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RESUMEN

Antecedentes: Los Gymnosomata es un grupo de moluscos adaptado a la vida pelagica, que incluye unas 47
especies validas en todo el mundo. En arrastres de zooplancton realizados en el Golfo de California durante
enero de 2007, se recolectaron especimenes de dos especies diferentes de Gymnosomata con caracteristi-
cas morfoldgicas que no pertenecian a ninguna de las especies previamente descritas. Objetivos: Describir
con base en las caracteristicas de la radula, dos nuevas especies de moluscos gimnosomados recolectados
en la porcion central del Golfo de California, México. Métodos: Diez especimenes de Gymnosomata fueron
obtenidos de arrastres de zooplancton usando un Sistema de redes Bongo. Todos los organismos descritos se
identificaron en estadio adulto. Tres especimenes fueron disectados y su masa bucal fue removida y disuelta
en hidréxido de sodio al 10% hasta que la radula quedara sin el tejido que la rodea. Posteriormente, la radula
fue montada para fotografias de microscopia electronica. Resultados: Se describieron dos nuevas espe-
cies, Pneumoderma cicimarensis sp. nov. y Pneumodermopsis tacoi sp. nov. Conclusiones: Pneumoderma
cicimarensis sp. nov., tiene una morfologia similar a Pneumoderma pacificum Dall, 1871, pero difiere en la
presencia de un I6bulo en la porcion media del ala, la ausencia de cromatéforos en el cuerpo y en la forma
de los dientes radulares. Pneumodermopsis tacoi sp. nov., tiene una radula similar a la de Pneumodermopsis
ciliata (Gegenbaur, 1855), pero difiere significativamente en el nimero de hileras de la radula y en la forma
de los dientes centrales.

Palabras clave: moluscos holoplanctonicos, nuevas especies, Gymnosomata, Pneumoderma, Pneumoder-
mopsis

ABSTRACT

Background: The Gymnosomata is a group of mollusks adapted to pelagic life, which includes about 47
valid species worldwide. Zooplankton tows in the Gulf of California during January 2007 led to the collection
of specimens of two different species of Gymnosomata with morphologic characters that did not belong to
any species previously described. Goals: To describe, based on radular characteristics, two new species of
gymnosomatous mollusks collected at the central portion of the Gulf of California, Mexico. Methods: Ten
specimens of Gymnosomata were obtained with zooplankton tows using a Bongo net system. All the organis-
ms described were identified as adult stages. Three specimens were dissected, and their buccal mass was
removed and dissolved in 10% sodium hydroxide until the radula was isolated from the surrounding tissue.
Posteriorly the radula was mounted for scanning electron micrographs. Results: Two new species were des-
cribed, Pneumoderma cicimarensis sp. nov. and Pneumodermopsis tacoi sp. nov. Gonclusions: Pneumoder-
ma cicimarensis sp. nov. has a similar morphology to Pneumoderma pacificum Dall, 1871, but differs in the
presence of one lobe on the median portion of the wing, a lack of chromatophores in the body and the shape
of the radular teeth. Pneumodermopsis tacoi sp. nov. has a similar radula to Pneumodermaopsis ciliata (Ge-
genbaur, 1855), but differs significantly in the number of rows of the radula and the shape of the central tooth.

Keywords: holoplanktonic molluscs, new species, Gymnosomata, Pneumoderma, Pneumodermopsis
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INTRODUCTION

The Gulf of California is a hydrographically complex region. It posses-
ses strong environmental gradients and latitudinally is associated with
convergence in its central region, which results in highly diverse envi-
ronments due to the mix of temperate, subtropical, and tropical species
in a relatively small area (Riginos, 2005). With its high number of micro-
habitats, the region also has a high number of endemic marine species
(Briggs, 1974, Brinton & Towsend, 1980; Brusca & Findley, 2005). For
poorly known groups the possibility of finding new species increases,
such in the case of gymnosomatous pteropods.

The Gymnosomata is one of two groups within Pteropoda (Jorger
etal., 2010, Schrddl et al., 2011) that has adapted for pelagic life (La-
lli & Gilmer, 1989): The Gymnosomata, which have no shells, and the
Thecosomata, most of which have shells. The division between these
two holoplanktonic groups of molluscs is justified by other anatomi-
cal characteristics as well (Pelseneer, 1887). The absence of a shell in
gymnosomes results in most of the specimens contracting into indis-
tinguishable forms after preservation and all taxonomic features are
altered. Despite this problem, the Gymnosomata include about 47 valid
species contained in four families (Gofas, 2018). Pneumodermatidae
(Pelseneer, 1857) is the most specious with 18 species worldwide (5
Pneumoderma, 13 Pneumodermaopsis) (Spoel et al., 1997, Bouchet &
Gofas, 2018a, b). The distinctive characteristics of Pneumodermatidae
are the presence of suckers on the ventral side of the protrustile on the
anterior portion of the buccal cavity, a lateral gill on the right side of the
body, a jaw and pigmented skin (Pelseneer, 1887). Only four species are
registered in the Gulf of California, one belonging to the genus Pneu-
moderma (Cuvier, 1805). These are Pneumoderma pacificum Dall, 1871
and three belong to Pneumodermopsis Keferstein, 1862, i.e., Pneu-
modermopsis canephora Pruvot-Fol, 1924, Pneumodermopsis ciliata
(Gegenbaur, 1855) and Pneumodermopsis macrochira Meisenheimer,
1905 (Angulo-Campillo et al., 2011).

Zooplankton tows in the Gulf of California were performed to obtain
a collection of specimens of Gymnosomata with morphologic charac-
teristics that did not belong to any species previously described. Two
new species of gymnosomes collected from the central portion of the
Gulf of California, Mexico, were described here based on radular cha-
racteristics.

MATERIALS AND METHODS

Ten specimens of Gymnosomata were obtained from the central re-
gion of the Gulf of California during an oceanographic survey in January
2007. The specimens were captured using oblique tows with Bongo
nets of 505 pm mesh. Tows were made at a maximum depth of 200
m. The specimens were preserved in 95% ethanol and deposited at
the Department of Invertebrate Zoology and Geology of the California
Academy of Sciences, San Francisco (CASIZ). The external features
were examined and drawn using a dissecting microscope with a ca-
mera lucida. All the organisms described here were identified as adult
stages using as indicative the presence of a well-developed lateral gill
as well as the presence of a developed gonad. Three specimens were
dissected, two specimens for Pneumoderma cicimarensis sp. nov. and
one for Pneumodermopsis tacoi sp. nov. The buccal mass was removed
and dissolved in 10% sodium hydroxide until the radula was isolated
from the surrounding tissue (Geiger et al., 2007); later, the radula was
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mounted for scanning electron micrographs (SEMs) produced on a Hi-
tachi S-3000N scanning electron microscope at CIBNOR.

RESULTS
Family Pneumodermatidae Pelseneer, 1857
Genus Pneumoderma Cuvier, 1805
Pneumoderma cicimarensis sp. nov. (Figs 1a-f)

Type Species: Pneumodermon pacificum Dall, 1871: 139; 37°8’ N
136°10’ W, Coll.: Dall, reg. no. 301.

Previous references: Pneumoderma sp. Angulo-Campillo et al.,
2011.

Etymology: The specific name cicimarensis is taken from the
acronym CICIMAR (Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas), which
refers to the institution where the authors completed their Ph.D.

Type Material: Holotype: Central portion of the Gulf of California
(27°49'22" N, 111°24°’4” W), 4.3 mm body length, collected by Orso
Angulo and Gerardo Aceves, 21 January 2007. (CASIZ 178438).

Paratypes: two specimens, 4.2 and 2.8 mm body length (CASIZ
178439), central portion of the Gulf of California (26°45'2” N, 110°
53’4” W), one specimen 3.1 mm body length, collected by Orso Angulo
and Gerardo Aceves, 22 January 2007. (CASIZ 178440).

Additional material: two specimens 3.1 and 3.0 mm (dissected),
collected on 22 January 2007 from near shore waters west of Santa
Rosalia, Baja California Sur, Mexico (26°25'22” N, 110°32'12” W), by
0Orso Angulo and Francisco Dominguez.

Type locality: Central portion of the Gulf of California (27°49'22”
N, 111°24’4” W), caught in tows made between 200 m depth and the
sea surface.

Geographic distribution: Known only to inhabit in the Gulf of Cali-
fornia.

Description: External morphology: Body color: translucent; head:
cream colored. Visceral mass: dark. Body: cylindrical; rounded anterior-
ly when extended, and barrel shaped when contracted (Fig. 1a). Head
differentiated from the body. Wings subquadrate, slightly notched at
their inner posterior edge with one lobe on the median portion of the
wing (Fig. 1b). Small chromatophores in the head. Two lateral arms with
two suckers each on the mouth region. Lateral footlobes short, reaching
1/4 length of the median footlobe, which is long and pointed when
extended, reaching one third the length of the trunk. The viscera can
be seen through the body walls, reaching two-thirds the length of the
trunk. A long lateral gill with a dorsal spot situated on the upper portion.
The lateral gill extends up to two thirds the length of the body where it
reaches the margin of the posterior gill, which is simple (without orna-
mentations) and fringed, well-marked regular undulations (Figs 1c-d).
Radula (Figs 1e-f): The radula formula is 3.0.3 with nine rows (Fig. 1e).
The radular teeth have a large, curved, and pointed central cusp. On
each side of the central cusp there are 11 to 13 smooth, shorter denti-
cles (Fig. 11). Denticles are slightly curved inwards, with long ridges that
extend to the base of the central cusp.
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Figures 1a-f. Pneumoderma cicimarensis sp. nov. a) Ventral view of live specimen, holotype, 4.3 mm long (CASIZ 178438). b) Anatomical sketches drawn with the
aid of a camera lucida. c) Close-up of the dorsal portion showing the footlobes and wing lobes. d) Anatomical sketches of the dorsum. ) Radula. f) Detail of teeth.
Cr = Cromatophore; go = Gonad; ht = Heart; Ifl = Lateral foot lobe; Ig = Lateral gill; Ita = Lateral arm; mfl = Median foot lobe; pg = Posterior gill; vs = viscera; wl =

Wing lobe; wn = Wing.
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Remarks: The placement of Pneumoderma cicimarensis sp. nov. in
the Pneumodermatidae is based on the presence of a lateral gill, diffe-
rentiation of the cephalic region and presence of chromatophores, while
the presence of a dorsal glandular spot is characteristic of the genus
(Pelseneer 1857). The other four species are not found in the eastern
Pacific and they do not have a wing lobe (Table 1). P cicimarensis sp.
nov. is unique within the genus with the presence of one lobe on each
wing; this characteristic has not been described in any other member of
the family or gymnosome. Another characteristic feature is the absence
of chromatophores on the trunk. P, pacificum differs from P, cicimaren-
sis sp. nov. in coloration; P, pacificum is purple, and chromatophores
extend through the entire body. In addition, the form of the teeth and ra-
dula formulae is different; in P. cicimarensis sp. nov. the radula formula
is 3.0.3 and teeth are hook-shaped with serrated edges that extend to
the base of the central cusp, while in P. pacificum it is 4.0.4, and teeth
are also hook-shaped, but slender with no serrations or edges (Spoel
etal., 1997) (Table 1).

Genus Pneumodermopsis Keferstein, 1862
Pneumodermopsis tacoi sp. nov. (Figs 2a-d)

Type species: Pneumodermon ciliatum Gegenbaur, 1855: 74. Type
locality: not located.

Previous references: Pneumodermopsis sp. Angulo-Campillo et al.,
2011, Moreno-Alcantara et al., 2014.

Etymology: The specific name facoi is given in honor to Enrique
Gonzalez, teacher and mentor of both authors, who is known among
his friends as Taco.

Type Material: Holotype: northwest of Guaymas, Sonora (27°29'42”
N, 111°24°38” W), 3.1 mm body length, collected by Orso Angulo and
Francisco Dominguez. January 21, 2007. (CASIZ 178441).

Paratypes: two specimens, 2.9 mm and 2.6 mm body length (CASIZ
178442), same locality as the holotype.

Additional material: one specimen 2.5 mm body length (dissected),
same locality.

Angulo-Gampillo 0. and Aceves-Medina G.

Type locality: Northwest of Guaymas, Sonora (27°29'42” N,
111°24’38” W), caught in tows made between 200 m deep and the
sea surface.

Geographic distribution: Know in the Gulf of California and Gulf of
Tehuantepec

Description: External morphology: Body color: cream, semi-translu-
cent. Visceral mass: brown. Body cylindrical and barrel shaped (Fig. 2a).
Head differentiated from the body. Small wings. Small chromatophores
in the head. Two lateral suckers arms. Lateral footlobes: short, reaching
1/4 the length of the median footlobe, which is long and thick. Viscera
visible through the body wall. A well-developed lateral gill present with
a dorsal spot situated on the upper portion. Posterior gill: simple and
clearly fringed (Fig. 2b). Radula (Figs 2c-d): The radula formula 3.1.3
(in 13 rows). Lateral teeth: long, slender, and hook-shaped (Fig. 2c).
Median teeth: bicuspid (Fig. 2d); base: simple with no ornamentations.

Remarks: The placement of Pneumodermopsis tacoi sp. nov. in the
Pneumodermatidae is based on the presence of a lateral gill, differen-
tiation of the cephalic region and presence of chromatophores. Due
to preservation effects, it was impossible to determine the number of
suckers on the lateral arms, thus the description is based on the radu-
la formula. Presence of central teeth accommodates within the Pneu-
modermopsis. A previous report of Pneumodermopsis from the North
Pacific includes P, ciliata and P. paucidens (Boas, 1886) (Spoel et al.,
1997). In P, ciliata the number of lateral teeth varies from 5.1.5 t0 6.1.6,
with 18 to 25 rows, and with tricuspid median teeth (Spoel & Pafort-Van
Lersel, 1982). The teeth shape of P, paucidens is similar to that of P, fa-
coi sp. nov., both species have bicuspid median teeth without a central
cusp. However, the radula of P, paucidens as illustrated in Spoel et al.
(1997) compared with the radula of P, tacoi sp. nov. shows differences
between them since the lateral teeth in P tacoi sp nov. are larger and
slender, and the bicuspid teeth are larger. In addition, P. paucidens has
only a median arm with a large sucker, whereas P, tacoi sp. nov. has two
lateral arms with small suckers. Remaining species of this genus have
a higher number of lateral teeth, except P, polycotyla (Boas, 1886) and P,
spoeliNewman & Greenwood, 1988, which have 2 lateral teeth. Howe-
ver, P. spoelihas 24 lateral arms suckers and P, polycotyla s distributed
only in the Atlantic and Mediterranean (Table 2).

Table 1. Meristic characteristics of Pneumoderma species. Lt = Length (mm); Lam = Lateral arm suckers; RF = Radula formula; HH = Number hooks
in hook sac; Chr = Chromatophores; WI = Wing lobe; p = present; a = absent.

Species Lt Lam RF HH Chr WI  Distribution

P, cicimarensis sp. nov 45 2 3-0-3 p p p  Gulf of California

P, pacificum (Dall, 1871)" 25 50 4-0-4 ? p a  Cosmopolitan of warm waters

P, violaceum d'Orbigny, 1834 7 40 ? ? a a  Warm waters Atlantic and Mediterranean
P, degraaffi Spoel & Pafort-van Lersel, 1982 12 6-8 3-0-3 200 p a  NAtlantic

P. heronensis Newman & Spoel, 1989 11 12 6-0-6 100 p a  Australia

P mediterraneum Van Beden, 1838 20 7 7-0-7 40 p a  Atlantic, Mediterranean, Indo-Pacific

* Data obtained from Spoel et al. (1997), number of valid species based from Bouchet and Gofas (2018a).
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Figures 2a-d. Pneumodermopsis tacoi sp. nov. a) Dorsal view of preserved specimen holotype, 3.1 mm length (CASIZ 178441); b) Anatomical sketches; c) Radula; d)

Rachidian. Cr = Cromatophore; Ifl = Lateral foot lobe; Ig = Lateral gill; Ita = Lateral arm; mfl = Median foot lobe; pg= Posterior gill; wn = Wing.
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Table 2. Meristic characteristics of Pneumodermopsis species. Lt = Length (mm); Lg = lateral gill; Pg = posterior gill; Lam = Lateral arm suckers;
RF = Radula formula; HH = Number hooks in hook sac; Chr = Chromatophores; WI = Wing lobe; p = present; a = absent.

Species Lt Lg Pg Lam RF HH Distribution

P, tacoi sp. nov. 3 p p 2 3-1-3 - Gulf of California, Gulf of Tehuantepec
P, brachialis Minichev, 1976* 15 a p 12 4-1-4 40 Antarctic

P, canephora Pruvot-Fol, 1924* 12 p a 1 5-1-5 30-60 Atlantic, Mediterranean, Indo-Pacific,
P ciliata (Gegenbaur, 1855)* 15 p a 7-8 7-1-7 30-40 N-Atlantic, Mediterranean, N-Pacific
P macrochira (Meisenheimer, 1905)* 8 p p 55 6-1-6 16-20 N-Atlantic, N-Pacific and Tasman Sea
P. macrocotyla Zhang, 1964* 8 p a 4 7-17 40 China Sea and Yellow Sea

P. michaelsarsi Bonnevie, 1913* 11 p p 8 6-1-6 20-50 N-Antarctic

P minuta Pelseneer, 1887 3 p a 8 ? ? Tropical Pacific

P, paucidens (Boas, 1886)* 5 p p 10-12  2-3-1-2-3 5-6  Indo & N- Pacific, Atlantic, Mediterranean
P, polycotyla (Boas,1886)* 5 p p ? 2-1-2 6 Atlantic and Mediterranean

P, pupula Pruvot-Fol, 1926* 2 a a 5 8-1-8 12 Atlantic and Mediterranean

P, simplex (Boas, 1886)* 5 p a - 6-1-6 40-50 South Atlantic

P teschi Spoel, 1973 9 p a 12-20  3-7-1-3-7 10 NE-Atlantic and Mediterranean

P, spoeli Newman & Greenwood, 1988 27 a p 24 2-1-2 6 Great Barrier Reef, Australia

* Data obtained from Spoel et al. (1997), number of valid species based from Bouchet and Gofas (2018b).
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RESUMEN

Antecedentes: Los prebidticos son polisacaridos no digestibles por el huésped, pero, por otro lado, son los
encargados de estimular la actividad de microorganismos benéficos en el sistema digestivo, lo que puede maxi-
mizar la ganancia en peso, la conversion alimenticia y la activacion de la respuesta inmune. Los oligosacaridos
de manano (MOS) han sido evaluados en varias especies de peces de importancia comercial. Objetivos: Deter-
minar el efecto de diferentes niveles de MOS integrados en dietas balanceadas para juveniles de Atractosteus
tropicus sobre el crecimiento, parametros productivos, supervivencia, indices somaticos y actividad de enzimas
digestivas. Métodos: Se evaluaron por triplicado seis dietas experimentales con inclusion de MOS (0.0, 0.2, 0.4,
0.6 y 0.8%) y una dieta control de trucha (DC) durante 62 dias. Se distribuyeron 180 juveniles (5.11 = 0.08 g)
en un sistema de recirculacion con 18 tanques de 70 L con flujo de 10 L min™'. Resultados: La supervivencia
en todos los tratamientos fue superior al 96%. La dieta 0.2% de MOS presento los valores mas altos en peso
ganado (WG), tasa especifica de crecimiento (SGR) y tasa de eficiencia proteinica (PER), y el menor valor en tasa
de conversion alimenticia (FCR). El indice hepatosomético (HSI) fue mayor para el tratamiento 0.4%, mientras
que el indice viscerosomatico fue mayor para los tratamientos 0.4% y 0.6%. Todas las actividades enzimaticas
determinadas mostraron diferencias entre tratamientos (proteasa écida, proteasa alcalina, tripsina, quimotrip-
sina, leucina aminopeptidasa, carboxipeptidasas, lipasas, a-amilasa, fosfatasas acidas y fosfatasas alcalinas).
Conclusiones: La suplementacion de 0.2% de MOS en dietas para juveniles de A. tropicus genera beneficios en
el crecimiento y el rendimiento productivo. La inclusion de MOS en dietas para juveniles de A. tropicus modifica
los indices somaticos y la actividad de enzimas digestivas en juveniles.

Palabras clave: Atractosteus tropicus, crecimiento, enzimas digestivas, oligosacaridos de manano, prebiéticos

ABSTRACT

Background: Prebiotics are polysaccharides that cannot be digested by the host; however, they generate
benefits by stimulating the activity of beneficial microorganisms in the digestive system, which can maximize
weight gain, feed conversion, and stimulate the immune response. Mannan oligosaccharides (MOS) have
been evaluated in several fish species of commercial importance. Goals: Determine inclusion effects of diffe-
rent MOS levels in balanced diets for juveniles of Afractosteus tropicus on the growth, productive parameters,
survival, somatic indexes, and activity of digestive enzymes. Methods: Six experimental diets including MOS
(0.0, 0.2, 0.4, 0.6, and 0.8%) and a trout control diet (DC) were designed, manufactured, and evaluated in
triplicate during 62 days. A hundred and eighty juveniles (5.11 + 0.08 g) were distributed in a recirculation
system with 18 tanks of 70 L with a flow of 10 L min-1. Results: The 0.2% MOS diet produced the highest va-
lues in weight gained (WG), specific growth rate (SGR), and protein efficiency rate (PER) and the lowest value
in feed conversion rate (FCR). Survival in all treatments was greater than 96%. The hepatosomatic index was
higher for the 0.4% treatment, while the viscerosomatic index was higher for the 0.4% and 0.6% treatments.
All the enzymatic activities (acid protease, alkaline protease, trypsin, chymotrypsin, leucine aminopeptidase,
carboxypeptidases, lipases, a-amylase, acid phosphatases, and alkaline phosphatases) showed significant
differences by the inclusion of MOS in the diet. Conclusions: Supplementation of 0.2% MOS in diets for
juveniles of A. tropicus, generates benefits in growth and productive performance. The inclusion of MOS in
diets for juveniles of A. tropicus modifies somatic indices and the activity of digestive enzymes of juveniles.

Keywords: Atractosteus tropicus, digestive enzymes, growth, mannan oligosaccharides, prebiotics
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INTRODUCCION

La acuacultura busca optimizar el rendimiento productivo, por lo cual
es de gran relevancia la alimentacion en las distintas etapas del cultivo
de las diversas especies. La alimentacion tiene un papel importante en
la capacidad de asimilacion de nutrientes en los organismos, lo que
determina el estado de salud de los peces y, con ello, la capacidad
de respuesta ante posibles enfermedades. Es asi que la busqueda de
alternativas nutricionales que produzcan efectos favorables en el ren-
dimiento productivo se torna necesaria, ya que de los costos totales, el
40-60% corresponden al costo de alimentacion y el 10% al control y
prevencion de enfermedades (Uribe et al., 2011).

Debido a esto, el uso de alimentos con inclusion de ingredientes
funcionales es relevante para el aumento productivo y para el refor-
zamiento del sistema inmune (Carbone & Faggio, 2016; Giiltepe et
al., 2011). Dentro de estos alimentos se encuentran los probi6ticos,
prebioticos y simbidticos (Akhter et al., 2015). Los oligosacaridos de
manano (MOS) son derivados de las paredes celulares de la levadura
(Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen, 1883), y son de los
prebi6ticos mas evaluados en peces (Hoseinifar et al., 2015); sin em-
bargo, los resultados reportados han sido diversos, ya que en algunas
especies la inclusion de MOS promueve el crecimiento, los parametros
digestivos y el sistema inmune (Giiltepe et al., 2011), mientras que en
otras especies no genera efectos en crecimiento pero si en la mejora
del sistema inmune (Genc et al., 2007; Talpur et al., 2014). Debido a lo
anterior, el objetivo del presente estudio es determinar si la inclusion de
MQOS en dietas para juveniles de pejelagarto (Atractosteus tropicus Gill,
1863) genera un efecto en el crecimiento, la supervivencia, los indices
somaticos y la actividad de enzimas digestivas.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de los juveniles. El presente estudio se realizo en las ins-
talaciones del Laboratorio de Acuicultura Tropical de la Division Aca-
démica de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Juarez Autonoma de
Tabasco (Dachiol-UJAT). Un total de 180 juveniles de A. tropicus (4.64 +
0.07 g) se obtuvieron del desove inducido de una hembra (3.5 kg) y tres
machos (1.5 kg) por medio de una inyeccion intramuscular de hormona
liberadora de hormona luteinizante (LHRHa 35 pg kg de pez) en la
aleta pélvica. Después de la eclosion de los huevos (dia 3 después de la
fertilizacion), los eleuteroembriones se colocaron en tanques circulares
de plastico de 70 L y se siguié un esquema de alimentacion de acuer-
do con informes anteriores (Frias-Quintana et al., 2010). Se realizd el
cuidado de los organismos hasta llegar a la talla necesaria para ser
utilizados en el bioensayo.

Diseiio experimental. Se disefid un experimento de una via simple
completamente aleatorizado con seis tratamientos experimentales,
empleando diferentes niveles de inclusion de MOS (0.0, 0.2,0.4,0.6 y
0.8 %) y un alimento balanceado para trucha (Silver Cup™) como dieta
control (DC), los cuales fueron evaluados por triplicado.

Al iniciar el experimento se registro el peso (g) con una balanza di-
gital portatil (Ohaus HH120, precision 120 + 0.01 g, Shenzhen, China) y
su longitud (cm) con una regla con precision de 0.1 cm. Posteriormente,
la biometria total de los organismos en experimentacion se realizé cada
15 dias. Para este experimento se ocuparon 180 juveniles (5.11 + 0.08
g), los cuales se distribuyeron en 18 tanques circulares con 70 L de
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agua, conectados a un sistema de recirculacion con un reservorio de
1,500 L que funciona como sedimentador de solidos vy filtro bioldgico,
ademas de una bomba de agua 1 HP (Jacuzzi, JWPASD-230A, Delavan
WI, USA) y un termostato de titanio (PSA, ROCE371, Delavan WI, USA).
La calidad del agua del sistema fue monitoreada diariamente durante
los 62 dias registrando la temperatura (27.1 = 0.8 °C) y el oxigeno
disuelto (5.7 = 0.2 mg L") mediante un oximetro (YSI 85, Ohio, USA), y
el pH (7.3 = 0.2) con un potencidmetro (HANNA HI 991001, Rumania).
Se realizaron recambios de agua parciales de 50% cada dos dias y re-
cambios totales cada 5 dias. Las dietas fueron proporcionadas 4 veces
al dia (8:00, 11:00, 14:00 y 17:00 horas) y se determin6 el consumo de
alimento por diferencia entre la cantidad de dieta suministrada de peso
seco y la obtenida al secar de nuevo el alimento sobrante (que consistid
en recolectar por sifoneo el sobrante de alimento). El alimento sobrante
fue secado a la temperatura en que se elaboraron de dietas (pellets)
en una estufa marca Fisher Scientific "® con temperatura controlada
de 60 a 70 °C.

Formulacion y elaboracion de dietas experimentales. La formula-
cion de las dietas experimentales se realizd por medio del programa
Mixit Win V. 5.0, donde la dieta 0 % MOS se utilizd con base en la
propuesta por Frias-Quintana et al. (2010), a la cual se le adicion6 0.2,
0.4,0.6 y 0.8% de MOS para la fabricacion de las otras dietas experi-
mentales (Tabla 1), y se utilizd el alimento comercial (Silver Cup™), con
45% de proteina y 16% de lipidos como dieta control (DC).

Para la elaboracion de las dietas experimentales se siguio el proto-
colo propuesto por Alvarez-Gonzélez et al. (2001). Los ingredientes se
pesaron con ayuda de una balanza analitica con capacidad de 2,000 g
(Ohaus, mod. CS2000, Greifensee, Suiza), a continuacion, se mezcla-
ron los macronutrientes en seco (harinas proteicas, almidon de maiz
y harina de trigo) durante 15 minutos mediante una batidora industrial
(Bathamex, 178716, México). Asimismo, se pesaron los micronutrientes
(MOS, premezclas de vitaminas, minerales y vitamina C) y fueron agre-
gados a la mezcla de los macronutrientes para revolverse por otros 15
minutos. Posteriormente, se pesaron los ingredientes liquidos (aceite
de pescado y lecitina de soya), los cuales se afiadieron a la mezcla
anterior y se mezclaron por otros 15 minutos. Por ltimo, se agrego el
agua (aproximadamente 400 ml por K de dieta) y se mezclo durante
otros 15 minutos. La mezcla final obtenida se colocé en un molino para
carne 1 HP (Torrey, M-22RI, Monterrey, México) para obtener pellets con
una criba de 5 mm, los cuales fueron secados en un horno (Coriat, HC-
35-D, Cd. México, México) durante 12 horas a 60 °C. Las dietas fueron
colocadas en bolsas de plastico selladas herméticamente y almacena-
das a una temperatura de -20 °C, hasta su uso.

Sacrificio y toma de muestras de especimenes. Al término del ex-
perimento se realizo la dltima biometria para posteriormente sacrificar
tres organismos por réplica, lo cual se realiz6 con un corte en la médula
espinal en la parte posterior de la cabeza, enseguida se realizo un corte
en la zona ventral para llevar a cabo la extraccion de visceras y registrar
el peso de drganos, asi como la extraccion de 6rganos del tracto diges-
tivo (estdmago, ciegos pildricos e intestino), para andlisis de enzimas
digestivas. Las muestras del tracto digestivo fueron congeladas a una
temperatura de -80 °C hasta su tratamiento.

indices de calidad del alimento y supervivencia. La supervivencia
se determind por medio del conteo del total de peces por réplica. Con
base en los datos obtenidos de consumo y crecimiento de los juveniles
de A. tropicus, se calcularon los siguientes indices: ganancia en peso
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Tabla 1. Formulacion de dietas experimentales para juveniles de pejelagarto (Atractosteus tropicus Gill, 1863) con diferentes niveles de oligosacari-

dos de manano (MOS) (0, 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8%) y composicion proximal.

. 0 MOS
Ingredientes g/100g (%) 0.0 02 04 06 08
Harina de sardina ? 54.61 54.61 54.61 54.61 54.61
Aceite de sardina® 5.4 5.4 5.4 5.4 5.4
Hidrolizado de pescado © 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Lecitina de soya ¢ 2.7 2.7 2.7 2.7 2.7
Almidén de maiz ® 6.25 6.25 6.25 6.25 6.25
Grenetina f 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Premezcla de vitaminas ¢ 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Premezcla de minerales ¢ 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Vitamina C " 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
Mos (Alltech) | 0 0.2 0.4 0.6 0.8
Harina de sorgo 8-10%! 26.01 25.90 25.70 25.50 25.30
Composicion proximal (%)
Energia (Kcal/qg) 4.09+ 0.01 416+ 0.01 420+ 0.02 418 +0.20 414 £ 017
Proteina 518 + 03 516 = 03 526 + 0.3 524 + 0.3 526 + 0.3
Lipidos 129 + 041 134 = 041 141 = 041 132 = 041 13.7 = 041
Fibra 161 = 0.2 156 = 0.3 149 = 0.2 151 = 041 16.3 = 0.2
Ceniza 148 = 041 139 + 041 141 = 041 146 = 0.1 136 = 0.1

2 Proteinas Marinas y Agropecuarias S. A. de C. V., Guadalajara, Jalisco; ® GALMEX Comercializadora de Insumos Agricolas S. A. de C. V., Villahermosa, Tabasco, México;
°FERPAC; ¢ Sigma-Aldrich nim. de catalogo F-8020; Pronat Ultra, Mérida, Yucatan, México; " D'gari, Productos Alimenticios y Dietéticos Relampago, S. A. de C. V.,
Tlalpan, Cd. de México; ¢ Jalmek nam. de catalogo C5260-05; "Pedregal (para trucha Silver Cup), Toluca, Edo. de Mex. México; ‘Alltech Inc., Nicholasville, KY, USA; |
GALMEX Comercializadora de Insumos Agricolas S. A. de C. V., Villahermosa, Tabasco.

(WG) = [(peso final - peso inicial)/ peso inicial] x 100; tasa de creci-
miento especifica (SGR) = [(Ln peso final - Ln peso inicial) / nimeros de
dias] x 100; tasa de conversion alimenticia (FCR) = alimento consumido
(9) / peso ganado (g); tasa de conversion proteica (PER) = peso ganado
/ proteina ingerida; supervivencia (SUR) = (nim. final de organismos /
ndm. inicial de organismos) x 100; factor de condicion (CF)= [PC (g)/
LC® (cm)] x 100; indice hepatosomatico (HSI)= (peso de higado (g) x
100)/ PC (g); indice viscerosomatico (VSI) = (peso de viscera (g) x 100)/
PC (g); indice somatico intestinal (ISI)= (peso de intestino (cm) x 100)/
PC (g). Donde, PC indica el peso corporal (g) y LC indica longitud total
corporal (cm) del pez (Tabla 2).

Actividad enzimatica digestiva. La obtencion del extracto multienzi-
matico se realiz a partir del estdmago (fase acida digestiva), el intesti-
no y los ciegos pildricos (fase alcalina digestiva) por medio del macera-
do de 30 mg de tejido hiumedo por ml"' en cada réplica. Los intestinos
y ciegos piléricos fueron homogenados bajo condiciones frias (4 °C)
con un Ultra-Turrax en solucion Tris-HCI 50 mmol L' a pH 9, y los esto-
magos fueron homogenados en solucion glicina-HCI 50 mmol L' a pH
2. Las muestras homogenadas fueron centrifugadas (12,000 RPM por
15 min a 4 °C) y el sobrenadante fue separado en alicuotas de 500 pL
en tubos eppendorf que fueron congelados a -80 °C. La concentracion
de proteina soluble se evalud con la técnica de Bradford (1976) al usar
una curva estandar de albumina bovina sérica (BSA). Para determinar
la actividad de proteasas acidas (pepsina) se utilizé el método de Anson
(1938) con un sustrato de hemoglobina (0.5%) en buffer, Glicina-HCI
100 mmol L'"a pH 2 y 37 °C. La proteasa alcalina fue medida con la
técnica de Walter (1984) en sustrato de caseina al 0.5% en buffer Tris-
HCI 50 mmol L, CaCl, 10 mmol L™ a pH 9y 37 °C. El producto de la re-
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accion para proteasas acidas y alcalinas se medié a 280 nm. La unidad
de actividad enzimatica fue definida como 1 pg de tirosina liberada por
minuto y se utilizé un coeficiente de extincion molar (CEM) de 0.005 ml
pg~' cm-. La actividad de tripsina fue determinada por el método de
Erlanger et al. (1961) con BAPNA (Na-Benzoil-DL-Arginina- p -nitroani-
lida) Tmmol L' como sustrato, disuelta en buffer Tris-HCI 50 mmol L™,
CaCl, 10 mmol L™ a pH 8.2 y 37 °C. El producto de reaccion fue medido
a 410 nm. La unidad de actividad enzimatica se defini6 como 1pmol
de p-nitroanilide liberada por minuto y se utilizé un CEM de 8,800 cm"'
M. La actividad quimotripsina se determind con el método de Del Mar
etal. (1961) con BTEE (N-benzoil-L-tirosina etil ester) 0.56 mmol L' en
buffer Tris-HCI 44.4 mmol L™, CaCl, 55.5 mmol L*a pH 7.8 y 37 °C. El
producto de reaccion fue medido a 256 nm y la unidad de actividad en-
zimatica se definié como un 1 mol de BTEE hidrolizado por minuto, con
un CEM de 964 cm™ M. La actividad leucina aminopeptidasa se deter-
mino por el método de Maraux et al. (1973) con L-leucina-p-nitroanilida
1.2 mmol L' como sustrato en buffer fosfato sddico 50 mmol L' a pH
7.2 y 37 °C. El producto de reaccion fue medido a 410 nmy la unidad
de actividad enziméatica se defini6 como 1 ymol de p-nitroanilide libe-
rada por minuto, con un CEM de 8,800 cm™ M. La actividad Carboxi-
peptidasa A se determind por el método de Folk & Schirmer (1963),
con Hyppuryl-L-phenyl-alanine 25 mmol L' como sustrato en buffer de
Tris-HCI 50 mmol L', NaCl 25 mmol L', a pH 7.5 y 25 °C. El producto
de reaccion fue medido a 254 nm y la unidad de actividad enzimatica
fue definida como 1umol de &cido hipurico liberado por minuto, con
un CEM de 0.36 cm™ M. La actividad a-amilasa se determin por el
método de Robyt & Whelan (1968) con almiddn al 2% como sustrato en
buffer citrato-fosfato 100 mmol L, NaCl 50 mmol L', pH 7.5 y 37°C.
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El producto de reaccion fue medido a 600 nm y la unidad de actividad
enzimatica fue definida como 1 pg de maltosa por minuto, donde se
utilizé un CEM de 3,400 cm™ M-'.La actividad lipasa se determiné por
el método de Versaw et al. (1989), con B-naftil caprilato 200 mmol L
como sustrato en buffer Tris-HCI 50 mmol L con tauracolato de sodio
100 mmol L' a pH 7.5y 25 °C. El producto de reaccion fue medido a
540 nm y la unidad de actividad enzimatica fue definida como 1 pg de
naftol liberado por minuto, con un CEM de 0.02 cm™'M-".

Las actividades de fosfatasa acida y alcalina se determinaron por
el método de Bergmeyer (1974), con 4-nitrofenilfosfato al 2.04% para
fosfatasas acidas en buffer de acido citrico y citrato de sodio (1:1 p/p)
0.1 mmol L' a pH 5.5, y buffer de glicina NaOH 0.1 mmol L™ a pH 10.1
para fosfatasas alcalinas. El producto de reaccion fue medido a 405
nm y la unidad de actividad enzimatica fue definida como 1 mg de ni-
trofenol liberado por minuto, donde se utilizé un CEM de 18.5 cm™ M.

La actividad enzimatica de los extractos se determinaron usando
las siguientes ecuaciones: 1) Unidades por ml (U ml") = [Aabs x volu-
men final de reaccion (ml)] [CEM x tiempo (min) x volumen del extracto
(ml)]"; 2) Unidades por mg de proteina™ (U mg proteina™)= U ml"/mg
de proteina soluble; EI Aabs representa el incremento de absorbancia a
la longitud de onda de cada técnica.

Analisis estadistico. Los datos de peso, longitud, parametros produc-
tivos, indices somaticos y actividad enzimatica fueron evaluados para
los supuestos de normalidad y homocedasticidad. En caso de cumplir
los supuestos, se realizd un ANOVA de una via y una prueba a poste-

Tabla 2. indices de rendimiento productivo e indices sométicos en juveniles
experimentales con diferentes niveles de oligosacaridos de manano (MOS)
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riori de Tukey. En caso de no cumplir con los supuestos, se realizé un
analisis de Kruskal-Wallis y la prueba a posteriori de Nemenyi. Todas
las pruebas se realizaron con un nivel de significancia de a =0.05 en el
programa estadistico Sigma Plot 11.0.

RESULTADOS

Evaluacion de crecimiento. Los organismos alimentados con la dieta
de 0.2% MOS presentaron el mayor crecimiento de todas las dietas
(p <0.05), con un peso total de 27.04 + 0.33 g y una talla de 19.11 =
0.19 cm, mientras que los organismos alimentados con la dieta control
obtuvieron el menor crecimiento (p <0.05), con 13.07 += 0.51 g y una
talla de 15.58 + 0.18 cm (Figs. 1a-b).

indices de calidad del alimento y supervivencia. Los indices de
rendimiento productivo e indices somaticos se muestran en la Tabla
2. Los peces alimentados con la dieta de 0.2% MOS presentaron los
valores mas altos en WG, SGR, PER (374.0 = 3.6, 2.59 = 0.01 y 1.26
+ 0.04, respectivamente) y el valor mas bajo en FCR (1.48 + 0.05) (p
<0.05). Los resultados del indice hepatosomatico mostraron el mayor
valor para peces alimentados con dieta de 0.2% MOS, mientras que los
valores mas altos de indice viscerosomatico se presentaron en peces
alimentados con dietas de 0.2% y 0.4% MOS con 7.12 + 0.95y 7.08 +
0.81, respectivamente (p <0.05). Los resultados de supervivencia, fac-
tor de condicion, e indice somatico intestinal no mostraron diferencias
entre los tratamientos (p >0.05).

de pejelagarto (Atractosteus tropicus Gill, 1863) alimentados con dietas
(0,0.2,0.4,0.6y 0.8 %)

. MOS
Indices DC

0% 0.2% 0.4% 0.6% 0.8%
WG (%) 307.4 +£10.4° 3740 = 3.6° 2618 + 05° 2545 = 16" 2919 = 8.1 1433 = 7.0°
SGR (%/dia) 2.34 = 0.04 259 = 0.01° 2.18 = 0.00° 218 = 0.01° 228 = 0.03 1.48 = 0.05°
FCR 1.57 = 0.06° 1.48 = 0.05° 1.62 = 0.34° 159 + 0.17° 157 = 017° 2.67 = 0.06°
PER 119 = 0.04° 1.26 + 0.04° 114 = 0.34¢ 117 = 017° 1.18 = 0.17¢ 0.7 = 0.06°
SUR (%) 100 = 0.0 9.6 =+ 57 9.6 = 57 100 = 0.0 100 = 0.0 100 = 0.0
CF 0.35 = 0.02 0.36 = 0.02 0.36 = 0.03 0.35 = 0.03 0.34 = 0.05 0.32 = 0.05
HSI 276 = 0.32® 3.06 + 0.35® 3.64 = 0.70° 319 + 0.44® 266 = 0.43° 294 = 0.41%
VSl 593 = 0.62° 6.28 + 0.62* 712 = 0.95° 7.08 = 0.81° 6.39 = 0.82® 7.31 = 0.69°
I1SI 111 + 0.36 118 + 0.30 123 + 0.25 121 = 0.27 1.14 + 0.26 1.16 = 0.32

Letras diferentes significan diferencias significativas (p <0.05).
Ganancia en peso (WG) = [(peso final — peso inicial)/ peso inicial] x 100

Tasa de crecimiento especifica (SGR) = [(Ln peso final - Ln peso inicial) / nimeros de dias] x 100

Tasa de conversion alimenticia (FCR) = alimento consumido (g) / peso ganado (g)
Tasa de conversion proteica (PER) = peso ganado / proteina ingerida

Supervivencia (SUR) = nim. final de organismos / nim. inicial de organismos) x 100
Factor de condicion (CF) = [PC (g)/LC® (cm)] x 100

indice hepatosomatico (HSI) = peso de higado (g) x 100/ PC (g)

indice Viscerosomético (VSI) = peso de viscera (g) x 100/ PC (g)

indice somatico intestinal (ISI) = Peso de intestino (cm) x 100/ PC (cm)

Donde, PC indica el peso corporal (g) y LC indica longitud total corporal (cm) del pez.

Hidrobiol6gica



Oligosacaridos de manano en dietas para pejelagarto

) 0.0%
0.2%
0.4%
0.6%
0.8%

Peso (g)

243

] 0%

0.2%
0.4%
- 0.6%
0.8%

Talla (cm)
(w)
(9]

Tiempo (dias)

Figuras 1a-b. Crecimiento en peso y longitud de juveniles de pejelagarto (Atractosteus tropicus Gill, 1863) alimentados con dietas experimentales con diferentes
niveles de oligosacaridos de manano (0, 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 %); a) Curva de crecimiento en peso (g = DE); b) Curva de crecimiento en longitud (cm =+ DE). Las letras

minusculas significan diferencias significativas entre tratamientos (p <0.05).

Actividad de enzimas digestivas. Los resultados en la actividad de
enzimas digestivas (Tabla 3) muestran diferencias en la actividad es-
pecifica de todas las enzimas medidas (p <0.05). Los resultados de
la actividad de proteasas acidas presentaron un mayor valor en pe-
ces alimentados con dietas de 0.4%, 0.6% y 0.8% MOS con 28.13 +
0.73,25.75 + 0.68 y 25.95 + 1.55 U/mg proteina™, respectivamente
(p <0.05). La actividad de proteasas alcalinas mostré un mayor valor
en peces alimentados con dietas de 0.2%, 0.4% y 0.6% % MOS con
81.27 + 0.48,81.36 + 1.80 y 77.26 + 1.69 U/mg proteina, respecti-
vamente (p <0.05). Por otro lado, la mayor actividad de tripsina, lipasa
y a-amilasa fue mayor en los peces alimentados con dieta de 0.4%
MOS con 0.614 + 0.02, 55.24 + 0.28 y 8.75 + 0.14 U/mg proteina™,
respectivamente (p <0.05). La actividad de quimotripsina registré un
mayor valor en peces alimentados con la dieta de 0% MOS con 86.55 +
0.73 U/mg proteina™ (p <0.05). En cambio, la actividad de leucina ami-
nopeptidasa mostré un mayor valor en peces alimentados con la dieta
de 0.6 % MOS con 0.645 = 0.05 U/mg proteina™ (p <0.05). La actividad
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de carboxipeptidasas presentd un mayor valor en peces alimentados
con dietas 0.6% MOS y DC con 0.471 + 0.01 y 0.450 + 0.02 U/mg
proteina™, respectivamente (p <0.05). Por Gltimo, los mayores valores
de actividad de fosfatasas acidas y fosfatasas alcalinas se encontraron
en peces alimentados con dieta DC, con 0.357 = 0.01 y 0.636 + 0.12
U/mg proteina™, respectivamente (p <0.05).

DISCUSION

Los efectos de la suplementacion dietaria de oligosacaridos de manano
en peces han sido ampliamente estudiados, con varios pardmetros de
respuesta medidos, como crecimiento, supervivencia, indices producti-
vos (SGR, FCR, PER), indices somaticos (CF, HSI, VSI, ISI), digestibilidad
de nutrientes, actividad de enzimas digestivas, histopatologia de higado
e intestino, respuesta inmune y hematologia, entre otros. Lo anterior,
con el fin de demostrar respuestas especificas segln la especie y la
etapa de vida.
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Tabla 3. Actividad de enzimas digestivas en juveniles de pejelagarto (Atractosteus tropicus Gill, 1863) alimentados con diferentes niveles de oligo-

sacaridos de manano (MOS) (0, 0.2,0.4,0.6 y 0.8 %).

Actividad MOS

ﬁ:umn% g%";‘i:ﬁ;w 0% 0.2 % 0.4 % 0.6 % 0.8 % be
Proteasa &cida 2387 + 102 2109 = 101° 2813 = 073 2575 + 068 2595 =+ 155 17.32 + 0.99¢
Proteasaalcalina 6716 + 123 8127 + 048" 8136 + 1.80° 77.26 + 169 6967 =+ 067 27.63 = 230°
Tripsina 052 + 0.004° 046 + 004> 0614 + 0020 037 + 003 0354 = 0.01° 027 = 003
Quimotripsina 86.55 + 073 5124 = 04> 2206 + 068 1013 = 050 886 + 021% 7.96 = 0.11°
LAP 0122 = 0.01° 0422+ 002 0389+ 001° 0645+ 005 0465 = 0.01° 0373+ 0.0
Carboxipeptidasa 0223 + 0.01Y  0.191= 001° 0269+ 001° 0471+ 0.01° 0371 + 001® 0450+ 0.02°
Lipasa 4496 + 116" 4433 = 045 5524 + 028° 2262 = 043 2557 = 1.15 1950 + 333
a-amilasa 793 + 020° 634 + 00 875 + 014° 608+ 022 545 + 048 308 = 0.02°
Fosfatasa dcida* 0.198= 001 0145+ 001° 0197+ 002 0226+ 001 0153 + 0.01° 0357  0.01
Fosfatasa alcalina*  0.306+ 0.02° 0248+ 0.01° 0.403= 003 0244+ 0.01° 0313 = 004 0636 + 0.12°

Letras diferentes significan diferencias significativas (p <0.05).
Ganancia en peso (WG) = [(peso final — peso inicial)/ peso inicial] x 100

Tasa de crecimiento especifica (SGR) = [(Ln peso final - Ln peso inicial) / niimeros de dias] x 100

Tasa de conversion alimenticia (FCR) = alimento consumido (g) / peso ganado (g)
Tasa de conversion proteica (PER) = peso ganado / proteina ingerida

Supervivencia (SUR) = nam. final de organismos / nim. inicial de organismos) x 100

Factor de condicion (CF) = [PC (g)/LC® (cm)] x 100

indice hepatosomatico (HSI) = peso de higado (g) x 100/ PC (g)

indice Viscerosomatico (VSI) = peso de viscera (g) x 100/ PC (q)

indice somatico intestinal (ISI) = Peso de intestino (cm) x 100/ PC (cm)

Donde, PC indica el peso corporal (g) y LC indica longitud total corporal (cm) del pez.

En el presente trabajo, los juveniles de A. tropicus alimentados con
dieta de 0.2 % MOS presentaron mayor crecimiento en peso y longi-
tud, asi como un mayor aprovechamiento de alimento y proteina (FCR
y PER). Se han reportado resultados similares para la dorada (Sparus
aurata Linnaeus, 1758) (Giiltepe et al., 2011); sin embargo, otros resul-
tados indican que la adicién de MOS en el rango de 0.05% a 0.4% no
promueve efectos significativos en el crecimiento de peces como tila-
pia hibrida (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758; X 0. aureus Stein-
dachner, 1864) (Genc et al., 2007), bagre de canal (/ctalurus punctatus
Rafinesque, 1818) (Peterson et al., 2010), pez beta (Betta splendens
Regan, 1910) (Vieira de Azevedo et al., 2016), carpa comun (Cyprinus
carpio Linnaeus, 1758) (Momeni-Moghaddam et al., 2015), esturion
gigante (Huso huso Linnaeus, 1758) (Mansour et al., 2012) y cabeza
de serpiente (Channa striata Bloch, 1793) (Talpur et al., 2014). No obs-
tante, en algunas de las especies antes mencionadas, se observa un
efecto positivo en parametros de resistencia del sistema inmune, lo que
resalta principalmente el beneficio de MOS como inmunoestimulantes
y, a su vez, genera la necesidad de realizar estudios sobre sus efectos
inmunoestimulantes en juveniles de A. tropicus.

