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Mejora de un protocolo de fecundacion in vitro de gametos de lapa Patella vulgata 01. Resumen

1.1 Resumen

P. vulgata es un molusco gasteropodo que vive en las rocas del intermareal medio de aguas templadas.
Esta especie se reproduce en otofio/invierno, teniendo una puesta principal en Diciembre/ Febrero. En este
estudio nos centraremos en la mejora de los parametros que condicionan la fecundacion in vitro de dicha es-
pecie en el laboratorio, para poder obtener el mayor éxito en la embriogénesis, es decir, el mayor porcentaje
de larvas normales al final del proceso.

Para obtener dichos resultados hemos trabajado con diferentes parametros, concluyendo que los parame-
tros que favorecen el éxito en la fecundacion in vitro son la alcalinizacién de los ovocitos con NH4OH durante
10 minutos a pH 9, la activacion de los espermatozoides durante 45 minutos en agua de mar, un tiempo de
fecundacion de 180 minutos y la incubacion de los embriones durante 24 horas a 18°C.

1.2 Summary

P. vulgata is a gastropod mollusk that lives in the rocks of the mid interditial zone in temperate waters. This
species is autumn / winter breeder, and have a principal spawn in December/February. In this study we have
focused on the optimization of the parameters that determine the in vitro fertilization success of the above
mentioned species, aimed for obtaining maximum percentage of normal larvae at the end of the incubation
period. Moreover, we have conducted an experiment to condition limpets of the species P.vulgata aimed for
maintaining mature individuals, out of the reproductive natural breeding period.

To obtain these results we worked with different parameters. We have concluded that the parameters that
favor de in vitro fertilization are alkalization of oocytes with NH4OH for 10 minutes at pH 9, sperm activation
for 45 minutes in sea water, 180 minutes of fertilization time and 24 hours of incubation of embryos at 18°C.
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Mejora de un protocolo de fecundacion in vitro de gametos de lapa Patella vulgata 02. Introduccion y objetivo
del trabajo

Para la realizacién del protocolo trabajaremos con lapas del género Patella, concretamente con la especie
Pvulgata. Las lapas son moluscos gasteropodos, que en nuestro caso pertenecen a la familia Patellidae.
Son organismos que viven fijos al sustrato del intermareal rocoso, alimentandose principalmente raspando la
materia organica de las rocas y algas sobre las que viven. En los intermareales rocosos de Galicia podemos
encontrar tres espcies: P.vulgata, P.ulyssiponensis y P.depressa .

P. vulgata y P. depressa habitan ampliamente las costas Atlanticas continentales. La primera de ellas es
una especie de distribucion templado/boreal que se extiende desde el Sur de Portugal hasta el Norte de
Noruega, mientras que P. depressa tiene una distribucion templado/lusitana y se localiza mas al Sur, desde
Senegal hasta Gales. P. ulyssiponensis presenta una distribucion mas amplia, extendiéndose desde el Me-
diterraneo y Africa del Norte hasta el Sur de Noruega y el Mar del Norte (Ribeiro et al, 2009).

La fecundacion de estos moluscos se produce externamente, las larvas primero son de tipo trocéfora y
después pasan a ser de tipo veliger (Fig.10), pasando sus primeros dias de vida en la columna de agua,
después de lo cual se asientan en la orilla. La vida promedio varia pero se encuentra entre 10 y 20 anos.

Para establecer el protocolo de fecundacién in vitro, nos hemos basado en los dos estudios publicados sobre
fecundacion in vitro realizados con la especie P.vulgata, que nos sirvieron como orientacién en muchos de
los aspectos que comentaremos después.

Por un lado, Hodgson et al. (2006) realizaron un trabajo sobre los factores que afectan a la fertilizacion y los
modelos de desarrollo del mismo. En él, asentaron caracteristicas clave como que el éxito de la fecundacion
se fundamenta en tres variables que son: concentracién de esperma, edad de los gametos y tiempo de con-
tacto de los mismos durante la fecundacion. Obtuvieron resultados 6ptimos con 10 minutos de alcalinizacién
de los huevos a pH 9, una concentracion de esperma de 106 espermatozoides/ml, un tiempo de contacto
entre los gametos de entre 15 y 30 minutos y un tiempo de incubacion superior a 12 horas.

