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RESUMEN

El presente trabajo se realizé durante los meses de abril a setiembre del 2012,

en el centro de investigaciones CIP Marinazul, Tumbes.

La induccion al desove fue por tratamiento térmico; considerandose tres
temperaturas: 29°C, 32°C y 35°C teniendo como grupo control la temperatura del
agua al ambiente (26°C).

120 Reproductores acondicionados a 26°C, fueron colocados en un tanque con
agua de mar a una temperatura de 29°C, a un lote de 30 ejemplares se les
incrementd gradualmente hasta 32°C y a otro lote de 30 reproductores se
increment6 gradualmente hasta 35°C, manteniéndose en esas condiciones por
un periodo aproximado de 5 horas, hasta lograr la emision de los gametos
(6vulos y espermatozoides).

Los tratamientos de induccion de 32°C y 35 °C fueron los mas efectivos logrando
el desove del 76.7 % de los reproductores a las 3 horas de aplicado el

tratamiento.

La incubacion de los embriones se realizd a 28° C en tanques de 500 | de
capacidad y después de 48 horas se cosecharon 198 000, 300 000, y 150 000
larvas D/hembra viables para los reproductores inducidos al desove con

temperaturas de 29°C, 32°C y 35°C, respectivamente.

Se evidencié que un mayor porcentaje de larvas D deformes se obtuvo para los

reproductores desovados a 35°C con 36.17 %.

Palabras clave: Anadara tuberculosa, reproduccion, larvas, desove.
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ABSTRACT

This work was conducted during the months of April to September 2012, the

research center Marinazul CIP, Tumbes.

The induced spawning was heat treatment; considering three temperatures:
29°C, 32°C and 35°C as a control group taking the water temperature to ambient
(26°C).

120 Broodstock of Anadara tuberculosa conditioned at 26 C, were placed in a
tank with sea water at a temperature of 29°C, a batch of 30 specimens were
gradually increased to 32°C and another batch of 30 specimens was gradually
increased to 35°C, maintained under these conditions for a period of

approximately 5 hours, to achieve the emission of gametes (eggs and sperm).

Induction therapies 32°C and 35°C were the most effective achieving spawning

within 3 hours of treatment applied.

Incubation of embryos was performed at 28°C in tanks of 500 | capacity and after
48 hours was harvested 198 000, 300 000 and 150 000 larvae D / female viable

specimens induced spawning temperatures of 29°C, 32°C and 35°C respectively.

The highest percentage of deformed larvae D (36.17 %) for the batch as

evidenced spawning induction temperature was 35°C.

Keywords: Anadara tuberculosa, reproduction, larvae, spawning.
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I. INTRODUCCION

Tumbes es el Unico departamento del Per(, que cuenta con una especial y
singular area de bosque tropical inundable por la periodicidad de las mareas que
se le conoce como "manglar”, por ser su principal forestacién el mangle rojo
Rhizophora mangle y se localiza en el litoral que va desde Boca de Capones y
Canal Internacional a 3° 18' latitud sur, hasta Playa Hermosa 3° 35' latitud sur y
desde los 80° 13' 08" a los 80° 31' 53" longitud oeste, entre las provincias de

Zarumilla'y Tumbes.

El manglar o bosque de manglar es un ecosistema muy singular, donde habitan
recursos de importancia comercial como moluscos, crustaceos y peces; dentro
de los moluscos la "concha negra" Anadara tuberculosa es considerada como
un afrodisiaco, ademas de su exquisito sabor y buen precio en el mercado,
motivo suficiente para que diariamente los extractores o marisqueros conocidos
popularmente en el departamento de Tumbes como "concheros”, se introduzcan

en los bosques de manglar para recolectar o canchar este preciado recurso.

Anadara tuberculosa (Sowerby, 1833) es un molusco bivalvo que habita en los
ecosistemas de manglar y posee una amplia distribucién en la costa del Pacifico
de América, desde Baja California Sur, México, hasta Tumbes, Pert (Alamo y
Valdivieso, 1987; Mendoza, 2002; Mazon-Suastegui et al., 2008; Espinosa et al.,
2010; Diaz et al, 2011; Cruz et al., 2012). Presenta valvas relativamente
gruesas, ovaladas y grandes; de igual tamafio presentando de 33 a 37 costillas,
con una coloracién café oscuro, dotadas de finas cerdas y una fina capa oscura
gue le da el nombre de concha negra que presenta el bivalvo, y que se desprende

con la edad.

En Peruy Ecuador se le conoce como conchanegra, conchadelos manglares
(Mendoza, 1994), en Costa Rica: piangua; Nicaragua: concha negra; El
Salvador: curil, concha negra; Panama: chucheca, concha prieta, (Camacho,
1999); México: pata de mula, almeja de sangre (Robles-Mungaray et al. (2001).
Habita en sustratos fangosos, los que se encuentran influenciados por la
inundacion diaria por parte de la marea. Ademas del sustrato fangoso, su

existencia se relaciona fuertemente con las plantaciones de mangle, siendo su
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habitat preferencial las raices del mangle rojo, Rhizophora mangle (Camacho,
1999).

La poblacion de Anadara tuberculosa en el ecosistema manglar de Tumbes ha
ido cambiando en el tiempo. Malca (1996), indica que las densidades medias
para la concha negra en la Zona | (Zarumilla) fue de 2,0 y 3,6 ind.m?, mientras
gue para la zona Il (Puerto Pizarro) fueron entre 1,6 y 3,2 ind.m?, estimando de
una poblacion total de 20 millones cuya longitud valvar estaba desde 70 a 78,9
mm con un promedio de 43 mm. Once afos después, Ordinola et al. (2007)
estimo6 que la densidad poblacional fue de 1,3 ind.m? de una poblacién total de

5,36 millones, con una longitud valvar (LV) en el ecosistema de 38,6 mm.