Los resultados del presente estudio muestran diferencias entre
tratamientos para el indice hepatosomatico y el indice viscerosoma-
tico; dado que fueron mayores en los peces alimentados con la dieta
de 0.2% MOS. En contraste con estos resultados, estudios en la dora-

da (Sparus aurata) muestran una disminucion del HSI en organismos
alimentados con 0.2% y 0.4% MOS (Dimitroglou et al., 2010), mien-
tras que estudios en tilapia hibrida (Oreochromis niloticus x 0. aureus)
muestran que la inclusion de 0.15, 0.3 y 0.45 % MOS no causa un
efecto en el HSI y el VSI (Genc et al., 2007). La relacion del peso del hi-
gado con respecto al peso corporal depende del estado metabolico del
organismo, donde los higados de mayor tamafio representan la presen-
cia de reservas energéticas de glicégeno y lipidos (Polakof et al., 2012).
Lo cual quiere decir que los juveniles de A. tropicus alimentados con la
dieta de 0.2% MOS generan un aumento en las reservas energéticas
hepéaticas como posible reflejo del cambio del metabolismo de glucosa
y lipidos. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios sobre com-
posicion hepatica, asi como cortes histologicos para poder aseverar la
acumulacion de reservas energéticas, asi como caracterizar posibles
modificaciones morfoldgicas de dicho tejido.

La importancia bioldgica de las enzimas digestivas reside en
que son las encargadas de convertir los macronutrientes (proteinas,
carbohidratos y lipidos) en micronutrientes (aminodcidos, azucares y
&cidos grasos), para que los dltimos puedan ser absorbidos con mayor
facilidad por los enterecitos intestinales y asi ser utilizados para los
diferentes procesos bioquimicos y metabdlicos de los organismos (Gui-
llaume et al., 2004). Aunque los prebi6ticos son alimentos indigestibles
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para el hospedero, también son aditivos que funcionan como sustrato
selectivo para algunos microorganismos, lo cual puede resultar bené-
fico para el hospedero, ya que limita la colonizacion de otro tipo de
bacterias con potencial patdgeno en el tracto digestivo (lo que altera
significativamente la microbiota) y genera un aumento en la digestibi-
lidad de nutrientes y cambios histoldgicos en los tejidos involucrados
(Gibson and Roberfroid, 1995). En el presente trabajo se determind la
actividad de enzimas digestivas de origen pancreatico e intestinal, y los
resultados indican que la inclusion de MOS en dietas para juveniles de
A. tropicus modifica la actividad especifica de casi todas las enzimas
digestivas medidas, sin mostrar relacion directa con el tratamiento que
mostré mejor crecimiento. Reportes en corvina roja (Sciaenops ocella-
tus Linnaeus, 1766), lobina rayada (Morone chrysops Rafinesque, 1820
x M. saxatilis Walbaum, 1792) y dorada (S. aurata), muestran que no
necesariamente la asimilacion de los nutrientes es generada por un
aumento en la actividad de enzimas digestivas, ya que los cambios
estructurales en el tracto gastrointestinal (acrecencia de area de mi-
crovellosidades) se encuentran relacionados con el incremento de la
capacidad de absorcion, debido al aumento en el area superficie de
la membrana borde cepillo (Dimitroglou et al., 2010; Anguiano et al.,
2012). Dicho lo anterior, es necesario reunir esfuerzos para evaluar los
posibles cambios morfoldgicos en la membrana borde cepillo en juve-
niles de A. tropicus alimentados con dietas suplementadas con MOS, no
solo en la dieta de 0.2% MOS, sino también en los demas tratamientos,
esto con el fin de entender por qué se generd una disminucion de cre-
cimiento en los tratamientos con mayor inclusion de MOS.

En conclusion, los resultados indican que la suplementacion de un
0.2% de oligosacaridos de manano en la dieta para juveniles de
A. tropicus genera mejoras de crecimiento en peso y talla, en la tasa
de crecimiento especifica, en la tasa de conversion alimenticia y en la
tasa de eficiencia proteica. La inclusion de MOS en diferentes niveles
si genero efectos sobre indice hepatosomatico, indice viscerosomatico
y actividad de enzimas digestivas. Por consiguiente, es necesario ge-
nerar estudios sobre los efectos de la inclusion de MOS en el sistema
inmune, asi como en los efectos histoldgicos en higado e intestino, con
el objetivo de entender los mecanismos de tales efectos sobre juveniles
de A. tropicus.
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RESUMEN

Antecedentes: El virus PaV1 causa infeccion cronico-degenerativa y mortal en langostas espinosas Panu-
lirus argus. PaV1 esta presente en langostas del Caribe mexicano, pero se desconoce su prevalencia en el
estado de Yucatan, importante exportador de colas de langosta. Objetivos: Conocer la prevalencia y factores
de riesgo del virus PaV1 en langostas subadultas y adultas, destinadas a la comercializacion, de acuerdo con
su zona de captura. Métodos: En un muestreo realizado en dos cooperativas se analizaron 496 muestras de
tejido intestinal (cerca de la region anal) de langostas provenientes de rio Lagartos y del arrecife Alacranes.
Se analizaron con una PCR simple que amplifica un fragmento de 499 pb del ADN gendmico de PaV1. Se uti-
liz6 la prueba Xy regresion logistica para determinar diferencias entre zonas de muestreo, talla (subadultas
y adultas), sexo y estado de muda. Resultados: La prevalencia fue de 2.62% (13/496). La secuencia de ADN
de PaV1 tuvo 100 % de homologia y cobertura con la original en GenBank. La prevalencia fue de 4.73% en rio
Lagartos y de 1.53% en Arrecife Alacranes (X?=4.28, p =0.0038). Las langostas subadultas tuvieron mayor
prevalencia (3.96 %) que las adultas (1.7%) (X?= 9.62, p =0.0081). El analisis de regresion logistica estimo
que las variables regresoras (talla de las langostas y zona de muestreo) mostraron relacion significativa con
la infeccion por PaV1. Conclusiones: Este es el primer reporte de deteccion de ADN de PaV1 en colas de P,
argus del estado de Yucatan destinadas a la comercializacion y exportacion.

Palabras clave: pesqueria artesanal, Panulirus argus, PaV1, peninsula de Yucatan

ABSTRACT

Background: The virus Panulirus argus\Virus 1 (PaV1) causes a systemic infection and death to spiny lobsters
Panulirus argus (Latreille, 1804). PaV1 is prevalent in the Mexican Caribbean Sea, but there is no information
about its prevalence in the state of Yucatan. Goals: To determine the prevalence of PaV1 in lobster tails from
two main fishing zones from the state of Yucatan. Methods: Four hundred and ninety-six intestinal tissue
samples were collected from lobster tails collected in rio Lagartos and from Alacranes Reef. Around 50 mg
of intestinal tissue were stored and analyzed individually by PCR, which amplifies a fragment of 499 bp of
genomic DNA of PaV1. The X2 testand a logistic regression analysis were used to determine the differences
between sampling zones, size (sub-adult and adult), sex, and molt status. Results: A prevalence of 2.62%
(13/496) was obtained. The PaV1 DNA sequence had 100% of homology and identity to the original DNA se-
quence reported in the GenBank. In rio Lagartos the prevalence was of 4.73% and of 1.53% in Alacranes Reef
(X2=4.28, p=0.0038). Significant differences were found between lobster sizes; PaV1 was more prevalent in
sub-adults (3.96%) than adults (1.7%) (X?=9.62, p =0.0081). The logistic regression analysis revealed that
lobster’s size and catching zone had a high significance with PaV1. Conclusions: This is the first molecular
detection of PaV1 in tails of lobsters P argus from the Yucatan state destined for marketing and exportation.

Keywords: artisanal fisheries, Panulirus argus, PaV1, Yucatan peninsula


https://orcid.org/0000-0003-3695-9515
https://orcid.org/0000-0002-8789-8102
https://orcid.org/0000-0002-7361-5554
https://orcid.org/0000-0002-4502-1492
https://orcid.org/0000-0003-0469-1489
https://hidrobiologica.izt.uam.mx/index.php/revHidro
mailto:rossana.rodriguez@cinvestav.mx
https://www.doi.org/10.24275/uam/izt/dcbs/hidro/2018v28n3/Pena
https://www.doi.org/10.24275/uam/izt/dcbs/hidro/2018v28n3/Rodriguez
https://www.doi.org/10.24275/uam/izt/dcbs/hidro/2018v28n3/Rodriguez

248

INTRODUCCION

La langosta espinosa del Caribe Panulirus argus (Latreille, 1804) cons-
tituye uno de los recursos de mayor importancia econémica para las
pesquerias de la region del Gran Caribe (Ehrhardt et al., 2010). Su co-
mercializacion sitlia a México en el séptimo lugar a nivel mundial (Puga,
2002), donde los estados de Yucatan y Quintana Roo son los que parti-
cipan con el 35% de su captura nacional (Salas et al., 2005).

En 1994 se descubri6 en los Cayos de la Florida, EUA, el primer
virus que infecta a la langosta espinosa P, argus, denominado Panulirus
argus virus 1 (PaV1, por sus siglas) (Shields & Behringer, 2004). Este
es un virus de doble cadena de ADN que se encuentra atn sin clasifi-
cacion, pero comparte caracteristicas de las familias Herpesviridae e
Iridoviridae. PaV1 es altamente patogénico y mortal; infecta principal-
mente a juveniles bentdnicos [20-55 mm de longitud de la cola (LC)], en
los cuales se observa prevalencia de hasta 60%, la cual decrece hasta
11 % en langostas adultas (Shields & Behringer, 2004). En México, el
virus PaV1 se reportd por primera vez en langostas juveniles de Puerto
Morelos, Quintana Roo (Huchin-Mian et al., 2008). Este virus produce
una infeccién cronico-degenerativa que se caracteriza por la destruc-
cion masiva de los hemocitos hialinocitos y semigranulocitos, la falta
de coagulacion en la hemolinfa, el dafio estructural irreversible en el
tejido hepatopancreatico y una marcada coloracion lechosa de la he-
molinfa (Shields & Behringer, 2004; Li et al., 2008; Huchin-Mian et al.,
2013). En el hepatopancreas se observan nucleocapsides icosaédricas
(~182 = 9 nm) distribuidas en el citoplasma y la periferia nuclear de
las células. Asimismo, en las células epiteliales se detectan inclusiones
virales eosinofilicas (Cowdry tipo A), caracterizadas con cromatina y
proteinas condensadas en el citoplasma, ademas de hipertrofia nuclear
observada por microscopia electronica de transmision (TEM) (Shields &
Behringer, 2004). Las langostas con infecciones severas presentan una
notable falta de reservas de glucdgeno, letargia e isquemia tisular del
hepatopancreas, que conlleva a su muerte por agotamiento metabélico
(Li et al., 2008).

Una de las caracteristicas de la infeccion viral (Pav1) es que su
prevalencia es mayor en tallas pequefas de langostas y va disminu-
yendo en tallas mas grandes (subadultas y adultas) (Lozano-Alvarez
et al., 2008; Behringer et al., 2011; Cruz-Quintana et al., 2011; Moss
et al., 2013). De igual forma, disminuyen también los signos clinicos;
por lo que, si se utilizan solamente los signos clinicos para identificar
la prevalencia del virus en adultas y subadultas, este valor estaria sub-
estimado.

La presencia de PaV1 se ha reportado en México (Huchin-Mian et
al., 2008; Lozano-Alvarez et al., 2008), en las Islas Virgenes, Estados
Unidos (Butler ef al., 2008), en Belice (Huchin-Mian et al., 2009) y en
Cuba (Cruz Quintana et al., 2011), a través de analisis histologicos del
hepatopancreas y por la técnica de reaccion en cadena de la polime-
rasa 0 PCR (por sus siglas en inglés, polymerase chain reaction) en
organismos juveniles con prevalencias del 5 al 60% (Behringer et al.,
2011). Mientras que en langostas adultas se ha reportado hasta 11%
de prevalencia (Behringer et al., 2012), 9.2% en Belice (Huchin-Mian
et al, 2013) y 0.95 % en Cuba (Cruz-Quintana ef al,, 2011). El virus
PaV1 esta muy extendido en las langostas adultas en la parte central y
norte del mar Caribe; en cambio, tiene una baja prevalencia en el Caribe
suroccidental y esta ausente en la parte sureste del Caribe (Moss et
al., 2013).
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México y otros paises del Gran Caribe exportan colas de langosta
congelada a distintas regiones del mundo, por lo que conocer la pre-
valencia de PaV1 en organismos frescos o congelados destinados a la
venta comercial es muy importante para determinar el riesgo potencial
que implica su posible distribucion local e internacional y evitar posi-
bles epizootias, como ha ocurrido con el virus de la mancha blanca en
camarones peneidos (Hasson et al., 1999).

Aunque el estado de Yucatan no forma parte de la region del Caribe,
la captura de langosta representa también una importante pesqueria.
Actualmente, la legislacion emitida para el manejo de esta actividad es
la siguiente: una talla minima de captura (135 mm de longitud abdomi-
nal), la prohibicion de captura de hembras ovigeras o “parchadas” y el
establecimiento de una veda que incluye los meses de mayor actividad
reproductiva en la poblacién (marzo-junio) (Rios-Lara et al., 2013).

Aunado a esto, el esfuerzo de pesca es regulado a través de la
combinacion de areas concesionadas o permisos de pesca y nimero
de permisos de embarcaciones que otorgan a las organizaciones so-
ciales. Las embarcaciones menores estan distribuidas en cuatro zonas:
1) poniente: Celestun y Sisal; 2) centro-Progreso: arrecife Alacranes; 3)
centro: Dzilam de Bravo, y 4) oriente: rio Lagartos, San Felipe y el Cuyo;
cada una de estas pequefias embarcaciones estan equipadas con un
compresor para el buceo, su jornada es de un dia y capturan organis-
mos subadultos y adultos. Las embarcaciones mayores (60 a 80 pies de
eslora) pescan en las cercanias del arrecife Alacranes a profundidades
que oscilan entre los 5y 30 m, y realizan viajes de hasta 15 dias, en los
que capturan organismos adultos principalmente (Salas et al., 2005).

El objetivo de este trabajo fue conocer la prevalencia del virus PaV1
en langostas P, argus capturadas en dos localidades del estado de Yu-
catan (en el arrecife Alacranes-Progreso y en el rio Lagartos), al com-
probar la relacion entre la prevalencia de infeccion de PaV1 (variable
dependiente) y otros factores tales como talla, estado de la muda, sexo
y zona de colecta de las langostas (variables regresoras).

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. Se seleccionaron dos areas de pesca de langosta: 1)
zona norte (Progreso): que comprende el Parque Nacional de Arrecife
Alacranes y zonas arrecifales rocosas profundas aledafias, 2) rio Lagar-
tos, que es un area caracterizada por praderas de Thalasia testudinum
(Banks, 1805) y formaciones rocosas naturales (Fig. 1). El arrecife Ala-
cranes es el complejo coralino mas importante del golfo de México y se
encuentra a 132 km al norte del puerto de Progreso, Yucatan, entre los
22°21'45" - 22° 34' 55" Ny 89° 36' 47" - 89° 47' 53" 0. Es un com-
plejo arrecifal emergente de forma oval que cubre un area total de 293
km?, con una longitud y una anchura maximas de 26.5 kmy 14.8 km
(Bello-Pineda, 1998). Esta constituido por una plataforma que se eleva
desde los 50 m de profundidad, y sus caracteristicas morfoldgicas mas
sobresalientes las constituyen el cantil y la barrera de barlovento, el
cantil norte, el cantil de sotavento, la meseta o zocalo arrecifal y las
islas de pequefias dimensiones conocidas como Pérez, Péjaros, Chica,
Muertos, Desterrada y Desaparecida (De la Cruz et al., 1993; Ardis-
son et al., 1996). El clima es de tipo seco-calido, con lluvias escasas
y temperatura anual media de 26.7 °C (rango entre 10 y 40 °C). Las
corrientes marinas se dirigen al oeste y los vientos dominantes mas
intensos se presentan entre octubre y marzo, provenientes del oeste y
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noreste. Ademas, a estas corrientes se suman también los efectos de
tormentas tropicales, huracanes y nortes (Logan, 1969).

El puerto de rio Lagartos se localiza en la region litoral norte del
estado, entre los 21° 37’ 35.55” Ny 88° 10’ 56.96” O; ocupa una su-
perficie de 249.09 km? y esta limitado al norte con el golfo de México,
al sur con el municipio de Panab4, al este con el municipio de Tizimin
y al oeste con el puerto de San Felipe. Su clima es calido semi-seco y
templado con lluvias escasas, su temperatura anual media es de 25.4
°C (con rangos entre 10 y 41 °C) y la precipitacion pluvial media es de
41.3 mm, con predominio de vientos procedentes del noroeste (INEGI,
2010) y de vegetacion de duna costera.

Colecta de muestras: Se realizd un muestreo dirigido de 30 salidas
quincenales durante la temporada de pesca, del 1 de julio de 2013 al 30
de enero de 2014 y del 1 al 30 de julio de 2014 (nunca se quebrantd la
temporada de veda). Durante ese periodo se visitaron dos cooperativas:
en Progreso, la Sociedad Cooperativa de Produccion Pesquera Pesca-
dores de Sisal S. C. de R. L., donde se almacenan langostas capturadas
por la flota mayor, provenientes de la zona de arrecife Alacranes, y en
rio Lagartos, la Sociedad Cooperativa de Produccion Pesquera Pesca-
dores de rio Lagartos S. C. de R. L., donde se acopian organismos que
provienen de la pesca artesanal, caracterizados por embarcaciones
pequefias (flota menor). En ambas cooperativas se midi6 cada cola de
langosta con un vernier (+ 0.1 mm) y se determiné el sexo con base en
caracteres dimarficos externos (Briones-Fourzan et al., 2007).

90° 89°
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Las tallas (fases ontogénicas) de las langostas se calcularon por
medio de la longitud de la cola y a través de la aplicacion de las
formulas del modelo de regresion propuesto por Briones-Fourzan et
al. (2007): macho TL = 1.79 LC + 37.31 R2=0.82; hembra TL = 1.47
LC + 10.58 R2=0.61. Donde: TL = longitud total (mm); LC = longitud
de la cola. Este modelo de regresion utiliza el método bootstrap o
remuestreo, ya que a partir de la medicion de las colas se estiman
los tamarios totales de los organismos. Este modelo se basa en un
muestreo probabilistico que permite establecer el grado de signi-
ficancia (usualmente el 5%) como la maxima cantidad de error, al
hacer estimaciones alternativas de los parametros de la regresion
(Briones-Fourzan et al., 2007).

Debido a que las colas de langosta estaban destinadas a exporta-
cion, se colectd de cada una de ellas aproximadamente 50 mg de tejido
de intestino cercano a la regién anal, de acuerdo con lo descrito por
Huchin-Mian et al. (2009). Cada porcion de tejido colectado se guardo
en un vial de plastico (Eppendorf, EUA) de 1.5 ml, con alcohol etilico
al 96% para su conservacion. Cada vial se etiquetd con el nimero de
langosta y la zona de captura. Durante la colecta de tejido se utilizaron
tijeras y pinzas estériles, cuyo cuidado consistié en su lavado y esteri-
lizacion con alcohol etilico al 70% y su posterior flameo en un mechero
de alcohol para evitar contaminacion cruzada con ADN.
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Figura 1. Areas de pesca de langosta Panulirus argus (Latreille, 1804) en el litoral del estado de Yucatén, México. & = Alacranes-Progreso, &= 4= Poniente,

= Centro,
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k= Oriente (tomado de Salas et al., 2005 y modificado por Bello et al., 2000).
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A las 496 colas (327 colas de langosta se colectaron en la prime-
ra cooperativa y 169 en la segunda) también se les cortd el extremo
distal de uno de sus pleépodos para determinar el estado de muda, de
acuerdo con las caracteristicas descritas por Lyle y McDonald (1983).
Los pledpodos se colocaron en viales de plastico con agua de mar y
después se observaron en fresco en un microscopio compuesto (100x).
Este analisis consiste en observar las caracteristicas generales de la
morfologia externa y describir alguna de las cinco fases de desarrollo
de la seta, epidermis y cuticula. En la fase temprana de la postmuda (A)
la epidermis esta presente en la seta y se retrae en la postmuda (B). En
la fase de intermuda (C) la epidermis se retrae bajo la seta para formar
una linea recta en el fondo. En la fase temprana de la premuda (D1) la
epidermis se retrae de la cuticula vieja para formar una nueva cuticula.
Y en la fase final (antes de la muda, D2) se forma una nueva seta debajo
de la cuticula vieja. Los estados del ciclo de muda en los crustaceos es-
tan caracterizados por una serie de cambios morfoldgicos, fisiologicos
y bioquimicos, por lo que es importante diferenciar si estos cambios
son debido al estado de muda o son signos clinicos asociados a la
infeccion por PaV1 (Huchin-Mian et al., 2013).

Extraccion de ADN. El ADN gendmico se extrajo individualmente
de cada muestra de tejido intestinal mediante el estuche comercial
Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega, EUA) (Hu-
chin-Mian et al., 2009). La concentracion de ADN de cada muestra se
cuantificé en un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scienti-
fic™, Thermo Fisher Scientific, EUA), al medir los valores de absorban-
cia del ADN a 260 nm y 280 nm, respectivamente para cada muestra. El
criterio para su utilizacion en la prueba de PCR fue |a obtencion de una
relacion de >1.8 del promedio de los valores a 260/280 nm.

Reaccion en cadena de la polimerasa. El PCR simple se realizd en
un volumen de 25 pl, el cual consistié en: 1 pl de plantillas de ADN,
0.33 pM de iniciadores especificos (45aF TTCCAGCCCAGGTACGTATC
y 543aR AACAGATTTTCCAGCAGCGT) que amplifican un fragmento de
499 pb (Montgomery-Fullerton et al. 2007), 2.5 mM de MgCl,, 1.2x de
bufer de reaccion, 0.2 mM de la mezcla de DNTP y 2.5 U de Taq polime-
rasa (Thermo Fisher Scientific, EUA). Las condiciones de amplificacion
fueron de 94 °C durante 10 min, seguido por 30 ciclos de 94 °C por
30,63 °Cpor30s,y72°Cpor1min, con una extension final de 72
°C por 10 min en un termociclador T100 (Bio-Rad, EUA). Los productos
de PCR se analizaron en geles de agarosa al 2%, tefiidos con 0.001
mg de bromuro de etidio y visualizados en un transiluminador de luz
ultravioleta (MiniBis Pro®). En todos los casos se utilizd agua ultrapura
y tejido de langostas no infectadas como controles negativos, y ADN de
langostas infectada con PaV1 como control positivo (Montgomery-Fu-
llerton et al., 2007; Huchin-Mian et al., 2008). Como control interno
se utilizé actina (AF399872.1 H. americanus alpha actin mRNA); 3ActF
(TCATGAGGTGCGACATTGAT) y 3ActR (GAGCCAGAGCAGTGATTTCC), los
cuales amplificaron una region de 120 pares de bases. Las reacciones
se realizaron en un volumen de 25 pl de volumen total con contenido:
2 yl de ADN, 0.33 pM de cada iniciador especifico (F y R), 2.5 mM de
MgCl,, 1.2x buffer de reaccion, 0.4 mM de la mezcla de dNTPs (Prome-
ga) y 1 U de Taq DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific, EUA), y se
llevaron a cabo en un termociclador T100 (Bio-Rad, EUA) a 95 °C por
10 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C/30s,60°C/30sy72°C/1
min, con una extension final de 72 °C / 10 min. Se utilizo una escalera
de 100 pb -3 kb como referencia (Promega, EUA)
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Los productos de PCR se secuenciaron por el método de la cade-
na terminal de Sanger utilizando el secuenciador automatico Abi 310
(Abi Prism® 310, Thermo Fisher Scientific, EUA) (Sanger, 1977). Las
secuencias se compararon con las depositadas en el banco de genes
(GenBank; https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) para buscar homo-
logias con las depositadas en las bases de datos de PaV1 a través del
sistema BLAST (Basic Local Alignment Research Tool) (http://www.ncbi.
nim.nih.gov/blast/Blast). En este portal se evaluaron los porcentajes de
similitud, de cobertura y significancia (E) (Analisis ClustalW) de las se-
cuencias de ADN del virus PaV1 de este estudio con las secuencias de
PAV1 depositadas en el GenBank.

Analisis de datos. Los analisis estadisticos se realizaron con el pro-
grama InfoStat (DiRienzo et al., 2010). La prevalencia de la infeccion
de determind a través de la formula descrita por Bush y colaboradores
(1997): prevalencia es igual al nimero de organismos infectados entre
el nimero total de organismos, expresado en porcentaje (%).

Para la comparacion de la prevalencia del virus PaV1 en las lan-
gostas P, argus entre las tallas (juveniles, adultos y subadultos), el sexo
(machos y hembras) y los sitios de pesca, se utiliz la prueba X?de Wald
(con sus grados de libertad [gl]) con el fin de determinar las diferencias
entre estas variables a través de la prueba de minimos cuadrados. Asi-
mismo, se realizd un analisis de regresion logistica para comprobar
la relacion entre la prevalencia de infeccion de PaV1 (variable depen-
diente) y factores tales como talla, estado de la muda, sexo y zona
(rio Lagartos y arrecife Alacranes-Progreso, variables regresoras). Este
analisis calcula, para cada una de las variables del modelo, el coeficien-
te de regresion (y su error estandar), el cual permite estimar la razon de
productos cruzados o razén de momios [odds ratio (OR)] para cada va-
riable regresora. El modelo de regresion logistica puede ser usado para
predecir la probabilidad (p) de que la variable respuesta asuma un valor
determinado. Los resultados fueron interpretados por medio de la OR,
la cual es un pardmetro de cuantificacion que indica la probabilidad de
riesgo de que una langosta sea infectada por el virus PaV1. EI modelo
de regresion logistica utiliza la prueba X? de Wald para la validacion de
los valores de los coeficientes de regresion y los OR. Para el andlisis de
datos se utilizo el programa Infostat (DiRienzo et al., 2010).

RESULTADOS

Ninguna de las 496 colas de langosta analizadas tenia signos clinicos
de la enfermedad causada por PaV1, como son: coloracion rojiza de
cefalotorax ni vestigios de hemolinfa lechosa. Todos los organismos
estuvieron en intermuda.

Se detectd DNA de PaV1 en 13 colas de langosta P, argus por la
prueba de PCR. En la Figura 2 se muestra un ejemplo de la amplifi-
cacion de un amplicon de 499 pb correspondiente al PaV1. Asimismo,
en la Figura 3 se muestra la amplificacion de un producto de 120 pb,
correspondientes a la region control de Actina. En total se obtuvo una
prevalencia de 2.62% (Tabla 1).

Los resultados BLAST obtenidos de la comparacion de las secuen-
cias de ADN de PaV1 de este estudio (nimero de acceso en el GenBank:
KR362559), mostraron 100% de homologia y de cobertura con las se-
cuencias de PaV1 reportadas en juveniles P argus de la Florida, EUA
(nimero de acceso: EF206313) (E = 0.0) y 99% de homologia y 100 %
de cobertura con la secuencia de DNA de puerulos de P, argus colec-
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Figura 2. Prueba de PCR-simple para detectar al virus PaV1 (499 pb) en las colas de langostas Panulirus argus (Latreille, 1804). PM = escalera de peso molecular de
100 pb plus, C+ = control positivo, C- = control negativo). Los nimeros denotan el niimero asignado a cada muestra de langosta.

tados en Puerto Morelos, Quintana Roo (E = 0.0) (nimero de acceso:
KR362560) (Lozano-Alvarez et al., 2015).

La proporcion de tallas de las langostas varid entre las zonas de
captura: 202 subadultas (79 de arrecife Alacranes, Progreso y 123 de
rio Lagartos) y 294 adultos (248 de arrecife Alacranes, Progreso y 46 de
rio Lagartos), donde una mayor proporcion de estos ultimos se encontrd
en arrecife Alacranes, Progreso (Fig. 3). La distribucion de organismos
machos y hembras fue similar entre los dos sitios de muestreo, pero
para la talla adulta se observd una mayor proporcion de organismos
machos (Fig. 4a).

Determinacion de los factores de riesgo asociados a la prevalen-
cia del virus PaV1. Se observd una mayor prevalencia de PaV1 en el
rio Lagartos (4.62%) en comparacion con arrecife Alacranes, Progreso
(1.52%) (X>= 4.28, p =0.0038) (Fig. 4). No se encontraron diferencias
significativas en la prevalencia del PaV1 entre machos (2.35%) y hem-
bras (2.69%) (X>= 0.06, p =0.8132) (Tabla 1, Fig. 4b).

En cambio, si se registraron diferencias significativas entre las ta-
llas de langosta, donde la talla subadulta presentd una mayor prevalen-
cia de PaV1 (3.39%) en contraste con la talla adulta (1.67%) (X?= 9.62,
p=0.0081) (Tabla 1, Fig. 4c).

Los estimados del analisis de regresion logistica de las variables
regresoras (talla, zona de pesca, estado de la muda y sexo) sobre la
probabilidad de encontrar langostas con el virus PaV1 mostraron que
solamente dos variables presentaban una relacion significativa: la talla
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de las langostas y la zona de muestreo. Con este analisis se observo
que la probabilidad de encontrar DNA de PaV1 en las langostas dismi-
nuyo significativamente conforme aumento la talla de langosta, situa-
cion que fue significativamente mayor en rio Lagartos en contraste con
arrecife Alacranes, Progreso (Tabla 2).

Tabla 1. Prevalencia del Panulirus argus virus 1 (PaV1) en las colas con-
geladas de langosta espinosa Panulirus argus (Latreille, 1804)

Variable N* Nl]mer.o'de langostas  Prevalencia
positivas a PCR (%) de PaV1

Sitio

Progreso 327 5 1.53

Rio Lagartos 169 8 4.73

Fase

Subadultas 202 8 3.96

Adultas 294 5 1.7

Sexo

Hembra 208 5 2.4

Macho 288 8 2.77

*namero de organismos
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Figura 3. Prueba de PCR de la region control de actina. Linea 1: marcador molecular de 100 pb. Lineas 2-11: DNA de Panulirus argus (Latreille, 1804).

DISCUSION

La exportacion de colas de langosta P, argus genera una valiosa fuente
de ingresos econémicos para la peninsula de Yucatan. En este recurso
se ha detectado al virus PaV1. Atn no se sabe si éste tiene algun efecto
sobre su pesqueria, dado que en juveniles causa una enfermedad sis-
témica y cronico-degenerativa que provoca su muerte (Huchin-Mian
et al., 2009; 2013; Cruz-Quintana et al., 2011; Behringer et al., 2012).
Este virus se encuentra en organismos de vida libre y su erradicacion
es imposible hasta ahora (Behringer et al., 2012). Aunque PaV1 es el
Unico agente viral reportado en P, argus, a la fecha no existe alguna
normatividad referente a los requerimientos o las regulaciones sani-
tarias oficiales para detectar su presencia antes de ser distribuidos al
mercado internacional. Se ha reportado que el transporte de organis-
mos enfermos es un riesgo potencial para la propagacion del virus de
un area geografica a otra, como ha ocurrido con otros patégenos en
crustaceos (Hasson et al., 1999; Huchin-Mian et al., 2009). En ese sen-
tido, este trabajo se propuso evaluar la prevalencia de PaV1 en dos de
las principales zonas de pesca de langostas P argus de la plataforma
de la peninsula de Yucatan destinadas a la exportacion, con el fin de
establecer algun factor de riesgo asociado a la presencia de PaV1.

Debido a que este estudio se basé en un muestreo dirigido, no se
estimé el nimero de muestra en la colecta de organismos, no obstan-
te, si se siguieron las indicaciones de la Organizacion Internacional de

Epizootias (OIE), que sugiere colectar al menos 30 organismos para la
vigilancia de patogenos exéticos (OIE, 2010).

Las secuencias de ADN de PaV1 (KR362559) obtenidas en este es-
tudio tuvieron 100% de homologia con secuencias de PaV1 reportadas
en langostas juveniles P argus de Florida (E = 0.0) (Montgomery-Fu-
llerton et al., 2007) y 99% de homologia con secuencias de puerulos
reportados en Puerto Morelos, Quintana Roo (E = 0.0) (Lozano-Alvarez
et al., 2015). No se analizaron juveniles ni puerulos debido a que el ob-
jetivo de este trabajo fue la deteccion de PaV1 en langostas P, argus su-
badultas y adultas destinadas a la comercializacion. En este sentido, es
importante recalcar que ninguna de las colas de langostas analizadas
mostrd algtn signo clinico caracteristico de PaV1 (coloracion rojiza del
cefalotorax y hemolinfa lechosa). Considerando ese criterio, se puede
asumir que los organismos analizados no se encontraban infectados. Ya
que esto es mas evidente en las langostas juveniles (Shields & Behrin-
ger, 2004); sin embargo, estos signos también pasan desapercibidos
inadvertidos en juveniles durante las fases tempranas de la infeccion
(Li et al., 2008). En infecciones experimentales con langostas juveniles,
los signos clinicos se empezaron a observar 80 dias después de la
inyeccion del virus (Li et al., 2008). En el medio natural esta gran ven-
tana de tiempo en la fase subclinica o asintomatica puede favorecer la
propagacion del virus (Behringer et al., 2006; Shields, 2011).

Tabla 2. Estimaciones de regresion logistica y la probabilidad de infeccion (odds ratio + intervalos de confianza al 95%) con el virus PaV1 en colas
de langostas Panulirus argus (Latreille, 1804) entre tallas, sitios de muestreo, estado de la muda y sexos (variables explicatorias).

Coeficiente de

0dds ratio [OR] (intervalos

Variable regresion Error estandar de confianza de 95%) Wald-X? gl p*

Talla

Subadulta -3.49 1.41 0.03 6.1 2 0.0135**
(0.001-0.49)

Sitio

Rio Lagartos 6.44 1.77 626.6 13.17 1 0.0003**

(19.3-20314.4)
Muda
-0.06 0.36 0.94 0.03 3 0.8703
(0.47-1.9)

Sexo

Macho -1.01 0.61 0.36 2.71 1 0.0995
(0.11-1.21)

* Estimacion de la significancia. **Se observaron diferencias significativas con p <0.05.
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La prevalencia de 2.55% determinada por PCR indica la presencia
del ADN viral en las colas de langostas destinadas a la exportacion. Al
evaluar los factores de riesgo, no se observaron diferencias significati-
vas entre machos y hembras, ni con el estado de muda, pero si se ob-
servaron diferencias significativas entre zonas de pesca: la prevalencia
de PaV1 fue significativamente mayor en las langostas de rio Lagartos
(4.62%) respecto a las de Progreso (1.52%) (Tablas 1y 2). En rio La-
gartos se practica la pesca artesanal en un drea de captura de 10 a 20
m que esta caracterizada por zonas de pastos marinos y vegetacion
sumergida, éstas brindan proteccion principalmente a las langostas ju-
veniles y subadultas, las cuales son mas susceptibles a la infeccion por
PaV1. Sin embargo, esta vegetacion también promueve el gregarismo,
el cual incrementa el contacto entre las langostas y aumenta el riesgo
de transmision de PaV1 al compartir refugios (Beringher et al., 2012;
Briones-Fourzan et al., 2012; Shields, 2012). Por otro lado, la presencia
de pastos marinos y vegetacion costera provee condiciones propicias
para zonas de crianza de las poblaciones de langosta P argus del es-
tado de Yucatan (Salas et al., 2015). Ademas, se trata de un area pro-
tegida en donde se regula la pesca a través de vedas, por lo que tiene
periodos de pesca bien definidos que van del 1 de julio al 30 de enero
(Salas et al., 2015). Por otro lado, en el Arrecife Alacranes la pesca
comercial de langostas se realiza por medio de trampas, donde se cap-
turan principalmente organismos subadultos y adultos a profundidades
mayores de 30 m. Esta area, cuyo desembarque se realiza en el puerto
de Progreso, tiene igualmente una arquitectura de fondo compleja y
con gran diversidad de refugios (Rios-Lara et al., 2013).

La variacion espacial de la prevalencia entre poblaciones de P, ar-
gus en zonas cercanas esta relacionada con factores abiéticos, como la
profundidad y las caracteristicas del tipo de fondo (Briones-Fourzan et
al., 2012; Stentiford & Feist, 2005; Shields, 2011). En Quintana Roo se
han observado diferencias en la prevalencia de PaV1 en las poblaciones
naturales de P, argus entre habitats cercanos (menos de 15 km). Por
ejemplo, en Bahia de la Ascension no se reportaron langostas infecta-
das, mientras que en Vigia Chico la prevalencia fue por arriba del 8%
por PCR y de 1.8% por signos clinicos (Candia-Zulbaran et al., 2012;
Huchin-Mian et al., 2013).

En este estudio la prevalencia de PaV1 fue mayor en langostas su-
badultas (3.39%) que en langostas adultas (1.67%) (Tabla 2). La razon
de que las adultas sean mas resistentes a la infeccion por PaV1 ain se
desconoce, por lo tanto, es motivo de estudio. No obstante, los resulta-
dos de esta investigacion coinciden con otros realizados en diferentes
areas geograficas del Caribe, en donde la prevalencia de PaV1 aumenta
al disminuir la talla de P, argus (Shields & Behringer, 2004; Behringer et
al., 2006; Butler et al., 2008; Lozano-Alvarez et al., 2008; Cruz-Quinta-
na et al., 2011; Huchin-Mian et al., 2013).

Debido a que los signos clinicos son menos evidentes en langostas
subadultas y adultas, las pruebas de PCR sirven de apoyo para la iden-
tificacion de ADN de PaV1 (Moss et al., 2013). Aunque la identificacion
del DNA viral no puede discernir entre una infeccion pasada o presente,
su utilidad en la determinacion de areas geograficas libres de PaV1 es
relevante (Huchin-Mian et al., 2013).

El conocimiento del estado de salud de P argus en estas dos prin-
cipales zonas de pesca proporciona informacion de linea base a los
organismos encargados de establecer normativas sobre su regulacion
sanitaria.
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Figuras 4a-c. Prevalencia (+ intervalos de confianza al 95 %) del virus PaV1
en langostas Panulirus argus (Latreille, 1804). a) Por sitio de muestreo; b) Por
sexo (machos y hembras); c) Por etapa ontogénica (talla). Letras diferentes en la
barras indican diferencias estadisticas significativas.

En conclusion, los resultados de este trabajo muestran que el DNA
del virus PaV1 esta presente en colas de langostas congeladas, alma-
cenadas y destinadas a la exportacion. El riesgo de transmision de PaV1
estuvo asociado a las variables: zona de pesca y fase ontogénica. Las
langostas provenientes de rio Lagartos (zona 4) tuvieron una prevalen-
cia mayor que las langostas provenientes del arrecife Alacranes (zona
2). De igual forma, la prevalencia de PaV1 en langostas subadultas fue
mayor que en las langostas adultas.
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RESUMEN

Antecedentes: Las harinas de origen vegetal, como el gluten de maiz, se han propuesto en dietas para tru-
cha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) como fuente alternativa de proteina en lugar de las harinas de pescado.
Objetivos: Determinar el efecto en el crecimiento y otros parametros fisiologicos de juveniles de trucha
arcoiris alimentadas con dietas elaboradas a base de gluten de maiz como sustituto de harina de pescado.
Métodos: Durante un periodo de 90 dias se administraron tres dietas con sustituciones de 50, 75y 100% de
gluten de maiz (G50%, G75% y G100%, respectivamente) utilizando gluten de maiz fueron administradas por
un periodo de 90 dias a juveniles con peso inicial de 14.7 = 0.2 g (promedio = error estandar). Se determind
el crecimiento, el consumo de oxigeno, la excrecion de P y N, el contenido de proteina y lipidos en misculo
e higado, asi como el nimero de linfocitos y la actividad explosiva de los macrofagos del rifion. Resultados:
Se observé una disminucion en el crecimiento (ganancia en peso y tasa de crecimiento especifico) confor-
me aumento la inclusion del gluten de maiz en la dieta. Los organismos alimentados con G75% y G100%
presentaron un contenido significativamente menor de proteina en el tejido muscular respecto al otro grupo,
mientras que, de lo contrario, hubo un aumento en la deposicion de lipidos del mismo tejido. El aumento de
gluten de maiz incrementd el consumo de oxigeno y la excrecion de nitrégeno amoniacal, pero no afecto al
ndmero de linfocitos ni la actividad de macréfagos. Conclusiones: Se puede incorporar hasta una 50% de
gluten de maiz en dietas para juveniles de trucha arcoiris.

Palabras clave: crecimiento, gluten de maiz, harina de pescado, proteina, trucha arcoiris

ABSTRACT

Background: Plant-origin meals have been proposed as an alternative to fishmeal as a source of protein in
diets for rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and one suggested alternative is corn gluten. Goals: Determine
the effects on the growth and other physiological parameters of rainbow trout juveniles fed diets made with
corn gluten as substitute for fishmeal. Methods: Three diets that substituted corn gluten in ratios of 50, 75,
and 100% (G50%, G75% and G100%, respectively) for fishmeal were fed during 90 days to juveniles initially
weighing14.7 = 0.2 g (mean = standard error). We measured growth performance, oxygen consumption, P and
N excretion, protein and lipid contents in muscle and liver, as well the number of lymphocytes and burst activity
of the kidney macrophage. Results: Growth performance (weight gain and specific growth rate) decreased as
corn gluten increased in the diet. The organisms fed with G75% and G100% diets had a significantly lower de-
position of protein in the muscle with respect to the other groups, while lipid deposition increased in the same
tissue. Increasing levels of the corn gluten in the diet caused increased oxygen consumption and N ammonium
excretion but did not affect the number of lymphocyte and the macrophage activity. Conclusions: Corn gluten
may be used at a substitution level up to 50% in diets for juvenile rainbow trout.

Keywords: corn gluten, fishmeal, growth, protein, rainbow trout
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INTRODUCCION

En México, la produccién de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss
Walbaum) en el 2014 fue de 15,695 toneladas con un valor cercano
a los 876 millones de pesos (Conapesca, 2015). Como se puede apre-
ciar, la trucha representa un importante recurso econdmico y social
en los estados de México, Michoacan, Veracruz y Puebla, que son los
principales productores en el pais. Durante el proceso de cultivo de
esta especie, el alimento representa entre el 50 y 60% del costo de
produccion (FAO, 2014), y actualmente las formulaciones comerciales
de alimento balanceado para trucha tienen como ingredientes base la
harina y el aceite de pescado. La produccion global de ambos insumos
no se incrementara en los proximos afios, y por ende, el desarrollo de la
produccion de esta especie sera insostenible si ambos ingredientes se
mantienen como las fuentes principales de proteina y lipidos en las die-
tas comerciales (Hardy, 2010). Los productos de origen vegetal se han
propuesto como una alternativa seria a los ingredientes de pescado, y
la expectativa es que permitan el crecimiento de las especies acuaticas
con un minimo de impacto en el ambiente y a un costo menor (Gatlin et
al., 2007). Uno de los productos de origen vegetal que se ha propuesto
como fuente de proteina para su inclusion en las dietas de trucha es el
gluten de maiz (GM). Resultado de la molienda himeda de la semilla
del maiz, el GM tiene un alto contenido de proteina cruda (60%) y es
altamente digerible, con coeficientes de digestibilidad aparentemente
mayores al 95% (Saez et al., 2016). EI GM se utiliza en diversas for-
mulaciones de dietas de algunas especies comerciales marinas y de
salmon, con inclusiones en un rango de entre 10 y 15% (Gatlin et al.,
2007). En el caso de la trucha arcoiris, Saez et al. (2016) reportaron que
una inclusion de hasta 18% de GM en la dieta de truchas de aproxima-
damente 500 g no afecta el crecimiento y la deposicion de nutrientes
en el cuerpo. Sicuro et al. (2017) reportaron que el crecimiento y los
parametros hematoldgicos no fueron afectados en juveniles trucha de
50 g alimentados con dietas de GM al 40% en sustitucion de harina de
pescado. Gerile & Pirhonen (2017) encontraron en truchas de 80 g ali-
mentadas con una dieta con GM como fuente de proteina no se afecto
el consumo de oxigeno durante periodos de nado forzado.

Por otro lado, el estatus nutricional tiene una fuerte influencia en la
respuesta inmune de los organismos acuaticos (Kiron, 2012). La can-
tidad y calidad de las fuentes de proteina de la dieta tienen un efecto
sobre las respuestas inmunes (Hardy, 2001), ya que un consumo in-
suficiente, afectara el contenido de proteinas de las células y even-
tualmente las incapacitara. De acuerdo con Tacon (1995), el uso de
proteinas de origen vegetal puede afectar la respuesta inmune de los
organismos acuaticos con habitos carnivoros. Por ello, el objetivo del
presente trabajo es determinar el efecto de dietas con altos niveles
de inclusion de GM en el crecimiento, la deposicion de nutrientes, la
excrecion de fosforo (P) y nitrégeno (N), asi como la actividad explosiva
de los macrofagos en juveniles de trucha arcoiris.

MATERIALES Y METODOS

Dietas experimentales. Se formularon 3 dietas con un contenido
minimo de 40% de proteina cruda y 12% de lipidos, para cubrir los
requerimientos previamente reportados para la especie (NRC, 2011).
La harina de pescado se sustituyd con gluten del maiz (Glutimex, 60%
proteina cruda, CP Ingredientes S. A. de C. V., México) en 50, 75y 100%
de la porcion de la proteina (Tabla 1). Como fuente de lipidos se utilizd
una mezcla 1:1 de aceites de soya y linaza, asi como aceite de pescado
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(Drotasa S. A. de C. V., México). Se utilizo dextrina (Sigma Aldrich Co.,
Estados Unidos) como unica fuente de carbohidratos. Asimismo, se em-
ple6 una mezcla de vitaminas y minerales (Micro Rovimix para peces
carnivoros, DSM Nutrional Products de México S. A. de C. V., México) y
gluten de trigo (Sigma Aldrich Co., Estados Unidos) como aglutinante.
Finalmente, se adiciond a.-celulosa (Sigma Aldrich Co., Estados Unidos)
para llevar la dieta al 100%. Las dietas se elaboraron de acuerdo con lo
descrito por Cruz et al. (2011), y como dieta control se utiliz6 Api-trucha
2 (composicion reportada por el fabricante de 45% proteina y 15% lipi-
dos, Malta-Cleyton de México, México).

Obtencion de organismos. Se obtuvieron juveniles de trucha arcoiris
del Centro de Produccion Acuicola El Zarco y se trasladaron al Labora-
torio de Produccion Acuicola de la FES Iztacala, UNAM. Los organismos
se mantuvieron en tanques de 500 L por un periodo de 15 dias y se
alimentaron con una dieta comercial (Api-trucha 2).

Prueba de alimentacion. Para la prueba se utilizaron 8 tanques de
polipropileno de 500 L. En cada tanque se colocaron aleatoriamente
45 juveniles con un peso de 14.7 = 0.2 g (promedio = error estandar),
y cada dieta se suministré por duplicado en grupos de juveniles. Los
peces se alimentaron diariamente con la dieta respectiva, considerando
un 7% de la biomasa total por tanque. La racion diaria se dividio en 2
porciones, en la mafana y al atardecer. Para pesar a los organismos
cada 10 dias, se anestesiaron con MS-222 (acido metasulfénico 3-ami-
nobenzoato etilico, Sigma Aldrich Chemical, E.U.) a 150 mg L. El tama-
fio de la racion se ajusto de acuerdo con el nuevo peso. Treinta minutos
después de cada alimentacion se recogi6 el alimento no consumido y
se cuantifico para determinar la tasa de ingesta. Posteriormente, y con
la finalidad de mantener la calidad del agua, se limpiaron las heces fe-
cales del fondo de cada tanque sifoneando con una manguera. Durante
la prueba, los parametros de la calidad del agua fueron (media = error
estandar): oxigeno disuelto 4.5 + 1 mg L, pH 7.9 = 0.5, temperatura
del agua 14 = 1 °C y concentracion de amonio de 0.00 mg L. La
prueba de alimentacion durd 90 dias. Los peces se mantuvieron sin
alimento por 24 horas y se pesaron para obtener el crecimiento. Seis
organismos de cada tratamiento se seleccionaron al azar y se utilizaron
para determinar el consumo de oxigeno y la excrecion de fosforo y
nitrdgeno. Cinco peces de cada repeticion se seleccionaron al azar y
se sacrificaron con una sobredosis del anestésico MS-222 (acido me-
tasulfénico 3-aminobenzoato etilico, Sigma Aldrich Chemical, Estados
Unidos) a 200 mg L™, después se tomaron muestras de sangre que se
colocaron en tubos con anticoagulante (EDTAK,, tubos BD Vacutainer,
BD Diagnoésticos, México) y una solucion balanceada de sales. Estas
muestras se utilizaron para cuantificar el nimero de linfocitos. Final-
mente, se realizo la diseccion de los rifiones para la prueba del estallido
respiratorio de los macréfagos, ademas de muestras para el analisis de
contenido de proteina y lipidos en musculo e higado.

Parametros de crecimiento. El crecimiento se determind mediante las
siguientes formulas:

Ganancia en peso = [(peso final - peso inicial) / peso inicial] x 100;

Tasa de crecimiento especifico = [(In peso final - In peso inicial) /
tiempo de alimentacion] x 100

Consumo de oxigeno y excrecion de fosforo (P) y nitrégeno (N). Se
utilizé un sistema de recirculacion cerrado que consistié en 10 frascos
de 1 L conectados en serie por tubos de plastico (Cruz et al., 2011). Los
frascos se llenaron lentamente con agua a 14 °C y se colocé un pez
por cada frasco. Se tomaron muestras iniciales de agua (concentracio-
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Tabla 1. Formulaciones y composicion proximal de las dietas experimentales para juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792).