Por otro lado, Aquino de Souza et al. (2009) publicaron un trabajo sobre la necesidad de una maduracion
artificial de los ovocitos de P.vulgata y P.depressa previamente a la fecundacion, exponiendo los ovocitos a
agua de mar alcalinizada con NaOH, obteniendo como conclusiones que la maduracién de los ovocitos con
agua alcalinizada con NaOH y a un pH 9.5 mejoraba las tasas de fertilizacién in vitro, especialmente con
concentraciones altas de espermatozoides (106 espermatozoides/ml), mientras que a pH 9 o 10 los resulta-
dos no mejoraban.

Las pruebas de fecundacion se desarrollaron durante los meses de Octubre de 2014 a Enero de 2015 y
han tenido como objetivo principal estandarizar un protocolo de fecundacion in vitro y desarrollo embrionario
con esta especie de Patella. Para ello, basandonos en resultados obtenidos por los autores antes citados,
hemos realizado varias pruebas para la optimizacion de los siguientes parametros:

El tiempo y pH de alcalinizacion de los ovocitos, para su maduracién previamente a la fecundacion.
El tiempo de activacion del esperma.

El tiempo y temperatura de fecundacion.

El tiempo y temperatura de incubacion de los embriones.

b=
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Mejora de un protocolo de fecundacion in vitro de gametos de lapa Patella vulgata 03. Material y métodos

3.1 Trabajo de campo: recoleccion de reproductores

¢ Zona de muestreo:

- Localizacién: Playa/Cala del Portifio (Fig.1) > playa expuesta de aproximadamente 20 m con
arena de tipo fino.

- Coordenadas: 43°22°44.4"N 8°26’°38.4"W

- Clima y precipitaciones(AEMET):

* Humedad relativa: 77%
* Temperatura media anual: 14 °C
* Precipitacion media anual: 1008 mm

» Descripcion y métodos de diferenciacién de las distintas especies de lapas:

Como se explico en la introduccidn, en los intermareales rocosos de Galicia coexisten tres
especies de lapa (P.vulgata, P.ulyssiponensis y P.depressa). Aunque presentan cierta se-
gregacion espacial, pueden encontrarse muy mezcladas. Puesto que solo trabajaremos con
P.vulgata es necesario distinguir las especies in situ. Las especies se diferencian por su mor-
fologia externa e interna. Las principales caracteristicas que nos permiten distinguirlas son:

- Patella vulgata: Concha cénica y redonda de color azul grisaceo, con el apice centrado
de color blanco (Menéndez Valderrey, 2005). Cara interna de color verde/pardo, al igual
que generalmente el color del pié (Fig.2).

Fig.2
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Mejora de un protocolo de fecundacion i vitro de gametos de lapa Patella vulgata 03. Material y métodos

- Patella depressa: Concha conica y redonda de color pardo grisaceo, con bordes irregu-
lares. Apice de color amarillo-naranja, no centrado. Cara interna jaspeada a rayas de color
chocolate y amarillo con iridiscencias azules. Pié de color gris oscuro, a veces naranja, con
cilios iridiscentes muy visibles (Fig.3).

Cilios iridiscentes

Fig.3

- Patella ulyssiponiensis: Concha ovalada, de poca altura de contorno aserrado, general-
mente oculto bajo algas y organismos epifitos. Cara interna de color blanco a veces con
manchas amarillas a la altura del apice. Pié de color amarillo o naranja (Fig.4).

Fig.4

e Material: Para poder realizar la recoleccion de los individuos necesitamos:

- Navaja plana

- Trapos humedos para conservar a los ejemplares en un ambiente correcto.
- Botas y traje especializado

- Bolsas zip para separas las 3 especies

;:: Directora de Proyecto: Trabajo de Fin de Grado  Regina Pabst Fernandez
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Mejora de un protocolo de fecundacion in vitro de gametos de lapa Patella vulgata 03. Material y métodos

e Proceso de recoleccion:

Para cada prueba de fecundacion se recogieron aproximadamente unos 50 individuos de
Pvulgata.