Por ello, en el 2006 se iniciaron las vedas mediante decreto de veda
reproductiva del recurso concha negra “Anadara tuberculosa”y concha huequera
“Anadara similis”, a partir del 15 de febrero hasta el 31 de marzo de cada afio
mediante la R. M. N° 014-2006-PRODUCE, norma sustentada en el informe
técnico de IMARPE “Situacion actual de la pesqueria del recurso concha negra
Anadara tuberculosa (Sowerby) en la region Tumbes”, la misma que no esta

siendo respetada, segun lo reportado por Ordinola (2007).

El instituto de mar del Pertu (IMARPE) en su boletin informativo del 2008, registro
71% de ejemplares de Anadara tuberculosa, cuyas tallas eran inferiores a la talla
minima de extraccion (45mm LV), cifra que indicaba una elevada extraccion de
ejemplares juveniles, situacion que atenta contra la futura renovacién de la
poblacion y por ende la disminucién de los stocks explotables. En el 2010
IMARPE continto reportando un 70% de ejemplares por debajo de la talla
minima de captura, lo que se hizo notorio en los desembarques anuales de esta
especie en los canales de mareas de Puerto Pizarro y al realizar una
comparacion de los desembarques, en el afio 1996 fue de 9.5 TN, hasta llegar a

2 TN en el 2010, debido a la alta presion extractiva.

Existe la necesidad de disponer de semillas de A. tuberculosa para realizar
repoblamiento en paises o0 acuicultura, por ello México viene desarrollado
técnicas para la induccion al desove de Anadara tuberculosa desde 1998,
usando el método de shock térmico y obtuvieron 15 millones de larva “D”. Jica —

14



Cendepesca (2009) en el Salvador, elaboraron un Informe técnico de produccién
artificial de semilla y cultivo de engorde de Anadara tuberculosa, dentro del cual
indican que la induccion al desove fue a través del método de shock térmico,
obteniendo un total de 1, 232,327 semillas de 5 mm desde 2007 hasta el 2009
(Mazon-Suastegui, et. al. 2008)

En el Perq, solo se arealizado el engorde de semillas silvestres de A. tuberculosa
en corrales realizados por Mendoza y Peralta (2004), obteniendo un crecimiento
de 1,24 mm.mes™ pero no lograron tener cultivos sostenibles en el tiempo al no
encontrar disponibilidad de semillas. Por ello, Mendoza y Peralta (2005)
realizaron la induccion al desove para obtener semillas en laboratorio, utilizando
diferentes técnicas, la técnica shock térmico (incremento la temperatura de
25,8°C hasta 35,8°C), shock térmico mas adicion de gametos de machos al agua
y la incisiébn mecanica (corte de cuerpo interno con bisturi), aunque no se logré
el desove, mediante la incisibn mecénica permiti6 observar la fecundacién y

llegar hasta el estadio de larva D.

Anadara tuberculosa es una especie emblematica del norte peruano, pero sobre
extraidas en gran manera, lo cual afecta el sostenimiento de muchas familias y
del ecosistema manglar. Esta investigacion nos permitird ir mas alla de los
esfuerzos hasta ahora realizados, el obtener larvas de A. tuberculosa en
laboratorio a través del uso de la técnica de shock térmico para inducir al desove
conducira a la obtencion de semillas las cuales finalmente pueden ser usadas

para repoblamiento y acuicultura.

Por ello es necesario determinar el efecto de la temperatura en el desove y la
obtencién de larvas de A. tuberculosa para hallar la temperatura adecuada y
establecer protocolos de induccion.

1.1 Planteamiento del problema

¢, Cual sera el efecto de la temperatura (29°C, 32°C y 35°C) en el desove y
la obtencién de larvas de Anadara tuberculosa (SOWERBY 1833) “concha

negra’ en condiciones de laboratorio?

15



1.2

1.3

Objetivo general

Evaluar el efecto de las temperaturas (29°C, 32°C y 35°C) en el desove y
la obtencion de larvas de Anadara tuberculosa (SOWERBY 1833) “concha

negra” en condiciones de laboratorio

Objetivos especificos

e Lograr el acondicionamiento de reproductores de Anadara tuberculosa.

e Lograr la induccién el desove de Anadara tuberculosa mediante shock
térmico en condiciones de laboratorio.

e Evaluar el efecto de la temperatura de induccion al desove sobre la
fecundidad real de Anadara tuberculosa en condiciones de laboratorio.

e Obtener larvas D de Anadara tuberculosa en condiciones de laboratorio.

e Obtener el porcentaje de larvas D deformes.

16



2.1

2.2

ll. MARCO TEORICO

Aspectos taxonOmicos y generales de la especie
Segun Alamo y Valdivieso (1987), Anadara tuberculosa, se ubica

taxondmicamente de la siguiente manera:

Orden : (Prionodonta, Eutaxodonta)
Familia : Arcidae
Género: Anadara

Sub - género: Anadara
Especie: Anadara (Anadara) tuberculosa (SOWERBY, 1833)

Mientras que Camacho (1999), la ubica taxonOmicamente como se indica:

Orden: Arcoida, Prionodonta o Eutaxodonta
Familia: Arcidae

Género: Anadara

Especie: Anadara tuberculosa (SOWERBY, 1833)

El sistema reproductivo de A. tuberculosa como de cualquier molusco
bivalvo, es extremadamente simple (Gosling, 2003). La especie es
gonocorica, es decir presenta sexos separados, con fecundacion y
desarrollo larvario externos, las génadas pares, estan incluidas en la parte
supero-lateral de las visceras rodeando virtualmente al estbmago y estan
limitadas dorsalmente por los rifiones y el hepatopancreas. En individuos
maduros la gonada se encuentra llena de los productos sexuales rodeando
la masa visceral (incluyendo la parte dorsal) produciendo dilatacion de las

paredes laterales del pie (Camacho, 1999).