Tratamientos

Ingredientes (g kg™')

G50 % G75 % G100 %
Harina de pescado 307.5 153.85 0
Gluten de maiz 3335 500.25 667
Mezcla de aceites' 40 40 40
Aceite de pescado 30 30 30
Lecitina de soya 50 50 50
Dextrina 100 100 100
Mezcla de vitaminas y minerales? 40 40 40
Aglutinante 50 50 50
a-celulosa 48.8 35.9 23
Composicion proximal (% en base seca)
Proteina 40.6 = 0.1 409+0.2 375+04
Lipidos 15.1 0.1 16.4 = 0.1 15.9+0.2
Cenizas 8.1+0.1 7914 6.2+0.1

'Aceites de soya y linaza, mezcla 1:1
Mezcla de vitaminas y minerales (g/kg): acido p-aminobenzoico, 1.45; biotina, 0.02; myo-inositol, 14.5; &cido nicotinico, 2.9; pantotenato de Ca, 1.0; piridoxina-HClI,
0.17; riboflavina, 0.73; tiamina-HCI, 0.22; menadiona, 0.17; a-tocoferol, 1.45; cyanocobalamina, 0.0003; calciferol, 0.03, L-ascorbil-2-fosfato-Mg, 0.25; &cido folico,

0.05; cloruro de colina, 29.65, NaCl, 1.838; MgS0, 7H,0, 6.85; NaH,P0,-2H,0, 4.36; KH,PO,, 11.99; Ca(H,P0,)2:2H,0, 6.79; citrato-Fe, 1.48; lactato de Ca, 16.35;
AICI,/6H,0, 0.009; ZnS0,-7H,0, 0.17; CuCl,, 0.0005; MnSO,-4H,0, 0.04; KI, 0.008 and CoCl,, 0.05.

nes de Py N =0 mg L") y se determing el oxigeno disuelto (oximetro
modelo 85, YSI Incorporated, OH, EU), posteriormente, los frascos fue-
ron cerrados herméticamente. Después de 20 min, los frascos fueron
abiertos, se midio nuevamente el oxigeno disuelto y se tomaron nuevas
muestras de agua para determinar la excrecion de P (como PO,*) y
N (como NH.-N), de acuerdo con las técnicas de molibdovanadato y
Nessler (Clesceri et al., 1998). El consumo de oxigeno se calculdé como
la diferencia entre la concentracion inicial y la final.

Analisis quimicos. Los contenidos de proteina de las muestras de mus-
culo e higado se determinaron mediante la técnica de la AOAC (1990), la
cual emplea un sistema de destilacion Kjeltec 2100 (Foss A/S, Dinamar-
ca). El contenido de lipidos se determiné mediante la técnica de Blight y
Dyer (1959), que utiliza cloroformo y metanol para la extraccion.

Cuantificacion de los linfocitos. Los tubos con la sangre, anticoagu-
lante y la solucion balanceada de sales se agregaron con 3 ml de ficoll
(Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare Bio-Science AB, Suecia) y se cen-
trifugaron a 2,260 rpm durante 30 min. Se retir6 el sobrenadante y se
aislo la capa con los linfocitos, para limpiarlos, se colocaron en un tubo
nuevo con la solucion balanceada de sales, y se centrifugaron a 810
rpm durante 10 min; se retird el sobrenadante y se agregé una nueva
solucion balanceada de sales, con la cual se centrifugd nuevamente.
Finalmente, se toma la capa limpia con los linfocitos, se tifieron con el
colorante de Wright y se contaron en una camara de Neubauer.

Estallido respiratorio de los macroéfagos. El aislamiento y cultivo de
los macrofagos del rifion se realizé de acuerdo con Chung y Secombes
(1988) y Secombes (1990). La actividad de anion superdxido de los ma-
crofagos (estallido respiratorio) se determind por la reduccion del colo-
rante nitro-azul tetrazolium (NBT) con un lector de placa Sunrise (Tecan
Group Ltd., Suiza) en una longitud de onda de 620 nm (OD,,). Poste-
riormente, se determind el nimero de macréfagos en cada uno de los

pocillos. Los resultados estan expresados como 0D, por 10* células.
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Analisis estadistico. Los datos de crecimiento, de contenido de pro-
teina y lipidos en los tejidos, del namero de linfocitos y del estallido
respiratorio de los macrofagos se analizaron para normalidad y homo-
sedasticidad con las pruebas W de Shapiro y Wilk, asi como de Barlett,
respectivamente (Zar, 1999). Debido a que los datos mostraron nor-
malidad y homosedasticidad, se trataron con un ANDEVA de una via
(Prism 6 for MAC OS X, GraphPad Software Inc., Estados Unidos). Las
diferencias significativas entre los tratamientos se evaluaron con una
prueba de LSD de Fisher (Zar, 1999) y las diferencias se determinaron
con un error de 5% (p <0.05) para cada grupo de comparaciones.

RESULTADOS

En la Tabla 2 se muestran los datos de crecimiento de los juveniles
de trucha arcoiris alimentados con diferentes inclusiones de gluten
de maiz durante 90 dias. El peso final (PF) fue significativamente (p
<0.0001) mas bajo en el grupo de truchas alimentadas con la dieta
G100%, con respecto a los demas grupos. De la misma forma, los va-
lores de la ganancia en peso (GP) y la tasa de crecimiento especifico
(TCE) en los organismos alimentados con G100% fueron significativa-
mente (p <0.0001) mas bajos que los observados en los otros grupos.

La Figura 1 muestra el contenido de proteina (a) y de lipidos (b) en
el madsculo y en el higado. En mdsculo se observd una deposicion sig-
nificativamente (p <0.0001) menor de proteina en las truchas alimen-
tadas con la dieta G100% con respecto al resto de los grupos. Respecto
al higado, el contenido de proteina fue significativamente (p <0.0001)
mas bajo en el grupo control que en los grupos experimentales. La de-
posicion de lipidos en el musculo se incrementd conforme aumenté la
inclusion de GM en la dieta, por lo tanto, el grupo alimentado con la die-
ta G100% mostrd un contenido significativamente mayor. En el higado,
el contenido de lipidos fue significativamente (p <0.0001) menor en los
organismos alimentados con la dieta G75% con respecto a los demas.
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Tabla 2. Peso inicial (Pl), peso final (PF), ganancia en peso (GP) y tasa de crecimiento especifico (TCE) de juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss Walbaum, 1792) alimentados con diferentes niveles de gluten de maiz. Los valores representan la media de tres réplicas + error estandar.
Medias con letras diferentes en la misma linea difieren significativamente (p <0.05).

Control G50 % G75 % G100 %
Pl (g) 14.9 +0.03 14.7 = 0.07 14.7 0.1 14.8 + 0.1
PF () 70 + 5a 63 = 4a 56 + 3a 29+0.3b
GP (%) 373 = 29a 322 = 29a 284 + 22a 102 = 1b
TCE (% dia’) 1.7 + 0.06a 1.5+0.07° 1.5+ 0.06a 0.8 = 0.005b

La Figura 2 muestra el consumo de oxigeno (a), la excrecion de N
(b) y de P (c). El consumo de oxigeno fue significativamente (p <0.0001)
menor en el grupo de organismos alimentados con la dieta control
respecto de aquellos alimentados con las dietas experimentales. Los
organismos alimentados con las dietas G75% y G100% mostraron
los valores mas altos. De la misma forma, la excrecion de N (como
N-NH,) fue menor en los juveniles alimentados con la dieta control. Los
organismos alimentados con las dietas experimentales no mostraron
diferencias significativas entre ellos, pero los valores mas bajos se ob-
servaron en la dieta G75%. Finalmente, la excrecion de P (como PO,*)
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Figuras 1a-b. Contenidos de proteina (a) y de lipidos (b) en el musculo e hi-
gado de juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792),
alimentados con diferentes niveles de gluten de maiz. Las barras representan la
media de tres réplicas + error estandar. Letras diferentes muestran diferencias
significativas entre las medias (p <0.05).

no mostro diferencias significativas entre los grupos, pero se observa-
ron valores mas bajos en los organismos alimentados con las dietas
G50% y G75%. Los valores mas altos se registraron en los organismos
alimentados en la dieta control.

En la Figura 3a se muestra el nimero de linfocitos, donde el valor
significativamente (p <0.0001) mas alto fue observado en los organis-
mos alimentados con la dieta G50% con respecto a los demas trata-
mientos. Respecto a la actividad explosiva de los macréfagos (Fig. 3b)
no se observaron diferencias significativas entre los grupos.

DISCUSION

Uno de los retos que enfrenta la produccion de trucha arcoiris en Mé-
xico es el desarrollo de nuevas formulaciones que permitan un cultivo
mas eficiente, tanto desde el punto de visto ambiental como econémi-
co. El GM se ha sefialado como una fuente de proteina alternativa a la
harina de pescado (Gatlin et al., 2007). De acuerdo con los resultados
obtenidos en el presente trabajo, la dieta con una sustitucion del 50%
de la HP con el GM no afectd el crecimiento de los juveniles de trucha,
la deposicion de nutrientes en musculo e higado asi ni la actividad de
los macrofagos.

Los organismos alimentados con la inclusion de GM mostraron una
disminucion en los parametros de crecimiento determinados, particular-
mente aquéllos alimentados con las dietas G75% y G100%. De acuerdo
con Gatlin et al. (2007) y Saez et al. (2016), la inclusion de GM en dietas
de salmonidos y otras especies de peces marinos es de un maximo de
15%. Informacion reciente (Sicuro et al., 2017) sefialan que hasta un
40% de sustitucion con GM no causa efectos negativos en el crecimiento
de juveniles trucha. En este trabajo se determind que un 50% de la por-
cion de la proteina puede ser provisto por GM. Por encima de este nivel es
probable que un balance inadecuado de aminoacidos esenciales, particu-
larmente la deficiencia de lisina del GM, afecte el crecimiento.

Los contenidos de proteina en el muasculo fueron similares a los
reportados por Aguillon et al. (2017) en juveniles de trucha arcoiris ali-
mentados mediante dietas con aislado de proteina de soya y polvo de
Spirulina. Se observé que la deposicion de proteina en misculo mues-
tra un comportamiento similar al observado por Sicuro et al. (2017),
en el que a mayor inclusion de GM en la dieta, menor deposicion de
proteina en el musculo. De acuerdo con De la Higuera et al. (1999) la
sintesis y deposicion de proteina en el musculo se altera en la anguila
europea (Anguilla anguilla Linnaeus, 1758) cuando se alimenta con una
dieta deficiente en aminoacidos esenciales. Se ha reportado (Gatlin et
al., 2007) que el GM es deficiente en lisina, un aminoacido esencial, y
que cuando se ha incluido en mas de 75% como fuente de proteina en
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Figuras 2a-c. Consumo de oxigeno (a), excrecion de nitrégeno (b) y de fosforo
(c) de juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) ali-
mentados con diferentes niveles de gluten de maiz. Las barras representan la
media de cinco réplicas =+ error estandar. Letras diferentes muestran diferencias
significativas entre las medias (p <0.05).

la dieta, afecta no solo la deposicion de proteina, sino también el creci-
miento. A diferencia de la relacion entre el crecimiento y la deposicion
de proteina en el musculo, los contenidos de proteina en el higado
muestran el papel regulatorio de este 6rgano, pues las dietas con las
inclusiones de GM muestran una mayor deposicion de proteina a pesar
de la deficiencia de aminoécidos esenciales, particularmente en los
organismos alimentados con las dietas G75% y G100%.

El contenido de lipidos en el musculo fue mayor a los reportados
por Aguillon et al. (2017) y Enriquez ef al. (2015) en crias de trucha
arcoiris alimentados con diferentes productos provenientes de la soya,
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Figuras 3a-b. Numero de linfocitos (a) y actividad explosiva de los macréfagos
(b) de juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) ali-
mentados con diferentes niveles de gluten de maiz. Las barras representan la
media de cinco réplicas + error estandar. Letras diferentes muestras diferencias
significativas entre las medias (p <0.05).

asi como los reportados por Pratoomyot et al. (2010) en crias de sal-
mon del Atlantico (Salmo salar Linnaeus, 1758). Se observd una ten-
dencia de mayor contenido de lipidos en el misculo conforme aument
la inclusion del GM. Previamente, se ha reportado que la deposicion de
lipidos en el musculo disminuye cuando se utilizan dietas con proteinas
de origen vegetal, principalmente con proteina proveniente de la soya
(Pratoomyot et al., 2010; Aguillon ef al., 2017). Hasta el momento, no
existen reportes de la manera en que los altos niveles de GM afectan
la deposicion de lipidos en el musculo, pero se considera que los or-
ganismos alimentados con las dietas G75% y G100% depositaron una
mayor cantidad de lipidos para utilizarlos como fuente de energia. Los
contenidos de lipidos en el higado son similares a los previamente re-
portados por Aguillon et al. (2017) y son considerados como normales.

El consumo de oxigeno y la excrecion de N pueden ser utilizados
para estimar la oxidacion de nutrientes y, usualmente, valores mas ba-
jos indican un mejor uso de la fuente de proteina (menos excrecion) y
menos energia en su oxidacion (menos consumo) (Bureau et al., 2002;
Azevedo et al., 2004). La inclusion de GM causé un aumento en la
excrecion de N y en el consumo de oxigeno, lo cual indica una baja
utilizacion de la fuente de proteina, particularmente en las truchas ali-



262

mentadas con las dietas G75% y G100%, y que se ve reflejado en el
crecimiento. Esto ya se ha observado previamente en la trucha cuan-
do se utilizan proteinas de origen vegetal, particularmente con harina
de soya (Cruz et al., 2011). Por otro lado, la inclusién de GM causd
un decremento en la excrecion de P, aunque no se observaron dife-
rencias significativas con respecto al grupo control. Cabe sefalar que
el fosforo es un constituyente del endoesqueleto, los fosfolipidos, los
acidos nucleicos y las membranas celulares (Kaushik, 2011) y que, re-
gularmente, su fuente mas importante para el organismo proviene de la
dieta. Bureau y Cho (1999) sefialan que el fosforo disuelto es una de las
mayores preocupaciones ambientales en las operaciones de produc-
cion acuicola, pues el aumento de este elemento en las descargas de
las granjas afecta a los sistemas acuaticos que las rodean al aumentar
la disponibilidad de nutrientes. El uso de GM en las dietas de trucha
ayudaria en la reduccion de las descargas de P.

El efecto de las fuentes de proteina en la dieta puede ser eva-
luado con la respuesta inmune (Kiron, 2012), pues de acuerdo con
Hardy (2001), un consumo insuficiente afecta el contenido de proteina
en las células, lo cual puede incapacitarlas en sus funciones. Esto es
particularmente critico cuando se utilizan proteinas de origen vegetal
(Tacon, 1995), por lo que la evaluacion de algunos parametros inmu-
nolégicos permite entender con mayor profundidad el efecto del GM en
la trucha. De acuerdo con Scapigliati (2013), los linfocitos son células
relacionadas con la respuesta inmune especifica, particularmente
en la produccion de inmunoglobulina inducida por un antigeno. En la
presente investigacion se determind el nimero total de linfocitos y se
observaron valores similares a los reportados previamente por Jalili et
al. (2013) y por Bohlouli y Sadeghi (2016) en juveniles de trucha ar-
coiris, excepto en el grupo alimentado con la dieta G50%, que mostrd
valores significativamente mas altos. De acuerdo con Ye et al. (2013),
el aumento en el conteo del ndmero total de linfocitos indica una ex-
posicion a un patdgeno. Durante la prueba, particularmente al final, no
se observaron signos de alguna infeccion en los juveniles alimentados
con la dieta G50%. Existe la posibilidad de que la infeccion estuviera
en sus inicios al momento de tomar las muestras, pero no se debié al
tratamiento con el GM.

La actividad explosiva es uno de los mecanismos de accion de los
macraofagos, en la cual se forman especies de oxigeno reactivos, como
anion superdxido y peroxido de hidrégeno (Rubio-Godoy, 2010). Esta
prueba se utiliza como un indicador de como las dietas afectan las
respuestas inmunoldgicas de los organismos. Las actividades de los
macrofagos de los diferentes grupos reportadas en este trabajo son
similares a los datos reportados por Aguillon et al. (2017) para juveniles
de trucha arcoiris y a los de Taoka et al. (2008) en tilapia (Oreochromis
niloticus Linnaeus, 1758). Aunque previamente Burrells et al. (1999)
reportaron que la inclusion progresiva de proteinas de origen vegetal
afecta la actividad de los macréfagos, no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos ni tampoco respecto al control, por
lo que la actividad se considera dentro de los limites normales, ya que
el GM no alterd esta repuesta en los 90 dias de alimentacion.

La presente investigacion muestra que el GM puede utilizarse en
una sustitucién de hasta el 50% de harina de pescado en dietas para
juveniles de trucha arcoiris, sin afectar el crecimiento, la deposicion
de nutrientes (proteina y lipidos) en misculo y en higado, ni la activi-
dad explosiva de los macréfagos. La dieta G50% también disminuye
la excrecion de P en los organismos. La inclusion del GM en las dietas

Carrillo Longoria J. A. et al.

también podria tener un impacto en el costo de las dietas, pues es
comparativamente mas barato que la harina de pescado.
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RESUMEN

Antecedentes: Sphyrna lewini es una especie semioceanica y cosmopolita distribuida en aguas tropicales
y templadas. En el océano Pacifico tropical noreste presenta una importante contribucion a la biomasa de la
pesca artesanal. Objetivos: Este estudio se propuso analizar la distribucion de tallas y aspectos reproduc-
tivos de S. lewini en la costa de Oaxaca, México. Métodos: Entre agosto de 2001 y diciembre de 2007 se
recolectaron 388 hembras y 434 machos en cuatro sitios de desembarco de la flota artesanal de la costa de
Oaxaca. Resultados: La longitud total fue de 44-332 cm en hembras y 44-308 cm en machos. Las capturas
estuvieron conformadas por neonatos (24.3%, 44-74 cm), juveniles (42.2%, 75-170 cm) y adultos
(33.5%, >170 cm). Las mayores capturas se registraron en lluvias (85.5%), con predominancia de juveniles
y adultos y una mayor proporcion de machos; en temporada de secas (15.5% de las capturas) prevalecieron
tallas mayores a 100 cm en ambos sexos. Las hembras alcanzan la talla de primera madurez (LT, ) a los 199 cm
y los machos a los 181 cm. Se registraron 37 hembras gravidas con tallas de 175 a 281 cm, entre los meses
de abril y agosto. La fecundidad oscild de 15 a 42 embriones, con tallas entre 44 y 54 cm. Gonclusiones: Los
resultados identifican a la costa de Oaxaca, en el sur del Pacifico mexicano, como una area importante para
la reproduccion de S. lewini, cuya informacion es relevante para el manejo y conservacion de esta especie.

Palabras clave: embriones, golfo de Tehuantepec, madurez sexual, neonatos, pesca artesanal

ABSTRACT

Background: Sphyrna lewini is a semi-oceanic and cosmopolitan species globally distributed throughout
tropical and warm temperate seas. In the northeastern tropical Pacific, this species is an important contribu-
tor to the biomass of artisanal fisheries. Goals: The aim of this study was to examine the length frequency
distribution and reproductive aspects of S. lewini in Oaxaca, Mexico. Methods: Samples were taken from
August 2001 to December 2007 in four landing sites of the artisanal fleet on the coast of Oaxaca. Results:
The samples included 388 females and 434 males. Total length ranged from 44 to 332 cm for females and
from 44 to 308 cm for males. The catches were made up of neonates (24.3%, 44-74 cm), juveniles (42.2%,
75-170 cm), and adults (33.5%, > 170 cm). The most abundant catches were recorded in the rainy season
(85.5%), with a predominance of juveniles and adults, and a higher proportion of males. The remaining 15.5%
of catches, recorded in the dry season, had a predominance of larger sizes (>100 cm) in both sexes. The
females reached sexual maturity (TL,) at 199 cm and the males at 181 cm. 37 gravid females with sizes
between 175 and 281 cm were registered from April to August. Gravid females had between 15-42 embryos,
varying from 44-54 cm. Gonclusion: The results of this study identify the coast of Oaxaca as an important
area for the reproduction of S. lewini on the southern Pacific coast of Mexico, providing information for ma-
nagement and conservation of this species

Keywords: artisanal fishery, embryos, Gulf of Tehuantepec, neonates, sexual maturity
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INTRODUCCION

Los tiburones son un grupo de depredadores tope, importantes dentro
del ecosistema marino y vulnerables a la sobreexplotacion pesquera,
debido entre otras cosas, a las caracteristicas particulares de su his-
toria de vida (Watson et al., 2009). El tiburén martillo Sphyrna lewini
(Griffith & Smith, 1834) se caracteriza por ser una especie migratoria,
de habitos pelagicos y costeros, de aguas calidas (Compagno, 1984),
cuyos individuos se agregan en grandes cardimenes (Simpfendorfer &
Heupel, 2004), lo cual hace a sus poblaciones vulnerables a la pesca
industrial en aguas oceanicas, a la pesca camaronera semiindustrial y
a la pesca artesanal en zonas costeras (Lopez-Martinez et al., 2010).

Hace algunas décadas, S. lewini era considerada una especie con
potencial de explotacion por su abundancia (FAO, 1999); sin embargo,
dada la sobrexplotacion de sus poblaciones, actualmente se encuentra
incluida, desde 2006, como especie amenazada en la lista roja de la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, por
sus siglas en inglés) (Chapman et al., 2009) y en el Apéndice Il de la
Convencion sobre el Comercio Internacional de Flora y Fauna (CITES,
por sus siglas en inglés).

Sphyrna lewini es una especie semioceanica con distribucion glo-
bal en aguas tropicales y templadas calidas (Compagno, 1984). Pre-
senta segregacion espacial entre adultos y juveniles (Klimley, 1987).
Las hembras paren a sus crias en sitios protegidos, ricos en alimento,
cercanos a la costa y de aguas someras, denominados “areas de crian-
za” (Clarke, 1971; Castro, 1993; Merson & Pratt, 2001; Heupel et al.,
2007). Una vez alcanzada la madurez sexual, inician sus migraciones
cambiando los habitats costeros por zonas de aguas oceanicas y pela-
gicas donde se reduce la competencia intraespecifica (Simpfendorfer &
Milward, 1993; Duncan & Holland, 2006).

Debido a su amplia distribucion e importancia pesquera, se han
llevado a cabo estudios sobre sus aspectos reproductivos en diferentes
partes del mundo (Clarke, 1971; Bass et al., 1975; Branstetter, 1987;
Stevens & Lyle, 1989; Cappe et al., 1998; Lessa et al., 1999; Chen et al.,
1998; Hazin, 2001; White et al., 2008, Zanella & Lopez-Garro, 2015). En
México se cuenta con los estudios de Torres-Huerta et al. (2009) para
el golfo de California, Anislado-Tolentino & Robinson-Mendoza (2001)
para el Pacifico central, y Soriano et al. (2006) y Bejarano et al. (2011)
para el Pacifico sur.

Sphyrna lewini es una de las especies objetivo mas importantes
en el Pacifico mexicano, tanto en las pesquerias artesanales como en
las de mediana altura, lo cual representa el 37% de las capturas (DOF,
2004). El golfo de California y el golfo de Tehuantepec (litoral de los
estados de Oaxaca y Chiapas) han sido considerados como reservorios
de diversidad genética de la especie (Castillo-Olguin et al., 2011). Sin
embargo, en el caso del golfo de Tehuantepec, los estudios son esca-
s0s, a pesar de que Puerto Chiapas es el punto de mayor descarga
de tiburdn en el pais, donde Carcharhinus falciformis'y Sphyrna lewini
representan el 89% de las capturas (Soriano et al., 2006), y de que en
Oaxaca ambas especies conforman el 37% de las capturas por la pesca
artesanal (Alejo-Plata ef al., 2006a; Alejo-Plata et al., 2009).

El presente estudio analiza la estructura y dinamica poblacional de
Sphyrna lewini, a partir de las tallas, proporcion de sexos, fecundidad,
época y talla de nacimiento en las capturas de la pesca artesanal de la
costa de Oaxaca, México.

Alejo-Plata M. del C. et al.

MATERIALES Y METODOS

La zona de estudio corresponde a la parte centro-oeste del golfo de Te-
huantepec en la costa de Oaxaca (Fig. 1). De acuerdo con la batimetria
extraida de la base de datos ETOPO2 (http://www.ngdc.noaa.gov/mgg/
global/etopo2.html), considerando la isobata de los 200 m como el limi-
te de la plataforma continental, ésta se ensancha hacia el este, alcanza
una amplitud méaxima de ~106.8 km a los 93-94°0 y se reduce hacia
el oeste, con una amplitud minima de ~17.8 km a los 95.5°0 (Fig. 1).

La region se caracteriza por la presencia de lluvias de mayo a oc-
tubre y por secas de noviembre a abril, como se muestra en la Fig. 2,
la cual fue construida con registros de la base de datos historica de
la estacion meteoroldgica automatica (EMA) del Servicio Meteoroldgi-
co Nacional (SMN), localizada en Puerto Angel, Oaxaca (15°40’16” N,
96°29°50” 0) a una altitud de 91 m sobre el nivel medio del mar (http:
//smn.cna.gob.mx/emas), y con datos de imagenes nivel 3 con resolu-
cion de 4km del MODIS-Aqua (http://oceancolor.gsfc.nasa.gov/).

Por otro lado, de acuerdo con Reyes y Mejia-Trejo (1991), durante
los meses de mayo y junio se activa la formacion de tormentas tropi-
cales y huracanes en el Pacifico noreste, la cual se extiende hasta los
meses de octubre y noviembre. Otra caracteristica atmosférica de gran
importancia en el golfo de Tehuantepec es el arribo (principalmente
entre noviembre y abril) de vientos del norte, o “Tehuanos”, con in-
tensidades mayores que 10 m/s y duracion tipica de 2 a 6 dias (Lavin
et al., 1992; Romero-Centeno et al., 2003). Estos episodios de viento
contribuyen a que las aguas del golfo sean relativamente productivas
y frias comparadas con sus alrededores (Trasvifia et al., 1995), rasgos
claramente visibles en imagenes de satélite (https://oceancolor.gsfc.
nasa.gov) como una lengua de concentraciones comparativamente
altas de Clorofila-a (>1.0 mg/m?3) y temperatura superficial del mar re-
lativamente baja (~17 °C). La formacion de esta lengua de agua fria,
en esta época del afio, fragmenta la alberca de agua calida del Pacifico
este (temperatura superficial del mar por arriba de 28.5 °C; Wang &
Enfield, 2001).

De agosto de 2001 a diciembre de 2007 se efectuaron muestreos
en las capturas de la flota artesanal de Oaxaca. El trabajo de campo
se realizd durante dos dias a la semana en Puerto Escondido, Puerto
Angel-San Agustinillo, Huatulco, y quincenalmente en la ensenada Chi-
pehua (Fig. 1). Alejo-Palta et al. (2016) mencionan que en la region se
encuentran tres unidades pesqueras artesanales que capturan tiburon:
la unidad tiburonera (pesca dirigida), la unidad pelagica y la unidad
demersal (ambas con captura incidental de tiburones).

Los ejemplares fueron identificados con las claves taxondmicas
de Compagno (1984) y se clasificaron de acuerdo con los criterios de
Clark & von Schmidt (1965), Pratt (1979) y Castro (1993) como neona-
tos (organismos con cicatriz umbilical abierta), juveniles del afo (JUA,
organismos de nado libre y con cicatriz umbilical parcialmente cerra-
da), juveniles y adultos. Debido a las caracteristicas de desembarque
y manejo del tiburén en playa, donde estos fueron descargados sin
eviscerar, fue posible determinar los estados de madurez y fecundidad,
asi como el nimero, sexo y talla de los embriones.

El sexo se registro a partir de la presencia o ausencia de mixopte-
rigios (6rgano copulador), se midi6 su longitud (mm) y observo el gra-
do de calcificacion. Con base en los criterios de Clark & Von Schmidt
(1965) y Castro (1993), los machos que presentaron mixopterigios cor-

Hidrobiol6gica


http://www.ngdc.noaa.gov/mgg/global/etopo2.html
http://www.ngdc.noaa.gov/mgg/global/etopo2.html
http://oceancolor.gsfc.nasa.gov/
https://oceancolor.gsfc.nasa.gov
https://oceancolor.gsfc.nasa.gov

Biologia reproductiva de Sphyrma lewini

-96°0'0"

-97°00'0"

17°0'0"

16°0'0"

30°

15°00'0"
[

México

20°

-110° -100° -90°

Golfo de Tehuantepec

267

-95°0'0" -94°0'0"

0 510 20 Millas Nadticas
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tos y suaves se consideraron como inmaduros o juveniles; los machos
fueron catalogados como maduros cuando los mixopterigios sobrepa-
saban el extremo posterior de las aletas pélvicas, se encontraban calci-
ficados y rotaban facilmente.

Las hembras se consideraron maduras cuando se observaron
ovocitos vitelogénicos y vascularizados (cuando fue posible se midie-
ron los ovocitos de mayor diametro), glandulas oviductuales grandes
y (teros desarrollados o, bien, si contenian huevos o embriones (Liu
et al., 1999). En el caso de hembras prefiadas, los embriones fueron
contados, y se reviso su sexo y longitud total (LT, al 0.5 cm inferior);
cuando las actividades de pesca lo permitieron, se registré el diametro
del ovocito de mayor tamafio y mas cercano al oviducto.

Con el fin de obtener los datos biométricos utilizados para recobrar
informacion de organismos eviscerados, sin aletas y sin cabeza (en
esta region y en otras de México, se denominan “troncho”), se registrd
(al 0.5 cm inferior) la longitud total (LT), longitud furcal (Lf) y longitud
del troncho (Ltr, medida entre la ultima abertura branquial y la muesca
precaudal). Para obtener la LT de los organismos sin cabeza se utiliz
la relacion lineal por medio del método de minimos cuadrados entre
LTy Ltr.

Los datos de las tallas por sexo se agruparon trimestralmente
(enero-marzo, abril-junio, julio-septiembre, octubre-diciembre) y se
analizaron por temporadas, de lluvias (mayo-octubre) y secas (noviem-
bre-abril); para comparar las tallas entre ambas temporadas se aplicd
el método no paramétrico Kruskal-Wallis, debido a que los datos no
presentan homocedasticidad (Zar, 1999).
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Las longitudes se representaron en histogramas de frecuencia, y
para determinar las modas observadas se realizd un analisis multimo-
dal de las frecuencias de tallas (LT) que se ajusto con la funcion de
maxima verosimilitud propuesta por Haddon (1991).

Se determind la proporcion de sexos a partir de la relacion entre el
nimero de hembras y machos (H:M) registrados en las capturas; se uti-
lizd la prueba estadistica Chi cuadrada (%) aplicando la correccion de
Yates para determinar si la proporcion de sexos por estado ontogénico
y por mes se desviaba de la relacion 1:1 (Zar, 1999). En el caso de los
embriones, se calculd la proporcion media de las hembras por camada
y se compard con el valor teérico de 0.5; se considerd como unidad
muestral a la madre de la camada (Walker, 2005).

La longitud en la que el 50% de los tiburones estan maduros (L)
se determind para hembras y machos, y también se estimd la talla
de maternidad (L., de maternidad) (Mollet et al., 2000; Corro-Espinosa
et al., 2011; Soto-Lopez et al., 2018) para hembras por medio de la
funcion logistica:

1
Fm=

Donde, Fmes la fraccion de tiburones maduros (o fraccion de hem-
bras prefiadas), L, la longitud total, los parametros ay L, fueron estima-
dos ajustando la funcion mediante el criterio de maxima verosimilitud
(Haddon, 2001); el valor de a representa la pendiente de la curva que
describe la tasa de cambio de hembras inmaduras a hembras maduras
y L, latallaalacual el 50% de la poblacion se encuentra madura.
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La fecundidad se estimd en cada hembra prefiada contando los
embriones presentes en cada utero. La fecundidad (F) para S. lewini fue
correlacionada con la LT. Para analizar el patron estacional en el creci-
miento de los embriones, se agruparon las muestras de 2001 a 2007 a
fin de construir un “afio tipo”. Para establecer el periodo de gestacion
se considerd el crecimiento promedio mensual en longitud total de los
embriones; la talla de nacimiento se estimé como el promedio entre la
talla maxima del embridn observada y la talla minima del individuo de
nado libre capturado en el mismo tiempo y lugar (Pratt & Casey, 1990).

RESULTADOS

Tallas y proporcion de sexos. La distribucion de frecuencias de tallas
de S. lewini fue estimada en un total de 822 individuos. Se registraron
388 hembras con intervalo de tallas de 44 a 332 cm LT (Media = 104.5,
DE = 56.1) y 434 machos con intervalo de tallas de 44 a 308 cm LT
(Media = 131.2, DE = 75.9).

Las capturas estuvieron conformadas por neonatos (24.3%, 44-74
cm LT), juveniles del afio y juveniles (42.2%, 75-170 cm LT), y adultos
(33.5% > 170 cm LT).

Para poder realizar la comparacion de la talla con trabajos previos,
los resultados se reportaron en LT. Las relaciones biométricas mostra-
ron un alto nivel de asociacion entre las variables, el cual esta repre-
sentado por los valores de R? en las siguientes expresiones:

LT =1.86Ltr + 13.78  (R*=0.95, n =200, p < 0.05)
LT=1.92Ltr+ 11.87  (R*=0.91, n=156, p < 0.05)

Machos
Hembras

El analisis multinomial mostr6 para las hembras tres modas, las
cuales corresponden a neonatos (media = 63.5 cm LT, DE = 7.4), juve-
niles (media = 134.2 cm LT, DE = 9.7) y adultos (media = 209.0 cm LT,
DE = 7.4) (Fig. 3a). Los machos presentaron cuatro modas, neonatos
(media = 62.0 cm LT, DE = 5.8), juveniles con dos modas (media =
102.5 cm LT, DE = 20.9; media = 142.6 cm LT, DE = 7.6) y adultos
(media = 235.9 cm LT, DE = 25.5) (Fig. 3b).
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Figura 2. Promedios mensuales de precipitacion (P) (15°40°16” N, 96°29'50”
0) y de temperatura superficial del mar (TSM) en la costa de Oaxaca durante el
periodo de 2001 a 2007.

Alejo-Plata M. del C. et al.

La proporcion de sexos en los neonatos y juveniles del afio (JUA) fue 1:1
()(20_051 =0.087, p>0.05), para juveniles se observd predominio de las hem-
bras (1H:0.6M; ;(20_05’1 =15.78, p <0.05), a diferencia de los adultos, donde
se obtuvo una proporcion de sexos de TH:2.6M (%, ., =54.12, p <0.05).

En la temporada de secas (noviembre-abril) se registraron bajas
capturas de S. lewini (15.5%) con un predominio de tallas mayores a
100 cm LT en ambos sexos; las mayores capturas (85.5%) se obser-
varon en la temporada de lluvias (mayo-octubre). Los neonatos fueron
observados en cada uno de los trimestres del afio, pero con una mayor
frecuencia de julio a septiembre, donde se produce una clase modal de
50 a 60 cm LT. La clase modal de esta cohorte se incrementa de 70 a 80
cm LT de octubre a diciembre y de 120 a 140 cm LT en el trimestre ene-
ro-marzo; de abril a junio se observaron nuevamente neonatos (Fig. 4).

De octubre a diciembre y de enero a marzo se observé una predo-
minancia de hembras (3H:1M, %%, . .= 9, p <0.05; 1.5H:1M, 5% ., = 1.49,
p <0.05 respectivamente) y se registraron las menores tallas, asi como
tamafios de muestra relativamente bajos (Fig. 3). Las mayores capturas
se registraron de abril a junio (24.9%) y de julio a septiembre (60.8%);
en ambos trimestres se observaron los intervalos de talla mas am-
plios, con predominancia de juveniles y adultos y una mayor proporcion
de machos (1M:0.7H, X?m1 =6.32, p<0.05y 1M:0.8H, sz1 =52,
p <0.05, respectivamente) (Fig. 4).
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Figuras 3a-b Estructura de tallas por sexo de Sphyrna lewini (Griffith & Smith,
1834), capturados por la pesca artesanal en la costa de Oaxaca durante el pe-

riodo de 2001 a 2007. La linea continua indica las modas obtenidas a partir del
analisis multinomial. a) Hembras; b) Machos.
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Figuras 4a-h. Estructura de tallas por trimestre de Sphyrna lewini (Griffith & Smith, 1834), capturado por la pesca artesanal en la costa de Oaxaca durante el periodo
de 2001 a 2007. La linea continua indica las modas obtenidas a partir del andlisis multinomial. a-b) Trimestre enero a marzo; c-d) Trimestre abril a junio; e-f) Trimestre
julio a septiembre; g-h) Trimestre octubre a diciembre. a, ¢, e, g) Hembras; b, d, f, h) Machos.
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Figura 5. Relacion entre la longitud del mixopterigio y la longitud total en machos de Sphyrna lewini (Griffith & Smith, 1834) capturados por la pesca artesanal en la

costa de Oaxaca (México) durante el periodo de 2001 a 2007. n = 284.

Aspectos reproductivos. La relacion entre la longitud del mixopterigio
(Lm) y la LT se describe con la ecuacion Lm = 0.1112LT — 4.4417 (R*>=
0.86, p <0.001). Los machos con una LT < 140 cm que tenian el mixop-
terigio sin calcificar se clasificaron como inmaduros. EI comienzo de la
madurez sexual se presento alrededor de 120 cm LT, cuando la longitud
del mixopterigio se incrementé abruptamente y con una estructura se-
mirigida. Los machos maduros con mixopterigio totalmente calcificado
se observaron a los 155 cm LT y todos los machos mayores a 190 cm
LT estaban maduros. Organismos con mixopterigio mayor de 200 mm
tenian fluido seminal y algunos presentaron hematomas; este drgano
experimenta un lento crecimiento durante el periodo en que no hay
calcificacion; por lo tanto, aumenta su longitud notablemente al inicio
de su calcificacion, y por ende, su maduracion (Fig. 5).

Las hembras maduras se registraron a partir del intervalo de clase
de 160-170 cm LT. La LT estimada fue de 198.8 +1.7 cm (intervalo de
confianza 95%; Fig. 6a). La madurez sexual en machos se presentd a
partir del intervalo de 120-125 cm LT, la LT,  estimada fue de 181 + 4.14 cm
(intervalo de confianza 95%; Fig. 6b).

Se registraron 37 hembras gravidas con tallas de 175 a 281 cm LT
(media = 221.96, DE = 31.48) entre los meses de abril a agosto; la LT,
de maternidad estimada fue de 205 c¢m LT (Fig. 6a).

De 985 embriones pertenecientes a 37 hembras, se midieron y se-
xaron 519 organismos, con lo cual se determiné que no existieron dife-
rencias significativas en la proporcion de sexos (%, = 2.51, p >0.05)
0 camadas individuales (y?, . , = 0.028-0.64, p >0.05). Las camadas
estuvieron conformadas de 15 a 42 embriones con un promedio de 26
crias (DE = 9). La fecundidad en ndmero de crias se describi6 con la
ecuacion F = 0.2094LT — 19.433 (R?= 0.53, p <0.001).

Ademas, se observaron ovocitos con un diametro de 1-5 cm, cuya
muestra correspondié Unicamente a 5 hembras, debido a la dificultad

para obtener la medida de éstos cuando se estan procesando los
tiburones en playa.

En agosto se registraron embriones grandes con talla de 54 cm
de LT; el neonato mas pequefio, que se capturd en julio, tenia una talla
de 44 cm de LT. Los neonatos oscilaron en talla desde 44 hasta 64 cm
de LT (media = 62.5; DE = 6.6), por lo tanto, se podria esperar que el
nacimiento de estos embriones se produjera con tallas entre 44 y 54
cm LT. Los recién nacidos se observaron en cada trimestre del afio, pero
fueron mas frecuentes entre julio y septiembre, durante la temporada
de lluvias, cuando la temperatura superficial del mar es la mas elevada
del afio (29 a 31 °C; Fig. 2). El periodo de gestacion de S. lewini para la
costa de Oaxaca se considero de 10 a 11 meses.

DISCUSION

La costa de Oaxaca se caracteriza por tener importantes sistemas lagu-
nares y bahias, lo que conforma un ambiente propicio para una especie
tropical de habitos gregarios y costeros como S. lewini (Last & Stevens,
1994). En la zona de estudio, los resultados muestran que el tiburén
martillo se acerca a la costa dependiendo de la alternancia del régi-
men lluvias y secas caracteristico de la region. Las mayores capturas
(85.5%) se presentaron en la temporada de lluvias, cuando la presencia
de S. Lewini en la zona de estudio en conjunto con el limitado radio de
operacion de las embarcaciones de pesca artesanal (Alejo-Plata et al.,
2006; 2006a) favorecieron su pesca.

En Oaxaca las capturas de S. lewini registraron diferencias de
acuerdo con la talla, sexo, temporada del afio y arte de pesca. Los neo-
natos, JUA y juveniles pequefios se presentaron a lo largo del afio, con
un pico de abundancia de julio a septiembre; su captura se realizo por
la unidad de pesca demersal, la cual utiliza redes de enmalle y opera en
los “bajos” (aguas poco profundas y protegidas) proximos a la costa, en
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las bahias y cerca de las bocabarras de los rios Copalita, Tonameca, Rio
Grande y los Perros (Alejo-Plata et al., 2006; 2006a). Las tallas de los
neonatos y JUA capturados por la pesca artesanal sugiere que perma-
necen por varios meses en estas areas; de acuerdo con Castro (1993)
las aguas someras incrementan su probabilidad de sobrevivencia al
brindarles mayor proteccion de sus depredadores. En otras localidades
del Pacifico mexicano también se han reportado capturas de neonatos
de S. lewini en aguas poco profundas. Asi lo asentaron Torres-Huerta
et al. (2009) en la costa este del golfo de California durante julio, Anis-
lado-Tolentino (2000) en la costa de Michoacan entre julio y agosto, en
aguas que no sobrepasan los 50 m, y Campuzano-Caballero (2002) en
la costa de Chiapas de mayo a agosto.

Los juveniles grandes permanecen todo el afio en la zona de es-
tudio; su mayor abundancia se presento a finales de la temporada de
lluvia. Fueron capturados con palangres de superficie por la unidad de
pesca pelagica que opera entre 5 y 20 millas de la costa (Alejo-Plata et
al., 2006; 2006a), lo que indica que se desplazan a aguas mas alejadas
de la costa. Saucedo-Barron ef al. (1982), en un estudio en la costa de
Sinaloa, atribuye este desplazamiento a dos posibles causas: a la nece-
sidad de condiciones diferentes para alimentarse y alcanzar la madurez
sexual y a su distribucion en la columna de agua, las cuales los hace
poco vulnerables a las artes de pesca.

Los adultos fueron capturados por la unidad de pesca tiburonera de
palangre, que opera alejada de la costa en un radio de 30 a 50 millas
(Alejo-Plata et al., 2006; 2006a), esto indica que los adultos migran a
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aguas oceanicas. En estas capturas los machos adultos fueron mas nu-
merosos que las hembras, con un pulso de abundancia de abril a junio.

Como en otras especies de tiburén distribuidas en la zona de estu-
dio (Soriano et al., 2006; Alejo-Plata et al., 2016), los machos maduran
a una LT menor que las hembras (181 cm frente a 198.5 cm), estos
valores se encuentran dentro de los intervalos reportados para esta
especie en otros estudios (machos: 140-198 cm LT; hembras: 169-250
cm LT, Tabla 1). Al respecto, White et al. (2008) remarcan que las dife-
rencias en la LT, de S. lewini sugieren la necesidad de obtener datos
regionales que permitan caracterizar los patrones reproductivos a lo
largo de su amplia distribucion.

Para diferentes zonas geograficas se ha documentado la preferen-
cia de las hembras grandes de S. lewini por aguas oceanicas y pelagi-
cas (Branstetter, 1987; Stevens & Lyle, 1989; Duncan & Holland, 2006).
En la parte sur del golfo de Tehuantepec, donde la pesca se efectla
en aguas lejanas de la costa, Soriano et al. (2006) registraron, en las
capturas de la pesca artesanal, la agregacion de hembras grandes y en
estados iniciales de prefiez en los meses de mayo a julio. En contraste,
en la costa de Oaxaca (region centro-oeste del golfo de Tehuantepec),
se registraron hembras en avanzado estado de prefiez durante la tem-
porada de lluvias y fueron capturadas con redes de enmalle de la pesca
demersal. Esto sugiere que migran a la costa para dar a luz, como se
ha reportado en otros trabajos (Clarke, 1971; Duncan & Holland, 2006).

Tabla 1. Resumen de los estudios que describen algunos aspectos de la biologia reproductiva de Sphyrna lewini (Griffith & Smith, 1834).

3 Talla de madurez Periodo_ ge Tamaio Tall_a _
Region (cm) gestacion Parto camada nacimiento Referencia
Machos  Hembras  (meses) (LT, cm)
Hawai verano 15-31 40-50 Clarke (1971)
Sur de Mozambique 140-165 212 verano 30 50 Bass et al. (1975)
Noreste del golfo de México 180 250 12 >30 49 Branstetter (1987)
Noroeste de Taiwan 198 210 10 verano 12-38 >47 Chen et al. (1988)
Norte de Australia 140-160 200 9-10 verano 13-23 45-50 Stevens & Lyle (1989)
Senegal verano 18-22 37-52 Capapé et al. (1998)
Norte de Brasil 150 40-50 Lessa et al. (1999)
Noroeste de Brasil 180-200 240 10 verano 2-21 >38 Hazin et al. (2001)
Golfo Dulce, Costa Rica junio-agosto Zanela & Lopez-Garro
(2015)
Indonesia 175.5 228.5 octubre-noviembre  14-41 40 White et al. (2008)
Golfo de California 170 207 11 junio 32 41-53 Torres et al. 2009
Pacifico central de México 10 mayo-julio 44.7(M) Anislado-Tolentino
47.8H) y Robinson-Mendoza (2001)
Golfo de Tehuantepec 154 169 12 lluvias 3-48 24-59 Soriano et al. (2006)
Golfo de Tehuantepec 178 220 julio-agosto 6-40 41-51 Bejarano et al. (2011)
Costa de Oaxaca, México 181 198.5 10-11 julio-septiembre 15-42 44-54 Presente estudio
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Figuras 6a-b. Proporcion de individuos maduros de Sphyrna lewini (Griffith &
Smith, 1834) capturados por la pesca artesanal en la costa de Oaxaca (México)
durante el periodo de 2001 a 2007. a) Hembras; b) Machos.

Con respecto al periodo de gestacion de S. lewini, la temporalidad
de 10 a 11 meses coincide con otros registros hechos en el Pacifico
mexicano, excepto con aquél reportado por Soriano et al. (2006) para el
sur del golfo de Tehuantepec, el cual sugiere un periodo de gestacion
de 12 meses. Las especies de tiburén que se reproducen en aguas
tropicales y subtropicales presentan un ciclo reproductivo estacional
(Stevens & Lyle, 1989), lo cual se demuestra con nacimientos de S.
lewini durante el verano en la costa de Oaxaca y en diferentes areas de
su distribucion (Tabla 1).

La talla de nacimiento de S. lewini estimada en el presente estudio
(44-54 cm LT) se encuentra en el intervalo reportado por otros autores
(24-59 cm LT; Tabla 1), lo que sugiere que la talla de nacimiento de esta
especie podria ser similar en toda el area de distribucion. En Oaxaca,
S. lewini nace durante la temporada de lluvias, cuando la temperatura
superficial del mar es la mas elevada del afio y se encuentra una alta
disponibilidad de alimento en el litoral oaxaquefo (Pennington et al.,
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2006). Se conoce que los neonatos de tiburdn tienen altas tasas de
crecimiento (Corro-Espinosa et al., 2011) debido al consumo elevado
de alimento, lo cual indica que tienden a permanecer en areas donde
el alimento es abundante (Branstetter, 1990; Castro, 1993; Simpfen-
dorfer & Milward, 1993). Ademas, de acuerdo con Yates et al. (2015),
el nacimiento de tiburones en los meses mas calidos puede influir en
la supervivencia y eficacia bioldgica; por ejemplo, se pueden beneficiar
de una mayor asimilacion de energia debido a su capacidad de retener
el calor metabdlico generado por la actividad continua de los masculos
aerobios durante el nado, asi como por el generado durante el proceso
de la digestion y la asimilacion (Bernal et al., 2012).

En Oaxaca observamos que nacen igual nimero de hembras y
machos, y que la proporcion se mantiene en los JUA. Esto concuer-
da con lo reportado por Torres-Huerta et al. (2009) para la costa de
Baja California, Anislado-Tolentino (2000) para la costa de Michoacan y
Campuzano-Caballero (2002) en la Costa de Chiapas.

Con respecto al tamafio de la camada, observamos una correlacion
positiva entre el tamafio de ésta y la longitud de la madre; esto ha sido
reportado en Taiwan (Chen et al., 1998) e Indonesia (White et al., 2008).
La camada mas numerosa registrada en este trabajo fue de 42 em-
briones; en la region sur del golfo de Tehuantepec, Soriano et al. (2006)
reportan camadas de hasta 48 embriones. El tamafio de camadas pe-
quefas registradas en otras regiones (Tabla 1) sugiere que algunos
embriones han sido abortados, esto por efecto de parto inducido por
la captura y por los métodos de captura utilizados (Adams et al., 2018).

Las observaciones en la costa de Oaxaca indican una menor cap-
tura de pesca sobre los adultos, de tal modo que las hembras con tallas
menores a su LT, representaron el 83.5% de todas las hembras cap-
turadas, y los machos con tallas menores a LT_; alcanzaron el 56% del
total de machos capturados. Las bajas capturas sobre los adultos de S.
lewini en comparacion con los juveniles se puede deber a que la pesca
de tiburdn se realiza en aguas cercanas a la costa, debido, entre otras
causas, a los costos elevados de los viajes de pesca y a las condiciones
oceanograficas durante la temporada de pesca de tiburdn. Lo anterior
ha sido observado en el golfo de California por Furlong-Estrada et al.
(2015), quienes sugieren que la baja presion pesquera sobre los adultos
de S. lewini ha actuado probablemente de manera inadvertida en favor
de la estabilidad poblacional.