Para separar la lapa de las rocas, insertamos la hoja del cuchillo por el borde de la concha que
se halla pegado al sustrato (roca), con cuidado de no danar al organismo. Tras esto realiza-
Mos una suave presion, haciendo palanca hacia abajo y hacia arriba, con el fin de despegar el
pie. Nos aseguramos de no haber dafiado al individuo observando el estado del pie, pues nos
interesa conservar vivos los ejemplares hasta la extraccion de los évulos o espermatozoides.
Inmediatamente después, envolvemos las lapas con el pafio humedecido con agua de mar
para evitar su desecacion y los metemos en una bolsa zip.

Trasladamos los ejemplares en frio al laboratorio, manteniéndolos en la nevera a una tempe-
ratura de entre 4 y 8°C hasta su utilizacion.

3.2 Trabajo en el laboratorio
» Seleccion de individuos reproductores: identificacion del sexo y del estadio gonadal.

El primer paso para la seleccién de individuos maduros, es saber su sexo, para posteriormente
proceder a abrirlos y observar el tamafio y volumen de su gonada y en base a este, determinar
el estado de madurez gonadal (Orton et al 1956).

Todo el proceso se realiza en frio, colocando hielo debajo de las bandejas donde vamos a
trabajar con los ejemplares. Para ello, con la ayuda de un elemento punzante, realizamos una
pequena incisién sobre el pie de la lapa a la altura de la génada (Fig.5). Si la sustancia que
sale es naranja o blanco crema, sabremos que es macho, mientras que si la sustancia es verde
0 parda, se trata de una hembra.

Punto de incisidn

Fig.5
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Mejora de un protocolo de fecundacion i vitro de gametos de lapa Patella vulgata 03. Material y métodos

Tras verificar el sexo, abriremos el pie de cada lapa con la finalidad de tener acceso a la go-
nada del individuo, para elegir los individuos con génadas mas maduras y extraer los gametos
que utilizaremos para realizar las pruebas de fecundacion in vitro. Abriremos en primera instan-
cia las hembras, manteniendo a los machos en la nevera hasta el momento de su uso.

Como veremos en el protocolo general de fecundacion in vitro (apartado siguiente) previa-
mente a la fecundacién debemos facilitar artificialmente la maduracion de los ovocitos. Para
ello, primero hemos de extraer estos de las hembras y exponerlos a una solucion alcalina.
Tras esto, podremos proceder a la extraccion de los gametos masculinos para realizar la fe-
cundacion. Los gametos masculinos tienen un tiempo de vida limitado por la temperatura y la
oxidacioén, por eso no podemos abrir ambos sexos a la vez.

Para separar el pie se sigue el siguiente proceso: en frio, ordenamos los individuos boca arriba
(Fig.6). Para retirar el pie, con la ayuda de un bisturi realizamos una incision cuidadosa pero
profunda sobre el lateral izquierdo del animal (al lado de la cabeza) continuando por toda la
periferia del pie hasta llegar al extremo opuesto de la cabeza (lado derecho del animal). De
esta manera podemos separar el pie sin dafar la génada (Fig.7).

. 5
. s e
A mgrw vk

Fig.6
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Mejora de un protocolo de fecundacion in vitro de gametos de lapa Patella vulgata 03. Material y métodos

Basandonos en los estadios gonadales |-V (Fig.8) propuestos por Orton (1956) se utilizan
unicamente las hembras con una génada mas desarrollada. Durante las primeras pruebas se
utilizaron hembras en los estadios IV y V, pero tras comprobar que los porcentajes de larvas
normales son superiores en hembras en estadio V, en las pruebas sucesivas se emplearon
exclusivamente hembras en este estadio.

Neuter Stage | Stage Il Stage Il Stage V

Blle ~

Fig.8. Patella vulgata: representaciones semi-diagramaticas de
los estados en el desarrollo de la génada. En la fila superior: go-
nada, masa visceral y aparato bucal vista desde abajo, después
de retirar el pie. En la fila del medio: seccién longitudinal de la
region bucal y masa visceral que pasa por la region central de la
gbnada, plano de la seccion paralela al eje longitudinal del cuer-
po. En la fila inferior: seccion transversal de la masa visceral por
la region mas amplia de la gbnada, plano de la seccion paralela
al eje transversal del cuerpo.

+ Estadio 0: Gonada sin desarrollar. Color amarronado, sexo indistinguible.

+ Estadio I: Comienza el desarrollo.

+ Estadio Il: Desarrollo de la génada hasta 1/3 de su tamafio maximo, cubriendo el borde
de la masa visceral.

