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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL
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Introduccién general

INTRODUCCION

Durante la llamada Explosién Cdmbrica, hace unos 530-542 millones de afnos, surgieron
unos cincuenta grandes grupos animales como poriferos, braquiépodos, equinodermos,
moluscos o diversas clases de artrépodos (Gould 1989, Wang ez al. 1999, Lindn et al. 2009),
de los cuales el de los moluscos, transcurridos unos 540 millones de afios, constituye uno de
los filos del Reino Animal mds diverso de nuestro planeta detrds de los artrépodos, con unas
135.000-165.000 especies actuales (Appeltans et a/. 2012). El Phylum Mollusca abarca desde
formas minutsculas, de menos de un milimetro en su talla adulta, como el gasterépodo
Ammonicera minortalis Roland, 1992 (Bieler & Mikkelsen 1998) hasta gigantescos ejemplares
de mds de 15 metros, como los calamares gigantes del género Architeuthis (Roper 2016). Los
moluscos poseen una enorme versatilidad, lo que permite encontrar representantes de este filo
instaurados en pricticamente todos los ecosistemas marinos, en las aguas dulces y en el medio
terrestre. En la vertiente socio-econdémica, la importancia de los moluscos es resefable, tanto
es asi que segin datos de la FAO sobre el estado mundial de la pesca y la acuicultura para el
afio 2012, en la composicién de la produccién acuicola mundial los moluscos representaron
cl 23,6 % (14,2 millones de toncladas) del total y refiriéndonos a especies estrictamente
marinas la proporcién sube hasta el 75,5 % (13,9 millones de toneladas). Constituyen
igualmente un importante recurso en las pesquerias mundiales, después de los peces, y junto

con IOS Crustaceos.

Clase Bivalvia

El filo Moluscos estd representado cldsicamente por 8 clases: Neomeniomorpha
(Solenogastros) y Chactodermomorpha (Caudofoveados), que forman el clado Aplacophora
(Scherholz er al. 2013), Polyplacophora, Monoplacophora, Gasteropoda, Bivalvia,
Cephalopoda y Scaphopoda. Recientes estudios moleculares apuntan a la existencia de un
clado Aculifera, en ¢l que estarfan incluidos los Aplacéforos y los Poliplacéforos (Kocot et al.
2011, Smith et . 2011, Vinther et 2/ 2012). Los moluscos de la clase Bivalvia, con entre
14.000 (Appeltans er al 2012) y 20.000 especies (Bicler er al 2013) y una amplia

distribucién geografica y batimétrica, constituyen la segunda clase en diversidad, detrés de los
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Gasterépodos, del Phylum Mollusca, los cuales a su vez forman en el medio marino el primer

filo por diversidad de especies y hdbitats colonizados.

Los Bivalvos se caracterizan por presentar el cuerpo comprimido lateralmente dentro de una
concha bivalva de carbonato célcico, unida dorsalmente por una charnela, un ligamento y
uno o dos musculos aductores. Presentan un pie para la locomocién, principalmente para el
enterramiento, y sifones para la entrada de agua a las branquias, las cuales son utilizadas para
la captacién de alimento por la mayoria de ellos (Giribet & Distel 2003). Las especies que
pertenecen a esta clase estdn presentes en masas de aguas dulces, como rios y lagos, aunque la
’ . . /7
mayorfa son marinas y habitan en todos los mares y océanos del planeta ocupando un rango
batimétrico que va desde la zona intermareal hasta mds de 3.000 m de profundidad. En
general, son benténicas, formando parte del sistema peldgico tinicamente en estadios larvarios
y normalmente durante un periodo de tiempo relativamente corto. Aunque estdn presentes
en todo tipo de fondos, adquieren especial relevancia en los de tipo sedimentario, donde es
comdn que aparezcan masivamente formando bancos. Esta tendencia a la acumulacién
masiva en 4reas con determinadas caracteristicas (fondos blandos y aguas ricas en nutrientes)
es de gran importancia desde un punto de vista econémico, pues representa uno de los
recursos de mayor relevancia para la pesca costera y para la acuicultura (Drumbauld er a/
2009). Los bivalvos constituyen una importante fraccién de la dieta de otras muchas especies
(algunas de las cuales son de alto valor comercial, como peces, crustdceos u otros moluscos),
desempefiando en todas sus fases de desarrollo un papel basico en la cadena tréfica de los

ecosistemas marinos (Newell 2004).

Clado Archiheterodonta

Estudios moleculares recientes han puesto de manifiesto la monofilia de los Bivalvos,
situdndolos como grupo hermano de los Gasterépodos (Kocot er al. 2011) o junto con
Gasterépodos y Escafépodos (Smith ez al. 2011), si bien persisten conflictos entre aspectos
morfoldgicos y datos moleculares dentro de los distintos linajes de moluscos, particularmente

en los Bivalvos.