En las capturas de la zona de estudio se presentaron de manera
simultanea hembras gravidas con embriones terminales, neonatos y
JUA, ademas de una importante abundancia de juveniles durante todo
el afio, lo cual indica que las capturas se realizan en la zona de re-
produccion. Esta informacion, junto con los patrones de la presencia
de S. Lewini, sugieren que es probable que en la costa de Oaxaca se
encuentre un area de nacimiento y crianza, debido a que se cumplen
parcialmente los criterios propuestos por Heupel et al. (2007): a) los
tiburones se encuentran con mas frecuencia en esta area que en otras:
la zona de estudio no cumple este criterio, pues en la parte sur del golfo
de Tehuantepec Soriano et al. (2006) han reportado neonatos y juveni-
les de S. lewini, por lo cual su presencia no es exclusiva de la costa de
Oaxaca; b) los tiburones tienen la tendencia de permanecer o regresar
por extensos periodos al area de crianza: la zona de estudio lo cumple
parcialmente, en las capturas se registraron neonatos y juveniles cer-
canos a la madurez, lo que indica que permanecen por varios afos en la
costa de Oaxaca, y ¢) el area es utilizada repetidamente a través de los
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Figura 7. Longitud media total de embriones en el Utero de cada hembra prefiada de Sphyrna lewini (Griffith & Smith, 1834) capturadas por la pesca artesanal en la
costa de Oaxaca (México) entre 2001 y 2007. Sobre la barra se indica el niimero total de embriones.

afios: se han registrado neonatos y juveniles del afio en muestreos de
por lo menos seis afos, lo que sugiere que la costa de Oaxaca es usada
por neonatos y juveniles del afio repetidamente a través de los afios.
Asimismo, se ha reportado la presencia de neonatos, juveniles del afio y
juveniles de Carcharhinus falciformis en |a costa de Oaxaca (Alejo-Plata
et al., 2007; Alejo-Plata et al., 2016).

Para confirmar o no a la costa de Oaxaca como un area de crianza
de S. lewini, es necesario realizar un estudio regional que incluya un
programa de marcado y recaptura de neonatos y juveniles del afio. Los
resultados de este trabajo contribuyen al conocimiento del ciclo repro-
ductivo de S. lewini e identifican a la costa de Oaxaca como un drea
importante para su reproduccion en la costa sur del Pacifico mexicano,
por lo tanto, aportan informacion para el manejo y conservacion de
esta especie.
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ABSTRACT

Background: Benthic macroinvertebrates are commonly used as indicators of the biological condition of
waterbodies. Both the benthic macroinvertebrates and the physicochemical properties of the water provide
important information about the pollution of a water environment. Goals: To investigate the relationships
between assemblage composition of Oligochaeta (Annelida), Chironomidae (Diptera), and other macroin-
vertebrates with physical and chemical water variables in the Meric River, Turkey. Methods: This study was
carried out by taking water and benthic samples at 8 stations at monthly intervals in order to determine
what macrobenthic fauna exist in the Meric River and what environmental properties affect their distribution.
Results: A total of 39 taxa were found and we determined that there is an average of 851 individuals per
m2. Also, this study established the first records for Brachiura sowerbyii (Oligochaeta) and Pottashia alternis
(Chironomidae) in the Turkish Thrace region. According to Shannon-Wiener index, while it was determined
that Meric River has the highest diversity values with H' = 0.845 at the station 4, the river has the poorest
diversity with H'= 0.477 at the station 2. Also, we examined similarities of distribution of Oligochaeta taxa by
station and month using the Bray-Curtis index. Accordingly, while stations 6 and 8 were determined to be the
most similar to each other, stations 2 and 5 were the least similar. The relationships between Oligochaeta taxa
and physical and chemical parameters of water were evaluated using the Spearman Correlation index. As a
result, we found that water temperature, pH, electrical conductivity, hydrogen sulfide, calcium, magnesium,
phosphate, chlorine, salinity, dissolved oxygen and biological oxygen have positive correlations with some
species of Oligochaeta, while nitrate and nitrite have negative correlations with some species of Oligochaeta.
Conclusions: We made a number of suggestions for sustainable usage of this river.

Keywords: Chironomidae, fauna, macrobenthic, Meric River, Oligochaeta

RESUMEN

Antecedentes: Los macroinvertebrados bentonicos se usan cominmente como indicadores de la condicion
bioldgica de los cuerpos de agua. Estos organismos al igual que las propiedades fisicoquimicas del agua,
proporcionan informacion importante sobre la contaminacion de un ambiente acuatico. Objetivos: Investigar
las relaciones entre la composicion del ensamblaje de Oligochaeta (Annelida), Chironomidae (Diptera) y otros
macroinvertebrados con las variables fisicas y quimicas del agua en el rio Meric, Turquia. Métodos: Se estu-
diaron muestras de agua y de bentos, tomadas en 8 estaciones en intervalos mensuales para determinar la
fauna macrobentonica del rio Meric y las propiedades ambientales que afectan su distribucion. Resultados: Se
encontraron un total de 39 taxa, con un promedio de 851 individuos por m2. Ademas las especies: Brachiura
sowerbyii (Oligochaeta) y Pottashia alternis (Chironomidae), constituyen los primeros registros en la region de
la Tracia turca. Segun el indice de Shannon-Wiener, se determind que el rio Meric tiene los valores mas altos de
diversidad (H' = 0.845) en la estacion 4, y los mas bajos (H' = 0.477), en la estacion 2. Ademas, se examinaron
las similitudes de distribucion de los taxones de Oligochaeta para las estaciones y los meses utilizando el indice
de Bray-Curtis. Las estaciones 6 y 8 se determinaron como las mas similares entre si, por el contrario las esta-
ciones 2 y 5 como las mas diferentes. Las relaciones entre los taxones de Oligochaeta y los parametros fisicos
y quimicos del agua se evaluaron utilizando el indice de correlacion de Spearman. Como resultado, se observo
que la temperatura del agua, el pH, la conductividad eléctrica, el sulfuro de hidrogeno, el calcio, el magnesio, el
fosfato, el cloro, la salinidad, el oxigeno disuelto y el oxigeno bioldgico tienen correlaciones positivas con algunas
especies de Oligochaeta, mientras que el nitrato y el nitrito tienen correlaciones negativas con los organismos
de ese grupo. Conclusiones: Se hacen sugerencias para el uso sustentable del rio.

Palabras clave: Chironomidae, fauna, macrobentonico, Oligochaeta, rio Meric
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INTRODUCTION

The Maritza/Evros/Meric river basin, which includes the Arda, Tunca,
and Ergene tributaries, is one of the major river systems located in the
eastern Balkans, with a total length of 550 km and total catchment area
of 53000 km?. About 66% belongs to Bulgaria, 28% to Turkey, and 6%
to Greece. The Meric is an international river that runs through an area
of approximately 321 km in Bulgarian territory and flows into Aegean
Sea. The Basin includes its main tributaries, i.e., the Arda and Tunca Ri-
vers that mainly flow in Bulgaria and the Ergene River that flows entirely
in Turkish territory. The basin provides suitable conditions for intensive
irrigation and raising livestock (UNECE, 2009).

The Meric River forms the border between Greece and Turkey. Tur-
kish authorities consider it to be an “international river” between Turkey
and Greece and a “transboundary river” where it crosses the border
between Bulgaria and Turkey. The water is used mostly for irrigation. It
is also used at hydroelectric power plants.In addition, the Delta region
provides good fishing for Turkey and Greece. The Delta is a very impor-
tant stopover for birds that winter there. The Meric Delta is listed as a
Class A International Wetlands (TCSV, 1989).

Many studies of the Bulgarian portion of river have been under-
taken by Russev (1970), Russev et al. (1981), Detcheva (1981), Det-
cheva (1982), Russev and Janeva (1983), Kovachev (1985), Georgiev
(2006), Stefanova et al. (2008), Rozdina et al. (2008), the oligochae-
ta studies by Dimitrov (1966), Uzunov (1976), Uzunov (1980), Uzunov
(1981), Uzunov and Kovachev (1981), Uzunov et al. (1981), Uzunov and
Kapustina (1993). Up to now, Ozkan (1998) and Kalebasi (1994) have
studied the Turkish portion of the Meric River. There has been no study
on macrobenthic fauna in the Turkish part of Meric River. To date, there
have been no studies related to macrobenthic fauna and environmental
parameters.

The objective of this study is to investigate the relationships be-
tween the physicochemical parameters and macrobenthic invertebra-
tes in the Meric River. In addition, as part of the conclusions we offer a
number of suggestions for the sustainable use of the river.

MATERIALS AND METHODS

The Meric River is the most important aquatic ecosystem in the Thra-
ce Region of Turkey and the longest river in the Balkans. It originates
in Bulgaria, delimits a small segment of border between Greece and
Bulgaria, and then establishes the entire Greek-Turkish border. After
crossing the Greek - Turkish border, one of its main tributaries, the Arda,
flows into the Meric, and after crossing the Bulgarian-Turkish border,
the Tunca, the other main tributary, joins the Meric near the Turkish city
of Edirne. The river is between 150 and 300 meters wide (Emir, 1990).
The transboundary basin of the Meric is shared by three European
countries: Bulgaria, Greece, and Turkey. Bulgaria is upstream; Turkey
and Greece are downstream (Fig. 1).

We conducted this study from January 2011 to December 2011 at
eight stations. Samples were taken monthly. Some properties of selec-
ted stations on the river: Station 1: This station is located upstream from
industrial facilities located in Kapikule. The substrates are composed
of mud. The river’s width at this station is about 160 meters. Station 2:
This station is about 5 km away from the station 1. The substrates are
composed of sandy-mud. The river’s width at this station is about 175
meters. Station 3: The Arda Stream joints the Meric. The substrates are
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composed of sand. The width at this station is about 180 meters. Sta-
tion 4: At this station, the Tunca Stream joints the Meric. The substrates
are composed of clay-detritus. The width at this station is about 200
meters. Station 5: Tatarkdy village. There are many rice-growing areas
around this location. This station is used for irrigation. The substrates
are composed of stones. The river’s width at this station is about 220
meters. Station 6: Saclimiisellim village. This station is located 23 km
from station 5. The substrates are composed of sand. The width at this
station is about 200 meters. Station 7: Like station 5, this station has
many rice fields. This station is located before the junction with the river
Ergene. The substrates are composed of sand. The river’s width at this
station is about 210 meters. Station 8: This station is located after the
point of union with the river Ergene. The substrates are composed of
clay and stone. The width of this station is about 250 meters.

At each site, water samples were taken periodically, at which time
samples of benthic macroinvertebrates were taken. Benthic macroin-
vertebrate samples were taken at a depth of 1.5 meters.

Macrobenthic samples were taken from each station twice by
using Ekman Birge grab (15 x 15 cm) and washed through on sieve se-
ries (1.19 mm, 0.595 mm, 0.297 mm mesh size). All collected samples
were immediately fixed in 4% formaldehyde in the field and then trans-
ferred to 70% ethanol. In the laboratory, collected benthic macroinver-
tebrates were sorted and counted by using a stereomicroscope and
then identified to the lowest possible taxon (species, genus, or families)
by using a binocular microscope.

Identification of the Oligochaeta species was made by using keys
in Brinkhurst and Jamieson (1971), Brinkhurst and Wetzel (1984), Ka-
thman and Brinkhurst (1998), Milligan (1997), Timm (1999), and Wetzel
et al. (2000). Chironomidae larvae were identified by using the keys in
Saether (1980), Cranston (1982), Pinder and Reiss (1983).

At each station, the Meric River’s water temperature (using ordi-
nary thermometer), electrical conductivity (using a conductivity me-
ter), and pH (using a pH meter) were measured when benthic samples
were taken. The latter were taken by a Ruttner sampler and carried to
the laboratory in 2 L bottles with dissolved oxygen (using the classi-
cal Winkler method). BOD, SO,%, P0,%, NO*N, NO#N, CI, Mg, Ca, total
hardness, salinity, H,S, and suspended solid material were analyzed by
classical titrimetric and spectrophotometric methods. The water-quality
level was determined according to official standards set by Turkey’s
National Water Quality Standards for inland waters (SKKY, 2004). The
Shannon-Wiener index was used to evaluate the species diversity of the
river. The similarities between the stations and months were evaluated
by the Bray-Curtis similarity index (Krebs, 1999). The relationships be-
tween Oligochaeta taxa and physicochemical parameters of the water
were evaluated by using the Spearman Correlation index (Krebs, 1999).

RESULTS

A total of 39 taxa consisting of an average of 851 individuals/m? were
collected at the Meric River stations during the study period. Samples
were grouped as “Oligochaeta”, “Chironomidae” and “other benthic
macroinvertebrates”. We found that 13 taxa belonging to Oligochae-
ta consist of 686 individuals/m?, 17 taxa belonging to Chironomidae
consist of 145 individuals/m?, and 9 taxa belonging to other benthic
macroinvertebrates consist of 20 individuals/m?. Brachiura sowerbyi
(Beddard, 1982) that belongs to Oligochaeta and Pottashia alternis (Sa-
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Figure 1. Map of the Meric River (Turkish Thrace) and sampling stations.

hin, 1987) that belongs to Chironomidae were determined as new re-
cords for Turkish fauna. With regard to the rational distribution of these
groups, Oligochaeta were the predominant group with 81%, followed by
Chironomidae larvae with 17%, and other benthic macroinvertebrates
2% (Table 1).

The most abundant taxa on average was Limnodrilus hoffmeisteri
(Claparéde, 1862), comprising 69.24%, while the least abundant taxa
on average were Limnodrilus profundicola (Verrill, 1871), Nais brets-
cheri, (Michaelsen, 1899), Aulophorus furcatus (Miller, 1774), Lumbri-
culus sp., and Enchytraeidae 0.14%. In addition, L. hoffmeisteri is the
most abundant species at station 5. We found that the abundance of
Oligochaeta was very high at station 5 (total number of individuals was
1941 per m?), while station 2 had the least (total number of individuals
was 135 per m?) (Table 1).

Oligochaeta were found to have the highest number in May. In Fe-
bruary and October none were found. The number of taxa belonging to
Oligochaeta was the highest in June (9 taxa) (Table 2). Oligochaetes
were found to have the highest number of taxa at station 4 (7 taxa),
while the least taxa were found at station 2 (3 taxa) (Table 1).

Chironomidae had 17 taxa and 17 % abundancy. Chironomus
Camptochironomus tentans (Fabricius, 1805) was found to have the
highest abundance (40%), while P (Holotanypus) sp., Rheocricotopus
fuscipes (Kieffer, 1909), Stictrochironomus sp., Pentapedilum exec-
tum (Kieffer, 1915), Paratendipes albimanus (Meigen, 1818), Einfeldia
pagana (Meigen, 1838), Potthastia alternis (Sahin, 1987), and Rheo-

Vol. 28 No. 3 » 2018

tanytarsus sp., were found to have the lowest abundance (0.68%).
Chironomids were found to have the highest number of taxa at station
4 (12 taxa), followed by station 7 (9 taxa), and station 1 (8 taxa) res-
pectively. C. tentans, Chironomus anthracinus (Zetterstedt, 1860) and
Cryptochironomus defectus (Kieffer, 1913) were the most abundant and
frequently recorded on sediments. Chironomidae was found to have the
highest number in April. In January and February, none were found (Ta-
ble 2). The number of taxa belonging to Chironomidae was the highest
in May (11 taxa) (Table 2).

Other benthic macroinvertebrates had 9 taxa and 2% abundancy.
Odonata belonging to this group was found to have the highest abun-
dance (30%), while Diptera (Chironomidae larvae excepted), Bivalvia,
Coleoptera larvae, Trichoptera, Hemiptera, and Isopoda were found to
have the lowest abundance (5%). Other benthic macroinvertebrates
were found to have the highest number at stations 4 and 5 (total num-
ber of individuals 45 per m?), following by station 1 (29 per m?), and
station 7 (15 per m?). None were found at station 6 (Table 1). Other
benthic macroinvertebrates were found to have the highest number in
April (483 per m?), following by June (433 per m?), and July (308 per
m?), respectively. In January and February, none were found. The num-
ber of taxa belonging to other benthic macroinvertebrates was highest
in May (6 taxa) (Table 2).

According to the Shannon-Weiner index, the Meric River had H' =
0.69 richness on average and station 4 was found to have the highest
diversity H' = 0.84, while station 2 had the lowest H' = 0.47.
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Table 1. List of taxa and number of individuals (per square meter) of benthic macroinvertebrates that were recorded at stations along the Meric River
(Turkish Thrace). Ave. = Average; Ab. = Abundance; Tot.Ab.= Total abundance.

Station/Benthic

macroinvertebrates 1 2 3 4 5 6 7 8 Ave.  Ab. Tot.Ab.
Oligochaeta

Tubifex tubifex (Miiller,1774) 0 9 11 13 402 4 20 15 59 860 6.93
Limnodrilus hoffmeisteri (Claparede,1862) 819 124 176 691 976 346 257 413 475 69.24 55.81
L. dekemianus (Claparéde,1862) 44 2 2 54 0 0 0 18 15 219  1.76
L. profundicola (Verrill, 1871) 0 0 0 0 0 0 2 0 1 014 0.1
Potamothrix hammoniensis (Michaelsen,1901) 11 0 2 40 239 6 2 29 4 598 4.81
Nais bretscheri (Michaelsen,1899) 2 0 0 0 0 0 0 0 1 014 0.1
N. elinguis (Miiller,1773) 0 0 15 179 0 24 200 O 52 758 6.1
Aulophorus furcatus (Miiller, 1774) 0 0 0 2 0 0 0 0 1 0.14 0.1
Dero digitata (Miller, 1773) 0 0 0 0 259 0 0 4 32 467 3.76
D. obtusa (D’'Ukem,1855) 0 0 0 0 26 0 0 0 3 0.44 035
Ophidonais serpentina (Miiller, 1773) 0 0 0 0 39 0 0 0 4 060 0.47
Lumbriculus sp. 0 0 0 2 0 0 0 0 1 0.14 0.1
Enchytraeidae 2 0 0 0 0 0 0 4 1 0.14 0.11
Total Oligochaeta 878 135 206 981 1941 380 481 483 686 100 81
Number of taxa 5 3 5 7 6 4 5 6

Chironomidae

Tanypus punctupennis (Meigen, 1818) 0 0 2 2 50 3 0 0 7 482 0.82
Pracladius (Holotanypus) sp. 0 0 0 3 8 0 0 0 1 0.68 0.11
Cricotopus (C.) bicinctus (Meigen, 1818) 2 0 0 9 0 0 5 0 2 140 0.23
Rheocricotopus fuscipes (Kieffer, 1909) 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0.68 0.11
Chironomus anthracinus (Zetterstedt, 1860) 2 0 11 11 48 7 4 0 10 690 1.17
C. (C.) tentans (Fabricius, 1805) 3 1 11 4 365 57 0 28 58 40 6.81
C. plumosus (Linnaeus,1758) 2 0 0 5 28 6 0 0 3.45 058
Stictochironomus sp. 0 0 0 2 0 0 5 0 0.68 0.1
Polypedilum aberrans (Chernovskij,1949) 26 0 27 153 116 16 18 0 44 30.34 517
P, exsectum (Kieffer,1915) 0 0 0 0 0 0 2 0 1 0.68 0.11
Paratendipes albimanus (Meigen, 1818) 0 0 0 0 0 0 4 0 1 0.68 0.11
Cryptochironomus defectus (Kieffer, 1913) 12 2 8 18 0 0 2 0 5 3.45 0.60
Einfeldia pagana (Meigen, 1838) 0 0 0 0 0 0 0 3 1 068 0.11
Pottashia alternis (Sahin, 1987) 0 0 0 0 0 2 2 0 1 0.68 0.11
Tanytarsus gregarius (Kieffer, 1909) 3 0 0 24 5 0 2 2 4 2.8 0.47
Virgotanytarsus arduensis (Kieffer, 1909) 0 0 0 22 0 0 0 0 2 140 0.23
Rheotanytarsus sp. 0 0 0 2 0 0 0 0 1 068 0.11
Total Chiromidae 52 3 59 255 620 91 44 33 145 100 17
Number of taxa 8 2 5 12 7 6 9 3

Other benthic macroinvertebrates

Diptera 0 0 2 2 2 0 0 0 1 5 0.1
Gastropoda 0 0 0 0 33 0 0 7 5 25 0.5
Bivalvia 0 0 0 0 0 0 9 0 1 5 0.1
Ephemeroptera 4 2 0 15 0 0 0 0 3 15 0.3
Odonata 18 2 2 19 6 0 2 4 6 30 0.7
Coleoptera (larvae) 2 0 0 0 0 0 0 0 1 5 0.1
Trichoptera 5 0 0 2 2 0 0 0 1 5 0.1
Hemiptera 0 0 0 7 2 0 0 0 1 5 0.1
Isopoda 0 0 0 0 0 0 4 0 1 5 0.1
Total other benthic macroinvertebrates 29 4 4 45 45 0 15 11 20 100 2
Number of taxa 4 2 2 5 5 0 2 2
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The results of Bray-Curtis index indicated that stations 6 and 8,
stations 1 and 4, and stations 2 and 3 are the most similar to each
other (82.50%, 80.25%, and 79.17% similarities, respectively). Stations
2 and 5, stations 5 and 7, stations 1 and 2 were determined to be
the least similar (12.81%, 23.87%, 24.87% similarities, respectively).
The Bray Curtis Similarity index indicated that September and July, July
and November, September and November are the most similar to each
other (92.15%, 89.56%, 85.79% similarities, respectively). February
and April, February and June were determined to be the least similar
(0.07%, 0.15% similarities, respectively) (Figs 2a-b).

The average data on physicochemical parameters at each station
are shown in Table 3. The lowest electrical conductivity was 214 ps/
cm (at station 8), while the highest was 1197 ps/cm (station 8). The
average value measured was 502 ps/cm. The lowest pH measured was
7.50 (station 8), while the highest was 10.03 (station 1). The average
value was 8.42. The lowest dissolved oxygen was 2.28 mg/L (station 2),
while the highest was 8.94 (station 7). The average value of dissolved
oxygen was 5.53 mg/L. The values of biological oxygen demand ranged
between 6.75-78.7 mg/L. The average value of biological oxygen de-
mand was 37.32 mg/L. The lowest sulphate registered was 0.641 mg/L
(station 4), while the highest was 4.250 mg/L (station 8). The average
value of sulphate was 1.841 mg/L. The lowest phosphate value was
0 mg/L (stations 3, 4, 6, and 7), while the highest was 0.273 mg/L
(station 5). The average phosphate value was 0.068 mg/L. The nitrite
values ranged between 0-0.641 mg/L. The average value of nitrite was
0.034 mg/L. The nitrate values ranged between 0-33.750 mg/L. The
average nitrate value 5.846 mg/L. The lowest chloride was 3.99 mg/L
(station 1), while the highest was 179.94 mg/L (station 8). The average
chloride value was 34.99 mg/L. The lowest magnesium value was 0.96
mg/L (station 4), while the highest was 59.56 mg/L (station 6). The
average magnesium value was 16.71 mg/L. The lowest calcium was
24.04 mg/L (station 5), while the highest was 90.58 mg/L (station 8).
The average calcium value was 54.75 mg/L. The lowest value of total
hardness was 3.2 FS° (station 4), while the highest was 41.2 (station
6). The average total hardness was 17.3 FS°. The lowest salinity was
0.02%o (station 4), while the highest was 0.23 (station 8). The average
value was 0.068%o. Hydrogen sulfide values ranged between 0-3.195
mg/L. The average value of hydrogen sulfide was 0.110 mg/L. Suspend
solid material registered ranged between 70-1630 mg/L. The average
value of suspend solid material was 345 mg/L (Table 3).

DISCUSSION

Oligochaeta was the dominant group of benthos in the river, while Chi-
ronomidae was the second dominant group of benthic fauna during the
study period. Oligochaeta and Chironomidae larvae are usually abun-
dant in benthos and play important roles in river ecosystems. The main
reasons are that oligochaetes also feed on organic material in the water
and are common in environments where large amounts of organic ma-
terials are present due to their ability to survive with low oxygen levels
and other low-level conditions better than most other macrobenthos
species (Yankson & Kendall, 2001). Like oligochaetes, chironomid lar-
vae have also been used as indicators of organic pollution because they
are often abundant in environments with low oxygen where organic
material as a food resource is abundant (Coffman & Ferrington, 1996;
Jenderedjian et al., 2007). The composition and distribution of Oligo-
chaeta species depend on many factors such as water temperature,
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physical and chemical properties of the water, sediments, microfauna,
and vegetation (Grigelis et al., 1981). Up to now, there has been no
study of the Meric River regarding benthic fauna and their relationships
with physicochemical parameters. For this reason, there are no other
studies to compare with our work. No Oligochaetes were found in Fe-
bruary and October. In February, rain and snow may have increased the
water level in the river. Thus, sampling may not have been done exactly
at the river bed. In October, snowfall caused the water level in the river
to rise and sampling could not be done.

In Ozkan’s study (1998), the average number of Chironomidae lar-
vae was 481 per m? for 65 taxa. In our study, we found that the avera-
ge number of Chironomidae larvae was 145 per m?for 17 taxa. If this
study is compared with Ozkan’s findings (1998), we see that both the
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Figures 2a-h. Bray Curtis Similarity Dendograms by sampling stations (a) and
months (b) along the Meric River (Turkish Thrace) based on Oligochaeta species.
st = station.
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Table 2. Monthly distribution of benthic macroinvertebrates and number of individuals (per square meter) in the Meric River (Turkish Thrace).

Month/Benthic

macroinvertebrates Jan. Feb. Mar. Apr. May. Jun. Jul. Aug. Sep. Oct. Nov. Dec.
Oligochaeta

Tubifex tubifex (Miiller,1774) 0 0 0 0 278 330 5 0 8 0 31 59
Limnodrilus hoffmeisteri (Claparede,1862) 0 0 97 481 2038 889 319 508 353 O 291 722
L.udekemianus (Claparéde,1862) 0 0 0 0 0 0 0 86 5 0 0 22
L. profundicola (Verrill, 1871) 0 0 0 0 69 3 0 0 0 0 0 0
Potamothrixhammoniensis (Michaelsen,1901) 0 0 11 155 295 M 15 4 5 0 0 0
Nais bretscheri (Michaelsen,1899) 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0
N. elinguis (Miiller,1773) 0 0 109 492 22 5 0 0 0 0 0 0
Aulophorus furcatus (Miiller, 1774) 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0
Dero digitata (Miller, 1773) 0 0 0 308 81 0 0 5 0 0 0 0
D. obtusa (D’'Ukem,1855) 0 0 0 0 0 39 0 0 0 0 0 0
Ophidonais serpentina (Miiller, 1773) 0 0 0 58 0 0 0 0 0 0 0 0
Lumbriculus sp. 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae 5 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0
Total 5 0 217 1494 2783 1286 339 603 375 0 322 803
Number of taxa 1 0 3 5 6 9 3 4 5 0 2 3
Chironomidae

Tanypus punctupennis (Meigen, 1818) 0 0 0 0 3 75 0 3 3 0 0 0
Pracladius (Holotanypus) sp. 0 0 0 0 0 11 0 3 0 0 0 0
Cricotopus (C.) bicinctus (Meigen, 1818) 0 0 5 11 5 0 0 0 0 0 0 3
Rheocricotopus fuscipes (Kieffer, 1909) 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0
Chironomus anthracinus (Zetterstedt, 1860) 0 0 0 22 17 66 8 8 3 0 0 0
C. (C.) tentans (Fabricius, 1805) 0 0 0 308 230 94 30 8 8 0 13 8
C. plumosus (Linnaeus,1758) 0 0 0 30 19 0 3 8 0 0 0 0
Stictochironomus sp. 0 0 0 0 3 0 0 7 0 0 0 0
Polypedilum aberrans (Chernovskij,1949) 0 0 0 94 14 129 200 30 69 3 0 0
Pentapedilum exectum (Kieffer,1915) 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0
Paratendipes albimanus (Meigen, 1818) 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0
Cryptochironomus defectus (Kieffer, 1913) 0 0 0 0 3 5 36 5 11 0 0 3
Einfeldia pagana (Meigen, 1838) 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0
Potthastia alternis (Sahin, 1987) 0 0 0 3 3 0 0 0 0 0 0 0
Tanytarsus gregarius (Kieffer, 1909) 0 0 0 3 8 11 16 0 14 3 0 0
Virgotanytarsus arduensis (Kieffer, 1909) 0 0 0 0 0 0 0 0 33 0 0 0
Rheotanypus sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0
Total 0 0 5 477 308 391 296 72 153 6 13 14
Number of taxa 0 0 1 8 11 7 7 8 9 2 1 3
Other benthic invertebrates

Diptera 0 0 0 0 10 3 0 0 0 0 0 0
Gastropoda 0 0 0 0 28 25 0 5 0 0 0 0
Bivalvia 0 0 0 0 3 0 3 0 0 0 0 0
Ephemeroptera 0 0 0 0 3 2 3 0 17 0 0 0
Odonata 0 0 0 3 3 7 6 3 36 7 6 5
Coleoptera (larvae) 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0
Trichoptera (larvae) 0 0 0 3 3 0 0 5 0 3 0 5
Hemiptera 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0
Isopoda 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8
Total 0 0 5 483 358 433 308 88 213 19 19 32
Number of taxa 0 0 1 2 6 5 3 3 3 2 1 3
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individual and taxa number of Chironomidae larvae are declining. The
main reasons for the decline of this species are habitat loss, pollution,
meteorological factors, and changes in the structure of the river bottom.

Uzunov (1980) reported that there were 8 families for a total of 79
species along the Bulgarian segment of the Meric River. In the study of
the Meric River by Uzunov et al. (1981), the following taxa were found:
Oligochaeta (54), Gastropoda (7), Bivalvia (2), Isopoda (1), Ephemerop-
tera (45), Odonata (9), Heteroptera (10), Diptera (39). In Russev and Ja-
neva’s study (1983), 46 Ephemeroptera species were found. In Uzunov
and Kapustina’s study (1993), they found 54 Oligochaeta taxa.

According to SKKY (2004), the water temperature, pH, chloride,
sulphate, phosphate, and nitrate values were found to be of first quality
level. The value of dissolved oxygen was found to be at a second quality,
whereas nitrite-N was found to be between second and third quality le-
vel. Biological oxygen demand was at fourth quality level. The relations-
hips between the Oligochaeta species and the physicochemical para-
meters were evaluated by the Spearman correlation index. According to
this index, the abundance of Limnodrilus hoffmeisteri (Claparéde, 1862)
showed positive correlations of water temperature (r = 0.627, p <0.05),
electrical conductivity (r = 0.605, p <0.05), magnesium (r = 0.805,
p <0.01), salinity (r = 0.717, p <0.01), chloride (r = 0.580, p <0.05),
phosphate (r = 0.609, p <0.05), pH (r = 0.596, p <0.05). There was a
negative correlation to nitrate (r = -0.600, p <0.05). The abundance of
L. udekemianus showed positive correlations to hydrogen sulfide (r =
0.739, p <0.01), dissolved oxygen (r = 0.736, p <0.01), phosphate (r =
0.603, p <0.05), and biological oxygen demand (r = 0.709, p <0.01).
The abundance of Nais elinguis (Miiller, 1773) showed positive correla-
tions to hydrogen sulfide (r = 1.000, p <0.01), and negative correlations

283

to nitrate (r = -0.604, p <0.05). The abundance of Tubifex tubifex (Mi-
ller, 1774) showed positive correlations to calcium (r = 0.633, p <0.05),
chloride (r = 0.640, p <0.05), and phosphate (r = 0.591, p <0.05). The
abundance of Potamothrix hammoniensis (Michaelsen, 1901) showed
positive correlations to water temperature (r = 0.697, p <0.05), and
negative correlations to nitrate (r = -0.636, p <0.05).

Compared with previous studies of Kalebasi (1994) and Ozkan
(1998), the river water has become alkaline. Dissolved oxygen content
had dropped.

Electrical conductivity is higher at station 8 than at the other sta-
tions. The Ergene River has been adversely affected by increasing
population, industrial activities, heavy pesticides and fertilizer use in
agriculture, and domestic wastes. Water hardness was found to be
at an intermediate level. Since there are no previous studies of water
hardness, we cannot make a comparison. Suspended solid material
averaged 348 mg/L in the river. Suspended solids in a body of water are
often due to natural causes. These natural solids include organic and
inorganic materials such as silt and sediment. The majority of suspen-
ded sediment in water bodies comes from runoff and erosion. Some of
the more common suspended solid pollutants are wastewater effluent,
sewage, and airborne particulates.

Rivers are open, dynamic ecosystems whose physical, chemical,
and biotic characteristics are greatly influenced by anthropogenic acti-
vities within their drainage basins (Moyaka et al., 2004).

The river, originating in Bulgaria, receives wastewater from indus-
trial plants in the Kapikule. At first, it merges with the Arda River, and
later with the Tunca River. After passing through rice fields, it joins the

Table 3. The average physicochemical parameters of the Meric River (Turkish Thrace) during the study in 2011. W.T. = Water temperature; E.C.
= Electrical Conductivity; D.0. = Dissolved oxygen; S.S.M. = Suspended Solid material; T.H. = Total hardness; BOD = Biological oxygen demand.

Months/

Parameters Jan. Feb. Mar. Apr. May Jun. Jul. Aug. Sep. Oct. Nov. Dec.
W.T. (°C) 4.31 5.25 9.31 13.8 20.3 25.5 28.3 26.3 23.4 12 6.3 7.6
pH 8.86 8.17 7.96 8.13 8.4 9.08 8.48 8.41 8.34 8.16 8.26 8.45
E.C. (uS/cm) 2956 3497 4112 4171 5391 6198 6492 6183 6853 4537 5101 484
D.0. (mg/L) 4.73 5.31 5.09 3.01 4.92 5.16 4.99 7.27 6.99 6.28 6.82 5.87
Salinity (%o) 0.06 0.06 0.06 0.05 0.06 0.09 0.06 0.06 0.08 0.07 0.08 0.07
Cr (mg/L) 27.4 27.8 334 23.4 30.9 35.2 42.3 30.8 53.9 323 41.1 40.9
H,S (mg/L) 0.000 0.000 0.026 0346 0266 0399 0.000 0.213 0.079 0.000 0.000 0.000
S.S.M. (mg/L) 383.7 270 360 343.7 3725 4487 4625 200 3425 2875 3737 3475
Ca*? (mg/L) 4428 4337 4719 555 56.7 58.01 4187 5751 63.82 5821 7163 59.71
Mg*2(mg/L) 7.07 7.62 8.77 1452 124 1476 2457 17 24.51 16.46  28.6 22.88
T. H. (FS°) 11.2 13.7 15.4 7.85 9.02 8.37 20.6 2067 26.05 21.07 297 24.92
NOZN (mg/L) 0.03 0.028 0.053 0.02 0.019 0.08 0.024 0.016 0.074 0.028 0.028 0.007
NO*N (mg/L) 8318 8191 9643 6.258 5041 3426 0.683 2759 7.751 3504 4153 10.44
PO, 3 (mg/L) 0.041 0.041 0075 0.053 0.061 0.044 0.02 0.064 0.085 0.052 0.069 0.227
S0, (mg/L) 1.044 1218 1567 1.037 2.07 1908 2383 1.798 2242 2.045 2873 1.952
BOD (mg/L) 1583 1947 21.2 11.46 21.66 4041 4055 6285 61.77 5396 54.25 4465
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Ergene River. The Ergene River has been adversely affected by increa-
sing population, industrial activities, heavy pesticide and fertilizer use in
agriculture, and domestic wastes. The Ergene River is the main source
of pollution in the Meric Basin.

The river, an important irrigation source for the Thrace region, is a
natural resource that must be used and preserved in a stable manner.
As a result, both physicochemical properties and the results of tests
on macrobenthic fauna indicate that the water quality of this river is
organically polluted.

In recent years, due to population growth, rapid urbanization, and
increasing discharge of solid wastes, water pollution problems are
emerging.

Many industries still discharge untreated wastes and wastewaters
into rivers. This should not be done if the goal is to assure sustainable
use of the river water. Industrial wastewater contains pollutants. Only
the necessary fertilizers and insecticides should be used at the appro-
priate dose. All the components that make up the river basin should be
defined and managed together as a system. Because the Meric is both
a trans-boundary and a border river, Turkey, Bulgaria, and Greece need
to cooperate in order to develop and manage its waters. This would in-
volve undertaking joint projects and studies. These and similar studies
should be done regularly to monitor and determine how river water can
be used sustainably to maintain its quality. The change of water quality
in the river must be recorded.

ACKNOWLEDGEMENTS

We would like to thank Dr. Belgin Camur Elipek and Dr. Burak Oterler
for their helps during the field works and guidences. We would like to
thank Dr. Nurten Hacet for Odonata diagnosis. This research has been
supported by TUBAP 2010-168 Project.

REFERENCES

BrinkHursT, R. 0. & B. G. M Jamieson. 1971. Aquatic Oligochaeta of the
World. Oliver & Boyd, Edinburg.

BrinkHursT, R. 0. & M. J WetzeL. 1984. Aquatic Oligochaeta of the World:
Supplement, A Catalogue of New Freshwater Species, Descriptions
and Revisions, No: 44, Canadian Technical Report of Hydrography
and Ocean Sciences, Canada. 101 p.

Corrman, W. & L. Jr. FerringTon. 1996. Chironomidae. /m: R Merritt & K.
Cummins (ed). An Introduction to the Aquatic Insects of North Ame-
rica. Dubuque, lowa, USA, Kendall/Hunt Publishing Company. pp.
591-754.

CransTon, P. S. 1982. A Key to the Larvae Orthocladiinae of the British.
Freshwater Biological Association Scientific Publication 4: 1-152.

DetcHeava, R. 1981. Etude de la composition et de la repartition saisomiere
des Cilies de la riviere Maritza. Hydrobiology (Sofia) 14: 16-30.

Detcheva, R. 1982, Carasteristiques ecoloques des Cilies de la riviere
Maritza. Annual Statistica Biologica Besse-en-Chandesse 16: 200-
219.

Dimirrov, M. 1966. Chironomidae Larvae (Family Chironomidae, Diptera)
and Oligochaeta (Order Oligochaeta) of the Maritsa River and Some

Tas-Divrik M. and K. Timur

of its Tributaries. /n: Die Fauna Thrakiens(Sammelwerk), BAN, Zo-
ologisches Institut und Museum, Band Ill, 309-318 (In Bulgarian,
Russian summary).

Emir, B. D. 1990. Meric Basin Environmental Problem Research Project
(Preliminary Report). Thrace University Environmental Problem Re-
search and Application Center (In Turkish).

Georalev, D. G. 2006. The Fish Species Participation in Otters (Lutra lut-
ra) Diet in Maritza River, West of Plovdiv Town (Southern Bulgaria).
Animalia 42:153-159.

GrigeLis, A., R. Lenkams, 0. Namare & E. Zukame. 1981. Peculiarities of
Distribution of Cold-Stenotherm Hydrobionts in Lakes of the Natio-
nal Park of the Lithuanian SSR. Verhandiungen des Internationalen
Verein Limnologie, 21: 501-503.

JenDEreDJIAN, K., S Hakosvan & A. Jenperendian. 2007. Use of benthic in-
vertebrates as indicators of pollution origin in agricultural and ur-
ban areas. /n: A.Ebel, T. Divitashvili (ed). Air, Water and Soil Quality
Modelling for Risk and Impact Assessment. NATO Security through
Science Series C: Environmental Security, Netherlands: Springer
Publishers. pp. 217-220.

Kaesasi, Y. 1994. Investigation of Chemical Pollution of Meric River.
Trakya University, Department of Chemistry, Master Thesis. (in Tur-
kish with English abstract). 84 p.

Kathman, R. D. & R. O BrinkHursT. 1998. Guide to The Freshwater Oligo-
chaetes of North America. Aquatic Resources Center, Tennessee,
USA, 264 p.

Kovachev, S. 1985. The Simuliid Complex of the Maritsa River as
Example of a Highly Destructed Taxacenosis. Hydrobiology (Sofia)
26: 53-58 (In Bulg.).

Kress, C. J. 1999. Ecological Methodology. Addison Wesley Longman,
Inc., Menlo Park, California. 620 p.

Miueian, R. M. 1997. Identification Manual for The Aquatic Oligochaeta
of Florida Volume |, Freshwater Oligochaetes. State of Florida De-
partment of Environmental Protection Tallahassee, Florida, 187 p.

Movaka, S. K., J. M. MatHooko & M. Leicutrriep. 2004. Influence of anthro-
pogenic activities of water quality of a tropical stream ecosystem.
Africa Journal Ecology 42: 281-288.

OSRAM (MipoLe East Stratecic Research Center). 2011. Water Research
Program. “International Cooperation” Mandatory in Water Manage-
ment of Meric River Basin, April 2011. Report No. 4: 1-47.

Ozkan, N. 1998. The Dynamics of the Chironomidae (Diptera) Larvae
in Some Tributary with Meric and Ergene Rivers, Trakya University,
Institute of Natural Science, PhD Thesis, 143 p. (In Turkish with
English abstract).

Pmoer, K. & F. Rreiss. 1983. The Larvae of Chironominae (Diptera:Chirono-
midae) of the Holoarctic Region- Keys and Diagnoses. Entomologica
Scandinavica Suppl.19: 293-435. Lund Sweden. ISSN:0105-3574.

Rozoina, D., G. Raikova-Peterova, R. Marinova & E. Uzunova. 2008. Food
Spectrum and Feding of Barbus cyclolepis Heckel from the Middle
Stream of Maritza River (Bulgaria). Bulgarian Journal of Agricultural
Science 14 (2): 209-213.

Hidrobiol6gica



Macrobenthos and water quality

Russev, B. K., 1970. Review of the Saprobiological Condition of the major
Rivers in Bulgaria. FAQ. EIFAC, 70/SC llI-2.

Russev, B. K. & 1. J Janeva. 1983. The Significance of Mayflies (Epheme-
roptera, Insecta) as Structural Constituents of Benthic Zoocenoses
of the Maritsa River. Hydrobiology 19: 14-24.

Russev, B. K., J. I. Uzunov, S. G. KovacHev, |. Y Yaneva & L. S. Ivanova. 1981.
Tendencies of the Changes in the Saprobic Conditions of the Marit-
sa River. Hydrobiology 14: 51-64.

SeatHer, 0. A. 1980. Glossary of Chironomid Morphology Terminology
(Diptera:Chironomidae). Entomologica Scandinavica Suppl. 14:
1-51. Lund, Sweden. ISSN:0105-3574.

SKKY (Su Kiruuigt KontroL Yonetmeucl). 2004. Water Pollution Control
Regulation. Published Official Journal. Date 31.12.2004, Number:
25687

Steranova, E., E. Uzunova, T. Huenova, P VasiLeva, D Terzivski & I. ILiev.]. 2008.
Age and Growth of Chub, Leuciscus cephahus L. from the Maritza
River (South Bulgaria). Bulgarian Journal of Agricultural Science 14
(2): 214-220.

TCSV (Turkey EnviRonmeNTAL ProBLEMS FounpaTion).1989. Wetlands of Turkey.
Publication of the Turkish Foundation for Environmental Problems.

Timm, T. 1999. A Guide to the Estonian Annelida. Naturnalist's Handbooks
1. Estonian Acedemy Publishers, Tartu-Talinn. 208 p.

UNECE (Unitep Narions Economic Commission For Europe). 2009. Conven-
tion on the Protection and Use of Transboundary Water Courses
and International Lakes. Transboundary Flood Risk Management:
Experiences from the UNECE Region , United Nations Publication.
ISBN:978-92-1-1170lI-5.

Vol. 28 No. 3 » 2018

285

Uzunov, J. 1976. Study on the water representatives of the class oli-
gochaeta in Bulgaria. Hydrobiology (Sofia) 4: 71-75 (In Bulgarian).

Uzunov, J. 1980. Water Oligochets (Oligochaeta, Limicola) from Some
Bulgarian Rivers. Frequency and Domination. Hydrobiology 12: 79-
89.

Uzunov, J. 1981. Aquatic Oligochaetes (Oligochaeta) from the Maritsa
River. Hydrobiology (Sofia) 15: 31-50 (In Bulgarian).

Uzunov, J., B. K. Russev, S. G. Kovacev & I. J. Janeva. 1981. Species List and
Distribution of the Macrobenthos of the River Maritsa. Hydrobiology
14: 3-14.

Uzunov, J & S. G Kovachev. 1981.The Effect of the substrate on the Struc-
ture of the Macrozoobenthic Communities in the Maritsa River. Hy-
drobiology (Sofia) 15: 65-74 (In Bulgarian).

Uzunov, Y. & L. Kapustina. 1993. Current Review on Oligochaeta from
Macrozoobenthic Communities of the Bulgarian Rivers. Lauterbor-
nia13: 73-83.

WEetzeL, M. J., R. D Katiwan, S. V. Feno & K. A. Coates. 2000. Taxonomy,
Systematics and Ecology of Freshwater Oligochaeta. Workbook
Prepared for North American Benthological Society Technical Wor-
kshop, 48th Annual Meeting, Keystone Resort, CO. 120 pp. + app.

Yankson, K. & M. KenoalL. 2001. A Student’s Guide to the Seashore of
West Africa. Darwin Initiative Report 1, Ref. 162/7/45.132.p



Hidrobioldgica 2018, 28 (3): 287-294

UNIVERSIDAD
AUTONOMA

Casa abierta al tiempo | IETROPOLITANA
Unidad Iztapalapa

OPEN ACCESS
Research Article
December, 2018

HIDROBIOLOGICA

http:/hidrobiologica.izt.uam.mx
ISSN: 2448-7333

Eficiencia de lectinas como inmunoindicadores en juveniles de camardn blanco, Litopenaeus vannamei (Malacostraca: Penaeida)

Efficiency of lectins as immune indicators in juvenile white shrimp, Litopenaeus vannamei (Malacostraca: Penagidae)

Miriam Victoria Martin-Manzo'®, Carlos Angulo'®, Edgar Zenteno-Galindo?, Arturo Pedro Sierra-Beltran'®, Concepcion Agundis-Mata®®,
Felipe Ascencio'”, Maria Antonia Guzman-Murillo', Irasema Elizabeth Luis-Villasefior®®, Ali Pereyra®® y Angel Isidro Campa-Cordova'

Recibido: 12 de septiembre de 2017.

Aceptado: 19 de octubre de 2018. Publicado: 14 de diciembre de 2018.

1 Centro de Investigaciones Biolégicas del
Noroeste (CIBNOR). Instituto Politécnico
Nacional 195, col. Playa Palo de Santa
Rita. La Paz, Baja California Sur, 23096.
Meéxico

2 Facultad de Medicina, UNAM, Departa-
mento de Bioguimica. Edificio D, primer
piso, Ciudad Universitaria. Ciudad de Mé-
xico, 04510. México

3 Facultad de Ciencias del Mar, Universi-
dad Auténoma de Sinaloa (UAS). Paseo
Claussen s/n, col. Los Pinos. Mazatlan,
Sinaloa, 82000. México

*Author for correspondence:
angcamp04@cibnor.mx

To cite as:

Martin-Manzo M. V., C. Angulo, E. Zente-
no-Galindo, A. P. Sierra-Beltran, C. Agun-
dis-Mata, F. Ascencio, M. A. Guzman-Mu-
rillo, I. E. Luis-Villasefior, A. Pereyra y A.
|. Campa-Cdrdova. 2018. Eficiencia de
lectinas como inmunoindicadores en ju-
veniles de camarén blanco, Litopenaeus
vannamei (Malacostraca: Penaeidae). Hi-
drobioldgica 28 (3): 287-294.

DO:

Vol. 28 No. 3 » 2018

RESUMEN

Antecedentes: Las lectinas actiian como unidades de reconocimiento para facilitar la eliminacion de patd-
genos invasivos en plantas y animales, participan en mecanismos de defensa y actiian como mediadores de
reconocimiento en la respuesta inmune de invertebrados. Existen pocos estudios dirigidos a evaluar el efecto
de inmunoestimulantes sobre la activacion de lectinas en crustaceos. Objetivos: Evaluar la concentracion
de lectina en juveniles de camaron blanco tratados con inmunoestimulantes de origen microbiano y comer-
cial. Métodos: Se utilizaron cinco tratamientos agregados directamente al agua de cultivo cada tercer dia
durante 12 dias: 1) laminarina (0.5 mg ml'); 2) mezcla 1 (Bacillus tequilensis y B. licheniformis, 2 x 10%UFC
ml-', proporcion 1:1); 3) mezcla 2 (B. endophyticus, cepa YC3-B y cepa C2-2; 2 x 10 UFC ml, proporcion
1:1); 4) Debaryomyces hansenii (1 x 10 UFC ml™"); 5) control (sin inmunoestimulantes). Después de los 12
dias de tratamiento se tomaron muestras de hemolinfa a las 24, 48 y 72 h para la cuantificacion de lectina
en plasma, para ello se utilizaron anticuerpos monoclonales contra la lectina de Macrobrachium rosenbergii
(MrL). Resultados: A las 24 h posteriores a la ultima aplicacion del tratamiento, se registraron diferencias
significativas (p < 0.05) en la concentracion de lectina en el plasma de L. vannamei de los camarones ex-
puestos al inmunoestimulante comercial laminarina respecto al grupo control, seguida por la mezcla 1y la
mezcla 2 a las 72 horas después de la aplicacion de los tratamientos. A las 48 h no hubo diferencias signi-
ficativas (p > 0.05) entre los tratamientos y el grupo control. No se encontraron diferencias significativas en
los camarones expuestos a la cepa de D. hansenii respecto al grupo control. Conclusiones: Se observo que
la concentracion de lectina en el plasma de camardn blanco puede incrementarse por el uso de inmunoesti-
mulantes y utilizarse como herramienta bioindicadora de inmunoestimulacion.

Palabras clave: anticuerpos monoclonales, inmunoestimulantes, lectinas, Litopenaeus vannamei

ABSTRACT

Background: Lectins act in plants and animals as recognition units against invasive pathogens, participate
by activating the immune system, and function as recognition mediators of immune response in invertebra-
tes. Few studies have evaluated the effect of immunostimulants on the activation of lectins in crustaceans.
Goals: To evaluate the lectin concentration in juvenile shrimp treated with commercial and microbial im-
munostimulants. Methods: Five treatments were added directly to the culture tanks every third day during
12 days: 1) laminarin (0.5 mg ml™"); 2) mix 1 (Bacillus tequilensis and B. licheniformis, 2x10% CFU ml-, 1:1
proportion); 3) mix 2 (B. endophyticus, strain YC3-B and strain C2-2; 2x10° CFU ml, proportion 1:1); 4)
Debaryomyces hansenii (1x10° CFU ml); 5) control (without immunostimulants). At day 12, after the last
treatments were added, samples of hemolymph were extracted from shrimp at 24, 48, and 72 h to determine
lectin concentration by the ELISA method, using monoclonal antibodies against Macrobrachium rosenbergii
lectin (MrL). Results: Significant differences (p <0.05) in the lectin concentration were found in shrimp
groups treated with laminarin at 24 h after the last exposure to the treatment, followed by mix 1 and mix 2
at 72 h after exposure to the treatments. At 48 h, treatments did not register significant differences (p >0.05)
when compared to the control groups. Shrimp exposed to D. hansenii did not show significant increase in
lectin concentration compared to the control groups. Gonclusions: This study showed that lectin concen-
tration may be increased in plasma of juvenile shrimp and used as a bioindicator tool of immunostimulation.

