinas (mg.ind™), presentan una disminucién durante el otofio e invierno, que
puede estar relacionada al estrés causado por la escasez del alimento y la bajada de temperatura
en esta época del afio (Beninger y Lucas, 1984; Whyte et al., 1990; Ruiz et al., 1992a).

Las proteinas fueron los componentes mayoritarios en relacion a la materia organica,
presentando valores que varian en machos del 43,7 al 65,6 % y en hembras del 38,9 al 62,2 %,
por lo tanto es importante en la dieta de los reproductores que influyen sobre la maduracion y
eventualmente sobre la calidad de los desoves y el desarrollo larvario (Massapina et al., 1999).

Sobre la composicion bioguimica general de la ostra C. gigas cultivada en Europa, lo
gue se encuentra en los trabajos publicados es que las ostras siguen un patron de organismos
conservativos en afios con bajas cantidades de alimento y de oportunistas en afios con gran
cantidad de alimento (Ruiz et al., 1992; Berthelin et al., 2001). En el presente estudio las ostras
presentan patrones distintos en relacion al sexo y al afio de estudio, una vez que tuvimos picos
de alimento diferentes en los dos afios. En 2008, la evolucidn de la clorofila a presenta dos picos
muy marcados, uno en primavera con 3,42 ug/l y el otro en otofio con 3,10 pg/l. Sin embargo en
2009, la evolucidn de la clorofila a fue distinta al afio anterior, presentando valores moderados
en finales de invierno y durante toda la primavera, y un pico de 2,76 pg/l en principios de otofio.
Con eso, se puede decir que las ostras, tanto machos como hembras, actuarian como
conservativas durante la primera gametogénesis, sin embargo los machos tendrian un
comportamiento de oportunista durante el segundo pico de puesta realizado en otofio,
aprovechando el segundo afloramiento fitoplancténico, para acumular lipidos y proteinas antes

de la emision de los gametos.
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4.5. CONCLUSIONES

o La evolucion de los componentes bioquimicos en cantidad total (mg.ind™) no presenta
diferencia significativa entre los sexos.

o Los machos presentan menor porcentaje de lipidos y mayor porcentaje de proteinas que
las hembras, durante el ciclo gonadal.

o Las reservas de glucdgeno acumuladas durante el otofio son movilizadas durante el
invierno y primavera para sustentar la gametogénesis.

o Hay una relacion inversa entre el contenido de glucogeno y el contenido de lipidos, de
manera que la vitelogénesis se produce a expensas de las reservas de glucogeno almacenadas.

o La acumulacion de los lipidos presenta una sincronia con la maduracion sexual,
alcanzando los méaximos valores en los momentos de mayor maduracién gonadal.

o El incremento de lipidos en hembras, después del periodo de puesta, puede estar
relacionado con el proceso de acumulacién de energia y su consumo durante el desarrollo
somatico.

o Las proteinas son los componentes bioguimicos mayoritarios dentro de la materia
organica y su evolucion en contenido total presenta una sincronia con el desarrollo de los
ovocitos, alcanzando los valores maximos de diametro ovocitario en los meses de maximos
valores de proteinas.

o La ostra japonesa C. gigas cultivada en la Ria de Arousa presenta un comportamiento
conservativo en el primer ciclo gametogénico en machos y en hembras, mientras los machos
presentan un comportamiento oportunista durante el segundo ciclo gametogénico en ambos afios

de estudio.
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FECTO DEL SISTEMA DE CULTIVO SOBRE LA BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE
Crassostrea gigas EN LA RIA DE AROUSA

5.1. INTRODUCCION

El estudio del desarrollo gonadal de ostras cultivadas en ambiente natural ya ha sido
reportado por diversos trabajos en muchos paises (Massapina et al., 1999; Steele y Mulcahy,
1999; Galvao et al., 2000; Berthelin et al., 2001; Chavez-Villalba et al., 2007; Dridi et al.,
2007; Castarios et al., 2009), sin embargo en Espafia, los datos del desarrollo gonadal de la ostra
japonesa C.gigas en ambiente natural son muy escasos (Ruiz et al., 1992a).

Existen factores enddgenos y exdgenos que afectan el desarrollo gonadal de las ostras.
Dentro de los factores enddgenos hay que destacar las variaciones de los componentes
bioquimicos que estan asociados a complejos ciclos de almacenamiento de reservas (Sastry,
1979); las neurohormonas que son los principales mensajeros implicados en la reproduccion de
bivalvos marinos (Ketata et al., 2007) y la edad, una vez que la especie C. gigas es considerada
hermafrodita sucesiva protandrica irregular, desarrollando normalmente en el primer ciclo
gonadal gametos masculinos (Guo et al., 1998). Entre los factores exdgenos estudiados, los que
presentan mayor influencia sobre la reproduccién de moluscos bivalvos son la temperatura, el
alimento disponible, la salinidad y el fotoperiodo (Mann, 1979; Muranaka y Lannan, 1984;
Robinson, 1992b, c; Ruiz et al., 1992a; Chavez-Villalba et al., 2003). Otros factores exdgenos
que pueden afectar el desarrollo gonadal son los sistemas de cultivo, una vez que en los mismos
son modificadas la densidad de cultivo de los organismos lo que conlleva a una mayor
competencia por el alimento.

La influencia de la técnica utilizada para mantener las ostras en cultivo se basa
principalmente en la diferencia que ambos sistemas proporcionan en el desarrollo de las ostras.
Son limitados los registros en la literatura de trabajos que comparan sistemas de cultivo y
evallan paralelamente el desarrollo gonadal de las ostras cultivadas. Un ejemplo que se acerca
al propuesto por el presente capitulo, es el trabajo de Mason y Nell (1995) que hacen un
comparativo de la evolucién del indice de condicién y de la composicién quimica de ostras
Crassostrea gigas y Saccostrea commercialis cultivadas en batea y en sistema intermareal,
donde lo que cambia basicamente es el tiempo de permanencia de las ostras dentro del agua.
Otro trabajo relacionado con la temética del presente capitulo es el de Chéavez-Villalba et al.
(2010) que cultivaron la ostra japonesa C. gigas dentro y fuera de una laguna en Mexico,
comparando densidades de cultivo y obtuvieron diferencias inversamente proporcionales de los

valores del indice de condicién con la densidad utilizada.
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En el presente capitulo se ha hecho un andlisis cualitativo y cuantitativo del desarrollo
gonadal de la ostra japonesa C. gigas, afiadiendo una nueva informacion que es la influencia del
sistema de cultivo sobre el ciclo reproductivo. Para esto se utilizaron los dos sistemas
principales de cultivo de ostras en Espafia, el de jaulas y el de cuerdas utilizado desde hace
muchos afios en el cultivo de la ostra plana Ostrea edulis.
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5.2. MATERIAL Y METODOS

5.2.1. Area de estudio y muestreo

El estudio de la biologia reproductiva se llevé a cabo con ostras traidas de la Bahia de
Arcachon (Francia) en el mes de marzo de 2008 y cultivadas en batea durante el periodo de abril
de 2008 hasta octubre de 2009 bajo dos sistemas de cultivo. Los sistemas utilizados fueron los
de jaulas patentadas por el IEO y lo de cuerdas. Las jaulas son estructuras cilindricas
compuestas por bandejas plasticas circulares envueltas por una malla externa. Se utilizaron en
cada jaula 6 bandejas circulares (con un didmetro de 0,36 m, altura de 0,15 m y una superficie
de 0,1 m2) recubiertas por una malla de 10 mm. La densidad utilizada en el sistema de jaula fue
de 100 ostras/bandeja, lo que supone un nimero de 1000 ostras por metro cuadrado. La cuerda
es un sistema tradicional utilizado para el cultivo de la ostra plana Ostrea edulis. En el presente
trabajo se hicieron cuerdas de 6 metros de largo con ostras pegadas con cemento en grupos de 4,
con una distancia media de 15-20 cm entre grupos, totalizando 150 ostras por cuerda.

Para este estudio, se recogieron muestras de 40 ostras con intervalos de
aproximadamente un mes, durante el periodo de abril de 2008 hasta octubre de 2009. Una vez
recogidas, las ostras fueron conducidas hasta el Centro Oceanografico da Corufa del Instituto
Espafiol de Oceanografia (IEQ), donde se realizaron los muestreos. En estos muestreos, cada
ostra fue medida (longitud y anchura) con un calibre con una precision de 0,1 mm y pesada
(peso total, peso fresco de las valvas y peso fresco de las partes blandas) utilizando una balanza
con una precision de 0,001 g. Para el peso fresco de las partes blandas, éstas se dejaron en papel

absorbente, para retirar el exceso de agua, antes de proceder el pesaje.

5.2.2. Indice de Condicién

Para la determinacion del indice de Condicion, se utilizo la expresion descrita por
Walne y Mann (1975), la cual se calcula como:

IC = (P1 x 1000)/P2

Donde P1 es el peso seco liofilizado de las partes blandas de 10 ostras y P2 es el peso
seco de las valvas de las mismas 10 ostras.

Las partes blandas de 10 ostras (5 machos y 5 hembras) fueron liofilizadas por 48 h en
un liofilizador para un posterior analisis bioquimico (datos presentados en el capitulo 6). Las
valvas de estas mismas 10 ostras fueron puestas en recipientes tarados y se secaron en estufa a

40 °C hasta alcanzar peso constante.
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5.2.3. Analisis histoldgico

Los estadios de maduracion se establecieron a través del andlisis histolégico del tejido
gonadal de 10-15 ostras por muestreo (5 machos y 5 hembras). Para ello, se fij6 en liquido de
Bouin durante 24 horas la seccion de carne comprendida entre los palpos labiales y la cavidad
pericardica. Esta seccion se conservo en alcohol 70°, para su posterior deshidrataciéon mediante
bafios sucesivos en alcohol de diferente gradacion. La eliminacién de los restos de alcohol se
realiz6 en un medio soluble en parafina (xileno) y posteriormente se incluyeron en parafina
(Bayer (55 — 57 °C)) (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Protocolo de deshidratacion e inclusion en parafina.

Reactivo Tiempo de inmersion

Alcohol 70° Hasta eliminar restos del fijador
Alcohol 96° Una hora

Alcohol 96° Una hora

Alcohol 100° Dos horas

Alcohol 100° Una hora

Xileno Una hora

Xileno Una hora

Parafina liquida (60 °C) Una hora

Parafina liquida (60 °C) Una hora

Los bloques de parafina, mantenidos a 4 °C, fueron cortados a dos profundidades, en
secciones de 5 um. Las secciones resultantes se estiraron en un bafio de agua destilada a 45 °C,
se recogieron en un portaobjetos (dos secciones por portaobjetos) y se secaron al aire.

El siguiente paso consistio en el desparafinado de las secciones dispuestas en el
portaobjetos y la tincion. Los portaobjetos se tifieron con la tincion tricromica propuesta por
Wheatley (1951) modificada (Tabla 5.2), utilizando el kit comercial Para-Park Trichrome Stain.

Posteriormente se procedio al montaje con medio sintético (DPX).
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Tabla 5.2. Protocolo de tincién tricrémica propuesta por Wheatley (1951) modificado.

Reactivo Tiempo de inmersion
Xileno 5 minutos

Xileno 5 minutos

Alcohol 100° 5 minutos

Alcohol 96° 5 minutos

Alcohol 70° 5 minutos

Alcohol 70° 5 minutos

Tincion tricrdmica Dos inmersiones
Solucién B* Aproximadamente 1 minuto
Alcohol 96° 1 minuto

Alcohol 96° 5 minutos

Alcohol 100° 5 minutos

Xileno 5 minutos

* Solucion B = 995 ml de alcohol 90° y 5 ml de 4cido acético glacial.

Para cada individuo se analizaron, utilizando un microscopio, dos portaobjetos
conteniendo en cada uno de ellos dos secciones de la ostra. Cada portaobjetos corresponde a una
profundidad diferente del cuerpo del animal, garantizando la representatividad de los datos
respecto al total de la génada.

La determinacion de los estadios de desarrollo gonadal se realiz6 utilizando la escala
descrita por Lubet (1959), con una modificacion, donde se agruparon los estadios 1ALl y 111A2
en un unico estadio I1A (Tabla 5.3).
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Tabla 5.3. Escala de desarrollo gonadal de Lubet (1959) modificada y su descripcidn.

Estadio

Descripcion

0 (reposo sexual)

Los foliculos se comprimen, s6lo subsisten las células madres de las
gonias, espermatogonias y ovogonias, elementos sobre los que se
desarrollara la gonada. La diferenciacion de machos y hembras se
realiza en base a las caracteristicas de las espermatogonias y

ovogonias

I (multiplicacion de las gonias)

Las células germinales en reposo se activan y se produce un cambio
de volumen y morfologia nuclear. Se encuentran diferentes estados
de desarrollo: células madres, espermatogonias y espermatocitos en
machos y células madres, ovogonias y ovocitos previtelogénicos en
hembras.

Il (gametogénesis)

La foliculogénesis y gametogénesis son intensas, llegando a
aparecer los primeros gametos maduros (espermatozoides y

0VOCitos).

1A (maduracion)

Periodo donde los gametos maduran, estando al final de esta fase

aptos para ser liberados al medio ambiente.

I1IB (puesta — vaciado total o

parcial)

Una vez alcanzada la maduracion tienen lugar las primeras
liberaciones de gametos que llenan los gonoductos, dejando

espacios intrafoliculares.

I1IC (restauraci6n entre puestas

El tamafio de los foliculos disminuye, teniendo la apariencia de

sucesivas) comprimidos. EI nimero de células en desarrollo aumenta, mientras
los gametos maduros disminuyen.
IHID (fin de la estacién de | Después de la dltima puesta de la estacién, los foliculos son

reproduccion)

pequefios y estdn practicamente vacios, restando unos pocos
gametos maduros (ovocitos o espermatozoides), con sefiales de
citolisis. Los foliculos son invadidos internamente y externamente

por hemacitos, con probable funcién degenerativa.

La proporcion sexual (sex-ratio), establecida como la relacion del nimero total de

machos y hembras, se compar6 en cada muestreo asi como el promedio total durante el periodo

de estudio, aplicandose el test no paramétrico del y> con un nivel de significancia o = 5,0%.

La época de puesta fue evaluada a través de la distribucion de frecuencia mensual de los

diferentes estadios de maduracién en relacion al indice de condicion y al indice de ocupacion

gonadal.
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5.2.4. Analisis de imagen

Para el analisis de imagen, se hicieron al azar, dentro del area gonadal, una imagen por
seccion, como matriz de pixeles, con una camara digital modelo acoplada al microscopio,
tomando un total de cuatro imagenes por individuo con un aumento de 200x.

Cada imagen se analizo utilizando el programa MICROIMAGE determinando el indice
de ocupacidon gonadal (I0G) en ambos sexos.

El indice de ocupacién gonadal descrito por Delgado y Pérez Camacho (2003), se define
como el porcentaje del area analizado que esta ocupado por gametos y se calcula de la siguiente
manera:

I0G = (&rea ocupada por gametos/area del campo analizado) X 100

La determinacion del 10G en el caso de los machos esta basada en la distincion
cromaética producida por la tincion utilizada, que permite agrupar los gametos y medir el area
ocupada, mientras que en el caso de las hembras se realizéd un contaje y medicidén automatico,
seleccionando los objetos por rango de color y tamafo, determindndose el area y didmetro
méaximo de cada ovocito. Después de la primera seleccion, se realiza una supervision y
correccion de los posibles errores del modo automatico, de forma manual. Sumandose el area de
todos los ovocitos por imagen se obtiene el area ocupada por los gametos. En ambos casos el

area de la imagen es de 140000 pum2.

5.2.5. Variables ambientales

Los datos de temperatura y salinidad en la columna de agua a una profundidad de 0-5
metros, fueron obtenidos, por una sonda CTD Sea-Bird 25. Los datos de clorofila a fueron
obtenidos por el filtrado a presién constante de un volumen de 100 mL de agua a una
profundidad de 0-5 metros, separando las particulas en dos clases >2,7um y <2,7um, las cuales
fueron sumadas para representar el dato de clorofila a. La extraccién de la clorofila a presente
en los filtros de fibra de vidrio realizase en acetona al 90% resfriada y en oscuridad por no
menos que 14 horas. Posteriormente se analizan por espectrofotometria por medio de una
ecuacion tricromatica, siguiendo el método de Neveaux y Panouse (1987). Todos los datos
fueron obtenidos semanalmente por el Instituto Tecnholdxico para o Control do Medio Marifio de
Galicia (INTECMAR) de la Xunta de Galicia, en una estacién meteorolégica ubicada cercana a
la batea de cultivo en el poligono A7 de O Grove. Estos datos fueron proporcionados por el
INTECMAR en el marco de un convenio entre éste y el IEO para la toma de datos

oceanograficos en las Rias Gallegas.

91



Efecto del sistema de cultivo sobre la biologia reproductiva

5.2.6. Presentacion de los datos y analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el software Statgraphics Plus 5.1.

Para todos los datos se analizd la normalidad mediante el test de Kolgomorov-Smirnov
y la homogeneidad de las varianzas mediante el test de Cochran, cuando presentaban el mismo
numero de datos, y de Bartlett cuando presentaban un nimero distinto. Cuando los datos eran
normales y las varianzas homogéneas se realizé el test t de Student o el Anélisis de Varianza
Simple (ANOVA) y en los casos en que los datos no se adecuaban a la distribucion normal o las
varianzas no fueran homogéneas se utilizo el test de Mann-Whitney o el Anélisis de Varianza de
Kruskal-Wallis. Para los tests a posteriori se utilizaron el test de Student-Newman-Keuls (SNK)
para los datos analizados por ANOVA vy el test Mann-Whitney, comparando datos pareados,
cuando los datos seguian una distribucién no paramétrica. En todos los casos se utilizé un a de
5%.

Los datos del 10G se transformaron utilizando la transformacion arcoseno.

Para verificar la relacion e influencia de las variables ambientales sobre el indice de
ocupacién gonadal (I0G) e indice de condicion (IC) se realizaron analisis de regresion multiples
obteniéndose los valores de r* de los modelos, asi como los Coeficientes de Correlacion de

Pearson.
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Proporcidn sexual (sex-ratio)

Se muestrearon un total de 335 ostras para el sistema de jaulas y 402 ostras para el sistema
de cuerdas. En el sistema de jaulas 41,19% fueron machos, 24,18% hembras, 25,67%
indeterminadas y 8,96% hermafroditas simultaneos. La evolucién de la proporcion de los sexos

en el sistema de jaulas esta representada en la figura 5.1.
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Figura 5.1. Evolucion de la proporcién sexual de Crassostrea gigas cultivada en jaulas en la Ria de

Arousa.

La proporcion sexual (machos:hembras) durante todo el periodo de estudio, en el
sistema de jaulas, fue de 1,70:1. De acuerdo con el test del ¥? la proporcion de machos es
significativamente mayor que la de hembras cuando se analiza el promedio total durante el
periodo de estudio. En el analisis mensual, la proporciéon de machos fue significativamente
superior en los muestreos de agosto de 2008 (4,33:1), diciembre de 2008 (12,00:1) y junio de
2009 (4,50:1), mientras las hembras presentaron una proporcion superior en el muestreo de
octubre de 2009 (1:7,50).

En el sistema de cuerdas 36,32% fueron machos, 47,26% hembras, 7,46% indeterminadas y
8,96% hermafroditas simultaneos. La evolucion de la proporcion de los sexos en el sistema de

cuerdas esta representada en la figura 5.2.
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Figura 5.2. Evolucion de la proporcion sexual de Crassostrea gigas cultivada en cuerdas en la Ria de

Arousa.

La proporcion sexual (machos:hembras) durante todo el periodo de estudio, en el
sistema de cuerdas, fue de 0,77:1. De acuerdo con el test del > la proporcion de machos es
significativamente inferior que la de hembras cuando se analiza el promedio total durante el
periodo de estudio. En el andlisis mensual, la proporciéon de machos fue significativamente
superior en el muestreo de diciembre de 2008 (3,40:1), mientras las hembras presentaron una
proporcién superior en los muestreos de septiembre de 2008 (1:2,67), septiembre de 2009
(1:6,25) y octubre de 2009 (1:5,00)

5.3.2. Indice de Condicion (IC)

La evolucién del indice de condicion en las ostras cultivadas bajo los sistemas de jaulas
y cuerdas esta representada en la figura 5.3. Evaluando la evolucién de los datos del IC de las
ostras cultivadas se ha podido verificar una superioridad significativa del sistema de cuerdas

durante todos los meses de cultivo (P<0,05, test t de Student).
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Figura 5.3. Evolucion del indice de Condicion para ostras de la especie C. gigas cultivadas en jaulas

(dato medio + de) y en cuerdas (dato medio + de) en la Ria de Arousa.

En el 1° afio del cultivo ocurre, en las ostras mantenidas en jaulas, un crecimiento
significativo entre los meses de abril y mayo (P<0,05, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney),
alcanzando el méximo valor medio de 75,70 £ 19,93. Este valor elevado se mantiene sin
variacion significativa entre mayo y junio (P>0,05, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney), sin
embargo entre el mes de junio y agosto ocurre una bajada significativa de los valores del IC
(P<0,05, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney).

Durante el segundo afio de cultivo (2009) las ostras no incrementan sus valores de IC
como ha ocurrido en el primer afio. Sin embargo hay un crecimiento significativo entre mayo y
agosto (P<0,05, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney) seguido de una bajada significativa entre
agosto y octubre (P<0,05, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney).

El sistema de cuerdas presenta una evolucién semejante al sistema de jaulas, sin
embargo con valores significativamente mas altos durante todo el periodo de cultivo (P<0,05,
test t de Student). Durante el primer afio, las ostras cultivadas en cuerdas incrementan
significativamente sus valores de IC durante la primavera llegando a valores maximos de 121,
80 £ 18,57 en el mes de junio. Entre los meses de junio y agosto ocurre una bajada significativa
de 121, 80 + 18,57 para 85,91 * 18,16, lo que puede representar un periodo de puesta. Pasado
este periodo los valores se mantienen elevados durante todo el otofio, bajando
significativamente en invierno entre diciembre y marzo (P<0,05, ANOVA, SNK).

Durante el segundo afio de estudio ocurre un incremento significativo durante la
primavera (P<0,05, ANOVA, SNK), alcanzando los valores méaximos en el mes de junio (91,18
+ 16,89), como ha ocurrido en el primer afio. Los datos disminuyen entre los meses de junio y
agosto pero no significativamente (P>0,05, ANOVA, SNK).
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5.3.3. Indice de Ocupacion gonadal (10G)

En la figura 5.4 se representa la evolucion del 10G para las ostras cultivadas en los
sistemas de jaulas y cuerdas. Cuando comparamos la evolucion del 10G en los diferentes
sistemas de cultivo, podemos observar que el sistema de jaulas presenta valores inferiores al
sistema de cuerdas durante todo el cultivo con excepcion del muestreo de diciembre. Sin
embargo, los valores del 10G son significativamente inferiores solamente en los muestreos de
junio y agosto de 2008 y agosto de 2009 (P<0,05, test t de Student).
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Figura 5.4. Evolucion del indice de Ocupacion Gonadal para ostras de la especie C. gigas cultivadas en

jaulas (dato medio + de) y en cuerdas (dato medio + de) en la Ria de Arousa.

Los valores del I0G en ambos sistemas de cultivo aumentan conforme avanza el
periodo reproductivo, alcanzando su maximo en primavera, en el muestreo de mayo de 2008
para las ostras cultivadas en jaulas, con los valores de 19,84 + 15,11% y en junio de 2008 para
las ostras cultivadas en cuerdas con 39,57 + 16,43%. Durante el segundo afio de cultivo ocurre
la misma tendencia de crecimiento, con los valores maximos del 10G registrados en el mes de
junio para ambos sistemas (34,38 * 22,12% y 3559 + 11,86%, jaulas y cuerdas
respectivamente).

Las ostras cultivadas en jaulas sufren una disminucion del 10G no significativa entre los
meses de junio y agosto de 2008 (P>0,05, ANOVA, SNK). Esta tendencia es mantenida en los
siguientes meses, hasta alcanzar su valor minimo en el mes de octubre de 2008 (8,34 + 6,46%).
Las ostras cultivadas en cuerdas presentan también una disminucion no significativa entre los
meses de junio y agosto de 2008 (P>0,05, ANOVA, SNK), sin embargo en el mes siguiente
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(septiembre) se registra un valor medio de 13,16 + 9,24%, significativamente inferior al mes
anterior (P<0,05, ANOVA, SNK).

Durante el segundo afio, las ostras cultivadas en ambos sistemas presentan un
incremento significativo de sus valores hasta el muestreo de junio (P<0,05, ANOVA, SNK),
ocurriendo en seguida, entre los meses de junio y agosto, una disminucion no significativa de
los valores del 10G de las ostras cultivadas en ambos sistemas de cultivo (P>0,05, ANOVA,
SNK).