Dentro de los Bivalvos, los Heterodonta agrupa a la mayoria de los bivalvos actuales, muchos

de los cudles son considerados los mds derivados (Figura 1.1). Diferentes estudios moleculares
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han identificado dentro de los Heterodonta dos clados: Euheterodonta y Archiheterodonta
(Giribet & Distel 2003, Taylor ef al. 2007, Wilson et al. 2010, Plazzi et al. 2011, Sharma ez
al. 2012), los cuales han sido corroborados por estudios morfolégicos (Bieler ez al. 2014).
Entre las sinapomorfias de los Archiheterodonta destaca la especial ultraestructura del
esperma (Healy 1995) o la presencia de una hemoglobina dnica de alto peso molecular
(Terwilliger & Terwilliger 1985). Los Archiheterodonta contienen algunos de los fésiles mds

antiguos de bivalvos, los cuales aparecen en ¢l Silarico y Ordovicico.

s Solermya velum

PrOIObfanC h'a Scocoleda caloundra

Yoldia kmatula
Clencharia obyssorum

—: Nucula proxima

Lima Nema

— Arcopsis adamsé
Me— Arca nooe
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— (0 yITVCI1S GlyCyTICCTS

Monia pateliformis
Placopecten magellonicus
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Modiolus americancs

| { Mytilus coiornianus
AUTOBRANCHIA i

Archiheterodonta + Asprtharia pfeifferiana

Palaeoheterodonta r— NeOtIKONKS lamarckii
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Figura 1.1. Principales clados de moluscos bivalvos, adaptado de Sharma ez al. 2012. Aparece Astarte

sulcata como representante de la familia Astartidae, a la que también pertenece D. digitaria.
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El clado Archiheterodonta comprende cuatro familias: Astartidae, Crassatellidae, Carditidae y
Condylocardiidae. Recientes andlisis moleculares indican que las superfamilias Astartoidea y
Crassatelloidea deben ser consideradas como una dnica superfamilia Crassatelloidea
(incluyendo las familias Astartidae y Crassatellidae), a la que se afade la superfamilia
Carditoidea (incluyendo las familias Carditidae y Condylocardiidae) (Giribet & Distel 2003,
Giribet & Wheeler 2002, Bieler et al. 2014, Gonzalez & Giribet 2015).

Un reciente estudio filogenético de los bivalvos a partir de 4 genes nucleares que codifican
proteinas ha identificado un nuevo clado formado por Archiheterodonta + Palacoheterodonta
(Sharma et al. 2012), el cual se ve confirmado también por andlisis morfoldgicos (Bieler ez al.
2014). Los Archiheterodonta divergieron del grupo Palacoheterodonta durante el Cambrico

pero se diversificaron durante el Mesozoico.

Familia Astartidae

A lo largo de décadas pasadas se ha estudiado la estructura y funcién de numerosas especies
de bivalvos, pero las de la familia Astartidae han pasado casi desapercibidas. El modo de vida
y la anatomia funcional (Saleuddin 1965), la concha y el hdbitat (Forbes & Hanley 1853;
Jeffreys 1867), la estructura de las branquias (Ridewood 1903, Atkins 1937, 1938) o el
estémago (Purchon 1958) de algunas especies del género Astarte han sido descritos ddndonos
una idea general de la familia, pero aun asi la informacién existente es escasa en lo referente a
la anatomia interna y el modo de vida de los componentes de este grupo. Si bien el tamafo
de los Astdrtidos es relativamente pequeno, con especies que pueden ir desde 1,5 mm
(Goodallia triangularis) hasta 50 mm (Astarte borealis), las especies de esta familia juegan un
importante papel en el ecosistema marino. Forman parte de la endofauna suspensivora de
fondos de cascajo, arena y fango, llegando desde la zona intermareal hasta los 3.000 metros de
profundidad (Mikkelsen & Bicler 2008). Son presas de multitud de especies de peces (Selin
2007), formando parte de la dieta de algunos de alto valor comercial como el eglefino
(Melanogrammus aeglefinus) (Grabowski et al. 2006), asi como del crusticeo decdpodo
Paralithodes camtschaticus (Sundet & Berenboim 2008), conocido como Cangrejo Real,

especie de alto valor comercial, e incluso mamiferos marinos como las morsas se alimentan de

ellos (Sheffield & Grebmeier 2009).
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Por otro lado, son organismos importantes en las investigaciones paleontoldgicas y
paleobioldgicas (Nicol 1955, Marincovich & Gladenkov 1999, Grey et al. 2006, entre otros)
ya que su gruesa concha deja clara evidencia de su presencia alli donde vivieron a lo largo de

la historia.

La familia Astartidae aparece en el Devénico, alcanzando su mayor diversidad en el
Mesozoico tardio. En la actualidad estd representada por 50 especies vivientes repartidas entre
11 géneros (Mikkelsen & Bicler 2008). Los Astdrtidos estdn ampliamente distribuidos en
aguas del Atldntico, Pacifico y el Océano Artico. El género Astarte estd particularmente bien
representado en aguas frias de latitudes altas (Coan ez al. 2000, Mikkelsen & Bieler 2008),
mientras que en latitudes bajas, mds meridionales, aparecen también otros géneros con
especies de menor tamafo, como Digitaria digitaria y Goodallia triangularis. La mayor
diversidad de especies de esta familia se encuentra en mares de aguas frias (con ocho especies
en el mar de Noruega), presentando una distribucién principalmente circumboreal, aunque
algunas especies que presentan una distribucién circunantdrtica se han encontrado en aguas
frias profundas de Sudéfrica y sur de Sudamérica y otras han alcanzado latitudes bajas en las
costas este y oeste africanas (Beesley ez al. 1998). Asi, se distribuyen desde Groenlandia y el
mar de Barents hasta el sur de Suddfrica, el mar Béltico y el Mediterrdneo (con cinco especies

en aguas andaluzas).