Maduracién y proporcion sexual

El sexo de individuos sexualmente maduros y en maduracion es facil de
determinar por el color de los productos sexuales, los que en machos son
de color blanquecino y de consistencia pegajosa, y en hembras son de
apariencia granular y de color anaranjado (Cruz, 1984).

17



2.3

2.4

Cuando las gonadas alcanzan la plena madurez, son faciles de observar
ya que ocupan gran parte del cuerpo blando del animal. Borda y Cruz
(2004) observaron individuos maduros de A. tuberculosa durante todo el
afo, pero la época principal de reproduccién es en los meses de noviembre

y febrero.

Mendoza y Peralta (2007) indican que A. tuberculosa madura sexualmente
a partir de los 32 mm (grado | y II) y algunos individuos ya se encuentran
maduros a los 37 mm (grado Il y IV) y que la proporcién sexual es de 3:1
a favor de las hembras, sin embargo, para determinar la madurez sexual
se debe sacrificar los animales o parte representativa de una poblacion ya
gue no existe diferencias externas entre hembras y machos, es decir, no

presentan dimorfismo sexual.
Desove

En la mayoria de las especies de bivalvos se conoce como desove al
momento en donde los gametos masculinos y femeninos se expulsan al
medio exterior acuatico, donde tiene lugar la fecundacion. El esperma es
expulsado a través de la abertura o sifébn exhalante en un chorro fino y
constante, mientras que la expulsion de los évulos es mas intermitente y se
emiten en nubes desde la abertura exhalante o sifon (Helm et al., 2006).
Como en todos los moluscos bivalvos, son liberados en metafase | de la
meiosis y se reinicia el proceso con la fecundacion (Gilbert, 2005).

El periodo de desove en poblaciones naturales varia segun la especie y
situacion geografica. Existen varios factores ambientales que pueden
inducir el desove, de los cuales cabe mencionar la temperatura, los
estimulos quimicos Yy fisicos, las corrientes de agua o una combinacion de

estos y otros factores (Helm et al., 2006).

Fecundidad

Es necesario distinguir entre la fecundidad potencial y la fecundidad real.
La fecundidad potencial es el nUmero de huevos que en una estacion
determinada estan preparados para ser liberados y la fecundidad real es el

namero real de huevos que son liberados en una estacion reproductiva ya

18



2.5

gue una parte de los que constituyen la fecundidad potencial no llegan a
ser puestos o desovados y se quedan en las goénadas para después ser
reabsorbidos, por lo tanto, la fecundidad real puede ser igual o inferior a la
fecundidad potencial (Chambers y Trippel, 1997).

Mendoza y Peralta (2007) reportaron que el numero promedio anual de
ovulos en grado IV es de 1 300 000 o6vulos por gramo de gdénada
(fecundidad potencial) y la mayor produccion de 6vulos por hembra se
presenta en los meses de marzo abril y mayo (fecundidad real), pero
también apreciaron que todo el afio hay produccién de gametos.

Fecundacién y desarrollo embrionario

La impregnacion del espermatozoide en el ovulo provoca la exocitosis de
los grénulos corticales y el inicio de la sintesis de la membrana de
fecundacion (Roman et al, 2001). Durante la fecundacién los huevos sufren
una divisibn meidtica, reduciéndose el nidmero de cromosomas a un
namero haploide, luego los pronucleos masculinos y femeninos se fusionan

para formar el cigoto (Helm et al., 2006).

Durante la divisibn meidtica se liberan dos cuerpos polares, que al hacerse
visibles nos indican que se ha conseguido la fecundacion, antes de los
treinta minutos se observa la primera division celular donde el huevo se
divide en dos células, 24 horas después el huevo fecundado pasa por las
fases multicelulares de blastula y gastrula y en las 12 horas siguientes se
convierte en una trocofora con motilidad quien se convertird en una larva

de charnela recta «D» o Prodisoconcha | (Helm et al., 2006).

La mayoria de los moluscos presentan una segmentacion holoblastica
espiral, esta segmentacion se da en un angulo oblicuo con respecto al eje
animal-vegetativo del cigoto generando una disposicion en espiral de las
células blastomeras hijas, las cuales, quedan empaquetadas de tal forma,
que termodinamicamente son mas estables que en otros tipos de

segmentacion. La blastula de los animales que sufren este tipo de
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2.6

segmentacion en espiral no tiene blastocele y se conoce como
estereoblastula (Gilbert, 2006).

Factores que influyen en la reproduccién y el desove de Moluscos

bivalvos.

Existe una serie de estimulos naturales, temperatura y salinidad, entre
otros, que favorecen el desove. Los que deben actuar de forma brusca o
progresiva y dentro de ciertos limites para que determine el momento del
desove. Para inducir al desove es importante comprobar que el bivalvo se
encuentre en estado fisiologico adecuado (maduro), para que los huevos y
larvas presenten los mejores indices de viabilidad (Bautista, 1989).

El ciclo reproductor es una repuesta a los factores ambientales
genéticamente controlados, la temperatura y la disponibilidad de alimento
son factores que mas afectan en el ciclo reproductor de los bivalvos
incluyendo el desove; la temperatura influye en el ciclo gametogénico de
los moluscos bivalvos ya que su disminucion favorece el trasporte de
sustancias de reservas desde el musculo aductor a la génada y el
incremento de la temperatura conduce a la maduracibn maxima de la

gbnada y a la total evacuacion de la misma (Roman et al., 2001).
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[II.MATERIALES Y METODOS

3.1FECHA Y LUGAR DE LA EXPERIENCIA

El trabajo fue realizado durante los meses de abril a septiembre del 2012 y
se llevd a cabo en el Centro de Investigacion y Desarrollo de postlarvas,
Marinazul S. A. ubicado en Canoas de Punta Sal, Panamericana norte, Km.
1202, Sector Punta Mero. TUMBES - PERU.