Cuando comparamos la evolucion del 10G entre los sexos podemos verificar una
superioridad significativa de los machos en ambos sistemas de cultivo (P<0,05, Mann-
Whitney). En el sistema de jaulas se puede verificar una superioridad significativa de los
machos en los meses mayo y octubre de 2008 y abril, junio, agosto y septiembre de 2009
(P<0,05, test t de Student) (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Evolucion del indice de Ocupacion Gonadal para machos y hembras de la especie C. gigas
cultivadas en jaulas (dato medio + de) en la Ria de Arousa.

En el sistema de cuerdas, los valores del IOG obtenidos durante el primer afio de estudio
no difirieron significativamente (P>0,05, test t de Student), con una Unica excepcién en el mes
de septiembre donde los datos del 10G de los machos fueron significativamente superiores
(P<0,05, test t de Student). Durante el segundo afio de estudio los machos presentaron valores
del 10G significativamente superiores a hembras en todos los muestreos (P<0,05, test t de
Student) con excepcion del mes de abril donde los datos no difirieron significativamente
(P>0,05, test t de Student) (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Evolucion del indice de Ocupacién Gonadal para machos y hembras de la especie C. gigas

cultivadas en cuerdas (dato medio + de) en la Ria de Arousa.

5.3.4. Estadios de desarrollo gonadal

5.3.4.1. Sistema de Jaulas

Las ostras cultivadas en el sistema de jaulas presentaron una evolucion distinta entre los
sexos. Los machos empezaron el cultivo con un 85,7% de individuos en el estadio Il, pasando
en el siguiente mes al 100% (Figura 5.7). En el muestreo de junio de 2008 se han podido
verificar los primeros machos en puesta, representados por el 33,3% de individuos en el estadio
I1IB. El estadio I1IC fue observado en los muestreos de agosto (16,7%) y septiembre (20%) de
2008, produciéndose en agosto un cambio de sexo y en septiembre se mantiene el sexo con la
renovacion de las células gametogénicas. En los meses de septiembre y octubre de 2008, se han
verificado respectivamente el 40% y el 100% de ostras en el estadio 111D, representando el fin
del periodo reproductivo.

Durante el segundo afio, la maduracién de los machos se prolonga hasta el muestreo de
agosto de 2009, donde se puede verificar el 100% de individuos en el estadio Il1IA. Entre los
meses de agosto y septiembre de 2009, ocurre una puesta masiva, definida por la presencia del

100% de los individuos con espermatozoides residuales en la génada (estadio 111D).
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Figura 5.7. Evolucién de los estadios de desarrollo gonadal para machos de C. gigas cultivados en

sistema de jaulas.

Las hembras no desarrollaron completamente sus goénadas, una vez que no se
observaron en las preparaciones histolégicas individuos en el estadio I1IA (maduracién) en los
dos afios de muestreo. EI méximo desarrollo gonadal fue observado en el mes de junio de 2008,
cuando el 100% de los individuos evaluados presentaban el estadio Il (gametogénesis).
Consecuentemente no se han verificado periodos de puesta, confirmado por la ausencia de
hembras en el estadio I11B (Figura 5.8).
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Figura 5.8. Evolucion de los estadios de desarrollo gonadal para hembras de C. gigas cultivadas en

sistema de jaulas.
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5.3.4.2. Sistema de Cuerdas

La evolucion de los estadios de desarrollo gonadal en machos cultivados en cuerdas
esta representada en la figura 5.9. La gametogénesis fue intensa en los tres primeros muestreos
alcanzando en el mes de junio de 2008 el 33,3% de individuos en el estadio II1A (maduracion).
Entre los meses de junio y agosto de 2008 ocurren las primeras emisiones de espermatozoides al
medio natural, representados por el 20% de machos en el estadio 111B y por el 40% en el estadio
I1IC. Esta situacion de puesta es mantenida e incrementada en el mes de septiembre, cuando se
observaron un 50% de ostras en el estadio 111B.

En los meses de octubre y diciembre ocurren las Ultimas puestas representadas por el
estadio 111D, en porcentajes del 28,6 y 37,5% respectivamente. Paralelamente se empieza un
nuevo ciclo reproductivo, confirmado por la presencia de individuos en el estadio |
(multiplicacion de las espermatogonias).

Durante el segundo afio de muestreo los machos siguen la misma tendencia de
desarrollo gonadal observada en el primer afio, donde hay una fuerte gametogénesis en
primavera llegando al mes de mayo de 2009 con un 50% de individuos en el estadio IIl1A. La
puesta, con relacion al afio anterior, se adelanta para el mes de junio de 2009 y se da
masivamente, representada por un 60% de individuos en el estadio I1IB y un 20% en el estadio
IIC. Entre los meses de agosto y septiembre de 2009 ocurre una recuperacién y maduracion de
las ostras ocurriendo un segundo pico de puesta entre septiembre y octubre con un 100% de

ostras en el estadio I11D.
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Figura 5.9. Evolucién de los estadios de desarrollo gonadal para machos de C. gigas cultivados en

cuerdas.
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La evolucion de los estadios de desarrollo gonadal en hembras cultivadas en cuerdas
esta representada en la figura 5.10. Como en los machos, la gametogénesis fue intensa en los
primeros muestreos, llegando a alcanzar un maximo del 42,9% de individuos en el estadio I11A
en el mes de junio. La puesta se da masivamente entre finales de junio y principios de agosto de
2008, representada por un 20% de individuos en el estadio 111B y un 60% en el estadio 111C. El
fin de la estacion de reproduccion, representado por el 50% de las ostras en el estadio I1ID, es

muy marcado en el muestreo de diciembre.
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Figura 5.10. Evolucién de los estadios de desarrollo gonadal para hembras de C. gigas cultivadas en

cuerdas.

Durante el segundo afio de muestreo la maduracion de las ostras sigue el mismo patron
del afio anterior, con una rapida maduracion en los primeros muestreos. El periodo de puesta se
adelanta para el mes de junio, representado por el 60% de hembras en el estadio HHIC y se
mantiene el siguiente mes con un 80% de las ostras empezando el desarrollo de un nuevo ciclo

gonadal (estadio I1IC).

5.3.5. Variables ambientales

La evolucion de la temperatura durante los dos afios de estudio (Figura 5.11) presenta
un ciclo estacional muy marcado, con un incremento durante la primavera, valores elevados
durante el verano, que no llegan a los 20 °C, disminucién durante el otofio y valores bajos
durante el invierno, con minimas de 11,81 °C en 2008 y 11 °C en 2009.

La evolucidn del contenido en clorofila a (Fig. 9) fue distinta en los dos afios de estudio.

Durante el primer afio (2008) se han verificado dos picos, uno en primavera (28/04) con 3,42
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ug/l y el otro en otofio (22/09) con 3,10 pg/l. En el siguiente afio (2009), los valores de clorofila
a se distribuyen con gran dispersion durante finales de invierno y primavera con valores
maximos de 1,93 pg/l en 16/03 y 2,05 en 11/05. Como en el afio anterior se observa un pico

otofial de 2,76 g/l de clorofila a en 28/09.
La salinidad por su parte, presenta valores muy contantes con un promedio de 34,72 +

0,97%0 en 2008 y 34,42 + 1,54%0 en 20009.
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Figura 5.11. Evolucién de los valores de temperatura y clorofila a en el Poligono A7 de O Grove, Ria de

Arousa, durante el periodo de estudio.
5.3.6. Relacion entre los factores ambientales y el IOG e IC

Los coeficientes de correlacion y valores de r? obtenidos a través de la regresion
maultiple entre los datos del indice de ocupacion gonadal (I0G) y del indice de condicion (IC) y
las variables ambientales (temperatura, salinidad y clorofila a) en machos y hembras cultivados
bajo los sistemas de jaulas y cuerdas estan representados en la tabla 5.4.

En el sistema de jaulas, los machos en el primer afio presentaron una correlacion
moderada del 10G con la temperatura y baja correlaciéon con la salinidad y con la clorofila a.
Durante el segundo afio la correlacion del 10G con las variables ambientales se incrementan,
alcanzando valores de 0,77 para la temperatura y -0,88 para la clorofila a. En el caso de las
hembras, en el primer afio los valores de correlacion entre la temperatura y la clorofila a y el

IOG fueron los mismos que para los machos, diferenciandose solamente en la correlacion con la
salinidad que ha presentado el valor de -0,59. Durante el segundo afio las hembras incrementan
la correlacion de los valores del 10G con la temperatura y con la clorofila a, como ha ocurrido
con los machos.

A través de la realizacion del anélisis de regresion multiple se ha podido verificar una
moderada explicacion de la variacion del I0G en machos cultivados en jaulas durante el primer

afio, valores elevados de r? durante el segundo afio en machos y valores elevados durante todo el
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cultivo en hembras. Estos valores de r? presentaron una evolucion diferente entre los sexos de
las ostras cultivadas en jaulas incrementandose desde el primer para el segundo afio en machos
y disminuyendo en hembras.

En el sistema de cuerdas, la correlacion de las variables ambientales con el 10G fue
elevada solamente para la temperatura durante el primer afio de cultivo de los machos. Durante
el segundo afio de los machos y durante todo el cultivo en hembras la correlacion entre el IOG y
las variables ambientales fue moderada. Los valores de r* obtenidos mediante la regresion
mdaltiple entre las variables ambientales y el 10G fueron de elevados hasta moderados en los
machos y de moderados hasta bajos en las hembras.

Los valores de los coeficientes de correlacion de Pearson obtenidos a través de la
regresion maltiple entre las variables ambientales y el indice de condicion, fueron de moderados
a bajos para ambos sistemas de cultivo en los dos afios de muestreo, con una Unica excepcion en
la relacién entre la temperatura y el IC en cuerdas durante el segundo afio donde ha presentado
un valor de 0,72. La variacion del IC en funcion de las variables ambientales (temperatura,
salinidad y clorofila a) fue moderadamente explicada por el modelo generado a través de la

regresion con valores de r? variando desde 0,15 hasta 0,67.

Tabla 5.4. Valores de r? y coeficientes obtenidos en el analisis de correlacién de Pearson entre el 10G e
IC, y las variables ambientales (temperatura, salinidad y concentracion de clorofila a) durante todo el

periodo de estudio.

Temperatura Salinidad Clorofila a r
10G macho jaula (1° afio) 0,39 -0,08 0,08 0,37
10G macho jaula (2° afio) 0,77 0,22 -0,88 0,95
10G hembra jaula (1° afio) 0,39 -0,59 0,08 0,91
10G hembra jaula (2° afio) -0,57 -0,07 0,75 0,62
10G macho cuerda (1° afio) 0,84 0,39 0,24 0,87
10G macho cuerda (2° afio) 0,42 0,67 0,26 0,68
10G hembra cuerda (1° afio) 0,51 0,16 0,08 0,68
10G hembra cuerda (2° afio) 0,21 -0,23 -0,31 0,25
IC jaula (1° afio) 0,33 -0,24 -0,07 0,67
IC jaula (2° afio) 0,27 0,01 -0,37 0,15
IC cuerda (1° afio) 0,32 0,40 -0,33 0,58
IC cuerda (2° afio) 0,72 0,36 -0,20 0,64
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5.4. DISCUSION

Sex-ratio

La ostra japonesa C. gigas es descrita en la literatura como una especie hermafrodita
sucesiva protandrica irregular (Buroker, 1983; Guo et al., 1998), de esta forma normalmente en
su primer ciclo de desarrollo gonadal las ostras maduran como machos. Guo et al. (1998)
proponen un modelo de locus simple para explicar la determinacion del sexo en C. gigas. Este
modelo estaria constituido de un alelo macho dominante (M) y un alelo hembra protandrico (F),
resultando dos poblaciones de machos: los machos verdaderos (MF) que no cambian de sexo
durante toda la vida y los machos cambiantes (FF) que pueden desarrollar el sexo hembra bajo
control de genes secundarios o de factores ambientales.

El estudio de la formacion de los sexos en ostras ha sido reportado por diversos autores
(Guo et al., 1998; Berthelin et al., 2001; Fabioux, 2004; Naimi, 2009) pero nunca evaluando el
efecto de diferentes sistemas de cultivo. Normalmente los datos obtenidos en los trabajos
apuntan una formacion de machos en el primer ciclo gonadal y en los afios con falta de alimento
0 situaciones con gran competencia por el alimento (Galtsoff, 1964; Guo et al., 1998; Steele y
Mulcahy, 1999). El cambio del sexo ocurre normalmente después de la puesta del primer ciclo
gonadal, pudiendo la ostra, inicialmente macho, mantener el sexo actual o cambiar para hembra.
El incremento de la proporcion de hembras estd normalmente relacionado con la disponibilidad
de alimento en el ambiente natural (Fabioux et al., 2005). Sin embargo, esta teoria no esta
claramente demostrada (Baghurst y Mitchell, 2002).

En el presente capitulo se ha podido observar que durante el primer ciclo gonadal de las
ostras cultivadas en jaulas hubo una predominancia de machos, sin embargo en las ostras
cultivadas en cuerdas durante el periodo de puesta hubo una predominancia de hembras. Este
resultado, cuando se amplia a todo el periodo de estudio, a través del analisis del sex-ratio, se
mantiene en las ostras cultivadas en jaulas, con una superioridad significativa de machos,
contrastando con el resultado obtenido en el sistema de cuerdas donde las hembras fueron
significativamente mas abundantes durante todo el cultivo.

La diferencia de la proporcion de sexos observada durante los dos afios de estudio nos
apunta un efecto del sistema de cultivo sobre la formacion del sexo. Este efecto estaria
relacionado principalmente con las diferencias entre ambos sistemas en relacién con la densidad
y la competencia por el alimento observado en el sistema de jaulas, comparado con la poca
influencia de estos factores en el sistema de cuerdas. Este comportamiento confirmaria la
hip6tesis de Fabioux et al. (2005) sobre el efecto de la disponibilidad de alimento y el

porcentaje de hembras.
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La manipulacion de la proporcion sexual puede ser una herramienta la cual productores
comerciales pueden incrementar el crecimiento y el desarrollo gametogénico de los bivalvos
(Baghurst y Mitchell, 2002). Asi, utilizando el sistema de cuerdas se podria obtener ostras con
una mayor proporcioén de hembras y con valores superiores en indice de condicion, lo que

representa basicamente una mayor cantidad de carne en relacion a la cantidad de concha.

Andlisis cuantitativo

Para el seguimiento del desarrollo gonadal de ostras normalmente se utilizan métodos
cuantitativos, como la determinacion del peso fresco y seco de la carne, indices de condicion y
la utilizacién del analisis de imagen; y cualitativos como la histologia. Uno de los métodos
cuantitativos mas utilizados en ostras son los indices de condicién que normalmente
correlacionan el peso de la carne con el peso de la concha (Bodoy et al., 1986; Crosby y Gale,
1990; Mason y Nell, 1995; Steele y Mulcahy, 1999; Chavez-Villalba et al., 2007; Dridi et al.,
2007; Royer et al., 2007; Li et al., 2009; Chavez-Villalba et al., 2010). En el presente capitulo,
el indice de condicién utilizado fue el descrito por Walne y Mann (1975) que correlaciona el
peso seco de las partes blandas con el peso seco de las valvas.

Los datos obtenidos apuntan una superioridad significativa del IC en las ostras
cultivadas en cuerdas durante todo el periodo de estudio, con incrementos durante la primavera
y bajada en verano (entre junio y agosto) en ambos sistemas de cultivo utilizados. La evolucion
del IC, independiente del sistema de cultivo utilizado, es similar a la observada por diversos
autores que trabajaron con la ostra japonesa (Ruiz et al., 1992a; Mason y Nell, 1995; Steele y
Mulcahy, 1999; Baghurst y Mitchell, 2002; Fabioux et al., 2005; Normand et al., 2008; Li et al.,
2009).

Otra manera cuantitativa de evaluar el desarrollo gonadal es la utilizacion del anélisis de
imagen, a través de la determinacion del area gonadal, del area de la génada ocupada por los
gametos y de la determinacién del nimero de gametos en la génada (Meneguetti et al., 2004;
Enriquez-Diaz et al., 2009; Dominguez, 2010). La técnica utilizada en el presente capitulo fue
descrita por Delgado y Pérez Camacho (2003), que determina el area ocupada por los gametos
en la gonada. A través de esta técnica se ha podido observar una superioridad significativa del
IOG en las ostras cultivadas en cuerdas. Este resultado nos informa que las génadas de las ostras
cultivadas en cuerdas, independiente del sexo, presentan més gametos, pudiendo generar méas
descendientes.

La superioridad de los valores del IC y del 10G durante todo el periodo de estudio en
las ostras cultivadas en cuerdas plantean que las ostras cultivadas en jaulas presentan lo que
diversos autores denominan como competencia intraespecifica (Boromthanarat y Deslous-Paoli,
1988; Fréchette et al., 1992; Fréchette et al., 1996; Gascoigne et al., 2005). Esta competencia
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estd relacionada principalmente al incremento de la densidad poblacional y la consecuente
limitacion de los recursos (espacio/alimento) disponibles a los organismos cultivados. Estas
limitaciones normalmente conllevan a reducciones en el crecimiento (Peterson y Beal, 1989;
Parsons y Dadswell, 1992; Alunno-Bruscia et al., 2000; Cubillo et al., 2012b) y cambios en la
morfologia (Fréchette y Lefaivre, 1990; Alunno-Bruscia et al., 2001; Lauzon-Guay et al.,
2005; Cubillo et al., 2012a), existiendo escasa informacion sobre el efecto de la competencia
intraespecifica sobre el desarrollo gonadal. A través de los datos del IC y del I0G obtenidos en
el presente capitulo se puede afirmar que el sistema de cultivo afecta directamente a la
obtencion del alimento y su consecuente transformacion en reservas y desarrollo de los gametos.

Cuando comparamos la evolucion del 10G entre los sexos en los dos sistemas de
cultivo, hay una superioridad significativa de los machos en ambos sistemas de cultivo. Esta
superioridad de la proporcion de células gametogénicas masculinas sobre la proporcién de
células femeninas, durante el desarrollo gametogénico indica una mayor capacidad de los
machos en producir gametos (Delgado y Pérez Camacho, 2003) lo que podria estar directamente
correlacionada a una menor cantidad de energia necesaria para el desarrollo de espermatozoides
cuando comparada a la formacion de ovocitos (Choi et al., 2008).

Durante el desarrollo gametogénico, los datos del 10OG presentan una elevacién
constante hasta mayo-junio en ambos sistemas de cultivo, lo que indica que la maxima cantidad
de gametos presentes en la génada es alcanzada en finales de primavera, confirmando lo
observado por Enriquez-Diaz et al. (2009). En las ostras cultivadas en cuerdas ocurre una bajada
significativa de los valores del 10G, lo que apunta una posible puesta diferentemente de lo que

ocurre con las ostras cultivadas en jaulas.

Andlisis cualitativo

Cuando evaluamos el desarrollo gonadal desde el punto de vista cualitativo, uno de los
métodos mas utilizados y aceptados es el andlisis histoldgico (Yakovlev, 1977; Massapina et al.,
1999; Stele y Mulcahy, 1999; Berthelin et al., 2001; Fabioux et al., 2005; Chavez-Villalba et
al., 2007; Dridi et al., 2007; Cadavid, 2008; Royer et al., 2008; Huvet et al., 2010). A través de
este andlisis es posible verificar el desarrollo de las células gametogénicas, determinandose
microscopicamente el estadio del desarrollo gonadal mas representativo en la preparacién
histoldgica.

La evolucion de los estadios de desarrollo gonadal en las ostras cultivadas bajo los dos
sistemas utilizados en el presente capitulo presenta gran diferencia. Las ostras cultivadas en
cuerdas presentan el desarrollo total de machos y hembras, madurando los gametos hasta mayo-

junio y presentando puesta durante el verano.
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Las ostras cultivadas en jaulas presentan un desarrollo diferente entre los sexos, donde
los machos presentan maduracion total de los gametos hasta mayo del primer afio y agosto del
segundo afio con liberacién de los espermatozoides al medio natural en junio del primer afio y
septiembre del segundo afio. Sin embargo, las hembras cultivadas en jaulas no llegan a madurar
totalmente sus gametos alcanzando, en ambos afios de estudio, como méaximo desarrollo
gonadal el estadio 11, consecuentemente no liberando ovocitos al medio natural.

De esta manera, el cultivo en jaulas en densidades elevadas limita la proliferacion de
esta especie en el area de cultivo durante los primeros afios de vida. Sin embargo, cuando
comparamos a los resultados obtenidos en el capitulo 3, donde se siguid el desarrollo gonadal de
ostras cultivadas en jaulas a bajas densidades durante el segundo y tercer afio de vida, se ha
podido observar un desarrollo gametogénico total tanto de machos como de hembras. Estos
resultados indican que el incremento de la densidad de cultivo es un factor que afecta
directamente al desarrollo gametogénico, influyendo principalmente en las hembras.

Esta situacidon que ocurre con las hembras parece estar relacionada principalmente a la
disponibilidad de alimento y los mayores requerimientos energéticos de las hembras con
respecto a los machos, una vez que dentro de las jaulas ocurre una disminucién del alimento
disponible proporcionalmente al incremento de la densidad de individuos. Las otras variables
(temperatura y salinidad) parecen tener un papel secundario, una vez que las ostras cultivadas en
cuerdas en la misma batea presentan un desarrollo total tanto de machos como de hembras.

Los ovocitos producidos por las hembras cultivadas en jaulas no llegaron a desarrollarse
por completo y probablemente fueron reincorporados por el individuo en forma de energia. Este
proceso de reabsorcion de los ovocitos es denominado por algunos autores como atresia (Lucas,
1982; Lubet et al., 1987; Pipe, 1987). Sin embargo, normalmente este término se aplica a los
ovocitos que alcanzaron la maduracion maxima y no fueron liberados al medio (Steele y
Mulcahy, 1999; Lango-Reynoso et al., 2000), a diferencia de lo descrito en el presente capitulo,
donde en ninguna de las hembras cultivadas en jaulas, se alcanz6 la maduracion total de los
ovocitos.

La atresia estd normalmente relacionada a cambios de temperatura en el ambiente, lo
gue conlleva a una regresion de los ovocitos maduros y la consecuente paralizacion de la puesta,
en el caso de haber empezado o la no existencia de la misma. Chavez-Villalba et al. (2007)
indican que C. gigas cultivada en México alcanza la maduracién, sin embargo no llega a realizar
la liberacion de los gametos, siendo esta conclusion reforzada por la no existencia de
poblaciones salvajes, lo que coincide con lo obtenido por Mann (1979) estudiando ostras
introducidas en aguas britanicas, donde el agua raramente supera los 18 °C, y que estos
individuos alcanzan la maduracion pero casi nunca desovan. Resultados similares fueron

obtenidos por Bernard (1974) en la Columbia britanica en Canada.
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A la temperatura, normalmente, le han asignado el papel principal como inductor del
desarrollo gametogénico en Crassostrea gigas (Lango-Reynoso et al., 2000; Chéavez-Villalba et
al., 2001). En nuestro estudio, entre las variables ambientales evaluadas durante el cultivo, la
temperatura es la que presenta los valores méas elevados del coeficiente de correlacion de
Pearson, resultado este que denota la mayor influencia de esta variable sobre el desarrollo
gametogénico en las ostras cultivadas, independiente del sistema de cultivo utilizado.