« Estadio lll: Entre 1/3 y 2/3 de la talla maxima. Se ve un aumento considerable del vo-
lumen de la gbnada respecto al estadio Il.

« Estadio IV: Crecimiento mayor de 2/3 del tamafio maximo. Comienza a ocupar parte de
la parte dorsal de la masa visceral

+ Estadio V: Gonada totalmente desarrollada, cubriendo enteramente la parte ventral y
gran parte dorsal de la masa visceral.

>:< Directora de Proyecto: Trabajo de Fin de Grado  Regina Pabst Fernandez
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Mejora de un protocolo de fecundacion in vitro de gametos de lapa Patella vulgata 03. Material y meétodos

» Protocolo general de fecundacion in vitro:

Todo el proceso de recoleccion de gametos y fecundacion se realiza en laboratorio acon-
dicionado a una temperatura estable de 23°C. El agua de mar utilizada en todos los pasos
es agua de mar filtrada a 0,35 micras y UV, recogida en las instalaciones del Acuario de A
Corunfa.

Se explica a continuacion el protocolo general de fecundacion in vitro. Siguiendo este pro-
tocolo, hemos realizado varias pruebas para optimizar ciertos parametros determinantes
en la fecundacién para la especie P.vulgata, teniendo como objetivo obtener el mayor por-
centaje posible de larvas normales al final del periodo de incubacion.

Previamente a la fecundacion in vitro es necesario: madurar artificialmente los ovocitos,
ya que aunque la gbnada se encuentre madura, los ovocitos no son viables hasta que se
produce un cambio en el pH (alcalinizacion, que en la naturaleza sucede de manera nor-
mal dentro de la génada). Los ovocitos se maduran artificialmente exponiéndolos a una
solucion alcalina con hidroxido aménico NH4OH en agua de mar (Aquino de Souza et al,
2009). También es necesario activar el esperma poniéndolo en contacto con agua de mar,
pues inicialmente los espermatozoides estan inmoviles.

Para extraer los ovocitos, realizamos una suave presién sobre la gbnada para que se rom-
pa y con una pipeta de plastico y unas gotas de agua de mar se transfieren los ovocitos a
un cristalizador con agua de mar, donde se lavan (eliminando restos de tejidos gonadales).
Entonces se transfieren a una solucion de agua de mar alcalinizada (hemos determinado
el pH y tiempo 6ptimos de exposicion).

Los ovocitos alcalinizados anteriormente, se filtran y lavan a continuacién utilizando una
malla de 50 micras (debiendo filtrarse en futuras pruebas con el filtro sumergido en agua
de mar para evitar dafiarlos) y se transfieren a vasos de 100mL con agua de mar para
realizar la fecundacion.

Una vez extraidos los ovocitos de las hembras, podemos proceder a la extraccién y activa-
cion del esperma de los machos.

Se diseccionan todos los machos almacenados en la nevera, y se escogen los 3 individuos
con la gbnada en estadio mas avanzado (IV y V). En estudios anteriores se realizaron va-
rias pruebas de fecundacion con diferentes concentraciones de esperma (Hodgson et al.
1996) llegando a la conclusion de que la fecundacién con esperma directamente obtenido
de la génada es mas exitosa que el uso de diluciones, por lo que con ayuda de una pipeta
Pasteur se pipetea una pequena cantidad de esperma (punta de la pipeta) de cada uno de
los 3 machos.

El esperma de Patella (Antonio Solé-Cava et al,2013) esta inicialmente inactivo por lo que
hay que activarlo previamente a la fecundacién poniéndolo en contacto con agua de mar
(hemos determinado el tiempo éptimo de activacion). Transcurrido este tiempo, se procede
a la fecundacion afadiendo los gametos masculinos al vial de 100 mL que contiene los
ovocitos maduros.

- Directora de Proyecto: Trabajo de Fin de Grado  Regina Pabst Fernandez
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Mejora de un protocolo de fecundacion in vitro de gametos de lapa Patella vulgata 03. Material y métodos

Una vez puestos en contacto los gametos masculinos y femeninos, se deja un tiempo
(que también hemos optimizado) para que se produzca la fecundacion, pudiendo anadir
aireacion (=agitacion) durante la fecundacién para que los gametos estén en movimiento
constante.

