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Longart R. Yelipza del C. 2024. Influencia De Factores Ambientales Sobre El
Sistema Antioxidante De La Ostra Perla Pinctada imbricata (Roding, 1758).
Trabajo especial de grado. Universidad de oriente, Nucleo de Sucre. X1+168 p.

RESUMEN

Pinctada imbricata (Roding, 1758) es un bivalvo que forma densos bancos en el Mar
Caribe, donde es explotada por las perlas y el nacar. Ademas, en el nororiente de
Venezuela es apreciada por su carne. Al habitar la zona costera esta sometida a
cambios ambientales, que pueden afectar la condicion fisiologica, siendo el proposito
de ésta investigacion evaluar, en una poblacion del Golfo de Cariaco, la condicion
fisioldgica por medio de biomarcadores de estrés oxidativo e indices moleculares en
la glandula digestiva y musculo abductor. Los ejemplares se colectaron entre abril
2017 a enero 2018, en Merito, Municipio Cruz Salmerdn Acosta. Se determind la
actividad de las enzimas antioxidantes catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD)
y glutationa S- transferasa (GST), el marcador de dafio oxidativo (TBARS), grupos
tioles totales (-SH), la relacion ARN/ADN vy Proteina/ADN. Se cuantificaron las
reservas de lipidos y carbohidratos de la glandula digestiva y goénada por métodos
histoquimicos entre los estadios de madurez sexual usando microscopia de luz de alta
resolucion y tincion con azul de toluidina, y analisis de imagenes. Las enzimas (CAT,
GST y SOD) mostraron valores dentro del rango normal, sin diferencias
estadisticamente significativas entre los meses. Los indices ARN/ADN vy
Proteina/ADN, estuvieron entre los rangos normales de crecimiento para especies de
moluscos. EI ARN/ADN presentd valores maximos asociado con en el estadio de
madurez (l1l) seguido de una caida en el desove (IV). La variabilidad en las
respuestas enzimaticas antioxidantes puede estar asociada al ciclo reproductivo
continuo, lo que conduce al ajuste del metabolismo aerobio energético e integracion
funcional de los tejidos. Los promedios de los indices moleculares evidencian un
estado fisiologico Optimo para los organismos. Se identificaron hembras en los
estadios de gametogénesis activa (I1), madurez (lll) y desove (IV), y machos en
gametogénesis activa (I1); en ambos sexos los acinos estdn entremezclados con el
tejido conjuntivo, presentando escasos gametos en diferentes estadios de desarrollo;
en los machos las espermatogonias y espermatocitos secundarios se identificaron en
acinos dilatados; en hembras se observaron ovogonias, ovocitos pedunculados,
ovocitos y ovocitos atrésicos.

Palabras claves: Pinctada imbricata, Enzimas antioxidantes, histoquimica, ciclo
reproductivo
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INTRODUCCION GENERAL

La clase Mollusca esta conformada por invertebrados que estuvieron su origen
durante el periodo Cambrico, con la aparicion de estructuras de caparazones duros, a
partir del cual evolucionaron hasta alcanzar la mayor diversidad de especies del
medio marino y dulceacuicola, siendo los gasterépodos los Unicos que conquistaron
el medio terrestre. Son organismos que se encuentran desde los desiertos hasta las
zonas polares, en los tropicos tienen una gran variedad de especies y hay especies que
habitan las cuencas hidrotermales abisales. Desde el Ordovicico medio inferior, hace
unos 470 millones de afios, los bivalvos Pterioideos han habitado en una notable
diversidad de ambientes de epifauna y semiinfauna marina en todo el mundo,
tipicamente confinados a habitats cripticos, formando uniones bisales a varios

sustratos (CAMACHO 2008).

Los moluscos comprenden unos de los grupos de animales marinos mas
abundantes, y mejor estudiados a nivel mundial, con una gran diversidad de especies
y con una variedad de medidas, formas y ciclos vitales que les permite ocupar varios
ambientes. Se encuentran tanto en desiertos y zonas polares, asi como en tropicos y
grandes profundidades oceanicas. Sin embargo, es en las lagunas litorales tropicales

donde alcanzan su maxima diversidad y funcion (BAQUEIRO-CARDENAS et al. 2007).

Son apreciados desde los inicios de la civilizacion como fuente de alimento,
intercambio comercial, ornamentos culturales, fuente de materia prima y en la
actualidad se mantiene un mercado a nivel internacional con las perlas, mabés y el
nacar (BAQUEIRO-CARDENAS et al. 2007; SOUTHGATE 2008; CARINO & MONTEFORTE
2018; HERNANDEZ et al. 2018). En este grupo, los bivalvos tienen un papel relevante
en la ecologia de los ecosistemas costeros, ya que con su actividad filtradora ayudan a
mejorar la calidad del agua, a la vez que sirven de alimento para numerosos

organismos; ademas de la importancia economica que representan para el ser humano



tanto en el campo de la acuicultura, alimentacion y ornamentacion ya que algunos de
ellos son formadores de perlas (CRuz et al. 2000; CACERES-PUIG 2007; MAEDA-
MARTINEZ 2011).

La taxonomia de las ostras perliferas se establece principalmente en funcién de
las caracteristicas de sus tejidos blandos y de su concha, incluida la forma y el color.
Sin embargo, la taxonomia de estos organismos es compleja porque sus conchas son
bastante similares y no hay muchos caracteres morfolégicos disponibles para la
identificacion de las especies. En los ultimos afios, la aplicacion de datos de
secuencias moleculares ha proporcionado informacion valiosa sobre la clasificacion
taxondmica de numerosas especies de bivalvos (SHAN et al. 2023). La superfamilia
Pteroidea abarca cuatro familias definidas tradicionalmente por la forma de la concha
y la estructura de los ligamentos: Isognomonidae (Woodring, 1925); Malleidae
(Lamarck, 1819); Pulvinitidae (Stephenson, 1941) y Pteridae (Gray, 1847) (Boss
1982; TEMKIN 2006).

La familia Pteridae se caracteriza por tener organismos de tamafio mediano,
tropicales y subtropicales que se distinguen por una concha oblicuamente ovada, tales
como Pteria hirundo (Mediterraneo), Pteria colymbus (Caribe), Pinctada martensi
(Jap6n) Pinctada mazatlanica (Golfo de California), Pinctada margaritifera y
Pinctada imbricata (Indo-Pacifico) (ALBUQUERQUE et al. 2012). La ostra alada,
Pteria penguin, es la mas grande del género Pteria, con una longitud total (Lt) de la
concha de 200 mm (HUAYANG et al. 2017). En cuanto al género Pinctada, la especie
P. maxima es la mas grande con 305 mm Lt y P. mazatlanica (220 mm Lt). Las otras
especies de Pteriidae son relativamente mas pequefias (CUNHA et al. 2011). Este
género es considerado un grupo modelo adecuado para estudiar los patrones de
diversificacion y evaluar el modo predominante de especiacion (GERVIS & SIMS
1992).

En una historia mas reciente, las ostras perleras desde los albores de la



humanidad, se han convertido en la principal fuente de perlas y nacar (TEMKIN
2010), ya que la produccion de perlas es una diversificacion de la acuicultura que
soporta actualmente un conjunto de empresas a nivel mundial en expansion y
crecimiento (KISHORE & SOUTHGATE 2015; KISHORE et al. 2018). La extraccion de
perlas de bancos naturales ha sido la principal causa de la desaparicion de las
poblaciones y del recurso, y a través de la acuicultura se han recuperado los bancos y
expandido hasta convertirse en una industria global en crecimiento, con un valor
aproximado de méas de medio billon de dolares estadounidenses por afio (SOUTHGATE
& LucAs 2008) con 280 millones para 2023 (Exactitude Consultancy 2023).

El avance en el conocimiento del organismo, se ha incrementado a través del
desarrollo de investigaciones en aspectos como el bioguimico, lo que a su vez ha
permitido el empleo de protocolos metodoldgicos con fines a evaluar y monitorear las
distintas respuestas metabdlicas y sus variaciones que resultan importantes, ante

condiciones de estrés de estos organismos productores de perlas.

En este sentido, se puede afirmar que los organismos en sus ambientes naturales
a menudo estan sujetos a condiciones de estrés ambiental continuo, cuya interaccion
sinérgica con estresores antropogénicos (p. ej., quimicos, etc.) puede amplificar sus
efectos (HoLMSTRUP et al. 2010).

Aunque se han realizado muchos estudios sobre P. imbricata, resulta de gran
interés seguir documentando y desarrollando otros aspectos no estudiados dada su
gran importancia econdémica. Con el fin de contribuir con el enriquecimiento
bibliografico de la biologia de la ostra perla, esta informacion pretende ser un aporte

para la base de trabajos practicos en el area.

Siendo el propdsito de este trabajo, evaluar en un modelo abierto las
oscilaciones de los sustratos bioquimicos energéticos, enzimas anti oxidantes, indices

moleculares, e histoquimica en el tejido gonadal de una poblacion natural de la ostra



perla, las cuales pudieran causar un efecto estresante o ser sinérgico con los procesos
metabdlicos, crecimiento y del ciclo gametogénico, modulado por los factores
ambientales y sus oscilaciones estacionales. En este contexto, el estado fisiologico de
P. imbricata en el ambiente natural y su relacién de los pardmetros ambientales,
permitird generar informacion sobre los posibles efectos del cambio climético, y
establecer protocolos de vigilancia ante la presencia de estresores ambientales.



CAPITULO |
INTRODUCCION AL ESTUDIO DE LOS ASPECTOS
BIOLOGICOS, MORFOMETRICOS Y ECOFISILOGICOS DE
LA OSTRA PERLA Pinctada imbricata (RODING 1758) ANTE EL
CAMBIO CLIMATICO

Aspectos Biologicos

Para comprender lo que sucede en la estructura de un organismo y su relacion
con su medio ambiente se necesita conocer sobre su biologia. Dentro del Phyllum
Mollusca, la clase Bivalvia presenta en general un patrén morfol6gico del cuerpo
comprimidos lateralmente y las partes blandas del cuerpo estan completa o
parcialmente recubiertas por la concha, que esta formada por dos valvas secretadas
por el manto, que lo cubre completo. Estas son unidas por una charnela, mientras que
sus branquias o ctenidios estan bien desarrollados y especializados puesto que son

usados tanto para la alimentacion como para la respiracion (HELM et al. 2006).

La familia Pteriidae posee alrededor de mas de 24 especies registradas en todo
el mundo (RANGEL-DAVALOS & CHAVEZ-VILLALBA 1994). La concha se encuentra
recubierta en su cara interna por nacar iridiscente y tienen la capacidad de producir
perlas en forma natural. Las ostras perleras son especies que han sido aprovechadas

integralmente en todo el mundo desde el periodo neolitico (MONTEFORTE 1996).

La ostra perla Pinctada imbricata (Roding, 1758), presenta un tamafio que
oscila entre 38 y 98 mm Lt (SABELLI 1982), es abundante en la costa de América del
Sur, forma densos bancos en el Mar Caribe, tanto en Colombia como en Venezuela.
Se distribuye en el Océano Atlantico desde Carolina del Norte (EUA) hasta Brasil,

desarrollandose en aguas poco profundas, generalmente localizadas en zonas de



rocas, corales, raices de mangle y asociada a praderas de Thalassia sp. (LODEIROS et
al. 1999). Dada su distribucion cosmopolita, extendida en la franja tropical y
subtropical (URBAN 2000), es considerada una de las especies mas importantes del
Atlantico y del mar Caribe (O'CONNOR & LAWLER 2004). Esta especie junto a
Pinctada margaritifera mazatlanica, que se distribuye desde el Pacifico entre el golfo
de California, América Central hasta Per(, es la especie de mayor tamafio de las de

ostras perliferas en Ameérica.

La ostra perlera P. imbricata radiata (Leach, 1814) es una especie bentonica
que habita en bancos de arena y rocas de coral, es originaria de la region del Indo-
Pacifico y ha sido registrada en el mediterraneo como especie no endémica desde el
siglo XIX, poco después de la apertura del canal de Suez (ZENETOS et al. 2005). A
partir de alli se ha extendido y permanecido en el mediterraneo oriental con una
presencia significativa en Sicilia, Malta, islas Jonicas y Adriaticas (THEODOROU et al.
2019).

SOUTHGATE (2008) defini6 a las “ostras perleras de Akoya” como un complejo
de especies que engloba a P. imbricata de América, P. fucata y P martensii de las
costas japonesa y pacifica. TEMKIN (2010) amplié ese concepto al asignar P. radiata
de Europa en un complejo de especies denominado grupo P. fucata / martensii /
radiata / imbricata. Estudios recientes han reportado a las especies P. imbricata
radiata (Leach, 1814) y P. fucata (Gould 1850) en la base mediterranea (SCUDERI et
al. 2019; MURCIA-REQUENA et al. 2022). P. fucata, se distribuye naturalmente en la
costa occidental del Océano Pacifico, como China, Japdn, Australia y Filipinas,
siendo la principal especie cultivada para obtener perlas marinas en China y Japon
(WANG et al. 2011). La industria de la ostra perla se ha convertido una de las
industrias de maricultura mas importantes en varias provincias del sur de China (HE
et al. 2021).

En Venezuela en la zona nororiental, los bancos de P. imbricata fueron sobre-



explotados desde la época de la colonia con el objetivo de extraer sus perlas,
principalmente en las islas de Cubagua y Margarita (MACKENZIE et al. 2003;
MARCANO et al. 2005; LODEIROS & FREITES 2008; MARQUEZ et al. 2011). Es a partir
de la déecada de 1970, cuando se afianza la explotacion de P. imbricata con fines de
consumo, ya que presenta dualidad de produccién: consumo directo y produccion de
perlas, representando un valioso recurso de gran interés econdmico en la region
nororiental de Venezuela, especialmente en el estado Nueva Esparta, donde en afios
anteriores los bancos naturales producian un promedio de 380 toneladas de carne
(GOMEZ 1999; MARCANO 2001). Sin embargo, LEON (2009), alertdé de sintomas de
agotamiento, los cuales se estarian prolongando en el tiempo.

Hoy en dia la ostra perla en el Caribe ha perdido protagonismo como
productora de perlas naturales, y desde la década de 1960 su interés divergio en su
uso como alimento, aunque hoy se mantiene el interés por actividades de cultivo
dirigidas a la produccion de perlas; este interés dual, conjuntamente con su
importancia socioecondmica, y ecoldgica, le confiere una significacion sin igual
(LODEIROS & LOVATELLI 2019). En este sentido, se ha estudiado la factibilidad de su
cultivo, tanto en condiciones naturales como experimentales, con el propdsito de
recuperar los bancos, haciendo repoblamiento con semilla obtenida en el laboratorio y
colectores en el medio ambiente (LODEIROS et al. 2011), con expectativas para
restaurar la poblacion de ostras perliferas en el Golfo de Cariaco, estado Sucre,
sembradas en elementos verticales, los cuales proporcionan una mayor produccion

por area disminuyendo notablemente los costos (FREITES et al. 2012).

En Venezuela se ha estudiado la biologia de P. imbricata (VASQUEZ et al.
2015), el crecimiento y la supervivencia (Pico 2000; URBAN 2000; LODEIROS et al.
2002; MARCANO et al. 2005; NUNEz et al. 2006; TRuJILLO et al. 2007; SEMIDEY et al.
2010; MARQUEZ et al. 2011; PEReZ et al. 2016), el ciclo reproductivo (RUFFINI 1984;
LEON et al. 1987; VERGINELLI & PRIETO 1991; JIMENEZ et al. 2000; ROMERO-



FERREIRA et al. 2017), indice de engorde (LEON & MILLAN 1996), ecotoxicologia
(LoDEIROS 1999; NUSETTI et al. 2004), sistemas de cultivo (LODEIROS & FREITES
2008; LOVATELLI & SARKIS 2011; LODEIROS et al. 2011), el analisis histoquimico de
las macromoléculas energéticas durante el ciclo gametogénico (ROMERO- FERREIRA et
al. 2016), proporcionando datos valiosos del ciclo vital que es necesario para
establecer los mejores periodos de cosecha o extraccion, optimizando su potencial
econdémico, y de conservacion del recurso por medio de vedas o regulaciones de su

extraccion.
Taxonomia

La taxonomia de las especies de ostras perleras es compleja porque las conchas
son bastante similares, y no hay muchos caracteres morfoldgicos diagnosticables
disponibles para la determinacion de especies (Témkin 2010). La clasificacion se
basa principalmente en los tejidos blandos y los caracteres de la concha como el color
y la forma (GARCIA & WINKLER 2012).

Pinctada imbricata, conocida como ostra perla fue descrita por primera vez por
el investigador PETER FRIEDRICH RODING (1767- 1846). La clasificacion se describe a
continuaciéon segin la sistematica clasica propuesta por THIELE (1929-1935) y
siguiendo el esquema usual de ABBOTT (1974), WARMKE & ABBOTT (1961), DiAz Y
PUYANA (1994) y LODEIROS et al. (1999).

Phylum: Mollusca
Clase: Bivalvia Linne, 1758
Subclase: Pteriomorphia Beurlen, 1944
Orden: Pterioida Newell, 1965

Suborden: Pteriina Newell, 1965

Superfamilia: Pterioidea Gray, 1847



Familia: Pteriidae Gray, 1847
Género: Pinctada Roding, 1798

Especie: Pinctada imbricata Roding, 1798

Nombres Comunes

Pinctada imbricata es conocida con diferentes nombres comunes o vulgares
principalmente asociados a la produccién de perlas como ostra perla, concha de perla,

tripa de perla, madre perla, entre otros.
Ciclo de Vida

Los primeros estadios larvales de los bivalvos son de vida plancténica y luego
aparecen estructuras especializadas que inducen a la bdsqueda de un sustrato
adecuado de asentamiento; en este proceso se presentan alteraciones morfologicas y
fisiolégicas en el cual ocurren alta mortalidad e intervienen factores fisicos y
bioldgicos interrelacionados que definen los ciclos dentro de las poblaciones
(CASTELLANO &CAMPOS 2007).