Algunos autores indican un umbral térmico para el comienzo del desarrollo
gametogénico en ostras, entre ellos podemos destacar los trabajos de Mann (1979) que apunta
un valor minimo de 10,5 °C y Fabioux et al. (2005) que alcanzaron la maduracion de las ostras
en temperaturas de 8-10 °C, consecuentemente con valores del umbral térmico méas bajos. La
temperatura minima observada en el area de cultivo durante los dos afios fue de 11 °C, de esta
manera las ostras cultivadas siempre estarian en proceso de gametogenesis, sin embargo en los
dos sistemas de cultivo se observaron ostras en reposo sexual (estadio 0), con un porcentaje del
100% en las hembras cultivadas en jaulas. A través de estos resultados se podria plantear que las
hembras cultivadas en jaulas no almacenaron las reservas necesarias para el comienzo de la
gametogénesis, y consecuentemente no llegaron a formar gametos maduros, diferentemente al
gue ha ocurrido con las ostras cultivadas en cuerdas las cuales llegaron a madurar sus gametos y

realizar la puesta.
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5.5. CONCLUSIONES

e El sistema de cultivo afecta directamente a la formacion del sexo, produciéndose méas
machos en el sistema de jaulas y mas hembras en cuerdas, confirmando la hipétesis del
efecto de la disponibilidad de alimento en la definicion del sexo en C. gigas.

o El sistema de cultivo en jaulas afecta directamente a la obtencién del alimento y su
consecuente transformacion en reservas y desarrollo de los gametos.

o El sistema de jaulas, a diferencia del cultivo en cuerdas, plantea un ambiente con una
fuerte competencia por el espacio y el alimento, que lleva aparejado un retraso en la
gametogénesis y una mayor presencia de individuos indeterminados.

e El cultivo en cuerdas, desde el punto de vista del desarrollo gonadal, es més eficiente,
produciéndose ostras con valores superiores del indice de condicion y del indice de
ocupacién gonadal, lo que conlleva respectivamente a individuos con mas carne y mas
gametos.

e La evolucién del indice de ocupacién gonadal es un buen indicador del periodo
reproductivo, alcanzando su méaximo en primavera, antes del inicio de la puesta.

e El cultivo en jaulas en densidades elevadas limita la proliferacion de la ostra japonesa
en el area de cultivo durante los primeros afios de vida.

e Las hembras cultivadas en jaulas son las mas afectadas por este sistema de cultivo, no
llegando a madurar sus ovocitos y ocurriendo una posible reabsorcién de los gametos.

e La temperatura es la variable que presenta mayor influencia sobre el desarrollo
gametogénico en las ostras cultivadas, independiente del sistema de cultivo utilizado.

e La temperatura minima registrada en el area del cultivo (11 °C) no es limitante para el
desarrollo gonadal y las temperaturas maximas superan el umbral para la puesta,
ocurriendo la misma en temperaturas inferiores a los 20 °C.

e El estado nutricional y la baja temperatura condicionan un periodo de reposo en las

hembras cultivadas en jaulas entre finales del primer afio y principios del segundo afio.
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EFECTO DEL SISTEMA DE CULTIVO SOBRE LA COMPOSICION BIOQUIMICA
GENERAL DE Crassostrea gigas EN RELACION AL CICLO REPRODUCTIVO

6.1. INTRODUCCION

La ostra japonesa Crassostrea gigas es cultivada en el mundo bajo diferentes sistemas
de cultivo, mientras que en Galicia el cultivo de las ostras se realiza principalmente en bateas.
Las experiencias de produccion de la ostra plana Ostrea edulis (Linnaeus, 1758) en bateas de las
Rias gallegas apuntan dos sistemas de cultivo principales, uno con la utilizacion de cestas
ostricolas plasticas y el otro con cuerdas, donde las ostras son pegadas con cemento (Pérez
Camacho y Roman, 1985). Este sistema de cultivo, viene siendo utilizado en Galicia desde
1967, cuando Andreu desarrolla esta técnica de engorde (Pardellas y Polanco, 1987).

La introduccién de la ostra japonesa C. gigas en Galicia fue liberada en 1991 (Xunta de
Galicia, 1992) y en sus primeros intentos de cultivo se verificd una mayor resistencia y rapidez
de crecimiento en comparacién con la ostra plana O. edulis de cultivo tradicional y autctona de
esta zona (Fernandez et al., 2002). Sin embargo, hasta el momento no se tiene un protocolo de
cultivo que indique el mejor sistema para el engorde de la ostra japonesa en las Rias gallegas.

La influencia de la técnica utilizada para mantener las ostras en cultivo se basa
principalmente en la diferencia que ambos sistemas proporcionan en el desarrollo de las ostras.
Normalmente, los trabajos de cultivo de ostras que comparan diferentes sistemas, evalGan el
efecto sobre el crecimiento y supervivencia (Southgate y Beer, 2000; Iglesias et al., 2005;
Carlucci et al., 2010; Milione y Southgate, 2011; Mallet et al., 2013). Hasta la fecha, no
encontramos registros en la literatura que evalten el efecto del sistema de cultivo en la
acumulacién y movilizacion de las reservas bioquimicas en Crassostrea gigas.

El ciclo estacional de almacenamiento y utilizacion de reservas en bivalvos mantiene
una estrecha relacion con el ciclo reproductivo y la disponibilidad de alimento en el medio,
donde parte de la energia asimilada por los bivalvos se emplea en la formacién de reservas en
épocas de abundancia nutricional, para ser utilizada en situaciones de poca disponibilidad
alimenticia o de importantes demandas energéticas. Durante estos periodos de acumulacion, la
energia disponible, una vez supere los requerimientos energéticos del individuo, mantenimiento
y sintesis de estructuras, se empleard en la formacion de reservorios energéticos.

Las variaciones estacionales en la actividad metabolica de los bivalvos marinos reflejan
las complejas interacciones entre la disponibilidad de alimento, las condiciones ambientales y la

actividad reproductiva (Bayne y Newell, 1983; MacDonald et al., 2006).
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En el presente capitulo se ha hecho un analisis del efecto del sistema de cultivo sobre la
dinamica de acumulacion y movilizacién de las reservas bioquimicas en relacion al ciclo

reproductivo de C. gigas en la Ria de Arousa.
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6.2. MATERIAL Y METODOS

6.2.1. Area de estudio y muestreo

El estudio del efecto del sistema de cultivo sobre la evolucion de la composicion
bioquimica general se llevé a cabo con ostras de aproximadamente 7 meses de vida que fueron
traidas de la Bahia de Arcachon (Francia) en el mes de marzo de 2008 y fueron cultivadas en
una batea situada en el Poligono A7 de O Grove en la Ria de Arousa (42° 30° 30” N, 8° 51° 54”
W), entre abril de 2008 y octubre de 2009 bajo los sistemas de cultivo de jaulas y cuerdas.

Las jaulas, patentadas por el IEO, son estructuras cilindricas compuestas por bandejas
plésticas circulares envueltas por una malla externa intercambiable. Se utilizaron en cada jaula 6
bandejas (con un didmetro de 0,36 m, altura de 0,15 m y una superficie de 0,1 m?) recubiertas
por una malla de 10 mm. La densidad utilizada en el sistema de jaula fue de 100 ostras/bandeja,
lo que supone un ndmero de 1000 ostras por metro cuadrado. La cuerda es un sistema
tradicional utilizado para el cultivo de la ostra plana Ostrea edulis. En el presente estudio se
hicieron cuerdas de 6 metros de largo con ostras pegadas con cemento en grupos de 4, con una
distancia media de 15-20 cm entre grupos, totalizando 150 ostras por cuerda.

En el sistema de jaulas se cambiaron las mallas externas por mallas nuevas de iguales
caracteristicas en el mes de junio de 2008, pasado dos meses de cultivo. Las cuerdas
permanecieron sin cambios hasta el final del cultivo.

Para este estudio, se recogieron muestras de 20 ostras en cada sistema de cultivo (jaulas
y cuerdas) con intervalos de aproximadamente un mes, durante el periodo de abril de 2008 hasta
octubre de 2009. Una vez recogidas, las ostras fueron conducidas hasta el Centro Oceanografico
da Corufia del Instituto Espafiol de Oceanografia (IEO), donde se realizaron los muestreos. En
estos muestreos, cada ostra fue medida (longitud y anchura) con un calibre con una precision de
0,1 mm y pesada (peso total y peso fresco de las partes blandas) utilizando una balanza con una
precision de 0,001 g. Tras ser medidos y pesados, se realizd la determinacion sexual mediante
un frotis. A continuacion se liofilizaron las partes blandas de 10 ostras, durante tiempo
suficiente para garantizar un peso constante, en un liofilizador, anotandose el peso seco de los

organismos. Las muestras fueron mantenidas a -80 °C hasta el momento de su procesamiento.
6.2.2. Composicion bioguimica general
Para la determinacion del porcentaje de materia organica (%MO), cada muestra fue

pulverizada en un mortero de porcelana y el contenido inorganico se obtuvo por calcinacién a

450 °C de partes alicuotas (aproximadamente 20 miligramos).
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Para la determinacion de los componentes bioquimicos generales (proteinas,
carbohidratos, glucogeno y lipidos) se tomaron 20 mg del tejido liofilizado de cada ostra y se
homogenizaron en 1000 pL de agua destilada, prepardndose estos extractos crudos iniciales para

los andlisis bioquimicos.

6.2.2.1. Proteinas

Las proteinas totales se cuantificaron por el método de Lowry et al. (1951). En
microtubos Eppendorf® previamente rotulados se agregaron 50 pL del extracto crudo, el cual se
diluyé en 150 pL de &cido tricloroacético al 20% a 4 °C (TCA) (Panreac ref. 131067.1609) y se
dejo reposar por 10 minutos a 4 °C. A continuacion se centrifugaron las muestras (10000xg, 4
°C, 10 minutos) concentrandola en 10 pL. El sobrenadante obtenido de la centrifugacién (190
uL) fue la base para los analisis de carbohidratos y glucégeno. Al sedimento de 10 pL se le
afiaden 300 pL de NaOH 1M (Panreac ref. 131687), y se incuba a 56 °C por 30 minutos,
agitandose en vortex cada 5 minutos. A continuacion se llenan las microplacas con 30 pL de la
muestra y del estandar y se les agregan 20 pL de la solucion BIORAD Protein Assay Reagent A
(Ref. 500-0113) y 300 pL de la solucion BIORAD Protein Assay Reagent B (Ref. 500-0114).
La absorbancia se determind a 630 nm con un espectrofotometro de microplacas. Se utilizd
como estandar una solucién de albumina sérica bovina (BSA Fraccién V — Sigma A7906-50G),

con concentraciones en el intervalo de 0 a 900 pg.mL ™.

6.2.2.2. Carbohidratos totales

Los carbohidratos se cuantificaron como glucosa por el método del fenol-acido
sulfarico descrito por Dubois et al. (1956). De este modo, se valoraron tanto los monosacaridos
de la muestra como los obtenidos a partir de la hidrolisis &cida de los polisacéridos. En
microtubos Eppendorf® previamente rotulados se agregaron 50 pl del sobrenadante de las
proteinas y se les afiadieron 200 pL de solucion de Fenol al 5,4% (Panreac ref. 141323) y 1000
pL de &cido sulfurico puro d=1,84 (Fluka 95-97% ref. 84719), dejando en seguida la muestra
enfriar por 30 a 60 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia se determiné a 490 nm con
un espectrofotometro de microplacas. Se utiliz6 como estandar una solucién de glucosa, con

concentraciones en el intervalo de 0 a 200 ug.mL .

6.2.2.3. Glucdgeno

El glucégeno se cuantificd por el método del fenol-&cido sulfurico descrito por Dubois

et al. (1956) modificado. En microtubos Eppendorf® previamente rotulados se agregaron 50 pl
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del sobrenadante de las proteinas y se les afiadieron 100 uL de etanol al 100% a 4 °C
(manteniendo una proporcion de 2:1 etanol:muestra), agitdndose en un vortex. A continuacion
se dejé reposar la muestra en hielo por 15 minutos seguido de una centrifugacién (1883xg, 4 °C,
20 minutos). Los 100 pL del sobrenadante son descartados y se mantiene solo los 50 pL donde
esta precipitado el glucdgeno. Sobre el precipitado se le adiciona 200 pL de solucién de Fenol al
5,4% (Panreac ref. 141323) y 1000 pL de &cido sulfarico puro d=1,84 (Fluka 95-97% ref.
84719), dejando en seguida la muestra enfriar por 30 a 60 minutos en temperatura ambiente. La
absorbancia se determiné a 490 nm con un espectrofotometro de microplacas. Se utilizd6 como

estandar una solucion de glucosa, con concentraciones en el intervalo de 0 a 200 ug.mL ™.

6.2.2.4. Lipidos totales

Los lipidos totales se cuantificaron de acuerdo al método de sulfo-fosfovainillina para
lipidos totales segtin Zollner y Kirsh (1962), utilizando el colesterol como estandar. Los lipidos
séricos incluyendo el colesterol, forman con el acido sulfurico un ion de carbono que reacciona
con la fosfovainillina produciendo un complejo de color violeta cuya intensidad se mide
colorimétricamente.

En microtubos Eppendorf® previamente rotulados se depositaron 100 pl del extracto
crudo inicial, luego a cada tubo se le agregaron 1000 pl de cloroformo:metanol (2:1) a 4 °C
agitandose en vortex. Las muestras se dejaron reposar por 15 minutos en temperatura ambiente.
Luego los microtubos fueron centrifugados (8000xg, 4 °C, 20 min). Posteriormente, se
traspasaron 200 pl de la fase inferior, conteniendo los lipidos, a un nuevo set de microtubos
rotulados, dejando que se evapore el solvente con las tapas abiertas a 56 °C por 120 minutos. El
estandar (3 mg de colesterol.ml™ de cloroformo:metanol (2:1)) se diluy6 para preparar la
solucion de trabajo: 150 mg de colesterol se diluyeron en 50 ml de cloroformo:metanol a 4 °C,
luego se procedio a realizar la curva de calibraciéon por duplicado. El preparado de la curva de
calibracion se dejé evaporar al igual que las muestras. Una vez evaporadas las muestras y la
curva de calibracion, se procedi6 a resuspender los lipidos en 200 ul de acido sulfarico puro
d=1.84 (Fluka 95-97% ref. 84719) agitandose en vortex. Inmediatamente después, las muestras
con el acido se calentaron a 90 °C durante 10 minutos con las tapas cerradas. Luego se dejo6
enfriar a temperatura ambiente durante 30 minutos y se agitdé en un vortex, llevando 20 pl en
duplicado a las microplacas. Por ultimo se agregaron 300 pl de la solucion de vainillina (100 ml
de agua destilada + 400 ml de &cido ortofosférico + 1 g vainillina (Panreac ref. 142048)) a la
microplaca 1 y 300 pl de &cido ortofosforico a la microplaca 2 y se mantuvieron en oscuridad
por 40 minutos en temperatura ambiente. La absorbancia se determin6 a 540 mm en un

espectrofotometro de microplacas. Se utilizd6 como estandar una solucion de colesterol, con
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concentraciones en el intervalo de 0 a 175 pg.mL™. La concentracion de lipidos en las muestras

es calculada disminuyendo el valor obtenido de la placa 1 por el valor obtenido de la placa 2.

6.2.3. Variables ambientales

Los datos de temperatura y salinidad en la columna de agua a una profundidad de 0-5
metros, fueron obtenidos, por una sonda CTD Sea-Bird 25. Los datos de clorofila a fueron
obtenidos por el filtrado a presion constante de un volumen de 100 mL de agua a una
profundidad de 0-5 metros, separando las particulas en dos clases >2,7 umy <2,7 um, las cuales
fueron sumadas para representar el dato de clorofila a. La extraccién de la clorofila a presente
en los filtros de fibra de vidrio realizase con acetona al 90% refrigerada y en oscuridad por no
menos que 14 horas. Posteriormente se analizan por espectrofotometria por medio de una
ecuacioén tricromatica, siguiendo el método de Neveaux y Panouse (1987). Todos los datos
fueron obtenidos semanalmente por el Instituto Tecnoldxico para o Control do Medio Marifio de
Galicia (INTECMAR) de la Xunta de Galicia, en una estacién meteorolédgica ubicada cercana a
la batea de cultivo en el poligono A7 de O Grove. Estos datos fueron proporcionados por el
INTECMAR en el marco de un convenio entre éste y el IEO para la toma de datos

oceanograficos en las Rias Gallegas.

6.2.4 Presentacion de los datos y andlisis estadistico

Los datos mostrados en las tablas se corresponden con la media total y la desviacion
estandar (de) de los individuos analizados en cada muestreo. Los valores de los diferentes
componentes estan expresados en contenido absoluto libre de cenizas (mg.ind™) y en porcentaje
de materia orgénica (%MO). Todos los componentes estan estandarizados a la talla media de
todo el periodo de muestreo dependiendo del sistema de cultivo utilizado (83,2 mm de longitud
para jaulas y 90,8 mm para cuerdas). Esta forma de proceder ha sido recomendada por Beninger
y Lucas (1984) por dos motivos fundamentales: primero, evita el solapamiento o interferencia
entre las variaciones estacionales y las que se deben al crecimiento, y segundo, contrarresta la
posibilidad de que las fuertes oscilaciones de un determinado compuesto enmascaren la
variacion de otros.

Los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando el software Statgraphics Plus 5.1.
Para todos los datos se analiz6 la normalidad mediante el test de Kolgomorov-Smirnov y la
homogeneidad de las varianzas mediante el test de Cochran, cuando presentaban el mismo
nimero de datos, y de Bartlett cuando presentaban un ndmero distinto. Cuando los datos son
normales y las varianzas homogeéneas se realiz6 el Andlisis de Varianza Simple (ANOVA) y en

los casos en que los datos no se adecuaban a la distribucion normal o las varianzas no fueran
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homogéneas se empled la transformacion logaritmica para garantizar su homogeneidad, caso se
mantiene la no normalidad o homogeneidad de los datos, se aplicé el Andlisis de Varianza de
Kruskal-Wallis. Para los tests a posteriori se utilizaron el test de Student-Newman-Keuls (SNK)
para los datos analizados por ANOVA vy el test Mann-Whitney, comparando datos pareados,
cuando los datos seguian una distribucion no paramétrica. En todos los casos se utilizé un a de
5%.

Los datos relativos al porcentaje de materia orgénica fueron transformados mediante la

transformacion angular (arcoseno V%).
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6.3. RESULTADOS

6.3.1. Resumen del ciclo reproductivo

El ciclo reproductivo de C. gigas cultivada en batea en la Ria de Arousa bajo los
sistemas de jaulas y cuerdas estd detallado en el capitulo 5, sin embargo, con la intencion de
facilitar el entendimiento del efecto del sistema de cultivo sobre la acumulacién y movilizacion
de las reservas bioquimicas y su relacion con el ciclo reproductivo, haremos un resumen de los
principales resultados obtenidos.

El indice de condicién de las ostras cultivadas en cuerdas fue significativamente
superior (P<0,05, ANOVA) al obtenido en jaulas, en todos los muestreos (Figura 6.1). Durante
el primero afio de cultivo, en ambos sistemas, los valores del indice de condicion aumentan
hasta el mes de junio, seguido de una bajada significativa entre junio y agosto. En el segundo
afio, en ambos sistemas de cultivo, las ostras no incrementan sus valores de IC como ha

ocurrido en el primer afio.
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Figura 6.1. Evolucion del indice de Condicién de C. gigas cultivada en jaulas (dato medio + de) y

cuerdas (dato medio + de) en la Ria de Arousa.

Cuando comparamos la evolucion del indice de Ocupacion Gonadal (IOG) en los
diferentes sistemas de cultivo, podemos observar que el sistema de jaulas presenta valores
inferiores al sistema de cuerdas durante todo el cultivo con excepcion del muestreo de diciembre
(Figura 6.2). Sin embargo, los valores del 10G son significativamente inferiores solamente en

los muestreos de junio y agosto de 2008 y agosto de 2009 (P<0,05, test t de Student). Los
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valores del 110G en ambos sistemas de cultivo aumentan conforme avanza el periodo

reproductivo, alcanzando su maximo en finales de primavera en los dos afios de estudio.
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Figura 6.2. Evolucion del indice de Ocupacion Gonadal de C. gigas cultivada en jaulas (dato medio +
de) y en cuerdas (dato medio + de) en la Ria de Arousa.

Las ostras cultivadas en el sistema de jaulas presentan una evolucion distinta en relacién
al sexo. Las hembras no desarrollaron completamente sus génadas, una vez que no se
observaron en las preparaciones histolégicas individuos en el estadio I1IA (maduracion) en los
dos afios de muestreo y consecuentemente no se han verificado periodos de puesta (Figura 6.3).
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Figura 6.3. Evolucién de los estadios de desarrollo gonadal para hembras de C. gigas cultivadas en el
sistema de jaulas.
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Los machos presentan en el primer afio una puesta en el mes de junio, representada por
el 33% de individuos en el estadio I1IB, seguido de una recuperacion en los dos meses
siguientes hasta llegar al estadio de fin de la estacion reproductiva (I111D) en los meses de
septiembre y octubre, donde sdlo existen espermatozoides residuales (Figura 6.4). En el
segundo afio, la maduracién en los machos se prolonga hasta el muestreo de agosto (100% en el
estadio I11A) seguido de una puesta masiva entre agosto y septiembre (100% en el estadio 111D).
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Figura 6.4. Evolucion de los estadios de desarrollo gonadal para machos de C. gigas cultivados en el

sistema de jaulas.

Las ostras cultivadas en el sistema de cuerdas presentaron una gametogénesis intensa
durante la primavera llegando a observar los primeros individuos maduros en junio del primer
afio para ambos sexos y en mayo del segundo afio para machos y junio para hembras (Fig. 6.5y
6.6). Las puestas ocurrieron en el primer afio a partir del mes de agosto para ambos sexos y a

partir de junio en el segundo afio.
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Figura 6.5. Evolucion de los estadios de desarrollo gonadal para hembras de C. gigas cultivadas en

cuerdas.
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Figura 6.6. Evolucién de los estadios de desarrollo gonadal para machos de C. gigas cultivados en

cuerdas.

6.3.2. Medidas biométricas

6.3.2.1. Jaulas

El peso total, peso fresco de la carne, peso seco estandarizado, longitud y anchura de las

ostras cultivadas bajo el sistema de jaulas fueron significativamente diferentes (P<0,05,
ANOVA y Kruskal-Wallis) en relacion a la fecha de muestreo (Tabla 6.1).
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Los datos de peso total fueron significativamente (P<0,05, Kruskal-Wallis, Mann-
Whitney) més elevados en el muestreo de septiembre de 2009 (102,1 + 27,6 g.ind™), mientras
que los valores mas bajos fueron observados en abril de 2008 (4,4 + 1,1 g.ind™). Los valores de
longitud siguen el mismo patron del peso total, con valores significativamente superiores en
septiembre de 2009 y mas bajos en abril de 2008 (P<0,05, ANOVA, SNK).

Lo valores de peso fresco de la carne, peso seco estandarizado y de anchura presentan
valores significativamente superiores (P<0,05, ANOVA, SNK) en el muestreo de junio de 2009
(11,0 =+ 11,5 g.ind™, 1,48 + 1,51 g.ind* y 61,4 + 17,7 cm, respectivamente) y valores
significativamente mas bajos en el muestreo de abril de 2008 (0,3 + 0,1 g.ind*, 0,15 + 0,03
g.ind™*y 21,8 + 3,0 cm respectivamente).

Tabla 6.1. Medidas biométricas en Crassostrea gigas cultivada en jaulas en la Ria de Arousa, entre abril
de 2008 y octubre de 2009. Los datos de peso total, peso fresco de la carne y peso seco estandarizado

aparecen expresados en g.ind™ (+ de) y los datos de longitud y anchura aparecen expresados en cm (+

de).
Meses Peso total Peso fresco carne Peso seco estandarizado Longitud Anchura
(g.ind™) (g.ind™) (g.ind™) (cm) (cm)
2008
Abril 44+11" 0,3+0,1° 0,15 + 0,03° 35,2 +6,1° 21,8+3,0'
Mayo 12,1 +2,0° 1,7+0,5% 0,56 + 0,19% 51,6 + 4,7° 34,6 +15°
Junio 26,4+ 6,8 51 +1,4% 1,07 £0,27° 67,9+78°  47,0+47™
Agosto 39,5 + 26,7 4.4 +3,6™ 0,59 +0,43" 80,2 +21,7%  46,0+12,1°
Septiembre 48,2 + 13,6°® 56 +2,3% 0,71 +0,23%° 80,0 + 16,4% 494 + 3,6
Octubre 52,8 + 15,4°% 3,8+1,5% 0,52 + 0,19% 84,2+92% 582+12,7%
Diciembre 63,1 + 28,5 39+29™ 0,55 + 0,33™ 89,0 +152® 47,7 +6,2™
2009
Marzo 81,8 + 25,7*° 49+28" 0,63 +0,37% 96,6 +9,1°  554+53
Abril 84,5 + 40,0 6,0+5,1%® 0,78 + 0,60™ 97,1+23,1® 50,7 +6,0*"
Mayo 44,0 + 26,5 2,0+2,0° 0,36 + 0,32¢ 75,4 +16,2" 454 +56“
Junio 93,0 + 78,3" 11,0+ 11,5° 1,48 +1,51° 91,2+27,0° 61,4+17,7°
Agosto 92,4 +18,1%* 8,4 +3,8° 0,98 + 0,50% 95,5, +11,9® 59,6 +8,2°
Septiembre  102,1 + 27,6 5,6 + 3,4® 0,74 + 0,55%° 97,9+12,7° 60,2+10,4°
Octubre 78,4 + 24 5% 4,0+28" 0,45 + 0,29° 95,0+ 155® 50,1 +5,3

*Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0,05, ANOVA, SNK y Kruskal-Wallis, Mann-

Whitney).
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6.3.2.2. Cuerdas

El peso total, peso fresco de la carne, peso seco estandarizado, longitud y anchura de las

ostras cultivadas bajo el sistema de cuerdas fueron significativamente diferentes (P<0,05,
ANOVA y Kruskal-Wallis) en relacion a la fecha de muestreo (Tabla 6.2).
En todas las medidas biométricas evaluadas los valores fueron significativamente

superiores en el muestreo de octubre de 2009, mientras que los valores significativamente mas
bajos fueron observados en el muestreo de abril de 2008 (P<0,05, ANOVA, SNK y Kruskal-
Wallis, Mann-Whitney).