Dentro del centro de investigacion se construy0 un area especifica para

realizar la reproduccion de Anadara tuberculosa (médulo de Moluscos).

3.2 RECOLECCION Y SELECCION DE REPRODUCTORES

3.3

Los reproductores se recolectaron del Santuario Nacional los Manglares de
Tumbes para lo cual se usé una embarcacion de fibra de vidrio a remo y con
la ayuda de extractores de la zona se recolectaron 3 lotes, cada lote de 220

reproductores de 45 mm talla.

Se sacrificaron 20 organismos al azar a los cuales se determiné in situ la
madurez sexual usandose la escala que detalla IMARPE-TUMBES para

Anadara tuberculosa (Anexo, Tabla 05).

Se selecciond un lote de 200 reproductores con mayor grado de madurez
sexual, los cuales fueron transportados en seco hasta el lugar de la

experiencia.
ACONDICIONAMIENTO DE REPRODUCTORES

Para el acondicionamiento de reproductores se usaron 02 tanques de fibra
de vidrio de color negro con 500 litros de capacidad con fondo semi conico y
un didmetro de 100 cm dentro de los cuales de colocaron los reproductores

en 4 canastillas de 50 x 30 x 30 cm, a razon de 50 organismos/canastilla.
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El abastecimiento de agua de mar fue a través del sistema Wellpoint que se
encuentra conectado a una electrobomba de 7 HP. La aireacion fue constante

a través de piedras difusoras de 2”x 2” proveniente de un Blower de 2,5 HP.

Se controlé los parametros fisicos quimicos como la salinidad, que fue
registrada con la ayuda un refractometro marca VISTA modelo A336ATC, de
0 a 10 %o; la temperatura fue medida con la ayuda de un termometro de
mercurio con 0,1 °C de sensibilidad; el oxigeno fue medido con un Oximetro
Ysi de 0,1 g/l de sensibilidad.

El tiempo de acondicionamiento de reproductores en el laboratorio fue de 15
dias, alimentandose diariamente a los organismos con una mezcla de
microalgas proporcionadas por el centro de investigacion: Chaetoceros
gracillis, Chaetoceros calcitrans, Pavlova luthery e Isochrysis galvana a razén
de 500 000 cel.ml.

Antes de la induccion al desove, se realizé la biometria de 20 reproductores
al azar con la ayuda de una balanza Ohaus de 0,01g de sensibilidad y un
vernier Germany de 0,01 cm de sensibilidad, obteniendo datos de peso y talla
promedio.

3.4 INDUCCION AL DESOVE

La metodologia usada para la induccion al desove fue la de Jica- Cendepesca
(2009). Para ello, los reproductores fueron previamente limpiados con cepillos
de cerdas plasticas para eliminar epibiontes, luego se colocaron dentro del
tanque de desove de 500 litros de capacidad suspendidos en canastillas

plasticas.

La induccion al desove fue por tratamiento térmico para lo cual se usaron
calentadores con termostatos de 20° a 35 °C con 0,1C° de sensibilidad;
considerandose tres temperaturas: 29°C, 32°C y 35°C y un grupo control

(temperatura del agua al ambiente).

De los 120 reproductores acondicionados a 26°C, 90 ejemplares fueron

colocados en un tanque con agua de mar a una temperatura de 29°C. De
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ellos a un lote de 30 ejemplares se le incrementd gradualmente hasta 32°C y
a otro lote de 30 reproductores se incrementd gradualmente hasta 35°C,
manteniéndose en esas condiciones por un periodo aproximado de 5 horas,

hasta lograr la emision de los gametos (6vulos y espermatozoides).

Se monitore6 cada 30 minutos para observar algun indicio de desove, cuando
se observo indicios de desove se separaron las hembras de los machos en
recipientes individuales de 500 ml de capacidad con agua de mar filtrada a 1
U a la misma temperatura de induccion al desove; luego se dejé reposar por
30 minutos hasta que la temperatura se equilibrarse a la del tanque de
sembrado (28°C).

Transcurridos aproximadamente 30 minutos de iniciado el desove se sacaron
las hembras y los machos de los recipientes individuales para seleccionar los
recipientes que poseian 6vulos y espermatozoides viables segun los criterios
establecidos en el informe técnico de Jica — Cendepesca (2009), el cual
describe que las hembras deben presentar un desove fluido, évulos redondos
y bien formados; mientras que los machos deben presentar emisién de
espermatozoides de manera fluida y una excelente movilidad de los mismos.
(Anexo, Tabla 06).

Los Ovulos obtenidos durante el desove fueron fertilizados con los
espermatozoides a razon de 100 espermatozoides por 6vulo, realizandose la
mezcla en baldes plasticos trasparentes de 4 litros de capacidad y dejandolos

reposar durante 30 minutos.

Finalizado el proceso de desove se estimo el porcentaje (%) de reproductores

machos y hembras desovados para cada tratamiento.

% reproductores do S? desovados = Cant. § 0 @ desovados x 100
Cant. Total de reproductores
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3.5 EVALUACION DEL EFECTO DE LA TEMPERATURA DE INDUCCION AL
DESOVE SOBRE LA FECUNDIDAD REAL

Para evaluar la fecundidad real se realiz6 el conteo total de 6vulos desovados

por cada tratamiento para luego obtener el promedio de 6vulos/ hembra.

El conteo se realizé tomando una muestra de 1 ml en una camara Sedgewick

Rafter de 1 ml de capacidad y un microscopio binocular Boeco.