Los miembros de la clase Bivalvia son en su mayoria gonocéricos, algunos son
hermafroditas protandricos. Los embriones se convierten en larvas trocofora que nada
libremente, sequidas por la larva veliger, que se asemeja a un adulto en miniatura
(KATSANEVAKIS et al. 2008). Sus ciclos de vida han sido descritos como
“conservativos” cuando la produccion de gametos ocurre durante otofio/invierno
usando la energia almacenada durante verano, y “oportunistas” cuando ocurre en
primavera/verano cuando el alimento esta disponible (BAYNE et al. 1982). En la
region nororiental, se destacan dos periodos de productividad primaria que son clave
para el desarrollo de los organismos y las estrategias reproductivas, los cuales son

perfectamente aprovechados por P. imbricata. Durante la surgencia incrementa la
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proliferacion de microalgas favoreciendo el desarrollo gametogenico y la
reproduccion, mientras que durante el periodo de no surgencia la temperatura del
agua es alta, la productividad primaria es baja, el desarrollo de los tejidos gonadales
estd paralizado, presentando vestigios de la gonada o desaparece completamente que
corresponde a un estado sin actividad reproductiva, y de acumulacion de reservas
para ser usadas al haber las condiciones adecuadas en el medio ambiente, que muchas
veces son aprovechadas para la produccion de gametos y liberacion por surgencias
cortas, presentando varios desoves al afio, con un desove principal durante la

surgencia y desoves parciales (Figura 1).
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20 mm

Figura 1. Ciclo de vida de la ostra perla, Pinctada imbricata — (a) ovocito; (b) évulo
fertilizado (10-15 min); (c) primera division; (d) segunda division; (e)
tercera division; (f) mérula; (g) blastula; (h) gastrula; (i) larva trocéfora
(18-24 h); (j) larva “D” inicial (26 h); (k) larva “D” tardia (48 h); (1) larva
umbonada (dia 6-7); (m) larva umbonada tardia (con presencia de mancha
ocular, 20-25 dias); (n) pediveliger (pie y doble anillo, 25-28 dias); (fi)
postlarva (28-30 dias); (0) y (p) juveniles (dias 40 y 60 dias); y (q)
organismos adultos (Créditos: LODEIROS & LOVATELLI, 2019).

Habitat y Principales Factores Ambientales que Afectan a Pinctada imbricata

Comunmente es encontrada en sustratos duros naturales o artificiales de aguas
someras, en general en zonas de rocas, corales y conchas formando densas
poblaciones. Ocasionalmente se puede encontrar en praderas de Thalassia testudinum
sobre sedimentos arenoso fangosos, normalmente en habitat marinos con condiciones
hidrodinamicas relativamente agitadas (LODEIROS et al. 1999; KATSANEVAKIS et al.
2008). Aungue las poblaciones de P. imbricata se ubican normalmente entre los 2 y

10 m, es una especie comun que pueden encontrarse hasta 30 m de profundidad
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(LODEIROS & LOVATELLI 2019), con aguas relativamente claras (URBAN 2000;
MARCANO et al. 2005).

Las respuestas de los organismos en el medio ambiente son complejas, por lo
que deben analizarse principalmente los factores que sean o puedan hacerse limitantes
para su crecimiento. Entre los factores (exdgenos) que pueden afectar el crecimiento
de los bivalvos se encuentran la temperatura, salinidad, oxigeno disuelto, seston y
disponibilidad de alimento, entre los cuales se consiguen interacciones positivas o
negativas que afectan a la poblacién. Con alta temperatura la productividad primaria
es baja, y a baja temperatura aumenta la productividad, lo que favorece el
crecimiento. La salinidad es un factor limitante, que restringe la distribucion de la
especie a lugares distantes de desembocaduras de rios caudalosos, estuarios y

marismas (LODEIROS et al. 2002).

Los organismos marinos estdn expuestos a una amplia variedad de factores
ambientales, que varian en el tiempo y el espacio, esto significa que su exposicion a
extremos elevados de factores como la temperatura, requiere de un metabolismo que
se ajuste para mantener la homeostasis, crecer y reproducirse (LESSER et al. 2010). Es
bien conocido que tanto sus funciones fisiologicas individuales como el balance
energeético integrado estan asociados a la temperatura y la disponibilidad de alimento
(LoDEIROS et al. 2016). Estudios ecoldgicos de los bivalvos han demostrado que el
desarrollo, crecimiento y supervivencia se ve afectada por parametros fisicos, en
particular la temperatura y la salinidad (LOPEZ- RoJAS et al. 2017). La temperatura es
uno de los factores ambientales de mayor influencia en la vida marina dado que
determina las tasas de todos los procesos bioldgicos, acelerando la velocidad de las
reacciones bioquimicas en la medida que la temperatura aumenta, o retardandolas si
la temperatura disminuye (LISTA et al. 2014). Esta modifica el flujo de energia, que
regula la velocidad de los procesos bioldgicos, en tanto que la salinidad, impone una

carga metabolica adicional y afecta actividades bioldgicas tales como las respuestas
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inmunes, la fertilizacion, el desarrollo de embriones, y supervivencia y crecimiento

de larvas y juveniles (Huo et al. 2014).

Al estudiar el efecto de la temperatura y salinidad en el crecimiento y
supervivencia de Crassostrea nipona, a lo largo de las costas de Japon y Korea,
WANG & LI (2018) encontraron un efecto significativo de la salinidad, sobre el
tamarfio del juvenil en términos de altura de la concha. Segun MARCANO et al. (2005)
en la Peninsula de Araya, Venezuela, determinaron que la amplitud de la oscilacion
del crecimiento de P. imbricata, estaria asociada principalmente con las variaciones
de los parametros ambientales en el area durante las estaciones de lluvia y sequia, ya
que la temperatura presenta una variacion estacional de 4-5°C y la salinidad varia en
hasta 2 UPS. Las variaciones en las tasas de crecimiento en longitud, se explican por
las condiciones ambientales del &area, ya que estd marcado por un periodo de
surgencias costeras caracterizadas por baja temperatura del agua y alto contenido de
nutrientes y biomasa fitoplancténica, originando un periodo de elevada productividad
primaria. En contraste, con un periodo de estratificacion de las capas superficiales del
mar, con una contraccién de la zona productiva de incrementos de temperatura y baja

disponibilidad del fitoplancton (LODEIROS et al. 2002).

Trabajos como el de VAsSQUEZ et al. (2015) en P. imbricata indican claramente
que la influencia de las condiciones ambientales puede afectar la fisiologia de los
organismos, al observar individuos de diferentes tallas con un crecimiento alométrico
minorante lo que podria ser atribuidas a la cantidad de alimento disponible en el
medio o0 a los cambios en los factores ambientales del ecosistema al momento del
estudio. Otro estudio que corrobora la influencia de factores ambientales en la
fisiologia de Pinctada imbricata, fue realizado por MARQUEZ et al. (2011) en la Bahia
de Mochima, tanto la dimension de la concha y su masa, como otros tejidos
estudiados muestran una correlacion con el patron general de la temperatura y la

disponibilidad de alimento-seston y biomasa fitoplancténica. Segin CASTELLANO &



14

CAMPOS (2007), en el Caribe Colombiano la temperatura esta relacionada con el
asentamiento de juveniles de P. imbricata, lo cual se vio favorecida en presencia de

agua fria.

Reproduccion

La actividad reproductiva de los bivalvos esta determinada por factores
estacionales tales como la temperatura y la disponibilidad de alimentos (KiMANI et al.
2006).

Los moluscos del género Pinctada, maduran por primera vez como machos y
luego cambian a hembra generalmente al llegar a un tamafio superior a 3cm,
exhibiendo un comportamiento protandrico que en algunos casos muestra variaciones
impredecibles. El proceso de cambio de sexo puede estar potencialmente relacionado
con la disponibilidad de alimento en el ambiente. Macroscopicamente es dificil
distinguir el sexo de esta especie, ya que el tejido gonadal esta inmerso en la masa
visceral. Sin embargo, los individuos en pleno desarrollo gonadal o maduros tienen
goénadas conspicuas de color crema en machos y ligeramente anaranjadas en hembras
(ROMERO- FERREIRA et al. 2016). El desove ocurre en la columna de agua,
principalmente en verano y principios de otofio, pero la reproduccion puede ocurrir

todo el aflo (POUVREAU et al. 2000).

En Venezuela se han realizado trabajos sobre la reproduccién de P. imbricata
que conducen a establecer que posee una actividad reproductiva a través de todo el

afio (JIMENEZ et al. 2000).

La ostra perla es un organismo gonocorico (los gametos femeninos y los
masculinos son portados por individuos diferentes) con fecundacion externa; de esta
manera, los productos sexuales son expulsados por efecto de estimulos exdgenos y/o

enddgenos (LODEIROS & LOVATELLI 2019).
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Los estudios de reproduccion en P. imbricata (MARCANO 1984; RUFFINI 1984;
URBAN 2000) y observaciones de la fijacion larvaria y reclutamiento de juveniles
(LEON et al. 1987; JIMENEZ et al. 2000) en el nororiente de Venezuela, indican que la
especie se reproduce todo el afio, teniendo su maxima actividad de desove en los

periodos de marzo-abril y septiembre hasta enero.

La disponibilidad de alimento favorece el desarrollo gonadal asociado al ciclo
de nutrientes, en que la produccion y liberacion de gametos coincida con el periodo
de surgencia, presentando una estrategia reproductiva dual, siendo oportunista en el
periodo de surgencia y de tipo conservador con menor proporcion de desoves durante

la estratificacion (ROMERO- FERREIRA et al. 2017).
Aspectos Morfométricos

Segun la Organizacion de las naciones Unidas para la Alimentacion y
Agricultura FAO (2006), para describir los bivalvos se emplean los mismos términos
anatomicos que se usan en otros animales. La concha de los bivalvos, esta constituida
por dos valvas, similares entre si, convexas y mas o menos ovaladas, articuladas una a
la otra por su region dorsal y se empieza a formar en el estado de larva veliger. El
umbo o zona de la charnela, donde se unen las valvas, es la parte dorsal y la region en

el lado opuesto es el margen ventral.

Al retirar una de las valvas de la concha se puede observar las partes blandas o
pulpa entre ellas: manto, musculo aductor, branquias, pie, sistema digestivo, sistema

circulatorio, sistema nervioso y sistema urogenital (FAO, 2006).

Los pteridos se distinguen por una concha oblicuamente ovada, Pinctada
maxima es la especie mas grande con una longitud de caparazon de hasta 305 mm
(ALBUQUERQUE et al. 2012). La ostra alada, Pteria pinglino, es la mas grande del
género Pteria, registrada con una longitud de concha hasta 200 mm (ADzIGBLI et al.

2019). Las otras especies de Pteriidae son relativamente pequefias. Se ha estimado
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que viven entre 5 y 5,5 afios en un entorno natural (FAO, 2006).

Pinctada imbricata, posee una longitud maxima con un rango normalmente
entre 50 y 80 mm (Figura 2), presenta concha redondeada, fragil y de color variable
en su exterior, desde marron tostado a amarillo hasta verde y bronce con lineas mas
oscuras, e interiormente es nacarada, capaz de producir perlas (Figura 3). La valva
izquierda es méas céncava que la derecha y posee una muesca bisal de donde se
distribuye el biso que segrega para adherirse a un sustrato duro (Figura 4). El
periostraco se encuentra formando ldminas concéntricas con proyecciones espinosas

fragiles méas evidentes en individuos juveniles (LODEIROS et al. 1999)

ancho
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v
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Figura 2. Medidas morfométricas de Pinctada imbricata, colectada en la localidad de
Merito, Sucre, Venezuela.
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Figura 3. Anatomia interna de la ostra perla Pinctada imbricata colectada en la
localidad de Merito, Sucre, Venezuela.

Figura 4. Valvas de la concha de la ostra perla Pinctada imbricata, por su cara
externa e interna (Creditos: LODEIROS & LOVATELLI 2019).

Estos organismos poseen un cuerpo blando suave de color crema que ocupa
gran parte del espacio interior de la concha. EI manto es el tejido blando mas externo,

que esta intimamente unido a su concha y es el encargado de secretar la concha, al
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retirar este se encuentra una masa visceral y los musculos aductor y retractor, también
encontramos las branquias, las cuales sirven para el intercambio gaseoso con el medio
(respiracidn) y filtracion del agua para obtener el alimento. Se observan los palpos
labiales que se localizan en la zona antero dorsal que se encargan de la seleccion de
particulas y transferencia de alimento, desde las branquias y hacia la boca. El esdfago
y el estbmago se encuentran ubicados en la region dorsal y en la region posterior se
observan el intestino, recto y surco anal. La glandula digestiva se encuentra rodeando
el aparato digestivo, esta es un organo fusionado que engloba funciones del higado y
pancreas. El corazdn se localiza en la region antero dorsal y en la region antero lateral
se encuentran el pie y la glandula del biso, el cual es de un material fibrilar proteico

con el que el bivalvo se fija a los sustratos duros (MARQUES & BARBIERI 2015).

Entre los indicadores que permiten su caracterizacion morfométrica se
encuentran: longitud (largo, ancho, y alto), peso de la concha, peso de la carne o

pulpa, rendimiento y proporcién de sexos.
Aspectos Ecofisiologicos, Biomarcadores y Cambio Climatico

Una clave para el avance en el conocimiento de esta especie, se ha
incrementado a través de investigaciones en aspectos bioquimicos, con el empleo de
protocolos metodolégicos para evaluar respuestas metabdlicas y sus variaciones que
resultan importantes, ante las condiciones ambientales y en modelos experimentales
del estrés que son producto de exposicion a rangos extremos del medio ambiente, asi

como agentes potencialmente peligrosos para la salud (Yu et al. 2019).

Tales estudios aportan informacion relevante acerca del estado fisiologico de
los animales y ayudan al diagndstico de la calidad del ambiente para el cultivo de
bivalvos (ALVES DE ALMEIDA et al. 2007). AcosTA et al. (2010) evaluaron las
oscilaciones del contenido de carbohidratos, proteinas y lipidos, de la glandula

digestiva, musculo y I6bulos gonadales de los mejillones Perna perna y P. viridis,
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detectando variaciones en los l6bulos gonadales de ambas especies. ACOSTA et al.
(2013) estudiaron la bioacumulacién y el efecto del cadmio en juveniles del mejillon
verde Perna viridis, el cual se acumula en el tejido a los dos dias de tratamiento y se
estabiliza, acompafiado por un descenso del biomarcador metabolico de la relacion
ARN/ADN. ZAPATA-VIVENES et al. (2014) estimaron la tolerancia a la anoxia y su
efecto sobre las defensas antioxidantes en el mejillén verde P. viridis expuesto al
cadmio, concluyendo que es acumulado y posiblemente afecté algunas estrategias
bioquimicas relacionadas con la tolerancia a la anoxia. VILLEGAS et al. (2015)
evaluaron el efecto subletal del cadmio en P. imbricata sin efectos significativos
sobre la masa de tejido, asi como indice de ARN/ADN y consumo de oxigeno con
una disminucion significativa en la reposicion de la concha. ZAPATA-VIVENES et al.
(2017) determinaron que las defensas antioxidantes e indices proteina/ADN y
ARN/ADN en el poliqueto Eurythoe complanata, incrementan de forma continua
durante todo el afio y la sintesis de proteinas solo en temporadas de baja temperatura.
En este sentido, se puede afirmar que los organismos, en su ambiente natural, a
menudo estan sujetos a condiciones de estrés ambiental continuo, cuya interaccion
sinérgica con estresores antropogénicos puede amplificar sus efectos (HOLMSTRUP et
al. 2010).

P. imbricata ha sido objeto de este tipo de estudios, ya que como todo
organismo que habita la zona costera, se ve expuesto a considerables variaciones
ambientales de temperatura, salinidad, que someten su ritmo y actividad metabélica a
realizar ajustes homeostaticos (LODEIROS et al. 1999; ERK et al. 2011). Estos ajustes
en el metabolismo pueden comprometer la condicion fisioldgica de los organismos,
afectando la tasa de crecimiento, reproduccion y sintesis de lipidos (LESSER et al.
2010; LEmMus et al. 2014). Por tal motivo, la capacidad para hacer ajustes fisiologicos
en respuesta a los cambios ambientales es un factor crucial para su supervivencia y
éxito reproductivo (KANG et al. 2016). P. imbricata es sugerida como apropiada para

realizar estudios de toxicidad del medio marino, por ser un organismo de amplia
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distribucion y facil manipulacion en el laboratorio, su modo de vida sésil donde la
energia es canalizada para el crecimiento y acumulacion de reservas energéticas,
obtenidas a través de la filtracion, estan intimamente asociada a la bioacumulacion de
metales pesados, asi como otros compuestos potencialmente peligrosos (MARCANO et
al. 2005).

Actualmente se ha establecido que los cambios ambientales se han
incrementado, debido al aumento de los gases de efecto invernadero en la atmosfera,
y gran parte del gas es absorbido por los océanos, que al reaccionar con el agua de
mar forma &cido carbdnico con el consecuente aumento de la acidez en los mares,
pudiendo ser muy dafino para algunos organismos marinos productores de
exoesqueleto, entre ellos los moluscos con concha, puesto que estos para desarrollar
sus conchas necesitan de un medio alcalino (Fig. 5). Ademas, este decremento del pH
puede llegar a disminuir la presencia del plancton, principal alimento para las
especies filtradoras (PARKER et al. 2013).

U Amostera® -

Didxido de carbono E ph

Figura 5. Acidificacion oceanica. La quema de combustibles fdsiles provoca un
aumento del CO; en la atmdsfera que es captado por el océano y hace que
se vuelva més acido (Créditos: University of Maryland).
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El cambio global que est4 presentando en la actualidad pudiera acentuarse en
los proximos decenios en caso de no tomar acciones correctivas a tiempo
(Intergovernmental Panel on Climate Change - IPCC 2013) afectando el ecosistema
planetario e impactando sensiblemente los sistemas socioecondémicos de los paises
(ROJAS-HIGUERA & PABON-CAICEDO 2015). Este fendmeno global se ha evidenciado
en los océanos por el aumento de la temperatura del agua, la acidificacion vy el
aumento del nivel del mar, modificando la biodiversidad marina y la estructura
ecologica (HELMUTH et al. 2006; IPCC 2013).