Tabla 6.2. Medidas biométricas en Crassostrea gigas cultivada en cuerdas en la Ria de Arousa, entre

enero de 2008 y octubre de 2009. Los datos de peso total, peso fresco de la carne y peso seco

estandarizado aparecen expresados en g.ind” (+ de) y los datos de longitud y anchura aparecen

expresados en cm (+ de).

Meses Peso total ~ Peso fresco carne Peso seco estandarizado Longitud Anchura
(g.ind™) (g.ind™) (g.ind™) (cm) (cm)
2008
Abril 44+1,19 0,3+0,1! 0,15 + 0,03° 352+61  21,8+3,0°
Mayo 11,0+12" 2,4+0,2' 1,27 +0,09' 41,7+43"  396+38"
Junio 25,7 +4,2° 54+0,8" 2,23 +0,40° 578+65° 522+54°
Agosto 47,9 +8,38" 9,8+1,8° 2,85 +0,67¢ 69,0+66"  63,6+11,4°
Septiembre 78,3 +17,1° 13,9 + 3,8 3,38+1,01° 82,7+75°  67,3+55%
Octubre 99,8 + 16,4° 19,5 +3,1% 4,36 +0,73" 90,0+9,1% 72,7 +6,3"
Diciembre 96,7 £ 15,9° 15,7 + 2,8% 4,17 0,98 87,8+35% 698+7,0"
2009
Marzo 92,9+17,7° 12,4+ 4,0 2,42 +0,71% 96,5+ 12,0 67,8 +6,6™
Abril 98,9 + 22,9° 16,7 + 3,9% 3,61 +0,88° 98,1 +11,5™ 755+9,8%
Mayo 144,9 + 26,3° 25,0 + 3,8 4,77 £0,74° 111,8 £ 11,4 76,7 + 6,0
Junio 157,5 +19,4° 31,3+44® 5,92 +0,97° 111,4 +84%™ 78,4 +5,0%°
Agosto 153,0 £51,1° 24,3 +89° 4,65 + 1,24 110,4 + 15,6* 74,0 + 9,3
Septiembre 222,9+72,9° 354+91° 6,30 + 1,51 123,1+22,3* 81,9+8,2%
Octubre 255,9 + 68,8° 41,7 + 12,6° 6,44 + 2,12 127,6 £18,1* 84,1+8,0°

*Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0,05, ANOVA, SNK y Kruskal-Wallis, Mann-

Whitney).
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6.3.3. Composicion bioguimica
6.3.3.1. Jaulas

Los datos de la composicion bioquimica general en contenido total y en porcentaje en
relacion a la materia organica (MO) de la ostra japonesa Crassostrea gigas cultivada en jaulas
en la Ria de Arousa se muestra en la tabla 6.3. Estos datos representan el promedio (+ de) de
todos los organismos en cada muestreo sin tener en cuenta la diferenciacion sexual.

El contenido en materia organica (MO) de la ostra C. gigas vario significativamente
(P<0,05, ANOVA) en relacion a la fecha de muestreo (Tabla 6.3). El valor significativamente
mas alto (P<0,05, ANOVA, SNK) del contenido en MO fue observado en el muestreo de junio
de 2008 (949,3 + 249,9 mg.ind™) y el més bajo (P<0,05, ANOVA, SNK) en el muestreo de abril
de 2008 (119,0 + 22,6 mg.ind™).

El principal componente de las ostras cultivadas en el sistema de jaulas fueron las
proteinas, que representan del 42,6% de la MO observado en agosto de 2008 hasta el 59,0% en
mayo de 2009. Los carbohidratos representan del 6,2% de la MO observado en octubre de 2009
hasta el 30,5% observado en mayo de 2008. Los lipidos, representan en porcentaje el tercer
componente de mayor importancia de la MO, con valores desde el 11,0% observado en agosto
de 2008 hasta el 27,9% observado en octubre de 2009. El glucégeno alcanza valores que
oscilaron entre el 3,0% y el 15,8% (Tabla 6.3).

La cantidad total de proteinas (mg.ind™) avanza significativamente (P<0,05, ANOVA)
con la fecha de muestreo y con el desarrollo gonadal de la ostra, alcanzando los valores mas
altos significativamente (P<0,05, ANOVA, SNK) en los muestreos de junio de 2008 y agosto de
2009 (417,7 + 90,2 y 411,4 + 192,9 mg.ind™, respectivamente), mientras que los minimos
fueron encontrados en el primer muestreo (Tabla 6.3).

La concentracion de carbohidratos (mg.ind™) en los tejidos de las ostras varid
significativamente (P<0,05, ANOVA) en relacién a los meses de muestreo (Tabla 6.3). El valor
significativamente (P<0,05, ANOVA, SNK) més alto de carbohidratos se encontrd en el mes de
junio de 2008 (239,6 + 104,5 mg.ind ™), mientras que los valores significativamente mas bajos
(P<0,05, ANOVA, SNK) se encontraron en el muestreo de abril de 2008 (8,2 + 4,1 mg.ind ™)
(Tabla 6.3).

La evolucion de la cantidad total de glucogeno (mg.ind ™) se asemeja a la evolucion del
contenido total de carbohidratos, con valores significativamente méas bajos (P<0,05, ANOVA,
SNK) en abril de 2008 (3,6 + 1,4 mg.ind™) y valores significativamente més altos (P<0,05,
ANOVA, SNK) en el mes de junio de 2008 (155,2 + 65,1 mg.ind %) (Tabla 6.3).
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Tabla 6.3. Composicion bioquimica general de Crassostrea gigas cultivada en la Ria de Arousa bajo el sistema de jaulas, entre abril de 2008 y octubre de 2009. Los datos

aparecen expresados en mg.ind(+ de) y en porcentaje relativo al total de materia organica (%MO).

Meses MO Proteinas Carbohidratos Glucégeno Lipidos
mg.ind™* mg.ind™ %MO mg.ind™* %MO mg.ind™* %MO mg.ind™* %MO
2008
Abril 119,0£22,6" |64,9 9,00 55,0 +4,5% |82+ 4,1 6,6 +2,1%3,6 +1,4° 30+09%[17,1+53" 14,1 +1,8%
Mayo 504,7 + 180,2" |208,6 + 56,7° 42,7+6,1"163,3 + 95,7 30,5+9,5%|82,1 +41,4® 15,4 + 3,4%| 70,3 + 29,0°* 14,3 + 4,2%
Junio 949,3+249,9* |417,7+90,2° 44,9 +6,2° | 239,6 + 104,5° 24,8+ 6,4% | 155,2 + 65,1° 15,8 + 3,7*| 210,3 + 59,3 22,6 +4,6%
Agosto 592,3 + 384,5% | 237 4 + 130,8°™ 42,6 +6,8| 155,3 + 152,8%° 21,5+ 9,7%| 75,8 + 84,9%° 10,2 +5,7%| 66,9 + 51,5°% 11,0 + 2,6
Septiembre | 589,5 +213,4% |280,5+ 94,7 47,8+ 4,8°|184,0 + 148,6® 28,8 +15,8" | 52,9 + 41,6° 8,5 +5,3°°| 103,1 + 30,8 17,9 £ 2,2
Octubre 409,9 + 156,8° |201,1 72,8 494 +4,8"%| 36,0 + 21,7 8,2+2,1% 20,1 + 13,2°% 4,5+ 15" | 64,5 + 34,7° 15,4 + 3,0
Diciembre | 343,0 +120,1°® |157,9 + 57,9°¢ 45,8 + 1,17 30,2 + 22,7 8,0+3,7%|22,7 +11,5™% 6,3 +1,1"%| 49,8 + 27,5% 13,6 + 3,7
2009
Marzo 352,09+ 76,0 |172,6 £37,2°% 492 +571°%|27 1+ 7,6 7,6 +1,1%| 10,4 + 3,1%" 2,9+0,5%|57,2 + 20,2° 16,0 + 3,0°
Abril 543,7 +388,5° |279,9 + 37,2%° 52,7 +2,7°°| 103,0 + 137,3% 13,3 +10,8% | 65,4 + 84,7™ 9,2+4,7°|107,4 + 80,7™ 19,7 +6,0™
Mayo 226,8 + 147,8" |132,3+80,8° 59,0 + 4,9%| 20,5 + 24,8%' 7.1+4,0°]10,1 +9,7°" 3,9+14°|375+17,8° 19,4 + 7,8
Junio 7435 +523,0™ |399,8 + 269,7* 54,9 + 3,3 197,9 + 217,6™ 20,9 +11,4®|111,2 +141,3" 10,8+ 8,4%|167,6 + 1395 20,4 +7,2"
Agosto 848,6 + 468,7 |411,4+192,9° 50,0 + 3,4°°%| 193,9 + 192,0% 18,9 +9,6"| 95,5 + 101,0® 9,0+52"186,3+171,7"° 20,0+ 6,7°
Septiembre | 695,5+494,3* |3395+217,3®  51,2+5,6"|148,6 + 186,4™ 14,6 + 11,4°° | 100,5 + 130,3"® 8,6 + 8,3 |199,8 + 155,7* 27,8 + 2,4
Octubre 282,4+126,1% |1453 +63,1" 51,5+ 2,7°| 22,4 + 25,6 6,2+4,7"8,6+85" 2,5+1,9°|84,6 +59,4“ 279+7,1°

*Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0,05, ANOVA, SNK).
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Efecto del sistema de cultivo sobre la composicion bioquimica

La concentracion de lipidos totales (mg.ind™) en los tejidos de las ostras vario
significativamente (P<0,05, ANOVA) en relacién a los meses de muestreo (Tabla 6.3). Los
valores significativamente mas altos de lipidos totales (P<0,05, ANOVA, SNK) fueron
encontrados en el mes de junio de 2008 (210,3 + 59,3 mg.ind ™), mientras que los valores
significativamente mas bajos (P<0,05, ANOVA, SNK) se encontraron en abril de 2008 (17,1 £
5,3 mg.ind ') (Tabla 6.3).

6.3.3.2. Cuerdas

La composicion bioquimica general de los tejidos blandos y el contenido en materia
organica (MO) de la ostra japonesa Crassostrea gigas cultivada en cuerdas se muestra en la
Tabla 6.4. Estos datos representan el promedio ( de) de todos los organismos en cada muestreo
sin tener en cuenta la diferenciacion sexual.

Los datos del contenido en materia organica (MO) de la ostra C. gigas presentaron
diferencia significativa (P<0,05, ANOVA) en relacion a la fecha de muestreo (Tabla 6.4). Los
valores del contenido en materia organica mas altos significativamente (P<0,05, ANOVA,
SNK) fueron registrados en el muestreo de septiembre de 2009 (5847,3 + 1457,6 mg.ind™) y el
més bajo (P<0,05, ANOVA, SNK) en el muestreo de abril de 2008 (119,0 + 22,7 mg.ind™).

Las ostras cultivadas en cuerdas presentan como componentes mayoritarios dentro de la
MO, las proteinas y los carbohidratos, no presentando diferencias significativas entre los
porcentajes. Los carbohidratos presentan valores promedios que varian desde el 6,6% observado
en el muestreo de abril de 2008 hasta el 51,7% en el muestreo de octubre de 2009 y las proteinas
presentan valores desde el 33,5% en diciembre de 2008 hasta el 55,0% en abril de 2008. Los
lipidos aparecen como el tercero componente de mayor porcentaje dentro de la MO con valores
desde el 14,1% en abril de 2008 hasta el 40,4% en octubre de 2009. El glucdgeno presenta
porcentajes desde el 3,0% en abril de 2008 hasta el 32,7% en octubre de 2008 (Tabla 6.4).

La cantidad total de proteinas (mg.ind™) aumenta significativamente (P<0,05, ANOVA)
con la fecha de muestreo alcanzando los valores mas altos significativamente (P<0,05,
ANOVA, SNK) en los muestreos de junio y septiembre 2009 (2394,6 + 512,1 y 2245,1 + 471,7
mg.ind™), mientras que los minimos fueron encontrados en abril de 2008 (64,9 + 9,0 mg.ind™)
(Tabla 6.4).

Los carbohidratos (mg.ind™*) presentes en los tejidos de las ostras presentaron valores
significativamente distintos (P<0,05, ANOVA) en relacion a los meses de muestreo (Tabla 6.4).
El valor significativamente més alto (P<0,05, ANOVA, SNK) de carbohidratos se encontr6 en
el mes de octubre de 2009 (3207,1 + 1787,3 mg.ind™"), mientras que los valores
significativamente mas bajos (P<0,05, ANOVA, SNK) se encontraron en abril de 2008 (8,2 £
4,1 mg.ind ™) (Tabla 6.4).
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Los datos de la cantidad total de glucgeno (mg.ind™) tienen una evolucion semejante a
los datos del contenido total de carbohidratos, con valores significativamente mas bajos
(P<0,05, ANOVA, SNK) en abril de 2008 (3,6 + 1,4 mg.ind ™) y valores significativamente mas
altos (P<0,05, ANOVA, SNK) en el mes de octubre de 2009 (1999,8 + 1366,3 mg.ind ™) (Tabla
6.4).

La concentracion de lipidos totales (mg.ind™) en los tejidos de las ostras varid
significativamente (P<0,05, ANOVA) en relacién a los meses de muestreo (Tabla 6.4). Los
valores significativamente mas altos de lipidos totales (P<0,05, ANOVA, SNK) fueron
encontrados en el mes de octubre de 2009 (2588,1 + 1742,8 mg.ind "), mientras que los valores
significativamente mas bajos (P<0,05, ANOVA, SNK) se encontraron en abril de 2008 (17,1 +
5,3 mg.ind ™) (Tabla 6.4).
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Tabla 6.4. Composicion bioquimica general de Crassostrea gigas cultivada en la Ria de Arousa bajo el sistema de cuerdas, entre abril de 2008 y octubre de 2009. Los datos

aparecen expresados en mg.ind(+ de) y en porcentaje relativo al total de materia organica (%MO).

Meses MO Proteinas Carbohidratos Glucégeno Lipidos
mg.ind™* mg.ind™* %MO mg.ind™ %MO mg.ind™ %MO mg.ind™* %MO
2008
Abril 119,0£22,79 |64,9+9,0' 55,0 +4,5%|8,2+4,1' 6,6+2,1°3,6+1,4" 30+09"17,1+53 141+18"
Mayo 1177,3+87,9" |542,4+25,3° 46,2 +3,7°| 381,6 + 63,5° 32,3 +3,4"|209,3 +30,4° 17,8 +1,9°192,8 +42,5° 16,5+ 3,8
Junio 2081,2 +381,6° |781,9 + 154 5° 38,2+ 7,7 905,0 + 319,7¢ 43,2 +12,7% | 4445 + 219,5° 20,9 + 8,6°| 374,5 + 155,8° 17,7 + 54
Agosto 2646,7 £ 634,1° |1210,5 + 289,6° 45,8 +5,1" | 1201,7 + 437,3% 43,8 +9,7% | 552,8 + 281,6" 20,1+ 7,6°|721,3 £ 268,2° 26,9 + 6,4
Septiembre | 3422,9+963,1% |1407,6 +291,9° 42,5+8,0™|1664,1+7815° 47,6+ 14,5%|855,1 + 401,4° 242 +6,9° 11942 +483,9™ 34,3+ 6,8
Octubre 4041,6 +696,2° | 1354,1 + 251,7° 33,6 +4,4°(1992,4 + 682,2% 48,4 +9,7%| 1364,7 + 593,07 32,7 +£9,4%| 1176,9 + 500,8™* 28,2 +8,1°
Diciembre 3836,0 + 891,7°° |1263,3 +261,2° 33,5+5,0°|1605,9 + 517,6™ 41,2 + 6,0° | 945,7 + 332,9™ 24,0 +4,3°°| 680,2 + 243,1° 17,6 + 4,37
2009
Marzo 2210,7 +677,1° |921,6 +217,1° 42,4 + 4,6 | 970,5 + 475,9° 42,2 +9,1% | 477,3 + 265,0° 20,6 + 6,3°| 805,6 + 387,8° 35,1+ 7,7%°
Abril 3341,1 +838,0° |1565,6 +361,8™ 47,4 + 4,7°| 15815 + 740,4™ 46,4 + 15,6*| 911,8 + 406,8" 26,7 +8,7%° | 1255,1 + 393,6™ 37,1£5.2%
Mayo 44532 +710,8™ |2058,8 +406,5®° 46,5+ 8,0° | 2059,7 + 645,2% 46,0 £ 10,3*| 1186,5 + 237,8" 26,9 + 5,0°°°| 1661,8 + 590,4™ 37,0£9,3"
Junio 5529,7 +922,1% | 2394,6 +512,1° 43,7 +8,7°°|2451,1 +937,0° 43,9+ 150%|1633,9 + 759,4° 29,2 +12,2"1747,0 +680,5° 31,3+ 11,1%
Agosto 43294 +1186,6° | 1654,0 + 618,7° 38,1+ 7,0 | 1998,6 + 755,8% 455+ 11,6*|1121,3 £ 660,3"™ 24,9 + 11,0*°| 1153,6 + 595,8" 25,4 +9,3%
Septiembre | 5847,3 + 1457,6° | 22451 +471,7* 40,0 + 11,0°°| 2356,7 + 948,1® 40,2+ 13,8 |1626,9 + 837,8® 26,9 + 11,7%| 1973,6 + 862,9% 33,1+ 9,4
Octubre 5858,2 + 2071,3% | 1936,5 +490,5®  345+6,5"|3207,1 +1787,3°  51,7+11,2*(1999,8 + 1366,3* 31,0+ 13,1 | 2588,1 + 1742,8° 40,4 +19,7°

*Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0,05, ANOVA, SNK).
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Capitulo 6
6.3.4. Comparacion entre sistemas de cultivo

Este apartado presenta los resultados de la evolucion de los principales componentes
bioguimicos (proteinas, carbohidratos, glucégeno y lipidos) de los tejidos de la ostra japonesa
C. gigas cultivada en la Ria de Arousa, poniendo en evidencia las diferencias existentes entre
los distintos sistemas de cultivo en jaulas y cuerdas en la acumulaciéon y movilizacion de las

reservas bioquimicas.
6.3.4.1. Contenido en materia organica

El contenido en materia orgénica (MO) expresado en mg.ind” de la ostra C. gigas
cultivada en la Ria de Arousa presentd diferencia significativa (P<0,05, ANOVA) entre los
sistemas de cultivo, con una superioridad del sistema de cuerdas sobre el sistema de jaulas
(Figura 6.7, Tablas 6.3 y 6.4).

Con relacion a la evolucion del contenido en MO en relaciéon a los meses de muestreo,
se encontraron diferencias significativas (P<0,05, ANOVA) entre los sistemas de cultivo, con
valores superiores en el sistema de cuerdas en todos los meses de muestreo (Figura 6.7, Tablas

6.3y 6.4).
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Figura 6.7. Evolucion del contenido medio en MO (mg.ind™ + de) de C. gigas cultivada en la Ria de
Arousa bajo los sistemas de jaulas y cuerdas entre abril de 2008 y octubre de 2009. Los asteriscos

indican diferencia significativa entre sistemas de cultivo (P<0,05, ANOVA).
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6.3.4.2. Proteinas

La evolucion de las proteinas en contenido total (mg.ind™) y en porcentaje dentro de la
MO (Figuras 6.8 y 6.9, Tablas 6.3 y 6.4) presentan valores diferentes significativamente
(P<0,05, ANOVA) entre los sistemas de cultivo. Con relacién al contenido total (mg.ind™), las
ostras cultivadas en cuerdas presentan valores significativamente superiores (P<0,05, ANOVA).
Por otro lado, cuando evaluado el porcentaje de proteinas dentro de la MO, las ostras cultivadas
en el sistema de jaulas presentan porcentajes superiores significativamente (P<0,05, ANOVA).

Las ostras cultivadas en los sistemas de jaulas y cuerdas presentan valores en contenido
total y en porcentaje dentro de la MO significativamente diferentes (P<0,05, ANOVA) en
funcién de la fecha de muestreo. Cuando evaluada la evolucion de los datos de proteinas en
contenido total (mg.ind™), se ha podido observar que las ostras cultivadas en cuerdas presentan
valores significativamente mas altos (P<0,05, ANOVA) en todos los meses de cultivo (Figura
6.8). Sin embargo, cuando evaluamos los datos del porcentaje de proteinas dentro de la MO, no
se han observado diferencias significativas (P>0,05, ANOVA) entre los meses de mayo y
septiembre de 2008. A partir del mes de octubre de 2008 hasta el final del cultivo, las ostras

cultivadas en jaulas presentaron valores significativamente (P<0,05, ANOVA) mas elevados

(Figura 6.9).

3000 -

2500

2000

1500

Proteinas (mg.ind-1)

1000

500
0 T T T T T T T T T T T T 1
0 0 0 0 0] [ee] 0 [e)] [e)] [e)} [e)] [e)] [e)] [e)]
© &9 9 9 9 © 9 © o 9 oS 9 o 9
< N o 0 [e)] o o o < n Yo} o0} [e)] o
S © 9 9 9 4 +H o 9o 9 9 9 o
0 (o)} (o) wn [e0] n — m < [e)} o™ < [(s) N
— o o o — — — o — — o o — i
—=— Jaulas —o— Cuerdas

Figura 6.8. Evolucion del contenido total de proteinas (mg.ind™ + de) de C. gigas cultivada en la Ria de
Arousa bajo los sistemas de jaulas y cuerdas entre abril de 2008 y octubre de 2009. Los asteriscos

indican diferencia significativa entre sistemas de cultivo (P<0,05, ANOVA).
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Figura 6.9. Evolucion del porcentaje de proteinas dentro de la MO de C. gigas cultivada en la Ria de
Arousa bajo los sistemas de jaulas y cuerdas entre abril de 2008 y octubre de 2009. Valor medio + de

Los asteriscos indican diferencia significativa entre sistemas de cultivo (P<0,05, ANOVA).

6.3.4.3. Carbohidratos

Los valores de carbohidratos expresados en contenido total (mg.ind™) y en porcentaje
dentro de la MO presentaron diferencias significativas (P<0,05, ANOVA) entre los sistemas de
cultivo de jaulas y cuerdas (Figuras 6.10 y 6.11, Tablas 6.3 y 6.4). El sistema de cuerdas fue
significativamente (P<0,05, ANOVA) superior al sistema de jaulas tanto en contenido total
cuanto en porcentaje dentro de la MO.

Cuando evaluado el efecto de la fecha de muestreo sobre la evolucion del contenido
total y del porcentaje de carbohidratos dentro de la MO, se ha podido observar una superioridad
significativa del sistema de cuerdas (P<0,05, ANOVA) en todos los meses de muestreo para
ambas las medidas. La Unica excepcidn observada, fue en el muestreo de mayo de 2008 donde
no hubo diferencia significativa (P>0,05, ANOVA) entre los sistemas de cultivo para los datos

del porcentaje de carbohidratos dentro de la MO (Figura 6.11).
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Figura 6.10. Evolucion del contenido total de carbohidratos (mg.ind™ + de) de C. gigas cultivada en la
Ria de Arousa bajo los sistemas de jaulas y cuerdas entre abril de 2008 y octubre de 2009. Los asteriscos

indican diferencia significativa entre sistemas de cultivo (P<0,05, ANOVA).
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Figura 6.11. Evolucion del porcentaje de carbohidratos dentro de la MO de C. gigas cultivada en la Ria
de Arousa bajo los sistemas de jaulas y cuerdas entre abril de 2008 y octubre de 2009. Valor medio + de.

Los asteriscos indican diferencia significativa entre sistemas de cultivo (P<0,05, ANOVA).

6.3.4.4. Glucégeno
La evolucion del glucogeno en contenido total (mg.ind™) y en porcentaje dentro de la

MO (Figuras 6.12 y 6.13, Tablas 6.3 y 6.4) se asemeja a la evolucion de los carbohidratos, sin

embargo con valores inferiores. Como observado en los carbohidratos, los datos de glucégeno
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también presentan diferencia significativa (P<0,05, ANOVA) entre los sistemas de cultivo
evaluados, con una superioridad del sistema de cuerdas para ambas las mediciones.

El sistema de cuerdas posibilitdé un mayor acumulo de glucgeno tanto en contenido
total cuanto en porcentaje dentro de la MO, lo que conlleva a una superioridad significativa
(P<0,05, ANOVA) de los datos de glucdgeno presentados por las ostras cultivadas en las
cuerdas en todos los meses de cultivo. Las Unicas excepciones fueron observadas en los meses
de mayo y junio de 2008 donde no hubo diferencia significativa (P>0,05, ANOVA) para los
datos del porcentaje de glucogeno dentro de la MO (Figura 6.13).
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Figura 6.12. Evolucién del contenido total de glucégeno (mg.ind™ + de) de C. gigas cultivada en la Ria
de Arousa bajo los sistemas de jaulas y cuerdas entre abril de 2008 y octubre de 2009. Los asteriscos

indican diferencia significativa entre sistemas de cultivo (P<0,05, ANOVA).
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Figura 6.13. Evolucion del porcentaje de glucégeno dentro de la MO de C. gigas cultivada en la Ria de
Arousa bajo los sistemas de jaulas y cuerdas entre abril de 2008 y octubre de 2009. Valor medio + de.