Fecundidad real = N° de 6vulos /hembra

3.6 OBTENCION DE LARVA VELIGER TIPO D

Los ovulos fecundados obtenidos para cada tratamiento de temperatura se
colocaron en tanques cilindricos de 500 litros de capacidad para continuar su
cultivo con agua de mar filtrada a 1 p con aireacién y temperatura constante

de 28°C con la ayuda de termostatos descritos anteriormente.

Se tomd una muestra cada 1, 2 y 4 horas para observar el desarrollo
embrionario durante 48 horas, tiempo que demord para alcanzar el estadio

de larva D.

Con la ayuda de un tamiz con malla Nytex de 55u se recolectaron las larvas
D, se limpiaron con abundante agua y se colocaron en baldes de 20 litros de
capacidad con agua de mar limpia. Luego se tom6 una muestra de 1 ml con
ayuda de una pipeta de 2 ml Pyrex y se contaron las larvas en una cadmara
Sedgewick — Rafter, estimandose la cantidad total de larvas D y el porcentaje

de Fecundacion con respecto a la cantidad de 6vulos/hembra producidos.

% de Fecundacién = Cant. Larvas D/hembra x 100
Cant. Ovulos/hembra

Se registro la talla de las larvas con la ayuda de un microscopio invertido
conectado a un servidor que incluye programa para medir, tomar fotos y
video. Con la ayuda de un microscopio Comfocal LSCM se tomaron imagenes
en 3D.
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3.7 OBTENCION DE PORCENTAJE DE LARVAS D DEFORMES

El porcentaje de deformidad, es decir sin la forma caracteristica de larva D se

realizd mediante conteo de larvas malformadas por hembra:

% de larvas D deformes = Cant. Larvas D deformes/hembra x 100%

Cant. Total De larvas D/hembra
3.8 ANALISIS ESTADISTICOS

Para la evaluacion del efecto de la temperatura sobre la fecundidad real
durante la experiencia de induccion al desove y la obtencion de larvas D de
Anadara tuberculosa aplicandose a los datos un programa estadistico
DIXESP disefiado por el Ingeniero Pesquero Alberto Ordinola Zapata de la
Universidad Nacional de Tumbes, con el cual se obtiene resultados del
analisis de varianza ANVA a un nivel de significancia de 0.05 y las prueba
de rango mdultiple de DUNCAN y TUCKEY para establecer diferencias

significativas entre los tratamientos.
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IV. RESULTADOS

4.1 RECOLECCION Y SELECCION DE REPRODUCTORES

Los reproductores recolectados del Santuario Nacional de Tumbes fueron
evaluados in situ por su grado de madurez sexual, encontrando un 10%, 40%
y 50% en grado I, Il y IV respectivamente en la escala de madurez sexual
elaborado por del Instituto del Mar del Pert (IMARPE)

4.2 ACONDICIONAMIENTO DE REPRODUCTORES

Se logré acondicionar 200 reproductores de A. tuberculosa, de los cuales
120 se usaron para la induccion al desove mediante shock térmico. La talla
promedio registrada fue de 53 mm con un peso promedio de 42,96 gr como

se indica en la Tabla 3.

Tabla 01: Tallay peso promedio de reproductores de A. tuberculosa
acondicionados en laboratorio.

N° Talla (mm) Peso (gr)
1 45,00 24.04
2 46,10 26.26
3 47,10 27.00
4 48,00 29.63
5 49,00 30.82
6 50,43 33.22
7 51,00 36.66
8 51,65 40.33
9 52.00 43.93
10 53.00 44.12
11 53.27 45.67
12 54.00 47.34
13 54.26 48.53
14 55.47 49.33
15 56.00 49.42
16 57.00 50.23
17 58,00 56.22
18 59,00 56,27
19 59,30 62,49
20 60,50 57,62
Promedio 53,00 42,96
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4.3

INDUCCION AL DESOVE

Los resultados de la induccion al desove de Anadara tuberculosa se
presentan en la Figura 01, evidenciando que los tratamientos térmicos de
32 °C y 35°C presentaron indicios de desove a las tres horas de iniciada
la experiencia, dejando atras al tratamiento térmico de 29°C, en el cual se

observé indicios de desove recién a las 5 horas.
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Fig. 01: Tiempo de induccién al desove (horas) de Anadara tuberculosa
mediante tratamientos de shock térmico (control, 29°C, 32°C y 35°C)

Los productos sexuales expulsados durante el desove fueron claramente
visibles: los reproductores machos fueron los que iniciaron la liberacion de
esperma, desencadenando una liberacién masiva de, percibiéndose un
fluido blanquecino y viscoso con formacién de espuma; seguidamente las
hembras estimuladas por el desove de los machos empezaron a expulsar

un fluido de color anaranjado y granulado (Fig. 02).

Se observaron diferencias en cuanto a la forma de desove de los
reproductores, notandose que las hembras inducidas con el tratamiento
térmico de 29°C desovaron poca cantidad de 6vulos, con el tratamiento

térmico de 32°C se observé desove fluido con mayor cantidad de 6vulos
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y finalmente las hembras inducidas a 35°C tuvieron desove abortivo

(6vulos conglomerados con restos de tejidos) como puede observarse en
Figura 03:

Fig.02: Desove de A. tuberculosa “concha negra” inducido mediante
tratamiento térmico “shock térmico” donde: (A) Reproductor macho
liberando espermatozoides; (B) Reproductor hembra desovando

Fig. 03: Desove de reproductores hembras de A. tuberculosa bajo
tratamiento de shock térmico y 6vulos producidos: (A) desove
poco fluido de un reproductor hembra a 29°C; (B) oOvulos
esféricos obtenidos a 29°C; (C) desove fluido de reproductor
hembra a 32°C; (D) 6vulos redondos y bien formados obtenidos
a 32°C; (E) desove abortivo de un reproductor hembra a 35°C y
(F) 6vulos con restos de tejidos obtenidos a 35°C
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El porcentaje de reproductores desovados para cada tratamiento se
representa en la Tabla 02, donde se observa que los tratamientos de 32°C
y 35 °C fueron los que presentaron mayor porcentaje de reproductores

machos y hembras desovados.