Se ha sefialado que todos estos cambios pudieran contribuir con el estrés
oxidativo el cual se ha destacado como la principal causa del desequilibrio en la
homeostasis redox a nivel celular, tisular y organico (CALDERON-PENA 2018). Esta
condicion es producida por una sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno
(EROs); producto del metabolismo, exposicion a contaminantes, ingestion a través de
la dieta, radiaciones UV o de los procesos metabolicos que implican los procesos de

liberacion de radicales libres, tales como el anién superéxido (O ), el radical

hidréxilo (OH) y otros no radicales como el peréxido de hidrégeno (H,05) y

perdxidos organicos (CARVAJAL 2019), que en estado libre interactian con lipidos,
proteinas y acidos nucleicos, alterando sus funciones con efectos severos en el

metabolismo y balance natural (ESPINOSA- DIEZ et al. 2015).

La produccién de EROs es un proceso natural que desempefia funciones en la
cadena respiratoria y mecanismos de defensa celular. En los bivalvos, por ejemplo,
ademas de producir enzimas hidroliticas y de participar en el proceso fagocitico,
también estan acompafiados de un aumento importante en el consumo de oxigeno,
fendmeno conocido como “burst” respiratorio. Durante este proceso se generan
EROs, las cuales son potentes microbicidas contenidos en los fagolisosomas,
responsables de la opsonizacién o destruccion de bacterias que son lisadas

intracelularmente. Estos compuestos tienen un papel importante en la degradacion de



22

microorganismos invasores, funcionando como efectores inmunolédgicos potentes,
ocasionando en algunos casos dafios importantes en el hospedero (TORREILLES &
GUERIN 1999; VARGAS- ALBORES & BARRACCO 2001).

La correcta respuesta al incremento en la produccion de EROs es critica para
prevenir el dafio oxidativo y para mantener la supervivencia celular. La alteracion a
los componentes celulares desencadena la muerte celular por procesos de apoptosis
que conducen a la necrosis de tejidos y organos, dependiente de la magnitud del
estrés oxidativo (MORGAN & Liu 2011). Por tanto, estas situaciones crean un
desbalance a favor de especies pro-oxidantes, generando el estrés oxidativo. Entre los
efectos de dafios ocasionados se destacan: vacuolizacion de células digestivas, atrofia
de tabulos digestivos, incremento en la proporcion de células baséfilas, cambios en el
tamafo de las células, alteraciones histopatologicas, microerosion del epitelio,
oclusiéon del lumen, las cuales se han evidenciado en secciones histoldgicas del
mejillon de agua dulce Diplodon chilensis sometido a tratamiento con cobre
(SABATINI et al. 2011).

No obstante, la produccién de EROs, ya sea por procesos enddgenos 0
exogenos, demanda en los organismos respuestas de defensas antioxidantes, por lo
que los organismos marinos han desarrollado un mecanismo de depuracion de estos
radicales, llamado sistema de defensa antioxidante, que las mantiene en
concentraciones fisiolégicamente apropiadas (LIVINGSTONE 2001). Este conjunto de
defensa antioxidantes constituido principalmente por las enzimas superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa
(GR) y glutation S transferasa (GST), y no enzimaticas (glutation reducida (GSH), 8
— carotenos y vitaminas A, C y E, se encargan de transportar los electrones de los
radicales libres para los procesos metabolicos y eliminacion de los desechos
(FAssIANO et al. 2012).

Las defensas antioxidantes también pueden ser incrementadas o inhibidas por
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estresores, y la ocurrencia de un tipo de respuesta u otro va a depender de la
intensidad y duracion del estrés causado y la susceptibilidad de la especie (BEBIANO
et al. 2005). En los bivalvos ha sido reportado la actividad de las enzimas
antioxidantes como una respuesta a los radicales libres (LIVINGSTONE et al.1990;
PELLERIN-MASSICOTTE 1994; FOURNIER et al. 2000; DAFRE et al. 2004; ZAPATA-
VIVENES et al. 2014).

Desde hace més de tres décadas se pueden destacar trabajos en bivalvos sobre
este tema, particularmente en Mytilidos como Mytilus edulis (NOEL et al. 1991; Pire
1992; WISTON et al. 1996), Mytilus galloprovincialis (PIPE et al. 1995, CARBALLAR et
al. 1997, TORREILLES & GUERIN 1999) y Perna perna (BARRACO et al. 1999; ALVES
De ALMEIDA et al. 2007);ademas de Ostreidos, Ostrea edulis, Crassostrea gigas
(BACHERE et al. 1991; BEGUEL et al. 2013) y C. virginica (ANDERSON 1994, AUSTIN
& PAYNTER 1995, FISHER et al. 1996); Veneridos Tridacnas crocea, Mya mercenaria
y Mercenaria mercenaria (ANDERSON 1994, NAKAYAMA & MARUYAMA 1998); y en
los Pectinidos Patinopecten yessoensis (NAKAMURA et al. 1985) y Pecten maximus
(LEGALL et al. 1991).

En este escenario, se han determinado incrementos en la actividad de algunas
enzimas antioxidantes y moléculas del sistema en algunos organismos marinos
mediante prueba de estrés, enfatizando la importancia de éstas como moduladores de
las respuestas inmunes (DowNs et al. 2001). XIANG et al. (2017) sefialaron la
dindmica de la respuesta de enzimas antioxidantes en la ostra perla Pinctada
martensii expuesta a 2- ethylhexyl phthalate (DOP), concluyendo que la actividad del
GSH es potencial para ser usada como biomarcador para monitorear contaminacién
en ambientes marinos. NUSSETTI et al. (2004) evaluaron las respuestas inmunologicas
y enzimas antioxidantes en P. imbricata expuesta a concentraciones subletales de fuel
oil N° 6, concluyendo la presencia de sensibilidad de las enzimas antioxidantes de la

glandula digestiva y manto lo que sugiere un incremento en el flujo de oxiradicales y
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posibles manifestaciones bioquimicas perjudiciales, asociadas con estrés oxidativo en

ambos tejidos.

Ciertas patologias oxidativas se pueden desencadenar ante condiciones de
estrés, cuando se sobrepasa la capacidad de defensa antioxidante celular y uno de los
blancos moleculares mas sensibles al ataque de EROs, son los lipidos de las
membranas. El dafio oxidativo causa la alteracion de la estructura de las membranas
celulares, produciendo cambios estructurales en las proteinas intracelulares,
oxidacion de las lipoproteinas plasmaticas y aceleracion del envejecimiento celular
(LUSHCHAK 2011).

En este contexto tales respuestas permiten diagnosticar la salud de los
ecosistemas, y son consideradas en su conjunto como biomarcadores. Los
biomarcadores se han definido como respuestas bioldgicas, a diferentes niveles de
organizacion, que permiten revelar variaciones significativas sobre la fisiologia de los
organismos y extrapolarlas a la calidad ambiental (HAMzA-CHAFFAI et al. 2003;
ReGcoLl et al. 2004; LOJAN-AVELLAN et al. 2021). Otros biomarcadores de
importancia son los indices moleculares de condicién por los cocientes entre el
contenido de ARN y proteinas con el ADN (ARN: ADN y Proteina: ADN), los cuales
indican la condicion metabdlica, tasa molecular de crecimiento y de sintesis de
proteinas en los tejidos. Estos son usados para estimar la condicion nutricional en
eventos bioldgicos que demanden alto gasto energético y posibles efectos de
contaminantes, tales como sintesis de biomoléculas destinadas a la division y
crecimiento celular, condicion nutricional del organismo, cambios de la temperatura y
presencia de toxicos (Moss 1994; ZAPATA-VIVENES et al. 2015; 2017; 2018). Los
indices moleculares han sido considerados como indicativos de la condicion
fisiologica en bivalvos y otros organismos (BRACHO et al. 2000; BECKER et al. 2005).
Los indices que relacionan las concentraciones de acidos nucleicos y proteinas son

biomarcadores bioquimicos aplicados para estimar la tasa de crecimiento,



25

condiciones fisioldgicas y de salud en organismos acuéticos (FOLEY et al. 2016) y son
especialmente sensibles a la disponibilidad de alimento en el medio, disminuyendo en
los periodos de estivacion (YEUNG & LEUNG 2013). Por lo que pueden ser afectados
por la condicion nutricional del organismo, cambios temperatura (LEMUS & CHUNG

2006) y presencia de toxicos (ZAPATA-VIVENES et al. 2015).

La topografia del Golfo de Cariaco corresponde a una depresion, que abarca
una extension de 70 km aproximadamente, con caracteristicas propias de los
sedimentos en los margenes norte, sur y el sector del este que tiene el mayor
contenido de materia organica (LEmMus 2014). La ostra perla tradicionalmente ha
formado bancos en el Golfo de Cariaco sobre sustratos duros, praderas de Thalassia
testudinum, rocas, corales y arena en medios someros. La franja costera comprendida
entre Punta Arenas y Laguna Grande del Obispo, posee poblaciones que son estables
y explotadas para consumo local. Muchas de estas comunidades se han establecido a
poca profundidad, donde estdn mas expuestas a las oscilaciones temporales de
temperatura del agua debido a la surgencia, y la estratificacion que produce el
calentamiento del agua y la menor productividad primaria del lapso. Asi mismo los
vientos alisios que son constantes entre diciembre — marzo, remueven el sedimento
aportando nutrientes. De modo que estos organismos se desarrollan en un medio
cambiante de estresante a 6ptima para el crecimiento y la reproduccion (MARQUEZ et
al. 2011).

Cambio Climatico

El cambio climético estd ocasionando modificaciones fisicas y bioldgicas en la
distribucion de las especies marinas y de agua dulce, con consiguientes cambios en el
tamafio y productividad de sus habitats (F.A.O 2012).

Este fendmeno global se ha evidenciado en los océanos por el aumento de la

temperatura del agua, la acidificacion y el aumento del nivel del mar (IPCC, 2013).
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Segun las proyecciones, el cambio climatico repercutirdA ampliamente en los
ecosistemas, las sociedades y las economias y aumentara la presion sobre los medios
de vida y el suministro de alimentos, ademas estas acciones estan afectando los
procesos fisicos, bioldgicos y quimicos en el medio ambiente marino (SHUKLA et al.
2019). Estas alteraciones quimicas provocan acidificacion en los océanos afectando
los organismos marinos en maltiples niveles, como calcificacion, control interno de

pH, respiracion, absorcion de nutrientes y reproduccion (SosA-AvALOS et al. 2023).

Los cambios oceanograficos sin precedentes debidos al cambio climatico
pueden afectar los procesos fisiologicos, con importantes implicaciones para la
reproduccion sexual (GRAZER & MARTIN 2012). Lo que repercute en la alta
productividad acuicola, que cada vez mas, es usada para restauracion de poblaciones
naturales (F.A.O 2020). El calentamiento de las aguas marinas ha tenido diversos
efectos en las comunidades ecoldgicas marinas, en particular en los organismos y
ecosistemas marinos, costeros y estuarinos (RoJAs- HIGUERA & PABON- CAICEDO
2015). Asi mismo, el pH del agua de mar esta relacionado con diversos factores, entre
los cuales las concentraciones de CO, atmosférico y de CO, disuelto en el agua
desempefian un papel importante. La absorcion oceanica de CO, atmosférico
proveniente de la quema de combustibles fésiles podria generar grandes cambios del
pH en el agua de mar en los proximos siglos, comparado con los registros geologicos

de los pasados 300 millones de afios (ROJAS-HIGUERA & PABON —CAICEDO 2015).

El aumento de la cantidad de diéxido de carbono en los océanos provoca
cambios en la composicion quimica de estos, alterando el movimiento de nutrientes y
otros compuestos, causando la acidificacion y afectando de manera general los
ecosistemas y la vida marina. Esto pone en peligro a organismos marinos capaces de
crear caparazones y esqueletos de carbonato de calcio, dentro de ellos los moluscos
bivalvos. Ademas, afectara las tasas de crecimiento, reproduccion, resistencia a

enfermedades y otros procesos bioldgicos y fisiolégicos (NARANJAN et al. 2006).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Grazer%20VM%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Martin%20OY%22%5BAuthor%5D
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Estudios realizados en el Caribe y Pacifico colombiano evidencian el efecto del
cambio climéatico en las poblaciones marinas. Segun ROJAS-HIGUERA & PABON —
CAICEDO (2015), los resultados obtenidos sugieren calentamiento y acidificacion de

las aguas marinas, lo que constituye una amenaza para los ecosistemas.

El pH de la superficie del océano ha caido 0,1 unidades, lo que representa un
aumento del 30% de la acidez. A finales de este siglo, si las emisiones actuales
continuan, el pH podria caer otras 0,3 unidades, lo cual significaria un aumento de la
acidez de casi el 100%. Segun estudios realizados por GAzeAu et al. (2007), al
aumentar los niveles de dioxido de carbono, la capacidad de calcificacion de la ostra
del Pacifico (Crassostrea gigas) y el mejillén comun (Mytilus edulys) disminuy6 de
forma lineal (Figura 6), y concluyen que, si las concentraciones de carbono de la
atmosfera alcanzan los 740 ppm, la capacidad de calcificacion de estas especies

disminuiria en un 10% y 25% respectivamente.
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Ostra del Pacifico (Crassostrea gigas)
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Figura 6. Efecto de la &cidez del océano sobre la tasa de calcificacion de Crassostrea
gigas y Mytilus edulis ( Créditos:GAzEAU et al. 2007).

Estudios recientes con el objetivo de determinar los impactos de la acidificacion
de los océanos en los organismos marinos y estuarinos, concluyen una alta
probabilidad de consecuencias graves, para los organismos calcificados,
especialmente los moluscos, los cuales son los principales productores de CaCO3 y

constituyen el segundo filo animal mas grande del mundo (PARKER et al. 2013).
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Entre los Pteridos mayormente se han realizado estudios en Pinctada fucata.
WELLADSEN et al. (2010), al exponer a agua de mar acidificada producen
malformaciones y/o disolucion en comparacion con los controles; LI et al. (2017),
demostraron que el biso P. fucata, es afectado por la acidificacién de los océanos
(AO). La AO alterd la abundancia y la estructura secundaria de las proteinas del biso
y afectd el contenido de iones metalicos en los hilos distales, lo que en conjunto
redujo el diametro del biso y amplificd la nanocavidad, provocando reducciones en
las propiedades mecanicas (resistencia y extensibilidad); Liu et al. (2017), observaron
que la longitud de la concha y el indice de peso total no variaron significativamente
entre las ostras cultivadas a pH 8,10 y 7,70, pero si a pH 7,40, asi mismo el
contenido de calcio y la dureza de la concha, la cual exhibié una microestructura
nacarada mal organizada y una aparente pérdida de integridad estructural en la capa

nacarada.

Venezuela no escapa de la influencia de este fendmeno y en los Gltimos afios se
ha hecho méas wvulnerable. El ascenso de la temperatura esta ocasionando
modificaciones en los patrones hidricos, disminucion de la biodiversidad, alteracion
de los ecosistemas y tasa acelerada de aumento de nivel del mar (OLIVO-GARRIDO &
SoTo-OLIvo 2012). Como respuesta a esta situacion, desde 1980 se han venido
concretando en Venezuela investigaciones tendientes a comprender la problematica,
para promover el disefio y aplicacion de medidas de mitigacion y adaptacion
(MAYTIN et al. 2020).

La metodologia aplicada para este capitulo se baso en la revision y valoracion
de diferentes publicaciones cientificas, informes técnicos y bioldgicos. La mayor
parte de estas fuentes se han generado en estudios y proyectos de investigacion y
extension auspiciados por la Universidad de Oriente y sus diferentes dependencias,
asi como por organizaciones asociadas, ello con el fin de desarrollar una

investigacion cientifica documental de carécter critico.
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HIPOTESIS

Hipotesis: Influirdn los factores ambientales sobre las concentraciones de algunos

compuestos y enzimas antioxidantes en distintos 6rganos de P. imbricata.

Hipotesis: Si las condiciones ambientales futuras se modifican, se modularan las

defensas antioxidantes de P. imbricata.

Hipotesis: Existirad relacion entre los indices de condicion y los ajustes de defensas

antioxidantes de P. imbricata.

Hipdtesis: Se observaran caracteristicas representativas en los tejidos de P. imbricata

de acuerdo a su sistema de defensa antioxidante y sus indices de condicion.
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OBJETIVOS

General

Evaluar la influencia de factores ambientales sobre el sistema de defensa

antioxidante de la ostra perla Pinctada imbricata.
Especificos

e Cuantificar la actividad de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutation-S-transferasa (GST), en distintos tejidos de
P. imbricata.

e Determinar los niveles de glutation reducido, dafio lipoperoxidativo y

proteinas en distintos tejidos de P. imbricata.

e Estimar los coeficientes moleculares de condicion (ARN: ADN vy
Proteina:ADN) en el tejido blando de P. imbricata.

e Relacionar los coeficientes de condicion fisioldgica y parametros biométricos

en P. imbricata.

e Describir histolégicamente la glandula digestiva, génadas y manto de P.

imbricata.

e Asociar el efecto de los factores ambientales, sobre las enzimas antioxidantes
e indices de condicién molecular en P. imbricata, bajo condiciones naturales

in situ.



CAPITULO 11
EVALUACION DE ALGUNOS INDICADORES DE ESTRES
OXIDATIVO E INDICES MOLECULARES DE LA OSTRA
PERLA Pinctada imbricata (R6ding, 1758)

Longart R. Yelipza del C. 2024. Evaluacion De Algunos Indicadores De Estrés
Oxidativo e Indices Moleculares de la Ostra Perla Pinctada Imbricata (Roding,
1758). Trabajo especial de grado. Universidad de oriente, Ndcleo de Sucre. pp. 44-81.