Keywords: immunostimulants, lectins, Litopenaeus vannamei, monoclonal antibodies
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INTRODUCCION

Los camarones carecen de una respuesta inmune especifica o adap-
tativa, por lo que dependen de su sistema innato para combatir a los
patdgenos que los afectan. Este sistema incluye la proteccion por
barreras fisicas y la defensa interna mediada por efectores celulares
(hemocitos) y humorales (plasma) (Tassanakajon et al., 2013). Den-
tro del sistema humoral se encuentran las lectinas, que actlian como
unidades de reconocimiento para facilitar la eliminacion de patégenos
invasivos y desencadenar diferentes mecanismos de defensa (Wang
& Wang, 2013; Lu et al., 2017); entre ellos, aglutinacion, fagocitosis
mediada por opsonizacion y encapsulacion de virus, bacterias y hongos
y activacion del estallido respiratorio. Ademas, las lectinas participan en
la activacion del sistema profenoloxidasa y algunas pueden presentar
actividad antimicrobiana (Wei et al., 2012; Li et al., 2014; Xu et al.,
2014ab; Wang et al., 2014).

Los inmunoestimulantes se encuentran disponibles como trata-
mientos alternativos, que actuan como moléculas de alarma para acti-
var el sistema inmune del camaron (Pais et al., 2008). La mayoria son
compuestos quimicos que se encuentran como elementos estructura-
les de bacterias, micelios de hongos y levadura (Alpuche et al., 2005).
Los inmunoestimulantes mas utilizados para evaluar los efectos que
provocan sobre el sistema inmune de camarones forman parte del
grupo de los lipopolisacaridos (LPS), -1,3/1,6 glucanos y peptidoglu-
canos (Amparyup et al., 2016; Chen et al., 2016).

Los glucanos han sido ampliamente utilizados como inmunoes-
timulantes para aumentar la resistencia de los crustaceos contra las
enfermedades virales (Wilson et al., 2015). Se han realizado varios es-
tudios sobre el efecto de los B-1,3 glucanos en algunos factores de
la respuesta inmune innata de los camarones (Campa-Cérdova et al.,
2005; Sukumaran et al., 2010; Sarlin & Philip, 2011; Zhao et al., 2012).
De forma similar, los peptidoglucanos han tenido éxito al ser utilizados
como imunoestimulantes en los camarones (Itami et al., 2002; Purivi-
rojkul et al., 2006; Pan et al., 2015). Ademas, en varias investigaciones
se ha demostrado que las bacterias del género Bacillus pueden esti-
mular la respuesta del sistema inmune o la resistencia al virus de la
mancha blanca (Li et al., 2009; Zhang et al., 2011; Chai et al., 2016).
Sin embargo, son pocos los estudios enfocados en evaluar el efecto
de los glucanos y de los peptidoglucanos de bacterias y levaduras en
la inmunoestimulacion de lectinas en camarones (Sritunyalucksana et
al., 1999; Pais et al., 2008; Bae et al., 2012). Considerando que los
anticuerpos monoclonales antilectina de Macrobrachium rosenbergii
(MrL) (De Man, 1879) presentaron reaccion cruzada con lectinas de
diferentes crustaceos (Pereyra et al., 2009), en este estudio se utili-
zaron anticuerpos monoclonales contra la lectina de MrL para evaluar
el efecto de diferentes inmunoestimulantes sobre la concentracion de
lectina en la hemolinfa de L. vannamei (Boone, 1931).

MATERIALES Y METODOS

Animales. Se utilizaron juveniles de camardn blanco, Litopenaeus
vannamei, obtenidos de los estanques de cultivo del Centro de Inves-
tigaciones Bioldgicas del Noroeste (Cibnor, La Paz, Baja California Sur,
México). Los camarones fueron aclimatados durante 15 dias (antes de
iniciar los experimentos) en tanques de fibra de vidrio de 1,500 | con
agua de mar filtrada (5 pm) a una temperatura de 28 °C y aireacion
constante. Los camarones fueron alimentados diariamente ad libitum
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en la mafanay en la tarde (8:00 am y 5:00 pm) por medio del alimento
comercial marca Piasa (La Paz, B.C.S., México) con 35 % de proteina.

Obtencion de hemolinfa de camardn para la purificacion de lecti-
nas. Previo al bioensayo con inmunoestimulantes, se extrajo hemolinfa
a un lote de 30 camarones juveniles de 8.0 + 0.5 g de peso promedio.
A cada camaron se le extrajo un aproximado de 1 ml de hemolinfa sin
anticoagulante en la base del pleépodo del primer segmento abdomi-
nal, cerca del poro genital. La hemolinfa fue centrifugada a 16,000 g
por 30 min para obtener el plasma, el cual se mantuvo en congelacion
a -4 °C hasta su utilizacion (Alpuche et al., 2005).

Aislamiento y purificacion de lectinas. Las lectinas de L. vannamei
se purificaron por cromatografia de afinidad con una matriz de eritro-
citos de rata lisados y contenidos en una columna de Sephadex G-25
(15 x 2 cm) mediante el método de Alpuche et al. (2005) modificado. La
columna fue equilibrada con solucion salina al 0.9%, a la cual se le apli-
caron 300 pl de plasma de L. vannamei (previamente incubados 20 min
a 37 °C con 300 pl de CaCl, 40 mM) a un flujo de 2 mi min'. Mientras
que el material no retenido fue eluido con solucion salina al 0.9% hasta
que la densidad dptica a 280 nm de las fracciones colectadas (2 ml) fue
menor a 0.001. La lectina fue eluida posteriormente de la columna por
medio de &cido acético al 3%.

Caracterizacion de lectina de L. vannamei. La determinacion de pro-
teinas se realizé por el método de Bradford (1976). Las muestras se
leyeron a una absorbancia de 570 nm y se calcul6 la concentracion de
proteinas en mg ml"' de suero de camaron.

Determinacion del peso molecular de la lectina. Para identificar el
grado de homogeneidad y determinar el peso molecular de la lecti-
na, se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida con urea de
acuerdo al método descrito por Bollag et al. (1996). La lectina purificada
(100 pL o0 25 pL, segun la turbidez de la muestra) fue precipitada con
acetona y acido tricloroacético (TCA) al 20% y fue suspendida en 20
pL de amortiguador de muestra (Tris-HCI 125 mM, urea 6 M, SDS 4%,
glicerol 20%, azul de bromofenol 0.02%, DTT 0.2 M). También se rea-
lizé una electroforesis del suero (fraccion no retenida y fraccion reteni-
da) de acuerdo con el método descrito por Laemmli (1970), en el cual
se utilizan geles de poliacrilamida al 10% y dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE). Se usaron 2 pl de agregado de lectina (fraccion retenida),
20 pg de suero y 20 pg de la fraccion no retenida, los cuales fueron
precipitados con TCA al 20 % y acetona, y suspendidos en 15 pL de
amortiguador (Sigma). Posteriormente, fueron sometidos a ebullicion
por 10 minutos. Se utilizaron estandares de peso molecular conocido
con un rango de 6.5 a 205 kDa (Amersham Biosciences, Reino Unido).
La migracion electroforética se realizd aplicando un voltaje constan-
te de 80 V en amortiguador de corrida (TRIS 0.025 M, glicina 0.190
M, SDS 0.2%). El gel se tifid con plata mediante el kit Bio-Rad Silver
Stain  (http://www.bio-rad.com/es-mx/product/silver-stains-kits). La
migracion relativa (Rf) de los estandares y la muestra se calcularon
con la férmula: Rf = distancia de migracion de la proteina/distancia de
migracion del colorante, y para calcular el peso molecular de la lectina
purificada se construy6 una curva estandar.

Actividad hemaglutinante de la lectina. Se obtuvieron eritrocitos
de raton, rata, conejo, hamster y cuyo del bioterio de la Facultad de
Medicina de la UNAM, asi como eritrocitos humanos tipo A, B 'y O del
banco de sangre del Instituto Mexicano del Seguro Social (México). Se
evalud la actividad hemaglutinante de lectinas de camardn con base
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en el método descrito por Alpuche et al. (2005) para Litopenaeus seti-
ferus (Linnaeus, 1767). La actividad hemaglutinante se reporté como el
inverso de la dltima dilucion que mostré actividad aglutinante visible.
Los ensayos de hemaglutinacion también se realizaron en presencia
de eritrocitos tratados previamente con sialidasa [0.1 U de sialidasa
tipo V de Clostridium perfringens (Sigma Chem. Co., St. Louis, Estados
Unidos)] por 0.5 ml de paquete de eritrocitos incubados a 37 °C por 30
min, usando como control positivo lectina Arachis hypogaea (Linnaeus,
1753) (Sigma), y con tripsina (0.5 mg de tripsina Sigma por 0.5 ml de
paquete de eritrocitos incubados 1 h a temperatura ambiente, usando
como control positivo lectina de amaranto).

Especificidad. La especificidad de la lectina por los azlcares se de-
termind comparando la actividad inhibitoria de varios carbohidratos
(D-Galactosa, D-Galactosamina, N-Acetil-D-Galactosamina, D-Glucosa,
D-Glucosamina, N-Acetil-D-glucosamina, D-Manosa, D-manosamina,
L-fucosa). Se realizaron diluciones dobles seriadas en solucion sali-
na-Calcio del suero de camaron en platos U de microtitulacion y se
incubaron 30 min a 37 °C con 25 pL de azucares a 400 mM. Inmedia-
tamente después, se afadieron 25 pL de eritrocitos de conejo al 2% en
PBS. La capacidad inhibitoria se expresd en porcentaje de inhibicion,
que corresponde al porcentaje que disminuy6 la actividad hemagluti-
nante inicial de 512 UHA.

Preparacion de inmunoestimulantes. La cepa probidtica de leva-
dura Debaryomyces hansenii [(Zopf) Lodder and Kreger-van Rij, cepa
DHHBCS005], que se obtuvo de la Coleccion de Levaduras Marinas del
Cibnor, fue cultivada en 500 ml del medio YPD-caldo (Difco), a 30 °C
durante 48 h. La levadura fue suspendida en agua de mar estéril con
0.9 % de NaCl y se determind la concentracion utilizando una den-
sidad optica de 540 nm en colorimetro (Linson 3) hasta llegar a una
absorbancia de 1 para obtener una concentracion de 1 x 10° UFC ml-.
A partir de la concentracion que se obtuvo, se realizaron las diluciones
requeridas en los bioensayos para utilizar una concentracion final de 1
x 108 UFC ml-.

Bacterias del género Bacillus (B. tequilensis Gatson et al., 2006;
B. licheniformis Weigmann, 1898; B. endophyticus Reva et al., 2002),
que fueron aisladas del intestino de L. vannamei (Luis-Villasefior et al.,
2011) y donadas por el Laboratorio de Patologia del Centro de Investi-
gaciones Bioldgicas del Noroeste, fueron cultivadas en 500 ml de caldo
marino, a 30 °C durante 24 h. Las bacterias fueron suspendidas en
agua de mar estéril con 0.9 % de NaCl y se determin¢ la concentracion
por medio del colorimetro Linson 3, a una longitud de onda de 540 nm
hasta llegar a una absorbancia de 0.7 para obtener una concentracion
de 1 x 10° UFC ml"". A partir de la concentracion obtenida, se realizaron
las diluciones requeridas en los bioensayos para utilizar una concen-
tracion final de 1 x 10° UFC mlI"' de cada una de las cepas bacterias. Se
hicieron dos mezclas de bacterias: mezcla 1, YC5-2: Bacillus tequilensis
(1 x 108UFC ml") y YC3-C Bacillus licheniformis (1 x 108UFC ml'); mez-
cla 2, YC3-B: Bacillus endophyticus (1 x 10 UFC mlI™") y C2-2: Bacillus
endophyticus (1 x 108 UFC ml).

Se utilizo la laminarina (8-1,3 glucano), que se extrajo de la ma-
croalga Laminaria digitata (Hudson) J.V.Lamouroux, como inmunoesti-
mulante comercial (Sigma # Cat. L-9634). Las suspensiones de $-1,3
glucano se mezclaron en 10 L de agua de mar para obtener una con-
centracion final de 0.5 mg ml.
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Cultivo de juveniles de L. vannamei tratados con inmunoestimu-
lantes comerciales y Debaryomyces hansenii. Se colocaron 5 gru-
pos con 15 camarones cada uno, con peso promedio de 5 = 0.1 g en
tanques de fibra de vidrio con capacidad de 30 L con agua de mar
filtrada a 1 pm con aireacion constante y una temperatura de 28 °C +
0.5. Los 5 tratamientos se agregaron directamente al agua de cultivo
cada 48 h durante 12 dias de cultivo: 1) Control, sin tratamientos; 2)
Laminarina (8-1,3 glucano, 0.5 mg ml); 3) mezcla 1 (B. tequilensis, 1
x 108UFC ml'; B. licheniformis, 1 x 108 UFC ml"); 4) mezcla 2 (B. en-
dophyticus, 1 x 108UFC ml™"; B. endophyticus, 1 x 106 UFC ml); 5) leva-
dura (D. hansenii, 1 x 108 UFC ml"). Los camarones fueron alimentados
ad libitum con una dieta comercial (Piasa, 35 % de proteina) dos veces
con recambio de agua diario del 60%. Los tratamientos se realizaron
por triplicado y se tomaron al azar 3 camarones de cada grupo, a las
24,48 y 72 h después de la tltima aplicacion de los tratamientos (dia
12), para la cuantificacion de lectinas.

Obtencion de hemolinfa de camarones tratados. A cada camaron
se le extrajo una muestra de aproximadamente 0.2 ml de hemolinfa de
la base del pledpodo del primer segmento abdominal, cerca del poro
genital. Para evitar la coagulacion de la muestra se utilizd una solucién
anticoagulante (SIC-EDTA). El anticoagulante fue disefiado con base
en los valores ionicos y osmoticos de la hemolinfa del camardn (450
mM NaCl, 10 mM KCl, 10 mM EDTA-Na,, 10 mM HEPES, pH 7.3, 850
mOsm kg™") de acuerdo con la técnica descrita por Vargas-Albores et al.
(1993). Las muestras se centrifugaron a 800 g-rfc por 10 min a 4 °C
para obtener el plasma, el cual se mantuvo en congelacion a -20 °C
hasta su posterior utilizacion.

Determinacion de la concentracion de lectina. La concentracion de
lectina en la hemolinfa del camardn blanco se determin por ELISA en
placas de poliestireno, al utilizar anticuerpos monoclonales contra la
lectina de Macrobrachium rosenbergii (MrL) de acuerdo al método des-
crito por Agundis et al. (2000), con algunas modificaciones. En breve, el
plasma de L. vannamei fue diluido 1/10 en 0.1 M de amortiguador de
carbonato (pH 9.5) y se fij6 al fondo de los pozos con una incubacion de
100 pl de amortiguador de carbonato (pH 9.5) a 37 °C durante una hora
y posteriormente a 4 °C toda la noche; después, las placas se lavaron
cuatro veces con PBS adicionado de 0.01% Tween 20 (PBS-T). Los si-
tios de union inespecificos fueron bloqueados con 300 pl de PBS con
5% de leche descremada e incubados 60 min a 37 °C, para luego ser
lavados 4 veces con PBS-T. Después se agregaron 100 pl de anticuer-
pos marcados con peroxidasa en una dilucion de 1:100 y se incubaron
por 90 min a 37 °C. Las placas se lavaron exhaustivamente con PBS-T
y la reaccion fue revelada al afiadir 100 pl de O-fenilendiamina y H,0,
en 100 mM de amortiguador de citratos (pH 5.6). La reaccion se detuvo
al agregar 100 pl de 3N HCl y las muestras se leyeron a 492 nm en un
lector de ELISA. La estandarizacion de la curva se realizo mediante lec-
tina MrL y anticuerpos contra la lectina MrL de acuerdo con el método
descrito por Agundis et al. (2000).

Para confirmar que los anticuerpos monoclonales de MrL recono-
cen a la lectina de L. vannamei se realizd un Western blot. La lectina de
L. vannamei fue separada electroforéticamente en un gel de poliacrila-
mida con urea al 10%, de acuerdo con el método descrito por Bollag et
al. (1996); después fue transferida a una membrana de nitrocelulosa,
como indica el método descrito por Towbin et al. (1979), por medio de
un aparato de transferencia semi-seca (Bio-Rad) a 25 mV por 1.5 h. Los
sitios de union inespecificos fueron bloqueados con PBS-leche toda la
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noche a 4 °C y posteriormente se lavaron con PBS-T varias veces. La
membrana se incubd con anticuerpos contra la lectina de MrL en una
dilucion de 1:100 por 2 h y se lavo con PBS-T. La reaccion fue revelada
al agregar una solucion de 3-3 diaminobenzidina y H,0, en PBS.

Analisis estadisticos. Se realizd la prueba de Kolmogdrov-Smirnov
para verificar la normalidad de la distribucion de los datos, y la prueba
de homoscedasticidad de Bartlett para corroborar la homogenidad de
distribucion de varianzas. Se efectuo la prueba de andlisis de varianza
(ANOVA) de una via para determinar si hubo diferencias significativas
en la concentracion de lectinas en el plasma entre los camarones ex-
puestos a diferentes inmunoestimulantes y el control. Cuando se en-
contraron diferencias, se realizd un analisis posterior de Tukey. Los
calculos estadisticos se realizaron con el programa Statistics v9.

RESULTADOS

Purificacion de lectina. A partir de hemolinfa de L. vannamei se pu-
rificd una lectina mediante cromatografia de afinidad en una columna
de estroma de eritrocitos de rata. La fraccion no retenida no mostrd
aglutinacion de eritrocitos de conejo ni de rata en solucion salina-calcio
al 2 %. En contraparte, la fraccion retenida presentd actividad hema-
glutinante en eritrocitos de conejo y rata, 640 y 320 UHA (unidades
hemaglutinantes por ml de muestra), respectivamente.

205kDa —p
116 kDa —
97kda —p
80kDa —p
66kDa —p
55kDa  —p
45kba —Pp
30kba —y
21kba —p
14kba —»
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Se determiné el peso molecular de la lectina por electroforesis en
gel de poliacrilamida con urea y tefiido con plata, y se obtuvieron 4 frac-
ciones proteicas de 80 kDa, 61 kDa, 48 kDa, y 33 kDa (Fig. 1). El suero
de camaron aglutind eritrocitos de diferentes especies, en especial eri-
trocitos de raton, que fueron 8 veces mas que los eritrocitos de las otras
especies probadas (conejo, rata, cuyo, hamster y humano). La actividad
aglutinante aumento en presencia de CaCl,, de eritrocitos tratados con
tripisina y algunos tratados con sialidasa (conejo, hamster y humano).

La especificidad se determind al comparar la actividad inhibitoria
de 9 carbohidratos (200 mM) en la hemaglutinacion de eritrocitos de
conejo al 2 %. La D-glucosamina fue el mayor inhibidor de aglutinacion
con un 96.8%, seguido de fucosa con 87.5%, galactosa y glucosa con
75%. Los 5 monosacaridos restantes, N-acetil-glucosamina, galacto-
samina, N-acetil-galactosamina, manosa y manosamina, no inhibieron
la aglutinacion.

Se realizd un Western blot utilizando agregados de la lectina puri-
ficada de camarodn blanco y anticuerpos monoclonales contra la lectina
de M. rosenbergiia una dilucion de 1:40, lo cual reveld que los anticuer-
pos monoclonales contra la lectina de MrL reconocen 3 (80, 61 y 48
kDa) de las 4 fracciones purificadas de la lectina de L. vannamei (Fig. 2).

Concentracion de la lectina en plasma de camaron expuesto a
inmunoestimulantes. En la Figura 3 se observan diferencias signifi-
cativas (p <0.05) en los camarones tratados con laminarina respecto

4— 88kDa

«— 64.01kDa
«— 46.16 kDa

4— 33.29kDa

Figuras 1a-b. Electroforesis en gel de poliacrilamida con urea de lectina purificada en la columna de estroma de rata. Carril (a): marcadores moleculares. Carril (b):

lectina purificada de camaron Litopenaeus vannamei (Boone, 1931).
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al grupo control, a las 24 h posteriores a la ultima administracion de
los tratamientos. A las 48 h posteriores a la exposicion de los inmu-
noestimulantes no se observaron diferencias significativas (p > 0.05)
respecto al control. Los juveniles expuestos a la mezcla 1 (B. tequilen-
sis + B. licheniformis) y mezcla 2 (B. endophyticus + B. endophyticus)
registraron un aumento significativo en la concentracion de lectina a
las 72 h respecto al grupo control. La concentracion de lectina no se
modifico significativamente en los juveniles tratados con la levadura D.
hansenii respecto al grupo control (Fig. 3).

DISCUSION

Los invertebrados poseen lectinas que son proteinas ampliamente
distribuidas en la naturaleza y tienen la capacidad de reconocer de
manera especifica carbohidratos en la superficie celular, desencade-
nando diferentes mecanismos de defensa (Wang & Wang, 2013; Li &
Xiang, 2013). Asimismo, se ha sugerido que las lectinas podrian ser
los precursores funcionales de los anticuerpos en vertebrados, ya que
muestran una gran especificidad por ciertos carbohidratos y porque
estan involucradas en el reconocimiento y eliminacion de patdgenos
(Wei et al., 2012; Li et al., 2014; Xu et al., 2014ab; Wang et al., 2014;
Li etal, 2015).

En este trabajo se utilizaron anticuerpos monoclonales contra la
lectina de M. rosenbergii (MrL) para determinar la concentracion de
lectina en plasma de L. vannameli. Los anticuerpos monoclonales tienen
una alta especificidad; sin embargo, algunos anticuerpos monoclonales
de gran afinidad presentan reactividad cruzada. En una investigacion
realizada por Pereyra et al. (2009), se demostrd que los anticuerpos
monoclonales anti MrL presentan reactividad cruzada con proteinas
presentes en la hemolinfa de Procambarus clarkii (Girard, 1852); Pro-
cambarus americanus (H. Milne-Edwards, 1837); Litopenaeus setiferus
(Linnaeus, 1767) y Pseudothelphusa americana (Saussure, 1857). Sus
resultados sugieren que los anticuerpos reconocen regiones conserva-
das en las moléculas de lectina de estas especies. En la inmunoelectro-
transferencia se identifico que los anticuerpos pueden reconocer 3 (80,
61, 48 kDa) de las 4 fracciones de lectina purificada de L. vannamei,
lo cual implica un reconocimiento del 75% de lectina presente en la
hemolinfa. Es probable que la lectina de M. rosenbergii y L. vanna-
mei compartan epitopes comunes, debido a que las lectinas de estos
crustaceos se consideran evolutivamente bien conservadas (Pereyra et
al., 2009; Luo et al., 2011; Denis et al., 2016). Adicionalmente, en un
estudio realizado por Pereyra et al. (2012), anticuerpos monoclonales
anti MrL de M. rosenbergii detectaron dos subunidades de lectina (42.7
y 66.2 kDa) de Macrobrachium americanum (Bate, 1868), de las 3 su-
bunidades previamente purificadas (86.6, 42.7 y 66.2 kDa), lo cual de-
muestra que el anticuerpo reconoce epitopes conservados en lectinas
de ambas especies.

La administracion de glucanos en la dieta pueden estimular el sis-
tema profenoloxidasa y la aglutinacion de patdgenos mediada por lec-
tinas (Sivakamavalli & Vaseeharan, 2014; Sivakamavalli et al., 2015),
las cuales se incrementan después de un reto infeccioso en el camaron
(Bae et al., 2012). Pais et al. (2008) trataron durante 1 h via inmersion a
juveniles de Penaeus monodon (Fabricius, 1798) con -glucanos extrai-
dos de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Meyen Ex E.C. Hansen)
a una concentracion de 0.15 mg ml”, y observaron un aumento a las
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24 h de postinmersion en los niveles de hemaglutinacion de eritrocitos
de raton al ser expuestos al suero del camardn. De forma similar, en
este estudio los camarones expuestos via inmersion al B-glucano del
inmunoestimulante comercial (laminarina, 0.5 mg ml”") incrementaron
la concentracion de lectina en hemolinfa a las 24 h posteriores al tra-
tamiento.

MWM Lectina

205

116

97
84

+—380kDa

66
95

+—61kDa

15 +— 48 kDa

30

21

14
6.5

Figura 2. Western blot de lectina de camardn Litopenaeus vannamei (Boone,
1931) y anticuerpos monoclonales contra MrL.
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Figura 3. Concentracion de lectinas en plasma de juveniles de Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) durante las 72 h posteriores a la dltima aplicacion de los trata-
mientos (dia 12). Barras verticales indican desviacion estandar. * Diferencia significativa (p < 0.05) respecto al control.

En estudios previos se ha reportado la importancia en la frecuen-
cia de administracion de los inmunoestimulantes, ya sea via inmersion
o incluidos en el alimento, para que el camarén mantenga un mejor
estado inmunoldgico durante su cultivo (Pacheco-Marges et al., 2012;
Chen et al., 2016). En este estudio, la frecuencia de administracion de
los inmunoestimulantes se realizd cada tercer dia, y se encontré que
en los camarones tratados via inmersion con laminarina se indujo un
incremento en la concentracion de lectinas a las 24 h posteriores a
la dltima aplicacion de los tratamientos, seguida a las 72 h por las
mezclas 1 (B. tequilensis 'y B. licheniformis) y 2 (cepas YC3-B y C2-2
de B. endophyticus). Sung et al. (1994) demostraron que la superviven-
cia de Penaeus monodon puede incrementarse si los camarones se
inmunoestimulan hasta 18 dias antes de un reto con Vibrio vulnificus.
Campa-Cordova et al. (2002) reportaron que no es necesario aplicar
inmunoestimulantes diariamente a juveniles de L. vannamei, ya que
una sola aplicacion incrementa la respuesta inmune de los camarones
durante 7 dias. Campa-Cérdova et al. (2005) utilizaron concentraciones
subletales de Vibrio penaeicida para activar la respuesta inmune en ju-
veniles de L. vannamei, y encontraron que los camarones previamente
expuestos a X-glucano, lipopolisacarido y fucoidan mantuvieron una
respuesta inmune superior al control hasta 10 dias posteriores a la apli-
cacion de los inmunoestimulantes.

Al tratar a los camarones con D. hansenii (1 x 108 UFC ml") no se
detectd un incremento en la concentracion de lectina respecto al grupo
control, lo que sugiere como posible causa una dosis insuficiente de
levadura. En este sentido, Chai et al. (2016) observaron que la suple-

mentacion de Bacillus sp. a concentraciones mas altas de 1 x 107 y
1 x 10° UFC mI" aumentd la expresion del gen de la lectina tipo C en
hemocitos de camardn blanco L. vannamei.

En este estudio se encontrd que la concentracion de lectina en
plasma de L. vannamei se incrementa al exponer a los camarones a in-
munoestimulantes de origen microbiano o comercial, por lo que podria
ser utilizada como herramienta bioindicadora de inmunoestimulacion
en camardn. Se recomienda realizar mas estudios con patégenos de
camaron para determinar si el incremento de lectinas activado por ex-
posicion a inmunoestimulantes es suficiente para inducir resistencia a
enfermedades de origen bacteriano o viral en los cultivos.
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RESUMEN

Antecedentes: De acuerdo con su estimacion, el término fecundidad en Haliotis spp. se clasifica como
fecundidad absoluta (nimero de ovocitos maduros presentes en la génada) y como fecundidad potencial
(nimero total de ovocitos presentes en la génada). En México, son pocos los trabajos que estiman la fecun-
didad en Haliotis, y los que se han realizado, han utilizado gonadas en diferentes fases de desarrollo, por lo
que se han obtenido valores muy diferentes o sobreestimados, por ejemplo, valores que van desde 80,000
a 22 millones de ovocitos en una gonada. Objetivos: Estimar la fecundidad de Haliotis fulgens (abuldn azul)
y Haliotis corrugata (abulon amarillo) mediante gonadas maduras y un contador de particulas (Multisizer 3)
para el conteo selectivo de ovocitos maduros. Métodos: Entre octubre de 2011 y febrero de 2013, se reco-
lectaron mensualmente 30 organismos adultos de cada especie en dos localidades de la costa occidental de
Baja California Sur, México (La Bocana y Bahia Tortugas). Se identificaron las hembras en fase de madurez
por medio de un analisis histoldgico, y para obtener el nimero de ovocitos por gramo de peso himedo, se
realizaron por triplicado conteos de ovocitos en un contador de particulas, a una solucion de 4 g de ovocitos
(peso humedo) diluidos en 50 mL de agua de mar marina filtrada a 1 pm. La fecundidad absoluta se calculd
multiplicando el peso himedo total de la génada por el nimero de ovocitos maduros promedio presentes
en un gramo de ovocitos. Resultados: En La Bocana se encontrd que la fecundidad absoluta fue de 2 x 10°
ovocitos en H. corrugatay en H. fulgens, mientras que en Bahia Tortugas fue de 4 x 10° ovocitos en H. fulgens.
Conclusiones: Se sugiere que la estimacion de la fecundidad absoluta en especies con desoves parciales,
como H. fulgensy H. corrugata, se debe realizar en todas las hembras, sin importar el grado de desarrollo
gonadico; sin embargo, es recomedable considerar sélo los ovocitos maduros como un estimador de la
fecundidad absoluta. Por lo tanto, la utilizacion de un aparato que cuente y mida los ovocitos maduros, como
es un contador de particulas, facilita y garantiza una buena aproximacion en la estimacion de la fecundidad.

Palabras clave: gastropodos, abulon azul, abulén amarillo, ovocito, reproduccion

ABSTRACT

Background: The term fecundity in abalone is defined according to an estimate of its absolute fecundity,
which is the number of mature oocytes present in the gonad, or as potential fecundity, i.e., the total number
of oocytes present in the gonad. In Mexico, few studies have estimated the fecundity of mollusks and these
have been performed on gonads in different phases of gonadal development, obtaining values that are very
different or overestimated, for example, values ranging from 80000 to 22 million oocytes in a gonad. Goals:
Estimate the fecundity of Haliotis fulgens (blue abalone) and Haliotis corrugata (yellow abalone), using ma-
ture gonads and a particle counter (Multisizer 3) to count only mature oocytes. Methods: Each month from
October 2011 to February 2013, 30 adult organisms of each species were collected in two localities of Baja
California Sur, Mexico (La Bocana and Bahia Tortugas). A histological analysis identified those that were
mature females. To obtain the number of eggs per gram, triplicate oocyte counts were performed in a coulter
counter Multisizer 3, in a solution of 4 g wet weight of mature oocytes diluted to 50 mL of filtered seawater
(um). Absolute fecundity was calculated by multiplying the total weight of the gonad by the number of mature
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oocytes present in one gram of oocytes. Results: The fecundity in La
Bocana was found to be 2x106 eggs in H. corrugata and H. fulgens,
while in Bahia Tortugas it was 4x10°eggs in H. fulgens. Conclusions:
This study suggests that estimating absolute fecundity in species with
partial spawning, such as H. fulgens and H. corrugata, should be per-
formed on all females regardless of the degree of gonadal development.
However, only mature oocytes should be considered as an indicator of
absolute fecundity. Therefore, the use of an apparatus that counts and
measures mature oocytes, such as a particle counter, facilitates and
guarantees a good estimate of fecundity.

Keywords: Gastropods, Haliotis fulgens, Haliotis corrugata, oocyte, re-
production

INTRODUCCION

En los Ultimos afios, la pesca de Haliotis spp. ha declinado en todo el
mundo, mientras que el cultivo de estos gastrépodos ha aumentado
de manera significativa (Gordon & Cook, 2013). Actualmente, se han
implementado programas de cultivo de varias especies, para lo cual
es esencial el control efectivo de la reproduccion (Morse, 1984), que
incluye, entre otras cosas, el mejoramiento en la calidad de los gametos
y la estimacion de la fecundidad. En Haliotis spp. esta estimacion ha
sido definida como fecundidad absoluta, equivalente al niimero total de
ovocitos maduros presentes en la génada (Litaay & De Silva, 2003; Bil-
bao et al., 2010), y como fecundidad potencial, equivalente al niimero
total de ovocitos presentes en la génada (Guzman del Préo et al., 2001).
Ambos son parametros necesarios para evaluar la tasa de fertilizacion,
la proporcion dptima de ovocitos y espermatozoides, la tasa de reclu-
tamiento y la tasa de eclosion, asi como el efecto de la dieta y de las
variables ambientales en la calidad de los desoves y en la capacidad
reproductiva de los organismos (Witthames et al., 2009).

En México, el abulon azul, Haliotis fulgens Philippi, 1845, y el abu-
16n amarillo, Haliotis corrugata W. Wood, 1828, son las especies mas
importantes para la pesqueria (Guzman-del Proo, 1992; Arreguin-San-
chez et al., 2006). Como en todo el mundo, su pesca ha colapsado
sustancialmente a partir del siglo pasado (Guzman-del Préo, 1992). La
informacion relacionada con su fecundidad es importante debido a que
su conocimiento puede contribuir al mejor desarrollo del cultivo de es-
tas especies; sin embargo, solo se ha realizado un estudio en el abulon
amarillo, H. corrugata (Ortiz-Quintanilla et al., 1987), en el cual se en-
contraron diferencias en la fecundidad, correlacionadas a la diferencia
de afos, atribuida por los autores al grado de madurez de los organis-
mos. En cuanto a H. fulgens, Guzman del Préo et al. (2001) reportaron
la fecundidad en Bahia Tortugas y Ortiz-Quintanilla et al. (1987) en isla
Cedros. Cabe sefialar que en estos trabajos se utilizaron organismos en
todas las fases de madurez gonadica, las cuales se determinaron me-
diante un estudio del indice gonadico, lo cual indica que sus resultados
Unicamente estiman la fecundidad potencial.

Los métodos convencionales para estimar la fecundidad de espe-
cies marinas incluyen analisis histoldgicos, gravimétricos y volumétri-
cos con una gran variabilidad de resultados para la misma especie,
que ademas de subestimar o sobrestimar los resultados, no permiten
comparar entre autores. Los contadores de particulas y células en di-
lucién son equipos semiautomaticos que permiten estimar el nimero y
el tamafio de particulas y células en suspension de manera confiable y
rapida, por lo que en las ultimas décadas han sido ampliamente utiliza-
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dos para el monitoreo del crecimiento de cultivos celulares (bacterias,
microalgas, etc.), asi como para el conteo de células sanguineas. Estos
equipos ya se ha utilizado en el conteo de huevos expulsados en con-
diciones de laboratorio para estudios de fecundidad, especialmente en
una especie de bivalvo (Dreissena polymorpha Pallas, 1771), lo cual
comprueba que la fecundidad estimada por ese método esta en el ran-
go de la fecundidad estimada por otros (Sprung, 1991).

Este trabajo es el primero que utiliza un contador de células y par-
ticulas para determinar el nimero y el tamafio de ovocitos en Haliotis,
lo cual elimina los errores causados por un observador. Ademas, en el
caso de especies que presentan desarrollo gonadico continuo y deso-
ves parciales, permite contar y medir las células, y asi estimar tanto la
fecundidad absoluta, como la fecundidad potencial. Por consiguiente,
el objetivo del presente estudio fue conocer la fecundidad absoluta y
potencial de H. fulgensy H. corrugata en hembras con gonadas en fase
de madurez identificadas mediante un andlisis histologico.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron muestreos mensuales, de octubre de 2011 a febrero de
2013, en dos localidades de la costa noroeste del Pacifico mexicano, La
Bocana, Baja California Sur (BCS) (26. 8° N, 113.73° 0) y Bahia Tortugas
BCS (27.67° N, 114.95° 0). En cada sitio de muestreo se recolectaron
30 organismos adultos de cada especie, de los que se registro la lon-
gitud, la masa total y se extrajo el complejo hepatogonadal, el cual se
fijo durante 48 h en formol al 10 % preparado con agua de mar. Poste-
riormente, se disectd el complejo gonada-hepatopancreas y se obtuvo
el peso himedo de la génada con una balanza analitica. Se tomé una
muestra de 1 cm de grosor de la porcion central de la gonada y fue
procesada con técnicas histoldgicas convencionales, que incluyen la
deshidrataron con etanol, la aclaracion del tejido con CitriSolv y la inclu-
sion en parafina. Los cortes histologicos, de 5 pm de grosor, se tifieron
con hematoxilina-eosina (Humason, 1979) y se montaron con resina
sintética para su observacion en el microscopio. Se utilizé el criterio
de Vélez-Arellano et al. (2015) para determinar las fases de desarrollo
gonadico de ambas especies, el cual describe sus caracteristicas his-
toldgicas. El tejido gonadico de las hembras maduras se lavo en agua
marina filtrada (1um), y con pipetas de vidrio se recolectaron muestras
de los ovocitos desprendidos de las trabéculas para colocarlos en tubos
eppendorf de 1.5 mL por triplicado. El exceso de agua de las muestras
de ovocitos se elimind por decantacion y por absorcion con papel ab-
sorbente. El peso himedo de las muestras (0.08 g) se determind en
una balanza analitica. La tasa de dilucion 6ptima de las muestras se
establecié con un modelo de regresion lineal (R> = 0.9376), a partir de
diluciones seriales (por triplicado) preparadas con base en una solucion
de ovocitos de concentracion conocida (0.08 g/mL), utilizando como
diluyente agua marina filtrada (1pm).

Para cada organismo se prepararon (por triplicado) muestras de ovoci-
tos (200 ml) a una tasa de dilucion 6ptima (0.005 g/mL) con la finalidad
de realizar el conteo de ovocitos en el contador de particulas (Multisizer
3) con apertura de 560 pm. El conteo de los ovocitos se realizd en agita-
cion constante para evitar su sedimentacion, tal como en la preparacion
de las muestras en agua marina filtrada.

El flujo de la muestra en el contador de particulas se establecio
midiendo el volumen de diluyente desplazado a través de la apertura
(560 pm) por unidad de tiempo (min). El flujo resultante fue considerado
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para estimar la fecundidad absoluta (concentracion de ovocitos, o), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante del equipo, mediante la
siguiente formula:

o, (cel'ml™) = o(%)

En donde o representa el nimero de ovocitos en la muestra, Vv,
es igual al volumen total de la muestra (mL) y f, el flujo (mL/min). El
nimero de ovocitos por unidad de peso hiimedo (N) se calculd con base
en la concentracion de ovocitos calculada (0,) y el peso himedo de la
submuestra de ovocitos (0.005 g).

N(cel' g ™) = o, (lg)

En donde g representa el peso himedo de ovocitos de la muestra
(en gramos).

La fecundidad (F) se defini6 como el nimero total de ovocitos de
cada organismo y se estimo con base en el peso himedo total de la
gdnada (G) y en el niamero de ovocitos por unidad de peso (N), como se
muestra en la siguiente formula:

F=(N)G
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Para estimar la fecundidad absoluta se consider6 el nimero total
de ovocitos maduros de cada muestra (didametro entre 150 y 250 um:
Belmar-Pérez y Guzman del Prod, 1991), y para estimar la fecundidad
potencial se considerd el nimero total de ovocitos de cada muestra
(diametro entre 60 y 250 wm).

Analisis estadistico. El tratamiento de los datos se realizd entre espe-
cies, zonas y meses, y sus diferencias se evaluaron con un analisis de
comparacion de Kolmogorov-Smirnov (p <0.05) (Zar, 2010), por medio
del programa Statistica 8.0 (StatSoft Inc., Estados Unidos). Para ana-
lizar la posible relacion entre la fecundidad absoluta y la fecundidad
potencial con el peso del organismo y la longitud, se busco la curva de
mejor ajuste con el paquete estadistico Curve expert version 1.3 (2008).

RESULTADOS

Del total de la muestra de La Bocana, sdlo se encontraron cuatro hem-
bras maduras de abulén azul y dos de abuldn amarillo en agosto de
2012 y dos hembras maduras de abulén azul en enero de 2013. En
Bahia Tortugas se identificaron cuatro hembras maduras de abulén azul
en enero de 2013.

La fecundidad absoluta y potencial de H. fulgensy H. corrugata en
La Bocana en agosto de 2012 se muestra en la Tabla 1, en la que des-
taca una diferencia significativa (p <0.05) entre la fecundidad potencial
y la fecundidad absoluta, y donde también se observa que en promedio

Tabla 1. Fecundidad potencial y fecundidad absoluta (10%) por organismo de Haliotis fulgens Philippi, 1845, en Bahia Tortugas y La Bocana. BCS,
México, entre agosto de 2012 y enero de 2013, y fecundidad potencial absoluta de Haliotis corrugata W. Wood, 1828, en La Bocana, BCS, México,

en agosto de 2012.

Localidad Fecha FP FA PG Long PO
+Des +Des ) (mm) ©

La Bocana 08/2012 11.81 +£1.33 490+0.12 37.8 175 690.5
H. fulgens
H. fulgens 08/2012 411+ 0.27 1.78 = 0.17 14.2 160 495.0
H. fulgens 08/2012 2.24 +0.22 1.63 +0.04 11.9 168 516.9
H. fulgens 08/2012 1.95 +0.99 1.67 =0.13 11.9 174 608.0
H. fulgens 01/2013 2.28 +0.22 16.9 166 443.7
H. fulgens 01/2013 4.82 +2.03 2.34 +0.62 12.7 173 498.4
Bahia Tortugas
H. fulgens 01/2013 17.68 +0.56 6.30 + 0.47 371 128 207.2
H. fulgens 01/2013 1214 +1.2 5.06 = 0.33 38.4 166 540.4
H. fulgens 01/2013 6.67 = 1.31 25+0.11 14.7 143 283.7
H. fulgens 01/2013 6.96 +1.72 4.07 £0.27 255 163 439.7
La Bocana
H. corrugata 08/2012 493+1.2 1.99 +0.3 18.5 106 140.8
H. corrugata 08/2012 4.82 +0.32 219041 16.3 99 94

Fecundidad potencial (FP), fecundidad absoluta (FA), Desviacion estandar (xDesv), masa de la génada (PG), longitud total del organismo (Long), masa del tejido

hamedo de cada organismo (PO).
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Figuras 1a-d. Relacion de la fecundidad absoluta (a-b) y fecundidad potencial
(c-d) con el peso (a-c) y la longitud (b-d) de Haliotis fulgens Philippi, 1845, en La
Bocana y Bahia Tortugas, BCS, México.

Vélez-Arellano N. et al.

la fecundidad no varia entre especies; en H. fulgens fue de 5.02 x 10°
huevos en la génada, mientras que en H. corrugata fue de 4.87 x 10°
huevos en la génada. La fecundidad absoluta y potencial de H. fulgens
en Bahia Tortugas y La Bocana en enero de 2013 se muestra en la Tabla
1, donde se observa una diferencia de la fecundidad absoluta entre
zonas de estudio; en Bahia Tortugas fue de 10.86 x 10, mientras que
en La Bocana fue de 4.82 x 10°. En el presente trabajo no se encontrd
una relacion estadisticamente significativa entre la fecundidad (abso-
luta y potencial), y la longitud o el peso del organismo. Sin embargo, se
observa una tendencia negativa entre el peso, la talla de los organismos
y la fecundidad (Figs. 1a-d).

DISCUSION

Durante los meses de muestreo no fue posible capturar un ndmero
mayor de hembras en estado de madurez, debido a que estas espe-
cies presentan desoves parciales continuos y pocos organismos alcan-
zan el estadio de madurez, tal como lo informaron Vélez-Arellano et
al. (2016), quienes ademas encontraron que H. fulgens presenta los
estadios de desarrollo y desove durante todo el afo. Esto se presenta
en otras especies como Haliotis tuberculata coccinea Reeve, 1846, en
la que la génada presenta distintos grados de madurez de los ovocitos
(Bilbao et al., 2010). El calculo de fecundidad absoluta se ha realizado
en otros trabajos, como el de Bilbao et al. (2010), quienes contaron
Unicamente ovocitos maduros para estimarla. En el presente trabajo,
la fecundidad absoluta en H. fulgens vari6 entre las zonas de estudio:
en Bahia Tortugas fue de 2.49 x 10° ovocitos y en La Bocana, de 2.31
x 108 ovocitos, posiblemente debido a las diferencias en las condicio-
nes ambientales y a la presion pesquera, pues se sabe que la gran
variabilidad en la frecuencia de los desoves entre poblaciones de la
misma especie, 0 la de un mismo organismo a lo largo de uno o varios
ciclos anuales, puede atribuirse a factores bioldgicos, ambientales y
antropogeénicos (Ault, 1985; Giorgi & De Martini, 1977; Molina, 1983;
Ortiz-Quintanilla et al., 1987). En este sentido, se ha reportado que la
fecundidad para esta misma especie en isla Cedros, durante distintos
meses y afos, vari6 de 5.16 x 10° ovocitos, en junio de 1982, a 7.24 x
10° ovocitos, en septiembre de 1984, y a 3.34 x 10° ovocitos, en junio
de 1985 (Ortiz-Quintanilla et al., 1987). No obstante, en el presente tra-
bajo la fecundidad absoluta permanecio invariable entre meses, pues
tanto en agosto como en enero la fecundidad absoluta fue de 2 x 10°
ovocitos. Para H. corrugata, Ortiz-Quintanilla et al. (1987) reportaron
variaciones en la fecundidad, de 10.4 x 10° en junio de 1982 a 1.34 X
10° en junio de 1985, diferencia que atribuyen al grado de madurez de
los organismos, y que también difieren de los valores de la fecundidad
reportada en el presente trabajo, puesto que solo se consideraron hem-
bras maduras para las dos zonas de pesca estudiadas. Una explicacion
verosimil para entender estas variaciones en la fecundidad podria ser
el cambio ambiental, como el causado por El Nifio en 1997 en Bahia
Tortugas, en donde, tras realizarse un estudio en H. fulgens, se reportd
una fecundidad de 0.99 x 10%a 22.34 x 10° ovocitos (Guzman del Proo
et al., 2001). Al respecto, Kasyanov (2001) menciona que el nivel de
maxima fecundidad de una especie se presenta en las condiciones de
habitat mas favorables, es decir, cuando los organismos gastan la ener-
gia maxima disponible para la reproduccion, mientras que Ault (1985)
demostré que la fecundidad de organismos silvestres recién captura-
dos de Haliotis rufescens Swainson, 1822, fue tres veces menor que en
organismos de talla similar mantenidos en el laboratorio en condiciones
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optimas entre 70 y 90 dias. Asimismo, en enero de 1973 Poore (1973)
reportd que Haliotis australis Gmelin, 1791, presentd una fecundidad
entre 0.046 x 10%y 2.91 x 10° ovocitos, en ejemplares cuya longitud
varid de 62 a 91 mm; menor a la observada en julio de 1968, cuando
fue de 0.19 a 1.38 x10¢ ovocitos, a longitudes de 67 a 87 mm. El autor
lo atribuye a la etapa del ciclo reproductivo en la que se encontraban
los organismos. Cabe sefalar que para estimar la fecundidad, tanto
Poore (1973), como Ortiz-Quintanilla (1987) contaron todos los ovoci-
tos presentes en la muestra, es decir, desde ovocitos previtelogénicos
hasta ovocitos maduros, donde los organismos utilizados se hallaban
en diferentes grados de madurez gonadica. En el presente trabajo no
se observaron diferencias en la fecundidad absoluta de H. fulgens de
la misma zona, en distintas temporadas de muestreo, debido a que
los organismos analizados se encontraban en la misma etapa repro-
ductiva (madurez) y Ginicamente se contaron los ovocitos maduros. Sin
embargo, si se observo una diferencia en la fecundidad potencial de H.
fulgens entre zonas y en la misma zona, que vari6 de 17 a 6 millones
en Bahia Tortugas y de 11 a 1.9 millones en La Bocana, posiblemente
porque se contaron todos los ovocitos presentes en la gonada.

De acuerdo con un analisis de is6topos estables de carbono y nitro-
geno, se determino que los abulones de Bahia Tortugas y de La Bocana
presentan diferentes dietas (Vega-Garcia et al., 2016), ademas existe
una clara diferenciacion entre la especie de macroalga dominante en
cada zona, cuya preponderancia en Bahia Tortugas era de Macrocystis
pyrifera (Linnaeus) C. Agardh y de Eisenia arborea J. E. Areschoug, en
La Bocana (Vega-Garcia, 2016), por lo que la diferencia en la fecundi-
dad absoluta entre zonas de estudio puede deberse a las condiciones
de habitat y alimentacion; sin embargo, la carencia de estudios ecolo-
gicos en estas zonas no permite saber cual de ellas tiene las mejores
condiciones para la reproduccion.

Estudios previos han encontrado una relacion significativa entre
la fecundidad y el peso o tamafio del organismo (Poore, 1973; Molina,
1983; Guzman-del Proo, 2001; Bilbao et al., 2010). En cambio, en el
presente trabajo no se encontrd relacion significativa entre la fecundi-
dad absoluta o potencial y el peso o tamafio del organismo, pero si se
observa una tendencia que demuestra que a menor peso y talla, mayor
nimero de huevos en la génada, donde, posiblemente, la significancia
estadistica se deba al tamafio de muestray a la dispersion de los datos.