La concha de los astdrtidos es gruesa, comprimida lateralmente, normalmente equilateral, en
ocasiones ligeramente inequilateral. Tienen cierto parecido, en su forma general, con los
Veneridae pero se distinguen de estos por tener su linea paleal sin seno posterior (ya que no
tienen sifones) y por detalles de la charnela (Gofas e 4/ 2011). El contorno puede ser
subcircular hasta subtriangular, con el umbo prosogiro mis o menos prominente. La
microestructura de la concha es aragonitica de dos capas, con una lamelar cruzada externa y
otra interna que puede ser lamelar cruzada compleja u homogénea (Mikkelsen & Bieler,
2008). Exteriormente los astdrtidos estdn recubiertos por un periostraco grueso, fuerte y
adherente, de color marrén amarillento a negro. Su estructura microscdpica presenta un
patrén reticulado, excavado o en crestas. El periostraco estd adherido a la cara externa del
l6bulo medio del manto (Mikkelsen & Bieler 2008). Las valvas suelen ser lisas o tener una

escultura comarginal. Presentan ldnula y escutelo, de manera que la linula de la valva derecha
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solapa sobre la izquierda, y el escutelo de la valva izquierda lo hace sobre el de la derecha.
Internamente la concha no es nacarada, con la linea paleal entera (no existe seno paleal). Los
mérgenes internos de la concha pueden ser denticulados o lisos. La charnela es ancha y fuerte,
heterodonta, con dos o tres dientes cardinales en cada valva; los dientes laterales son
laminares o estdn ausentes. El ligamento es parivincular y opistodético, y normalmente yace
sobre una sélida ninfa. Aparece un ligamento secundario externo que se extiende

posteriormente.

A nivel morfoldgico, las impresiones de los musculos aductores posterior y anterior de los
astértidos son iguales, raramente la posterior mds pequefia; los musculos retractores del pie
estén bien desarrollados. No poseen sifones, pero los 18bulos internos del manto se fusionan
posteriormente para formar una abertura exhalante postero-dorsal, que posee una extensién
conica en algunas especies; la abertura inhalante no estd fusionada ventralmente. La superficie
interna del borde del manto posee células glandulares dispersas, y en determinadas especies se
han descrito otras estructuras, como la presencia de hemoglobina que da lugar a un borde del
manto coloreado en Astarte undata Gould, 1841, 6rganos bioluminiscentes o glandulares en
cl [6bulo medio del manto de Astarte sulcata Da Costa, 1778 (Saleuddin 1965, 1967). El pie
es largo, cuadrangular, generalmente comprimido lateralmente, apuntado anteriormente.

Poseen surco del biso, aunque solo las formas juveniles poseen esta estructura.

Los astértidos son lamelibranquios, con la hemibranquia externa més pequena que la interna,
o en ocasiones ausente, sobre todo en las especies de pequefio tamafo. Las branquias estdn
insertadas, pero no fusionadas con el surco oral distal de los palpos (Categoria I) (Stasec,
1963). Los palpos labiales de los astdrtidos son de tamafo pequefio a mediano, y de forma
trigonal. Los flujos de agua exhalante e inhalante son posteriores. El estémago es de tipo IV
simplificado, sin 4rea de seleccién pero con un tiflosolis espiral. El intestino medio es poco
intrincado, atravesando la cavidad pericdrdica y el ventriculo; la parte distal del recto,
contornea al musculo aductor posterior y vierte los excrementos por el ano a la corriente

exhalante.

Muchas especies de astdrtidos carecen de la etapa de larva plancténica, lo que se relaciona con
especies que poseen huevos de gran tamano (Ockelmann 1965). Esta caracteristica les

confiere un gran potencial de deriva genética en poblaciones locales (Schander 2001).
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Digitaria digitaria (L., 1758) (Figura 1.2) es uno de los representante de pequefio tamafio de
la familia Astartidae en el Mediterrdneo (junto con Gonilia calliglhpta y Goodallia
triangularis), con una longitud media de poco méds de 6 mm, lo que la enmarca en ese elenco
de bivalvos cuyos tamafos implican patrones reproductores especializados, ya estdn en el
limite de tamafio para que la emisién de gametos al agua sea ventajosa y sin embargo, no
presentan incubacién de su prole (Sastry 1979). El hdbitat de D. digitaria son fondos de
arenas gruesas y gravas biocldsticas limpias, entre 10 y 50 m de profundidad, aunque en la
literatura hay referencias de ejemplares muestreados a 1.107 m de profundidad (Poppe &

Goto, 1993), posiblemente se traten de valvas arrastradas por las corrientes hasta el talud.

Figura 1.2. Ejemplar vivo de Digitaria digitaria (Linnaeus, 1758) en la posicién que toma de forma
natural semienterrada en el sedimento. En su extremo posterior se observan las colonias de hidrozoos

que viven frecuentemente sobre su concha, asociadas a la zona de las aberturas inhalante y exhalante.

Dentro de la familia Astartidae, D. digitaria es la especie que alcanza latitudes mds bajas,

encontridndose de forma habitual desde el Golfo de Vizcaya (norte de Espafia) hasta el sur de
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Guinea (oeste de Africa) y en todo el mar Mediterrdneo (Gofas ez al. 2011). Posee una
concha que no sobrepasa en general los diez milimetros de longitud antero — posterior, de
contorno orbicular o a veces algo mds larga que alta, equilateral y recubierta por un
periostraco alveolado, similar al observado en otras especies de la familia. Su escultura es
inconfundible y exclusiva de esta especie dentro de los astdrtidos, ya que estd formada por
estrias oblicuas muy profundas, que empiezan en el margen postero — dorsal describiendo una

trayectoria, curvada, hasta alcanzar el margen ventral y antero-ventral.