Transcurrido el tiempo de fecundacion, los embriones se lavan para eliminar el exceso de
esperma, utilizando una malla de 50 micras y sumergiendo el filtro en agua de mar para
evitar roturas. A continuacion se depositan los embriones en un recipiente de 20 mL.

Después de esto, es necesario estimar el nimero de embriones que hay en los 100 mL,
ya que la incubacién de los embriones debe hacerse a una densidad 6ptima para tener
suficientes larvas al final del periodo de incubacién, pero no tantas como para que consu-
man todo el oxigeno y mueran. Usando una camara de recuento, se estima el niumero de
embriones/mL, haciendo un promedio entre 4 réplicas de 20 microlitros cada una.

Una vez conocida la concentracion inicial de embriones, se afiade a los recipientes de in-
cubacion el volumen necesario para tener una densidad final de 80 embriones/mL en cada
uno de los tratamientos que vayamos a probar (Fig.9).

Tras anadir la densidad necesaria de embriones a cada uno de los tratamientos (prepara-
dos en recipientes de 20mL) estos se incuban a una determinada temperatura durante un
tiempo determinado (parametros que hemos optimizado) para obtener larvas trocéforas.

Fig 9. Recipientes de incubacién para cada tratamiento.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se realiza el recuento en vivo, con ayuda de la lupa,
del porcentaje de larvas normales sobre 4 réplicas de 1 mL.

Las larvas normales se diferencian de las anormales principalmente por su morfologia y
por su movimiento. Las larvas normales presentan una morfologia caracteristica (Fig.10)
y se mueven rapidamente en todas las direcciones, mientras que las larvas anormales
pueden diferir morfolégicamente pero la principal diferencia es que apenas se mueven o lo

:z: Directora de Proyecto: Trabajo de Fin de Grado  Regina Pabst Fernandez

UNIVERSIDADE DA CORURA Nuria Fernandez Rodriguez Curso 2014-2015



Mejora de un protocolo de fecundacion in vitro de gametos de lapa Patella vulgata 03. Material y meétodos

Fig.10: Ala izquierda larva trocofora. A la derecha larva veliger

e Pruebas de estandarizacioén realizadas:

Como hemos visto, todo el proceso de fecundacion in vitro requiere el ajuste de varios
parametros como el tiempo y pH de alcalinizacion de los ovocitos, el tiempo de activacion
del esperma, tiempo y temperatura de fecundacion y tiempo y temperatura de incubacién
de los embriones. Hemos realizado dos pruebas para determinar dichos parametros en la
especie Pvulgata.

Las siguientes tablas (tabla 1 y tabla 2), recogen los parametros determinantes para el éxi-
to de la fecundacion in vitro y desarrollo embrionario. Se indica cuales de estos parametros
fueron o no estudiados y cual fue el valor utilizado o los valores que se han probado para
la optimizacién del protocolo en cada una de las dos pruebas realizadas.

Tabla 1: Parametros determinantes en la fecundacion y desarrollo embrionario de P.vulgata.
Se indica cuales fueron objeto de estudio, y los valores experimentales en la primera prue-

ba realizada.
Parametro Objeto de Valores
estudio
Solucidn alcalina (base) NO | NH40H
pH para maduracion ovocitos sl 9.0, 9.5, 10.0
Tiempo de alcalinizacion de sl 10, 20, 40 minutos
Concentracion de esperma NO Obtenido directamente de la gonada
Activacion de esperma NO | 0 (se anadio directamente)
Tiempo de fecundacion NO . 180 minutos
Agitacion durante la fecundacion sl Sélo en 2 réplicas
Concentracion de huevos NO 80 huevos 1’[!313;
Temperatura de incubacidn S| 13eCy 18 oC
>:< Directora de Proyecto: Trabajo de Fin de Grado  Regina Pabst Fernandez
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Mejora de un protocolo de fecundacion in vitro de gametos de lapa Patella vulgata

03. Material y métodos

Tabla 2: Parametros determinantes en la fecundacién y desarrollo embrionario de P.vulgata.

Se indica cuales fueron objeto de estudio, y los valores experimentales utilizados en la se-

gunda prueba.