Los resultados obtenidos indican que para conocer la fecundidad
absoluta de H. fulgensy de H. corrugata se deben analizar las génadas
de todas las hembras sin importar el grado de desarrollo gonadico, pero
Unicamente se deben considerar los ovocitos maduros, para asi tener
un tamafo de muestra que permita obtener una relacion con el tamafio
0 masa del organismo.
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RESUMEN

Antecedentes: El conocimiento del crecimiento en cualquier especie es relevante debido a que proporciona
informacion de la dindmica local de la poblacion. Objetivos: Evaluar el crecimiento, la estructura de tallas, la
morfometria y la proporcion de sexos de las jaibas C. bellicosus capturadas en la laguna EI Colorado, Ahome,
Sinaloa, México. Métodos: Durante el periodo de marzo de 2012 a marzo de 2013 se evaluaron las distri-
buciones de frecuencias de tallas y se aplicé el método de progresion modal mediante el programa FiSAT II.
Asimismo, se determinaron los parametros de crecimiento de la ecuacion de von Bertalanffy y el desempefio
del crecimiento o indice de Munro (@). Resultados: Se capturaron 3,242 organismos de C. bellicosus, de
los cuales 1,770 fueron machos y 1,472, hembras. La poblacion de C. bellicosus en la laguna presento un
intervalo de tallas de 40 mm a 190 mm (AC), mostrando dos modas similares para machos y hembras (100
mmy 110 mm, respectivamente). Las relaciones entre el LC-AC para ambos sexos se ajustaron a un modelo
de tipo lineal (machos, LC = 0.5265AC-0.0539, R?=0.8058, p <0.05; hembras, LC = 0.581AC-0.6335, R? =
0.7643, p <0.05). La relacion AC-PT fue de tipo potencial (machos, PT = 0.561AC*%*", R?= 0.7968, p <0.05;
hembras, PT = 0.0834AC>%°7, R2= 0.7589, p <0.05). En hembras se estimé una K= 0.90 afios™ y Leo =
169 mm, en los machos fue K = 1.20 afios™ y Lo = 178.5 mm. Conclusiones: Las curvas de crecimiento
sugirieron que C. bellicosus alcanzo su longitud maxima de 2.5 a 3 afos. La proporcion de sexos de 0.81 H :
1 M fue significativa (X .05, 11) = 19.675, X? observada = 58.481, p < 0.05)

Palabras clave: biologia, Callinectes bellicosus, ecologia, eficiencia, Portunidae

ABSTRACT

Background: Knowledge of growth is relevant because it provides information on the local dynamics of the
population. Goals: This study evaluated the growth, size structure, morphometry, and sex ratio of C. belli-
cosus crab caught in the El Colorado lagoon, Ahome, Sinaloa, Mexico. Methods: Through size distributions
and by the modal-progression method using the FISAT Il program. Similarly, the growth parameters of the
von Bertalanffy stationalized equation and the growth performance or Munro index (@) were determined
from March 2012 to March 2013. Results: 3,242 organisms of C. bellicosus were captured of which 1,770
were males and 1,472 were females. The population of C. bellicosus in the lagoon ranged in size from 40
mm to 190 mm (CW), showing two similar modes for males and females (100 mm and 110 mm, respecti-
vely). The relationships between CL-CW for both sexes were adjusted to a linear type model (males, CL =
0.5265CW-0.0539, R? = 0.8058, p <0.05, females, CL = 0.581CW-0.6335, R? = 0.7643, p <0.05). The CW-
TW relationship was of potential type (males, TW = 0.561AC3.0751, R? = 0.7968, p <0.05; females, TW =
0.0834C2.9077, R? = 0.7589, p <0.05). In females, K = 0.90 years™ and Leo = 169 mm, K = 1.20 years™" and
Lo = 178.5 mm. Gonclusions: The growth curves suggest that C. bellicosus reaches its maximum length at
2.5 1o 3 years. The sex ratio of 0.81 F: 1 M was significant (X 0.05,11) = 19.675, X? observade = 58.481, p < 0.05).

Keywords: biology, Callinectes bellicosus, ecology, efficiency, Portunidae
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INTRODUCCION

El ciclo de vida de los porttnidos es complejo, debido a que son or-
ganismos dependientes de los sistemas lagunares, y ademas com-
prenden estadios planctdnicos, nectonicos y bentonicos que se llevan
a cabo entre lagunas costeras, estuarios y cerca de la zona marina, en
una gran variedad de habitats. Ecologicamente, ocupan un lugar impor-
tante en la cadena trofica, ya que son presa de muchas especies y a la
vez son voraces depredadores de otras (William, 1974; Ramirez-Félix et
al., 2003). Calientes bellicosus (Stimpson, 1859) es un recurso pesque-
ro marino que se explota en casi todas la costas del Pacifico mexicano.
Es una especie estenohalina que tolera un intervalo de salinidad de
31-38 ups; se encuentra en un intervalo de temperatura de 4 a 18
°C y habita en profundidades de 0-30 m (Paul, 1982a). Sus capturas
son tradicionalmente de tipo artesanal, mediante el empleo de artes
de pesca muy sencillos, de bajo costo y de facil elaboracion. Ademas,
se considera que estos organismos también son susceptibles de culti-
vo, ya que tienen un amplio mercado internacional (INP, 1984). En las
poblaciones sometidas a explotacion, el conocimiento de la eficiencia
y caracterizacion del crecimiento individual es de suma importancia,
puesto que con ello se determina la magnitud de la disponibilidad del
recurso en el sistema (Munro & Pauly, 1983; Sparre & Venema, 1997).
En este sentido, es evidente que al obtener una comprension detallada
del patron de crecimiento de una especie se logran estimaciones mas
precisas, 0 por lo menos con margenes de variabilidad conocidos, so-
bre el tamafio de la poblacion y su disponibilidad para la explotacion
(Arreguin-Sanchez & Defeo, 1991). De tal manera, el conocimiento del
crecimiento y proporcion de sexos en esta especie es relevante porque
proporciona informacion de la dinamica local de la poblacion estudia-
da, y asi es posible establecer tallas de captura que garanticen que
la pesca esta incidiendo sobre adultos postreproductivos y, a su vez,
permitiendo que los organismos jovenes puedan llegar a la edad repro-
ductiva para después integrarse al stock a explotar (Arreola-Lizarraga &
Hernandez-Moreno, 2007; Arciniega-Flores & Mariscal-Romero, 2013).

Por otro lado, las lagunas costeras y estuarios presentan diferen-
cias en sus caracteristicas hidroldgicas y geomorfoldgicas. A lo cual
también se suma la escasa informacion sobre la influencia de varia-
bles fisicoquimicas en condiciones naturales (temperatura y salinidad)
sobre el crecimiento (estructura de tallas, relaciones morfométricas,
eficiencia del crecimiento) y la proporcion de sexos en la jaiba C. be-
llicosus (INP, 1984; Arreola-Lizarraga et al., 2003; Ramirez-Félix et al.,
2003; Arreola-Lizarraga & Hernandez-Moreno, 2007). En consecuencia,
el presente estudio analizo los patrones de crecimiento y la proporcion
de sexos de la jaiba C. bellicosus en la laguna El Colorado, en Sinaloa,
Meéxico, con la finalidad de aportar mas informacion sobre aspectos
de dinamica poblacional (crecimiento y proporcion de sexos) para una
mejor administracion del recurso en la zona de estudio.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de muestreo. La laguna El Colorado es un cuerpo de agua somero
de aproximadamente 146 km?, con aportes del rio Fuerte y los drenes
agricolas Colorado y Pascola. Se localiza en el municipio de Ahome,
al norte del estado de Sinaloa, México, en las coordenadas 25° 39’
y 25°47° N, y los 109° 16’ y 109° 24’ 0. Al oeste se encuentra semi-
cerrada por la isla Lechuguilla y al suroeste presenta una conexion al
mar circundada por una gran cantidad de esteros y manglares (Fig. 1).
La temperatura del agua fluctta entre 21.5 y 32.7 °C (con promedio
durante el verano de 32.1 °C y en el invierno de 22.0 °C). La salinidad
tiene variaciones de 37 a 48 ups, con un pH de 7.71 2 8.13, y el oxigeno
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disuelto se reporta entre 5.43 a 8.53 mg/I (Diez-Pérez & Ramirez, 1976;
Cardenas-Gamez, 2007; Diarte-Plata, 2007).

Variables ambientales. Los parametros ambientales, como la tempe-
ratura (YSI 55"%) y la salinidad (refractémetro Atago™?), se registraron
mensualmente en cada estacion de muestreo (Diarte-Plata, 2007).

Diseio de muestreo. Se realizd un muestreo con disefio tipo grilla en-
tre marzo de 2012 y marzo de 2013. Los organismos fueron capturados
mensualmente en cinco estaciones de muestreo entre las 6:00 y 12:00
h. Dichas estaciones fueron ubicadas con un geoposicionador (Garmin-
45"%) considerando el comportamiento bioldgico, segun lo reportado
por Palacios-Fest (2002), y cubrieron las zonas este (E1 y E2, zona de
esteros y manglar), sur (E3, manglar), oeste (E4, bocabarra, dunas-zona
central) y norte (E5, manglar) (Fig. 1). Para la captura de los organismos
se considero el calado de tres lineas de trampas por estacion de mues-
treo. Cada linea, con una longitud (Nm-milla nautica) de 0.2160 Nm
(400 m) y una separacion de 0.1620 Nm (300 m) entre lineas, se formo
con 40 trampas (aros jaiberos con un diametro (@) de 0.50 my 1” de luz
de malla). En el caso de los aros jaiberos, la distancia entre ellos fue de
0.0054 Nm (10 m). Se realizaron 600 lances de trampas mensualmente
y se utilizé pescado (Mugil sp.) como carnada. El tiempo de accion de
la carnada en cada linea de trampas fue de 15 min antes de extraer a
los organismos. Las jaibas capturadas se conservaron en hielo hasta
su traslado al laboratorio, en donde se realizd la identificacion de la
especie (Hendrickx, 1984).

Biometrias y determinacion del sexo. Para cada organismo se re-
gistrd el ancho (AC) y largo (LC) del caparazon con un vernier digital de
0.05 mm de precision (Mitutoyo™® 500-197). Para obtener el peso total
(PT) se utilizd una balanza digital (Ohaus™®, Scout Pro SP 200). Se de-
termind el sexo con base en la forma del abdomen y telson (Hendrickx,
1984; Escamilla-Montes, 1998).

Estructura de tallas. El ancho de caparazdn (AC) se tom6 como medi-
da de referencia para realizar histogramas de frecuencias de tallas por
cada sexo por mes, los cuales se tomaron como base para el calculo
de los parametros de crecimiento de la ecuacion de Von Bertalanffy
mediante el programa FiSAT Il (Pauly & Munro, 1984).

Morfometria. Con el propdsito de obtener los parametros morfométri-
cos y estimar el crecimiento relativo de la jaiba C. bellicosus, se proce-
saron los datos para determinar el tipo de modelo de mejor ajuste para
las relaciones LC - AC y AC - PT. Los valores se ajustaron a regresiones
de tipo lineal (Y = a + bX) y de tipo potencial (Y= a X*), donde a es la
ordenada al origen y b es la pendiente. El valor estimado de la variable b
nos indica el tipo de crecimiento, calculo que se obtuvo con una prueba
t, con la cual se determin si el crecimiento que mostro la especie fue
isométrico (b = 3) o alométrico (b = 3). La ecuacion que se utilizé para
lo anterior fue la siguiente (Ricker, 1975; Salgado-Ugarte et al., 2005;
Zar, 2010):

PR /b=3/ *\[n—Z
e.su \/ 1=72
Donde:
e.5 (x) = desviacion estandar del logaritmo del ancho del caparazon,
e.s (y) = desviacion estandar del logaritmo del PT,
n = numero de organismos utilizados en el anélisis,

r?= coeficiente de correlacion de la relacion PT-AC.
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Figura 1. Area de estudio en la laguna El Colorado, Ahome, Sinaloa, México, mostrando las cinco estaciones donde se realizé el muestreo.

El valor de b es diferente de 3 si tes mas grande que el valor de ta-
blas de tpara n-2 grados de libertad (a = 0.05) (Pauly & Munro, 1984).

Crecimiento. Para el modelo estacionalizado de crecimiento de von Berta-
lanffy se utilizaron los datos de AC, los cuales se agruparon en histogramas
de frecuencia con intervalos de 10 mm, y se calcularon los pardmetros L _
y k mediante el método de progresion modal utilizando el programa FiSAT
Il (FAO-ICLARM Stock Assessment Tools Il, Roma, Italia; Pauly, 1993; Sparre
& Venema, 1997). Los valores se proyectaron en el tiempo al obtener los
calculos para cada parametro de la ecuacion de crecimiento con los orga-
nismos de menores tallas como valor de origen al inicio.

Para t,se tomo el valor propuesto por otros autores, lo cual permitio
estimar la edad absoluta de la especie en estudio (Arreola-Lizarraga &
Hernandez-Moreno, 2007; Arciniega-Flores & Mariscal-Romero, 2013).
Como el crecimiento es oscilatorio, el modelo esta dado por la ecuacion
de crecimiento estacionalizada de von Bertalanffy (Pauly & Munro, 1984).

Lt= Loo[l _ e—k(t—to)+(c*K/2ﬂ(t_ts):|
Donde:
Lt = Longitud calculada del organismo a la edad t.

L_ (Longitud infinita) = Longitud media que los organismos podrian
alcanzar en caso de crecer hasta una edad muy avanzada.

k = Coeficiente de crecimiento.

t = Edad hipotética del organismo mas pequefio (al momento de
nacer el organismo ya tiene cierta longitud, por lo que generalmente el
£ tiene un valor negativo).

Vol. 28 No. 3 » 2018

C = Constante de amplitud en la oscilacion del crecimiento, varia
entre Oy 1.

ts = Punto de partida de la oscilacién del crecimiento. Esta dado
por la ecuacion t_= ts+ 0.5.

Wp (Winter point) = Fraccion del afio donde el crecimiento es menor.

Para la comparacion de las curvas de crecimiento por sexos se
utiliz el método de andlisis de la suma de cuadrados residuales (Pauly
& Munro, 1984; Chen et al., 1992; Escamilla-Montes, 1998).

Eficiencia del crecimiento. Se determind la variacion de la eficiencia
del crecimiento (AC) mediante la ecuacion Phi prima de Munro (@) (Ar-
ciniega-Flores & Mariscal-Romero, 2013).

@'=Log k+2*Log ACeo

Para calcular la significancia de la eficiencia del crecimiento se
utilizo el coeficiente de variacion (CV@"), el cual es el equivale a la razén
entre la media aritmética (ACProm.) y la desviacion estandar de las Phi
primas a comparar ( @) (Munro & Pauly, 1983; Pauly & Munro, 1984;
Pauly, 1993; Sparre & Venema, 1997; Arciniega-Flores & Mariscal-Ro-
mero, 2013).

cvg=_ 99
ACProm.

*100
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Proporcion de sexos. Se expreso en términos del nimero total de
hembras (H) con relacién al nimero total de machos (M). Se aplico la
prueba de Chi-cuadrada (x? para determinar una significancia entre la
relacion tedrica-esperada (1H: 1M) y la relacion calculada (Hendrickx,
1984; Escamilla-Montes, 1998). La x?se expreso como:

. _(Oi-Eiy’
Ei

X*=z
Donde:
Zi=suma,
0i = Relacion observada,
Ei = Relacion esperada.

Los valores calculados y tabulados de x? se compararon con una
a = 0.05 para determinar el nivel de significancia (Zar, 2010).

RESULTADOS

Variables ambientales. En la laguna El Colorado la temperatura del
agua presentd un intervalo anual que oscilé de 18.4 (enero y marzo
2013) a 31.8 °C (agosto de 2012) (Fig. 2). Por estacion de muestreo,
la temperatura minima fue de 24.48 °C en la E1 y la maxima de 25.52
°C en la E5. Se observaron diferencias significativas en la temperatu-
ra registrada entre las estaciones de muestreo durante el ciclo anual
(meses) (F,; ;= 5.955, p = 0.000008). La salinidad tuvo una leve va-
riacion en el intervalo anual, con valores minimos de 32 ups en agosto
y septiembre de 2012, y un valor maximo de 38 ups en enero de 2013
(promedio de 35 ups); en cambio, se registraron diferencias significati-
vas entre los meses de muestreo (F,, .= 3.363, p = 0.002116) pero
no entre las estaciones por mes (F, ,..= 1.342, p = 0.2661) (Fig. 2).

Estructura de tallas. Se capturaron un total de 3,242 jaibas, de las
cuales fueron 1,770 machos y 1,472, hembras. La poblacion de C. belli-
cosus en la laguna presentd un intervalo de tallas de 40 mm a 190 mm
(AC) (Figs. 3 a-1), de las cuales se obtuvieron dos modas similares, 100
mm para machos y 110 mm para hembras. En los machos la frecuencia

4,0.05
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Figura 2. Variacion de la temperatura y salinidad en la laguna El Colorado, Aho-
me, Sinaloa, México.
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de talla registrada oscild de 50 mm a 190 mm (AC), mientras que en las
hembras fue de 50 mm a 150 mm AC.

Morfometria. Las relaciones entre el LC-AC para machos y hembras se
ajustaron a un modelo de tipo lineal (machos, LC = 0.5265AC-0.0539,
R?=0.8058, p < 0.05; hembras, LC = 0.581AC-0.6335, R? = 0.7643,
p < 0.05). La relacion AC-PT fue de tipo potencial en ambos sexos
(machos, PT = 0.561AC*%%", R? = 0.7968, p < 0.05; hembras, PT =
0.0834AC>%77 R2=0.7589, p < 0.05) (Figs. 4 a-b). Se observaron dife-
rencias significativas en los valores de la prueba de significancia tde la
pendiente (b) entre machos (b = 3.07, isométrico, t = 5.60) y hembras
(b=2.90, alométrico negativo, t = 1.36). La relacion AC-PT mostro que
los machos son mas grandes que las hembras, y también se observo
una tendencia de crecimiento tanto alométrico como isométrico.

Crecimiento. Los parametros de crecimiento del modelo estacionaliza-
do de von Bertalanffy estimados en hembras fue de Lo = 169 mm y k
=0.90 a0, y en machos fue de Lo = 178.5 mmy k = 1.20 afio™". Los
resultados mostraron que la edad relativa a la cual los organismos de
C. bellicosus alcanzaron el crecimiento maximo fue entre los 3y 4 afios
de edad para ambos sexos (Fig. 5, Tabla 1). Las tasas de crecimiento
fueron de 23.67 mm mes™ en los machos y de 12.62 mm mes™ en las
hembras.

Eficiencia del crecimiento. El desempefio de los parametros de creci-
miento, esto es, el indice de Munro ("), fue de 4.58 para los machos y
4.41 para las hembras. El coeficiente de variacion (CV) para los machos
fue de 5.96% y para las hembras de 5.30% (Tabla 2).

Proporcion de sexos: La proporcion sexual presentd una dominancia
por organismos machos (0.81 H: 1 M; x2 005,11 = 19:675, X2=58.481,
p < 0.05), mientras que la mayor proporcion de hembras se observd
so6lo en marzo de 2013 con un 70% (1.32 H: 1 M, x? = 2.920, p < 0.05)
(Fig. 6, Tabla 3).

DISCUSION

En la laguna El Colorado la temperatura superficial del agua (18.4 -
31.8 °C) mantuvo un patron estacional distintivo de la region, similar
a lo reportado por Diarte-Plata (2007) en la misma laguna, donde el
intervalo de temperatura oscil6 entre 19.3 y 31.2 °C. En cuanto a las
fluctuaciones leves en la salinidad durante los meses de muestreo,
posiblemente se deban a la influencia de la temporada de lluvias, las
cuales se presentaron principalmente en el periodo verano-otofio (ju-
lio-octubre), y al tiempo de residencia que tedricamente tarda 1.25 dias
para que ocurra un 100% del agua en la laguna El Colorado, propician-
do condiciones similares a caracteristicas oceanicas (Cardenas-Gamez,
2007; Diarte-Plata, 2007). Las condiciones de temperatura y salinidad
son factores claves en la presencia de las jaibas de C. bellicosus, pues
dieron lugar a la agregacion en la laguna (Severino-Rodriguez et al.,
2013). En este sentido, Paul (1982 a-b) menciond que los adultos del
género Callinectes son estenohalinos, en particular C. bellicosus, por
ello sus larvas requieren salinidades del ambiente marino, y las hem-
bras gravidas liberan los huevecillos en las bocas de las lagunas cos-
teras y esteros. Arreola-Lizarraga et al. (2003) observaron que las po-
blaciones de esta especie parecen tener una distribucion heterogénea
por tamafios y sexos en aguas con temperaturas entre los 20 y 32 °C;
valores térmicos que coinciden con los registrados para este trabajo en
la laguna El Colorado.
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Figuras 3a-I. Estructura de tallas mensual de las jaibas de Callinectes bellicosus (Stimpson, 1859) en laguna El Colorado, Sinaloa, México.
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Tabla 1. Parametros y ecuaciones de crecimiento calculados para la ecuacion de von Bertalanffy para Callinectes bellicosus (Stimpson, 1859) en la

Laguna El Colorado, Ahome, Sinaloa, México.

Sexo Parametros de crecimiento Ecuacion indice de Munro
(0)
Machos Loo = 178.5 mm Lt=178.5 [ 1-g -1:20(-0.07) )+ 0.5(1.20/6.28) sen 6.28 (t-D.O?)]] 458
K=-1.20
t,=0.07
Hembras Loo = 169 mm Lt =169 [ 1-g -0-90(t-0.16) }+ 0.5(0.55/6.28) sen 6.28 (1-0.09)]] 4.41
K=-0.90
t,=0.16

La distribucion de la frecuencia de tallas brinda informacion sobre
los procesos de la dinamica poblacional, tales como crecimiento, mor-
talidad y reclutamiento, asi como también acerca de los movimientos
de la poblacion (Rodriguez-Félix, 2017). En el presente trabajo las fre-
cuencias de tallas registradas de los machos fluctuaron entre los 50 y
190 mm (AC), mientras que en las hembras oscilaron entre 50 y 150
mm (AC). Estos resultados difieren con lo reportado por Hernandez-Mo-
reno & Arreola-Lizarraga (2007), quienes capturaron organismos con
tallas entre 90 y 122 mm. No obstante, son similares a lo observado por
Salazar-Navarro et al. (2002), quienes capturaron organismos con tallas
en el intervalo de 40 a 120 mm. En contraste, Molina-Ocampo (2001)
y Nevarez-Martinez et al. (2003) reportaron una estructura de tallas
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LC = 0.5265AC - 0.0539
E 101 R? = 0.8058 .
§ 8 n=1702
©
S
S 6
o
s 4 Hembras
S LC = 0.581AC - 0.6335
S 2 R? = 0.7643
n=1472
0 T T Ll 1
500t Machos 9)
500 o PT = ()..."—)G.IA(.:B'WS1 R
R? = 0.7968 &
B 400 4 n=1702
-'_(S .
£ 300 A oo
2 Hembras * 1
& 004 PT=o0834ac207 . Y
R? = 0.7549 "
100 1 n=1472
Yagn
.
0 T T T 1
0 5 10 15 20
Ancho del caparzon (cm)
+ Machos + Hembras

Figura 4a-b. Relaciones morfométricas LC-AC y AC-PT de hembras y machos de
la jaiba Callinectes bellicosus ((Stimpson, 1859). a) Relacion largo del caparazon
versus ancho del caparazon; b) Relacion peso total versus ancho del caparazon.

de 20 a 98 mm (AC). Las relaciones AC-PT registradas en los machos
sugieren que tuvieron mayor talla y peso total que las hembras; estos
resultados coinciden con estudios llevados a cabo en otras localidades
del Pacifico mexicano en donde los organismos colectados mostraron
la misma tendencia de crecimiento (Paul, 1982b; Escamilla-Montes,
1998; Molina-Ocampo, 2001; Hernandez-Moreno & Arreola-Lizérraga,
2007; Lopez-Martinez et al., 2014). Los valores de b para las hembras
fueron cercanos a 3 (b = 3), lo cual indica que su crecimiento es alo-
métrico; su tendencia fue crecer mas en peso que en talla, mientras
que los machos presentaron un crecimiento isométrico (b = 3), cre-
cieron de igual manera en talla y peso total. Resultados similares a
los observados en este estudio fueron obtenidos por Molina-Ocampo
(2001) en C. bellicosus, puesto que tanto los organismos machos como
hembras presentaron la misma tendencia de crecimiento, lo que puede
atribuirse a un desfasamiento en la condicion biologica 6ptima de las
hembras, debido a bajas tasas de alimentacion y a un mayor gasto
energético en la temporada reproductiva (Molina-Ocampo, 2001). Por
su parte, en Oaxaca, Gil-Lopez y Sarmiento-Nafate (2001) realizaron un
estudio similar con machos y hembras de C. arcuatus (Ordway, 1863)
y C. bellicosus (Stimpson, 1859), y encontraron que el crecimiento fue
alométrico en los adultos. Nevarez-Martinez et al. (2003) obtuvieron va-
lores de b=2.816'y b=2.802 en la jaiba C. arcuatus en las bahias de
Guasimas y Lobos (Sonora, México) respectivamente, lo que demuestra
un crecimiento isométrico en ambos sexos. Esto sugiere que las espe-
cies de jaibas tienden a mostrar un crecimiento isométrico inicial, que
eventualmente puede mudar hacia un crecimiento alométrico, debido
a la presencia de hembras en la temporada reproductiva. En los bra-
quiuros esta interrupcion en el crecimiento parece ser general para
las hembras, ya que se ha asociado que detienen su desarrollo para
destinar gran parte de su energia al proceso reproductivo, en tanto que
los machos contintian creciendo aun después de alcanzar la madurez
sexual; ademas, la cpula se realiza cuando la hembra estd mudada y
mientras regenera el exoesqueleto, por lo que el macho que la fecunda
debe tener mayor talla para protegerla de depredadores (Sastry, 1983).
Los parametros de crecimiento se pueden aplicar para estimar el ta-
mafio que alcanzaran los organismos hasta una talla maxima asintética
en un tiempo dado (Hernandez-Moreno & Arreola-Lizarraga, 2007). Los
parametros de crecimiento estimados en este estudio mostraron que
la edad relativa a la cual las jaibas C. bellicosus alcanzaron su longitud
maxima fue de 2.5 a 3 afios. Hay que mencionar que para que los
crustaceos puedan alcanzar su tamafio asintético suelen presentar una
serie de factores, como una vida corta o una alta tasa de crecimiento,
y que cuando son sometidos a una intensa tasa de explotacion tienen
menos oportunidades para alcanzar su tamafio maximo (Gil-Lopez &
Sarmiento-Nafate, 2001; Nevarez-Martinez et al., 2003). Los parame-
tros de k y Leo estimados para C. bellicosus mostraron una disminucion
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Tabla 2. Comparacion de la eficiencia del crecimiento (9") para machos y hembras de la jaiba Callinectes bellicosus ( (Stimpson, 1859), en distintas

lagunas costeras de México.

Sexo Loo (Mm) K (afio) o Fuente Localidad
Machos 178.5 1.20 4.58 Este estudio El Colorado, Ahome, Sinaloa
169 0.90 4.41 Hernandez y Arreola-Lizarraga (2003) Las Guasimas, Sonora
177 2.7 4.93 Salazar et al. (2003) Topolobampo, Sinaloa
174 2.8 493 Salazar et al. (2003) Navachiste, Sinaloa
169 3.1 495 Salazar et al. (2003) Santa Maria La Reforma, Sinaloa
174 2.8 493 Salazar et al. (2003) Ensenada del Pabellon-Altata, Sinaloa
179 2.6 4,92 Salazar et al. (2003) Ceuta, Sinaloa
180 0.68 4.34 Gil y Sarmiento (2001) Mar Muerto Oaxaca- Chiapas
181 0.8 4.42 Escamilla-Montes (1998) El Conchalito, B.C.S
Media 4.7268
Desv. Est 0.2817
C.V. 5.96
Hembras 178.5 1.20 4.58 Este estudio El Colorado, Ahome, Sinaloa
169 0.90 4.41 Hernandez y Arreola-Lizarraga (2003) Las Guasimas, Sonora
152 35 4.91 Salazar et al. (2003) Topolobampo, Sinaloa
149 3.7 492 Salazar et al. (2003) Navachiste, Sinaloa
150 3.6 4.91 Salazar et al. (2003) Santa Maria, La Reforma, Sinaloa
Ensenada del Pabellon-
148 3.9 493 Salazar et al. (2003) Altata, Sinaloa
149 3.6 4.91 Salazar et al. (2003) Ceuta, Sinaloa
180 0.68 4.34 Gil y Sarmiento (2001) Mar Muerto Oaxaca- Chiapas
231 0.5 4.43 Escamilla-Montes (1998) El Conchalito, B.C.S
Media 4.7376
Desv. Est 0.2511
C.V. 5.30

en las tasas de crecimiento de ambos sexos durante el periodo de es-
tudio. Esto puede atribuirse a que los muestreos para esta evaluacion
se dirigieron a capturar organismos de todas las tallas de la poblacion,
donde la captura se basd tanto en juveniles como adultos; informacion
a partir de la cual se construyeron las curvas de crecimiento, cuyos
valores de edad posiblemente difieren de los calculados en los trabajos

realizados en el Pacifico mexicano. Cabe mencionar que investigacio-
nes previas realizadas sobre crecimiento en C. bellicosus, C. arcuatus'y
C. toxotes (Ordway, 1863) se basan en datos provenientes de capturas
comerciales donde los organismos dominantes fueron adultos (Paul,
1982a; Estrada-Valencia, 1999; Molina-Ocampo, 2001; Gil-Lopez &
Sarmiento-Nafate, 2001; Nevarez-Martinez et al., 2003).

[1-e -0.90(t-0.16) )+ 0.5(0.55/6.28) sen 6.28 (t-[].OQ)]]

---—.—-—--———————.—---—-—-—-

Lt = 178.5 [ 1-g ~1-206-007)+ 0.5(1.20/6.28) sen 628 (-0.07]
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Figura 5. Curvas de crecimiento de hembras y machos de la jaiba Callinectes bellicosus (Stimpson, 1859).
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Figura 6. Proporcion de sexos mensual y por estaciones de muestreo de Callinectes bellicosus (Stimpson, 1859), en la laguna El Colorado, Ahome, Sinaloa, México.
(Relacion Hembra: Macho, X2 g 5, 11=19.675, X2usenvasa = 58481, p < 0.05).
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La eficiencia en el crecimiento se evaludé mediante los parametros
de crecimiento estimados para la jaiba C. bellicosus, los cuales fueron
comparados con estudios en diferentes regiones del Pacifico mexicano
mediante el indice phi prima de Munro (9’). El criterio del coeficiente de
variacion (CV) que se establecié para poder asumir que los resultados
eran estadisticamente similares fue el de no exceder en diferencia del
4% (Pauly, 1983; Pauly & Munro, 1984; Pauly, 1993; Arreola-Lizarra-
ga & Hernandez-Moreno, 2007; Arciniega-Flores & Mariscal-Romero,
2013). La eficiencia del crecimiento que se encontrd en C. bellicosus
para los machos fue de CV = 5.96, y en las hembras fue de CV = 5.30.
Los coeficientes de variacion (CV) tuvieron diferencias significativas en
la misma especie al compararse en otras regiones del Pac/fico mexica-
no. Los resultados en laguna El Colorado son similares con los reporta-
dos por Arciniega-Flores & Mariscal-Romero (2013), quienes mencio-
nan que en sistemas lagunares con un régimen climatico subtropical
y templado, el crecimiento no es constante a lo largo del afio. Ademas,
refieren que en épocas calidas en las que existe mayor disponibilidad
de alimento, el crecimiento es mas rapido que cuando las temperaturas
son mas bajas. Aunado a lo anterior, cabe sefialar que los parametros
de crecimiento pueden variar de una poblacion a otra, e incluso, en la
misma especie puede haber valores diferentes durante su ciclo de vida.
Asumiendo la diversidad de las variables citadas, se puede considerar
que en la presente investigacion la pesca constante que se ejerce en el
sistema lagunar El Colorado, Ahome, Sinaloa (Arciniega-Flores & Maris-
cal-Romero, 2013) actua como un suceso que influye en las estimacio-
nes del crecimiento de la jaiba C. bellicosus.

La proporcion de sexos 1:1 aumenta la probabilidad de éxito repro-
ductivo (Fisher, 1930), y en crustaceos la proporcion tedrica esperada
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es 1:1 (Warner, 1977). En las causas de segregacion por sexos, incluyen
la preferencia y la disponibilidad de alimento, reduccion del riesgo de
depredacion intraespecifica, costo energético por apareamiento fuera
de la época reproductiva, busqueda de mejor habitat o diferentes tasas
de mortalidad y crecimiento, asi como la influencia del ambiente sobre
los organismos (Cobb & Wang, 1985; Cobb & Caddy, 1989; Heupel et
al., 2007). En este sentido, en el presente estudio los machos de C.
bellicosus dominaron sobre las hembras en la laguna El Colorado, lo
cual nos sugiere que para la poblacion no ocurren problemas dentro
del sistema lagunar en cuanto a asegurar el suministro de esperma
que maximiza la produccion de huevos en los desoves, lo que mantiene
estable o en crecimiento a la poblacion (Cisneros-Mata ef al., 2014).
Nuestros resultados en la laguna El Colorado coinciden con lo reportado
en Cuyutlan, Colima, por Estrada-Valencia (1999), quien mencion6 que
la dominancia de machos en las capturas puede estar relacionada con
su voracidad, asi como con la conducta reproductiva de las hembras,
las cuales tienden a agruparse en sitios con temperaturas y salinidades
estables, y por lo tanto, a no ser detectables para desovar fuera de
la laguna durante todo el afio, lo que coincide con las caracteristicas
de la zona de muestreo, que presenté condiciones mayormente mari-
nas que salobres, debido a que mantiene una conexion permanente
con la boca barra del sistema lagunar y el golfo de California (Car-
denas-Gamez, 2007). En la bahia de La Paz, Baja California Sur, y el
delta del rio Colorado, Sonora, los machos representaron el 80% de
la poblacién capturada, aunque en algunas ocasiones se presentaron
mas hembras que machos (Escamilla-Montes, 1998; Villarreal-Chavez
et al., 2003). Lo observado en laguna El Colorado difiere con la bahia
de Matanchén, Nayarit, México, donde las hembras fueron ligeramente

Tabla 3. Proporcion de sexos mensual de Callinectes bellicosus (Stimpson, 1859), en la Laguna El Colorado, Ahome, Sinaloa, México.

Proporcion
Mes Hembras Machos Total Hembras : Machos X2
Marzo/2012 73 84 157 0.87H:1M 0.770
Abril 131 237 368 0.55H:1M 30.532
Junio 203 291 494 0.70H:1M 15.676
Julio 310 277 587 1.12H:1 M 1.855
Agosto 189 252 441 0.75H:1 M 9.0
Septiembre 42 57 99 0.74H:1M 2.272
Octubre 271 315 586 0.86H:1M 3.303
Noviembre 116 122 238 0.95H:1M 0.151
Diciembre 16 34 50 047H:1M 6.48
Enero/2013 16 24 40 066H:1M 1.6
Febrero 18 26 44 0.69H:1M 1.454
Marzo 87 51 138 171H:1M 9.391
TOTAL 1472 1770 3242 0.81H:1M 82.488
Total de X? (pool de X?) 27.391
Heterogenidad de X? 55.096
X2 005,11 19.675
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dominantes (53%) en un ciclo anual (Chavez-Dagostino, 1998). Asimis-
mo, con el estudio realizado en el sistema lagunar La Joya-Buenavista,
Chiapas, en donde el 77.4% de las capturas correspondié a hembras
(Ramos-Cruz, 2008). De igual modo, en esta investigacion se presento
una dominancia del 70% (1.32 H : 1 M) de hembras s6lo en marzo de
2013, en la laguna El Colorado, Esta variacion puede deberse a que en
el género Callinectes la proporcion de sexos varia temporalmente cuan-
do las hembras ovigeras migran a la boca de las lagunas costeras para
liberar los huevecillos, aunque después regresen al interior (Branco &
Masunari, 2000; Baptista et al., 2005).

En conclusion, el presente estudio aporta informacion acerca de
parametros poblacionales de C. bellicosus en la laguna El Colorado,
Ahome, Sinaloa, los cuales resultan importantes para tener un mejor
manejo de su pesqueria y para su dptima conservacion en el sistema
lagunar.
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ABSTRACT

Background: The fat horsemussel Modiolus capax is a commercially important resource in northwest Mexi-
co; however, few studies evaluate its reproduction. Goals: Compare the reproductive cycle of M. capax in
two beds at different depths in Ensenada de La Paz, B.C.S., Mexico, and its relationships with the environ-
mental variables. Methods: Approximately 25 (+4.5) specimens were collected between October 2008 and
December 2010, in a shallow bed in the intertidal zone (Bed A), and 23 (+4) at a five meters deep bed (Bed
B), in Ensenada de La Paz, B.C.S., Mexico. Monthly assessments of individual biological information were
complemented by histological analyses of the gonads at different moments of the reproductive cycle, taking
in environmental changes. The size at the first sexual maturity (L50) was estimated using a logistic model to
obtain the size at 50% maturity. The relationship between gonad development stages and the gonadosomatic
index was estimated, as well as the relationship between these stages with temperature and chlorophyll.
Results: A peak spawning occurred in March in Bed A and in January in Bed B. In both beds, mature and
post-spawning females showed follicular atresia, up to 82% in Bed B. The estimated L50 was 74.12 mm
for Bed A and 71.74 mm for Bed B. The gonadosomatic index differed between beds, and was positively co-
rrelated with the increase in chlorophyll-a (Bed A). A significant negative correlation was observed between
temperature and the frequency of the maturing stage (Bed A). Conclusions: The reproduction of M. capax
revealed that the beds have a different reproductive periodicity and that environmental changes affect the
activity and favor the development of follicular atresia.

Keywords: gonadosomatic index, mussel reproduction, reproductive activity

RESUMEN

Antecedentes: EI mejillon Modiolus capax es una especie de importancia comercial en el noroeste de
México; sin embargo existen pocos trabajos que evaluan su reproduccion. Objetives: Comparar el ciclo
reproductivo de M. capax en dos bancos ubicados a diferentes profundidades en la Ensenada de La Paz,
B.C.S., México, y sus relaciones con las variables ambientales. La talla de primera madurez (L) se estimo
utilizando un modelo logistico para obtener el valor de longitud en el que el 50% de la poblacion se encuen-
tran maduros. Métodos: Se recolectaron aproximadamente 25 (+ 4.5) especimenes, entre octubre de 2008
y diciembre de 2010, en un banco poco profundo de la zona intermareal (Banco A) y 23 (+ 4) en un banco
superficial profundo (Banco B). El tamafio en la primera madurez sexual (L50) se estimd utilizando un modelo
logistico para obtener el tamafio en un 50% de madurez. Las evaluaciones mensuales de la informacion bio-
ldgica individual se complementaron con el analisis histolégico de las gonadas, en diferentes momentos del
ciclo reproductivo. Se estimo la relacion entre los estadios de desarrollo gonadal y el indice gonadosomatico,
también su relacion con la temperatura y la clorofila. Resultados: Los resultados indican que ocurri6 un pico
de desove en marzo (Banco A) y en enero en el otro (Banco B). En ambas localidades, las hembras maduras
y en post-desove presentaron atresia folicular, hasta el 82% en el banco B. La L50 fue de 74.12 mm para el
banco Ay 71.74 mm para el B. El indice gonadosomatico difirié entre bancos y se correlaciond positivamente
con el aumento de clorofila-a (Banco A). Se observo una relacion negativa significativa entre la temperatura
y el estadio de madurez (Banco A). Gonclusiones: El estudio de la reproduccion de M. capax reveld que los
bancos analizados presentan una periodicidad reproductiva diferente y que los cambios ambientales afectan
la actividad reproductiva, favorecieron el desarrollo de atresia folicular.

Palabras claves: actividad reproductiva, indice gonadosomatico, reproduccion de mejillon
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INTRODUCTION

The Gulf of California is home to little-exploited natural beds of the
mussel Modiolus capax (Conrad, 1837) with fishery and aquaculture
potential; specifically in Mexico, this species is classified as a commer-
cially important fishery resource (Lopez-Carvallo, 2015). This mussel is
widely distributed across the eastern tropical Pacific and Gulf of Cali-
fornia (De la Rosa-Vélez et al., 2000). There are studies on the habitat
and geographical distribution of M. capax (Coan & Carlton, 1975; Keen,
1971). In addition, characteristics of different development stages and
preference for certain substrates for larval settlement (Aguirre-Hino-
josa, 1987; Farfan et al., 2007) have been described with larvae pro-
duced in the laboratory (Ordufia-Rojas & Farfan, 1991; Farfan et al.,
2007). Size structure, growth, and recruitment of two populations living
in the Gulf of California have also been investigated, finding variability in
both recruitment and size structure (Garza-Aguirre & Biickle-Ramirez,
1989b). Moreover, changes in the reproductive cycle of this species
associated with temperature and food availability have been reported
(Farfan & Espinoza-Peralta, 1998), as well as differences in the repro-
ductive cycle in different localities (Ochoa-Béez, 1985).

Some species, such as Mytilus edulis (Linnaeus, 1758), show sig-
nificant inter-annual variations in the spawning season associated with
environmental changes, which in turn affect larval recruitment (Avenda-
fio et al., 2011). For some bivalves, reproductive periodicity depends on
intrinsic factors such as genetic, physiological, and nutritional characte-
ristics, and environmental conditions, which can determine timing and
maturation stages, duration, and the synchronous spawning in a given
population (Newell et al., 1982). In this regard, mytilids’ temperature and
food availability are known to influence gonadal development from early
stages to gamete release (Bayne, 1976). On the other hand, variations in
the production of cultured mussels and other mollusk might be related to
inter-annual variations in gonadal development caused by environmen-
tal changes (Maeda-Martinez, 2008; Cantillanez ef al., 2005). For this
reason, the study of reproductive strategies and their relationship with
environmental variables could contribute to proper fishery management.

Therefore, the aim of this study is to describe seasonal variations
in the reproductive activity and gonadosomatic index of Modiolus capax
in two beds located at different depths in Ensenada de La Paz, B.C.S.,
as well as the relationship of these variables with temperature and food
availability (using chlorophyll-a as an indicator).

MATERIALS AND METHODS

Specimens were collected at Ensenada de La Paz, Baja California
Sur, Mexico, (24.18-240.1 N, -110.31 - 110.41 W), from two beds (A:
24.1725N,-110.3108 W and B: 24.149283 N, -110.339 W) (Fig. 1). Bed
A'is a natural bed of M. capax in the intertidal zone, in a sandy substra-
te, with dead coral and sandstones, at a maximum depth of one meter.
Bed B comprises an artificial reef created in 1974 on a ship sunk to a
depth of five meters (deep surface), serving as substrate for a mussel
bed of M. capax.

In each locality, water temperature was recorded each month (with
a mercury glass thermometer); monthly chlorophyll-a data were used
as an indicator of primary productivity, from October 2008 to December
2010; chlorophyll-a concentration in La Paz Bay (24.5 N, 111.5 W) was
obtained through the data server “Environmental Research Division’s
Data Access Program” of the National Oceanic and Atmospheric Admi-
nistration (NOAA).

Garcia-Dominguez F. A. et al.

Twenty-five (+ 4.5) specimens were collected each month at Bed
A from October to December 2008; February to November 2009; and
January to December 2010 (except March). Also, 23 (+ 4) specimens
were collected per month at Bed B from October 2008 to November
2009 (except January). Mussels were collected manually with handheld
spears using autonomous diving in waters up to five meters.

In the laboratory, shell length (distance between the hinge and the
opening of valves), and total wet weight of somatic tissues were recor-
ded for each individual specimen. Gonads were carefully extracted, wei-
ghed, and fixed in 10% formalin (Oyarzin et al., 2011). Afterwards, they
were dehydrated through a progressive series of ethanol solutions (70
to 100%), cleared with a xylene substitute, and embedded in paraffin.
Five micrometer-thick cross sections were stained with hematoxylin
and eosin (Humason, 1979). In order to identify gonadal stages within
the reproductive cycle, a gonadal maturity scale was established (undi-
fferentiated, early gametogenesis, maturing, spawning, post-spawning,
and resorption) based on the criterion of Ochoa-Baez (1985).

In both beds, the relative frequency of gonad maturation stages
was determined.

The gonadosomatic index (Gl) is determined by the relation Pg/PS
x 100, where Pg is gonad wet weight and Ps is total somatic tissue wet
weight (Arrieche et al., 2002; Oyarzln et al., 2018).

The data distribution was analyzed using the Kolmogorov—Smir-
nov and Lilliefords normality tests. The sex ratio was calculated, and a
Chi-square test was used to explore whether differences are statistica-
Illy significant (p <0.05). Data were transformed using the square root
arcsine transformation (range between 0% and 100%) (Sokal & Rohlf,
1981). For nonparametric distribution data, a Kruskal-Wallis ANOVA on
ranks (p <0.05) was used. The establishment of the size at first sexual
maturity (L50) was estimated using the logistic model to obtain the
length at which 50% of the population was mature. To determine the
temporal variations in the GI, means were compared between months
and gonad development stages for each bed. Also, mean sizes at each
gonad development stage were tested for significant differences for
each bed. The correlation of maturation stages (transformed data) and
gonad index (transformed data) with size and environmental variables
was determined separately using Spearman’s correlation coefficient
and the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) (version
15.0, IBM Company, U.S.).

RESULTS

Gonadal Development Stages. Undifferentiated: germ cells are im-
mature and connective tissue cells are scattered within a matrix; the
sex of the specimen cannot be determined. Early gametogenesis: the
gonad begins to develop with the appearance of small follicles in the
connective tissue, containing few cells at different development stages
(Figs 2a-b). Mature: the gonad is fully developed, with round follicles
containing mature sex cells, occupying most of the visceral mass (Figs
2c-d). Spawning: follicles release gametes; there might be cases with
clear loss of gametes (Figs 2e-f). Post-spawning: follicles contain a
lower amount of mature and developing gametes relative to the pre-
vious stage. Signs of autolysis and phagocytosis are commonly obser-
ved in some areas of the gonad (Figs 2g-h). Resorption: degradation
of the gonad, follicles might have residual gametes; the remaining sex
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Figure 1. Map of Ensenada de La Paz, Gulf of California, Mexico, indicating the locations of mussel sampling sites. Locality A: Intertidal, maximum depth of one meter;

Locality B: Deep surface bed, at five meters deep.

cells and follicle structures are reabsorbed through phagocytosis (Figs
3a-b). A high proportion of mature gonads showed follicular atresia (au-
tolysis) and parasites (Figs 3c-d); with 44% of parasitized males and
43% of parasitized and atretic females in intertidal (Bed A) and 22% of
parasitized males and 82% of parasitized and atretic females in Bed B.

Reproductive Period. A total of 276 female, 273 male and 47 undiffe-
rentiated were examined from Bed A, and 141 female, 137 male, and
23 undifferentiated from Bed B. The sex ratio did not deviate signifi-
cantly from 1:1 in both beds (Chi-square test, p >0.05). Regarding the
gonad maturation pattern for the same months, differences were noted
between beds. The undifferentiated stage was observed in both beds
virtually throughout the whole sampling period, with peak frequency in
December 2009 (25.9%, Bed A), and in October and November 2009
(16.6%, Bed B) (Figs 4a-b). Gametogenesis was rarely observed, with
low percentages in both beds; peak gametogenesis occurred in October
2009 (Bed A: 26.7%; Bed B: 25%) (Figs 4a-b). Maturing was obser-
ved in low percentages in both beds; in Bed A, peak maturation was
observed in February 2009 and 2010 (7% and 15%, respectively); in
Bed B, peak maturation occurred in November 2008 (10%) and May
2009 (10.3%) (Figs 4a-b). Spawning prevailed throughout the whole
sampling period in the intertidal-zone and deep-surface beds (Figs. 4A-
B). In Bed A, spawning peaked in March 2009 and May 2010 (83.3%
and 50%, respectively) (Figs 4a-b); in Bed B, peak spawning occurred
in January 2009 (75%) (Figs 4a-b). In both beds, post-spawning and
resorption took place throughout the sampling period; in Bed A, peak
post-spawning was observed in August 2009 (47.4%) and June 2010
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(56.7%); in Bed B, the maximum post-spawning occurred in October
2009 (66.7%) (Figs 4a-b). In Bed A, peak resorption was observed in
October 2009 (47.1%) and September 2010 (46.7%); in Bed B, resorp-
tion was observed in November 2009 (Figs 4a-b).

The analysis of sizes (length) showed that annual mean (2008-
2009) shell length (77.8 = 1 mm) in Bed A was significantly higher
versus Bed B (72.3 = 1 mm). The L50 estimate for Bed A (74.12 mm)
was higher than for Bed B (71.74) (Figs 5a-b); also, reproductive activity
started at a smaller length in Bed B (23 mm) than in Bed A (41 mm), and
the mean length of the gametogenesis was lower than the other stages
of gonadal maturation, 60.3 mm for Bed A and 63.4 mm for Bed B, but
it was significant only in Bed A.

Gonadosomatic Index (Gl). The Gl increased from gametogenesis to
mature stages in Bed A and Bed B; in Bed A, the Gl in the mature sta-
ge (2.4) was significantly higher relative to gametogenesis, spawning,
post-spawning, and resorption (1.5, 1.9, 1.9, and 1.4, respectively) (Fig.
6a); in Bed B, the Gl in the mature stage (2.3) was significantly higher
relative to gametogenesis, and resorption (1.6, and 1.5, respectively); no
significant differences were observed versus spawning and post-spaw-
ning (Gl = 2, in both cases) (Fig. 6a). The Gl decreased gradually from
spawning to resorption, with the lowest Gl values observed in the latter
stage (Fig. 6a). Differences in the GI were observed between beds: in
Bed A, May 2009 attained significantly higher Gl values relative to Bed
B; in Bed B, August, September, and October 2009 showed significantly
higher Gl values than in Bed A (Fig. 6b).
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Figures 2a-h. Gonadal development stages in females and males of Modiolus capax (Conrad, 1837) in La Paz, B.C.S., Mexico. a) Early gametogenesis in females,
follicular development (arrow), (Ct) connective tissue; b) Early gametogenesis in males, follicular development (arrow), (Ct) connective tissue; ¢) Maturing in females,
mature oocyte (arrow); d) Maturing in males, mature follicles (arrows); e) Spawning in females, oocyte spawning (arrow); f) Spawning in males; sperm release (arrow);
g) Post-spawning in females, oocyte atresia (arrow); h) Post-spawning in male, sperm (arrow).
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Figures 3a-d. Stages of resorption, atretic gonad and parasitized gonad of Modiolus capax (Conrad, 1837), in La Paz, B.C.S., Mexico. a) Resorption in females, residual
female gamete (arrow); b) Resorption in males, residual gametes (arrow); c) Atretic gonad, oocyte lysis (arrow); d) Male gonad, coccidian parasite (arrow).