D. digitaria constituye pues una especie modelo, de interés tanto por los aspectos
relacionados con la formacién de su periostraco alveolado y de su peculiar concha de
escultura oblicua, como por los relacionados con su biologfa, en particular la reproduccién,
teniendo en cuenta su pequefio tamafio y el hecho que el tipo de fondo y profundidad en el
que viven suele estar sometido a corrientes de fondo, lo cual supone un reto a la hora del

asentamiento larvario.

Formacién de la concha

La concha en los bivalvos es una estructura calcificada que recubre las partes blandas del
animal. Esta estructura sirve como proteccién frente a agresiones externas y como soporte

anatémico para el anclaje de musculos y érganos.

La biomineralizacién en la clase Bivalvia incluye el periostraco, de naturaleza orgdnica, y las
principales capas calcificadas (externa, media, interna), que pueden estar formadas por calcita,
aragonito o raramente por ambas. El periostraco es una cubierta externa de naturaleza
proteica que recubre toda la superficie de la concha siendo la primera en formarse. Su grosor
es muy variable, yendo desde apenas una micra de espesor en ostreidos y pectinidos, hasta
428 micras en el mitilido Musculus laevigatus (Harper 1997). El periostraco se genera entre el
16bulo medio y el externo del borde del manto, en el llamado surco periostracal,
posteriormente bordea el lébulo externo del manto cerrando un espacio sin contacto con ¢l
medio externo para facilitar la precipitacién de cristales de carbonato calcico, con una forma,
tamafo y orientacién determinados, sobre una matriz orgdnica. Este espacio que se forma
entre el borde externo del manto y la concha es el llamado espacio extrapaleal. La parte

calcificada de la concha estd formada generalmente por cristales de aragonito o calcita
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inmersos en una matriz orgdnica que se compone de una compleja mezcla de proteinas,
glicoproteinas, proteoglicanos, polisacdridos y quitina (Marin & Luquet 2004),
organizdndose en microestructuras ordenadas (Marin ez a/. 2012, Checa & Salas, en prensa)
La formacién de la concha en moluscos es pues un elaborado proceso en el que estén
involucradas de manera activa las células del manto, macromoléculas orgdnicas y cristales de
carbonato célcico. Las macromoléculas desempenan un papel clave, regulando y limitando el
tamano, orientacién, polimorfismo y textura de la fase inorgdnica (Falini er al 1996,
Westbroek & Marin 1998, Checa e al. 2009, Marin ez al. 2007, Yang et al. 2010, Checa &

Salas, en prensa).

La concha de los bivalvos es extremadamente diversa en cuanto a formas y tamafio y hacen
gala de una gran variedad de elementos esculturales (Figura 1.3), entre los que las costillas son
los mds frecuentes. La mayoria de elementos esculturales de la concha pueden ser clasificados
atendiendo a tres categorfas (Checa 2002), (1) radial, con elementos que radian desde el
umbo y perpendicular al borde de la concha. Estas esculturas radiales son el resultado de la

secrecién continua de carbonato cdlcico por grupos de células situadas en lugares

determinados del borde del manto.

Figura 1.3. Ilustracién del naturalista y filésofo
alemdn Ernst Haeckel donde podemos tomar idea

de la diversidad de formas y ornamentacién que

pueden presentar los moluscos bivalvos.

11
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Estas estructuras fueron llamadas “corpora spinosa” por Stone (1998) (ej. Cardiidae); (2)
comarginal, paralelos al margen de la concha. Esta escultura se compone de una serie de lineas
que se ajustan al borde de la concha. Se secretan periédicamente en el borde del manto en
dreas especializadas distribuidas de forma discontinua, forméndose gracias a la contraccién y
extensién, y en algunos casos por una dilatacién o flexién del mismo, lo que provoca el
plegamiento de la concha y la formacién de estas estructuras (Ubukata 1997) (¢j. Veneridae);
(3) oblicua, con clementos que cruzan la direccién radial y comarginal, de manera que
forman un dngulo respecto al borde de la concha y las lineas de crecimiento (ej. Solecurtus,
Digitaria). No hay sin embargo, estudios histolégicos en los que se haya puesto de manifiesto
el grado de implicacién y la forma de actuacién de los bordes del manto de bivalvos en la

formacidn de las costillas.

Los procesos de biomineralizacién relacionados con la formacién de la concha en bivalvos
han sido ampliamente estudiados, siendo de gran interés en el drea de la biomecdnica y la
biomedicina, con posibles aplicaciones en la regeneracién de huesos, implantes o sintesis de
materiales biocompatibles (Westbroek & Marin 1998, Balmain ez a/. 1999, Vecchio ez al.
2007, Checa et al. 2009, de Paula ez al. 2010, Mc Dougall e al. 2011). De igual manera, la
morfologia de la concha y su ornamentacién han sido objeto de diversos estudios que los
relacionan con la ecologia de la especie, de forma que nos permite entender los hébitos de
vida y sus adaptaciones al medio (defensa mecdnica, camuflaje, capacidad para enterrarse,
etc), asi como su significado evolutivo (Nicol 1955, Seilacher 1984, Checa & Jiménez-
Jiménez 2003a,b, Alyakrinskaya 2005). Ademds, las caracteristicas morfolégicas de las
conchas y sus proporciones pueden aportar una valiosa informacién y servir de criterio a la

hora de diferenciar entre especies (Selin 2007).