Los asteriscos indican diferencia significativa entre sistemas de cultivo (P<0,05, ANOVA).

6.3.4.5. Lipidos

Los lipidos presentan valores en contenido total (mg.ind™) y en porcentaje dentro de la
MO que difieren significativamente entre los sistemas de cultivo (P<0,05, ANOVA), con una
superioridad del sistema de cuerdas para ambas las medidas (Figuras 6.14 y 6.15, Tablas 6.3 y
6.4).

Con relacion a la fecha de muestreo, el sistema de cuerdas posibilité un mayor acumulo
significativo (P<0,05, ANOVA) de lipidos en contenido total en todos los meses de muestreo
(Figura 6.14). Cuando evaluada la evolucién mensual de los valores del porcentaje de lipidos
dentro de la MO, se ha podido observar que en los dos primeros meses de muestreo no hubo
diferencia significativa (P>0,05, ANOVA) entre los sistemas de cultivo, sin embargo, entre los
meses de agosto y octubre de 2008 y marzo y mayo de 2009 el sistema de cuerdas presentd
porcentajes significativamente superiores (P<0,05, ANOVA). Entre junio y octubre de 2009, los
valores del porcentaje de lipidos dentro de la MO no difirieron significativamente (P>0,05,
ANOVA) entre los sistemas de cultivo (Figura 6.15).
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Figura 6.14. Evolucion del contenido total de lipidos (mg.ind™ + de) de C. gigas cultivada en la Ria de
Arousa bajo los sistemas de jaulas y cuerdas entre abril de 2008 y octubre de 2009. Los asteriscos

indican diferencia significativa entre sistemas de cultivo (P<0,05, ANOVA).
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Figura 6.15. Evolucion del porcentaje de lipidos dentro de la MO de C. gigas cultivada en la Ria de
Arousa bajo los sistemas de jaulas y cuerdas entre abril de 2008 y octubre de 2009. Valor medio + de.

Los asteriscos indican diferencia significativa entre sistemas de cultivo (P<0,05, ANOVA).

6.3.5. Variables ambientales

La evolucidn de la temperatura y clorofila a estan representadas en la figura 6.16, donde
se puede observar un ciclo estacional evidente para la temperatura, con un incremento a partir
de la primavera alcanzando el méaximo de 18,6 °C en 2008 y 19,9 °C en 2009, siendo ambos los
valores registrados en el mes de julio. Posterior a este periodo, hay una disminucién durante el
otofio llegando al minimo de 11,8 °C en 2008 y 13,5 °C en 2009.

La clorofila a ha presentado dos picos durante el afio de 2008, uno en primavera (28/04)
con 3,4 ug/l y el otro en otofio (22/09) con 3,1 pg/l. En el afio de 2009, la evolucion de la
clorofila a fue distinta al afio anterior, presentando valores elevados en finales de invierno, con
1,9 ng/l en 16/03, y durante toda la primavera. En principios de otofio (28/09) se ha observado,
como en el afio anterior, un pico con 2,8 ug/l de clorofila a.

La salinidad ha sido muy constante durante todo el periodo de estudio, presentando un

valor medio de 34,5 £+ 1,3%o.
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Figura 6.16. Evolucion de los valores de temperatura y clorofila a en el Poligono A7 de O Grove, Ria de

Arousa, durante el periodo de estudio.
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6.4. DISCUSION

El presente capitulo evalud el efecto de los sistemas de cultivo en jaulas y en cuerdas
sobre la evolucion de los componentes bioquimicos principales de la ostra japonesa cultivada en
batea en la Ria de Arousa y verifico diferencias significativas entre los dos sistemas utilizados.
Con relacion a la evolucion del contenido en materia organica, se ha podido verificar una
superioridad significativa (P<0,05, ANOVA) del cultivo en cuerdas en todos los meses de
muestreo, llegando a presentar valores seis veces mayores. Esta diferencia nos indica una mayor
capacidad de las ostras cultivadas en cuerdas en la acumulacion de los componentes organicos,
los cuales servirdn como reservorios energéticos para el metabolismo del animal, asi como una
baja capacidad de las ostras cultivadas en jaulas en la acumulacién de componentes organicos,
debido principalmente a la menor cantidad de alimento disponible libre dentro de las jaulas,
como resultado de una mayor competencia por espacio y alimento y la formacion del biofouling
sobre las mallas externas de las jaulas.

Grant et al. (2003) comparando los sistemas de jaulas y el de colgado por oreja en el
cultivo de Placopecten magellanicus, indica una superioridad significativa del sistema de
colgado por oreja en el incremento del peso total, peso de las partes blandas y peso del musculo
aductor. Mallet et al. (2013) cultivando Crassostrea virginica en jaulas flotantes y en cuerdas
horizontales encuentran valores significativamente superiores del crecimiento en longitud y
peso total en las ostras cultivadas en cuerdas. Estas comparaciones, son semejantes a la hecha en
el presente capitulo, donde se comparan jaulas y ostras pegadas con cemento en cuerdas,
validando los resultados relacionados a la mayor capacidad de obtencion de materia organica en
las ostras cultivadas en cuerdas frente a la mayor competencia intraespecifica en las ostras
cultivadas en jaulas. Este fendmeno de competencia intraespecifica por espacio y alimento ya ha
sido descrito por diversos autores estudiando moluscos bivalvos (Boromthanarat y Deslous-
Paoli, 1988; Fréchette y Lefaivre, 1990; Marquet et al., 1990; Parsons y Dadswell, 1992; C6té
et al., 1993; Fréchette y Lefaivre, 1995; Fréchette et al., 1996; Alunno-Bruscia et al., 2000;
Cubillo et al., 2012b). Sin embargo, estos estudios tienen como variable respuesta del efecto de
la aglomeracién, la supervivencia y el crecimiento. En el presente estudio las variables
respuestas fueron la acumulacion y movilizacion de los componentes bioguimicos principales.

Los valores de los componentes bioquimicos (proteinas, carbohidratos, glucégeno y
lipidos) expresados en contenido total (mg.ind™) fueron significativamente superiores (P<0,05,
ANOVA) en las ostras cultivadas en cuerdas en todos los muestreos. Esta superioridad indica
que las ostras cultivadas bajo el sistema de jaulas presentan una menor eficiencia en la
acumulacién de las reservas bioquimicas. Esto puede ser explicado por las condiciones méas
favorables en el cultivo en cuerda, frente a una gran competencia por espacio y alimento

presente en el cultivo de jaulas. EI fendmeno de auto-raleo (self-thinning) descrito con méas
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detalles en el capitulo 7, es normalmente correlacionado a pardmetros productivos como
crecimiento y mortalidad (Westoby, 1984; Hughes y Griffiths, 1988; Fréchette y Lefaivre, 1990;
Pertraitis, 1995; Fuentes et al., 2000; Cubillo, 2012), sin embargo, en este capitulo y en el
capitulo anterior, podemos notar el efecto directo de la aglomeracion sobre la acumulacion y
movilizacion de las reservas bioquimicas y su consecuente transformacion durante la
gametogénesis.

La acumulacion, en contenido total, de los componentes bioquimicos principales en las
ostras cultivadas en jaulas tiene una evolucion semejante al indice de condicion, con valores que
se incrementan, en el primer afio, hasta el muestreo de junio y en el segundo afio hasta el
muestreo de agosto. Esta sincronia del acumulo de los componentes bioquimicos con el indice
de condicion ya habia sido descrita por otros autores (Ruiz et al., 1992a; Parra et al., 2005;
Dridi et al., 2007). Sin embargo, este incremento de los componentes bioquimicos paralelo al
indice de condicion, no resultaron en la maduracion de todas las ostras cultivadas en jaulas, una
vez que solo los machos llegaron a la maduracion total (111A) y la consecuente puesta.

La ausencia de puesta en las hembras cultivadas en jaulas se debe a la mayor necesidad
energética de las hembras para la sintesis y maduracion de los ovocitos, la cual no fue alcanzada
en los dos primeros ciclos gonadales de C.gigas cultivada en jaulas bajo una densidad de 100
ostras/cesta, contrastando con los resultados obtenidos en el capitulo 3, donde se siguié el
desarrollo gonadal de ostras cultivadas en jaulas bajo una densidad de 40 ostras/cesta en el
segundo y tercero ciclo gonadal habiendo maduracion y puesta en ambos afios de estudio. Con
base a estos resultados, se puede observar el efecto directo de la aglomeracion en el acumulo y
movilizacién de las reservas bioquimicas y la consecuente formacion y maduracion de los
gametos, con especial énfasis en los ovocitos. Estos resultados demuestran el efecto del auto-
raleo en la bioquimica y biologia reproductiva de C.gigas cultivada en jaulas.

Las ostras cultivadas en cuerdas presentan una evolucion de los componentes
bioquimicos, en el primer afio, distinta a la encontrada en la literatura. Normalmente, C. gigas
cultivada en Europa, presenta un periodo de acumulo de carbohidratos (glucgeno) previo a la
maduracion gonadal, un periodo de quiebra del glucgeno y biosintesis de los lipidos durante la
vitelogénesis en primavera y un periodo de puesta en verano con bajada significativa de los
valores de los lipidos (Mann, 1979; Ruiz et al., 1992a; Berthelin et al., 2000). Las ostras
cultivadas en cuerdas incrementan todos sus componentes bioquimicos durante el verano
alcanzando sus valores méximos en finales de verano y principios de otofio, aprovechando el
incremento de los valores de clorofila a registrados entre septiembre y octubre. Esta evolucién
de las ostras cultivadas en cuerdas, demuestra que las mismas tenian energia suficiente para

producir y madurar los gametos, asi como mantener el acimulo de las reservas bioquimicas.
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Con relacién al porcentaje de los componentes bioguimicos principales dentro de la
materia organica (%MO), hemos verificado diferencias significativas entre los sistemas de
cultivo estudiados. Las ostras cultivadas en jaulas tuvieron las proteinas como la principal
reserva energética, presentando valores que fueron del 42,6 hasta el 59%, mientras que las
ostras cultivadas en cuerdas presentaron como componentes mayoritarios de la MO los
carbohidratos y las proteinas, no habiendo diferencias significativas entre los dos componentes.

Los valores del porcentaje de proteinas en la MO fueron significativamente superiores
en el sistema de jaulas (P<0,05, ANOVA). Esta superioridad, del cultivo en jaulas frente al
cultivo en cuerdas, indica que las proteinas tienen una mayor importancia frente a los otros
componentes en situaciones de estrés nutricional y balance energético negativo. Gabbott y
Bayne (1973) y Liu et al. (2008) estudiando mitilidos y venéridos respectivamente, ya habian
descrito esta tendencia de acimulo de proteinas en situaciones adversas.

Los lipidos fueron el tercer componente en porcentaje de la MO en ambos sistemas de
cultivo, siendo significativamente superiores en el sistema de cuerdas (P<0,05, ANOVA). Sin
embargo, cuando se evalla el efecto de los meses sobre la acumulacion de los lipidos, el sistema
de cuerdas presenta superioridad significativa solamente en los muestreos de agosto hasta
octubre de 2008 y marzo hasta mayo de 2009. Estos valores elevados del porcentaje de lipidos
durante el periodo de otofio del primer afio y primavera del segundo afio, reflejan los procesos
de acumulacion de lipidos, que se dan antes de la puesta (Beninger y Lucas, 1984; Soudant et
al., 1998; Berthelin et al., 2000; Fernandez-Reiriz et al., 2007) y después de la misma
(Albentosa et al., 2007; Joaquim et al., 2008; Joaquim et al., 2011).

Los lipidos son considerados la fuente de energia mas eficiente (Pogoda et al., 2013),
sin embargo, en ostras, el glucdgeno es la reserva energética mas preferida, una vez que su
catabolismo proporciona energia instantanea rapidamente y se puede realizar bajo condiciones
anoxicas e hipdxicas, factores importantes cuando las ostras permanecen con las valvas cerradas
por largos periodos (Hummel et al., 1989; Whyte et al., 1999).

Deslous-Paoli y Heral et al. (1988) evaluando la composicion bioquimica de C. gigas en
Francia, observan que valores cercanos al 1% de glucdgeno en la materia organica, representan
sefiales de sobrepoblacion. Estos valores no fueron encontrados en el presente capitulo, sin
embargo, las ostras cultivadas en jaulas presentaron porcentajes significativamente inferiores
(P<0,05, ANOVA) a las encontradas en las ostras cultivadas en cuerdas. Estos bajos valores de
glucogeno, no pueden ser relacionados con la disponibilidad del alimento en el medio, una vez
que las ostras estaban siendo cultivadas en la misma batea, pero deben tener una relacion directa
con la disponibilidad real de alimento de cada ostra, lo que tiene que ver con la competencia
intraespecifica dentro de las jaulas y con el impacto negativo del biofouling, que afectan

directamente a la acumulacion de las reservas bioquimicas.
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Varios estudios comprueban el efecto negativo del biofouling sobre el crecimiento de
ostras y vieiras cuando cultivadas en jaulas (Wallace y Reisnes, 1985; Claereboudt et al., 1994;
Mouland y Parsons, 1999; Milione and Southgate, 2011) y apuntan que las mallas de las jaulas
disminuyen el flujo de agua.
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6.5. CONCLUSIONES

o El sistema de cultivo afecta a la acumulacion y movilizacion de las reservas
bioguimicas.
o Las ostras cultivadas bajo el sistema de jaulas presentan una menor eficiencia en la

acumulacién de las reservas bioguimicas.

o Hay un efecto directo de la aglomeracidn sobre la acumulacion y movilizacién de las
reservas bioquimicas y su consecuente transformacion durante la gametogénesis, con énfasis en
la ovogénesis.

o La competencia intraespecifica dentro de las jaulas y la formacion del biofouling sobre
las mallas externas son las principales causas para la menor eficiencia en la acumulacion de las
reservas bioguimicas en jaulas.

o El sistema de cuerdas proporciona un mayor acumulo de materia orgéanica y de todos los
componentes bioquimicos principales.

o Ostras cultivadas en cuerdas presentan energia suficiente para producir y madurar los
gametos, asi como mantener el acimulo de las reservas bioguimicas.

o Ostras cultivadas en jaulas acumulan proteinas como componente mayoritario de la
materia organica, mientras ostras cultivadas en cuerdas acumulan tanto carbohidratos como
proteinas.

o El mayor porcentaje de proteinas en jaulas indica una mayor importancia de este
componente frente a los demas en situaciones de estrés nutricional y balance energético

negativo.
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Capitulo 7

EFECTO DEL SISTEMA DE CULTIVO SOBRE EL CRECIMIENTO DE Crassostrea gigas
CULTIVADA EN BATEA

7.1. INTRODUCCION

La ostricultura present6 en el afio de 2010 una produccién de aproximadamente 4,5
millones de toneladas lo que representa el 5,8% de la produccion acuicola mundial. Entre las
especies de ostras cultivadas en el mundo, podemos destacar la ostra japonesa Crassostrea
gigas la cual presenté una produccion de 4,3 millones de toneladas en el afio de 2010 (FAO,
2013a).

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
presenta registros de produccién de la ostra japonesa en Espafia desde 1964, sin embargo no fue
hasta 1991 cuando se autorizaron las primeras pruebas de cultivo de C. gigas en 16 bateas de las
Rias gallegas con el fin de valorar la viabilidad de esta especie desde un punto de vista
productivo y ecolégico (Xunta de Galicia, 1992). Desde entonces y hasta el presente, los
productores han continuado su actividad en el marco de estas autorizaciones. Su explotacién en
Galicia desde 1991 supuso un gran avance en el sector ostricola, por su mayor resistencia y
rapidez de crecimiento en comparacion con la ostra plana, Ostrea edulis, de cultivo tradicional y
autoctona de esta zona (Fernandez et al., 2002). Pero aln existe una gran necesidad de estudios
mas profundos acerca del cultivo de C. gigas para las condiciones ambientales en las zonas de
cultivo de las costas gallegas.

Galicia presenta una peculiaridad en el cultivo de moluscos en Europa, donde se utilizan
bateas de madera para el cultivo en suspension de mejillones, ostras y vieiras. Las experiencias
de produccion de la ostra plana Ostrea edulis en bateas de las Rias gallegas apuntan dos
sistemas de cultivo principales, uno con la utilizacion de cestas ostricolas plasticas y el otro con
cuerdas donde las ostras son pegadas con cemento (Pérez Camacho y Roman, 1985). Este
sistema de cultivo, viene siendo utilizado en Galicia desde 1967, cuando Andreu desarrolla esta
técnica de engorde (Pardellas y Polanco, 1987).

Un cultivo de ostras exitoso depende en gran medida de la adaptacion de las practicas
de manejo a las caracteristicas locales. En otras palabras, la metodologia especifica utilizada
para una determinada especie en un lugar determinado puede promover mejores resultados y
aumentar la productividad (Maccachero et al., 2007). La introduccion de la ostra japonesa
Crassostrea gigas en Galicia demanda una serie de estudios para poner a punto una tecnologia
de cultivo de esta especie especialmente adaptada a las condiciones presentes en las Rias

gallegas.
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La eleccion del sistema de cultivo a utilizar es una importante cuestion que debe ser
discutida antes de iniciar cualquier inversion. En Galicia son escasos los trabajos que evaltan el
cultivo de Crassostrea gigas. Los sistemas utilizados para el cultivo de C. gigas en las Rias
gallegas fueron el de cestas ostricolas plasticas y el de pegado en cuerdas, utilizados en las Rias
de Arousa y Vigo y el de cultivo intermareal empleando sacos ostricolas comerciales (poches)
en la Ria de Ribadeo (Guerra et al., 1987; Guerra et al., 1995; Iglesias et al, 2005). Sin
embargo, estos trabajos no llegan a conclusiones que permitan determinar el mejor sistema de
cultivo para las condiciones presentes en las Rias gallegas.

El presente capitulo tiene como objetivo analizar el efecto de los sistemas de cultivo en
jaulas y cuerdas en el crecimiento, tiempo de cultivo y supervivencia de C. gigas cultivada en
batea en la Ria de Arousa, determindndose el mejor sistema de cultivo con relacién a la

cuantidad y calidad producida.
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7.2. MATERIAL Y METODOS

7.2.1. Area de cultivo y muestreo

Las semillas de ostras fueron traidas de la Bahia de Arcachon (Francia) en el mes de
marzo de 2008 y permanecieron en aclimatacion en la batea durante tres semanas antes del
comienzo del cultivo. La batea utilizada posee las dimensiones estandar (22 x 25 m) y esta
ubicada en la Ria de Arousa, en el Poligono A7 de O Grove.

Las ostras fueron mantenidas en dos sistemas de cultivo, uno denominado jaula,
patentado por el IEO, y el otro cuerda. Las jaulas son estructuras cilindricas compuestas por
bandejas plésticas circulares envueltas por una malla externa. Se utilizaron en cada jaula 6
bandejas (con un didmetro de 0,36 m, altura de 0,15 m y una superficie de 0,1 m?) recubiertas
por una malla de 10 mm. La densidad utilizada en el sistema de jaula fue de 100 ostras/bandeja,
lo que supone un ndmero de 1000 ostras por metro cuadrado. La cuerda es un sistema
tradicional utilizado para el cultivo de la ostra plana Ostrea edulis, que consiste en pegar las
ostras a las cuerdas con cemento, en grupos de 4, con una distancia media de 15-20 cm entre
grupos. La cuerdas tenian una longitud de aproximadamente 6 metros, totalizando 150 ostras
por cuerda.

Para el cultivo en jaula se realizaron tres replicas y para el cultivo en cuerdas se
utilizaron 10 replicas.

Los valores iniciales de peso total, longitud y anchura de las ostras fueron de 5,31 +
0,89 g, 37,95 + 6,02 mm y 23,66 = 2,03 mm, respectivamente.

En el sistema de jaulas se cambiaron las mallas externas por mallas nuevas de iguales
caracteristicas en el mes de junio de 2008, pasados dos meses de cultivo. Las cuerdas
permanecieron sin cambios hasta el final del cultivo.

Los muestreos fueron realizados durante el periodo de 16/04/2008 hasta 19/05/2009. En
cada muestreo se evalué una bandeja de cada jaula y una cuerda, obteniéndose los datos de
longitud, anchura, altura y peso total de 40 ostras, con la utilizaciéon de un calibre con una
precisién de 0,1 mm para los datos morfométricos y una balanza con una precisién de 0,001 g,
para el peso. Para la determinacion de la supervivencia, en cada muestreo, se anotd el nimero
de individuos muertos. En el caso de las jaulas, las valvas de los ejemplares muertos se
mantuvieron en las estructuras de cultivo para no alterar la densidad.

Con los datos de peso total y supervivencia, se ha podido calcular la produccion por
unidad de cultivo, siendo este pardmetro determinado como el nimero de individuos vivos

multiplicado por el peso unitario en cada muestreo.
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7.2.2. Peso huimedo y peso seco de las partes blandas

En cada muestreo, 10 ostras de cada tratamiento fueron llevadas al Centro
Oceanografico de A Corufia del IEO para la determinacién del peso himedo y peso seco de las
partes blandas. Para ello, las ostras fueron abiertas y obtenidos los datos de peso himedo de las
partes blandas utilizando una balanza con una precision de 0,001 g. Posteriormente se obtuvo el
peso seco de las partes blandas mediante la liofilizacién de la carne durante 48 h en un
liofilizador.

7.2.3. Presencia de camaras de gel

Para evaluar la calidad de las ostras en cuanto a su aspecto, se analizd la presencia de
camaras de gel, dato que permite determinar el grado de malformaciones de la concha. Estas
cadmaras presentan habitualmente en su interior una sustancia de naturaleza proteinica, con
consistencia de gel, que confiere a las ostras un aspecto desagradable y si son perforadas pueden
desprender mal olor (lglesias et al., 2005).

Para la determinacion de este indice se examinaron mensualmente las valvas de 40
ostras y se calcularon los siguientes indices Ay B de afectacion por camaras de gel propuestos
por Alzieu et al. (1986): A: porcentaje de afectacion de una de las valvas, normalmente la valva

derecha y B: porcentaje de afectacion de ambas valvas simultaneamente.

7.2.4. Indices de forma (IF)

Se han calculado los indices de forma descritos por Brake et al. (2003), que emplean las
relaciones:

IF1= anchura/longitud

IF2 = altura/longitud

Estos indices permiten separar las ostras que presentan valores superiores al umbral de
0,63 para el IF1 y 0,25 para el IF2, a partir de los cuales la forma de las ostras seria adecuada

para el mercado.

7.2.5. Variables ambientales

Los datos de temperatura y salinidad en la columna de agua a una profundidad de 0-5
metros, fueron obtenidos con una sonda CTD Sea-Bird 25. Los datos de clorofila a fueron
obtenidos por el filtrado a presién constante de un volumen de 100 mL de agua a una

profundidad de 0-5 metros, separando las particulas en dos clases >2,7um y <2,7um, las cuales
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fueron sumadas para representar el dato de clorofila a. La extraccion de la clorofila a presente
en los filtros de fibra de vidrio se realiza con acetona al 90% refrigerada y en oscuridad por no
menos que 14 horas. Posteriormente se analizan por espectrofotometria por medio de una
ecuacion tricromatica, siguiendo el método de Neveaux y Panouse (1987). Todos los datos
fueron obtenidos semanalmente por el Instituto Tecnoldxico para o Control do Medio Marifio de
Galicia (INTECMAR) de la Xunta de Galicia, en una estacion meteorolégica ubicada cercana a
la batea de cultivo en el poligono A7 de O Grove. Estos datos fueron proporcionados por el
INTECMAR en el marco del convenio entre éste organismo y el IEO para la toma de datos
oceanogréficos en las Rias Gallegas.

7.2.6. Analisis Estadistico

Los anélisis estadisticos fueron realizados utilizando el software Statigraphics Plus 5.1.
Para todos los datos se analizd la normalidad mediante el test de Kolgomorov-Smirnov y la
homogeneidad de las varianzas mediante el test de Cochran, cuando presentaban el mismo
nimero de datos y de Bartlett cuando presentaban un nimero distinto. Cuando los datos son
normales y las varianzas homogéneas se realizo el test t de Student y en los casos en que los
datos no se adecuaron a la distribucién normal o las varianzas no fueron homogéneas se utilizé
el test de Mann-Whitney. Para evaluar el efecto conjunto del sistema de cultivo y del tiempo
sobre los datos de crecimiento en longitud, achura, peso total, peso fresco carne y peso seco
carne se utilizd el ANOVA de dos vias para los datos normales seguido del test de Student-
Newman-Keuls para la separacion de las medias y el test no paramétrico de Kruskal-Wallis de
dos vias seguido del test de Mann-Whitney para la separacion de las medianas. En todos los
casos se utilizé un a de 5%.