RESUMEN

Pinctada imbricata (Roding, 1758) es un bivalvo perteneciente a la familia pteriidae,
abundante y forma densos bancos en el Mar Caribe, donde es explotada por las
perlas, y en el nororiente de Venezuela por su carne. Su habitat en la zona costera lo
somete a cambios ambientales, que pudieran afectar la condicion fisiolégica. Siendo
el propdsito de este trabajo, evaluar el sistema antioxidante enzimatico y la condicién
fisioldgica por medio de biomarcadores de estrés oxidativo e indices moleculares de
condicion en la glandula digestiva y mdsculo aductor. Se colectaron 91 ejemplares
con un peso promedio de 16,54 + 8,35 g, en una zona costera del nororiente de
Venezuela, entre abril 2017 y enero 2018. Se evaluo la actividad de las enzimas
antioxidantes; catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD) y glutation S-transferasa
(GST), se cuantificaron el ARN, ADN vy proteinas para obtener los indices
moleculares ARN/ADN y Proteina/ADN. Las enzimas antioxidantes (CAT, GST y
SOD) mostraron valores dentro del rango normal, sin diferencias estadisticamente
significativas entre los meses. Los cocientes ARN/ADN vy Proteina/ADN,
evidenciaron niveles de macromoléculas entre los rangos de normal crecimiento para
especies de moluscos. La variabilidad en las respuestas enzimaticas antioxidantes
puede estar asociada al ciclo reproductivo continuo, lo que conduce al ajuste
metabolismo aerobio- energético e integracion funcional de los tejidos. Ademas, los
promedios observados en los indices moleculares se evidencian un estado fisioldgico
Optimo para los organismos.

Palabras Claves: Pinctada imbricata, Enzimas antioxidantes, indices moleculares
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INTRODUCCION

El incremento de las descargas de productos quimicos en los cursos de los rios
con la escorrentia de actividades agricolas e industriales, asi como los desechos
urbanos que desembocan en el mar, ha generado un grave problema ambiental global,
los cuales se ha reportado que estan relacionados con el desbalance oxidativo de
diversos organismos acuaticos (LIVINGSTONE 2003, ALONSO-ALVAREZ & PEREZ-
RODRIGUEZ 2023).

Se ha demostrado que los xenobidticos activan las defensas antioxidantes como
primer mecanismo de defensa de los sistemas celulares debido al estrés oxidativo, y
se usan como biomarcadores de exposicion a contaminantes, agentes estresores,
condiciones ambientales extremas y envejecimiento celular, algunas de las cuales son
responsables de graves causar dafio a células y tejidos (OCHOA & GONzALEz 2008;

CARVAJAL 2019).

Es necesario controlar la produccién y la accion de las especies reactivas de
oxigeno (EROs) para evitar el dafio celular al organismo, que dispone de mecanismos
de tipos enzimatico y no enzimatico. Dentro de los mecanismos no enzimaticos se
incluyen moléculas antioxidantes de bajo peso molecular hidrosolubles y/o
liposolubles. Entre los cuales se encuentra la enzima superéxido dismutasa (SOD)
que convierte el anion superoxido en peroxido de hidrogeno (H,O,). La catalasa
(CAT) es una enzima tetramérica, dependiente del grupo hemo, que reduce el
perdxido de hidrégeno a agua y oxigeno y que requiere de la presencia de NADPH
para llevar a cabo su funcidon. La glutation peroxidasa (Gpx) requiere del selenio para
reducir el peroxido de hidrogeno y los perdxidos organicos (ROOH) a agua o alcohol
(ROH), respectivamente, utilizando glutation reducido (LESSER 2010; CARVAJAL
2019; AMORIM et al. 2020). Las enzimas antioxidantes han sido propuestas como

biomarcadores de contaminacién mediada por estrés oxidativo (OCHOA & GONZALEZ
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2008), y se usan para determinar la salud de ecosistemas marinos costeros (STOREY
1996; RECABARREN-VILLALON et al. 2004).

Los indices de condicion de los bivalvos son aplicados para entender aspectos
poblacionales, la conservacion de poblaciones, actividad metabodlica, acumulacion de
reservas, el estado de bienestar y reproductivo con fines de consumo tanto para
poblaciones naturales, en cultivo y en la conservacion del medio ambiente. Los
criterios biométricos y morfométricos de la masa y el tamafio del individuo son
relativamente accesibles, descriptivos de las respuestas ante el medio ambiente y del
ciclo de vida, a diferencia de los biomarcadores metabolicos que alertan de un posible
efecto inmediato y se tomen medidas de proteccion a los organismos marinos y a los
seres humanos, con la limitacion del empleo de mayor cantidad de recursos que
limitan su uso a laboratorios como los sistemas de cultivo y son mas adecuados para

investigacion.

Los biomarcadores moleculares con los &cidos ribonucleicos y nucleicos,
destacan por la sencillez del fundamento de realizacién. Los indices moleculares son
biomarcadores bioquimicos aplicados para estimar la tasa de crecimiento,
condiciones fisioldgicas y salud en organismos acuaticos (Foley et al., 2016). Siendo
el propdsito de este trabajo evaluar las oscilaciones de las enzimas antioxidantes
CAT, TBARS e indices moleculares, de la glandula digestiva y la génada, de manera

comparativa entre los meses y los periodos de surgencia y estratificacion.
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METODOLOGIA

Se colectaron ejemplares de P. imbricata durante 8 meses (desde abril 2017
hasta enero 2018) en la zona de Merito municipio Cruz Salmeron Acosta, localizado
bajo las coordenadas 10°36°00"'N, 64°08°00""O (Figura 7). La colecta se hizo en
ambientes naturales, manual y directamente de las raices del mangle rojo Rizophora
mangle y fueron trasladados al laboratorio en recipientes con agua de mar. Donde se
pesaron en balanza analitica de 0,001 g. de precision y midieron con un vernier de

0,01 mm de precision, para registrar los parametros biométricos.

Venezuela

Figura 7. Ubicacion geografica del area de estudio. Merito municipio Cruz Salmeron
Acosta. Estado Sucre. Venezuela.

Luego de disecados los ejemplares de P. imbricata fueron separados la glandula
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digestiva y el musculo, trabajados en frio, rotulados, congelados en nitrégeno liquido
(N») y guardados en congelacion (-70°C) hasta su posterior ensayo enzimatico, para

lo cual se uso el protocolo propuesto por ZAPATA-VIVENES (2001). Se pes6 0,1 g de
tejido, se colocé en 2 ml de buffer de extraccién pH 7,6 el cual consiste en Tris- HCI
(hydroxymetil-metilamina) 20 mM, &cido etilendiamino- tetracetato (EDTA) 1
mmol/l, Ditiotreitol (DTT) 4 mmol/l, sacarosa 500 mmol/l, KCI 150 mmol/l y 20 ul
de é&cido fenil metilsulfonico (PMSF) en alcohol isopropilico 1mmol/l, para

homogenizar a 13500 rev min'1 (4°C) en un homogeneizador IKA T25 Basic. Se

centrifug6é a 4000rpm a 4°C por 20 min en una centrifuga Eppendorf 5702R, y se
colect6 el sobrenadante para procesar inmediatamente las enzimas antioxidantes,
cuyas actividades fueron medidas en un espectrofotdmetro Perkin- Elmer UV/VIS
Lambda 2S basado en el programa cinético Lambda 2. Las actividades méximas de
las enzimas se determinaron segin procedimientos descritos por NUSETTI et al.

(2004), como sigue a continuacion.
Catalasa (CAT, EC 1.11.1.6)

La actividad de la catalasa se determind en base a la cinética de degradacion de
peréxido de hidrégeno (H2O») en presencia de la enzima, segun el método de AEBI
(1984). La mezcla de incubacion estuvo constituida por buffer fosfato

KHoPO4/K;PO4 50mmol/l (pH 7,5). Para esto se coloco en una cubeta de cuarzo 970

ul de buffer fosfato, 20 pl de la muestra y10 pl de HoO» para dar inicio a la reaccion

y realizar la lectura a 240 nm durante 90 segundos. La primera lectura de absorbancia

después de mezclar se considera cero (0), luego se tomo a 10, 20, 30 y 40 s.
Superoxido Dismutasa (SOD, EC 1. 15. 1.1)

Se determin6 segln la cinética de la reaccion de formacion de citocromo

reducido (Mc CoRD & FRIDOVICH 1969), colocando en la cubeta 800ul de buffer
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fosfato 43 mmol/l, 25ul de citocromo C 0,4 mmol/L, 50 ul de cianuro de potasio
(KNC) 0,4 mmol/l, 10ul de xantina oxidasa y 50ul del extracto enzimatico;
agregando seguidamente 100 pl de hipoxantina 0,5 mmol/l y se leyo a 500 nm cada

20 segundos durante 1 minuto.
Glutation S-Transferasa (GST, EC 1.11.1.9)

La actividad fue medida por el método de HABIG et al. (1974) usando glutation
reducido (GSH) y 1- cloro — 2,4 dinitrobenceno (CDNB) como sustrato. Para ello se
coloco en la cubeta 900 pl buffer de incubacion (pH=7,5), 20 pul de CDNB, 30 pul del
extracto enzimatico, inmediatamente antes de hacer la lectura se agreg6 50 ul de GSH
siguiendo la formacion del complejo dinitrofenil-glutationa a 340 nm. La mezcla de
incubacion consistié en Na,HPO,4 100 mmol/l pH 6,5, CDNB 2,5 mmol/l disuelto en
etanol, glutatiéon reducida (GHS) 67 mmol/Il. La actividad fue expresada en unidades

por gramo de masa himeda (U/g masa humeda).
Peroxidacion de Lipidos

El principio de este ensayo consiste en medir la produccion de uno de los
principales productos de la peroxidacion de lipidos, el malondialdehido (MDA). Se
utiliza para cuantificar la magnitud de la peroxidacion lipidica, producida por
diversas causas, midiendo el producto formado entre los aldehidos generados y el
acido tiobarbitarico (TBA) (GUTTERIDGE & HALLIWELL 1990). Una vez
homogeneizados los érganos en frio (0,1 g), en 2 ml solucion salina al 9%, fueron
centrifugados a 4 °C, 3000 rpm por 10 min. Se estimo segun protocolo propuesto por
OHKAWA et al. (1979). Se colocé en tubo de ensayo 250 ul de sobrenadante en 250 pl
stop-Mix en hielo por 10 min y se hizo reaccionar con 800 pl de TBA. Esta mezcla se
mantuvo en bafio de agua a ebullicion con constante agitacion durante 60 min,
posteriormente fue colocado en bafio de hielo por 10 min, volviéndose a centrifugar a

1000g. por 10 min. Se tomoé la lectura a 532 nm en el espectrofotometro. La
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concentracion de lipoperoxido se expresd en nanomoles de TBARS (sustancias
reactivas al acido tiobarbitdrico), por miligramo de proteina.

Tioles Totales

Se realizo siguiendo el protocolo propuesto por ELLMAN (1959). Se peso6 0,1 g.
de tejido y se homogeneizé en 2 ml de buffer fosfato (pH 7,5 100mmol/l). Se
centrifugd a 3000rpm por 15 min. Seguidamente se afiadid en la cubeta 500ul de
DTNB (5,5 - Dithio-bis 2- nitrobenzoi-ac), 250 ul de agua destilada, 200 pl de buffer

tris EDTA, 50 pl de la muestra, y se registrd la absorbancia a 412 nm.
Indices Moleculares de Condicion

Se estimaron los cocientes de Proteina:ADN y ARN:ADN como indices
moleculares de condicion. Para ambos coeficientes se obtuvo un gramo de tejido

muscular y de la glandula digestiva respectivamente, se homogeneizaron con 10 ml

de buffer salino (NaHPO4/NaoHPOy). Se tomd 1 ml del extracto y se le afiadié 1 ml

de &cido perclorico (HCIO4) al 2N para luego dejar reposar por una hora a 8°C. El

precipitado fue lavado con &cido perclérico al 1N y disuelto con KOH al 2 N a 37°C

durante una hora. Después se extrajo una alicuota para determinar proteinas.

El ARN y ADN fueron separados por precipitacion con 1 ml de é&cido
perclorico al 1 N con centrifugacion a 4°C. Como resultado de la centrifugacion, el
ARN quedd en el sobrenadante y el ADN en el precipitado. Este se calent
nuevamente con &cido perclérico a 80°C por un periodo de 20 minutos. EI ARN se
determind por el método de revelacion de orcinol (CAMBELL & SARGENT 1967) vy el
ADN mediante la reaccion de difenilamina (BURTON 1956). Se emple6 como
sustancia referencial ARN de levadura Saccharomyces cereviceae y ADN de timo de
bovino. Luego, se coloco 1 ml de cada solucion problema con 4 ml de difenilamina,

fue llevado a bafio caliente durante 10 minutos, se dejo enfriar y se midid la
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absorbancia a 595 nm.

Para el ARN se coloco 1 ml de cada solucion problema con 4 ml de orcinol y
fue llevado a bafio caliente durante 20 minutos, se dejo enfriar y se registrd la
absorbancia a 665 nm. Se estimaron las cantidades de ADN y ARN por gramos de

masa humeda.
Proteinas Totales

La concentracion de proteinas fue determinada por el método de Biuret
(ROBINSON & HOGDEN, 1940). Se tomaron 200 ul del extracto y mezclado con 3 ml
de Biuret. Se procedio a realizar una curva patron con albumina de suero de bovino
(BSA; 1 mg/ml). Los tubos fueron agitados suavemente y se dejaron en reposo por 20
minutos. Luego se midid la absorbancia a 540 nm. Los resultados fueron expresados

en gramos de masa humeda.
Andlisis Estadisticos

Los datos se analizaron estadisticamente se comprobaron los supuestos de
normalidad y homogeneidad de las varianzas por métodos de Shapiro- Wilk y Levene
(SOKAL & ROHLF 2012), y se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) con la ayuda
del paquete estadistico StatGraphics Plus 5.1, para determinar diferencias entre las
respuestas bioquimicas en los meses de colecta y entre los periodos de surgencia y
estratificacion. Se aplico una prueba a posteriori de Scheffé. Se realiz6 andlisis de
componentes principales (ACP) para reconocer las asociaciones entre las variables

ambientales, bioquimicas y biométricas.
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RESULTADOS

Los organismos presentaron un peso promedio de 16,54 + 8,35 g. En la
glandula digestiva se observan oscilaciones de la actividad enzimética durante el
lapso de estudio. Se observo la mayor actividad de la catalasa (CAT) en abril y agosto
de 2017(Fig. 8). La superdxido dismutasa (SOD) presentd la méxima actividad en
diciembre 2017(Fig. 9). La glutatiéon S- transferasa (GST), presentd un ascenso hasta
agosto, seguido de una caida con su valor maximo en enero de 2018, detectandose

diferencias significativas entre los meses (Fig. 10).

En el mdsculo entre agosto y noviembre se cuantificd la mayor actividad de
CAT (Fig. 8). La SOD presentd los valores maximos en abril y octubre, y minimos en
agosto y noviembre (Fig. 9). La actividad de la GST fue méaxima en junio y

diciembre. Entre los meses se detectaron diferencias significativas (Fig. 10).
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Figura 8. Actividad mensual de la enzima catalasa (CAT), en la glandula digestiva y
musculo de la ostra perla P. imbricata, en Merito, municipio Cruz
Salmeron Acosta, Sucre, Venezuela.
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Figura 9. Actividad mensual de la enzima superoxido dismutasa (SOD), en la
glandula digestiva y masculo de la ostra perla P. imbricata, en Merito,
municipio Cruz Salmerdn Acosta, Sucre, Venezuela.
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Figura 10. Actividad mensual de la enzima glutationa transferasa (GST), en la
glandula digestiva y muasculo de la ostra perla P. imbricata, en Merito,
municipio Cruz Salmerdn Acosta, Sucre, Venezuela.

Los valores de TBARS en glandula digestiva fueron mayores respecto al tejido
muscular, con cambios significativos en los niveles de lipidos peroxidados. La
concentracion de TBARS en la glandula digestiva mostr6é un incremento para el mes
de diciembre (1840 £ 452 nmoles/mgP), con respecto a agosto (75 + 27 nmoles/mgP).
En el masculo incrementd progresivamente alcanzando el valor maximo durante
noviembre (1294 + 519 nmoles/mgP) (Fig. 11). Los contenidos de TBARS en la
glandula digestiva y muasculo presentaron diferencias significativas entre los meses
(P<0,05), con valores mayores en la glandula digestiva con respecto al tejido

muscular.
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Figura 11. Variacion mensual de las sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico
TBARS (U TBARS/ mgP), en la glandula digestiva y musculo de P.
imbricata, en la localidad de Merito, municipio Cruz Salmerén Acosta,
Sucre, Venezuela. TBARS expresada en nmoles/mg de tejido himedo. Los
indices indican grupos comunes de cada tejido.

Los méximos promedios de tioles totales se presentaron en octubre y enero de
2018, para la glandula digestiva y el musculo respectivamente. El contenido de tioles
totales en los dos tejidos presentd un patron mensual de oscilaciones parecido y se

detectaron diferencias significativas entre los meses (P<0,05) (Fig. 12).
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Figura 12. Niveles de tioles totales en muestras de glandula digestiva y muasculo de
P. imbricata, durante los meses de muestreo, en la localidad de Merito,
municipio Cruz Salmerdn Acosta, Sucre, Venezuela. Datos expresados en
mmoles de —SH/g de tejido hiumedo. (abr-dic 2017; ene-2018). Los indices
indican grupos comunes de cada tejido.

Las concentraciones de ADN de la glandula digestiva y el mdsculo
incrementaron durante abril, junio y julio y mostraron diferencias significativas
durante los meses (P<0,05). EI ARN incrementd durante agosto, octubre, noviembre,

con diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) (Figs. 13, 14).

Se observé de abril a julio baja actividad catabdlica durante la época de
surgencia y produccion de gametos. P. imbricata presenté promedios elevados en el
indice ARN:ADN durante el periodo de surgencia ( agosto a noviembre 2017 y en
enero- 2018) (Fig. 15).
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Figura 13. Variacion mensual del ADN en Pinctada imbricata, en la localidad de
Merito municipio Cruz Salmeron Acosta, Sucre, Venezuela. Los indices
indican grupos comunes de cada tejido.
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Figura 14. Variacion mensual del ARN en Pinctada imbricata, en la localidad de
Merito municipio Cruz Salmerdn Acosta, Sucre, Venezuela. Los indices
indican grupos comunes de cada tejido.
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Figura 15. Variacion mensual del indice ARN/ADN observado en la glandula
digestiva y musculo de P. imbricata, en la localidad de Merito, municipio
Cruz Salmerdn Acosta, Sucre, Venezuela. Los indices indican grupos
comunes de cada tejido.