Reproduccién

La reproduccién en bivalvos es un proceso ciclico, que puede ser anual con uno o varios
marcados momentos de actividad, o continuo, donde la actividad sexual de la poblacién se
distribuye de manera mds o menos homogénea a lo largo del ano. La reproduccién puede
dividirse en tres fases principales: a) desarrollo gonadal o gametogénesis; b) emisién de los

gametos y fertilizacidn; ¢) desarrollo y crecimiento. Estas fases, que se coordinan con los
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cambios ambientales propios de las estaciones, dan lugar a los modelos reproductivos
caracteristicos de cada especie (Sastry 1979). De esta forma, se produce una sincronizacién de
los periodos de puesta y de la duracién de la actividad sexual con las condiciones ambientales

mds favorables para el desarrollo y crecimiento de las larvas.

Los bivalvos son generalmente especies dioicas, donde el dimorfismo sexual no es lo habitual,
aunque se puede producir, como en el caso del género Astarte o Montacuta (Sastry, 1979). Sin
embargo existen especies que muestran otro tipo de expresién de la sexualidad, de manera
que podemos encontrar una variedad de tipos de hermafroditismo, el funcional o ambisexual
(género Pecten, Chlamys, Tridacna, Cardium, etc.), el de sexualidad consecutiva (Montacuta
ferruginosa, Mercenaria mercenaria), sexualidad consecutiva ritmica (Ostrea edulis, Ostrea
lurida) y sexualidad alternante (Crassostrea virginica, Cassostrea gigas) (Coe 1943, 1945; Sastry

1979).

El aparato reproductor de los bivalvos no es complejo, encontrdndose formado por un par de
gbénadas dispuesta de manera simétrica a ambos lados de la masa visceral y encontrdndose en
ocasiones fusionadas. Las génadas aumentan su tamafio durante la maduracién de los
gametos de forma que llega a ocupar un volumen muy considerable dentro de la masa visceral
del animal. En los bivalvos la génada presenta un corto conducto de evacuacién de los

gametos que generalmente desemboca en la cavidad paleal, a nivel de la corriente exhalante.

Gametogénesis

La gametogénesis de los bivalvos ha sido ampliamente estudiada (Franc 1960, Dohmen
1983, Jong-Brink et al 1983), mostrando una fuerte convergencia en los procesos de
formacién de gametos en todas las especies. En la gametogénesis se contemplan dos procesos,
la ovogénesis que se produce en las hembras y la espermatogénesis en los machos. No
obstante, existen casos de hermafroditismo donde aparecen los dos tipos de génadas
(masculina y femenina) en el mismo individuo (hermafroditismo simultdneo) o que se
alternan en el tiempo (hermafroditismo secuencial). Algunas especies de bivalvos

hermafroditas pertenecen a las familias Ostreidae, Pectinidae o Veneridae (Heller 1993).

13
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Espermatogénesis

La espermatogénesis comienza con la divisién mitética de la célula madre espermatogénica,
dando lugar a 32 espermatogonias primarias, produciéndose una reduccién del volumen
citoplasmdtico. Estas células crecen y se dividen dando lugar a 64 espermatogonias
secundarias, que se diferencian en espermatocitos primarios, los cuales caen libres en el
foliculo. Subsecuentemente, dos divisiones meidticas dan lugar primero a 128 espermatocitos
sccundarios, y posteriormente de manera muy rdpida a 256 espermétidas haploides.
Posteriormente las espermdtidas entran en un proceso de espermiogénesis, que consiste en la
diferenciacién de éstas en esperma maduro (Dohmen 1983), el cual se concentra en el centro
del lumen del foliculo. Como la masa de espermatozoides aumenta, se produce un
correspondiente descenso del nimero de células en estados primarios, por lo que los foliculos

se llenan eventualmente con espermatozoides (Tranter 1958).

Ovogénesis

Las fases iniciales de la ovogénesis son muy similares a las del proceso de espermatogénesis.
Las células germinales primordiales dan lugar a ovogonias primarias, que se dividen cuatro
veces dando lugar a 16 ovogonias secundarias. Estas entran en la primera divisién meidtica

pudiéndose formar ovocitos primarios, o pueden diferenciarse en células auxiliares.

La ovogénesis se divide en tres fases: a) fase premeidtica: es la fase temprana de la
diferenciacién de los ovocitos, durante la profase de la primera divisién meiética. Al final de
csta fase, la meiosis se detiene temporalmente, y durante el diplotene el ovocito comienza a
crecer y a diferenciarse (Raven 1961); b) fase previtelogénica: se caracteriza por el crecimiento
de los ovocitos, donde el nicleo y el citoplasma incrementan de volumen. El nicleo se hincha
hasta formar una vesicula germinal cuyo volumen final es varias veces el del nicleo original.
La elevada densidad de poros nucleares sugiere que existe una intensa actividad de transporte
entre la vesicula germinal y el citoplasma (Dohmen 1983); ¢) Fase vitelogénica: el ovocito
crece muy rdpido debido a la acumulacién de vitelo y otras sustancias nutritivas como
glucégeno y lipidos. Durante la vitelogénesis la polaridad de los ovocitos se hace manifiesta
por la migracién del nicleo a una posicién apical (Raven 1961, Selwood 1968). En bivalvos,

los ovocitos forman un largo y estrecho pedinculo que los conecta con la pared folicular
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(Beams & Sekhon 1966). Los ovocitos que han completado su crecimiento se recubren de
una membrana polisacdrida, el corion, y se desprenden de la pared del alveolo tomando

forma esférica y ocupando la luz de la génada.