Parametro

Solucion alcalina (base)
pH para maduracion ovocitos
Tiempo alcalinizacion de
los ovocitos
Concentracion de esperma
Activacion de esperma
Tiempo de fecundacion
Agitacion durante la fecundacion
Concentracion de huevos
Temperatura de incubacion

Objeto de
estudio
NO
Sl
Sl

NO
Sl
Sl
Sl

NO

NO

=
—

=

UNIVERSIDADE DA CORUNA

Valores

NH40OH
9.0,9.5
10, 20 minutos

Directamente
0, 45, 90 min
90, 180 min, Sin filtrar
Solo en 4 réplicas
80 huevos/mL
18 2C

Directora de Proyecto:
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Mejora de un protocolo de fecundacion i» vitro de gametos de lapa Patella vulgata 04. Resultados y discusion

En la primera prueba el objetivo fue optimizar los valores de pH y tiempo de alcalinizacién de los ovocitos y
la temperatura de incubacion de los embriones. Se probaron:

- Tres pH diferentes: 9, 9.5y 10.
- Tres tiempos de alcalinizacion: 10 min, 20 min y 40 min.
- Dos temperaturas de incubacion: 13°C y 18° C.

La siguiente figura (Fig.11) muestra los porcentajes de larvas normales obtenidas tras alcalinizar los ovocitos
a tres pH diferentes (9, 9.5y 10) durante 10,20 y 40 minutos. Las barras gris claro muestran el % de larvas
normales tras la incubacion a 13° C. Las barras gris oscuro representan el % de larvas normales tras la
incubacién a 18°C. Los asteriscos marcan aquellos tratamientos en los que los resultados son claramente
diferentes entre las diferentes temperaturas.

% P. vulgata normal larvae
40
35 A
230 - I
[i]
£25 -
l
€ 10 | B
2 10 - II I I
. 0
o T8 |
10 ‘ 20 ‘ 40 10 ‘ 20 ‘ 40 10 ‘ 20 ‘ 40
9 9.5 10
132C m182C .
Fig.11

Para cada uno de los parametros estudiados podemos concluir:

* pH de maduracién de los ovocitos: Los mayores porcentajes de desarrollo embrionario se obtuvieron ma-
durando los ovocitos a pH entre 9 y 9.5. PH mas altos son nocivos para los ovocitos. No hubo diferencias
significativas entre estos dos pH, por lo que en la segunda prueba volvimos a probar ambos parametros,
descartando el pH 10.

« Tiempo de alcalinizacion de los ovocitos: En general se observa, para todos los pH, que a mayor tiempo
de alcalinizacion se obtiene un menor porcentaje de larvas normales. El pH y el tiempo de alcalinizacién
estan relacionados de manera que la maduracion de los ovocitos a pH menores requiere mayor tiempo
de exposicion, y a medida que aumenta el pH, el tiempo de exposicion necesario es menor. Sin embargo,
a pH 9 las diferencias entre los tiempos de exposicion a 10 y 20 minutos no son muy claras, por lo que
volvimos a probar ambos parametros en la segunda prueba, descartando los 40 minutos.

+ Temperatura de incubacion: Hay diferencias significativas entre las temperaturas de incubacion. La tem-
peratura escogida para la incubacion es de 18°C pues el numero de larvas normales es claramente
superior que a 13°C.
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En la segunda prueba, una vez determinada la temperatura de incubacion a 18° C y acotados los valores
6ptimos de pH y tiempo de alcalinizacién de los ovocitos, hicimos las pruebas para optimizar algunos para-
metros, probando los valores que se indican en la tabla 2. Los tratamientos resultantes de la combinacion de
parametros fueron los siguientes:

PH alcalinizacion | Tiempo Tiempo Tiempo de
alcalinizacién activacion fecundacion
(min) esperma (min) (min)