Likewise, significant differences were observed between months.
In Bed A, the Gl increased and showed a single annual peak, in May
2009 (8%) and June 2010 (6.6%); in Bed B, the Gl increased to reach
a first annual peak in June 2009 (5.7%), then started to rise again in
August (7.1%), September (6.7%), and October (7.7%) (Figs 6a-b). All
peaks were significantly higher than the Gl of the remaining months
(transformed data).

In Bed A, the Gl was correlated with maturing. The Gl rose in para-
llel with maturing frequency (arch-sine) (Bed A); Spearman’s correlation
coefficient was p = 0.798, p <0.01.

In both beds, resorption frequency (arcsin) was negatively corre-
lated with Gl, i.e. the GI decreases as resorption frequency increases.
Spearman’s correlation coefficient was p = -0.521 for Bed A (p <0.05),
and p = -0.555 for Bed B (p <0.05).

Environmental variables. Both beds recorded a drop in temperatu-
re from October to February (2008 and 2009), followed by a rise that
peaked in October 2009. No significant differences were observed be-
tween beds; however, Bed A showed higher temperatures than Bed B,
with maximum and minimum temperatures of 30.3 °C and 17.4 °C
in Bed A, and 28.7 °C and 19.2 °C in Bed B. In both beds, maximum
temperatures were recorded in October, and minimum temperatures in
February (Figs 7a-b). In Bed A, maturing frequency was directly correla-
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ted with temperature, and the frequency of specimens in the maturing
stage decreased with temperature from 17 °C to 30 °C; Spearman’s co-
rrelation coefficient was p = -0.709 (p <0.05). Peak chlorophyll values
occurred in May 2009 (3.48 mg/md) in intertidal-zone and five meters
deep beds; a new increase in chlorophyll-a (3.42 mg/m?) was observed
in June 2010 (Bed A). Minimum chlorophyll-a concentrations were ob-
served in both beds in September 2009 and September 2010 (0.56 and
0.6 mg/m?®, respectively) (Figs 7a-b).

A relationship was observed only in Bed B between chlorophyll-a
(mg/md) and post-spawning, where the frequency of post-spawning
specimens decreased as chlorophyll-a (mg/m?®) increased; Spearman’s
correlation coefficient was p = -0.555 (p <0.05).

The gonadosomatic index and chlorophyll-a increased during May
and June in Bed A (2009 and 2010) (Figs 7a-b); Spearman’s correlation
coefficient was p = 0.515 (p <0.05).

DISCUSSION

It has been reported that the reproductive cycle of Modiolus capax pro-
duces gametes continuously throughout the year (Ochoa-Baez, 1985;
Garza-Aguirre & Biickle-Ramirez, 1989a), which coincides with the re-
sults reported here. However, the peak spawning (March 2009 and May
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2010 in Bed A and January 2009 in Bed B) was not consistent with the
findings reported for M. capax in other studies, where peak spawning
was observed in the summer (June-August), indicating gamete release
increases with the rise in temperature (Ochoa-Baez, 1985; Garza-Agui-
rre & Biickle-Ramirez, 1989a). Likewise, this study revealed differences
in the gonad maturation pattern between beds. In this regard, environ-
mental conditions have been described as factors that determinate the
reproductive behavior of bivalves, even to the extent of modifying the
reproductive periodicity (Ruiz et al., 1992). Accordingly, the differences
in the spawning season between beds reflects the influence of the en-
vironment on gonad activity in Modiolus capax, especially considering
Ochoa-Baez’s study (1985) in the same locality, which took place during
the 1983-1984 El Nifio event, while Garza-Aguirre & Blickle-Ramirez’s
study (1989b) was conducted in a locality where lower temperatures
were reported (<15 °C) in contrast to those observed in this study.

On the other hand, the analysis of gonad development in speci-
mens from the two beds showed a continuous gamete release almost
all year, but the peak spawning recorded in March 2009 in Bed A (83%)
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and January 2009 in Bed B (75%) suggests a spawning synchronization
in the population when the temperature was approximately 20 °C and
the chlorophyll-a concentration was 2.9 mg/m? in both beds. The abo-
ve could indicate that these environmental conditions are optimal for
reproduction. Spawning activity as a result of environmental changes,
characterized by both scattered spawnings and a major spawning, has
been described previously for M. edulis (Duinker et al. 2008). This event
has also been reported in other mytilids such as Modiolus barbatus
(Linnaeus, 1758) and Mytilus chilensis (Hupé, 1954), in which the asy-
nchrony of spawning varied between localities due to environmental
differences (Mladineo et al., 2007; Oyarzun et al., 2011).

Temperature and food availability have been mentioned as factors
that influence the reproductive process of bivalves (Bayne, 1976). Un-
der similar environmental conditions, differences between sexes regar-
ding energy requirements during gonad maturation have been reported
for Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) (Matus de la Parra et al., 2005);
in this regard, laboratory studies report that in bivalve Tapes (Ruditapes)

E Resorption

B Post-Spawning
B spawning

P Ripening

[ 1Gametogenesis
N undifferentiation

J F'AMYJ J'ASOND
2010

Figures 4a-b. Relative frequency by gonad development stage of Modiolus capax (Conrad, 1837) living in La Paz, B.C.S., Mexico, from two beds with different depth.

a) Intertidal bed; (b) five meters deep bed.
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Figures 5a-b. Size at first maturity in Modiolus capax (Conrad, 1837) living in La Paz, B.C.S., Mexico. a) Intertidal bed; (b) five meters deep bed.

decussatus (Linnaeus, 1758), a low food intake reduces abundance of
mature females but not of mature males (Delgado & Pérez-Camacho,
2005). In males of Perna perna (Linnaeus 1758), gonad development
apparently takes place faster and involves less energy expenditure in
males than in females (Arrieche et al., 2002). Thus, it seems clear that
some males of M. capax in the population remain reproductively active
most of the year, allowing a period of synchronous population spawning
when females are ready to reproduce.

Another difference was the high percentage of annual post-spaw-
ning and resorption observed in both beds. In Mytilus edulis and Myt-
ilus chilensis, it was found that a presence of post-spawning in the
reproductive cycle was followed by a period of follicular resorption that
prepares the organisms for a new gonad development cycle (Newell et
al., 1982; Oyarzln et al., 2011). Yet, although during 2010 this behavior
(onset of gametogenesis after resorption) was observed, in 2009, the
maturing stage in both beds was low, and from June to November of
that year there was a high percentage of post-spawning with follicular
atresia, resorption, and undifferentiating stages; this period coincided
with a lower chlorophyll-a concentration and a temperature rise of up to
30 °C. Thorarinsdéttir and Gunnarsson (2003) indicate that when Mytilus
edulis has low carbohydrate reserves, gamete development might be-
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gin but did not reach successful gonad maturation. Newell ef al. (1982)
point out that variations in temperature are one of the main variables
that influence spawning, while gametogenesis seems to be governed
by food availability. This suggests that gamete development (to term)
in M. capax depends on food availability and an optimum temperature
range; otherwise, oocytes undergo follicular atresia as a result of poor
viability. This was described by Newell et al. (1982) for various popula-
tions of Mytilus edulis. On the other hand, Suérez-Alonso et al. (2007)
indicate that when nutrients are scarce and under adverse temperature
conditions, females of Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) show
follicular atresia followed by gamete resorption as a strategy to recy-
cle energy reserves for subsequent gonad maturation when conditions
become favorable. The high Gl value in post-spawning specimens was
probably due to the large number of atretic follicles in post-spawning
specimens (up to 82%). Angel-Pérez et al. (2007) mentions that gonadal
atresia is common in species in which gametogenesis is controlled by
environmental conditions. In this regard, Fearman et al. (2009) report
that M. edulis is unable to complete gonad maturation when the tempe-
rature rises and there is food scarcity. In particular, M. capax has been
reported as a species with a low retention of mature gametes, which
are reabsorbed when they are not released (Farfan & Espinoza-Peralta,
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1998). This implies that resorption responds not only to environmental
conditions, but also to the genetics of this specie. Additionally, although
follicular atresia tends to be driven by environmental events, such as
food scarcity and unfavorable temperatures, in this study we observed
a high abundance of parasites in gonads, which might have also affec-
ted follicular atresia. In mussels, the reproductive status is known to
be affected not only by environmental variables but also by diseases
(Bignell et al., 2008).

The gonadosomatic index (both beds) observed in each gonadal
development stage revealed a steady growth of the gonad during
gametogenesis, with maximum growth during the maturing stage,
followed by progressive reduction in gonad size, which is most noti-
ceable during resorption; this finding coincides with the one reported
by Garza-Aguirre and Biickle-Ramirez (1989a) for M. capax, i.e., the Gl
increases with gonad maturing.

The mean size (shell height and length) associated with the gona-
dal development stages in both beds evidenced that organisms in the
early gametogenesis stage were of small size (less than 70 mm). It was
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also noted that mussels larger than 71.6 mm in length are capable of
spawning. Although the average length of specimens showing early ga-
metogenesis in both locations was the smallest, we are not sure if these
smaller mussels had completed the maturation process. In this regard,
Rodhouse et al. (1986) notes that M. edulis increases in body size (hei-
ght and weight) during the first 3 years of life, and afterwards an increa-
se in gonad maturation is observed. For this same species, Delmott and
Edds (2014) reported in the zebra mussel Dreissena polymorpha (Pa-
llas, 1771) that onset of gametogenesis might vary according to the lo-
cality, although this did not occur in mussels smaller than 5 cm in shell
length, as these were very young. The above suggests that in general,
the specimens showing early gametogenesis analyzed in this study
were young mussels that were undergoing gonad development for the
first time. Ochoa-Baez (1985) mentions that the recruitment of mature
M. capax occurs at 30 mm to 40 mm in length, with peak reproductive
performance between 60 mm and 100 mm in length (+2 years old),
at a mean temperature of 32 °C. Garza-Aguirre and Biickle-Ramirez
(1989a) report that in M. capax beds living in the intertidal zone, no
gametogenic activity was observed in mussels under 43 mm in length,

= Intertidal a)

U Five meters deep

2008 2009

Months

Figures 6a-b. Mean Gonadosomatic Index (Gl) of Modiolus capax (Conrad, 1837) living in La Paz, BCS, Mexico, from two beds with different depths. Values are means
+ SD. (transformed data). a) Gonad development stages; b) Monthly Gl by locality (transformed data). Different letters indicate significant differences (p < 0.05).
G: early gametogenesis, R: maturing, S; spawning, PS: post-spawning, Rs: resorption. undifferentiated, early gametogenesis, maturing, spawning, post-spawning,

and resorption.
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and that gametogenesis is delayed at temperatures between 15 °C and
25 °C, and progresses at a faster rate at temperatures higher than 26
°C. Based on the above, we can infer that in M. capax, the size at the
onset of gonad maturation, as well as the reproductive periodicity, will
differ between localities, largely depending on environmental variables
(such as temperature and food availability), which are modified by ha-
bitat and depth. This was confirmed by the differences in sizes found
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between the intertidal site and at the five meters deep. This influence
of environmental characteristics on growth and the gonad development
response (different reproductive peaks) in M. capax provide evidence
that reproductive capacity and its timing may differ in each locality. For
this reason, we recommend the development of specific management
strategies for each bed as a precautionary measure to preserve resour-
ce sustainability.
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Figures 7a-b. Relationship of the monthly gonadosomatic index of Modiolus capax (Conrad, 1837) with temperature and chlorophyll-a concentration, from October
2008 to December 2010, in La Paz, B.C.S., Mexico. a) Intertidal bed; (b) five meters deep bed.
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In addition, knowing the temperature ranges within which this
species achieves maturation is important in aquaculture, e.g. in the
production of seed and the definition of culture areas, thus avoiding
conditions that promote the onset of gonad maturation at small sizes.
In other mollusks, it has been reported that early reproduction leads to
a lower growth rate, due to the higher demand of metabolic energy for
gonad development (Kanazawa & Sato, 2008).

This study shows that, in spite of the continuous reproductive ac-
tivity in Modiolus capax, there are differences in gonad development
between beds, which result in a narrow reproductive peak that varies
between the beds, possibly triggered by environmental conditions (tem-
perature and food availability) that are optimum for the reproduction
of M. capax. Similarly, we observed that environmental variables in-
fluence the size at onset of gametogenesis and maturity, as well as the
interruption of the reproductive process (evidenced by high follicular
atresia).
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RESUMEN

Antecedentes: Los organismos responden a cambios en el medio ambiente, por ello el proceso reproductivo
de un organismo puede verse afectado como consecuencia de la contaminacion. Chione undatella es un
recurso potencial pesquero y de cultivo que se ha explotado durante muchos afios de forma intensiva en la
costa del Pacifico mexicano. Objetivos: El principal objetivo del estudio fue caracterizar el ciclo reproductivo
y la temporalidad del desove, asi como la talla de primera madurez y determinar si existen dafios tisulares
que puedan tener efectos adversos en la reproduccion de C. undatella provocados por la contaminacion pre-
sente en el puerto minero de Santa Rosalia, Golfo de California. Métodos: A través del andlisis histoldgico, del
indice de condicion (ICG) y de parametros ambientales, se evaluaron aspectos de salud y de la biologia repro-
ductiva de la almeja rofiosa en la zona costera del puerto de Santa Rosalia. Resultados: C. undatella presenta
actividad reproductiva durante todo el afio, sin que ello se asocie con la concentracion de clorofila-a ni con
la temperatura. Se encontré una correlacion inversa entre el ICG y la fase de desarrollo de mayor frecuencia
(madurez) en hembras. La talla de primera madurez es de 57 mm LC. En el tejido gonadal (> 80% de los
individuos) se observé una infiltracion de células eosindfilas en todas las fases de desarrollo gonadico, con
una intensidad que oscil6 de intermedia a abundante (> 60% de los organismos). Conclusiones: A pesar de
que C. undatella presenta actividad reproductiva todo el afio, la gran prevalencia de infiltraciones hemociticas
en el tejido gonadal sugiere una potencial deficiencia en su reproduccion. Es importante hacer mas estudios
para confirmarlo y para determinar su relacion con la contaminacion presente en la zona.

Palabras clave: biologia reproductiva, contaminacion, indice de condicion, infiltracion, talla de primera madurez

ABSTRACT

Background: The organisms respond to changes in the environment, hence the reproductive process of an
organism can be affected as a result of contamination. Chione undatella is a potential resource for fishing
and cultivation, which has been intensively exploited for many years on the Mexican Pacific coast. Goals: The
main objective of this study was to characterize the reproductive cycle and spawning temporality, estimate
the size at first maturity, and determine if there is tissue damage that may have adverse effects on reproduc-
tion of C. undatella because of the contamination found in the mining port of Santa Rosalia, Gulf of California.
Methods: Through histological analysis, the general condition index (GCI), and environmental parameters,
we evaluated aspects of the reproductive biology and health of the frilled venus clam from the coastal area
of the port of Santa Rosalia. Results: C. undatella has reproductive activity throughout the year, unrelated
to the concentration of chlorophyll-a, or to temperature. An inverse correlation was found between the GCI
and the phase of development with higher frequency in females. The size at first maturity is 57 mm LC. In
the gonadal tissue (> 80% of the individuals) an infiltration of eosinophilic cells was observed in all phases
of gonadal development with an intermediate to abundant intensity (> 60% of the organisms). Gonclusions:
Although C. undatella has reproductive activity throughout the year, the high prevalence of hemocytic infil-
tration in the gonadal tissue suggests a potential deficiency in its reproduction. We recommend more studies
be undertaken to confirm this preliminary finding and determine the relationship of the deficiency with the
contamination present in the area.

Keywords: condition index, contamination, infiltration, reproductive biology, size at first maturity
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INTRODUCCION

Los estudios sobre biologia reproductiva que abordan aspectos como
la temporalidad del desove y la talla de madurez sexual aportan infor-
macion muy (til para propiciar un mejoramiento en el manejo pesquero
(Stearns, 2000), ademas, son de los aspectos de mayor importancia
para profundizar en el conocimiento de la dinamica poblacional (Jen-
nings et al., 1999).

En general, los ciclos reproductivos de los invertebrados marinos
responden a cambios en el medio ambiente; entre los mas importantes,
estan la temperatura y la disponibilidad de alimento (Darriba et al., 2004,
Dridi et al., 2007; Enriquez-Diaz et al., 2009). Sin embargo, el proceso
reproductivo también puede verse afectado como consecuencia de cam-
bios en un medio marino contaminado (Vaschenko et al., 2013). En la
region costera del golfo de California el ambiente sedimentario del puerto
de Santa Rosalia es receptor y fuente de contaminantes inorganicos; se
han comprobado anomalias positivas de concentracion de elementos no
esenciales en los sedimentos de dicha zona, con potencial de toxicidad y
bio-concentracion (Shumilin et al., 2000; Rodriguez-Figueroa et al., 2009;
Shumilin et al., 2011, Shumilin et al., 2012, Shumilin et al., 2013). Preci-
samente, en ese puerto minero se reportd recientemente una deteriorada
condicion de salud en las gonadas de la almeja chocolata Megapitaria
squalida (Sowerby, 1835) (Yee-Duarte et al., 2018). Lo anterior demues-
tra que es posible llegar a inducir cambios patoldgicos en los bivalvos,
los cuales, por ser organismos filtradores, suelen ser mas susceptibles
a los agentes ambientales, donde las anomalias en los tejidos como la
presencia de granulocitomas o lesiones constituidas principalmente por
granulocitos (Lowe & Moore, 1979) tienen relevancia diagndstica como
biomarcadores de exposicion a la contaminacion (Neff et al., 1987; Au-
ffret, 1988; Villalba et al., 1997; Usheva et al., 2006; Kim & Powell, 2007;
Garmendia et al., 2011). Algo parecido ocurre con la inflamacion, pues
a pesar de ser parte funcional de la respuesta inmune de un organismo
(Muller, 2003), también se ha analizado su posible uso como biomarcador
en exposiciones a los contaminantes, tanto agudas como subletales a
largo plazo (Garmendia et al., 2011).

La almeja rofiosa Chione undatella (Sowerby, 1835) es un recurso
potencial pesquero y de cultivo que se ha explotado intensivamente
durante mucho tiempo con poca o ninguna regulacion, en la costa
del Pacifico mexicano (Arizpe-Covarrubias, 1992). Esta almeja forma
bancos en areas someras y se entierra a poca profundidad en fondos
blandos de sedimentos finos (Fisher et al., 1995), lo que la hace de facil
acceso. En este trabajo se estudio una poblacion de la almeja rofiosa
y se determind su ciclo reproductivo, su temporalidad de desove y su
talla de primera madurez. Adicionalmente, se reporta una anomalia en
el tejido gonadal que podria estar asociada con la exposicion a los con-
taminantes presentes en el area costera de Santa Rosalia.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron muestreos mensuales en un ambiente costero adyacente
al puerto minero de Santa Rosalia, localizado en la costa oriental del
golfo de California (27° 20’ Ny 112° 16’ 0), durante el periodo de sep-
tiembre de 2014 a agosto 2015, excepto en marzo de 2015, cuando no
fue posible obtener organismos. De cada organismo se registré la lon-
gitud de la concha (distancia en linea recta desde el margen anterior al
margen posterior de la concha (LC; 0.1 mm de precision), asi como los
pesos: total, sin concha y de la concha (0.1 g de precision), y se calculd
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el indice de condicion general (ICG), como la razon porcentual del peso
sin concha y el peso total (Gongora-Gomez et al., 2016).

De cada organismo se extrajo tejido gonadal, el cual fue fijado en
formol al 10% en agua de mar. Después de lavar el exceso de fijador,
el tejido se procesé histolégicamente (Humason, 1979), se deshidratd
por medio de una serie de alcoholes de concentraciones crecientes
(70-100%) y se aclaré con HemoDe® y con inclusion en Paraplast®.
Se realizaron cortes de 5 pm de grosor y se tifieron con la técnica de
hematoxilina-eosina, con la que se obtiene un contraste adecuado de
las estructuras del tejido.

El sexo (macho o hembra) se identificé mediante el analisis micros-
copico. Para evaluar la proporcion de sexos en la muestra se aplicé una
prueba de ji-cuadrada con la correccion de continuidad de Yates (x ) bajo
la hipétesis nula de que existe una proporcion 1:1 (Zar, 1996). La regla de
decision se realizd con una confianza del 95%, sin aceptar la hipétesis
cuando el valor de x ? calculado fuera mayor a 3.86 (Sokal & Rohlf, 1979).

La descripcion del ciclo reproductivo se realizd a través de la esti-
macion de las frecuencias relativas mensuales de cada fase de desa-
rrollo gonadico (Tabla 1). Durante el andlisis microscdpico se detectaron
infiltraciones hemociticas en el tejido gonadal y, al considerar el origen
contaminado de las muestras, se aplicé el indice cualitativo propuesto
por Bignell et al. (2011). Primero, con una estimacion visual, se ubica-
ron las muestras en etapas (ausente, presente, intermedio o0 abundante)
con base en la proporcion de cobertura de células eosindfilas presentes
en el tejido gonadal, de acuerdo con la clasificacion que se presenta en
la Tabla 2. Posteriormente, se clasificaron los organismos en cada etapa
agrupandolos por sexo, mes y fase de desarrollo gonadal, para calcular
los porcentajes y llevar a cabo las comparaciones entre ellas.

Mediante el modelo logistico y = a/(1+be*"), se obtuvo la talla de
madurez sexual (L,,,) al medir la longitud de la concha a la cual el
50% de los individuos son sexualmente maduros. Para esto se utilizd
solamente a los organismos con actividad reproductiva, es decir, or-
ganismos en fase de madurez, desove/espermiacion y recuperacion.

Se obtuvieron datos de la temperatura superficial del mar (TSM) y
la concentracion superficial de clorofila-a desde el navegador en linea
de la National Oceanic and Armospheric Administration (NOAA) “Coast
Watch Browser”. Para ambas variables se calcularon los promedios
mensuales de la zona aledafia a la darsena del puerto de Santa Rosalia,
Baja California Sur, en el periodo de 2014 a 2015 en las coordenadas
27° 20’ 45.76” N, -112° 15’ 49.28” 0.

Analisis estadisticos. Al aplicar una prueba de normalidad de Kol-
mogorov-Smirnov se encontrd que los datos de tallas (KS = 0.14, p =
0.01), peso total (KS = 0.11, p = 0.02), peso sin concha (KS = 0.10, p=
0.04) e indice de condicion (KS = 0.12, p= 0.04) no presentan una dis-
tribucion normal, por lo que para detectar diferencias significativas de
estas variables entre sexos se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis. Debi-
do a que los valores del indice de condicidn son porcentajes, se aplicd
una transformacion arcoseno (Zar, 1996) para normalizar la distribucién
de los datos y poder aplicar los analisis de correlacion y cumplir con el
supuesto de normalidad. Se utilizaron los promedios mensuales para
realizar correlaciones de Spearman (analisis no paramétrico) entre las
variables ambientales (temperatura superficial del mar y concentracion
superficial de clorofila a y el ICG, asi como también con la fase de de-
sarrollo de mayor frecuencia. Los analisis estadisticos se realizaron con
un nivel de significancia de p < 0.05 con el programa Minitab 18.
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Tabla 1. Fases de desarrollo de las gonadas y los correspondientes valores del indice de condicion general (media + error estandar) de Chione

undatella (Sowerby, 1835).

Hembras

Machos

Estadio de desarrollo

Estadio de desarrollo

. ICG Observacion microscopica L ICG Observacion microscopica
gonadico gonadico
Indiferenciado 15.40 = 0.13 Presencia de acinos vacios, no
se observan gametos. No se
puede diferenciar el sexo. El tejido
conjuntivo es abundante.
Desarrollo inicial  19.89 + 1.31  Ovocitos pedunculados unidos Desarrollo 20.90 + 0.62 Una capa gruesa de
a las paredes de los foliculos. espermatogonias y
En algunos casos se observan espermatocitos en los tibulos
ovocitos residuales de un desove seminiferos, separados por
anterior (remaduracion). tejido conectivo.
Desarrollo final 20.30 = 0.81 Faliculos con ovocitos en
diferentes fases (vitelogénicos y
pedunculados). Los ovocitos se
encuentran unidos a la pared del
foliculo y unos pocos libres en el
lumen. Una marcada reduccion
en la cantidad de tejido conectivo
entre los foliculos.
Madurez 20.03 = 0.71 Foliculos llenos de ovocitos Madurez 19.95 + 0.56 Crecimiento de los tlibulos
libres en el lumen. Los ntcleos seminiferos, sin espacio
y nucléolos de los ovocitos son entre ellos. Reduccion en la
visibles. Sin tejido conectivo entre cantidad de espermatogonias
foliculos. y espermatocitos con un
aumento en la cantidad de
espermatozoides visibles en el
centro de los tdbulos.
Desove 20.52 +0.88 Foliculos parcialmente vacios, Espermiacion 19.99 + 0.61 Algunos tibulos con
con ovocitos libres en el lumen y espermatozoides abundantes y
presencia de fagocitos. otros parcialmente vacios con
las paredes rotas.
Recuperacion 19.77 = 0.67 Foliculos vacios, con algunos Recuperacion 19.34 £ 0.94 Los tibulos presentan gametos
ovocitos residuales y actividad residuales, actividad fagocitaria
fagocitaria. y abundante tejido conectivo
entre ellos.
RESULTADOS variabilidad mensual del ICG se observa la misma tendencia en ambos

Se analizaron 176 organismos, de los cuales, 2 fueron indiferenciados
(1%), 82 fueron machos (47%) y 92 fueron hembras (52%). La propor-
cion sexual total fue 1.1H:1M, y sdlo fue significativamente diferente
de la proporcion 1:1 en julio (x.? = 1.14; p < 0.05), donde hubo mas
hembras que machos (6H:1M).

Los valores medios, error estandar y rango de las variables mor-
fométricas y del indice de condicion general por sexo, asi como los
resultados de las pruebas de Kruskal-Wallis se presentan en la Tabla 3.
Las hembras fueron significativamente mas grandes que los machos,
tanto en longitud de la concha (LC) como en peso total; sin embargo, al
comparar el peso sin concha, esta diferencia desaparecio y, de forma
similar, en el ICG se equilibrd la diferencia entre sexos. Al analizar la
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sexos, a pesar de que no hay una correlacion significativa (Rho = 0.77;
p=0.005; N =11; Fig. 1), ya que se registré un promedio alto en abril,
tanto en hembras (23.4 = 0.38) como en machos (21.45 + 0.83), y
otro en agosto en machos (23.37 + 0.63) y en septiembre en hembras
(24.55+2.62), hasta alcanzar los menores valores en octubre (14.45 +
0.94y15.29 + 1.29, hembras y machos respectivamente). Se encontrd
una correlacion inversamente proporcional (Rho = -0.633; p=0.010; N
= 11) entre los promedios mensuales del ICG y la fase de desarrollo de
mayor frecuencia en hembras, pero no en machos.

Se estimo la talla de madurez sexual (Lso%) para machos en 57.01
mm LC (r? = 0.98) y para hembras en 57.09 mm LC (r> = 0.99), aunque
la hembra mas pequefia con actividad reproductiva fue de 42 mm LCy
el macho de 50 mm LC (Fig. 2).
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Analisis histoldgico. En el tejido gonadal se observo que al inicio del
desarrollo la pared de los foliculos estaba engrosada, las ovogonias y
ovocitos se encontraban en crecimiento en las hembras, y los esper-
matocitos en los machos se hallaban embebidos en la pared de los
foliculos. Habia tejido conectivo interfolicular muy evidente, el cual se
reduce conforme se avanza en el proceso de maduracion. De manera
generalizada, se observan gametos en diferentes fases de desarrollo al
mismo tiempo en un mismo individuo, lo que permite suponer que hay
una produccion continua de gametos y desoves parciales.

Se presenta actividad reproductiva durante todo el afio, de manera
mas evidente en machos (Fig. 3). Las hembras maduras se presentan
en mayor porcentaje de marzo a junio y en agosto (> 50%), y desovan
en mayor porcentaje durante julio y septiembre (50 y 100%, respecti-
vamente), pero presentan desove de menor intensidad durante enero
y febrero (38 y 36%, respectivamente). Los machos maduros se ob-
servan practicamente todo el afio (excepto en septiembre y octubre) y
registran un mayor porcentaje de espermiacion entre octubre y enero,
con mayor intensidad en octubre y noviembre (> 80%). Los organismos
indiferenciados se presentaron en julio y en diciembre con tallas de 61
mm LC y 57 mm LC, respectivamente.

Infiltracién hemocitica en el tejido gonadal. Esta condicion se pre-
sentd tanto en hembras como en machos con intensidades similares
(Rho =1.90; p=0.168; N = 174), por lo que se analizaron los datos en
conjunto. Adicionalmente, esta condicion estuvo acompafiada de una
reduccion y desaparicion del tejido conectivo. Durante la mayor parte
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Figuras 1a-b. Variacion estacional del indice de condicion general de hembras
(@) y machos (b) de Chione undatella (Sowerby, 1835) en Santa Rosalia, Baja
California Sur, México.
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del afio se observo una infiltracion de células eosindfilas en el tejido go-
nadal en més del 80% de los individuos analizados (Fig. 4). La variacion
mensual de la prevalencia de organismos con infiltracion de células
eosindfilas en el tejido gonadal se presenta en la Figura 5a. Los meses
cuando se observé una menor frecuencia de organismos con infiltra-
cion (53 y 47%) fueron agosto y octubre, mientras que la prevalencia
de estas infiltraciones fue notable en enero y julio, cuando mas del
85 % de los individuos presentaban infiltracion con una intensidad en
etapa 3 (abundante); mientras que en enero, marzo, julio, septiembre y
noviembre el 100% de los organismos presentaban infiltraciones. Por
otro lado, en las cuatro fases de desarrollo gonadico se presenté una
intensidad de intermedia (etapa 2) a abundante (etapa 3) de infiltracion
de células eosindfilas en mas del 60% de los organismos (Fig. 5b).

Variables ambientales. Las variaciones mensuales de la temperatura
superficial del mar y clorofila a se presentan en la Figura 6. Se regis-
traron temperaturas del agua mayores a 25 °C en el periodo de junio
a octubre, agosto fue el mes mas calido con 30.2 °C, en noviembre la
temperatura del agua empezd a disminuir hasta llegar al menor pro-
medio mensual en enero con 18.4 °C. La concentracion de clorofila-a
mostré notables variaciones: tres periodos con valores altos, el maximo
en marzo (47.66 mg/m® seguido de septiembre (41.44 mg/m) y el
menor en junio (28.39 mg/m®). Julio fue el mes con la menor con-
centracion de clorofila-a, ya que sélo alcanzd los 0.63 mg/mé. No se
encontro correlacion estadisticamente significativa entre el ICG con la
concentracion de clorofila a (Rho = -0.08; p = 0.81; N = 11), ni con la
TSM (Rho = -0.01; p=0.98; N = 11).

Hembras

Frecuencia relativa acumulada

Machos

Longitud total (mm)

Figuras 2a-b. Talla de madurez sexual (L)) para hembras (a) y machos (b) de
Chione undatella (Sowerby, 1835) en Santa Rosalia, Baja California Sur, México.
Se incluyen los modelos ajustados.

Hidrobiol6gica



Reproduccion de Chione undatella en una region minera

w0
=]
L
©
h=)
=

= 175)

=

2

S

o

=

]

[7¢}

@

S

@

S

@

(2}

<

&

S

S

o

o)

=]

o

@

>

o

@

s

L
w
=]
i=]
©
S
=
n

329
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Figuras 3a-b. Ciclo reproductivo de hembras (a) y machos (b) de Chione undatella (Sowerby, 1835) en Santa Rosalia, Baja California Sur, México.

DISCUSION

En la region costera del golfo de California, el ambiente sedimentario
del puerto de Santa Rosalia es receptor y fuente de contaminantes inor-
ganicos. En este sentido, se han reportado anomalias de concentracion
de elementos no esenciales en los sedimentos, que evidencian una
potencial toxicidad y su bioconcentracion en la macroalga Padina dur-
villaei Bory Saint-Vincent, 1827 (Rodriguez-Figueroa et al., 2009). La
almeja rofiosa C. undatella, al ser un organismo filtrador, esta propensa
a bioacumular metales pesados, como se ha documentado para otros
organismos filtradores (Gutiérrez-Galindo et al., 1999; Cadena-Carde-
nas et al., 2009), lo cual podria traer consecuencias adversas para el
metabolismo. Asimismo, se report6 recientemente que en esta region
minera la almeja chocolata M. squalida presenta indicios de una salud
general deteriorada, que se observa en su menor tamafio y su baja
condicion (ICG < 20%), en comparacion con otras zonas no contami-
nadas o contaminadas en menor grado (Yee-Duarte et al., 2017). En C.
undatella los valores del ICG parecen estar relacionados con la fase de
madurez (ver Tabla 1). En las hembras, por su parte, los valores men-
suales de ICG estuvieron entre 24.5 + 2.6 en septiembre y 14.4 + 0.9
en octubre, pero esto parece estar mas relacionado con el desove que
con una mala condicion de salud general. Al considerar especificamen-
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te la condicion histopatoldgica de la gonada, se reportaron, en la misma
zona minera donde se realizo el presente estudio, algunas alteracio-
nes en las gonadas de M. squalida (ovocitos atrésicos, células cafés,
infiltracion de hemocitos, granulocitomas y parasitos) y se evidencid
una gran presencia de cobre (30%) y hierro (45%), que se midié como
area de cobertura en el corte del tejido de la gonada (Yee-Duarte et
al., 2018). Lo anterior guarda estrecha concordancia con la exposicion
cronica a altos niveles de metales pesados. En C. undatella se observd
una infiltracion anormal de células eosindfilas dentro del tejido gonadal,
lo cual se discute mas adelante.

Los resultados mostraron que C. undatella presenta actividad re-
productiva (madurez y desove) durante la mayoria de los meses con
una produccion continua de gametos (evidenciada por la presencia de
gametos en diferentes fases de desarrollo al mismo tiempo) y desoves
parciales. En el caso de los machos, es mas marcada la actividad re-
productiva continua (madurez o espermiacion durante todo el afio). De
la misma forma, se ha reportado una actividad reproductiva continua
en dos poblaciones de la misma especie en Bahia Falsa y El Cardo-
nal, ambos lugares dentro de la bahia de La Paz (Baqueiro-Cardenas &
Masso-Rojas, 1988), lo cual indica que es parte de la estrategia repro-
ductiva de la especie.
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Tabla 2. Gradiente cualitativo utilizado para evaluar la intensidad de la infiltracion de células eosindfilas en el tejido gonadal de Chione undatella

(Sowerby, 1835) (modificado de Bignell et al., 2011).

Etapa Proporcion de células eosindfilas
0
Ausente Sin presencia de células eosindfilas en el tejido (0 %)
1
Presente Presencia de algunas células eosindfilas en el tejido (> 0 % < 10 %)
2
Intermedio  Presencia notable de células eosindfilas en el tejido (> 10 % < 50 %)
3
Abundante  Presencia abundante de células eosindfilas en el tejido (> 50 %)

Sin embargo, se detectan diferencias temporales en los periodos
de mayor intensidad de desove entre las poblaciones. En este estu-
dio, el mayor porcentaje de hembras en desove se presenta en julio
(50%) y septiembre (100%), mientras que en Bahia Falsa es en abril
(30%), junio (45%), enero y febrero (maximo de 37%), y finalmente, en
El Cardonal su maximo se presenta en octubre (45%). En bivalvos se
ha demostrado que la temperatura y disponibilidad de alimento son los
factores mas importantes que afectan su ciclo reproductivo (Cardoso
et al., 2007; Freites et al., 2010) y, por lo tanto, las diferencias en la
temporalidad de los desoves pueden ser atribuidas a las distintas con-
diciones ambientales que presenta cada zona (Laudien et al., 2001; Ro-
driguez-Jaramillo et al., 2001) o a variaciones interanuales en las con-
diciones ambientales. Es comun que el desove en los bivalvos se lleve
a cabo en concordancia con temperaturas calidas y se dispare cuando
excede de un nivel critico caracteristico (Maeda-Martinez, 2001). En
C. fluctifraga (Sowerby, 1853) se detectd el desove principal durante
julio y agosto, cuando la temperatura alcanzo sus maximos valores (29
y 30 °C, respectivamente) (Castillo-Duran et al., 2013); mientras que
en C. californiensis (Broderip, 1835) el desove se presentd cuando la
temperatura fue mayor a 24 °C (Garcia-Dominguez et al., 1993). En
contraste, también se ha reportado una reproduccion continua inde-

pendientemente de la variacion de la temperatura para C. cancellata
(Linnaeus, 1767) en Florida (Moore & Lopez, 1969).

De acuerdo con este estudio y con lo reportado por Baqueiro &
Masso (1988), en Baja California Sur C. undatella se reproduce conti-
nuamente sin un efecto aparente originado de la variacion estacional
de la temperatura del agua o de la concentracion de clorofila-a. Sin
embargo, en Santa Rosalia encontramos que los periodos maximos de
desove y espermiacion coinciden con los maximos valores en la tempe-
ratura superficial del mar. Por su parte, las mayores concentraciones de
clorofila a podrian estar mas relacionadas con los periodos de madura-
cion gonadica y desove o con una mayor cantidad de alimento para la
produccion de gametos o para las larvas, respectivamente.

En C. undatella se encontraron células eosindfilas infiltradas en el
tejido gonadal similares a las células hemociticas relacionadas con la
excrecion de material extrafio en Cerastoderma edule (Linnaeus, 1758)
(Russell-Pinto et al., 1994). En moluscos, los hemocitos (células inmu-
noefectoras) y células cafés son de los principales mecanismos de de-
fensa involucrados en el proceso de inflamacion y en la acumulacion
y desintoxicacion de contaminantes (Ottaviani et al., 2010; Ottaviani,
2011; Boscolo-Papo et al., 2014).

Figuras 4a-b. Microfotografia de tejido gonadal de Chione undatella (Sowerby, 1835), tefiido con hematoxilina-eosina. a) Tejido gonadal con infiltracién de células
eosindfilas (Ce), con algunos ovocitos (Oc), y parte de la glandula digestiva (Gd). b) Tejido gonadal en estado normal con abundantes ovocitos (Oc), con tejido conectivo

(Tc) y células hemociticas (Hc).
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Tabla 3. Comparacion de las variables morfométricas y del indice de condicién general por sexo de Chione undatella (Sowerby, 1835) en Santa
Rosalia, Baja California Sur, México. Se presentan media =+ error estandar y el rango entre paréntesis.

Machos Hembras Kruskal-Wallis
N =282 N=92 g.l.1
Longitud de la concha (mm) 57.94 = 0.50 58.85 = 0.47 H=473
(48-70) (42-66) p=0.029
Peso total (g) 62.81 + 1.62 65.44 +1.44 H=5.57
(38.5-112.5) (23.9-94.4) p=0.018
Peso sin concha (g) 12.59 + 0.31 13.30 + 0.35 H=3.47
(7.6-20.3) (4.1-20.3) p=0.063
indice de condicién general 20.31 £ 0.33 20.47 = 0.43 H=0.18
(10.25-25.94) (11.68-44.23) p=0.669
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Figuras 5a-b. Variacion mensual (a) y por fase de desarrollo gonadico (b) de la prevalencia por etapa de intensidad de infiltracion de células eosindfilas en el tejido
gonadal de Chione undatella (Sowerby, 1835) (ambos sexos) en la zona costera de la region minera de Santa Rosalia. Baja California Sur, México.
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Figura 6. Variacion mensual de temperatura superficial del mar y de la concentracion de clorofila-a en las coordenadas 27° 20’ 45.76” N, 112°

15" 49.28” 0.

Cuando consideramos que el tejido gonadal de C. undatella mues-
tra una infiltracion de células eosindfilas con una prevalencia alta (in-
termedia y abundante) en todos los meses y fases de desarrollo go-
nadico, podemos descartar dos causas: presencia de alguna infeccion
por parasitos (no se encontro evidencia de su presencia) o que se deba
al proceso de recuperacion natural de la gonada (se presenté en el
desarrollo y la madurez con > 80% de prevalencia). Por lo tanto, se
podria hipotetizar que, debido a que estos organismos estan expuestos
cronicamente a un ambiente contaminado por metales (Shumilin et al.,
2013), estas células estan relacionadas con la reaccion celular a estrés
abidtico, el cual resulta en un proceso de inflamacion inmune innato
(Bouallegui et al., 2017).

Distintos autores mencionan que después del transporte de hemo-
citos y células cafés, algunos tejidos se identifican como blancos de
acumulacion o desintoxicacion de contaminantes en moluscos (Bos-
colo-Papo et al., 2014). Estas infiltraciones se presentan acompariadas
de alteraciones morfolégicas a nivel celular, como un decremento en
el volumen de una célula o un drgano, asi como una pérdida de grosor
del epitelio o atrofia (Bouallegui et al., 2017). Esta pérdida de la arqui-
tectura normal del tejido gonadal en C. undatella fue evidente con la
reduccion y desaparicion del tejido conectivo. Dicho fenémeno ha sido
descrito previamente por Villalba et al. (2001).

A pesar de que C. undatella presenta actividad reproductiva todo
el afo, la alta prevalencia de infiltraciones hemociticas y la pérdida de
la arquitectura normal del tejido gonadal sugieren una potencial defi-
ciencia en su reproduccion. Es importante hacer mas estudios (gasto

energético, fecundidad y viabilidad de los huevos) para confirmarlo y
para determinar su relacion con la contaminacion presente en la zona.

AGRADECIMIENTOS

Esta investigacion fue financiada por los proyectos SIP 20150117,
20160467, 20171428, SIP 20170262 y 20180442. C. A. Arce-Peinado
es un estudiante becario CONACyT; los resultados presentados aqui son
parte de su tesis doctoral.

REFERENCIAS

Arizre-Covarruslias, 0. 1992. Los moluscos y su importancia comercial en
el Pacifico mexicano. Libros universitarios 1, Serie Didactica. Uni-
versidad Autonoma de Baja California Sur, La Paz, México. 219 p.

AurrreT, M. 1988. Histopathological changes related to chemical conta-
mination in Mylilus edulis from field and experimental conditions.
Marine Ecology Progress Series 46: 101-107.

Baaueiro-Carbenas, E. & J. A. Masso-Rosas. 1988. Variaciones pobla-
cionales y reproduccion de dos poblaciones de Chione undatella
(Sowerby, 1835), bajo diferentes regimenes de pesca en la Bahia
de La Paz, B.C.S., México. Ciencia Pesquera 6: 51-68.

BiNELL, J. P., G. D. StentiForn, N. G. H. TavLor & B. P. Lvons. 2011, Histopa-
thology of mussels (Mytilus sp.) from the Tamar estuary, UK. Ma-

Hidrobiol6gica



Reproduccion de Chione undatella en una region minera

rine Environmental Research 72: 25-32. DOI:10.1016/j.marenvres.
2011.05.004

BoscoLo-Paro, M., D. BertotTo, F. PascoLl, L. LocateLLo, M. VasceLLARI, C. PoL-
TRONIERI, F. QuacLio & G. RapeLu. 2014. Induction of brown cells in
Venerupis philippinarum exposed to benzo(a)pyrene. Fish and She-
lifish Immunology 40: 233-238. DOI: 10.1016/j.fsi.2014.07.006

BouaLLecu, Y., R. Ben-Younes, H. BeLamine & R. Ouestari. 2017. Histopatho-
logy and Analyses of inflammation intensity in the gills of mussels
exposed to silver nanoparticles: role of nanoparticle size, exposure
time and uptake pathways. Toxicology Mechanisms and Methods
27 (8): 582-591. DOI: 10.1080/15376516.2017.1337258

Capena-CArpenas, L., L. Meénpez-Ropricuez, T. Zenteno-Savin, J. Garcia-Her-
NANDEZ & B. AcosTa-Varaas. 2009. Heavy metal levels in marine mo-
llusks from areas with, or without, mining activities along the Gulf
of California, Mexico. Archives of Environmental Contamination and
Toxicology 57: 96-102. DOI: 10.1007/s00244-008-9236-0

Carposo, J. M. F. M., D. LanaLet, J. F. Lorr, A. R. Martins, J. I. J. Wirte, P.
T. Santos & H. W. van per Veer. 2007. Spatial variability in growth
and reproduction of the Pacifc oyster Crassostrea gigas (Thunberg,
1793), along the west European coast. Journal of Sea Research 57
(4): 303-315. DOI: 10.1016/j.seares.2006.11.003

CasTiLLo-Duran, A., A. Castro-Acepo, J. A. ARREOLA-LizARRAGA, F. Hovos-CHal-
Rez, C. CAceres-Martinez, R. Menpoza-SaLcapo & J. CHAVEZ-VILLALBA.
2013. Ciclo gametogénico e indice de condicion de la almeja Chio-
ne fluctifraga en Bahia San Jorge, Golfo de California, México. Re-
vista de Biologia Marina y Oceanografia 48: 59-72. DOI: 10.4067/
s0718-19572013000100006

DarriBa, S., F. San Juan & A. Guerra. 2004. Reproductive cycle of the ra-
zor clam Ensis arcuatus (Jeffreys, 1865) in northwest Spain and
its relation to environmental conditions. Journal of Experimental
Marine Biology and Ecology 311 (1): 101-115. DOI: 10.1016/j.jem-
be.2004.05.004

Drioi, S., M. S. RompHane & M. ELcarsi. 2007. Seasonal variation in weight
and biochemical composition of the Pacific oyster, Crassostrea gi-
gas in relation to the gametogenic cycle and environmental condi-
tions of the Bizert lagoon, Tunisia. Aquaculture 263: 238-248. DOI:
10.1016/j.aquaculture.2006.10.028

Enriauez-Diaz, M., S. Pouvreau, J. CHAvez-ViLLaea & M. Le Pennec. 2009.
Gametogenesis, reproductive investment, and spawning behavior
of the Pacific giant oyster Crassostrea gigas: evidence of an en-
vironment-dependent strategy. Aquaculture International 17 (5):
491-506. DOI: 10.1007/s10499-008-9219-1

FisHer, W., F. Krupp, W. ScHNNEIDER, C. Sommer, K. E. CarPenTeR & V. H. NiEm.
1995. Guia FAO para la identificacion de especies para los fines de
la pesca. Pacifico centro oriental. Volumen |. Plantas e invertebra-
dos. FAQ. Roma. 646 p.

Freres, L., C. Corbova, D. ArRiechE, L. MonTeRo, N. GARcia & J. H. HIMMELMAN.
2010. Reproductive cycle of the penshell Atrina seminuda (Mollus-
ca: Bivalvia) in northern waters of Venezuela. Bulletin of Marine
Science 86 (4): 785-801. DOI: 10.5343/bms.2009.1077

Garcia-Dominuez, F. A., G. Garcia-MeLear & P. GonzaLEz-Ramirez. 1993. Ciclo
reproductivo de la almeja rofiosa, Chione californiensis (Broderip,

Vol. 28 No. 3 » 2018

333

1835), en Bahia Magdalena, Baja California Sur, México. Ciencias
Marinas 19 (1): 15-28.

GARMENDIA, L., M. Soto, M. Ortiz-ZarRAGOITIA, A. OrBEA, M. P. CAJArAvILLE & L.
Maricomez. 2011. Application of a battery of biomarkers in mussel
digestive gland to asses long-term effects of the Prestige oil spill
in Galicia and Bay of Biscay: correlation and multivariate analysis.
Journal of Environmental Monitoring 13: 933-942. DOI: 10.1039/
c0em00704h

GonGora-Gomez, A., M. Garcia-ULLoa, M. AreLLano-Marrinez, S. Asap, A. Do-
MiNGuez & J. Ponce-Paarox. 2016. Annual reproductive cycle and
growth of the pen shell Atrina maura (Pterioidea: Pinnidae) on
sand-bottom culture in the Ensenada Pabellones lagoon system,
Gulf of California, Mexico. Invertebrate Reproduction and Develop-
ment 60 (1): 28-38. DOI: 10.1080/07924259.2015.1126535

GuTiERREZ-GALINDO, E. A., J. A. ViLLAESCUSA-CELAYA & A. ARREOLA-CHIMAL. 1999.
Bioaccumulation of metals in mussels from four sites of the coastal
region of Baja California. Ciencias Marinas 25: 557-578.

Humason, G. L. 1979. Animal Tissue Techniques. 3rd ed. W.H.Freeman &
Co Ltd. San Francisco. 641 p.

Jennigs, S., S. P. R. GreensTreeT & J. D. Revnowps. 1999. Structural change
in an exploited fish community: A consequence of differential fishing
effects on species with contrasting life histories. Journal of Animal
Ecology 68: 617-627. DOI: 10.1046/j.1365-2656.1999.00312.x

Kim, Y. & E. N. PoweLL. 2007. Distribution of parasites and pathologies
in sentinel bivalves: NOAA status and trends “mussel watch”
program. Journal of Shellfish Research 26: 1115-1151. DOl
10.2983/0730-8000(2007)26[1115:dopapi]2.0.co;2

Laupien, J., T. Brey & W. E. ArnTz. 2001. Reproduction and recruitment
patterns of the surf clam Donax serra (Bivalvia, Donacidae) on two
Namibian sandy beaches. South African Journal of Marine Science
23:53-60. DOI: 10.2989/025776101784528980

Lowe D. M. & N. M. Moore. 1979. The cytology and occurrence of granu-
locytomas in mussels. Marine Pollution Bulletin 10: 137-141. DOI:
10.1016/0025-326x(79)90081-x

Maepa-Marrinez, A. N. (ed). 2001. Los moluscos pectinidos de Iberoamé-
rica: ciencia y acuicultura. Editorial Limusa, México. 501 p.

Moore, H. B. & N. N. Lopez. 1969. The ecology of Chione ancellata. Bulle-
tin of Marine Science 19: 131-148.