La anatomia del sistema reproductor asi como los procesos y mecanismos reproductivos en
bivalvos han sido objeto de extensos y profundos estudios (Lankester 1900, Franc 1960,
Morton 1960, Galtsoff 1961, Allen 1963, Fretter & Graham 1962, Purchon 1968, Sastry
1979). No obstante, gran parte de la literatura existente a este respecto se refiere al desarrollo
gonadal y a los periodos de puesta de especies que poseen valor comercial, estando
encaminados a la gestién pesquera de especies objetivo, lo que permite establecer vedas, tallas
minimas y volumen mdximo de captura para hacer un uso sostenible y asegurar la

permanencia del recurso (Gosling 2003).

En los bivalvos existen diferentes patrones reproductores en funcién del tamafio que posee un
cjemplar sexualmente maduro. Asi, las especies que presentan tamafios superiores a 10 mm
suelen emitir los gametos (tanto masculinos como femeninos) al medio externo donde se
produce la fecundacién. Una abundante emisién de gametos hace aumentar las
probabilidades de fecundacién y de que ¢l desarrollo de alguno de los huevos llegue a término
(r estrategas). Especies con tamafios inferiores a los 3 mm presentan generalmente un patrén
incubador, debido a que son capaces de emitir un nimero mucho menor de huevos que sus
parientes de mayor tamafio. Aquf el évulo es fecundado en la cavidad paleal o en el espacio
interbranquial de forma que los huevos eclosionan en estas cavidades para luego ser
expulsados al medio externo a través de los sifones ya en forma larvaria, asegurando que toda
la prole supere ¢l estadio de huevo para llegar al de larva, aumentando las probabilidades de
supervivencia (k estrategas). Incubacién y pequefio tamano suelen estar asociados, no solo en
bivalvos sino también en diversos invertebrados marinos (Strathmann & Strathmann 1982),
y la explicacién a este fenémeno es que los individuos de mayor tamano producen una
cantidad de descendencia superior a la que serfan capaces de incubar (Strathmann ez a/. 1984,
Beckey & Hornbach 2004). Se ha puesto de manifiesto que ejemplares adultos de la familia
Veneridae con un tamafio menor a 10 mm pueden incubar entre 50 y 250 huevos (Kabat

1985), mientras que otros con un tamafio menor de 6 mm solo son capaces de incubar entre

6 y 40 huevos (Kilgour & Mackie 1990).
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En especies de tamanos intermedios, es decir entre tres y diez milimetros encontramos una
serie de grupos donde el patrén reproductor a seguir no estd claro, como es el caso de
Digitaria digitaria. Quizd demasiado pequenas para producir y afrontar el gasto energético
que supone emitir miles de gametos, o demasiado grandes para adoptar una estrategia

incubadora.

Parisitos

El estudio de los parésitos presentes en bivalvos y sus mecanismos de defensa es relativamente
reciente, particularmente en relacién con su incidencia en la reproduccién o con mortandades
en especies cultivadas. La investigacién en este campo ha mostrado que cada grupo de
moluscos es parasitado por conjuntos de organismos similares, desde virus hasta copépodos,
pero solo alguno de ellos es capaz de producir enfermedades en sus hospedadores (Bower ez

al. 1994).

Una gran diversidad de protozoos y trematodos han sido descritos como pardsitos de
bivalvos, alojindose en diversos tejidos y dérganos como la génada, masculo, glindula
digestiva, intestino, manto, branquias ¢ incluso en la concha. Los pardsitos y las enfermedades
que provocan en los bivalvos han sido estudiados en profundidad, aunque normalmente de
manera mds intensa para aquellas especies que poseen valor comercial, ya que pueden llegar a
ocasionar clevadas pérdidas en la industria acuicola (Burreson ez 2/ 2000, Bower et al. 1994,
Villalba 1995) y representar un problema de salud publica grave. Como ejemplo cabe citar

que segtin datos de la pdgina web http://www.eurl-mollusc.eu/Main-activities/ NRLs-network

del “European Union Reference Laboratory for Molluscs Diseases” las poblaciones de ostra plana
(Ostrea edulis) de las Rias Gallegas se encuentran frecuentemente parasitadas por los protozoo
Bonamia ostreae y Bonamia exitosa, que causan la muerte de las ostras cuando adquieren un
tamano suficiente para su comercializacién. También pueden afectar a Myrilus edulis y M.
galloprovincialis. Los protozoos Marteilia refringens y M. maurini se instalan en el epitelio de
los palpos labiales, el estémago y la glindula digestiva de los bivalvos. Otro ejemplo de
pardsito en especies comerciales es el OsHV-1 (Oyster Herpesvirus tipo 1) cuya infeccién
causa mortalidad en larvas y juveniles de Crassostrea gigas, Ostrea edulis, Ruditapes decussatus,

R. philippinarum y Pecten maximus entre otros. Nocardia crassostreae (Actinomycete) infecta a
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Crassostrea gigas 'y Ostrea edulis; Perkinsus marinus, (dinoflagelado) causa enfermedades con
repercusiones econdmicas en Crassostrea virginica, mientras que Perkinsus olseni induce la
formacién de nédulos en branquias, intestino, gldndula digestiva, rifiones, génada y el manto

de diferentes especies de bivalvos, como Ruditapes decussatus'y R. philippinarum.