9.0 10 45 a0

9.0 20 45 a0

9.0 10 45% 180

9.0 20 45* 180

9.0 10 a0 180

9.0 20 a0 180

9.5 10 a0 180

9.5 20 a0 180

9.0 10 Sin activacion 180

9.0 20 Sin activacion 180

9.5 10 Sin activacion 180

9.5 20 Sin activacion 180

9.0 10 45 Sin filtrar

9.0 20 45 Sin filtrar

9.5 10 45 Sin filtrar

9.5 20 45 Sin filtrar

* Con agitacién durante la fecundacion

La siguiente figura (Fig.12) muestra los porcentajes de larvas normales obtenidas tras alcalinizar los ovocitos
durante 10 y 20 minutos. Para cada tiempo de alcalinizacion (10 y 20 min) se hacen tres tratamientos de acti-
vacioén del esperma (45 min, 90 min y sin activacién). Para la prueba de activacion del esperma a 45 minutos,
se hacen ademas 3 pruebas para el tiempo de fecundacién (90 min, 180 min y sin filtrar como se explicé
anteriormente) y una réplica con 180 minutos de fecundacion y agitacion durante la misma. Para las pruebas
de activacion del esperma de 90 minutos, solo se probd con un tiempo de fecundacion de 180 minutos.

% larvas normaes

anlilbig
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Para cada uno de los tratamientos probados podemos concluir:

* pH de maduracion de los ovocitos: Las diferencias entre 9.0 y 9.5 no estan claras. Las desviaciones
estandar se solapan y no se puede ver diferencias claras, pero si comparamos las medias parece que
tanto a 10 como a 20 minutos de tiempo de alcalinizacion, el pH 9.0 (barras azules en la figura 12) da
mejores resultados.

» Tiempo de alcalinizacion de los ovocitos: No hay claras diferencias entre 10 y 20 minutos (tratamientos
a la izquierda y a la derecha de la figura 12), por lo que por la practicidad a la hora de realizar las fecun-
daciones in vitro, utilizaremos un tiempo de alcalinizaciéon de 10 minutos a pH 9.

» Tiempo de activacién del esperma: La activacion del esperma antes de anadirlo a los ovocitos mejora
el porcentaje de larvas obtenidas. No observamos diferencias claras entre un tiempo de activacion de
45 minutos y uno de 90 minutos, por lo que, por practicidad, recomendamos el periodo mas corto: 45
minutos.

» Agitacion durante la fecundacién: De nuevo no es posible sacar una conclusion clara con respecto al
uso de agitacion durante la fecundacion, por lo que en principio no se recomienda el uso de agitacion
durante la misma.

» Tiempo de fecundacién: Si aumentamos el tiempo de fecundacion, mejora el porcentaje de larvas norma-
les (es mejor 180 minutos que 90 minutos). No hay diferencias claras entre el lavado de los embriones
al cabo de los 180 minutos (para eliminar el exceso de esperma) y los tratamientos sin lavar, por lo que
recomendamos el uso de 180 minutos de fecundacion.

Hemos encontrado en la literatura cientifica solamente dos trabajos similares realizados con Patella vulgata.

Por un lado, Hodgson et al. 2007 observaron, al igual que en nuestro caso, que el tiempo y pH 6ptimos de
alcalinizacion de los ovocitos de P. vulgata son 10 minutos a pH 9 utilizando hidréxido amonico. También
determinaron que la concentracion 6ptima de esperma era entre 105 y 107 espermatozoides/mL; el tiempo
6ptimo de contacto entre los gametos era un tiempo superior a 15-30 minutos. Asi mismo resultd positivo el
uso de agitacién durante la fecundacion.

Por otro lado Aquino de Souza et al. 2009, observaron que obtenian mejores resultados utilizando como
base de alcalinizaciéon NaOH a pH 9.5 en lugar de NH40OH, con un tiempo de alcalinizacion menor de una
hora y una concentracion de esperma entre 104 y 106. En pruebas anteriores realizadas en el marco de este
proyecto, se obtuvieron también buenos resultados utilizando NaOH, aunque el uso de esta base requiere
tiempos mucho mayores de exposicion, por lo que decidid utilizarse hidroxido amonico. Por otro lado los
trabajos citados no probaron el uso de esperma sin diluir. Como ya se comentoé anteriormente, en base a los
resultados obtenidos en nuestro experimento y por practicidad decidimos recomendar el uso de esperma
sin diluir.
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos recomendamos los siguientes valores para los parametros analizados,
todos elegidos en funcién del mayor numero de larvas normales obtenidos al final del periodo de incuba-
cion junto con una mayor practicidad del trabajo experimental:

1. La maduracion artificial de los ovocitos de P.vulgata debe hacerse con agua de mar alcalinizada con
hidréxido amoénico a pH 9 durante 10 minutos.