Con los datos de supervivencia se utiliz6 la transformacion arcoseno.
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7.3. RESULTADOS

7.3.1. Crecimiento en longitud y anchura

La significancia en la interaccion sistema:mes en los datos de longitud y anchura (Tabla
7.1) demuestran una evolucion temporal distinta entre los dos sistemas de cultivo evaluados
(Figuras 7.1 y 7.2). Durante los primeros cuatro meses, las ostras cultivadas en jaulas
presentaron valores de longitud significativamente superiores (P<0,05, Mann-Whitney) a las
ostras cultivadas en cuerdas. Entre los meses de septiembre y octubre, las ostras en cuerda
presentaron un crecimiento significativo (P<0,05, ANOVA, SNK) mientras las ostras cultivadas
en jaulas mantuvieron sus valores, no habiendo diferencia significativa (P>0,05, Mann-
Whitney) entre los valores medios de longitud. En el mes de octubre las ostras cultivadas en
jaula bajo una densidad de 100 ostras/bandeja alcanzan su valor maximo de longitud, con 85,83
+ 19,99 mm (Figura 7.1).

Tabla 7.1. Resultados obtenidos del ANOVA de dos vias testando el efecto del sistema de cultivo y del
periodo de muestreo sobre los valores medios de longitud (mm), anchura (mm), peso total (g), peso

fresco de la carne (g) y peso seco de la carne (g) de ostras cultivadas en batea en la Ria de Arousa.

Fuente de variacion Grados de Suma de Media de F
libertad cuadrados cuadrados

Longitud
Sistema 1 3538,90 3538,90 381,46***
Mes 8 2022,11 252,76 27,25%**
Sistema:mes 8 1905,62 238,20 25,68***
Error 158 1465,80 9,28

Anchura
Sistema 1 51587 51587 578,65***
Mes 8 25513 3189 35,77%**
Sistema:mes 8 16682 2085 23,39***
Error 1206 107515 89

Peso total
Sistema 1 28274,4 28274,4 89,24***
Mes 8 158023,2 19752,9 62,35%**
Sistema:mes 8 33713,9 4214,2 13,30***
Error 363 115006,8 316,8

Peso fresco carne
Sistema 1 3538,90 3538,90 381,46***
Mes 8 2022,11 252,76 27,25%**
Sistema:mes 8 1905,62 238,20 25,68***
Error 158 1465,80 9,28

Peso seco carne
Sistema 1 255,9785 255,9785 570,58***
Mes 8 105,8777 13,2347 29,50***
Sistema:mes 8 99,0483 12,3810 27,60***
Error 158 70,8831 0,4486

(*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001.
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Desde el mes de diciembre hasta el final del cultivo las ostras cultivadas en cuerda
incrementan significativamente (P<0,05, ANOVA, SNK) sus valores de longitud, mientras las
ostras cultivadas en jaulas presentan una disminucion significativa (P<0,05, Kruskal Wallis,
Mann-Whitney) de sus valores medios. Esta diferencia en la evolucion del crecimiento en
longitud llevd a que, al final de la experiencia, las ostras cultivadas en cuerdas fueran
significativamente mayores que las cultivadas en jaulas (P<0,05, Mann-Whitney).
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Figura 7.1. Evolucion de la longitud (mm) de Crassostrea gigas cultivada en los sistemas de jaula y
cuerda en la Ria de Arousa (dato médio + de). Los asteriscos indican diferencia significativa entre
sistemas de cultivo (P<0,05, Mann-Whitney).

La figura 7.2 presenta la evolucion de los datos de anchura durante el cultivo. En el
primer mes, las ostras cultivadas en ambos los sistemas no difirieron significativamente
(P>0,05, Test t de Student) en sus valores de anchura. A partir del mes de junio de 2008 y hasta
el final del cultivo (mayo de 2009), las ostras cultivadas en cuerda presentaron valores
significativamente superiores (P<0,05, Mann-Whitney) a las ostras cultivadas en jaulas. Los
valores maximos de anchura fueron observados en el mes de octubre de 2008 (51,76 + 9,16
mm) para las ostras cultivadas en el sistema de jaulas y en el mes de mayo de 2009 (77,38 +

6,03 mm) para las ostras cultivadas en cuerdas.
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Figura 7.2. Evolucion de la anchura (mm) de Crassostrea gigas cultivada en los sistemas de jaula y
cuerda en la Ria de Arousa (dato médio + de). Los asteriscos indican diferencia significativa entre

sistemas de cultivo (P<0,05, Mann-Whitney).

7.3.2. Indices de forma (IF)

Los datos del indice de forma 1, que relaciona anchura y longitud, fueron
significativamente superiores (P<0,05, Test t de Student) durante todo el cultivo en el sistema
de cuerda, presentando siempre valores medios superiores al umbral de 0,63, descrito por Brake
et al. (2003) como el valor minimo a partir del cual la forma de las ostras seria adecuada para el
mercado. Por otro lado, las ostras cultivadas en jaulas, presentaron valores superiores al umbral
solamente en los dos primeros muestreos y valores iguales en los muestreos de agosto y octubre
(Figura 7.3).
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Figura 7.3. Evolucion del indice de forma 1 en Crassostrea gigas cultivada en los sistemas de jaula y
cuerda en la Ria de Arousa (dato médio + de). Los asteriscos indican diferencia significativa entre
sistemas de cultivo (P<0,05, Mann-Whitney).
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El indice de forma 2, que relaciona la altura con la longitud, fue superior al umbral de
0,25 descrito por Brake et al. (2003), en los dos sistemas evaluados durante todo el cultivo.
Cuando se comparan los valores del indice de forma 2 obtenidos en los dos sistemas de cultivo,
se ha podido observar una superioridad significativa (P<0,05, Test t de Student) del sistema de

cuerda en los meses de junio, agosto y diciembre (Figura 7.4).
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Figura 7.4. Evolucion del indice de forma 2 en Crassostrea gigas cultivada en los sistemas de jaula y
cuerda en la Ria de Arousa (dato médio + de). Los asteriscos indican diferencia significativa entre
sistemas de cultivo (P<0,05, Test t de Student).

7.3.3. Peso total, Peso humedo y peso seco de las partes blandas

Los datos de peso total, peso himedo y peso seco de las partes blandas presentaron
diferencias significativas (P<0,05, ANOVA de dos vias; Tabla 7.1) en relacion a los sistemas de
cultivo, tiempo de muestreo y en la interaccidn sistema:mes, lo que denota una influencia de los
sistemas empleados como también de los periodos de muestreo en la evolucion de los
parametros estudiados.

Con relacion al peso total, las ostras cultivadas en el sistema de jaula presentaron
valores medios superiores en los tres primeros muestreos del cultivo, siendo diferentes
significativamente (P<0,05, Mann-Whitney) solamente en el mes de junio. Pasado este periodo
de rapido crecimiento, las ostras cultivadas en jaulas presentan una desaceleracion del
crecimiento e incluso una disminucion significativa (P<0,05, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney) al
fin del periodo de estudio. Por otro lado, las ostras cultivadas en cuerdas presentan crecimiento
rpido durante el verano, pasado por un periodo de estancamiento durante el invierno y

retomada del crecimiento en la primavera del segundo afio de estudio (Figura 7.5).
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Estas diferencias de crecimiento en peso llevaron a que las ostras cultivadas en cuerda
presentasen valores significativamente superiores (P<0,05, Test t de Student) desde el mes de

septiembre hasta el final del cultivo.
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Figura 7.5. Evolucidn del peso total (g) de Crassostrea gigas cultivada en los sistemas de jaula y cuerda
en la Ria de Arousa (dato médio + de). Los asteriscos indican diferencia significativa entre sistemas de
cultivo (P<0,05, Test t de Student).

La evolucién del peso himedo y del peso seco de las partes blandas puede ser
observada en las figuras 7.6 y 7.7, respectivamente. Durante todo el cultivo, las ostras
mantenidas en el sistema de cuerdas presentaron valores de peso himedo y peso seco de las
partes blandas significativamente superiores (P<0,05, Test t de Student) a las ostras cultivadas
en jaulas.

Las ostras cultivadas en cuerdas incrementaron significativamente (P<0,05, ANOVA,
SNK) sus valores de peso humedo y peso seco de las partes blandas hasta el muestreo de
octubre con valores de 19,46 + 3,07 g y 4,29 + 0,65 g, respectivamente. Pasado por este periodo
ocurre una reduccidn significativa (P<0,05, ANOVA, SNK) de ambos valores en invierno y una
retomada del crecimiento en primavera, finalizando el cultivo con los maximos valores

observados de peso humedo (24,98 + 3,82 g) y peso seco de las partes blandas (5,85 + 0,93 g).
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Figura 7.6. Evolucién del peso himedo de las partes blandas (g) de Crassostrea gigas cultivada en los
sistemas de jaula y cuerda en la Ria de Arousa (dato médio + de). Los asteriscos indican diferencia

significativa entre sistemas de cultivo (P<0,05, Test t de Student).

Las ostras cultivadas en jaulas presentaron un incremento continuo pero no significativo
(P>0,05, ANOVA, SNK) de ambos los pesos evaluados hasta el muestreo de septiembre, donde
alcanzan el valor maximo (6,71 + 3,61 g) para el peso himedo de las partes blandas. Con
relacién al peso seco de las partes blandas, este ha tenido su valor mas elevado en el muestreo

de diciembre con 1,14 + 1,10 g.
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Figura 7.7. Evolucion del peso seco de las partes blandas (g) de Crassostrea gigas cultivada en los
sistemas de jaula y cuerda en la Ria de Arousa (dato médio + de). Los asteriscos indican diferencia

significativa entre sistemas de cultivo (P<0,05, Test t de Student).
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7.3.4. Supervivencia

La supervivencia se mantuvo elevada en los dos sistemas de cultivo en los seis primeros
meses, con valores medios superiores al 94% (Figura 7.8). Pasado este periodo, las ostras
cultivadas en jaulas empiezan a presentar un fuerte descenso de la supervivencia llegando al
final del cultivo a valores medios del 45,5 + 12,4%. En cambio, las ostras cultivadas en cuerdas
presentaron valores elevados de supervivencia durante todo el periodo de estudio, llegando al
final del cultivo con valores superiores al 92%.

Los valores de supervivencia difieren significativamente (P<0,05, Test t de Student) en
los tres ultimos muestreos con valores superiores en el sistema de cuerda.
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Figura 7.8. Evolucion de la Supervivencia (%) de Crassostrea gigas cultivada en los sistemas de jaula y
cuerda en la Ria de Arousa (dato médio + de). Los asteriscos indican diferencia significativa entre
sistemas de cultivo (P<0,05, Test t de Student).

7.3.5. Produccién por unidad de cultivo

Los wvalores de produccién por unidad de cultivo no fueron comparados
estadisticamente, una vez que presentaban diferencia significativa (P>0,05, Test t de Student) al
empezar el cultivo.

La evolucidn de la produccion por unidad de cultivo puede ser observada en la figura
7.9. El sistema de jaula presenta un crecimiento de la produccion hasta el muestreo de octubre
donde alcanza el valor maximo de 33,0 + 2,9 kg por unidad de cultivo, manteniéndose elevado
hasta diciembre con un valor promedio de 32,6 + 7,8 kg. A continuacion, los valores de
produccion disminuyen, llegando al final del cultivo con valores de 11,5 + 3,7 kg por unidad de

cultivo. Por otra parte, la evolucion de la produccion por unidad de cultivo en el sistema de

158



Capitulo 7

cuerda muestra un crecimiento continuo hasta el final del cultivo, llegando a valores finales de

18,7 + 4,2 kg por unidad de cultivo.

Produccién porunidad de cultivo (kg)
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Figura 7.9. Evolucion de la produccion por unidad de cultivo (g) de Crassostrea gigas cultivada en los

sistemas de jaula y cuerda en la Ria de Arousa (dato médio + de).

7.3.6. Presencia de camaras de gel

Durante todo el cultivo no fueron observadas ostras con afectacion por cdmaras de gel
en ambas valvas (indice B), siendo utilizado solamente el indice A (afectacion de una de las
valvas) para la determinacion del porcentaje de individuos con presencia de camaras de gel.

Las ostras cultivadas en jaulas presentaron un incremento del porcentaje de afectacion
por cdmaras de gel a partir del verano, llegando a registrar sus valores maximos en octubre con
80% de las ostras afectadas por camaras de gel en la valva superior. Pasado este pico de
afectaciéon ocurre una rapida disminucion durante el invierno, seguido de un incremento en
primavera (Figura 7.10).

Las ostras cultivadas en cuerdas presentaron durante todo el periodo de estudio valores
méaximos del 5% de afectacion por cAmaras de gel, salvo en los meses de septiembre de 2008 y
marzo de 2009, en los que alcanzaron el 20% (Figura 7.10). Durante el momento de mayor
venta del afio (diciembre) las ostras cultivadas en cuerdas no presentaron afectacion por camaras

de gel.
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Figura 7.10. Evolucion del indice A de afectacion por camaras de gel (%) en Crassostrea gigas cultivada
en los sistemas de jaula y cuerda en la Ria de Arousa (dato médio + de).

7.3.7. Variables ambientales

La figura 7.11 presenta la evolucion de los datos de temperatura, salinidad y clorofila a
durante el periodo de estudio. La salinidad ha sido muy constante durante todo el periodo de
cultivo, presentando un valor medio de 34,51 + 1,35%o (Figura 7.11a). Los valores mas bajos de
salinidad fueron observados en el invierno de 2009 con el valor minimo de 28,75%o.

La temperatura present6 un ciclo estacional bastante marcado, con la elevacion de los
valores durante la primavera, las temperaturas mas elevadas durante el verano, la disminucion
gradual durante el otofio y las temperaturas mas bajas durante el invierno. La Ria de Arousa,
mas especificamente el Poligono A7 de O Grove, zona donde fue realizado el cultivo, presenta
una moderada variacién térmica con valores minimos no inferiores a los 11°C y maximos que
no alcanzan los 19 °C durante todo el afio.

La produccion primaria fue evaluada por la medicion del pigmento fotosintético
clorofila a, el cual presentd en el afio de 2008 dos picos de maxima produccién, uno en
primavera (28/04) con 3,42 ug/l y el otro en otofio (22/09) con 3,10 ug/l (figura 7.11b). En el
afio de 2009, la evolucion de la clorofila a fue distinta al afio anterior, presentando valores

elevados en finales de invierno, con 1,93 ug/l en 16/03 y durante toda la primavera.
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Figura 7.11. Evolucion de la temperatura (a), salinidad (a) y clorofila a (b) en el Poligono A7 de O

Grove, Ria de Arousa durante el periodo de estudio.



Efecto del sistema de cultivo sobre el crecimiento

7.4. DISCUSION

El presente estudio evaluo el efecto de dos sistemas de cultivo sobre los pardmetros de
crecimiento y de calidad de la ostra japonesa cultivada en batea en la Ria de Arousa y verifico
diferencias significativas entre los dos sistemas utilizados. Con relacion al crecimiento en
longitud, durante los primeros meses de cultivo, el sistema de jaulas presenta superioridad
significativa, sin embargo el efecto negativo de la aglomeracion realizada en el cultivo de jaulas
bajo una densidad de 100 ostras/bandeja empieza a reducir el crecimiento a partir del mes de
septiembre pasados 5 meses de cultivo. EI mismo efecto de ralentizacion del crecimiento fue
observado para los datos de anchura y peso total en las ostras cultivadas en jaulas. Este efecto de
disminucién del crecimiento puede estar explicado por el incremento de la competencia
intraespecifica por espacio y alimento descrita por diversos autores (Boromthanarat y Deslous-
Paoli, 1988; Fréchette y Lefaivre, 1990; Marquet et al., 1990; Parsons y Dadswell, 1992; C6té
et al., 1993; Fréchette y Lefaivre, 1995; Fréchette et al., 1996; Alunno-Bruscia et al., 2000;
Cubillo et al., 2012b).

El cultivo en cuerda ha presentado mejor resultado en crecimiento en anchura; ello
puede estar relacionado con la mayor disponibilidad de espacio para el crecimiento natural de
esta especie. Utilizando el indice de forma 1, lo cual relaciona la anchura con la longitud,
descrito por Brake et al. (2003), se ha podido verificar esta tendencia, ya que las ostras
cultivadas en cuerda presentaron un indice significativamente superior al del cultivo en jaulas
durante todos los muestreos.

Con relacion al crecimiento en peso humedo y seco de las partes blandas, los datos
demuestran una superioridad significativa del cultivo en cuerda durante todo el periodo de
estudio.

La disminucidn de los parametros de crecimiento en las ostras cultivadas en jaulas bajo
la densidad de 100 ostras/bandeja observados a partir de septiembre, juntamente con el aumento
de la mortalidad a partir de diciembre pueden ser explicados por lo que diversos autores
denominan de fendmeno de auto-raleo o self-thinning (Westoby, 1984; Hughes & Griffiths,
1988; Fréchette & Lefaivre, 1990; Pertraitis, 1995; Fuentes et al., 2000; Cubillo, 2012). Este
proceso ocurre cuando los organismos son cultivados a altas densidades y con el pasar del
tiempo incrementan su talla o biomasa y pasan a competir por espacio y alimento. Los primeros
sintomas de este proceso son la ralentizacion del crecimiento seguido de un incremento de la
mortalidad, ambos como mecanismos de ajuste del tamafio de la poblacion con relacién a los
recursos disponibles.

Este proceso de self-thinning ha sido descrito para moluscos salvajes (Hughes y
Griffiths, 1988; Pertraitis, 1995; Guifies y Castilla, 1999; Guifiez, 2005) y cultivados (Fréchette
y Bourget, 1985; Boromthanarat y Deslous-Paoli, 1988; Fréchette et al., 1992; Lauzon-Guay et
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al., 2005; Filgueira et al., 2008 ; Lachance-Bernard et al., 2010) y en ambos casos, el
incremento de la competencia intraespecifica conlleva a una inhibicion en la alimentacion y
descensos en la tasa de crecimiento y supervivencia. La disminucion de la talla puede deberse a
la pérdida de los bordes al rozar unas ostras con otras (y detenerse el crecimiento) y/o a la
mayor mortalidad en las ostras de mayor talla.

La produccidn por unidad de cultivo, que es obtenida a través de los datos de peso total
y supervivencia, presentd valores superiores en el sistema de jaulas desde el inicio del
experimento, una vez que la capacidad individual de las jaulas es superior a cuerdas. Los
valores en ambos los sistemas incrementan con el avance del cultivo, sin embargo, las ostras
cultivadas en jaulas empiezan a disminuir el crecimiento y aumentar la mortalidad, lo que
conlleva a una disminucion de los valores de produccion por unidad de cultivo, haciendo con
que al final del estudio los valores de produccion por unidad de cultivo fuesen mayores en el
sistema de cuerdas.

La presencia de cAmaras de gel ha presentado un porcentaje maximo del 20% en las
ostras cultivadas en cuerdas y de un 80% en las ostras cultivadas en jaulas. Esta afectacion fue
descrita por diversos autores (Alzieu et al., 1982; Alzieu y Héral, 1984; Rodriguez y Ldpez,
1985; Héral et al., 1989) como una respuesta a la contaminacién por tributilestafio (TBT)
utilizado para la pintura de embarcaciones como un método preventivo a las incrustaciones. La
menor incidencia de cadmaras de gel en las ostras cultivadas en cuerdas, nos lleva al
planteamiento de otras causas para este fendmeno que no el TBT, una vez que estas ostras estan
mas expuestas a las variaciones ambientales ademas de tener una mayor capacidad filtradora.
Una de las posibles explicaciones para el menor porcentaje de afectacion en las ostras cultivadas
en cuerdas es la mayor cantidad de energia acumulada en estas ostras, lo que puede ser
observado por la superioridad significativa de la cantidad de carne medida a través del peso
himedo y seco de las partes blandas, durante todo el periodo de estudio. Esta mayor cantidad de
energia en las ostras de cuerda parece ser suficiente para satisfacer las necesidades en los
momentos del afio de mayor utilizacion de la energia (reproduccién + mantenimiento +
crecimiento), no llevando a problemas de calcificacion en la formacion de las conchas.

Por otro lado, las ostras cultivadas en jaulas presentan menor cantidad de energia la cual
parece “faltar” en los momentos del afio de mayor utilizacion, llevando al incremento de la
aparicion de las camaras de gel. Este fendmeno también esta relacionado con el aumento de las
temperaturas, una vez que los datos de presencia de camaras de gel en jaulas empiezan a
incrementarse en verano llegando a sus valores méximos en octubre, lo que esta de acuerdo con
lo descrito por Héral et al. (1981).

En este trabajo, se ha comparado por primera vez el cultivo de C. gigas en batea
utilizando los sistemas de cultivo en jaula y cuerda. A través de esta comparacion se ha podido

establecer que las ostras cultivadas en cuerda presentan un incremento constante en longitud,
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anchura y peso, ademas de valores muy superiores de peso himedo y seco de las partes blandas,
y una menor afectacion por camaras de gel, llegando al momento de mayor venta del afio
(diciembre) con un 0% de afectacion. Por otra parte, el sistema de jaulas presenta crecimiento
continuo durante los primeros cuatro meses de cultivo, sin embargo a partir de septiembre el
efecto de la aglomeracion reduce el crecimiento haciendo con que los valores finales de los
parametros productivos evaluados disminuyesen al final del cultivo. Por lo tanto, se puede
suponer que las jaulas, plantean un sistema menos favorable por la disminucion de la
circulacion del agua debido principalmente a las incrustaciones externas en la malla, ademas de
una mayor competencia por el alimento y espacio entre ostras, por lo que hay un menor
crecimiento.

Si evaluasemos el presente estudio desde un punto de vista productivo, donde lo que
cuenta es la cantidad de individuos que llegan a una talla comercial en un menor tiempo posible,
tendriamos, que el sistema de jaulas es superior al sistema de cuerdas. Esta afirmacién puede ser
explicada por la mayor produccion por unidad de cultivo en el mayor momento de venta del afio
(Diciembre), ademas de las ostras presentaren una talla comercial (peso medio de 65,79 * 9,11
g) que es la mas apreciada en el mercado francés (explicacion en el capitulo 8).

Otro factor que determina la viabilidad productiva de un sistema de cultivo es la
supervivencia. En los dos sistemas de cultivo utilizados los valores de supervivencia no
presentaron diferencias significativas hasta diciembre, momento de mayor venta del afio.

De esta forma, el sistema de jaulas se presenta como una alternativa viable para el
cultivo de C. gigas en Galicia, alcanzando la talla comercial en 8 meses de cultivo, con valores
de produccion y supervivencia elevados. Sin embargo, pasado este periodo, el sistema de jaulas
empieza a afectar drasticamente el crecimiento y supervivencia de las ostras cultivadas. Una
sugerencia para este cultivo en las condiciones presentes en la Ria de Arousa seria la
disminucién de la densidad mediante la venta de las ostras que llegaron a talla comercial.

Queda clara la necesidad de estudios que evallen la relacion coste:produccion de los

dos sistemas utilizados.
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7.5. CONCLUSIONES

e Durante todo el periodo de estudio las ostras cultivadas en cuerda presentan un
incremento constante en longitud, anchura y peso, ademas de valores muy superiores de
peso himedo y seco de las partes blandas, y una menor afectacion por camaras de gel.

e Las ostras cultivadas en jaulas presentan crecimiento significativo de los parametros
productivos durante los primeros cuatro meses de cultivo, lo que apunta la viabilidad de
este sistema, durante este periodo, desde el punto de vista biolégico y productivo.

o El sistema de jaula empieza a notar el fenémeno de auto-raleo a partir del quinto mes de
cultivo, con detencion del crecimiento y aumento de la mortalidad, por lo que se
recomienda una disminucion de la densidad, con el fin de mantener el crecimiento de
los parametros productivos. Por otro lado, las ostras cultivadas en cuerdas no presentan
el fendbmeno de auto-raleo, como indica el crecimiento constante de los parametros
productivos y la baja mortalidad.

e El indice de forma 1, que relaciona la anchura con la longitud, fue eficiente en la
separacion de las ostras con relacion al umbral determinado.

e EIl sistema de jaula alcanzd la méaxima produccion a los seis meses de cultivo,
verificando su viabilidad desde el punto de vista productivo.

e La diferente presencia de cdmaras de gel en los sistemas de cuerda y jaula, inducen a
plantear la importancia de la acumulacién de energia en este tipo de proceso, y
apuntarian a las restricciones energéticas en los momentos de mayor requerimiento
energético para el crecimiento de concha y para la gametogénesis, como causa de la
aparicion de camaras de gel en las ostras cultivadas en jaulas.

e Las jaulas plantean un sistema menos favorable por la disminucién de la circulacion de
agua debido principalmente a las incrustaciones externas en la malla, ademas de una
mayor competencia por el alimento y espacio entre ostras, por lo que hay un menor

crecimiento.
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Capitulo 8

EFECTO DE LA DENSIDAD SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA OSTRA Crassostrea
gigas CULTIVADA EN BATEA

8.1. INTRODUCCION

De acuerdo con la FAO, la contribucién de la acuicultura a la disponibilidad de peces,
crustaceos, moluscos y algas continda creciendo mas rapido que todos los otros sectores
productores de alimentos, siendo responsable en el afio de 2010 del 46% de todo pescado
consumido mundialmente, con una produccion de 79 millones de toneladas (FAO, 2012).