Las proteinas totales (PT) en la glandula digestiva oscilaron entre 250 + 33 y
1089 + 236 mgPT/gmh durante noviembre y enero respectivamente. En el masculo
oscilé entre 206 £ 78 y 915 + 5540 mgPT/gmh respectivamente en julio y octubre.
No hubo diferencias significativas entre los niveles de proteinas por meses (Fig. 16).
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Figura 16. Variacion mensual del contenido de proteinas (mgPT/gmh) en la glandula
digestiva y musculo de P. imbricata, en la localidad de Merito, municipio
Cruz Salmerén Acosta, Sucre, Venezuela.

En cuanto a los niveles de PT:ADN en la glandula digestiva oscilaron entre 79
+ 11 y 157 £ 41 mgPT/gmh durante octubre y abril respectivamente. En el musculo
oscilé entre 20 = 13 y 207 £ 40 mgPT/gmh respectivamente en octubre y junio. Se

detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los meses (Fig. 17).
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Figura 17. Coeficiente PT:ADN en la glandula digestiva y musculo de P. imbricata,
en la localidad de Merito, municipio Cruz Salmerén Acosta, Sucre,
Venezuela.

El andlisis de componentes principales (ACP) aplicado a la temperatura y los
biomarcadores demuestran que el ADN vy la catalasa (CAT), cumplen una estrecha
asociacion fisioldgica, aungue un ligero nimero de combinaciones lineales de las 9
variables examinadas explican la mayoria de la variabilidad en los datos. En este caso
se han extraido 3 componentes, ya que los mismos tenian valores mayores o iguales a
1,0. Juntos representan el 75 % de la variabilidad de los datos originales. El
componente 1 (38,2%) se correlaciona de forma positiva con el ADN y la CAT y de
manera negativa con TBARS, temperatura, —-SH y proteinas, mientras que el
componente 2 (20,5%) se correlaciona positivamente con ARN, GST y SOD (Fig.
18).
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Figura 18. Analisis de componentes principales entre los biomarcadores de P.
imbricata y la temperatura de la localidad de Merito, municipio Cruz
Salmerdn Acosta, Sucre, Venezuela.

Al considerar las relaciones de las variables ambientales (temperatura y
clorofila), con los indices moleculares y parametros biométricos, fueron detectadas
relaciones positivas de la clorofila y la temperatura con los indices ARN:ADN y
PT:ADN, mientras que las variables biométricas mostraron estar asociadas
positivamente (Fig.19).
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Figura 19. Analisis de componentes principales entre los coeficientes de condicion
fisiolégica de P. imbricata (ARN:ADN y PT:ADN), los pardmetros
biométricos y las variables ambientales (temperatura del agua y clorofila),
de la localidad de Merito, municipio Cruz Salmerén Acosta, Sucre,
Venezuela.

Durante el periodo de surgencia el ACP gener6 3 componentes con una
varianza acumulada de 81% del total. En esta época se identificO una correlacion
positiva en el componente 1 (41%), con: CAT y ADN; siendo fuertemente negativa
con la temperatura del agua, ARN y Proteinas. Por su parte el componente 2 (21%) se
correlaciona positivamente con TBARS y Temperatura del agua; mientras que las
correlaciones fueron negativas con SH, GST y SOD. (Figura 20 A).

En la época de relajacion fueron determinados tres componentes con valores
propios mayores a 1. La varianza acumulada para los tres primeros componentes fue
72%. En el primer componente (37,2 %) todas las variables se correlacionaron de
manera negativa, siendo las mas fuertes con: TBARS, ARN vy Proteinas. Las demas
correlaciones son negativas débiles. En el componente 2 (18,3 %) fue observada una
correlacion positiva con la temperatura del agua y la catalasa. Las demas

correlaciones positivas fueron debiles, aunque mostraron una correlacion negativa



con la SOD (Figura 20 B).
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Figura 20. Proyeccion ortogonal de la temperatura del agua con las variables
biol6gicas en el espacio definido por los dos primeros componentes del
ACP para las actividades enziméticas en poblaciones naturales de P.
imbricata observada durante el periodo de surgencia (A) y en relajacion
(B), desde abril 2017 hasta enero 2018. En la Localidad de Merito,
Municipio Cruz salmerén Acosta, Sucre, Venezuela. CAT: Catalasa, SOD:
super oxido dismutasa, GST: Glutation S- Transferasa, -SH: tioles totales,
TBARS, ARN, ADN, Proteinas, Temperatura del agua.

Al correlacionar los coeficientes de condicion fisiologica y los parametros

biométricos en la época de surgencia, el analisis de componentes principales (ACP)

demostré que existe una estrecha asociacion fisiolégica entre ellos. En este caso se
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extrajeron 3 componentes, ya que estos tenian valores propios mayores o iguales a
1,0, representando el 94% de la variabilidad de los datos originales. ElI componente 1
(50,8%) se correlaciona de forma positiva con el peso total, peso seco, peso humedo,
grosor y alto, no existe correlacion negativa, mientras que el componente 2 (20,5%)
se correlaciona positivamente con ARN:ADN y PT:ADN (Fig.21-A). Durante la
época de relajacion se extrajeron 2 componentes los cuales cuantifican el 96% de la
variabilidad de los datos totales, el componente 1 (71,9%) correlaciona de manera
positiva las variables biométricas, siendo mas fuerte entre peso total, grosor y peso
seco, mientras que en el componente 2 (24,6%) se correlacionan negativamente los

cocientes moleculares (Fig. 21-B).
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Figura 21. Anélisis de componentes principales entre los coeficientes de condicion
fisiolégica de P. imbricata (ARN:ADN y PT:ADN) con los pardmetros
biométricos, de la localidad de Merito, municipio Cruz Salmerén Acosta,
Sucre, Venezuela. A: surgencia, B: Relajacion.



54

DISCUSION

La actividad de la CAT es de gran importancia, ya que neutraliza la formacion
de perdxido de hidrogeno (H,O;), una sustancia altamente oxidante. La enzima CAT
se encarga de la descomposicion del H,O, en agua y oxigeno, evitando asi que se
forme el radical hidroxilo y el radical superoxido, especies de oxigeno que son muy
reactivas, representando una proteccion del dafio lipoperoxidativo (ALVES DE
ALMEIDA et al. 2007). En nuestro estudio, el incremento de la CAT es un claro
marcador de produccién de peroxido de hidrégeno (JARAMILLO & VALDIVIA 2016).

Considerando que el ciclo reproductivo de la especie ocurre durante todo el
afio, lo que la caracteriza como una reproduccion continua, esta condicion conduce a
una diversidad de respuestas fisiologicas debido a la integraciéon funcional de los
tejidos en su metabolismo energético. Es bien conocido que la enzima CAT
descompone H,0, a 2H,0 y O, limitando la sobreproduccion de radicales libres de

alta toxicidad, tal como OH* (STOREY 1996).

Aunque un incremento en la catalasa es un claro marcador de produccion de
EROs (JARAMILLO & VALDIVIA 2016), se conoce que los cambios en las actividades
de la CAT pueden sobrevenir como respuesta bioquimica a los ajustes fisioldgicos. A
partir de los valores en la actividad de la enzima catalasa se puede inferir que no
existié un incremento en la produccion de ERO en especial H,0,, mediado por el
metabolismo de compuestos organicos. La mayor actividad en abril se debe
posiblemente a restos celulares del desove. La variabilidad en las respuestas
enzimaticas antioxidantes puede estar asociada al ciclo reproductivo continuo, lo que
conduce al ajuste metabolismo aerobio-energético e integracion funcional de los
tejidos (ZAPATA-VIVENES et al.2017). Ademaés, los cambios de temperatura que
ocurren en el golfo de Cariaco, desde abril (22,82 °C) y hasta en noviembre (28,11

°C), pueden tener incidencia sobre el estatus antioxidante de P. imbricata. La
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capacidad de respuesta de esta enzima forma parte de las respuestas de ajustes
fisiologicos por aumento de ERO, vinculado posiblemente con una elevada tasa

metabolica y respiracion celular (ABELE & PUNTARULO 2004).

NUSETTI et al. (2004) reportaron un aumento de la catalasa en la glandula
digestiva de P. imbricata, cuando fue sometida a contaminantes de hidrocarburos,
sugiriendo una respuesta de defensa contra el desarrollo de un estado de estrés
oxidativo presumiblemente asociado con una excesiva produccion de peroxido de
hidrogeno (H,0;). La CAT descompone el H,O, en H,O y Oy, limitando asi la
produccion celular de OH por reacciones ciclicas redox; la glutationa reductasa
genera glutationa reducida para su utilizacion en diversas reacciones antioxidantes,
tales como la conjugacion con radicales libres, agente reductor de peroxidos
organicos y H,0, a través de la actividad de GPx, y cofactor de GST (FRIDOVICH,
1998; LIVINGSTONE 2001).

La SOD permite la destruccion del radical anion superoxido mediante
dismutacion del H,O, tratado por CAT. Las dos enzimas, SOD y CAT tienen la
misma localizacion en la célula, los peroxisomas (MANDUZIO et al. 2005; WANG et
al. 2018). Particularmente, los cambios en las actividades de la CAT en la glandula
digestiva y SOD en el muasculo pueden sobrevenir como respuesta bioquimica de
compensacion por la sobreproduccion de radicales libres (LIVINGSTONE 2001). La
superoxido dismutasa (SOD), es una de las enzimas mas activas producidas por los
organismos aerobios, lo que refleja su ligero aumento en el musculo, considerando

sul papel energético (YAKIMOV et al. 2018).

La glutationa S- transferasa (GST) ha sido propuesta como biomarcador de
contaminacion mediada por estrés oxidativo y su induccién como respuesta ante la
exposicion de contaminantes (DiAz et al. 2004), por lo que su baja actividad durante
todo el muestreo sugiere una buena aclimatacion de P. imbricata al medio ambiente

donde fue colectada y pudiera indicar una escasa contaminacion en el sitio del
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estudio. La enzima GST, cataliza la conjugacion del glutation (GSH) a una variedad
de sustratos y es capaz de convertir xenobidticos hidrofébicos en compuestos
hidrofilicos que pueden ser excretados facilmente para proteger macromoléculas
bioldgicas. Ademas, también tiene la funcion de la eliminacion de hidroperoxidos
(Jaramillo y Valdivia, 2016). La GST ha sido estudiada en moluscos-bivalvos, y se ha
observado que los niveles incrementan en funcién de la actividad antioxidante del

organismo (ALVES DE ALMEIDA et al., 2007).

Los valores de TBARS son indicadores claves de la peroxidacion lipidica, estan
relacionados con la formacion de especies reactivas del oxigeno tales como el anion
superoxido y el radical hidroxilo, lo que ofrece informacion acerca de la generacion
de peroxidos lipidicos que pueden perturbar la eficiencia antioxidante y causar
alteraciones oxidativas (peroxidacién) de las membranas bioldgicas (CESPEDES Y

CASTILLO 2008; FASsCIANO et al. 2012; ZAPATA-VIVENES et al. 2014).

El incremento de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)
durante los meses de noviembre-diciembre, tanto en glandula digestiva como en
musculo de P. imbricata, pudiera estar estrechamente ligado con el aumento de la
temperatura, ocasionando efectos perjudiciales a nivel celular y bioquimico, lo que
sugiere el desarrollo de estrategias bioquimicas de defensa contra la accién de EROs,
entre estas, respuestas compensatorias antioxidantes para proteger la viabilidad

funcional del tejido y los procesos fisioldgicos (ZAPATA-VIVENES et al. 2017).

Un estudio semejante, sefiala niveles similares de malondialdehido (MDA) en
la glandula digestiva de P. imbricata expuesta a lubricantes usados de motores de
automoviles, mostrando un ligero incremento en las concentraciones de MDA, en las
ostras expuestas a la concentracion mas alta, siendo estos desechos contaminantes
responsables de ocasionar dafios oxidativos en la membrana lipidica (ZAPATA-
VIVENES et al. 2024).
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De la misma manera, SANCHEZz (2013) reporto, incrementos significativos en
los niveles de TBARS en Perna viridis (mejillon verde), bajo condiciones de
anhidrobiosis y anoxia, tales valores pueden ser aumentados con la exposicion a
metales pesados como Cu y Cd. No obstante, en P. viridis no encontraron
variabilidad en los niveles de TBARS, bajo exposicion aguda de Cd, destacando la
tolerancia de esta y otras especies a condiciones de estrés ambiental (ZAPATA-
VIVENES et al. 2014).

En estudios realizados por ZAPATA- VIVENES et al. (2017), en el poliqueto
Eurythoe complanata, también fueron asociadas las variaciones de la temperatura
ambiental con incrementos de TBARS. Entre diciembre 2009 a octubre 2010 se
produjeron cambios significativos en la peroxidacién, con maximos en octubre,
asociados al aumento en la temperatura del mar. Por otro lado, los ascensos de la
temperatura del agua en los periodos de estratificacion o baja productividad, también
pueden estimular los procesos reproductivos y regeneracion de tejidos en algunos
organismos marinos. Al parecer, los procesos fisiologicos donde se vincula una
elevada tasa metabdlica existe la posibilidad de conllevar a una condicion de estrés

oxidativo (SCHVEZzoV et al. 2015).

Uno de los procesos fisiologicos que puede demandar ciertos ajustes
metabolicos en el organismo, es la reproduccién. Urban (2000) y Marcano (1984)
para el Caribe, sefialaron que P. imbricata presenta dos picos reproductivos
(reproducciéon bimodal) entre enero-junio y septiembre-diciembre. De la misma
manera, Ledn et al. (1996) en la Isla de Margarita (Venezuela) y Kimani et al. (2006)
en Kenya reportan que esta especie se reproduce todo el afio, con un maximo en
noviembre-diciembre, coincidiendo con el aumento de las TBARS reportado en esta
investigacion, lo que apunta que estos ajustes metabolicos pueden estar
correlacionado con el estadio reproductivo del organismo. Es decir, el estrés

oxidativo se desarrolla independientemente de la magnitud del factor de estrés, ya sea
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por la falta de oxigeno, los cambios de temperatura, la salinidad, el pH, el efecto de
los contaminantes, o periodo reproductivo (ZAPATA- VIVENES et al. 2014).

Es bien conocido que los radicales tioles (-SH) forman parte fundamental del
sistema de defensa antioxidante molecular, maquinaria bioquimica encargada de
mantener los niveles de radicales libres u oxiradicales a condiciones fisiologicamente
aceptables (GorBl et al. 2008). Estos grupos funcionales, contentivos tanto en
proteinas como en el glutatién reducido (GSH), son sustancias con potencialidades
antioxidantes, las cuales actian como amortiguadores redox (KOVA@OVA &
SvoBODOVA 2009). La contribucion de estos grupos tioles, en conjunto con las
enzimas antioxidantes ayudan a mantener la homeostasis en condiciones de vida
estresantes (estrés por temperatura, variacion de los niveles de oxigeno ambiental,
variacion de la salinidad, contaminacidon quimica, etc.). Estas condiciones de estrés
requieren energia adicional para la sintesis de proteccidn antioxidante, asi como para
la recuperacion, degradacion y sintesis de componentes celulares que han sufrido
dafo oxidativo. No obstante, el gasto de energia para mantener los procesos vitales en
condiciones de estrés ralentiza los procesos de crecimiento y reproduccion

(SokoLovA et al. 2012).

De esta manera, se puedo evidenciar induccion en los valores de —SH para
enero-2018, en respuesta al incremento en TBARS, (que indica que las membranas
celulares pueden verse comprometidas), mostrado en los meses anteriores (noviembre
y diciembre 2017), pudiendo deberse esto como resultado del proceso de
recuperacion y adaptacion a las variantes en la temperatura y cambios reproductivos.
Ademas, se detectaron mayores contenidos de tioles en la glandula digestiva que en el

musculo.

En concordancia con este estudio, se han hallado diferencias significativas en
las concentraciones de —SH en glandula digestiva del mejillon P. viridis. ZAPATA-

VIVENES et al. (2014) hallaron concentraciones elevadas de grupos -SH en este tejido,
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en mejillones colectados en San Antonio del Golfo, contrario al incremento en niveles
de TBARS, detectados en los mejillones de Chacopata-Guayacdn y Rio Caribe en
Venezuela. Posiblemente esta situacion se corresponda a un desajuste de las
respuestas moleculares. De la misma manera, P. viridis sometido a diferentes
condiciones experimentales: exposicion a metales, cambios de oxigenacién (anoxia y
anhidrobiosis) y recuperados en normoxia, mostraron diferencias significativas en las

concentraciones de grupos -SH en la glandula digestiva (SANCHEZz 2013).

Sin embargo, en otros organismos, no se observaron diferencias entre los
niveles de tioles totales (-SH). En Eurythoe complanata, las concentraciones de —SH
en la pared corporal del poliqueto no mostraron diferencias significativas, tanto
colectados en el ambiente como los expuestos a distintas temperaturas (24 y 28°C) y
entre meses (ZAPATA-VIVENES et al. 2017). Al parecer, este marcador molecular
presenta poca variacion estacional, aunque pueden ser modificados por otros factores
externos o fisioldgicos. De igual manera, en el gasterépodo P. patula, este marcador
en tejido blando, no varid significativamente, la condicion antioxidante que posee en

la defensa de contaminantes y especies reactivas de oxigeno (YSTAMBOULI 2019).

ISTOMINA et al. (2021) encontraron que los niveles de GSH de Mytilus edulis
recolectadas en habitat natural estaban cerca o eran mas altos en la glandula digestiva
gue en branquias, destacando que la distribucién tisular especifica de los
antioxidantes es un fendmeno relativo que puede variar ampliamente segun la

estacion y el estado reproductivo de la especie.

Los niveles de ADN, ARN vy proteinas y sus cocientes relacionados han sido
considerados como indicativos del estado de la condicién fisiologica en bivalvos
(BECKER et al. 2005). El contenido de ADN es estable e indicativo del niamero de
células o del crecimiento por proliferacion celular, el indice ARN/ADN, indica
actividad metabolica asociada a la sintesis de proteinas, reflejado en un crecimiento

por aumento de volumen (CLEMMESSEN et al. 1997).
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La relacion ARN/ADN genera un indice del metabolismo celular y ha sido
empleado como una medida de la tasa de crecimiento, condicidn nutricional de los
individuos, tasa metabolica del tejido y de la condicién fisioldgica del organismo
(ZAPATA-VIVENES et al. 2020; ANTON et al 2008; HAIDER et al. 2020). El cociente
ARN/ADN es un buen predictor de la tasa de crecimiento, y es especialmente
sensible a la disponibilidad de alimento en el medio, disminuyendo en los periodos de
estivacion (YEUNG & LEUNG 2013).