En la familia Astartidae se han descrito diversos pardsitos, como trematodos de la familia
Bucephalidae, que parasitan principalmente el tejido gonadal; Chlamydia y Rickettsia
aparecen en el epitelio del tracto digestivo como cuerpos de inclusién intracitoplasméticos o

protozoos intracelulares en las células epiteliales del diverticulo digestivo (Rudell 1977).

17



Capitulo 1

OBJETIVOS

La presente tesis doctoral estd centrada en el estudio del astirtido Digitaria digitaria

(Linnaeus, 1758), para lo cual se han planteado los siguientes objetivos:

A) Con relacién a la formacién de la concha

1. Estudiar el origen y los procesos de formacién del periostraco, su estructura y
morfologia, y esclarecer qué papel desempenan los l6bulos medio y externo del borde
del manto en su formacién. Estudiar el mecanismo de formacién de los alveolos del

periostraco y su posible funcién.

2. Estudiar los procesos de formacién de las costillas oblicuas y determinar la

implicacién del borde del manto en dicho proceso.

B) Con relacién a morfologia de las partes blandas

3. Realizar la descripcién morfolégica y anatémica de D. digitaria, identificando
estructuras anatémicas que sean caracteristicas de la familia y que puedan apoyar a la

filogenia molecular.

4. Determinar diversidad, abundancia y frecuencia de los organismos que parasitan a D.
digitaria, tanto en la concha como en las partes blandas del animal y evaluar en la

medida de lo posible la afectacién que estos tienen sobre el desarrollo del bivalvo.

C) Con relacién a la biologia

5. Esclarecer el patrén reproductor de Digitaria digitaria, una de las que podriamos
p g 54 que p
llamar “especie frontera”, donde el tamafio compromete la emisién de los gametos.
p p g
stablecer el sex—ratio y estudiar el ciclo reproductor de la especie haciendo énfasis
Establ | tio y estud | cicl ductor de | h d f.

en la gametogénesis y el mecanismo de fertilizacién.

6. Evaluar el crecimiento de la especie mediante el seguimiento de las cohortes a lo
largo del periodo de tiempo estudiado y andlisis de liminas delgadas. Determinar la

longevidad de la especie.
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AREA DE ESTUDIO

Situacién Geogrifica

La bahfa de Barbate se localiza en la costa atlintica de la provincia de Cddiz, en las
proximidades del Estrecho de Gibraltar (36° 10° N y 5° 56" E) (Figura 1.4). Dicha bahia se
encuentra delimitada en su parte occidental por el Cabo de Trafalgar y en la oriental por la
Punta Camarinal. Dentro de ella se halla el Parque Natural de la Breha y Marismas de
Barbate (Ley 2/89 de 18 de julio; BOJA n° 60, de 27 de julio de 1989) el cual comprende
una amplia zona maritimo-costera (5.077 ha.) de cardcter rocoso entre Barbate y Cabo de
Trafalgar. En la parte oriental de Barbate queda el pueblo de Zahara de los Atunes,
situdndose entre ambas zonas una extensa playa arenosa. La ciudad de Barbate se sittia
préxima a la zona de acantilados del Parque Natural, y a poca distancia de ella se encuentra

una extensa marisma en la cual desemboca el rio Barbate.

Cabo de
'lvr.lth.llg.n

R .
Punta gd_;nn.mn.ll

N>

Figura 1.4. Area de estudio. Bahfa de Barbate delimitada por el Cabo de Trafalgar y la Punta

Camarinal.
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Geomorfologia y aspectos geoldgicos de la Bahia de Barbate

Desde un punto de vista geoldgico la Bahia de Barbate se encuentra incluida en la zona
estructural Arco de Gibraltar, regién geoldgica que corresponde a la cordillera que rodea el
mar de Albordn, formada por la Cordillera Bética, el Estrecho de Gibraltar y el Rif.
Bordeando a la bahia se encuentra un conjunto de sierras, encuadradas en el complejo
tecténico-sedimentario Mioceno (Terciario), donde predominan los materiales de tipo
arcilloso y calizo. En la zona costera del acantilado predominan los materiales provenientes de
terrenos post-orogénicos, y cuya composicion varia entre las biocalcarenitas correspondientes
al Messiniense, dentro del Terciario, y las arenas cementadas, provenientes de dunas fésiles,
encuadradas dentro del Plioceno Superior. Los terrenos post-orogénicos, que datan del
Holoceno, son muy abundantes en la amplia playa que se extiende en gran parte de la bahia,
encontrdndose éstos en forma de arenas y conchas {ésiles. Todos estos materiales procedentes
de dreas préximas a la bahfa tienen influencia en la composicién del sedimento que se
encuentra en sus fondos. La desembocadura del rio Barbate atraviesa una amplia zona
estudrica de tipo intermareal que conforma las marismas, en las cuales se han depositado

principalmente limos y arenas correspondientes al Holoceno (Rueda 1998).