Tabla 02: Porcentaje de reproductores machos y hembras desovados por

tratamiento térmico.

Control Tratamientos
26°C 29°C 32°C 35°C
Machos desovados (%) 0 20.0 30.0 33.3

Reproductores

Hembras desovadas (%) 0 26.6 46.7 43.3
No desovados (%) 100 53.4 23.3 23.4
TOTAL (%) 100 100 100 100

4.4 EVALUACION DEL EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA
FECUNDIDAD REAL

La fecundidad real fue de 230 000, 330 000 y 320 000 6vulos/hembra para
los tratamientos térmicos de 29°C, 32°C y 35°C respectivamente como se
indica en la Figura 04, donde se observa que los tratamientos de 32°C y
35°C fueron los que ocasionaron el desove de mayor cantidad de évulos

/hembra.
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Fig.04: Fecundidad real (6vulos/hembra) de Anadara tuberculosa bajo
Induccion al desove por shock térmico con temperaturas de 29°C,
32°Cy 35°C
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4.5 OBTENCION DE LARVA D

Las larvas D fueron obtenidas 48 horas después de la fecundacion,
lograndose hacer seguimiento del desarrollo embrionario, como se muestra

en la Figura 05, donde se observa imagenes de algunas fases del
desarrollo embrionario y larvario de A. tuberculosa

Fig.05: Imagenes del desarrollo embrionario y larvario obtenidos por
microscopia invertida de Anadara tuberculosa “concha negra”
donde: (A) Ovulo fecundado; (B) primera division celular; (C)
segunda division celular; (D) Mérula; (E) Blastula; (F) Gastrula; (G)
Larva Trocofora; (H) Larva Veliger tipo D
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El monitoreo de algunos estados del desarrollo embrionario y larvario de
A. tuberculosa fue a través de Microscopia Comfocal para su mejor
identificacion como se muestra en la Figura 06, donde se puede observar
los primeros cuerpos polares durante las primeras divisiones celulares,
ademas del estado embrionario de gastrula, larva Trocofora y finalmente

el estadio de larva D.

Fig.06: Monitoreo en 3D mediante Microscopia Comfocal LSCM de algunos
estados de desarrollo embrionario y larvario de A. tuberculosa
“concha negra”: (A) primeras divisiones celulares con presencia de
cuerpos polares; (B) Gastrula; (C) larva troc6fora; (D) larva tipo D
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Los embriones fueron revisados al microscopio binocular mediante la toma

de muestras durante las 48 horas de cultivo y como lo muestra la Tabla 03,

a las 20 horas aparecen las primeras larvas D y a las 28 horas se hall6 un

100% de larvas D.

Tabla 03: Etapas de desarrollo embrionario y larval durante las primeras 48
horas de vida de Anadara tuberculosa “concha negra”

Tiempo en horas Etapa de desarrollo
1 Ovulo fecundado
2 Morula
3 Morula
4 Moérula y Blastula
5 Morula y Blastula
6 Blastula
7 Blastula y Gastrula
8 Blastula y Gastrula
9 Gastrula
10 Gastrula
12 Gastrula y Larva trocofora
14 Géstrula y Larva trocofora
16 Larva trocofora
18 Larva trocofora
20 Larva trocofora y Larva D
24 Larva trocofora y Larva D
28 Larva D
30 Larva D
32 Larva D
36 Larva D
40 Larva D
44 Larva D
48 Larva D
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Los resultados de la cantidad de larvas D/hembra se presentan en la Figura
07 teniendo como referencia los tratamientos de induccion al desove,
donde se observa mayor cantidad de larvas D/hembra para el lote inducido
con 32°C de temperatura.
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Fig. 07: Larvas D por hembra de Anadara tuberculosa obtenidas 48 horas
después de lainduccién al desove por shock térmico

De las cantidades de larvas D obtenidas durante la experiencia con respecto
a la cantidad de 6vulos/hembra producidos durante la induccion al desove
por shock térmico, se calculd el % de fecundacién, cuyos resultados se
muestran en la Figura 8, en la cual se observa un mayor porcentaje de
fecundacion para los reproductores inducidos al desove con temperaturas
de 29°C y 32°C con 93.04% y 95.45% respectivamente, mientras que la
temperatura de 35°C se obtuvo solo un 73.44%
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Fig.08: Porcentaje de fecundacién para reproductores de Anadara

tuberculosa inducidos al desove por shock térmico
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4.6 OBTENCION DE PORCENTAJE DE LARVAS D DEFORMES
Los resultados que se indican en la Figura 09, muestran valores
porcentuales de la cantidad de larvas D deformes con relacion a la cantidad
total de larvas D/hembra, siendo el mayor porcentaje de deformidad para

las hembras inducidas al desove con temperatura de 35°C.
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Fig.09: Porcentaje de deformidad de larvas D de A. tuberculosa inducidas al
desove mediante shock térmico

Finalmente, las cantidades de larvas D viables se muestran en la Figura 09,
donde se observa que las hembras desovadas a temperatura de 32°C

fueron las que presentaron mayor cantidad de larvas D viables.
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Fig. 10: Cantidad de larvas D viables/hembra de Anadara tuberculosa
obtenidas por induccién al desove mediante shock térmico
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La deformidad que se aprecia en la Figura 11 (B y C) es notable durante

el estadio de Larva D y ademas presenta dificultades para nadar.

Fig.11: Deformidad de larvatipo D: (A) Larva tipo D; (B'y C) Larvatipo D con

deformidad.