P. imbricata presentd promedios elevados en el indice ARN:ADN durante el
periodo de surgencia (agosto a noviembre y enero), lo que indica una condicion de
salud y crecimiento asociado a la temporadas de mayor disponibilidad de alimento.
Los cocientes ARN/ADN vy Proteina/ADN, evidenciaron niveles de macromoléculas
entre los rangos de normal crecimiento para especies de moluscos Los valores
obtenidos confirman la condicion de salud y crecimiento normal de los organismos
estudiados, es decir poseen condiciones fisioldgicas y corporales 6ptimas. En otros
casos, Villegas et al. 2015, destacan la adaptacion que tiene esta especie a
condiciones de contaminacion, encontrando que la relacion ARN/ADN no mostrd

efectos significativos, aun estando expuesta al Cd.

P. viridis expuestos a Cd, se reportd un descenso significativo del indice de
condicion fisiolégica ARN/ADN, a la concentracion mas elevada del metal. A
diferencia de los mejillones no expuestos al cadmio, los cuales presentaron los niveles
mayores de ARN/ADN, acompafiado por sintesis de proteinas, sugiriendo mejor
condicidn fisiolégica con respecto a los organismos expuestos (ACOSTA et al. 2013).
De la misma manera, en Donax denticulatus, disminuyd la concentracion de ARN y
el cociente ARN/ADN expuestos a dosis subletales de cadmio, ambos parametros,
asociados con el aumento de la concentracion del metal al que fueron expuestos
(ANTON et al. 2008).

El indice PT:ADN muestra un aumento continuo de division celular e
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incremento constante en la sintesis de proteinas, durante los meses de estratificacion,
en contraste, fue observado un incremento de la sintesis de proteinas al descender la
temperatura (surgencia). La temperatura es un factor determinante sobre la actividad

metabolica y las biomoléculas implicadas en el crecimiento (PT, ARN y ADN).

Las respuestas antioxidantes y de marcadores de estrés oxidativos de la ostra
perla P. imbricata indican que tiene una alta capacidad de sintesis de macromoléculas
asociadas con el crecimiento y regeneracion de tejidos, los cuales mantienen la
homeostasis y capacidad de compensacion a las condiciones ambientales y respuestas
fisiologicas. Considerando las condiciones ambientales normales, se puede justificar
la alta capacidad de sintesis de macromoléculas, aunado a que los promedios se

mantienen similares durante todo el periodo de estudio, en ambos tejidos.

Estudios como el de ZAPATA-VIVENES et al. (2015) muestran cambios en los
niveles de macromoléculas energéticas e indices moleculares ARN/ADN y PT/ADN
que evidencian ajustes bioquimicos de importancia en el manto de Lima scabra,
asociados a un incremento en la sintesis de proteinas como respuesta de defensa

molecular.

La variabilidad en las respuestas enzimaticas antioxidantes puede estar asociada
al ciclo reproductivo continuo, lo que conduce al ajuste metabolismo aerobio-
energético e integracion funcional de los tejidos. Ademas, los promedios observados
en los indices moleculares se evidencian un estado fisiolégico éptimo para los

organismos.

Los factores ambientales pueden influenciar directamente sobre los cambios de
las respuestas bioquimicas de los organismos y variar considerablemente entre los
periodos de surgencia costera y relajacion, como una respuesta a los cambios
mostrados por la temperatura del agua y la clorofila, las cuales a su vez estan

estrechamente relacionadas con los coeficientes de condicion fisioldgica. La época de
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surgencia se caracterizd por temperaturas entre (22,82 — 23,77 °C, mientras que el
periodo de relajacion (25,25- 28,11°C), destacando la relacion inversa entre la
clorofila y la temperatura. La asociacion entre los factores ambientales estudiados y
los indices de condicion fisiologica, sugiere dependencia. La asociacion inversa entre
la CAT y la temperatura, ademas de la baja actividad de la enzima, sugiere la
ausencia de estrés oxidativo.



CAPITULO 111
GAMETOGENESIS Y ANALISIS HISTOQUIMICO DE LAS
GONADAS Y GLANDULA DIGESTIVA DE LA OSTRA PERLA
Pinctada imbricata (R6ding, 1758)

Longart R. Yelipza del C. 2024. Gametogénesis y Analisis Histoquimico de las
Gonadas y Glandula Digestiva de la Ostra Perla Pinctada imbricata (Rdding, 1758).
Trabajo especial de grado. Universidad de oriente, Nucleo de Sucre. pp. 83-109.

RESUMEN

Pinctada imbricata (Réding, 1798), conocida como ostra perla, es un recurso pesquero de
la regién nor oriental de Venezuela, con gran importancia econémica por la produccién de
perlas, consumo humano y usos en acuicultura. Es abundante en las costas Nororientales
de América del Sur y se distribuye en el Océano Atlantico desde Carolina del Norte hasta
Brasil, su tiempo de vida es de aproximadamente tres afios, y se reproduce a partir del
octavo mes de fijacion con varios desoves al afio. Con propdsito de analizar la
histoquimica y el ciclo reproductivo de la especie, se describen las oscilaciones de las
reservas de lipidos y carbohidratos en la glandula digestiva durante la primera madurez
sexual de la ostra perla usando microscopia de luz de alta resolucion y tincion con azul de
toluidina, en relacion con el indice ARN/AND. Se disectaron muestras de la glandula
digestiva y la gonada de 41 ejemplares provenientes de El Merito (Golfo de Cariaco). Se
estimod el area de cobertura de los lipidos (indice lipidico, IL) y carbohidratos (indice
glucidico, 1G), Los &cidos nucleicos se cuantificaron en la glandula digestiva por métodos
espectrofotométricos. Se identificaron hembras en los estadios de gametogénesis (l1),
madurez (111) y desove (IV), y machos en gametogeénesis (11); en ambos sexos los acinos
estan entremezclados con el tejido conjuntivo, presentando escasos gametos en diferentes
estadios de desarrollo; en los machos las espermatogonias y espermatocitos secundarios se
identificaron en acinos dilatados; en hembras se observaron ovogonias, ovocitos
pedunculados, ovocitos y ovocitos atrésicos. El indice de lipidos y ARN/ADN presentaron
un patrén similar con valores maximos en el estadio de madurez (I11) seguido de una caida
en el desove (IV), mientras que el indice de glicidos disminuyd con los estadios de
madurez, detectdndose diferencias estadisticas significativas (P< 0,05) entre estadios de
maduracion y sexos. Se demostrd que los indices histoquimicos y el biomarcador de
actividad celular (relacion ARN/ADN), son buenos indicadores de la condicion fisioldgica
en ambos sexos y entre los estadios de maduracion sexual, con aplicaciones en programas
de produccién acuicola para la engorda y obtencion de gametos, donde la transferencia de
energia entre la glandula digestiva y la gonada integran activamente sus rutas metabdlicas.

Palabras Claves: Pinctada imbricata, histoquimica, ciclo reproductivo, biomarcador.
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INTRODUCCION

Los bivalvos marinos constituyen un grupo de invertebrados de distribucion
cosmopolita, que tienen con un rol importante en las comunidades marinas. Es un
recurso que es usado con diferentes propdsitos como una fuente de proteina animal
para la poblacién humana que no requiere piensos, representan el principal ingreso y
medio de vida de muchas comunidades. La concha, al igual que todo el Phyllum
Mollusca, adquiere alto valor para coleccionistas; siendo la materia prima en procesos
industriales por el alto contenido de carbonato de calcio; es usada con fines
artesanales, ornamentales, bisuteria y en el oriente de Venezuela es usado en

tradiciones religiosas como la Cruz de Mayo (SALAYA 1999).

Se tienen reportes de uso como recurso alimenticio por las civilizaciones Persa,
Egipcia y Griega, antes del imperio Romano, donde fueron usados como herramienta
en la industria cerdmica del Oeste mediterraneo y en la llamada fase Cardinal del
Neolitico inicial (CARGNINFERREIRA & SARASQUETE 2008). Desde los inicios de la
civilizacion, el mercado internacional se baso en la extraccion de perlas naturales, y
posteriormente se desarrollaron los métodos de cultivo para la produccion de perlas,

mabe y uso del nacar.

La zona nororiental de Venezuela posee una gran riqueza de especies de
bivalvos, con bancos naturales de Venéridos, Arcidos, Mytilidos, Pectinidos y
Pteridos, que son explotados artesanalmente. Estos han sido estudiados en aspectos
como los ciclos bioldgicos, ecologia, reproduccién y algunas se han usado para el
desarrollo de las técnicas de cultivo, como el mejillon marron Perna perna, el
mejillon verde Perna viridis, los pectinidos Euvola ziczac, Nodipecten nodosus y las

ostras perleras Pteria colymbus y Pinctada imbricata (SEMIDEY et al.2010).

Las ostras productoras de perlas pertenecen a la familia Pteridae, y se
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encuentran distribuidas en ambientes tropicales y subtropical, con especies que
pueden ser aprovechadas integralmente para la obtencion de la carne y del nacar. La
industria perlifera se basa de la extraccion y en el cultivo orientado para la obtencion
de perlas de alta calidad (BONDAD-REANTASO et al. 2007). El nécar es utilizado en la
industria cosmética y farmacéutica para la elaboracion de cremas, mientras que, en
las especies del Pacifico el musculo abductor se destina para el consumo fresco o
procesado, y el resto del cuerpo para la alimentacion y engorda de animales de

importancia comercial (MONTEFORTE 1996; SAUCEDO et al. 2001).

La ostra perla Pinctada imbricata pertenece al orden Pteroida, familia Pteriidae.
Son organismos gonocéricos, y pueden presentar hermafroditismo protandrico, en
respuesta de factores endogenos y variaciones en las condiciones ambientales, tanto
de poblaciones naturales como en cultivo (SAUCEDO & SOUTHGATE 2008).
Generalmente, presentan conchas redondeadas, fragiles, nacaradas en el interior, y el
exterior el periostraco tiene colores que varian desde marrén, amarillo y verde, con
una longitud total de la concha que oscila entre 38 y 98 mm. Es abundante en la costa
nororiental de América del Sur, forman densos bancos en el Mar Caribe, tanto en
Colombia como en Venezuela. Se distribuye en el Océano Atlantico desde Carolina
del Norte (Estados Unidos) hasta Brasil, a poca profundidad en zonas de rocas,
corales, conchas y praderas de Thalassia sp. (LODEIROS et al. 1999). En el oriente de
Venezuela se consume el organismo completo, siendo un subproducto de la pesca de
arrastre de la pepitona Arca zebra. La especie fue muy importante en el Caribe debido
al interés que histéricamente despert6 la produccion de perlas, no obstante, ofrece un
interés dual por el consumo de la carne y la producciéon de perlas en el medio
ambiente (MACKENZIE et al. 2003).

La posibilidad y el éxito del cultivo de un bivalvo dependen del conocimiento
del ciclo reproductivo, lo cual resulta esencial para la comprensién de la historia vital

de la especie, asi como para proveer informacion para la gestion de pesquerias y el
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desarrollo de la acuicultura (LODEIROS & FREITES 2008; MARQUEZ et al. 2011). En
los bivalvos marinos, la reproduccion es ciclica y comprende una secuencia de
estadios de desarrollo de los gametos (DANIEL-LEMUS et al. 2014), mostrando ciclos
de duracion e intensidad de la actividad reproductora segin la interaccion con
factores exdgenos como la temperatura, alimento, fotoperiodo y salinidad, y
enddgenos de tipo endocrino y neuronal (SUAREZ- ALONSO et al. 2007).

Conocer el ciclo reproductivo de los bivalvos permite predecir los periodos de
reclutamiento, estimar la mejor época para la obtencion de semilla, hasta conformar
la poblacion adulta, establecer vedas y determinar la talla minima de captura. En
Venezuela, el ciclo reproductivo de P. imbricata es continuo todo el afio, lo cual
permite reclutar juveniles para ser utilizados como semilla en los cultivos (LODEIROS
etal. 2011).

El ciclo reproductivo de los bivalvos ocurre por la interaccion entre la
disponibilidad, almacenamiento y uso de energia de los tejidos de reserva, en
respuesta a factores enddgenos como la liberacion de hormonas, receptores
intracelulares, expresion de genes y exdgenos asociados a cambios en el medio
ambiente que varian intra e inter especificamente y entre poblaciones de la misma
especie (EPp et al. 1988; BARBER & BLAKE 2006).

El desarrollo gonadico se inicia a partir de un epitelio germinal de origen
mesodérmico, que permanece latente en el tejido conjuntivo después de cada periodo
reproductivo. El ciclo reproductivo comprende en ambos sexos estadios de desarrollo
gonadal, que se basan en las caracteristicas de los acinos y el desarrollo de los
gametos en los estadios: indiferenciado (I), desarrollo activo (1), madurez (l1),

desove (1V) y regresion (V) (SOUTHGATE & LucAs 2008).

Los tejidos de almacenamiento de energia se encuentran sujetos a variaciones

estacionales, tanto en su composicién bioquimica, como en su estructura celular, por
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lo general en relacion con el ciclo sexual. La actividad de los tejidos de reserva puede
ser dividida en dos fases: (1) almacenamiento de nutrientes y, (2) movilizacién de los
nutrientes. Los mecanismos involucrados en estas dos fases, asi como la naturaleza
bioquimica del material almacenado, varian también entre las especies y poblaciones
de una misma especie (MATHIEU & LUBET 1993). Ademas de la utilizacion directa y
movilizacion de los principales componentes para satisfacer la demanda metabdlica y
estructural, se dan procesos de transformacion y sintesis de estos metabolitos, como
es el caso de la lipogénesis a partir de carbohidratos (glucogeno) del musculo
(GABOTT, 1983; RACOTTA et al. 1998).

Entre los tejidos de almacenamiento, el musculo aductor es el 6rgano mas
importante en cuanto almacenamiento de glucdgeno y proteinas en Pectinidos,
mientras que la glandula digestiva funciona como sitio de almacenamiento de lipidos
en grupos como Venéridos, Arcidos, Mitilidos, Pteridos (BARBER & BLAKE 2006,
RACOTTA et al. 1998). Igualmente se ha sugerido que el manto puede tener un rol
secundario como tejido de reserva en algunos bivalvos (BAYNE et al.1982; GABOTT
1983; GABOTT & PeEek 1991). En términos de almacenamiento de nutrientes, en la
mayoria de los bivalvos, los carbohidratos son las macromoléculas encargadas del
suministro inmediato de energia. EI almacenamiento de proteinas es importante
también, particularmente para la construccién del vitelo durante la gametogénesis
(MACKIE 1984). Los lipidos tienen funciones importantes como elementos
estructurales de las membranas celulares, asi como metabolitos que contribuyen a la
viabilidad de los gametos y el éxito del desarrollo embrionario y larvario (GALLAGER
& MANN 1986).

Estructuralmente, en la gbnada y en la glandula digestiva se han identificado
dos tipos de celulas encargadas de hacer la transferencia de metabolitos de los tejidos
de reserva a los gametos (MATHIEU & LUBET 1993). Las células adipogranulares

(ADG) vy las células vesiculares del tejido conectivo (CVT) integran el tejido
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conectivo de la glandula digestiva y la gbnada estan encargadas de acumular reservas
y transferir a los drganos; la ADG contiene glucdgeno, granulos de proteinas e
inclusiones lipidicas, y las CVT estan especializadas en la acumulacion de glucégeno
y lipidos (MATHIEU & LUBET 1993). BENINGER et al. (2003) demostraron en Pecten
maximus que en el asa intestinal ocurre la transferencia de nutrientes del intestino
hacia los hemocitos, que a su vez se asociaron con fibras de tejido conectivo de la
base del epitelio intestinal hacia los acinos gonadales. La transferencia de nutrientes
de los 6rganos de reserva o de transformacion de los nutrientes ha sido estudiado en
algunas especies de bivalvos, tales como Pinctada imbricata, P. mazatlanica, Euvola
ziczac entre otros (GABBOT 1983, LUBET et al. 1987, GOMEz 2008, ROMERO-

FERREIRA et al. 2016).

La glandula digestiva es el 6rgano encargado de la digestion intracelular y
extracelular de los nutrientes. En su citoarquitectura posee un tejido conectivo, que
ocupa los espacios del sistema digestivo y esta formado por dos tipos de células; las
células cilindricas de naturaleza aciddfila son las mas comunes, estas poseen
microvellosidades apicales e inclusiones lipidicas, y las células piramidales que son
basotfilas, y se localizan solas o en grupos de dos o tres células y no estan en contacto
con el lumen (LoBo DA CUNHA 2000). Las células digestivas estan integradas en
tubulos en contacto con el estdmago por tibulos primarios y secundarios ramificados
ciegos, separados del tejido conectivo y musculo por una membrana basal (TAIEB
2000).

Es posible determinar la condicién reproductiva de los bivalvos, asi como la
movilizacién de las reservas energéticas durante la gametogénesis, mediante técnicas
bioquimicas, histoldgicas e histoquimicas de una variedad de sustratos como;
enzimas, glucogeno, acido ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico (ADN),
proteinas, lipidos y carbohidratos (ARRIECHE et al. 2002; CASTILLO et al. 2013). Los

acidos nucleicos representan a biomarcadores de actividad metabolica (ARN/ADN),
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que contribuyen a la comprension del estado fisiolégico y nutricional de los
organismos en su ambiente natural, lo cual resulta de utilidad en la evaluacion del
crecimiento de organismos acudticos. El contenido de ADN es un factor bioldgico
estable que indica el crecimiento por proliferacion celular, mientras que la relacion
ARN/ADN indica la actividad metabolica asociada a la sintesis de proteinas, donde se
refleja en un crecimiento por aumento de volumen (GIL & ToME 2004; CHICHARO &
CHicHARO 2008).