El cultivo de moluscos es un area dentro de la acuicultura mundial que se viene
expandiendo rapidamente, representando el 23,6% de la produccién del sector, con 14,6
millones de toneladas en el afio de 2010 (FAO, 2012). La ostra japonesa Crassostrea gigas
presentd en el afio de 2010 una produccion de aproximadamente 4,3 millones de toneladas,
siendo el principal molusco producido en el mundo (FAOQ, 2013a).

Las formas de cultivo de moluscos son muy antiguas y la mayor parte de las referencias
se pierden en el tiempo, pero algunas relatan que los japoneses ya cultivaban ostras en el afio
2000 a.C. (lversen, 1971). Akaboshi et al. (1979), sin embargo, afirman que los japoneses se
destacan entre los primeros productores de ostra en el mundo, cultivando la ostra C. gigas desde
1673. Por otro lado, hay referencias de cultivo de ostras desde la época romana, cuando Sergius
Orata realiz6 un crecimiento de ostras en el Lago Lucrim (Eyton, 1958). Aristételes cita el
cultivo de ostras en Grecia y Plinio relata detalles acerca del cultivo de ostras en Roma en el afio
100 a.C. (Milne, 1972). En Francia y Holanda los métodos de cultivo de ostras y mejillones a
gran escala se apoyan en técnicas de cultivo con mas de un siglo de antigliedad (Kirk, 1979).

En Galicia, el cultivo de ostras estaba basado en la ostra plana Ostrea edulis (Linnaeus,
1758); sin embargo, debido a la sobreexplotacion y la incidencia del parésito Marteilia
refringens en primera instancia y posteriormente una segunda infeccion masiva provocada por
Bonamia ostreae (Montes et al., 1990), hizo con que el cultivo de esta especie se volviera
inviable.

Con vistas a mantener la ostricultura gallega, se permitié la importacion de la ostra
Crassostrea gigas con caracter experimental. En 1991 se autorizaron las primeras pruebas de
cultivo de C. gigas en 16 bateas, con el fin de valorar la viabilidad de esta especie desde un
punto de vista productivo y ecolégico (Xunta de Galicia, 1992). Desde entonces y hasta el
presente, los productores han continuado su actividad en el marco de estas autorizaciones. Su
introduccién en Galicia en 1991 supuso un gran avance en el sector ostricola, por su mayor
resistencia y rapidez de crecimiento en comparacion con la ostra plana Ostrea edulis de cultivo

tradicional y autdctona de esta zona (Fernandez et al., 2002). Pero alin existe una gran necesidad
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de estudios mas profundos acerca del cultivo de C. gigas en las condiciones ambientales de las
zonas de cultivo de las costas gallegas.

Un cultivo de ostras exitoso depende en gran medida de la adaptacion de las practicas
de manejo a las caracteristicas locales. En otras palabras, la metodologia especifica utilizada
para una determinada especie en un lugar especifico pueden promover mejores resultados y
aumentar la productividad (Maccachero et al., 2007).

Una importante cuestion en el cultivo de moluscos es determinar cuél es el niumero
méaximo de individuos de una cierta especie que puede ser cultivado en una estructura de
cultivo, antes de que su crecimiento sea limitado o que los valores de mortalidad se vuelvan
inaceptables. En otras palabras, ¢cuél seria la densidad de cultivo optima? Es sabido que altas
densidades pueden disminuir la tasa de crecimiento de bivalvos (Fréchette y Bourget, 1985),
posiblemente debido a la limitacion de alimento a altas densidades (Harvey y Vincent, 1991;
Vincent et al., 1994). En contraposicién, una densidad baja puede incluso incrementar la
variabilidad en la masa corporal, dado que algunos individuos crecen mas rapido que otros
(Kautsky, 1982; Jarayabhand, 1988). Incluso con una pequefia cobertura superficial de la
estructura de cultivo, donde hay una mayor distancia entre los individuos, puede haber
disminuciones significativas en el crecimiento (Peterson, 1982; Peterson y Black, 1987).

Un gran nimero de estudios han evaluado el efecto de la densidad de cultivo en
diversas especies de bivalvos de interés econémico (Jarayabhand, 1988; Holliday, 1991; Taylor
1997a, b; Newell, 1990). Todos estos estudios han demostrado que la densidad presenta un
importante efecto negativo en el crecimiento individual. Por otra parte cuando se evalla la
supervivencia, no se observa relacion con la densidad (Holliday et al., 1991; Coté et al., 1993;
Mgaya y Mercer, 1995; Hurley y Walker, 1996).

Sin embargo, en Galicia la ostra japonesa Crassostrea gigas presenta poca produccion y
aun no se han determinado las mejores técnicas de cultivo, asi como las mejores densidades de
cultivo de esta especie para las condiciones de las Rias gallegas. De esta forma, el presente
capitulo evalua el efecto de diferentes densidades de cultivo en el crecimiento, tiempo de cultivo
y supervivencia de C. gigas cultivada en las jaulas patentadas por el IEO en la Ria de Arousa,

buscando determinar la mejor densidad con relacion a la cantidad y calidad producida.
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8.2. MATERIAL Y METODOS

8.2.1. Area de cultivo y muestreo

Las semillas de ostra utilizadas en este estudio fueron traidas de la Bahia de Arcachon
(Francia) en el mes de marzo de 2008 y permanecieron en aclimatacion en la batea durante tres
semanas antes del comienzo del cultivo. El experimento se inicid en las estructuras de cultivo en
el dia 16 de abril de 2008.

La batea utilizada posee las dimensiones estandar (25x25m) y esté ubicada en la Ria de
Arousa, en el Poligono A7 de O Grove.

Las ostras fueron mantenidas en estructuras de cultivo, denominadas jaulas, patentadas
por el IEOQ. Las jaulas son estructuras cilindricas compuestas por bandejas plasticas circulares
envueltas por una malla externa intercambiable. Se utilizaron en cada jaula 6 bandejas circulares
(con un diametro de 0,36 m, altura de 0,15 m y una superficie de 0,1 m?) recubiertas por una
malla de 10 mm.

Los valores iniciales de peso total, longitud y anchura de las ostras fueron de 5,31 +
0,89 g, 37,95 £ 6,02 mm y 23,66 + 2,03 mm, respectivamente. Durante la primera etapa, el
cultivo se realiz6 a densidades de 100, 200 y 400 ostras/bandeja, lo que supone un nimero de
ostras por metro cuadrado de 1000, 2000 y 4000 respectivamente. EI nlmero inicial de ostras
fue establecido en base a las cantidades utilizadas por los bateeiros en la Ria de Arousa, siendo
la densidad intermedia la cominmente utilizada. Para cada densidad de cultivo en jaula se
realizaron tres replicas.

Las ostras se mantuvieron durante dos meses con estas densidades. Después de este
periodo se inicia la segunda etapa, en la que, se desdoblaron las dos densidades mas altas (200 y
400 ostras/bandeja) formando tres nuevas densidades 40, 60 y 80 ostras/bandeja, que suponen
una area de cobertura superficial de 400, 600 y 800 ostras por metro cuadrado respectivamente.
La densidad de 100 ostras/bandeja se mantuvo sin variacion.

Los muestreos fueron realizados durante el periodo de 16/04/2008 hasta 19/05/2009. En
cada muestreo se evaluaron 40 ostras de una bandeja de cada jaula, obteniéndose los datos de
longitud, anchura y altura con un calibre con una precisién de 0,1 mm vy el peso total utilizando
una balanza con una precision de 0,001 g. Para la determinacién de la supervivencia, en cada
muestreo, se anoté el nimero de individuos muertos, manteniéndose los mismos en las
estructuras de cultivo para no alterar las densidades.

Con los datos de peso total y supervivencia, se ha podido calcular la produccién por
unidad de cultivo, siendo este pardmetro determinado como el nimero de individuos vivos

multiplicado por el peso unitario en cada muestreo. La determinacion de estos valores resulta
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muy importante, desde un punto de vista productivo, para estimar el momento en el que se debe
terminar el cultivo.
En cada muestreo se procedié la limpieza de la red exterior que recubre las jaulas de

cultivo, cambiandola en los casos en que su deterioro lo hizo necesario.

8.2.2. Peso humedo y peso seco de las partes blandas

En cada muestreo, 10 ostras de cada tratamiento fueron llevadas al Centro
Oceanografico de A Corufia del IEO para la determinacion del peso himedo y peso seco de las
partes blandas. Para ello, las ostras fueron abiertas y obtenidos los datos de peso himedo de las
partes blandas utilizando una balanza con una precision de 0,001 g. Posteriormente se obtuvo el
peso seco de las partes blandas a través de la liofilizacion de la carne durante 48 h en un
liofilizador.

La densidad de 60 ostras/bandeja no fue analizada con relacién a los pesos himedos y

secos de las partes blandas y valvas.

8.2.3. Presencia de camaras de gel

Para evaluar la calidad de las ostras en cuanto a su aspecto, se analizd la presencia de
camaras de gel, dato que permite determinar el grado de malformaciones de la concha. Estas
camaras presentan habitualmente en su interior una sustancia de naturaleza proteinica, con
consistencia de gel, que confiere a las ostras un aspecto desagradable y si son perforadas pueden
desprender un mal olor (Iglesias et al., 2005).

Para la determinacion de este indice se examinaron mensualmente las valvas de 40
ostras y se calcularon los siguientes indices A y B de afectacion por camaras de gel propuestos
por Alzieu et al. (1986): A - porcentaje de afectacion de una de las valvas, normalmente la valva
derecha y B - porcentaje de afectacion de ambas valvas simultdneamente.

La densidad de 60 ostras/bandeja no fue analizada con relacién al porcentaje de

afectacion por camaras de gel.
8.2.4. Indices de forma (IF)

Se han calculado los indices de forma descritos por Brake et al. (2003), que emplean las
relaciones:

IF1= anchura/longitud
IF2 = altura/longitud

172



Capitulo 8

Estos indices permiten separar las ostras que presentan valores superiores al umbral de
0,63 para el IF1y 0,25 para el IF2, a partir de los cuales la forma de las ostras seria adecuada
para el mercado.

La densidad de 60 ostras/bandeja no fue analizada con relacion al indice de forma.

8.2.5. Variables ambientales

Los datos de temperatura y salinidad en la columna de agua a una profundidad de 0-5
metros, fueron obtenidos, por una sonda CTD Sea-Bird 25. Los datos de clorofila a fueron
obtenidos por el filtrado a presion constante de un volumen de 100 mL de agua a una
profundidad de 0-5 metros, separando las particulas en dos clases >2,7um y <2,7um, las cuales
fueron sumadas para representar el dato de clorofila a. La extraccion de la clorofila a presente
en los filtros de fibra de vidrio realizase en acetona al 90% resfriada y en oscuridad por no
menos que 14 horas. Posteriormente se analizan por espectrofotometria por medio de una
ecuacioén tricromatica, siguiendo el método de Neveaux y Panouse (1987). Todos los datos
fueron obtenidos semanalmente por el Instituto Tecnholdxico para o Control do Medio Marifio de
Galicia (INTECMAR) de la Xunta de Galicia, en una estacién meteorolédgica ubicada cercana a
la batea de cultivo en el poligono A7 de O Grove. Estos datos fueron proporcionados por el
INTECMAR en el marco de un convenio entre éste y el IEO para la toma de datos

oceanogréficos en las Rias Gallegas.

8.2.6. Analisis Estadistico

Los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando el software Statigraphics Plus 5.1.
Para todos los datos se analizé la normalidad mediante el test de Kolgomorov-Smirnov y la
homogeneidad de las varianzas mediante el test de Cochran, cuando presentaban el mismo
nimero de datos y de Bartlett cuando presentaban un nimero distinto. Cuando los datos son
normales y las varianzas homogéneas se realiz6 el Analisis de Varianza simple (ANOVA) y en
los casos en que los datos no se adecuaron a la distribucion normal o las varianzas no fueron
homogéneas se utiliz6 el Analisis de Varianza de Kruskal-Wallis. Para los tests a posteriori se
utilizaron el test de Student-Newman-Keuls (SNK) para los datos analizados por ANOVA vy el
test Mann-Whitney, comparando datos pareados, cuando los datos seguian una distribucion no
paramétrica. En todos los casos se utilizo un o de 5%.

Los datos de supervivencia fueron transformados utilizando la transformacién arcoseno.
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8.3. RESULTADOS

8.3.1. Crecimiento en longitud y anchura

La Figura 8.1 describe el crecimiento en longitud y anchura de las ostas durante la
primera etapa de cultivo (abril hasta junio de 2008). Como puede verse en esta figura, durante
este periodo se produce un rapido crecimiento que, en el caso del crecimiento en longitud, no
presentd diferencias significativas (P>0,05, ANOVA) entre las densidades testadas (Figura
8.1a). Con relacién a la anchura (Figura 8.1b), los datos presentaron diferencias significativas
(P<0,05, ANOVA, SNK) con respecto a la densidad, con una relacion inversamente
proporcional a la densidad de cultivo, de manera que el valor mas alto de anchura se

corresponde con la densidad mas baja.

80
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55
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35 T T 1
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—®— 100 —e— 200 —*— 400 a

Longitud (mm)

Anchura(mm)

20 T T 1
16.04.08 27.05.08 25.06.08

—=—100 —e—200 —— 400 b

Figura 8.1. Evolucion de la longitud (mm) (a) y anchura (mm) (b) de Crassostrea gigas cultivada en
jaula a diferentes densidades en la Ria de Arousa — 1% etapa de crecimiento (dato médio + de). La

presencia de un asterisco denota diferencia significativa.
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Durante la segunda etapa del cultivo, el crecimiento se modera, y se observa como las
diferentes densidades de cultivo influyen sobre el crecimiento en longitud (Figura 2), aunque las
diferencias no resultan significativas hasta el muestreo final de la experiencia (mayo/09), donde
la densidad de 100 ostras/bandeja fue significativamente inferior (P<0,05, ANOVA, SNK) a las
otras densidades evaluadas (Tabla 1).

s 40 e 60 A 80 = 100

105 1 Polinémica (40) Polindmica (100)

Polinémica (60) —— Polinédmica (80)

100

95

90 A

85 1

Longitud (mm)

80 1

75 A

70 A

65 1

60

25.06.08 05.08.08 15.10.08 11.12.08 03.03.09 14.04.09 19.05.09

Figura 2. Evolucidn de la longitud (mm) y de las curvas polindmicas de Crassostrea gigas cultivada en
jaula a diferentes densidades en la Ria de Arousa — 22 etapa de crecimiento.

El crecimiento en anchura se comporta de forma semejante al crecimiento en longitud,
existiendo una relacion directa entre el tamafio y la densidad de cultivo (Figura 3), aunque,
como en el caso anterior, las diferencias solo resultan significativas en el Gltimo muestreo, en el
cual la anchura de las ostras de la densidad de 40 ostras/bandeja fue significativamente superior
a la densidad de 100 ostras/bandeja (Tabla 1, P<0,05, ANOVA, SNK).

e 40 e 60 a4 80 = 100
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Figura 3. Evolucién de la anchura (mm) y de las curvas polinémicas de Crassostrea gigas cultivada en

jaula a diferentes densidades en la Ria de Arousa — 22 etapa de crecimiento.
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Tabla 1. Resultados obtenidos del ANOVA de dos vias testando el efecto de la densidad de cultivo y del
periodo de muestreo sobre los valores medios de longitud (mm), anchura (mm), peso total (g), peso

fresco carne (g) y peso seco carne (g) de ostras cultivadas en jaulas.

Fuente de variacion Grados de Suma de Media de F
libertad cuadrados cuadrados

Longitud
Densidad 3 807,1 269,0 7,30%**
Mes 5 317,7 63,5 1,72
Densidad:mes 15 655,8 43,7 1,19
Error 49 1807,1 36,9

Anchura
Densidad 3 264,8 88,3 8,63***
Mes 5 11,3 2,3 0,22
Densidad:mes 15 206,5 13,8 1,35
Error 49 501,2 10,2

Peso total
Densidad 3 4431,0 1477,0 13,32%**
Mes 5 4270,4 854,1 7,70%**
Densidad:mes 15 3356,0 223,7 2,02*
Error 49 5431,2 110,8

Peso fresco carne
Densidad 2 339,802 169,901 14,98%**
Mes 5 296,743 59,349 5,23%**
Densidad:mes 10 366,062 36,606 3,23***
Error 149 1690,145 11,343

Peso seco carne
Densidad 2 14,1376 7,0688 14,84***
Mes 5 21,5980 4,3196 9,07***
Densidad:mes 10 17,0124 1,7012 3,567***
Error 149 70,9624 0,4763

(*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001.

8.3.2. indices de forma (IF)

Cuando se analizan los datos del indice de forma 1, que relaciona anchura y longitud,
para las distintas densidades de cultivo en jaula, se observa que durante la primera etapa (Figura
4a), el IF1 fue superior al umbral de 0,63, descrito por Brake et al. (2003) como el valor minimo
a partir del cual la forma de las ostras seria adecuada para el mercado, en las ostras cultivadas a
100 y 200 ostras/bandeja, mientras que en la densidad de 400 ostras/bandeja este valor no fue
alcanzado.

Durante la segunda etapa (Figura 4b) el promedio del IF1 solamente fue superior a 0,63
en la densidad de 40 ostras/bandeja e igual a 0,63 para la densidad de 100 ostras/bandeja, en los
muestreos del 05/08/2008 y 15/10/2008.
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0,93 1

0,83

073 {

0,63

indicedeformal (anchura/longitud)

0,53 T )
17.04.08 27.05.08 26.06.08

—=—100 —— 200 —*— 400

0,83 +

"]

0,63 4

0,53 1

0,43 - - -
26.06.08 050808  15.10.08  11.12.08  03.03.09  14.04.09  19.05.09

indicedeformal (anchura/longitud)

—*—40 —*—80 —=— 100 b

Figura 4. Evolucion del indice de forma 1 en C. gigas cultivada en jaula a diferentes densidades en la
Ria de Arousa — 12 etapa (a) y 22 etapa del cultivo (b). La presencia de un asterisco denota diferencia
significativa.

El IF 2, que relaciona la altura con la longitud, fue superior al umbral de 0,25 descrito
por Brake et al. (2003), en todos los tratamientos utilizados durante todo el periodo del cultivo
(Figura 5).

Durante la primera etapa del cultivo, las ostras mantenidas en la densidad de 400
ostras/bandeja presentaron valores significativamente inferiores (P<0,05, ANOVA, SNK) a las
otras densidades evaluadas. Durante la segunda etapa, los tratamientos utilizados no presentaron
diferencia significativa (P>0,05, ANOVA), con una Unica excepcion observada en el muestreo
de octubre, en el cual las ostras cultivadas bajo la densidad de 80 ostras/bandeja presentaron

valores significativamente inferiores (P<0,05, ANOVA, SNK) a los otros tratamientos.
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Figura 5. Evolucion del indice de forma 2 en C. gigas cultivada en jaula a diferentes densidades en la
Ria de Arousa — 1% etapa (a) y 22 etapa del cultivo (b). La presencia de un asterisco denota diferencia

significativa.

8.3.3. Peso total

La evolucién del peso total durante el periodo de estudio puede ser observada en las
figuras 6 y 7, primera y segunda etapa respectivamente. Durante la primera etapa de cultivo, la
densidad mas baja (100 ostras/bandeja) present6 valores superiores significativamente (P<0,05,
ANOVA, SNK) con respecto a las otras densidades, alcanzando, al final de la primera etapa, un
peso medio de 30,70 £ 2,09 g.
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Figura 6. Evolucién del peso total (g) de Crassostrea gigas cultivada en jaula a diferentes densidades en
la Ria de Arousa — 1% etapa (dato médio + de). La presencia de un asterisco denota diferencia

significativa.

En la figura 7 se representa la evolucion del peso durante la segunda etapa. La densidad
de cultivo, asi como el tiempo de cultivo influyeron significativamente en el incremento en peso
total (Tabla 1, P<0,05, ANOVA).

En los primeros meses de cultivo (junio hasta diciembre de 2008) las ostras en todas las
densidades presentaron incrementos en el peso que no difirieron significativamente (P>0,05,
ANOVA). Durante los meses de marzo y abril de 2009, la ostras cultivadas bajo la densidad de
40 ostras/bandeja presentan un incremento en peso, alcanzando valores medios
significativamente superiores a las otras densidades evaluadas (P<0,05, ANOVA, SNK), las
cuales o mantuvieron su peso o redujeron los mismos. En el Gltimo muestreo, ocurrié un
incremento del peso de las ostras cultivadas en las densidades de 60 y 80 ostras/bandejas,
alcanzando valores gue no difirieron significativamente (P>0,05, ANOVA) de la densidad de 40
ostras/bandeja. Sin embargo, las ostras cultivadas bajo la densidad de 100 ostras/bandeja
presentaron una reduccion en su peso promedio, el cual es significativamente inferior a todas las
otras densidades evaluadas (P<0,05, ANOVA, SNK).
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Figura 7. Evolucion del peso total (g) y de las curvas polindmicas de Crassostrea gigas cultivada en
jaula a diferentes densidades en la Ria de Arousa — 22 etapa de crecimiento.

8.3.4. Supervivencia

La supervivencia durante la primera etapa de cultivo presentd un valor medio superior
al 97% (Figura 8a), sin que se observaran diferencias significativas entre las densidades
evaluadas (P>0,05, ANOVA).

En la segunda etapa de cultivo, la supervivencia fue disminuyendo de forma continuada,
hasta alcanzar al final de la presente experiencia valores en algunos casos proximos al 50%
(Figura 8b).

Al analizar los datos de supervivencia durante la segunda etapa (Figura 8b), se ha
podido observar que durante el primer mes (05/08/08) las densidades de 40 y 60 ostras/bandeja
presentaron valores significativamente (P<0,05, ANOVA, SNK) superiores al resto de las
densidades, seguidos por el valor de la supervivencia a 100 ostras/bandeja y por Gltimo a 80
ostras/bandeja. En el muestreo de diciembre, momento del afio de mayor venta y cuando las
ostras cultivadas en todas las densidades han alcanzado la talla comercial, las supervivencias no
presentaron diferencias significativas (P>0,05, ANOVA), registrando valores superiores al 70%
en las densidades de 40, 60 y 100 ostras/bandeja y el valor de 68,6% en la densidad de 80

ostras/bandeja.
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Figura 8. Evolucion de la supervivencia (%) de Crassostrea gigas cultivada en jaula a diferentes

densidades en la Ria de Arousa — 1% etapa (a) y 2% etapa (b). La presencia de un asterisco denota
diferencia significativa.

En todos los muestreos siguientes los valores de supervivencia observados fueron
significativamente (P>0,05, ANOVA) semejantes entre todas las densidades.

8.3.5. Produccion por unidad de cultivo

Evaluando los resultados obtenidos en la primera etapa, se ha podido observar que la
produccion por unidad de cultivo (jaula de 6 bandejas) se incrementa constantemente en todas
las densidades evaluadas, obteniendo un valor maximo al final de esta etapa de 39,5 kg en la
densidad de 400 ostras/bandeja (Figura 9a).
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Figura 9. Evolucién de la produccion por unidad de cultivo (kg) de Crassostrea gigas cultivada en jaula

a diferentes densidades en la Ria de Arousa — 12 etapa (a) y 22 etapa (b).

En la segunda etapa, todos los tratamientos han aumentando su produccion por unidad
de cultivo, hasta el muestreo de octubre de 2008. En este momento se alcanz6 el méaximo de
produccion para las densidades de 80 (26,7 kg) y 100 (33,0 kg) ostras/bandeja. En la densidad
de 40 ostras/bandeja la méaxima produccion fue alcanzada en el muestreo de diciembre de 2008
(13,9 kg/bandeja) y a la densidad de 60 ostras/bandeja en el Gltimo muestreo presentando 22 kg
(Figura 9b).

8.3.6. Peso humedo y peso seco de las partes blandas
La evoluciéon del peso humedo y del peso seco de las partes blandas puede ser
observada en las figuras 10 y 11, respectivamente. Durante la primera etapa de cultivo hay un

incremento de los pesos en el primer mes, seguido de una disminucién de ambos los pesos en
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las ostras cultivadas bajo las densidades de 200 y 400 ostras/bandeja, haciendo con que sus
valores medios fuesen significativamente inferiores (P<0,05, ANOVA, SNK) a la densidad de

100 ostras/bandeja al final de esta etapa.
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Figura 10. Evolucién del peso himedo de las partes blandas de Crassostrea gigas cultivada en jaula a
diferentes densidades en la Ria de Arousa — 12 etapa (a) y segunda etapa de crecimiento (b) (dato médio

+ de). La presencia de un asterisco denota diferencia significativa.