4.7 ANALISIS ESTADISTICO

4.7.1

4.7.2

Fecundidad real

En la experiencia de fecundidad real el andlisis de varianza ANVA
determind que existe diferencia altamente significativa entre los
tratamientos y al obtener un coeficiente de variacion de 6.067% nos
permite concluir que la experiencia estuvo bien realizada, por lo
tanto los datos son confiables.

Aplicando la prueba de Duncan se obtuvo como resultado que con
las temperaturas de 32°C y 35°C se obtuvieron mayor cantidad de
ovulos/hembra (fecundidad real), siendo corroborado por la prueba

estadistica de Tuckey.
Obtencion de larvas D

Las larvas D obtenidas durante la experiencia presento una
diferencia altamente significativa entre los tratamientos con

coeficiente de variacion de 6.472%.

Al aplicar la prueba de Duncan, resulté que el nimero de larvas D

obtenidas de hembras sometidas a induccion al desove mediante
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shock térmico con temperatura de 32 °C fue significativamente
mayor (ver Fig. 07) y esto se corroboré con la aplicacion de la

prueba de Tuckey, ademéas de presentar el mayor porcentaje de
fecundacion.
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Tabla 04: Resumen de produccién de larvatipo D de Anadara tuberculosa “concha negra”

Reproductores )
Cant. Cant. Larva % Larva tipo D Total larvas
Tratamientos Reproductores desovados | Larva D/hembra
Ovulos/hembra
Usados machos hembras deformes/hembra deformidad Viable/hembra D viable
Control 30 0 0 0 0 0 0 0 0
29°C 30 6 8 230,000 214,000 16,000 7.48 198,000 1,584,000
32°C 30 9 14 330,000 315,000 15,000 4.76 300,000 4,200,000
35°C 30 10 13 320,000 235,000 85,000 36.17 150,000 1,950,000
350000
300000
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150000
100000
50000
A S
T° de induccidn al desove control 29°C 32°C 35°C
® Ovulos/hembra 0 230,000 330,000 320,000
M Larva tipo D/hembra 0 214,000 315,000 235,000
Larva deformes/hembra 0 16,000 15,000 85,000
H Larva D Viable/hembra 0 198,000 300,000 150,000

Fig.12 Resumen de produccién de larvas D de Anadara tuberculosa inducidas al desove mediante shock térmico

La Tabla 04 y Figura 11 resume el proceso de produccion de larvas de A. tuberculosa para esta experiencia, empezando por la cantidad de
reproductores usados, reproductores machos y hembras con éxito de desove, la cantidad de 6vulos producidos por hembra inducidas al desove
por shock térmico, larvas D producidos por hembra con sus respectivas cantidades porcentuales de deformidad, la cantidad de larvas D viables
por hembra y finalmente el total de larvas D obtenidas al final de la experiencia. Observandose mejores resultados para el lote que se indujo al

desove a temperatura de 32°C.
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V. DISCUSION

El indice gonadosomatico para Anadara tuberculosa es de 3,11 + 0,86 a un nivel
de confianza de 95% siendo los meses entre marzo y junio los de mayor
produccion de 6vulos Mendosa y Peralta (2007), por ello se inici6 esta
experiencia en el mes de abril para obtener reproductores maduros naturalmente

y con mayores indices gonadosomaticos.

El acondicionamiento gonadico es una metodologia que permite acelerar,
mantener o retrasar el proceso de maduracion sexual mediante el control de la
temperatura del agua y la cantidad y calidad de alimento que es proporcionado
a los reproductores (Mazon-Suastegui et al., 2008). El acondicionamiento de
reproductores de A. tuberculosa fue en condiciones de laboratorio durante 15
dias, a diferencia de la metodologia usada por Mendoza (2005), quien
acondiciono los reproductores por 30 dias y Jica - Cendepesca (2009) quienes
acondicionaron los reproductores en sistemas de cultivo suspendido en un area
natural por un periodo de tres meses, asegurandose de tener reproductores

maduros sexualmente para luego inducir al desove inmediatamente.

Jica - Cendepesca (2009) menciona que para lograr la induccion al desove es
necesario aplicar un estimulo fisico a los reproductores acondicionados, que
consiste en aumentar la temperatura hasta 7 °C sobre la temperatura ambiente;
en el caso de esta experiencia se fue incrementando la temperatura
gradualmente hasta alcanzar la temperatura deseada para cada lote de
reproductores, teniendo asi los tratamientos térmicos de 29°C, 32°C y 35°;
lograndose el desove a las 3 horas de iniciada la induccion para los tratamientos
de 32°Cy 35°C.

El shock térmico o tratamiento térmico es comunmente usado para la induccién
al desove de moluscos bivalvos con la diferencia en el tiempo de estimulacion,
Mazon — Suastegui et al. (2008) wusaron reproductores previamente
acondicionados por mas de 3 meses para inducir al desove mediante shock
térmico, iniciando a 18°C por 45 minutos para luego pasarlo a 27°C x 45

minutos, repitiendo este proceso varias veces logrando desoves esporadicos;

38



Mendosa (2005) eligio subir la temperatura 10 °C sobre la temperatura ambiental
durante 30 minutos pasando de 25.8°C a 35.8°C gradualmente sin resultado
alguno porque no considerd la madurez sexual de los reproductores como lo
indica Cufia (1991) quien considera que la emisién de gametos puede ser
provocada en condiciones experimentales siguiendo diversos procedimientos
pero que la efectividad de las distintas técnicas esta muy relacionada con el

grado de madurez sexual de los animales.