Sobre P. imbricata se ha estudiado el crecimiento, supervivencia, ciclo
reproductivo y gametogénesis (URBAN 2000; LoDEIROS et al. 2002; ROMERO-
FERREIRA et al. 2016), almacenamiento, utilizacion y transferencia energética entre la
gonada y la glandula digestiva, los cuales son tejidos que mantienen una estrecha
relacién funcional y metabdlica (MATHIEU & LUBET 1993), donde la acumulacion de
energia es continua con oscilaciones estacionales (ROMERO-FERREIRA et al. 2016).
MoukrIM et al. (2008) observaron que las células vesiculares y las células
adipogranulares tienen un ciclo estacional segin la gametogénesis. En Crassostrea
gigas la escases de carbohidratos durante la gametogénesis afecta la formacion de

gametos y la mortalidad natural (JouAux et al. 2013).

El proposito de este trabajo consiste en estudiar y asociar las oscilaciones de las
reservas energética de la génada y la glandula digestiva de la ostra perla Pinctada
imbricata, mediante el estudio de los indicadores de la actividad metabdlica
expresados en los diferentes estadios de maduracion sexual de ambos sexos. Esta
informacion es propicia para dilucidar los mecanismos de transferencia de energia,
que son fundamentales para la produccién de gametos y la maduracién sexual, como
un aporte al conocimiento de las estrategias reproductivas que beneficiarian a
desarrollar planes de cultivo, obtener mayor beneficio para el consumo fresco y

proponer estrategias de conservacion para la proteccion del recurso.
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METODOLOGIA

Area de Estudio

El sitio donde se desarrollo este estudio se encuentra ubicado en la localidad de
Merito, municipio Cruz Salmerén Acosta del golfo de Cariaco, Sucre, Venezuela. Se
recolectaron ejemplares de P. imbricata del medio ambiente en el lapso abril -2017 -
enero 2018, por medio de buceo libre y se trasladaron en contenedores isotérmicos al
laboratorio de Histologia del Instituto de Investigaciones en Biomedicina y Ciencias

Aplicadas.

Recoleccion y Procesamiento de Muestras Bioldgicas

En el laboratorio los ejemplares se mantuvieron en agua de mar aireada. Para
obtener los tejidos, se realiz6 una incision con un cuchillo de hoja plana para separar
el masculo aductor de la concha, sin romper los 6rganos; los tejidos se extrajeron en
una cubeta con hielo triturado para mantenerla a baja temperatura. Esta se separ6 de
la glandula digestiva, que esta en la porcidn posterior del organismo, y la misma tiene
forma de saco alargado con un color caracteristicos marron verdoso. Seguidamente se
conservo en congelacion (-4°C) en viales rotulados hasta su procesamiento. De cada
organismo se cortd con un bisturi una porcion de la glandula digestiva/gonada para
estabilizar los componentes celulares en glutaraldehido (2,5%), previamente
preparado en amortiguador fosfato salino (0,5 M; pH 7,8; 1 020 mOsmol; 90 min,
4°C), seguido de post-fijacion en tetréxido de osmio (1%), y finalmente procesada
por las técnicas convencionales de microscopia de luz visible de inclusion en resina

epoxica (TURNER & BOYLE 1975).
Técnicas Histologicas para Microscopia de Luz Visible

Para microscopia de luz visible: los tejidos una vez fijados se lavaron 3 veces

con agua destilada, continuando con la deshidrataron en una serie de alcoholes
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crecientes (70, 80, 90, 95, 100, 100%), seguido de la sustitucion del agente
deshidratante por el agente de transicién Oxido de propileno (OP). Este dltimo es
miscible en el medio de inclusion en las proporciones, 3:1, 1:1, 1:3 y OP con el
objetivo funcion de sustituir el alcohol. Seguidamente los tejidos fueron mezclados
con resina Embed 812 en tres proporciones crecientes de resina, 3:1, 1:1, 1:3, por 30
minutos cada uno. Para la infiltracion de la resina se realizaron varios cambios
durante 18-24 horas, para luego colocar las muestras en moldes de silicén, cubriendo
cada una con resina epoxica, y se polimerizo en la estufa a 60°C por 48 horas. Los
bloques de resina se tallaron en un ultra micr6tomo Reichert-Jung Ultracut E,
eliminando el exceso de resina hasta exponer el tejido en un &rea aproximada de
1mm?. Se obtuvieron cortes de 700nm de grosor que fueron recogidos en laminas
portaobjetos, y se fijaron con calor en una plancha de calentamiento (60-70°C), y se
tifieron con azul de Toluidina (1%). Para identificar los sustratos energéticos se
obtuvieron varias laminas portaobjetos con cortes de cada muestra (MERCER &
BIERBECK 1979).

Técnicas Histoquimicas

Para evaluar las reservas energéticas se observaron los adendémeros de la
glandula digestiva tefiidas con azul de toluidina que es un colorante metacromatico y
tiene las propiedades de identificar las estructuras celulares por su afinidad y carga
eléctrica, que permite identificar grupos lipidicos de bajo peso molecular por su
tincién azul tenue uniforme, ademas de identificar carbohidratos del tipo del
glucégeno por su tincién roja. Las secciones tefiidas se digitalizaron usando una
camara acoplada al microscopio, obteniendo las imagenes en las mismas condiciones

de iluminacion (abertura de diafragma) y exposicion.

indices Moleculares

Se obtuvo un gramo de tejido la glandula digestiva y se homogeneiz6 con 10 ml
de buffer salino (KHPO4/K;HPO,) sobre hielo picado (4°C). Se centrifugo la
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suspension a 5 000 rpm por cinco minutos, y se trasvaso el sobrenadante para la
cuantificacion de ARN y ADN. Se resuspendio el sedimento en NaCl 2 mol/l, hasta
obtener un volumen de 1 ml, se homogeneizd y centrifugo (5 000 rpm por 5 minutos),
se descarto el precipitado y el sobrenadante que contiene el ADN se colocd en un

tubo con 1 ml de agua destilada.

Cuantificacién de ARN

El ARN se determiné por el método de revelacion de orcinol (CAMPBELL Y
SARGENT 1969). Se emple6 como patron de referencia ARN de levadura (S.
cereviceae). Se colocd 1 ml de cada muestra con 4 ml de orcinol y se llevé a bafio
caliente (~90 °C) durante 20 minutos, se dejé reposar y se midio la absorbancia a 595

nm. Se estimo en pug de ARN por gramo de masa himeda.
Cuantificacion de ADN

El ADN se determin6 mediante la reaccion de difenilamina (BURTON 1956). Se
empleé ADN de timo de bovino como sustancia de referencia. Se colocé 1 ml de
muestra con 4 ml de difenilamina y se llevé a bafio caliente (~90 °C) durante 30
minutos, se dejo reposar y se midi6 la absorbancia a 595 nm. Se estimé en ug de

ADN por gramo de masa himeda.

Andlisis Digital de Imagenes

Las secciones histologicas se examinaron usando un fotomicroscopio Zeiss con
camara digital acoplada a una computadora de mesa con el programa AxioVision LE
Cannon Modul. De cada lente objetivo se obtuvo una barra de escala que se registro
con la imagen histoldgica, con esta informacion las mediciones se expresaron en

micrometros (pm).

Las imagenes se analizaron con el programa Sigma Scan Pro 5. El andlisis

digital de las imagenes se realiz6 manualmente, calibrando a cada barra de escala, y
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midiendo el contorno de la estructura con el ratén de la computadora finalizando al
unir los extremos, automaticamente se registrd la medida en una tabla Excell. Se
realizaron medidas en ambos sexos del area de los foliculos de la glandula digestiva y
de los ovocitos en las hembras. Se cuantificO el area de las sustancias que

reaccionaron para carbohidratos y lipidos en los foliculos de la gldndula digestiva.

indices de Glucidos y Lipidos

El indice de glucidos (IG) e indice lipidico (IL) se obtuvieron por la relacién
porcentual de la suma del area ocupada de las estructuras que reaccionaron para
carbohidratos y lipidos en relacion al area del adenémero de la glandula digestiva,

segun la formula de RODRIGUEZ-JARAMILLO et al. (2008):

IG = ( Area de cobertura carbohidratos / Area del adenémero) * 100
IL = (2 Area de cobertura lipidos / Area del adendmero) * 100

Andlisis Estadistico

Los datos de los indices de cobertura de lipidos, glucidos e indices moleculares
se agruparon por sexo y estadio de maduracién sexual. Se realizé un analisis no
paramétrico de Kruskal-Wallis y las diferencias significativas se estimaron por una
prueba de Wilcoxon (SOKAL Y RoOHLF 2012), Las diferencias estadisticas se
establecieron al 95% (P<0,05).
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RESULTADOS

Descripcion Histologica

Gobnada

La gonada de la ostra perla se caracterizO por estar, en la mayoria de los
ejemplares, en la etapa inicial de la formacion de gametos, siendo esta etapa del ciclo
de vida el de formacién de las primeras estructuras gonadales o gonadogénesis, la
cual comparte caracteristicas similares a las descritas en los métodos del ciclo

gametogénico, tomando como punto de referencia el desarrollo de los gametos.

El tejido gonadal y la glandula digestiva estdn separados por una membrana
basal prominente; los acinos gonadales son de forma irregular, con escasos gametos
por lo general en el mismo estadio de desarrollo, los ovocitos estan separados y no

ocupan todo el espacio.

Los acinos gonadales de los machos, son de forma irregular puede estar aislado
o formar grupos; en el lumen se acumulan reservas energéticas de naturaleza lipidica,
con espermatogonias periféricas, espermatocitos primarios, espermatocitos

secundario y espermatidas, los acinos conforman grupos aislados (Fig. 22).
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Figura 22. Tejido conectivo y gbnada masculina (Gon) en estadio de gametogénesis.
El tejido conectivo periférico estd cargado de células de reserva con
abundantes granulos de secrecion de aspecto refringente de naturaleza
lipidica (circulo), y granulos discretos glicoproteicos (flecha). La gonada
presenta una capa prominente de células germinales periféricas (*), y
espermatocitos (es).

En el estadio inicial del desarrollo gametogénico los gametos presentan un
desarrollo en sincronia, con predominio de ovocitos pedunculados que forman grupos
discretos de pocas células, en acinos o entremezclados con tejidos de soporte (Fig.
23). El ovocito pedunculado es de citoplasma denso con un material granular fino, la
membrana celular es de perfil recto hasta alargado con aristas, segin la orientacién
del corte se pueden identificar a las células auxiliares que tienen la funcion de llevar

nutrientes al gameto en desarrollo.

La proliferacion del tejido gonadal femenino se observO en secciones con
ovocitos (2011 + 738 um?) rodeados de una masa compacta de células, que asemejan
a fibroblastos con granulos de reserva de posible naturaleza glucidica. Intercaladas
hay fibras de musculo liso interfolicular que se tifie con un tono turquesa claro,
formando haces dispersos. Entre los grupos de fibras, se aprecia la membrana del

acino que es delgada, y la distribucion lineal de los gametos le dan una forma
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acuminada. Los gametos se ubican ordenados en forma compacta, casi simétrica con
tendencia a presentar una forma polihédrica y ocasionalmente son de perfil ovalado.
Alrededor de los gametos dentro del acino se observa una fina malla de membranas,
intercaladas con abultamientos de los nucleos de las células acompafiantes, que tienen
la funcion de proveer nutrientes, probablemente de naturaleza lipidica, a los gametos.
Estos se caracteriazan por estar rodeados por una delgada membrana y presentar un

contenido uniforme ligeramente denso.
Gametogénesis Activa

Una de las caracteristicas principales es que el tejido epitelial de los acinos
gonadales, las membranas son de perfil de contornos irregulares, y de tamafo
variable debido a que se observan proyecciones que dan la impresion de estructuras
vacias, por lo general con espacios por la incipiente diferenciacion de los gametos
con un material granular fino en el lumen, pero hay una clara distincion con el tejido
de la glandula digestiva adyacente. El acino gonadal puede ser insconpicuo, cuando
se desarrolla entre el epitelio de soporte de la glandula digestiva; los gametos estan
ordenados en fila, en grupos compacto de pocas células, que tienen el aspecto de
rectangular que indica que pueden estar unidos a la pared del acino por el pedinculo.
Los ovocitos pedunculados se pueden conseguir en grupos mas numerosos, que

incrementa el area del acino (Fig. 23).
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Figura 23. Goénada femenina en gametogénesis activa. A.- Adendmero (A) en
seccion longitudinal, con abundantes células secretoras periféricas de perfil
fusiforme con una vacuola distal. B.- Adenémeros y acinos gonadales con
ovogonias (doble flecha) pegada a la membrana del acino, ovocito
pedunculado (flecha gruesa) de citoplasma denso y ovocito maduro de
aspecto oval y citoplasma denso. Gonoducto (Gd).

En los acinos los ovocitos pedunculados se observan en un estadio avanzado de
maduracion. Los ovocitos pedunculados son de forma irregular, por lo general con
una porcion del citoplasma alargada, con el area nuclear en el otro extremo, donde el
citoplasma es denso y uniforme. En estos no se aprecian granulaciones
citoplasmaticas, tampoco vestigios de sistemas de membranas, con un area promedio
de 818 + 429 um?. El nicleo se localiza hacia el lumen, es de forma circular con un
nucléolo prominente, localizado en el centro del nicleo. En los acinos se puede ubicar
los ovocitos, siendo dificiles de distinguirse porque a veces forman grupos compactos
con porciones del citoplasma, siendo la densidad citoplasmatica el mejor indicador de

su presencia.
Madurez Gonadal

A medida que el tejido epitelial del acino prolifera, ocupa mayor espacio en la

periferia de la glandula digestiva, hasta formar un tejido compacto con escaso espacio
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intercelular. Estos adquieren mayor volumen, y estan integrados por un grupo de
células reproductivas heterogénea, que conservan el ordenamiento de acuerdo al
grado de desarrollo junto con la ovogonia que esta en la pared del acino, y a medida
que crece se va separando para formar el ovocito pedunculado y finalmente la

ovogonia, que esta libre en el lumen de (Fig. 24).

Figura 24. Génada femenina en estadio de regresion gonadal. A.- Glandula digestiva
de hembra en estadio de regresion gonadal. Adenémeros (A) en contacto
con el tejido gonadal. Destaca la presencia de macréfagos (punta de flecha)
y la pérdida de la integridad del tejido (*). B.- La membrana del acino
gonadal presenta sitios de ruptura, con ovocitos de citoplasma disperso
(Ovd), restos celulares (doble flecha) y macrofagos (punta de flecha).
Debris celular (flecha). Gonoducto (Gd). Ovocito (Ov).

En estadio de desarrollo avanzado, los acinos gonadales estan cargados de

gametos en grupos compactos en ambos Sexos .

Durante la gametogénesis el foliculo de la glandula digestiva presenta un
engrosamiento de las células periféricas, reduciendo el lumen a pocos micrometros de
diametro, conservando un aspecto ligeramente denso (Figura 25).
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Figura 25. Acino de gonada masculina en el estadio de gametogénesis. A. Se observa
predominio de espermaétidas (flecha) de nucleo grande dispuestos en una
franja periférica, seqguida de las espermatidas (Ep), con los
espermatozoides (E) menos abundantes y dispersos caracteristicos del
estadio de maduracion. B. Gonada masculina con abundantes
espermatogonias (flecha), espermatocitos (doble flecha), espermatidas
(Ep). y espermatozoides (E) ordenados en hileras.

Atresia Gonadal

No es frecuente la atresia gonadal, posiblemente se trata de gametos que no
lograron ser desovados. El citoplasma presenta desorganizacion con vacuolizacién

periférica, separacién de la membrana celular, y restos celulares o debris en el acino.
Machos

En los machos sblo se observaron ejemplares en estadio de gametogénesis
activa. Los acinos gonadales de los machos durante el desarrollo gonédico, poseen
pocos gametos, estando el acino lleno de un material denso de posible naturaleza
lipidica y células dispersas. Se caracteriza por presentar en la periferia las
espermatogonias que es una célula redondeada con un nucleo central y citoplasma
claro. Hacia el lumen se localizan los espermatocitos primarios y secundarios que
tienen nucleo denso y citoplasma escaso. Las espermatidas se aprecian formando
hileras de ndcleos hacia el lumen del acino, encontrandose ordenados sobre un
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material de posible naturaleza glucogénica. Se obtuvieron pocos machos con
espermatozoides. Los acinos gonadales de los machos adquieren un desarrollo
pronunciado con grupos compactos y bastante volumen. Por lo general la
proliferacion de gametos esta sincronizada, presentando un patron uniforme de

células por ejemplar examinado.
Glandula Digestiva

Fases de actividad. La glandula digestiva es el 6rgano de mayor tamafio que
poseen los bivalvos, se extiende a lo largo del aparato digestivo hasta la region
posterior donde es prominente, con una coloracién café-verdoso, se encuentra
rodeado de una fina membrana epitelial a partir de la cual se diferencian los tejidos
gonadales. EIl foliculo de la glandula digestiva presenta al menos dos fases de
actividad. En los individuos con escaso desarrollo gonadal el foliculo es redondeado u
ovalado. En la periferia hay una capa de células de citoplasma granular, siendo el
lumen bastante amplio y de aspecto denso con inclusiones claras. Sin embargo, el
aspecto caracteristico consiste de estructuras ovales o alargadas, con una membrana
externa con poco espacio interfolicular, sobre la que se ordenan células de citoplasma
claro con un ndcleo central, en las que se engranan capas de células de aspecto
romboidal con proyecciones del citoplasma al lumen, ocasionalmente el lumen de los
foliculos de mayor tamafio muestra un material granular conformado por el alimento

destinado a la digestion.
Indices Histoquimicos y Metabdlicos de Crecimiento

Se analizaron un total 41 ejemplares entre abril de 2017 y enero 2018,
obteniendo en promedio ocho porciones de tejido de cada ejemplar, para un
aproximado de 300 bloques que fueron procesados para poder clasificar cada bloque
de resina por tejido (glandula digestiva y gonada), sexo y maduracion sexual,

obteniendo areas representativas que se registraron fotograficamente, y fueron
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analizadas digitalmente cerca de 2000 estructuras, resumidas en la Tabla 1.