Durante la segunda etapa de cultivo la densidad y el tiempo de cultivo presentaron
efecto significativo en el incremento en los pesos himedo y seco de las partes blandas de las
ostras cultivadas (Tabla 1, P<0,05, ANOVA). Entre los meses de junio y agosto, los valores de
ambos los pesos en las densidades de 40 y 80 ostras/bandeja presentan un incremento, no
difiriendo significativamente (P>0,05, ANOVA, SNK) de la densidad de 100 ostras/bandeja.
Sin embargo, en el mes de octubre las ostras cultivadas en la densidad de 100 ostras/bandeja
presentan una disminucién de ambos los pesos, siendo estos significativamente inferiores
(P<0,05, ANOVA, SNK) a las otras densidades evaluadas.
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En los muestreos de 2009 (marzo, abril y mayo) las ostras cultivadas en la densidad de
100 ostras/bandeja presentan valores de peso humedo y peso seco de las partes blandas
significativamente inferiores (P<0,05, ANOVA, SNK) a las densidades de 40 y 80

ostras/bandeja.
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Figura 11. Evolucién del peso seco de las partes blandas de Crassostrea gigas cultivada en jaula a

diferentes densidades en la Ria de Arousa — 12 etapa (a) y segunda etapa de crecimiento (b) (dato médio

+ de).
8.3.7. Presencia de camaras de gel

Durante todo el cultivo no fueron observadas ostras con afectacion por camaras de gel
en ambas valvas (indice B), siendo utilizado solamente el indice A (afectacion de una de las
valvas) para la determinacion del porcentaje de individuos con presencia de camaras de gel.

En la primera etapa no fueron observadas ostras con cdmaras de gel en el cultivo con la

densidad de 100 ostras/bandeja. Sin embargo, las densidades de 400 y 200 ostras/bandeja
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presentaron valores maximos del 10% y 40% respectivamente, en el tltimo muestreo (Figura
12a).
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Figura 12. Evolucion del indice A de afectacion por camaras de gel en C. gigas cultivada en jaula a
diferentes densidades en la Ria de Arousa — 1% etapa (a) y 22 etapa del cultivo (b).

La variacion de la afectacion por camaras de gel en las ostras cultivadas a diferentes
densidades durante la segunda etapa de cultivo se representa en la figura 12b. Las ostras, en
todas las densidades, tuvieron un incremento de la afectacion por camaras de gel hasta el mes de
octubre, en el que alcanzaron valores maximos iguales o superiores al 70%. Pasado este
periodo, hay una rapida disminucion de los valores de afectacion que alcanzan en los muestreos
de marzo y abril de 2009 valores semejantes a los del inicio de esta etapa. A partir de esta fecha,
se produce un nuevo incremento de la presencia de cAmaras de gel que alcanzan al final del
cultivo porcentajes del 15% en la densidad de 40 ostras/bandeja, y valores del 33,3 y 29,2% en

las densidades de 80 y 100 ostras/bandeja respectivamente.
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8.3.8. Variables ambientales

La evolucion de la temperatura se representa en la figura 13a, donde se puede observar
que el cultivo ha empezado en el momento del afio en que las temperaturas aumentaban,
alcanzando el méximo de 18,58 °C en 14/07/2008.

La salinidad ha sido muy constante durante todo el periodo de cultivo, presentando un
valor medio de 34,51 + 1,35%0 (figura 13a). Los valores mas bajos de salinidad fueron
observados en el invierno de 2009 con el valor minimo de 28,75%o.

La clorofila a ha presentado dos picos durante el afio de 2008, uno en primavera (28/04)
con 3,423 ug/l y el otro en otofio (22/09) con 3,103 pg/l (figura 13b). En el afio de 2009, la
evolucion de la clorofila a fue distinta al afio anterior, presentando valores elevados en finales

de invierno, con 1,93 pg/l en 16/03 y durante toda la primavera.
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Figura 13. Evolucidn de la temperatura (a), salinidad (a) y clorofila a (b) en el Poligono A7 de O Grove,
Ria de Arousa durante el periodo de estudio.
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8.4. DISCUSION

El crecimiento en longitud y en anchura, durante la primera etapa del cultivo, ha estado
directamente relacionado con las densidades utilizadas, produciéndose los mayores valores a las
densidades méas bajas. Estos resultados concuerdan con varios autores (Peterson, 1982;
Fréchette y Bourget, 1985; Peterson y Black, 1987; Jarayabhand, 1988; Newell, 1990; Holliday,
1991; Taylor et al., 1997 a, b, Roméan et al., 2003), los cuales ya apuntaban esta tendencia.

Durante la segunda etapa de cultivo, se repite la tendencia observada de mayor
crecimiento en las densidades méas bajas, sin embargo, este crecimiento no present6 diferencias
significativas entre las densidades evaluadas hasta el Gltimo muestreo.

El efecto del incremento de la densidad de cultivo en el crecimiento puede ser
observado en la densidad de 100 ostras/bandeja, donde las ostras no presentaron incrementos en
longitud ni en anchura a partir del muestreo de diciembre de 2008. El bajo crecimiento
observado en las densidades mas altas puede estar relacionado con dos factores: (1) que la
disponibilidad de alimento por individuo a densidades elevadas sea menor comparada con las
densidades mas bajas (Hadley y Manzi, 1984) y (2) que hay un aumento en el contacto fisico
entre las ostras, lo que dificulta la total apertura de las valvas y, por consiguiente, la ingestion de
alimento (Jgrgensen, 1990). Ambos factores parecen actuar en el caso del cultivo en jaulas a
altas densidades ya que las ostras en las bandejas ven limitado su acceso al alimento y al estar
confinadas en un espacio fijo el contacto es inevitable y mayor a media que crecen. Cuando el
contacto fisico ocurre, la ingestion de alimento puede ser inhibida por los individuos vecinos, o
las valvas pueden sufrir algiin dafio, haciendo con que las ostras destinen mas energia para su
recuperacion (Holliday et al., 1991; Taylor et al., 1997a).

El peso total durante todo el cultivo present6 la misma tendencia vista para la longitud y
anchura, con mayores valores en las densidades mas bajas.

Como afirman varios autores (Askew, 1978; Spencer et al., 1985; Holliday et al., 1991;
Holliday et al., 1993), en una explotacion comercial, la densidad de cultivo deberd estar basada
en consideraciones econémicas ya que aunque se obtengan mejores resultados de crecimiento
individuales en ostras cultivadas a baja densidad, esto puede ser inviable financieramente por el
bajo uso efectivo de las unidades de cultivo y la pérdida de espacio. Los resultados obtenidos el
presente trabajo, apuntan un mayor crecimiento en longitud, anchura y peso en las densidades
més bajas, sin embargo esta diferencia no es significativa en el crecimiento en longitud y
anchura, lo que supone que cualquier una de las densidades evaluadas podria ser indicada como
la densidad Optima de cultivo. De esta manera, un indicador que evalda el cultivo desde el
punto de vista econdmico es la produccidn total por unidad de cultivo, que contiene los datos de
peso unitario de las ostras cultivadas y los datos de supervivencia, la cual durante todo el

periodo fue superior en las densidades mas elevadas.
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Al analizar los datos de peso total por unidad de cultivo obtenidos en el presente
estudio, se constata la viabilidad productiva del cultivo utilizando la densidad de 100
ostras/bandeja, dado que en la misma se alcanza el méximo de produccion a los seis meses de
cultivo. El efecto de la competencia por el alimento también pudo ser observado en el peso por
unidad de cultivo, pues los méximos de produccion se alcanzan antes en las densidades mas
bajas, con supervivencias semejantes.

Rheault y Rice (1995), apuntan en su trabajo que las bajas densidades de cultivo pueden
eventualmente traducirse en menor competencia y mayores tasas de crecimiento. Sin embargo,
este incremento viene dado a expensas de una mayor inversion en estructuras de cultivo y
disponibilidad de espacio.

Comparando los resultados obtenidos en el presente estudio con los obtenidos por
Iglesias et al. (2005), quienes estudiaron el cultivo de C. gigas en la misma area (Poligono A de
O Grove), se comprueba que las ostras cultivadas a una densidad de 320 ostras/m?2 no alcanzan
el peso comercial en 14 meses de cultivo. Sin embargo, en el presente estudio, para la densidad
de 40 ostras/bandeja (= 400 ostras/m?) se alcanza la talla 3 del mercado francés (65-80g) a los 6
meses de cultivo y en 8 meses el caso de las densidades de 60, 80 y 100 ostras/bandeja (= 600,
800 y 1000 ostras/m? respectivamente). Estos resultados indican la idoneidad de las jaulas
utilizadas en el presente estudio, una vez que las mismas pueden mantener una gran densidad
produciéndose ostras de una talla comercial en un corto tiempo de cultivo.

Doménech (1990) cultivando C. gigas en la Ria de Villaviciosa (Asturias), con cestos
ostricolas de 40 cm de diametro y 10 cm de altura, con densidades de 20, 40, 60 y 80
ostras/cesta, alcanzo la talla comercial del mercado francés después de 13 meses de cultivo para
todas las densidades, con excepcidn de la densidad de 80 ostras/cesta, la cual no alcanzo la talla
comercial hasta pasados 18 meses de cultivo. Comparando estos resultados, con los obtenidos
en el presente trabajo, se podria afirmar que las ostras cultivadas a todas las densidades, incluso
las mas elevadas (80 y 100 ostras/bandeja), Ilegan a la talla comercial después de 8 meses de
cultivo.

Por el contrario, Toro et al. (1995) cultivando Ostrea chilensis en pearl nets a
densidades de 60, 90 y 120 ostras/cesta y DiSalvo y Martinéz (1985) con 180 y 400 ostras/cesta
en Chile no observan un efecto de la densidad de cultivo en longitud después de 24 y 18 meses
de cultivo. Sin embargo Holliday et al. (1991, 1993) cultivando Saccostrea commercialis
encontraron diferencias significantes para longitud y peso.

Diversos autores encontraron que cuando se analiza la supervivencia no hay relacion
entre esta y la densidad (Holliday et al., 1991; Parsons y Dadswell, 1992; C6té et al., 1993;
Mgaya y Mercer, 1995; Hurley y Walker, 1996, Maeda-Martinez et al., 1997). Estos resultados
coinciden con lo obtenido en el presente trabajo, donde no hubo un patrén de disminucién de la

supervivencia con el aumento de las densidades de cultivo.
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Un factor que puede haber influido en la supervivencia y no ha podido ser cuantificado
en el presente trabajo, fue el efecto de los depredadores, ya que durante los muestreos se ha
podido ver que los tratamientos con menor densidad normalmente presentaban mayor invasion
por depredadores, principalmente cangrejos, debido a la facilidad de penetracion en las jaulas y
posibilidad de moverse dentro de las mismas.

Desde el punto de vista de la calidad de las ostras cultivadas, un factor que puede influir
negativamente en la comercializacion es la presencia de camaras de gel, la cual normalmente se
relaciona con la contaminacion por tributilestafio (TBT) presente en las pinturas antiincrustantes
que se aplican al casco de las embarcaciones (Alzieu et al., 1982; Alzieu y Héral, 1984,
Rodriguez y Lépez, 1985; Héral et al., 1989), sin embargo Héral et al. (1981), describen el
periodo de aparicion de las camaras de gel como un fendmeno rapido y ciclico relacionado
directamente con el verano. A través de nuestros resultados, no podemos descartar el posible
efecto del TBT en la formacion de las cdAmaras de gel, ya que la batea de cultivo estéd situada
cerca del puerto de O Grove, donde hay un gran movimiento de embarcaciones, aungue, es
evidente en nuestros datos que el aumento de las camaras de gel coincide con la subida de la
temperatura. Por otro lado, debido a la menor incidencia de camaras de gel en las ostras
cultivadas en las densidades méas bajas también se puede plantear la hipétesis de que este
fendmeno esté relacionado con la energia acumulada en la ostra, y que en los momentos de
mayor utilizacion de energia para el crecimiento en concha y para la gametogénesis pueda
“faltar” energia en las ostras cultivadas en densidades mas elevadas haciendo que se produzca
una malformacién de la concha. En nuestro caso, ambos factores, incremento de la temperatura
y gametogénesis, se superponen y coinciden con el aumento de la afectacion por las camaras de
gel, que se produce a partir de abril 0 mayo y llega a sus valores maximos en finales de verano y
principios de otofio. Igualmente su reduccion durante el invierno coincide con la bajada de
temperatura y un periodo de poca actividad gametogénica.

Con relacién al mercado, el principal pais consumidor de ostras en Europa es Francia,
cuyo mercado esta basado en su propia produccién, que ha alcanzado mas de 95 mil toneladas
en 2010 (FAO, 2013). Sin embargo, su consumo es muy puntual, concentrandose las ventas en
el mes de diciembre, particularmente durante las festividades de Navidad y Afio Nuevo.

Las importaciones en Francia vienen incrementandose afio tras afio, e ya representan un
valor promedio de 4000 toneladas, siendo importadas en un 60% de Irlanda.

En el mercado francés hay una subdivision de las ostras por grupos de peso unitario,
siendo las més apreciadas las de talla 3 (65-80g). Sin embargo, debido al bajo crecimiento de las
ostras en Francia, los productores estan consiguiendo vender principalmente ostras de la talla 4
(46-65Q).

Analizando los datos de crecimiento en peso durante todo el cultivo, se ha podido

establecer que las ostras cultivadas bajo la densidad de 40 ostras/bandeja alcanzan la talla 3 del
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mercado francés en cinco meses de cultivo, pudiendo ser vendidas ya en septiembre de 2008.
Sin embargo, el cultivo con densidades de 60, 80 y 100 ostras/bandeja alcanzan la talla 3 del
mercado francés en diciembre de 2008. Por lo tanto, se puede concluir que todos las ostras
cultivadas utilizando las jaulas a las diferentes densidades empleadas en el presente trabajo ya
podrian ser comercializados antes del momento de mayor importacion francesa, con un tiempo

maximo de cultivo de 8 meses.
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Capitulo 8

8.5. CONCLUSIONES

e EIl crecimiento en longitud, anchura y peso, durante la primera etapa del cultivo, ha
estado directamente relacionado con las densidades utilizadas, produciéndose los
mayores valores a las densidades mas bajas.

o EIl indice de forma 1, que relaciona la anchura con la longitud, fue eficiente en la
separacion de las ostras con relacion al umbral determinado.

e La densidad de 100 ostras/bandeja en jaula alcanzé la maxima produccién a los seis
meses de cultivo, verificando su viabilidad desde el punto de vista productivo.

e No hubo un patréon de disminucion de la supervivencia con el aumento de las
densidades de cultivo.

e La presencia de cAmaras de gel puede estar relacionada con la energia acumulada en la
ostra, haciendo con que en los momentos de mayor utilizacion de energia para el
crecimiento en concha y para la gametogénesis pueda “faltar” energia en las ostras
cultivadas en las densidades mas elevadas produciéndose una malformacion de la
concha.

e Hay una relacién directamente proporcional entre la temperatura, la gametogénesis y la
formacion de cdmaras de gel.

e Todos las ostras cultivadas bajo las diferentes densidades empleadas en el presente
trabajo podrian ser comercializados antes del momento de mayor importacién francesa,
con un tiempo maximo de cultivo de 8 meses.

e Las jaulas de cultivo probadas en este estudio, por la alta densidad de cultivo y el rapido

crecimiento observado, demostraron una gran idoneidad para el cultivo de ostra.
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Capitulo 9

CONCLUSIONES GENERALES

El objetivo principal de esta tesis fue profundizar en el conocimiento cientifico de la
biologia de la ostra japonesa C. gigas cultivada en batea en Galicia, especificamente en la Ria
de Arousa. Los capitulos presentes hacen un andlisis de las caracteristicas reproductivas,
bioquimicas y de cultivo, evaluando ademas, el efecto del sistema de cultivo sobre estos

pardmetros. A continuacion se exponen las principales conclusiones:

Capitulo 3. Biologia reproductiva de la ostra japonesa en la Ria de Arousa

1. Las ostras cultivadas en la Ria de Arousa siempre estan en proceso de gametogénesis no
entrando en periodo de reposo sexual (estadio 0).

2. La temperatura y la clorofila a estan directamente relacionadas con la maduracién,
pudiendo las ostras cultivadas en la Ria de Arousa madurar a temperaturas inferiores a
los 14 °C.

3. Latemperatura necesaria para la induccion a la puesta es distinta entre los sexos, siendo
necesaria una temperatura superior a los 15 °C para la induccién en machos y 18 °C
para la induccion en hembras.

4. Los machos presentan puestas parciales durante el periodo de mayo hasta diciembre con
dos picos, uno en primavera y el otro en otofio, siendo el segundo pico mas
pronunciado, mientras las hembras presentan un periodo de puesta comprendido entre el
mes de julio y octubre, con una Gnica puesta masiva.

5. El primero pico de puesta esté relacionado tanto con las temperaturas elevadas asi como
con las altas concentraciones de clorofila a presente en el medio, mientras el segundo
pico de puesta de los machos en otofio, esté relacionado principalmente con el alimento
disponible en el medio.

6. El uso del IC como unico medio de analisis del desarrollo gonadal lleva a conclusiones
equivocadas con relacion a las épocas de puesta siendo necesario el uso de la histologia

como complemento a los métodos cuantitativos y viceversa.

Capitulo 4. Composicion bioquimica general de la ostra japonesa en la Ria de

Arousa

7. La ostra japonesa C. gigas cultivada en la Ria de Arousa presenta un comportamiento

conservativo en el primer ciclo gametogénico en machos y en hembras, mientras los
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10.

11.

12.

13.

14.

Conclusiones generales

machos presentan un comportamiento oportunista durante el segundo ciclo
gametogénico en ambos afios de estudio.

La evolucion de los componentes bioquimicos en cantidad total (mg.ind™) no presenta
diferencia significativa entre los sexos.

Los machos presentan menor porcentaje de lipidos y mayor porcentaje de proteinas que
las hembras, durante el ciclo gonadal.

Las reservas de glucdgeno acumuladas durante el otofio son movilizadas durante el
invierno y primavera para sustentar la gametogénesis.

Hay una relacidn inversa entre el contenido de glucogeno y el contenido de lipidos, de
manera que la vitelogénesis se produce a expensas de las reservas de glucdgeno
almacenadas.

La acumulacion de los lipidos presenta una sincronia con la maduracion sexual,
alcanzando los maximos valores en los momentos de mayor maduracién gonadal.

El incremento de lipidos en hembras, después del periodo de puesta, puede estar
relacionado con el proceso de acumulacién de energia y su consumo durante el
desarrollo somatico.

Las proteinas son los componentes bioquimicos mayoritarios dentro de la materia
organica y su evolucion en contenido total presenta una sincronia con el desarrollo de
los ovocitos, alcanzando los valores maximos de diametro ovocitario en los meses de

maximos valores de proteinas.

Capitulo 5. Efecto del sistema de cultivo sobre la biologia reproductiva de la ostra

japonesa en la Ria de Arousa

15.

16.

17.

18.

El sistema de cultivo afecta directamente a la formacién del sexo, produciéndose mas
machos en el sistema de jaulas y mas hembras en cuerdas, confirmando la hipétesis del
efecto de la disponibilidad de alimento en la definicién del sexo en C. gigas.

El sistema de cultivo en jaulas afecta directamente a la obtencion del alimento y su
consecuente transformacion en reservas y desarrollo de los gametos.

El sistema de jaulas, a diferencia del cultivo en cuerdas, plantea un ambiente con una
fuerte competencia por el espacio y el alimento, que lleva aparejado un retraso en la
gametogénesis y una mayor presencia de individuos indeterminados.

El cultivo en cuerdas, desde el punto de vista del desarrollo gonadal, es més eficiente,
produciéndose ostras con valores superiores del indice de condicion y del indice de
ocupacion gonadal, lo que conlleva respectivamente a individuos con méas carne y mas

gametos.
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Capitulo 9

19.

20.

El cultivo en jaulas en densidades elevadas limita la proliferacion de la ostra japonesa
en el area de cultivo durante los primeros afios de vida.

Las hembras cultivadas en jaulas son las mas afectadas por este sistema de cultivo, no
llegando a madurar sus ovocitos y ocurriendo una posible reabsorcién de los gametos.

Capitulo 6. Efecto del sistema de cultivo sobre la composicion bioquimica de la

ostra japonesa en la Ria de Arousa

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

El sistema de cultivo afecta a la acumulacién y movilizacion de las reservas
biogquimicas.

Las ostras cultivadas bajo el sistema de jaulas presentan una menor eficiencia en la
acumulacién de las reservas bioguimicas.

Hay un efecto directo de la aglomeracion sobre la acumulacion y movilizacién de las
reservas biogquimicas y su consecuente transformacion durante la gametogénesis, con
énfasis en la ovogeénesis.

La competencia intraespecifica dentro de las jaulas y la formacion del biofouling sobre
las mallas externas son las principales causas para la menor eficiencia en la
acumulacién de las reservas bioguimicas en jaulas.

El sistema de cuerdas proporciona un mayor acumulo de materia organica y de todos los
componentes bioquimicos principales.

Ostras cultivadas en cuerdas presentan energia suficiente para producir y madurar los
gametos, asi como mantener el acimulo de las reservas bioquimicas.

Ostras cultivadas en jaulas acumulan proteinas como componente mayoritario de la
materia organica, mientras ostras cultivadas en cuerdas acumulan tanto carbohidratos

como proteinas.

Capitulo 7. Efecto del sistema de cultivo sobre el crecimiento de la ostra japonesa

en la Ria de Arousa

28.
29.

30.

El sistema de cultivo afecta al crecimiento de la ostra japonesa en la Ria de Arousa.
Durante todo el periodo de estudio las ostras cultivadas en cuerda presentan un
incremento constante en longitud, anchura y peso, ademas de valores muy superiores de
peso humedo y seco de las partes blandas, y una menor afectacion por camaras de gel.
Las ostras cultivadas en jaulas presentan crecimiento significativo de los pardmetros
productivos durante los primeros cuatro meses de cultivo, lo que apunta la viabilidad de

este sistema, durante este periodo, desde el punto de vista bioldgico y productivo.
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31.

32.

33.

Conclusiones generales

El sistema de jaula empieza a notar el fendmeno de auto-raleo a partir del quinto mes de
cultivo, con detencion del crecimiento y aumento de la mortalidad, por lo que se
recomienda una disminucion de la densidad, con el fin de mantener el crecimiento de
los parametros productivos. Por otro lado, las ostras cultivadas en cuerdas no presentan
el fendbmeno de auto-raleo, como indica el crecimiento constante de los parametros
productivos y la baja mortalidad.

Las jaulas plantean un sistema menos favorable por la disminucién de la circulacion de
agua debido principalmente a las incrustaciones externas en la malla, ademas de una
mayor competencia por el alimento y espacio entre ostras, por lo que hay un menor
crecimiento.

La diferente presencia de camaras de gel en los sistemas de cuerda y jaula, inducen a
plantear la importancia de la acumulacién de energia en este tipo de proceso, y
apuntarian a las restricciones energéticas en los momentos de mayor requerimiento
energético para el crecimiento de concha y para la gametogénesis, como causa de la

aparicion de camaras de gel en las ostras cultivadas en jaulas.

Capitulo 8. Efecto de la densidad de cultivo sobre el crecimiento de la ostra

japonesa en la Ria de Arousa

34.

35.

36.

37.

38.

39.

El crecimiento en longitud, anchura y peso, durante la primera etapa del cultivo, ha
estado directamente relacionado con las densidades utilizadas, produciéndose los
mayores valores a las densidades mas bajas.

La densidad de 100 ostras/bandeja en jaula alcanz6 la méaxima produccién a los seis
meses de cultivo, verificando su viabilidad desde el punto de vista productivo.

No hubo un patron de disminucién de la supervivencia con el aumento de las
densidades de cultivo.

La presencia de cAmaras de gel puede estar relacionada con la energia acumulada en la
ostra, haciendo con que en los momentos de mayor utilizacién de energia para el
crecimiento en concha y para la gametogénesis pueda “faltar” energia en las ostras
cultivadas en las densidades mas elevadas produciéndose una malformacion de la
concha.

Todos las ostras cultivadas bajo las diferentes densidades empleadas en el presente
trabajo podrian ser comercializados antes del momento de mayor importacion francesa,
con un tiempo maximo de cultivo de 8 meses.

Las jaulas de cultivo probadas en este estudio, por la alta densidad de cultivo y el rapido

crecimiento observado, demostraron una gran idoneidad para el cultivo de ostra.
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