2. Previamente a la fecundacion, recomendamos la activacion del esperma en agua de mar durante 45
minutos.

3. El tiempo de fecundacion 6ptimo es de 180 minutos.

4. No se recomienda el uso de agitacion durante la fecundacion puesto que no mejora los resultados.
5. Se recomienda la incubacién de los embriones durante 24 horas a una temperatura de incubacion a
18°C.

La combinacién de estos parametros permitié obtener el mayor porcentaje de larvas normales obtenida
para esta especie (30%).

Conclusions

From the results of all the realized tests we recommend the following values of the analyzed parameters, all
chosen aimed for obtaining the maximum percentage of normal larvae at the end of the incubation period:

1. The artificial maturing of the female gametes must be done with sea water alcalized with ammonium
hydroxide to pH 9 during 10 minutes.

2. Before the fertilization, we recommend the activation of the sperm in sea water during 45 minutes.

3. The ideal time of fertilization is of 180 minutes.

4. The use of agitation is not recommended during the fertilization since it does not improve the results.

5. It is recomended to incubate the embryos at 18°C during 24 hours.

The combination of these parameters, allowed obtaining the major percentage of normal larvae obtained
for this species (30 %).
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Al mismo tiempo que realizamos las pruebas de fecundacion in vitro con individuos recogidos en el campo,
intentamos madurar y mantener los individuos en el laboratorio para poder disponer de reproductores fuera
del periodo reproductivo natural. Para ello, se introdujeron 40 individuos en acuarios de PVC de 12 litros uti-
lizando agua marina procedente del Acuario Finisterrae de A Coruia. Este acuario, contaba con dispositivos
de filtracién para mantener el agua limpia y con dispositivos de aireacion (Fig.14). Ademas se renovaba un
20% del agua diariamente y se realizaba una limpieza completa una vez por semana. Se introdujeron en el
acuario rocas y algas marinas (Fig.13) que se renovaban al menos una vez por semana (las algas servian
como alimento puesto que las lapas son organismos raspadores, y las rocas como sustrato sobre el que
fijarse).

Fig.13

El acuario se encontraba dentro de una camara en la que se pueden modificar la temperatura y el fotope-
riodo. Para controlar cualquier parametro que pudiera afectar a su supervivencia, se median diariamente
la concentraciéon de oxigeno, el pH y la temperatura del agua, manteniendo el pH entre 7 y 7.5 y el nivel de
oxigeno sobre el 90%.

Puesto que P.vulgata tiene un ciclo reproductivo de “invierno”, madura con la disminucién de la temperatura
durante los meses de otofio/invierno. Partiendo de 17°C fuimos disminuyendo la temperatura secuencial-
mente un grado centigrado por semana hasta llegar a los 13°C, pues una caida por debajo de esta tempe-
ratura, provoca el desove en condiciones naturales. Cultivamos las lapas en ausencia de luz las 24 horas.
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Una vez que conseguimos los 13°C, la gran mayoria de las lapas habia sobrevivido (cerca del 90%) y pro-
cedimos a extraerlas del cultivo, para determinar el estado de madurez gonadal. El 50% de las lapas super-
vivientes estaban maduras y aproximadamente el 30% se encontraba en estadios IV y V. Realizamos con
ellas una prueba de fecundacion in vitro utilizando los parametros estandarizados en las pruebas anteriores,
pero los resultados de las pruebas fueron negativos obteniendo porcentajes casi nulos de larvas normales.

Conclusiones: Aunque los resultados de la fecundacién in vitro con individuos acondicionados en el laborato-
rio no fueron satisfactorios, si conseguimos madurar artificialmente las lapas y mantenerlas vivas. En préxi-
mos experimentos, puede intentarse el cultivo variando el fotoperiodo para equilibrarlo al fotoperiodo natural
de invierno para ver si esto mejora la calidad de los gametos obtenidos y los resultados de la fecundacion in
vitro con organismos de cultivo.

Conclusions: Although the results of the in vitro fertilization conducted with conditioned individuals in the
laboratory were not satisfactory, we could mature artificially the limpets and keep them alive. In next experi-
ments, the culture can be re-tried setting a photoperiod assimilated to the natural winter photoperiod, to see
if this improves the quality of the obtained gametes and the results of the in vitro fertilization with cultured
organisms.
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