Mutter, W. A. 2003. Leukocyte-endothelial-cell interactions in leukocyte
transmigration and the inflammatory response. Trends in Immuno-
logy 24: 326-333. DOI: 10.1016/S1471-4906(03)00117-0

Nerr, J. M., R. E. HiLLman, R. S. Carg, R. L. BunL & J. I. Laney. 1987. His-
topathologic and biochemical responses in arctic marine bivalve
molluscs exposed to experimentally spilled oil. Arctic 40 (Supp. 1):
220-229.

Otraviani, E. 2011 Immunocyte: the invertebrate counterpart of the verte-
brate macrophage. Invertebrate Survival Journal 8: 1-4. Disponible
en linea en: http://www.isj.unimo.it/articoli/ISJ224.pdf

Otraviani, E., A. Franchini & D. Mawacou. 2010. Inflammatory Res-
ponse in Molluscs: Cross-Taxa and Evolutionary Considera-


https://doi.org/10.1016/j.fsi.2014.07.006
https://doi.org/10.1080/15376516.2017.1337258
https://doi.org/10.1007/s00244-008-9236-0
https://doi.org/10.1016/j.seares.2006.11.003
https://doi.org/10.4067/s0718-19572013000100006
https://doi.org/10.4067/s0718-19572013000100006
https://doi.org/10.1016/j.jembe.2004.05.004
https://doi.org/10.1016/j.jembe.2004.05.004
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2006.10.028
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2006.10.028
https://doi.org/10.1007/s10499-008-9219-1
https://doi.org/10.5343/bms.2009.1077
https://doi.org/10.1039/c0em00704h
https://doi.org/10.1039/c0em00704h
https://doi.org/10.1080/07924259.2015.1126535
https://doi.org/10.1046/j.1365-2656.1999.00312.x
https://doi.org/10.2983/0730-8000(2007)26[1115:dopapi]2.0.co;2
https://doi.org/10.2983/0730-8000(2007)26[1115:dopapi]2.0.co;2
https://doi.org/10.2989/025776101784528980
https://doi.org/10.1016/0025-326x(79)90081-x
https://doi.org/10.1016/0025-326x(79)90081-x
http://www.isj.unimo.it/articoli/ISJ224.pdf

334

tions. Current Pharmaceutical Design 16: 4160-4165. DOI:
10.2174/138161210794519084

Robricuez-Figueroa, G. M., E. SHumin & . SAncHEzZ-Robricuez. 2009. Heavy
metal pollution monitoring using the brown seaweed Padina dur-
villaei in the coastal zone of the Santa Rosalia mining region, Baja
California Peninsula, Mexico. Journal of Applied Phycology 21: 19-
26.DO0I: 10.1007/s10811-008-9346-0

Robricuez-JaramiLLo, C., A. N. Maepa-Marrinez, M. E. VaLDEz, T. Reyn0so-GRa-
NADOS, P. Monsatvo-Spencer, D. Prapo-Ancona, F. Carpoza-VeLasco, M.
RosLes-Muncaray & M. T. Sicarn. 2001. The effect of temperature on
the reproductive maturity of the penshell Atrina maura (Sowerby,
1835) (Bivalvia: Pinnidae). Journal of Shellfish Research 20: 39-47.

RusseLL-PinTo, F., R. Remao & M. pe Sousa. 1994. Haemocytes in Ceras-
toderma edule (Mollusca, Bivalvia): distinct cell types engage in
different responses to sheep erythrocytes. Fish and Shellfish Im-
munology 4: 383-397. DOI: 10.1006/fsim.1994.1033

StumiLi, E., G. M. Ropriguez-Figueroa, 0. M. Morton-Bermea, E. LounEJE-
va-BaruriNa, E. HernAnDEZ & D. Ropricuez-Meza. 2000. Anomalous trace
element composition of coastal sediments near the copper mining
district of Santa Rosalia, Peninsula of Baja California, Mexico. Bulle-
tin of Environment Contamination and Toxicology 65: 261-268. DOI:
10.1007/s0012800123

ShumiLin, E., V. Gorpeev, G. RobriGuez-Ficueroa, L. Demina & K. CHOUMILINE.
2011. Assessment of geochemical mobility of metals in surface
sediments of the Santa Rosalia mining region, western Gulf of Cali-
fornia. Archives of Environmental Contamination and Toxicology 60:
8-25.DO0I: 10.1007/s00244-010-9532-3

SxumiLin, E., G. Ropriguez-Ficueroa, D. Sapozunikov, Y. Sapozunikov & K. CHou-
miLne. 2012. Anthropogenic and authigenic uranium in marine sedi-
ments of the Central Gulf of California adjacent to the Santa Rosalia
mining region. Archives of Environmental Contamination and Toxi-
cology 63 (3): 309-322. DOI: 10.1007/s00244-012-9776-1

SHumiL, E., A. Jimenez-ILiescas & S. Lopez-Lopez. 2013. Anthropogenic
contamination of metals in sediments of the Santa Rosalia Harbor,
Baja California Peninsula. Bulletin of Environmental Contamination
and Toxicology 90: 333-337. DOI: 10.1007/s00128-012-0923-1

Arce-Peinado C. A. et al.

SokaL R. R. & F. J. Rouir. 1979. Biometria: Principios y métodos esta-
disticos en la investigacion bioldgica. H. Blume Ediciones, Madrid.
832 p.

Stearns, S. C. 2000. Life history evolution: successes, limitations, and
prospects. Naturwissenschaften 87: 476-486. DOI: 10.1007/
s001140050763

UsHeva, L. N., M. A. VascHenko & V. B. Durkina. 2006. Histopathology of
the digestive gland of the bivalve mollusk Crenomytilus grayanus
(Dunker, 1853) from southwestern Peter the Great Bay, Sea of Ja-
pan. Russian Journal of Marine Biology 32: 166-172. DOI: 10.1134/
$1063074006030047

VascHenko, M. A., H. L. Hsien & V. 1. Rapastevsky. 2013. Gonadal state of the
oyster Crassostrea angulata cultivated in Taiwan. Journal of Shellfi-
sh Research 32: 471-482. DOI: 10.2983/035.032.0227

ViLLaiea, A., S. G. MoureLLe, M. J. CareaLLAL & C. Lopez. 1997. Symbionts
and diseases of farmed mussels Mytilus galloprovincialis throu-
ghout the culture process in the Rias of Galicia (N\W Spain). Disea-
ses of Aquatic Organisms 31: 127-139.

ViLLaiea, A., M. J. Carsaial & C. Lopez. 2001. Disseminated neoplasia
and large foci indicating heavy haemocytic infiltration in cockles
Cerastoderma edule from Galicia (N\W Spain). Diseases of Aquatic
Organisms 46: 213-216.

Yee-Duarte, J. A., B. P. CeBaLLos-VAzauez, E. CHoumiLINE, K. Kibb & M. ARELLA-
No-Marrinez. 2017. Evidence of health impairment of Megapitaria
squalida (Bivalvia: Veneridae) near the “hot spot” of a mining port,
Gulf of California. Hidrobioldgica. 27: 391-398.

Yee-Duarte, J. A., B. P. CesaLos-VAzauez, E. UriBe, O. Lorez & M. AReLLA-
no-Marrinez. 2018. Histopathological alterations in the gonad of
Megapitaria squalida (Mollusca: Bivalvia) inhabiting a heavy metals
polluted environment. Journal of Aquatic Animal Health 30:144-
154.D0I: 10.1002/aah.10015

ZaR, J. H. 1996. Biostatistical analysis. 3rd ed. Prentice Hall Inc., New
Jersey. 662 p.

Hidrobiol6gica


https://doi.org/10.2174/138161210794519084

https://doi.org/10.2174/138161210794519084

https://doi.org/10.1007/s10811-008-9346-0
https://doi.org/10.1006/fsim.1994.1033
https://doi.org/10.1007/s0012800123
https://doi.org/10.1007/s0012800123
https://doi.org/10.1007/s00244-010-9532-3
https://doi.org/10.1007/s00244-012-9776-1
https://doi.org/10.1007/s00128-012-0923-1
https://doi.org/10.1007/s001140050763
https://doi.org/10.1007/s001140050763
https://doi.org/10.1134/s1063074006030047
https://doi.org/10.1134/s1063074006030047
https://doi.org/10.2983/035.032.0227

Hidrobioldgica 2018, 28 (3): 335-347

UNIVERSIDAD
AUTONOMA

Casa abierta al tiempo | IETROPOLITANA
Unidad Iztapalapa

OPEN ACCESS
Research Article
December, 2018

HIDROBIOLOGICA

http:/hidrobiologica.izt.uam.mx
ISSN: 2448-7333

Seasonal fluctuations of Rotifera in a tropical lake in Amazonia (Acre River floodplain, Brazil)

Fluctuacion estacional de Rotifera de un lago tropical en la Amazonia ((lanura de inundacion del Rio Acre, Brasil)

Erlei Cassiano Keppeler™®, Alzenira Jacob Serra®®, Lisandro Juno Soares Vieira®, Jardely de Oliveira Pereira*®, Maralina Torres da

Silva®®, Maria José Alencar dos Santos®” and Antonio Sergio Ferraudo’

Recibido: 02 de octubre de 2017.

Aceptado: 02 de agosto de 2018. Publicado: 14 de diciembre de 2018.

T University Federal of Acre, Campus of
Cruzeiro do Sul, Biodiversity Institute/
Water Analyses and Limnology Labora-
torie. Multidisciplinar Center. Canela Fina,
69980-000, Acre State, Brazil

University Federal of Acre, Campus of
Cruzeiro do Sul, Biodiversity Institute/
Water Analyses and Limnology Labora-
torie, Multidisciplinar Center. Canela Fina,
69980-000, Acre State, Brazil

University Federal of Acre, Campus of Rio
Branco. Center of Biological Sciences,
Aquatic ecology and fishes Laboratorie,
Distrito Federal, 69915-900, Acre State,
Brazil

University Federal of Acre, Campus of Rio
Branco, Laboratory of Anatomy, 69915-
900, Distrito Federal and Secretary of
Education and Culture. Rio Grande do Sul,
1907, Aeroporto Velho, 69903-420, Acre
State, Brazil

Federal Institute of Education, Baixada
do Sol, Carolina de Lima, Coronel José
Galdino, 495, Bosque, 69900-640, Rio
Branco, Acre State, Brazil. Post Graduate
in Biodiversity and Health, Oswaldo Cruz
Institute and Foundation. Av. Brasil, 4365,
Manguinhos, 21040-900, Rio de Janeiro
State, Brazil

University Federal of Acre, Campus of
Cruzeiro do Sul, Biodiversity Institute/
Water Analyses and Limnology Labora-
torie, Multidisciplinar Center, Canela Fina,
69980-000, Acre State, Brazil

S&o Paulo State University, Faculty of Agri-
culture and Veterinary Sciences. Acess Via
Prof. Paulo Donato Castellane w/n. ,Jaboti-
cabal, 14884-900, Sdo Paulo State, Brazil

*Author for correspondence:
erleikeppeler@gmail.com

To cite as:

Cassiano Keppeler E., A. Jacob Serra, L.
J. Soares Vieira, J. de Oliveira Pereira, M.
Torres da Silva, M. J. Alencar dos Santos
and A. Sergio Ferraudo. 2018. Seasonal
fluctuations of Rotifera in a tropical lake
in Amazonia (Acre River floodplain, Brazil).
Hidrobiologica 28 (3): 235-347.

DOl

~

©w

IS

o

>

~

Vol. 28 No. 3 » 2018

ABSTRACT

Background: The tropics are centers of high biodiversity of Rotifera that are highly variable and abundant.
They play a key role since they are a link in the interaction network with members of other communities.
Temporal changes in the community structure of the Rotifera assemblage is related to hydrologic phases.
Goals: In this study, we focus on testing the hypothesis that the seasonal changes in alpha diversity and
abundance (standing stocks) of Rotifera (Monogononta), considering also limnological variables, are mainly
related to rainfall patterns. We consider four seasons based on rainfall: rainy, very rainy, dry, and very dry.
Methods: Between 2008 and 2009, rotifers were sampled monthly with a plankton net in qualitative and
quantitative sampling, and seven limnological variables were recorded at three sampling stations along Lake
Amapa. Results: We found approximately 23% of all Rotifera listed for the Amazonia. The high Menhinick
index revealed a high species dominance, except in the rainy season. The Shannon index did not show a
greater distribution of organisms (0.3844 to 0.8886) independent of the layer and time season. In general,
the equability index showed that all species were equally abundant in all seasons, with higher values at the
surface and in the middle of the water column. The limnological variables also showed differences between
all seasons in at least a layer of the water column. Gonclusions: The seasons influenced the fluctuations in
the communities of Rotifera of Lake Amapa, which led to a different species distribution pattern over time.

Keywords: abundance, oxbow lake, rainfall, zooplankton

RESUMEN

Antecedentes: Los tropicos son centros de alta biodiversidad donde los rotiferos son muy variables y abun-
dantes. Estos organismos desempefian un papel clave en el ecosistema, ya que son eslabones en la red de
interacciones con los miembros de otras comunidades. Objetivos: En este estudio nos enfocamos en probar
la hipdtesis de que los cambios estacionales, incluyendo los patrones de lluvias y las variables limnoldgicas,
influyen en la diversidad y la abundancia de los rotiferos monogonontos del lago Amapa. Métodos: En total
se consideraron cuatro periodos estacionales basados en la precipitacion: lluvioso, muy lluvioso, seco y muy
seco. Entre el afio 2008 y 2009, se realizaron muestreos mensuales de plancton y se tomaron siete variables
limnoldgicas en tres estaciones establecidas a lo largo del lago Amapa. Las muestras fueron analizadas de
forma cualitativa y cuantitativa en laboratorio. Resultados: Se encontr6 cerca del 23% de rotiferos registra-
dos en la Amazonia. El indice de Menhinick reveld una alta dominancia de las especies, excepto en la época
de lluvias. Independientemente de la profundidad de la columna de agua y la estacion del afio; el indice de
Shannon no mostré una mayor distribucion de organismos (0.3844 a 0.8886) independientemente de la
profundidad de la columna de agua y la temporada de colecta. En general, el indice de equidad mostr6 que
todas las especies fueron igualmente abundantes en todos los periodos estacionales, los valores mas altos
se observaron en la porcion superficial y media de la columna del agua. En al menos una capa de la columna
de agua se encontraron diferencias entre las variables limnoldgicas de todas las estaciones. Conclusiones:
Las fluctuaciones en las comunidades de rotiferos de lago Amap4, estuvo influenciado por los periodos
estacionales, lo cual determing un patron diferencial en la distribucion de las especies a través del tiempo.

Palabras clave: abundancia, meandro abandonado, precipitacion, zooplancton
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INTRODUCTION

In almost every aquatic habitat, we find communities of zooplankton,
including Rotifera. Zooplankton are considered to be some of the most
important organisms on earth due to the food supply they provide to
most aquatic life (Wetzel & Likens, 2007). Rotifers are found in different
gradients of salinity and in waters of varying depths. Temporal changes
in the community structure of the Rotifera assemblage are related to
hydrologic phases and seasonal cycles (Frutos, 1998), and species ha-
bitat preference (De Azevedo & Costa Bonecker, 2003) for tropical lakes,
which are centers of biodiversity (Lewis Jr., 2000).

The hydrological regime is reported to be one of the causes that
determine community structure and biodiversity over time (Magalhdes
etal., 2009; Costa et al., 2013). However, we ought to know more about
the influence of rainfall on the community structure, considering that
many studies consider only two seasons, rainy and dry or summer and
winter (Sampaio & Lopes, 2000; De Carli et al., 2017).

The seasonal variations of water levels favor the occupation of di-
fferent lowland habitats that remain isolated or in connectivity, accor-
ding to the season of the year, thereby providing an exchange of species
between river and lake. The floodplains promote the relocation of orga-
nisms to new habitats within a period that can vary from days to weeks
(Arrington & Winemiller, 2006). Changes in species richness can lead
to losses of zooplankton in large quantities and impacts on succession.

The zooplankton make extensive vertical excursions through the
water column (Mann, 2004) and are subject to the influence of several
factors such as rainfall, temperature, water oxygen availability, pH, and
electrical conductivity, which act together or separately, and may cause
fluctuations in the communities, where according to Bodin and Norberg
(2007), individuals within the compartments can benefit from neighbo-
ring stratum resources.

Approximately 40% of tropical lakes originate from rivers (Lewis
Jr., 1996). Tropical lakes are thus part of the floodplains and are specific
ecosystems with frequent interactions between land and water (Junk,
1999; Arrington & Winemiller, 2006). Floodplain lakes are considered
dynamic systems, influenced by rainfall, which change with the effects
of fluctuations in the water level or pulses throughout the year; they
are mainly seasonal. Oxbow lakes, typical environments of the floo-
dplain (Junk & Welcomme, 1990), are major components of Amazon
watersheds, which are subject to seasonal changes and become more
pronounced when considering biotic factors, such as the movement of
individuals, species multiplication, and predation.

In this study, we focus on testing the hypothesis that the seasonal
changes in alpha diversity and abundance (standing stocks) of Rotifera,
considering also limnological variables, are mainly related to rainfall
patterns. We hypothesize that 1) The diversity of Rotifera in Lake Amapa
is different in the various layers of the water column; 2) The community
structure is affected by precipitation due to changes in the water level;
3) Different species are dominant during different seasons.

MATERIALS AND METHODS

Study area. Lake Amapa is located within the municipality of Rio Bran-
co, Acre State (Fig. 1), in southwestern Amazonia (10° 2’ 36” S and 67°
50’ 24” W). The lake is about 6 km in length and is surrounded by dense
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tropical forest and areas disturbed by deforestation (40%); therefore,
there is an input of organic matter from the forest to the lake (Keppeler
& Hardy, 2004a).

This oxbow lake is located at the floodplain of the Acre River, cha-
racterized as white and turbid water (Philips et al., 2008), originating in
Peru at approximately 300 m.a.s.l. The river has a length of 1190 km
and flows to 100 m on the right bank of the Purus River in the city of
Boca Acre, Amazonas State.

Fluctuations in the water level are also characteristic of Lake Ama-
pa, changing the hydrometric levels by the influence of hydrological
periods. Figure 2 shows the three distinct phases of the hydrological
cycle considered in the study.

The sub-basin of the Acre River is located in the depression of Acre
River, and has predominantly sedimentary rocks of lacustrine and flu-
vial origin, making soils extremely poor (Fittkau et al., 1975). Their geo-
logic positioning indicates that the region emerged during the Pliocene
to Pleistocene (Araujo et al., 2005).

The fish diversity in Lake Amapa is high; between 2008 and 2009,
2,131 fish were collected, belonging to 53 species, 18 families, and five
orders (Silva et al., 2013). According to Pereira et al. (2011) and Silva
et al. (2013), the lake is largely predominated by small species such as
Hypoptopoma gulare (Siluriformes) and medium-size species such as
Triportheus curteus during the dry season.

According to the Koppen climate classification, the climate can
be characterized as hot and humid (Peel et al., 2007). This is due to
the Intertropical Convergence Zone in the region (Cox & Moore, 2010).
Monthly data on rainfall and air temperature in the study area were ob-
tained from the website http://sinda.crn2.inpe.br/PCD/SITE/novo/site/
index.php. At this site, we found that with regard to air temperature,
June (2009) and September (2009) showed the lowest and highest va-
lues, respectively, of 28.4 °C and 29.5 °C.

Hydrologic Regime. In this study, we define a model based on rainfall
with four seasons: very rainy, rainy, dry, and very dry. The model was
divided into four seasons throughout the year based on these values:
Very rainy (January, February, March, April); Dry (May, June, July); Very
dry (August, September), Rainy (October, November, December).

Zooplankton. Qualitative zooplankton sampling was conducted be-
tween October 2008 and September 2009 at three sampling stations in
the pelagic region of the lake. Quantitative zooplankton samples were
obtained between November 2008 and September 2009, covering
the four seasons. Rotifera were collected with a submerged motori-
zed pump, such that 200 liters of water were filtered in the water co-
lumn using a plankton net with a 55-pm mesh for qualitative analysis,
amounting to 36 samples. Quantitative samplings were also carried out
at three vertical strata, with a Van Dorn bottle: surface, middle, and
bottom, totaling 103 samples. The samples at the water surface were
collected from the water column at the surface (S) just 0.15 m below
the surface layer, in the middle (M) at the midpoint of the water column,
and at the bottom (B), which we considered to be 0.20 m above the
sediment (Passarinho et al., 2013).

Samples for zooplankton quantitative and qualitative analyses were
stored in 300 ml glass vials, fixed, and preserved with 4% formalde-
hyde. Species richness of the zooplankton community was determi-
ned using a light microscope and specialized literature, such as Koste
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Figure 1. Location of Lake Amapa and sampling stations: S1, S2, and S3. Lake Amapa is located in Rio Branco municipality, Acre State, Amazonia, Brazil.

(1978), Koste & Hardy (1984), and Segers (1995). The quantitative zoo-
plankton was estimated following recommendations in Wetzel & Likens
(1991), who report analyses made with a Sedgwick-Rafter counting
chamber (1 mL) under a light microscope. A minimum of 80 individuals
(Bottrel et al., 1976) of the most abundant taxa were counted. The entire
sample was inspected for rare species. Quantitative final enumeration
has been expressed using ind. L™

The frequency of occurrence (Fo) of the species was calculated
considering the ratio of the number of samples in which the organism
was identified and the total number of samples collected, in accordance
with Mateucci and Colma (1982). The following classification categories
were considered: very common > 70%, frequent >40% and < 70%,
infrequent >10%n and <40%, sporadic or rare < 10%.

Between November 2008 and September 2009, we conducted
monthly physical and chemical analyses at three stations. Limnological
variables were measured: Transparency (Secchi disc in cm), depth tem-
perature, pH, and electrical conductivity with a YSI limnological probe,
while also considering the limnological variables at the surface, middle,
and bottom. These variables were used to compare the Rotifera with
the seasons.

Species Richness of Rotifera. The degree of significance of all values
for the Rotifera diversity in four seasons was calculated with an analy-
sis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s post hoc Test. We used
Multiple Linear Regression Analysis (r?) for the analyses of correlation
between the rainfall and the diversity of Rotifera variables at each sta-
tion. All these values were also calculated utilizing the Past statistics
package, version 3.x. (Hammer et al., 2001).
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Species Diversity and Abundance of Rotifera. The Menhinick index
(Menhinick, 1964) was calculated, considering the relative proportion of
a particular species in the sample. The specific diversity was estimated
by the Shannon-Wiener index (H’). The values for the Shannon-Wiener
index are between 0 and 1; values >0.5 indicate a more uniform pro-
portion of the individuals among the species (Ludwig & Renolds, 1988).
The equability J index (Pielou, 1966) considers the relative proportion of
this species in the samples. The Simpson index is a measure of even-
ness (Magurran, 2004). All these values were calculated utilizing the
Past statistics package, version 3.x. (Hammer et al., 2001).

Using an analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post
hoc Test, we calculated the degree of significance of all values for the
Rotifera and limnological variables at the surface, middle, and bottom
of the water column over four seasons. We also ran a nonparametric
Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test when
the assumptions of normality (Shapiro—Wilk) and homoscedasticity (Le-
vene) for the ANOVAs were not achieved with a transformation of data
(log,,). All these values were calculated utilizing the Bioestat 5.0 (Ayres
etal., 2007).

Spearman’s coefficient was used, and we adopted a 5% signifi-
cance level to test the correlation between the limnological variables
with the abundance of rotifers in each layer of the water column, within
each season.

RESULTS

Hydrologic Regime. Figure 3 shows the four season divisions. Be-
tween October 2008 and September 2009, the maximum and mini-
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mum values of rainfall occurred in November 2008 (118.77 mm) and
September 2009 (10.15 mm), respectively.

Species Richness of Rotifera. Fifty-seven species of rotifers were
identified. The rotifers were represented by 17 families listed in Table
1 with Brachionidae (12) and Trichocercidae (6) showing the largest
number of taxa.

The most frequent species found throughout the study were Bra-
chionus calyciflorus calyciflorus, Brachionus havanaensis, and Filinia
opoliensis at 83%, Trichocerca similis had a frequency of 67%, while
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the species Brachionus dolabratus, Filinia novaezealandiae, Keratella
americana, and Keratella cochlearis registered a frequency of 58%, and
Filinia pejeleri had a frequency of 42% (Table 1).

Less frequent species were Keratella tropica, Brachionus calicy-
florus calicyflorus, Filinia novaezealandiae, and Trichocerca tenuior at
33%, while Brachionus plicatilis, Brachionus caudatus, Tricocerca bi-
cristata, and Trichocerca montana registered 25%.

The following species were in low abundance with a frequency of
17%: Asplanchna brightwelli, Asplanchna sieboldi, Brachionus hava-

Table 1. Rotifera in Lake Amapa between October 2008 and September 2009. FO (%) = Occurrence frequency.

Phylum Rotifera, Orden Rotaria FO (%) FO (%)
Family Asplanchnidae Family Gastropodidae

Asplanchna brightwelli Gosse, 1950 8 Ascomorpha ovalis Bergendal, 1892 8
Asplanchna sieboldi Leydig, 1854 8 Ascomorpha sp. 17
Asplanchna sp. 8 Family Kerateliidae

Family Brachioniidae Keratella americana Carlin, 1943 58
Brachionus calyciflorus anuraeformis Brehm, 1909 83 Keratella cochlearis Plate, 1886 58
Brachionus calycifiorus Pallas, 1766 8 Keratella tropica Apstein, 1907 25
Brachionus caudatus Barrois and Daday,1894 8 Family Lecanidae

Brachionus dolabratus Harring,1914 58 Lecane curvicornis Murray, 1913 8
Brachionus falcatus Zacharias, 1898 33 Lecane elsa Hauer,1931 8
Brachionus havanaensis Rousselet, 1911 83 Lecane luna 0.F. Muller, 1776 8
Brachionus plicatilis 0. F. Muller 1786 17 Lecane lunaris Ehrenberg,1832 8
Brachionus urceolaris 0. F. Muller, 1773 8 Family Lepadellidae

Cephalodella gibba Ehrenberg, 1938 8 Lepadella ovalis 0. F. Muller 1786

Cephalodella sp. 25 Lepadella spp. 16
Notholca spp. 74 Family Notomatidae

Paranuraeopsis sp. 8 Notommata sp. 8
Plationus patulus 0.F. Muller,1786 8 Family Proalidae

Platyias quadricornis Ehrenberg, 1832 8 Proales sp. 17
Family Colurellidae Family Synchaetidae

Colurella sp. 8 Polyarthra sp. 8
Family Epiphanidae Polyarthra vulgaris Carlin, 1943 8
Epiphanes macrourus Barrois and Daday, 1894 8 Family Testudinellidae

Epiphanes sp. 8 Testudinella tridentata Smimoy, 1931 8
Family Euchlanidae Testudinella patina aspi Carlin, 1939 8
Euchlanis dilatata Ehrenberg, 1832 8 Testudinella sp. 8
Family Filiniidae Family Trichocercidae

Filinia longiseta Ehrenberg, 1834 17 Trichocerca bicristata Gosse. 1886 8
Filinia pejeleri Hutchinson, 1986 42 Trichocerca chattoni Beuchamp,1907 17
Filinia opoliensis Zacharias, 1898 83 Trichocerca montana, Hauer, 1956 8
Filinia sp. 17 Trichocerca myersi, Hauer, 1931 8
Filinia novaezealandiae Plate, 1886 58 Trichocerca tenuior Gosse, 1886 25
Family Flosculariidae Trichocerca similis Wierzejski, 1893 67
Beuchampiella eudactylota Gosse, 1886 8

Floscularia sp. 8
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naensis, Notholca sp. 2, Notholca sp. 3, Paranuraeopsis sp., Platyias
quadricornis, Cephalodella gibba, Colurella sp., Epiphanes sp., and Eu-
chlanis dilatata.

The number of species ranged from 1 to 11 over the months (Fig.
4). There was no significant difference in the diversity of rotifers be-
tween the seasons tested (F = 1.67, p = 0.1931). There was also no
significant correlation between the diversity of rotifers and rainfall at
the three stations (S1: p=0.5603, r> = 0.16; S2: p = 0.5393, > = 0.13;
S3 =p=10.6032,r>=0.10).

With regard to abundance (Figs 5a-c), the highest values occurred
in August 2009 (very dry season), at the surface (382 ind. L"), middle
(280 ind. L") and bottom (302 ind. L) layers, showing that in August
a homogeneous pattern distribution existed in the water column, also
coinciding with one of the lowest amounts of rainfall. The high Menhi-
nick index revealed high species dominance, except in the rainy sea-
son, reaching 1.35 in the layer surface in the dry season (Fig. 6b).

The Shannon index did not show a greater distribution of orga-
nisms (0.3844 to 0.8886) independent of the layer (Fig. 6a) and time
season. The lower values occurred in the very dry season (Surface =
0.5579; Middle = 0.5825; Bottom = 0.5703).

In general, the equitability index showed that all species were
equally abundant in all seasons, with higher values at the surface and
in the middle of the water column (Fig. 6c).

Significative differences for the Rotifera were found between the
rainy and dry seasons, but only at the bottom (Table 2). The limnological
variables also showed differences between all the seasons in at least a
layer of the water column (Table 2).
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In the dry season, correlation between Rotifera and pH was signifi-
cant (r S =0.8000; p <0.05) in the middle of the water column and, also
in this layer, between Rotifera and dissolved oxygen (%) (r S = 0.7166;
p <0.05) . In the very rainy season, the dissolved oxygen also showed
a significant correlation with bottom-dwelling rotifers (rS = 0.7619; p=
0.7619), and, during the very dry season at the bottom, there was also
a significant correlation between Rotifera and dissolved oxygen (r S =
0.9000; p <0.05).

At the surface in the rainy season, there were several peaks, es-
pecially for Brachionus falcatus (110 ind. L") in November 2008 at S1
and Filinia opoliensis (180 ind. L") in January 2009 at S2. At the end of
the very dry season, Filinia opoliensis reached a peak of 210 ind. L in
September 2009 at S2, followed by Brachionus falcatus (140 ind. L)
in August 2009 at S1.

Filinia opoliensis was highest with 180 ind. L' followed by Filinia
pejeleri (120 ind. L"), both in November 2009 at S2. Finally, Brachionus
falcatus registered 105 ind. L' in November at S1 in the rainy season. In
the dry season, Filinia opoliensis also exhibited a major peak between
170ind. L™ in July at S3 and 210 ind. L in September at S2 followed by
Brachionus falcatus with 85 ind. L™ (August 2009) at S1. The Simpson
index reached 1 in the dry season, just at the surface, since this stratum
is considered to have higher diversity (Fig. 6d).

The highest peaks were for Filinia opoliensis (290 ind. L") in Sep-
tember 2009 in S3 and Brachionus falcatus (190 ind. L") in August
2009, both of which occurred in the dry season.

The other organisms had sporadic abundance in the lake and at
any specific station throughout the study period. Brachionus calyciflo-
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Figure 2. Daily variation in river level (solid line) and oscillation of the water level in Lake Amapa (dashed line), Rio Branco municipality, Acre State, Amazonia, Brazil,

between October 2008 and September 2009. Source: Silva et al. (2013) modified.
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Figure 3. Precipitation at Lake Amapa (Rio Branco, Acre), between October 2008
and September 2009 in Rio Branco municipality, Acre State, Amazonia, Brazil.

rus showed peaks in November and January 2009 (rainy season and
very rainy season), at station S1 (100 ind. L™"). Brachionus havanaen-
sis showed peaks in January 2009 at S1, respectively 50, 55, and 40
ind. L' at the surface, middle, and bottom layers. Keratella americana
showed peaks of 65 ind. L"and 104 ind. L at the surface and throu-
ghout the water column in July 2009 (dry season). There was a peak for
Trichocerca tenuior of 65 ind. L at the middle of the water column (S1)
in September 2009 (very dry season).

Limnological Variables. In general, the variables showed little change,
except the variables of depth, transparency, and dissolved oxygen (Figs
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7a-g). The only difference occurred with electric conductivity, which
showed significant differences between the dry and rainy seasons (Ta-
ble 2).

DISCUSSION

The distribution of rainfall is a limiting factor in aquatic ecosystems
(Junk, 1999). It defines the seasonal cycle and directly influences
ecosystem dynamics, because the rainfall pattern is responsible for
water level fluctuation, i.e., the main force driving the lives of the aqua-
tic organisms and the water characteristics of the environments and
others associated with them, mainly those situated in its alluvial plain.

Several studies on limnology in the Amazon consider only two sea-
sonal periods (Keppeler & Hardy, 2004a,b; Martins et al., 2006; Magal-
haes et al., 2009; Philips et al., 2008, Costa et al., 2013; Passarinho et
al., 2013), but we have observed several intensities of rainfall throu-
ghout the year. This results in different categories that are reflected in
the changes in precipitation in the lake water level. Recently, in studies
in Lake Amapa, Silva et al. (2013) showed that water level oscillations
resulted in the following: (i) pre-flooding or rising water (between Octo-
ber and December 2008), in which the lake was isolated from the river;
(i) minor flood (between January and March 2009), in which the lake
was permanently connected to the river and when the river level rea-
ched 1260 cm; (jii) major flood (between April and June 2009), in which
the lake was permanently connected to the river and when the river
level reached 1550 cm; and (iv) post-flooding (between July and Sep-
tember 2009), in which the lake was disconnected from the river due

Species richness
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Figure 4. Species richness of rotifers in Lake Amapa between October 2008 and September 2009, Rio Branco municipality, Acre State, Amazonia, Brazil. Refer also

to the three collection stations.
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to the fall of water. Pereira ef al. (2011) also asserted that this lake was
isolated from the river during the entire dry season and connected only
during the flood period. From October-December, Lake Amapd is isola-
ted from the Acre River (Silva et al., 2013), limiting the flow of species
to the environment and promoting the migration of species from river to
lake or among lakes in the same floodplains, because during the rainy
period, the river water enters the lake through the northeast channel.

From more than 250 species of Rotifera listed for the Amazon by
Robertson & Hardy (1984), in this study we found 57 species or about
23% for the Amazonia. This number (57) was higher than that encoun-
tered by Keppeler (2003) and Keppeler & Hardy Rodrigues (2004b).
Comparing our results with other studies of the Legal Amazonia and the
surroundings, which cover the Cuiaba River, we find that this number
was a little lower than that for Lake Souza Lima (71 species) and higher
than that for Lake Parque Atalaia (17 species), both studied by Neves et
al. (2003). Those are marginal lakes of the Cuiaba River, revealing that
the diversity in these systems can vary greatly. The reason for higher

3

richness is that the lakes of the flood plain are heterogeneous (Lan-
sac-Toha et al., 2009). This happened possibly due to rainfall and the
flood that occurred during the year.

The common families in this study were Brachionidae and Tricho-
cercidae. Silva et al. (2012), studying the small Jesumira River located
within the Serra National Park of Divisor, also found these families to
be the most representative. High numbers of diversity for these fami-
lies have also been cited in other environments of the Amazon region:
Trichocerca by Brandorff & Koste (1982), Nova et al. (2014), and Bra-
chionus by Koste & Hardy Rodrigues (1984). Brachionidae was also the
richest species according to De Paggi et al. (2012), who investigated
a shallow lake in a floodplain in Argentina. These families are widely
distributed in South America.

Regarding the Lecane species, although Sharma & Hatimuria
(2017) report on a tropical environment, in our study the low diversity
and density is perhaps due to the fact that there were not habitats as
macrophytes to shelter and protect for this species in lake studied.

Table 2. Results of one-way ANOVAs, Kruskall Wallis* and Post hoc (Tukey and Dunn*) applied to Rotifera and limnologic variables of the Amapa
Lake during seasonal periods between November 2008 and September 2009.

ForH D Tukey or Dunn
Rainy Very rainy Dry Very dry

Abundance of Rotifera
Surface 2.71 0.0621
Middle 0.63 0.6024
Bottom* 3.456 0.0296 AB A AB B
Limnological variables
Temperature
Surface* 16.51 < 0.0001 A B C AB
Middle* 13.58 < 0.0001 A B BC AD
Bottom* 14.68 0.0021 A AB AB AC
Dissolved oxygen (%)
Surface 1.82 0.1658
Middle 0.1031 0.9568
Bottom 14.68 0.0021 A A A AB
Dissolved oxygen (mg.L™)
Surface 2.4688 0.0855
Middle* 21.9721 0.0001 A A B A
Bottom 4.3567 0.2254
pH
Surface* 13.31 0.0040 A AB AC ABC
Middle* 19.17 < 0.0001 A A B C
Bottom* 14.93 0.0019 A A A AB
Electrical conductivity
Surface 28.35 < 0.0001 A B BC BCD
Middle* 21.97 < 0.0001 A A B A
Bottom* 20.13 <0.0001 A BD CcD D
Transparency 6.9431 0.0737
Depth* 6.73 0.0017 A B A AC
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Figures 5a-c. Abundance of Rotifera at the surface (a), middle (b), and bottom (c)
of the water column during four seasons in Rio Branco municipality, Acre State,
Amazonia, Brazil. R = Rainy; VR = Very rainy; DR = Dry; VDR = Very dry.
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During the course of the year in Sul Ocidental Amazonia, the water
chemistry influenced the alpha diversity and standing stock (abundan-
ce) of Rotifera (Koste & Hardy Rodrigues, 1984). As we have seen in this
study, the rainfall controls the distribution of Rotifera in the lake, which
negatively affects abundance with marked differences between the dry
and rainy periods.

Seasonality plays a key role in the zooplankton community struc-
ture, an aspect that was studied by Martins et al. (2006) and Negreiros
et al. (2010). The standing stocks of rotifers decreased in the rainy sea-
son. Rains bring nutrients capable of maintaining a high production of
zooplankton in the rivers, whose surplus diversity can be exported to
surrounding environments, such as the lakes.

Generally during the rainy season, there was a 33% reduction in
the abundance of Rotifera. In addition, the low standing stocks obser-
ved in the very rainy season are probably due to the prevailing poor
oxygen conditions and, in a context of extreme floods, the currents.
The standing-stock development is low in the very rainy season and
is similar to that observed in other lakes in Amazonia (Carvalho, 1983;
Koste & Hardy Rodrigues, 1984).

Indirect effects, such as rainfall, which cause pulses in the lake,
can explain the reverse migration of zooplankton. In general, the spe-
cies were distributed homogeneously in the water column. If a lake is
relatively shallow, a large proportion of the water column has enough
light to support photosynthesis (Mann, 2004).

The species Brachionus falcatus, Filinia opoliensis, and Filinia pe-
jeleri contributed most of the standing stocks. In this study, rotifers had
correlation with acidity. These genera and/or species were also obser-
ved in other relatively acidic environments (pH = 5.70 to 7.11) in floo-
dplain lakes of the Caura River, Venezuela, corroborating the results of
Reverol et al. (2008).

The rotifers in the lake varied in size from 40 to 2000 pm. In ex-
perimental laboratory conditions it was observed that the population of
Asplanchna increases with the availability of Brachionus in the medium
(Sarma et al., 2003), and the rate of population increase (r) rises with
increasing temperature to 25 °C (Pavon-Meza et al., 2005) or greater
than 25 °C. Such conditions favored the growth of Asplanchna species
in the study (Keppeler, 2003; Keppeler & Hardy Rodrigues, 2004a).

The values of dissolved oxygen were generally low (0.45 to 3.95
mg.L™), especially in the rainy and very rainy period, indirectly showing
low food availability. In marginal lakes, food availability is lower in the
rainy season, because the phytoplankton also decrease in abundan-
ce, which is also caused by dilution, resulting from the increase in the
water level. The lower residence time of the water in the lake during
the rainy season also contributes to this (De Paggi & Paggi, 2007). The
dissolved oxygen also showed that there may be decomposition in the
lake throughout the year. This event produces toxic products that may
interfere in the establishment of zooplankton populations, contributing
to low diversity.

The pH was already slightly acid to neutral, independent of the sea-
sons of our study. It is noteworthy that decomposition conditions are
generally acidic. However, these values do not allow the development
of plankton communities; thus, at this pH, the inorganic ions dissolved
in water were possibly insufficient for the further development of the
community.
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Figures 7a-g. Limnological variables (mean of the seasons considering the three
sampling stations + standard error at Lake Amapa between November 2009
and September 2008) in Rio Branco municipality, Acre State, Amazonia, Brazil.
a) temperature (°C); b) Dissolved oxygen (mg.L™"); ) Dissolved oxygen (%); d)
Electrical conductivity (uS.cm); €) pH; f) Depth (m); g) Transparency (m).
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In summary, the level of precipitation influences fluctuations in the
communities of Rotifera at Lake Amapa and is responsible for seasonal
variation. Rainfall influenced the species diversity of rotifers, expressed
by various indices in this study. The diversity of Rotifera in Lake Ama-
pa did not follow a uniform standard for different layers of the water
column. In general, diversity was highest in the middle of the water
column.
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RESUMEN

Antecedentes: El caracol viajero 0 malasio Melanoides tuberculata Miiller, 1774, es un especie dulceacuico-
la originaria de Asia y Africa. Esta especie de caracol se ha comercializado por la actividad de acuarismo; sin
embargo, por desgracia, se han presentado liberaciones accidentales y deliberadas de individuos en lugares
donde no existian, lo cual ha provocado un incremento en su distribucion mundial. En México, desde 1973 se
ha documentado la presencia de poblaciones silvestres en diferentes estados del pais. Objetivos: Documen-
tar el primer registro de la presencia de la especie en el estado de San Luis Potosi, México. Métodos: Durante
los afios de 2015 a 2018 fueron muestreados diferentes cuerpos de agua permanentes en el altiplano poto-
sino y la region media del estado de San Luis Potosi para registrar la presencia o ausencia de la especie. En
los sitios donde se registrd la presencia de caracoles se procedio a colectar algunos ejemplares, los cuales
fueron utilizados para las identificaciones taxondmicas y después resguardados en la Coleccion Nacional de
Moluscos del Instituto de Biologia (UNAM). Resultados: El 16 de junio de 2017 en un canal proximo al pobla-
do de San Francisco de Asis, municipio de Rioverde, se registro la presencia de individuos vivos del caracol
viajero. Gonclusiones: El presente estudio contribuye al conocimiento de la dispersion del caracol viajero
dulceacuicola exético M. tuberculata en México y representa el primer registro de su presencia en el estado
de San Luis Potosi. Consideramos que la incidencia real del caracol exatico en el estado es baja, pero debido
a su alto potencial de dispersion, podria ser un riesgo para la fauna acuatica nativa, ya que es un huésped
intermedio de enfermedades parasitarias de aves silvestres y especies de peces.

Palabras clave: especies invasoras, Melanoides tuberculata, Rioverde, México

ABSTRACT

Background: The species red-rimmed melania Melanoides tuberculata Miiller, 1774 is native to Asia and
Africa. Due to the aquarium trade, its worldwide distribution has widely increased. In Mexico, its presence in
the wild has been documented since 1973 in different Mexican states. Goals: Document the first record of
the presence of the species in the state of San Luis Potosi. Methods: During 2015 - 2018, different perennial
water bodies were sampled in San Luis Potosi, and the presence or absence of the species was recorded.
Photographic images of the exotic snail were taken for taxonomic identification and specimens collected in
the study were deposited at the Coleccion Nacional de Moluscos — Instituto de Biologia (UNAM). Results: On
June 16, 2017, some individuals were found in an area near the town of San Francisco de Asis, municipality
of Rioverde. Gonclusions: This study contributes to the knowledge of the dispersal of the exotic red-rimmed
melania in Mexico and is the first record of its presence in the state of San Luis Potosi. We consider that the
current incidence of the exotic snail in the state is low. Because of its high dispersion potential, however, it
could be a risk for native aquatic fauna, considering its role as an intermediate host of parasitic diseases of
wild bird and fish species.

Key words: invasive species, Melanoides tuberculata, Rioverde, Mexico
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El caracol viajero Melanoides tuberculata Miiller 1774, también cono-
cido como caracol malasio, es una especie de gasteropodo de agua
dulce nativo del sur de Asia y del norte y la costa oeste de Africa (Peso
et al., 2010). El caracol viajero presenta una alta variacion fenotipica
en términos de escultura de la concha y coloracion, la cual puede variar
de un color blanco, gris 0 marrén claro a un color café obscuro, lo que
da lugar a mas de 27 morfos conocidos para la especie (Facon et al.,
2003; Yousif et al., 2009). Se caracteriza por tener una concha alarga-
da en forma conica (turriteliforme), mide entre 20-50 mm de altura,
su espiralizacion es dextrdgira, de apertura ovalada, y el color de su
cuerpo es negro. La escultura de la concha consiste en suturas y lineas
bien marcadas, las cuales se interceptan con bandas transversales de
color café rojizo o marrén, dando un aspecto de reticula. Presenta un
opérculo corneo oval con nicleo marginal y protuberancias o papilas en
el collar del manto (Burch, 1982; Cuezzo, 2009; Yousif et al., 2009). Este
organismo se considera una amenaza para los ecosistemas acuaticos
debido a que presenta caracteristicas intrinsecas que lo convierten en
una especie con gran potencial invasor, entre ellas, partenogénesis, vi-
viparidad, alto éxito reproductivo, alta capacidad de dispersion, adapta-
cion a habitats modificados por el hombre (Facon et al., 2004; Mainka
& Howard, 2010; Peso et al., 2010), capacidad de habitar sistemas lén-
ticos y l6ticos (Pointier & McCullough, 1989) y alta tasa de longevidad,
que se puede extender hasta cinco afios (Albarran-Melze et al., 2009;
Mainka & Howard, 2010).

Melanoides tuberculata fue introducido en México durante la déca-
da de 1960 via acuarismo (Ramirez-Herrera & Urbano, 2014); sin em-
bargo, el primer registro cientifico de la especie data de 1973 y procede
del estado de Veracruz (Abbott, 1973). Posteriormente, se ha registrado
en vida libre en los siguientes estados mexicanos: Chihuahua, Coahuila,
Baja California Sur, Durango, Nuevo Ledn, Tamaulipas, Puebla, Tlaxcala,
Morelos, Tabasco, Chiapas y Quintana Roo (Contreras-Arquieta et al.,
1995; Rangel-Ruiz & Gamboa-Aguilar, 2001; Ascencio et al., 2003).

Tinajero R. et al.

Entre los afios 2015y 2018 se muestrearon, en tres visitas, distintos
cuerpos de agua perennes en el altiplano potosino y en la parte media
del estado de San Luis Potosi; éstos fueron Guanamé (22° 52’ 05" N'y
101° 15’ 06” 0), Venado (22° 56’ 01" Ny 101° 05’ 42” Q), Presa de
Santa Gertrudis (23° 29° 28" Ny 101° 10’ 22” 0), San Juan del Tu-
zal (23° 07’ 57” Ny 101° 22’ 15” 0), San Tiburcio (22° 14" 41" Ny
100° 14’ 45” 0), Guaxcama (22° 12’ 49” Ny 100° 16’ 12” 0) y Los
Peroles (22° 11’ 09” N y 99° 54’ 04” 0). En todos estos sitios no se
registrd la presencia del caracol viajero, en cambio, si se reconocieron
especies dulceacuicolas del género Achychilus en las localidades de
Guaxcama y Los Peroles. Sin embargo, el 16 de junio de 2017, en un
canal del ejido San Francisco de Asis, perteneciente al municipio de
Rioverde (22° 06’ 52" Ny 99° 53’ 00” 0), fue consignada la presencia
de M. tuberculata. Este canal presenta un ancho maximo de 3 m, con
una profundidad variable (1- 40 cm), una longitud mayor de 20 km y
un flujo de agua constante. En una visita realizada el 19 de agosto de
2018 se colectaron ejemplares de forma manual, los cuales fueron fo-
tografiados e identificados como M. tuberculara después de considerar
las caracteristicas de la escultura de su concha (Fig. 1). Posteriormente,
fueron depositados en la Coleccion Nacional de Moluscos del Instituto
de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM)
con el nimero de catalogo CNMO 7690.

La forma en que llego el caracol viajero a este sitio se desconoce,
sin embargo, en otros sitios es conocido que ingresa a cuerpos de agua,
de forma voluntaria o involuntaria, mediante la liberacion de caracoles,
por intermedio de alguna persona, adheridos al plumaje de las aves o
bien al liberar algtin pez ornamental. Debido a la capacidad invasora de
la especie, consideramos que el impacto ecoldgico y econdmico que
puede causar la presencia de M. tuberculata en la regién de Rioverde
puede tener graves consecuencias, ya que su dispersion podria incre-
mentarse por arrastre en época de lluvias, o bien por translocaciones
directas e indirectas que podrian facilitar su establecimiento en los
cuerpos de agua aledafios, donde la presencia de un solo individuo
tiene el potencial de formar una poblacion. Consecuentemente, podrian

Figura 1. Individuos del caracol viajero exotico (Melanoides tuberculata Miiller, 1774) encontrados en un canal proximo al poblado de San Francisco de Asis, Rioverde,

San Luis Potosi. Fotografia de Romeo Tinajero.
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desplazar o disminuir poblaciones de gasterdpodos nativos (Pointier &
McCullough, 1989). Ademas, representa un riesgo sanitario, ya que es
un huésped intermediario en el ciclo de vida de parasitos que afectan a
humanos, ganado y especies silvestres, incluidas aves y peces (Dundee
& Paine, 1977; Rader et al., 2003; Mitchell et al., 2007; Derraik, 2008;
Cowie et al., 2009; Pinto & Melo, 2010).

Consideramos pertinente realizar muestreos de gasterdpodos en
distintos cuerpos de agua en la region de Rioverde con el fin de conocer
cual es la distribucion actual del caracol viajero en la region, asi como
para implementar una estrategia de control, erradicacion y seguimiento
de la poblacion registrada en el canal del ejido de San Francisco de
Asis, y evitar su dispersion a cuerpos de agua aledarios de importancia
faunistica. La region de Rioverde es considerada un area de importan-
cia para la fauna ictica endémica, ejemplo de ello son la sardinita de
Rioverde (Tampichthys dichromus Hubbs & Miller, 1977) y la mojarra
huasteca (Nosferatus labrindes Pellegrin, 1903), esta ultima conside-
rada en peligro de extincion por la Unién Internacional para la Conser-
vacion de la Naturaleza (Contreras-Balderas & Almada-Villela, 1996).
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