Chambers y Trippel (1997) afirman que existe una diferencia entre fecundidad
potencial y la fecundidad real. Fecundidad potencial es el nUmero de huevos que
en una estacién determinado estan preparados para ser liberados y la
fecundidad real es el numero real de huevos que son liberados en una estacién
reproductiva ya que una parte de los que constituyen la fecundidad potencial no
llegan a ser puestos o desovados y se quedan en las gonadas para después ser
reabsorbidos, por lo tanto la fecundidad real puede ser igual o inferior a la
fecundidad potencial; en el caso de la experiencia se determiné la fecundidad
real ya que Mendoza y Peralta (2007) determinaron que Anadara tuberculosa

posee un promedio de 1 300 000 ovulos/gr (fecundidad potencial)

Los resultados de esta experiencia nos muestran que las hembras con mayor
cantidad de 6vulos liberados (fecundidad real) son las que fueron sometidas a
induccién al desove con tratamiento térmico de 32°C y 35°C pero en cuanto al
% de fertilizacion se obtuvo un 95.5% y 73.44 % respectivamente lo cual nos
permite concluir que a mayor temperatura durante la induccidon, menor % de
fecundacion; lo cual es confirmado con la calidad del desove ya que se observo

que para el tratamiento de 35°C hubo desove abortivo.

Debido a que los gametos femeninos en A. tuberculosa, como en todos los
moluscos bivalvos son liberados en metafase | de la meiosis (Gilbert, 2005), la
fecundacion gatilla el reinicio de ésta, por lo que la observacién de los dos
cuerpos polares, son un indicativo que se ha conseguido la fecundacién (Helm
et al., 2006). Esto se puede evidenciar en la Figura 06 donde se aprecia los dos

cuerpos polares y confirmar con la Figura 08 donde se observa los mayores
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porcentajes de fecundacién para los reproductores inducidos al desove con

temperaturas de 29°C y 32°C con 93.04% y 95.45% respectivamente.

Helm et al. (2006) Indican que el tiempo necesario para el desarrollo larvario y
embrionario varia segun la especie y la temperatura, siendo que, en un periodo
de 24 horas, el huevo fecundado pasa por las fases multicelulares de blastula y
gastrulay en las 12 horas siguientes se convierte en una trocéfora con motilidad
o larva trocofora para luego transformarse en una larva de charnela recta “D”.
Jica - Cendepesca (2009) consiguio tener larva trocéfora a las 6 horas después
de la fecundacion y al cabo de 24 horas larva Veliger, en el caso de esta
experiencia se logré tener las primeras larvas trocéfora a las 12 horas después

de la fecundacioén y a las 20 horas las primeras larva D.

De todos los factores que inciden en el crecimiento, desarrollo y supervivencia
de las larvas en cultivo, la temperatura es una de las mas importantes ya que la
tasa metabdlica viene dictada por la temperatura del agua en la que nadan (Helm
et al., 2006), por ello en la experiencia se observé la influencia de la temperatura
a la que se llevé a cabo la induccion al desove y se determiné que existid
diferencias significativas entre los tratamientos, logrdndose obtener mayor

cantidad de larva D para el tratamiento de induccion a 32°C (Fig. 07).

Al realizar el analisis estadistico con la prueba de Duncan a nivel de confianza
de 95%, la cual concluye que el lote que fue inducido al desove con 32°C fue la
que produjo mayor cantidad de larvas D, superior al lote que se indujo con
temperatura de 35°C del cual se pudo observar mayor cantidad de larvas
deformes; esto nos permite concluir que existe un efecto de la temperatura de
induccion sobre el porcentaje de fecundacién y por ende la produccion de larvas
D viables y deformes.
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VI. CONCLUSIONES

. Se logré acondicionar 200 reproductores en condiciones de laboratorio.

. Se logr6 inducir al desove de Anadara tuberculosa mediante los
tratamientos térmicos (shock térmico) de 29°C, 32°C y 35°C siendo los dos
ultimos los mas eficaces, obteniendo indicios de desove a las 3 horas de

induccioén.

. La fecundidad real (promedio de évulos liberados por hembra) para los
tratamientos es de 32°C y 35°C fueron los mejores con 330 000 y 320 000

ovulos/hembra respectivamente a nivel de confianza de 95%.

. El' mayor porcentaje de fecundacion fue para el tratamiento térmico de 32°C
con 95.45% seguido de 93.04% y 73.44% para los tratamientos térmicos

de 29°C y 35°C, respectivamente.

. Se obtuvo la mayor cantidad de larvas tipo D para el lote de reproductores
sometidos a induccion al desove con 32°C con 315 000 larvas D/hembra, a

un nivel de confianza de 95%

. El porcentaje de larvas deformes fue mayor para el tratamiento térmico de
35°C con 36.17%.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Usar equipos (chiller) que ayuden a mantener temperaturas constantes

para hacer el acondicionamiento de reproductores mas efectivo.

2. Realizar la estimacion de fecundidad de Anadara tuberculosa para cada
experiencia y hacer la comparacion con la cantidad de 6vulos obtenidos

tras el desove.

3. Alimentar con microalgas a las 24 horas después del desove ya que hay
algunas larvas que ya se encuentran en larva D a las 20 horas y puede

existir mortalidad por inanicion.
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. ANEXO

Tabla 05: Estadios de madurez sexual de Anadara tuberculosa, Imarpe - Tumbes.

ESTADIOS DENOMINACION

CARACTERISTICAS

I INMADURO
I EN DESARROLLO

1] DESARROLLADO
v MADURO
\% DESOVADO

Las gdnadas rodean parcialmente al intestino.
Las gdnadas rodean completamente al intestino.

Las gonadas rodean completamente al intestino y
parcialmente al estbmago.

Las gbénadas rodean completamente al intestino y
estomago.

Se observan pequefias trazas o residuos gonadales.

Tabla 06: Caracteristicas de desove de Anadara tuberculosa, Jica — Cendepesca 2009.

Hembra:

* Desove fluido

« Ovulos redondos y bien formados

Macho:

* Desove fluido

» Espermatozoides con excelente movilidad
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