El indice de lipidos (IL) oscilé con un patron de curva Gausiana, fue maximo
en la gametogénesis activa, con el minimo en la madurez, e incremento durante el
desove. El indice de glucidos (IG) presento tendencia similar al IL sin diferencias
significativas entre los estadios de madurez (P>0,05). Mientras el indice de glicidos
(IG) tiende a disminuir entre la gametogénesis activa y el desove. En los machos los
indices (IL, 1G) presentaron valores similares al estadio de madurez de las hembras
(Tabla 1).

indice ARN/ADN. Los valores promedio de las hembras presentaron un patron
de distribucién normal, con el méaximo en el estadio de madurez de las hembras y
minimo en el estadio de desove, detectdndose diferencias significativas entre los tres

estadios de maduracion sexual (Tabla 1).

Entre sexos los IL e I1G no se detectaron diferencias significativas. Mientras que
el indice ARN/ADN present6 diferencias significativas entre los machos y hembras

en gametogeénesis activa y madurez (P<0,05) (Tabla 1).
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Tabla 1. Analisis morfométrico de los indices de cobertura y moleculares en los
estadios de maduracién sexual de Pinctada imbricata en ambos sexos

SEXO M LIPIDOS CARBOHIDRATOS  ARN/ADN
AREA IL AREA e
(um?) % (um?) % Ha/g
HEMBRA I 35245 + 138 + 3856 + 042 + 247+ 031
498,63 017**  14,72° 0,22° ah
Il 3250 + 269 + 720 + 284 017 =+ 3,76 + 057
30,74 1,72° b 0,07° bA
IV 122,18 + 141 + 755 + 294 009 + 095+ 042
121,92 0,28~ P 0,05° ¢
MACHO Il 25824 + 251 + 16,53 + 019 + 169+ 0,29
363,61 1,41° 13,89 0,04 B

Se indica el area promedio de las estructuras de naturaleza lipidica (um?), indice
lipidico (%), &rea promedio de las estructuras de carbohidratos (um?), indice de
glicidos (%), proteinas totales (mg/g), relacion ARN/ADN (ug/g proteina) en los
foliculos de la glandula digestiva. M - madurez. Las diferencias significativas
(P<0,05) entre estadios de maduracién se indican con superindices en minuscula y en
mayuscula entre sexos.
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DISCUSION

Los estudios con organismos marinos son complejos por la alta variabilidad de
los ciclos de desarrollo gametogénico de esta region tropical, donde tienden a
solaparse los estadios de maduracion, por la ocurrencia de desoves continuos durante
el afio. En la mayoria de los bivalvos se presenta la dificultad de distinguir a simple
vista el sexo y estadio de madurez sexual. La informacion obtenida en este trabajo
permite relacionar aspectos de la fisiologia reproductiva y energética, desde una
perspectiva que reporta las caracteristicas morfologicas con la acumulacion de
reservas energéticas y la relacion ARN/ADN. Los indices de crecimiento por lo
general expresan una medida en términos de una estructura, 6rgano o tejido que
cambia sus dimensiones en el tiempo o edad del ejemplar (AcosTA et al. 2011). El
indice ARN / ADN, refleja la condicidn fisioldgica del estado de actividad metabolica
de sintesis para el crecimiento, asi como de la formacion de tejidos como el
reproductivo, que oscila de acuerdo a ciclos propios de la biologia del espécimen o
debido al efecto de factores externos, como la temperatura o la disponibilidad de

alimentos entre otras causas (ARRIECHE et al. 2002).

El uso de las técnicas de procesamiento de muestras para microscopia de luz de
alta resolucion, es superior al procedimiento convencional de inclusién en parafina,
obteniendo mejor preservacion de las estructuras, aunado a la coloracion
metacromatica con azul de toluidina que tiene afinidad a las estructuras de acuerdo a
la carga eléctrica que le permite tefiir estructuras celulares de carga positiva, negativa
y neutra, resaltando los sistemas de membranas celulares y componentes

citoplasmaticos, que son caracteristico de cada estadio del desarrollo gonadal.

Con el examen visual externo de la génada del ejemplar fresco, ademas se pudo
apreciar una zona bien diferenciada mas oscura entre café y verdoso que corresponde

a la glandula digestiva, mientras que el tejido gonadal es de aspecto méas cremoso y
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abarca una delgada capa de tejido, de la cual se tomaron porciones de un milimetro
cubico para el procesamiento histolégico.

KIMANI et al. (2006) mostraron que la proporcion sexual de la poblacién
estudiada de la ostra perla P. imbricata mostré un predominio de machos sobre las
hembras en las etapas iniciales del desarrollo, contrastando de esta manera con los
ejemplares examinados en el presente estudio, donde se obtuvo una mayor cantidad
de hembras. Sobre ésta especie se han reportado cambios de sexo a medida que los
ejemplares aumentan su talla, que no hemos podido confirmar por métodos
histoldgicos. La cantidad de ejemplares colectados no es adecuada para describir la
estructura poblacional y el ciclo gametogénico, puesto que para lograr una muestra
representativa es recomendable aumentar y procesar mas ejemplares durante un lapso
determinado, de modo que los modelos de la estructura poblacional sean robustos

estadisticamente.

Se obtuvieron hembras y machos en diferentes condiciones de desarrollo
gonadal, que se caracterizaron por la proliferacion de los gametos en sitios
focalizados en la periferia de la glandula digestiva. En los ejemplares de la ostra
perla, donde predominaron los acinos con ovocitos pedunculados, asi como de
abundante tejido epitelial en la periferia de la glandula digestiva, indican que se
encuentra en una fase activa de produccion de gametos y diferenciacion del tejido

gonadal.

Entre sexos no se aprecian diferencias en cuanto al area ocupada por los acinos
gonadicos, lo que puede significar que ambos sexos presentan una sincronia
reproductiva como resultado de condiciones ambientales propicias, sin embargo, seria
recomendable obtener indices de condicion y bioquimicos que puedan explicar las
diferencias de tamafio y de madurez sexual que favorecen su desarrollo en el medio
ambiente. Los periodos reproductivos prolongados aumentan la probabilidad de que

los juveniles sobrevivan y encuentre las condiciones adecuadas para la fijacion
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(PAULET et al. 1988).

En los organismos se aprecié una secuencia de formacion del tejido gonadal,
que son caracteristicos de la primera madurez sexual. La gametogénesis en los
bivalvos de la zona tropical es un proceso continuo, que se inicia en juveniles, y
sefiala la edad de la primera madurez sexual cuando el 50% de la poblacion ha
formado gametos viables. El desarrollo sexual de los bivalvos tropicales comienza a
una edad precoz, con variaciones entre especies, pudiendo iniciarse en los primeros
meses de vida o como en algunos pectinidos, después de alcanzar un afio (PEREZ-
CAMACHO & ROMAN 1987). A nivel macroscopico, en general el desarrollo de los
tejidos gonadales de los juveniles no permite identificar el sexo, aunque los procesos
de diferenciacion de las lineas celulares que van a formar la génada se iniciaron desde
la gastrulacion. El pectinido Argopecten purpuratus presenta células auxiliares
adheridas a la membrana celular del ovocito, caracterizados por tener un complejo
reticular que se encarga de sintetizar moléculas que son transferidas al gameto

durante su desarrollo (AVENDANO & LE PENEC 1998).

Los indices IL y ARN/ADN oscilaron similarmente entre los estados de
madurez sexual, que se corresponde con el desarrollo y desove de los ovocitos;
mientras que los glucidos se agotaron con la maduracion sexual, siendo posible que

esta especie acumule energia antes de iniciar la gametogénesis.

Se demostrdé que los indices histoquimicos y el biomarcador de actividad
celular (relacion ARN/ADN), son buenos indicadores de la condicion fisiol6gica en
ambos sexos y entre los estadios de maduracion sexual, con aplicaciones en
programas de produccidn acuicola para la engorda y obtencion de gametos, donde la
transferencia de energia entre la glandula digestiva y la gbnada integran activamente

sus rutas metabolicas.

Estudios como los de KiMmaNI et al. (2006), realizados en P. imbricata,
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observaron pocas gonadas en etapas de reposo, lo que demuestra que la
gametogénesis es continua. Ademas, esto concuerda con investigaciones que
demuestran que la actividad de la gonada y el desove en ostras perleras tropicales y
subtropicales, ocurre durante todo el afio (POUVREAU et al. 2000). En este estudio la
predominancia de los acinos con ovocitos pedunculados, asi como de abundante
tejido epitelial en la periferia de la glandula digestiva, de los ejemplares de P.
imbricata, de la localidad de Merito, indican que se encuentra en una fase activa de
produccién de gametos y diferenciacion del tejido gonadal, correspondiendo asi con

los estudios que indican que P. imbricata es una especie con reproduccién continua

Sin embargo, como afirma URBAN (2000) el desove de P. imbricata en el
Caribe se intensifico durante la temporada de afloramiento cuando la disponibilidad

de alimento era mayor.

En el golfo de Cariaco las temperaturas varian asociadas a eventos de surgencia
costera, ocurriendo menores temperaturas (surgencia) con mayor afloramiento
fitoplanctonico, para luego observarse un ascenso (no surgencia) (RUEDA-ROA &
MuLLER-KARGER 2013), En este sistema existe un periodo de mayor productividad
primaria y pulsos de alta productividad intercalados anualmente que influyen en el
crecimiento y reproduccién de los organismos marinos (FREITES et al. 2014). De tal
forma, se demuestra que la actividad gonadal de P. imbricata es relativamente
continua, ocurriendo desove durante todo el afio, sin dejar a un lado la influencia que

tienen los factores ambientales en este evento.



CAPITULO IV
DISCUSION GENERAL

P. imbricata, se distribuye desde la zona litoral hasta 30 m de profundidad, en
grupos adheridos por el biso, tiene una longevidad de tres afos, y se reproduce a
partir del octavo mes de fijacion con varios desoves al afio asociados al ciclo de
nutrientes y una estrategia reproductiva oportunista (LODEIROS & HIMMELMAN 1999;

ARSENAULT & HIMMELMAN 1998; ARRIECHE et al. 2002).

MARCANO (1984), describe a P. imbricata como bivalvo dioico, con individuos
inicialmente protandricos, con una proporcion de individuos machos con tallas <50.

La gonada esta estrechamente ligada a la masa visceral y por tanto es difusa.

Se observé reproduccién casi continua durante el afio, con varios periodos de
gametogénesis activa, maduracion y desove en condiciones tanto de abundancia como
de escasez de alimento y bajas y altas temperaturas, esto implica la combinacién de
dos tacticas reproductivas (oportunista y conservativa), lo que coincide con
investigaciones realizadas por ROMERO- FERREIRA et al (2017) en P. imbricata,
donde sefalan a la especie como oportunista en el periodo de surgencia y de tipo
conservador con menor proporcion de desoves durante la estratificacion. La sincronia
de los tipos de células presentes en los estadios iniciales del ciclo gametogénico se

corresponden con la proliferacion simultanea de las ovogonias y espermatogonias.

Las principales variables ambientales que regulan el ciclo reproductivo de los
bivalvos marinos, son la temperatura y la disponibilidad de alimento. Estas
interacciones entre factores enddgenos y exdgenos, en relacion con la evolucion de

cada especie, generan diferentes tacticas reproductivas (FREITES et al. 2014).

Estudios anteriores confirman a P. imbricata como una especie con una

reproduccion casi continua, con una tactica reproductiva oportunista o conservadora
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en funcidn de la disponibilidad de alimento, lo que implica flexibilidad adaptativa con
comportamiento sexual asincrénico (MARCANO et al. 2005).

El papel de la disponibilidad de alimento en el momento de la actividad
reproductiva de los bivalvos que viven en regiones tropicales, es de gran importancia
(SHAFFEE & DAouIDI 1991). La biologia reproductiva de las ostras perleras (familia
Pteriidae) en zonas tropicales subtropicales han atraido cada vez méas atencion
recientemente, debido a la rapida expansion del cultivo de ostras para la produccién

de perlas (SAUCEDO et al. 2002).

En las muestras analizadas se observa que el tejido gonadal se forma a partir de
un epitelio germinal de origen mesodérmico, que permanece latente en el tejido
conjuntivo inmerso en la masa visceral; para su desarrollo son necesarias las reservas
energéticas contenidas en células adipo-granulares y en el tejido conectivo vesicular,
que proveen nutrientes almacenados como reservas lipidicas y carbohidratos de la
glandula digestiva, que es el 6rgano encargado de la transformacion del alimento y

reservorio en ésta especie.

Los ciclos reproductivos se encuentran estrechamente ligados con los ciclos de
almacenamiento y utilizacion de energia de los diferentes tejidos, los cuales ayudan a
sostener la gametogénesis cuando la disponibilidad de alimento en el medio es baja.
Estos varian de acuerdo a la influencia de diversos factores exdgenos y enddgenos
entre especies e incluso entre poblaciones de la misma especie (BARBER & BLAKE
1991).

En todos los bivalvos el desarrollo gonadico consiste de un crecimiento de la
gonada a partir de un epitelio germinal indiferenciado de origen mesodérmico, que
permanece latente en el tejido conjuntivo después de cada periodo reproductivo
(MoRTON 1960; THOMPSON et al. 1996). Durante esta etapa, denominada

indiferenciada, no se observan gametos y se caracteriza por la intensa actividad
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metabdlica efectuada para almacenar sustancias de reserva (THOMPSON et al. 1996).

El ciclo reproductivo del genero Pinctada varia de acuerdo a la distribucion
latitudinal (GOMEZ et al. 2008), por lo que el estudio de su biologia reproductiva
constituye un campo de gran importancia, sobre todo, para suplir el mercado de la
produccion de perlas (SAUCEDO et al., 2002). Ademas, permite predecir los periodos
de reclutamiento, estimar la mejor época para la obtencion de semilla hasta conformar
la poblacion adulta, establecer vedas y determinar la talla minima de captura

(ROMERO-FEREIRA et al. 2017).

Particularmente, los cambios en las actividades de la CAT (en la glandula
digestiva) y SOD en mdsculo pueden sobrevenir como respuesta bioquimica de
compensacion por la sobreproduccion de radicales libre (LIVINGSTONE 2001). La
variabilidad en las respuestas enzimaticas antioxidantes observadas en este estudio,
puede estar asociada al ciclo reproductivo continuo, lo que conduce al ajuste
metabolismo aerobio-energético e integracion funcional de los tejidos. Con valores

maximos asociados a los periodos de alta productividad primaria.

P. imbricata es sugerida como apropiada para realizar estudios de toxicidad en
el medio marino; su amplia distribucion geografica es ideal para interpolar los efectos
de xenobioticos en el medio ambiente, su caracter sésil, el mecanismo de
alimentacion por filtracion le da el caracter de bioacumulador, con el riesgo de ser un
medio de transporte al humano que lo consuma. Al presentar reproduccion continua
(Marcano et al. 2005), facil manipulacion en el laboratorio, tasa de crecimiento alta
para alcanzar la biomasa-produccion secundaria y tasa de renovacion poblacional,
garantiza la continuidad de la especie (URBAN 2000; VASQUEZ et al. 2015), con un
ciclo de cultivo corto que comprende entre 9-10 meses, por lo que es un recurso

valioso para la alimentacion, produccion de nacar y perlas.

Se demostrdé que los indices histoquimicos y el biomarcador de actividad
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celular (relacion ARN/ADN), son buenos indicadores de la condicion fisioldgica en
ambos sexos y entre los estadios de maduracion sexual, con aplicaciones en
programas de produccién acuicola para la engorda y obtencion de gametos, donde la
transferencia de energia entre la glandula digestiva y la gbnada integran activamente
sus rutas metabdlicas. Las oscilaciones de las areas de las estructuras lipidicas,
carbohidratos y la relacion ARN/ADN se corresponden con las demandas
metabolicas para el crecimiento y el ciclo gametogénico. La relacion ARN/ADN
genera un indice del metabolismo celular y ha sido empleado como una medida de la
tasa de crecimiento y condicidn nutricional de los individuos (O’CONNOR & LAWLER.
2004). Esto se debe a que las concentraciones de ARN varian ampliamente
dependiendo de la tasa metabdlica del tejido y de la condicion fisioldgica del
organismo, mientras que las concentraciones de ADN tienden a ser constantes
(ANTON et al. 2008).

Una clave para el éxito reproductivo es la disponibilidad de alimento y el
aspecto del entorno ambiental que garantice el desarrollo de la poblacion. En nuestro
laboratorio se analizd el contenido energético del tejido gonadal y de la glandula
digestiva usando técnicas histoquimicas. Las cuales mostraron una estrecha relacion
con los estadios de desarrollo y los periodos anuales de surgencia, estratificacion y
relajamiento. En el trabajo de ROMERO-FERREIRA et al. (2016) se usaron técnicas
convencionales para microscopia de luz, que producen un decorado mas extenso, que
tiende a aumentar el &rea y que en el mismo método usado se pueden cometer errores

de apreciacion por la dificultad de distinguir las células individuales.

En este trabajo se evidencié que la primera madurez es un proceso dificil de
demostrar por las escasas células que estan aisladas, que progresivamente se van
diferenciando hasta formar los acinos. La glandula digestiva es un 6rgano que esta
formado por acinos de varios tipos de células, orientadas concéntricas al lumen, que

en conjunto tienen ciclos de actividad sincronizados.



CONCLUSIONES

Los resultados de la presente investigacion llenaran algunos vacios de
conocimiento sobre la biologia y fisiologia de la ostra perla Pinctada
imbricata y establecera una referencia base para el manejo como recurso
pesquero y obtencién de mejoras en cultivos.

Los datos obtenidos sobre las enzimas antioxidantes resultan de gran
importancia para comprender las respuestas adaptativas de la especie a
condiciones ambientales, a su vez que contribuye en la preservacién y buena
salud de la biodiversidad de los ecosistemas marinos.

La variabilidad en las respuestas enzimaticas antioxidantes puede estar
asociada al ciclo reproductivo continuo, lo que conduce al ajuste metabolismo
aerobio- energético e integracion funcional de los tejidos. Los promedios
observados en los indices moleculares evidencian un estado fisiologico
Optimo para los organismos.

Pinctada imbricata es una especie con reproduccion continua, y una
produccién constante de células germinales en concordancia con las
condiciones ambientales lo que se asocia con la combinacion de dos tacticas
reproductivas (oportunista y conservativa).

La evaluacion histologica y bioquimica de la ostra perla, representa una
herramienta valiosa para la formulacion de programas de cultivo, y de

propuestas para la extraccion y conservacion del recurso.
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