Fisiografia del fondo marino de la Bahia de Barbate

La plataforma costera, limitada por la isobata de 100 m. es amplia (entre 30 y 35 km) desde
la desembocadura del rio Guadalquivir y Chipiona hasta el Cabo de Trafalgar. No obstante
se producen algunos estrechamientos a la altura de Barbate (14 km de anchura), frente a
Punta Paloma (8 km de anchura) y en el tramo comprendido desde Tarifa hasta Punta
Carnero (2 km de anchura). El rango de profundidades de la bahia de Barbate no sucle
sobrepasar los 35-40 metros (Rueda 1998), aunque la gran cercania al Estrecho de Gibraltar
propicia en algunas zonas costeras, como en Punta Camarinal, que se alcancen profundidades
de 200 metros a sélo 4 millas de la costa. También es interesante resaltar la presencia de

algunos bajos, tanto de componente rocoso como arenoso presentes en los fondos de la bahia.

En la bahia de Barbate aparecen fondos de diferente conformacién, los cuales condicionan la
fauna malacoldgica. El fondo de la bahia estd compuesto en su mayoria por sustratos blandos,

siendo abundantes los cimulos de arenas erosionadas con presencia de componentes
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detriticos costeros, asi como restos de organismos o bioclastos de origen animal. La muestras
con los ejemplares de Digitaria digitaria que se han estudiado se colectaron en fondos de
arena con valores de granulometria entre 0,19 y 1,3 mm (arena fina a gruesa). Este tipo de
fondos suelen desarrollarse en la boca de bahias abiertas (Perés 1982), ya que en ellas suele
haber una alternancia de periodos de corrientes en remolino, generadas principalmente por el
viento, con periodos de sedimentacién en condiciones de mar en calma. En la bahia, este tipo

de fondos suelen ocupar zonas comprendidas entre los 15 y 30 metros de profundidad.

En la zona paralela a la playa de Pajares y de Barbate es interesante resaltar la presencia de una
formacién rocosa a una profundidad entre 10 y 15 metros, la cual posee forma de laja y
separa una franja arenosa de playa de los fondos detriticos donde se obtuvieron las muestras
para el presente estudio. En zonas cercanas a las marismas y a la desembocadura del rio
Barbate, entre 5-10 m, son abundantes los fondos de arena fina con alto contenido en fango,
debido a los aportes terrigenos de dicho rio y a la cercania del puerto pesquero. Los fondos de
tipo rocoso son abundantes en la zona de acantilados de Barbate, la cual se extiende desde el
pueblo de Barbate hasta la zona del cabo de Trafalgar, conformando una extensa formacién
arrecifal de tipo rocosa con poca profundidad la cual origina un pedrero de gran interés
faunistico. En las zonas de mayores profundidades, en torno a 100 metros, son numerosos los
fondos compuestos por rellenos detriticos, siendo las zonas de profundidades superiores a 150

— 200 metros las ocupadas por fondos rocosos, situdndose en dreas cercanas al Estrecho de

Gibraltar.

Hidrografia

Hidrograficamente, la bahia de Barbate se encuentra en la confluencia de masas de agua
atlintica y mediterrdnea, diferentes en cuanto a temperatura y salinidad. Los estudios
hidrogréficos de la zona se han centrado principalmente en el drea del Estrecho de Gibraltar
(Bernard 1956; Lacombe 1971; Fraga & Estabelier 1974; Minas ez al., 1984; Parrilla ez al.
1986; Parrilla & Kinder 1987; Perkins ez /. 1990; Millot 1999, 2009) y siempre en zonas de

mar abierto, con lo que los datos a nivel costero son escasos.

En el Estrecho se establece una corriente constante superficial y otra profunda de direcciones

opuestas, en un esquema de intercambio "bicapa” entre el mar Mediterrdneo y el Océano
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Atldntico. En superficie se registra un flujo hacia el Mediterrdneo de agua atldntica, y a
niveles profundos, una exportacién hacia el Atldntico de agua mediterrdnea, mds salina y mds
densa (Figura 1.5). La interfase que separa ambas capas se corresponde aproximadamente con
la isohalina de 37,5 psu (%o), y se sittia por regla general a profundidades de entre 100 y 150
m. El agua atldntica que ingresa por Gibraltar compensa el déficit hidrico del Mediterrineo.
Por otra parte, el exceso de salinidad en la cuenca mediterrdnea es compensado por la
exportacién de Agua Levantina Intermedia y Mediterrdnea Profunda hacia el Addntico
(Garcia et al. 1995). La compensacion del déficit hidrdulico mediterrdneo supone un caudal
medio circulante a través del Estrecho de aproximadamente 1 “Sverdrup” (10° m%/s), lo que
equivale a un flujo permanente con velocidades méximas del orden de 50 cm/s (Lacombe &
Richez 1982). Los regimenes de marea a ambos lados del Estrecho son sustancialmente
distintos. En el Atldntico, las amplitudes caracteristicas son superiores a 1 m y en el
Mediterrdneo, inferiores a 0,50 m. Las corrientes superficiales de agua atldntica (C.A.S.) se
dirigen hacia el Este o Sudeste a lo largo de la costa espanola del Golfo de Cddiz, de una
forma mds o menos permanente, y va aumentando su velocidad segtin se va aproximando al

Estrecho (Seoane—Camba 1965; Stevenson 1977).

Océano Atlintico Mar de Alborin

— — — ——— - —

g888¢2.

Profundidad (m)

1.200
1.400

Figura 1.5. Esquema del intercambio de masas de agua Mediterrdnea y Atldntica a nivel del Estrecho
de Gibraltar. La linea discontinua amarilla indica la interfase entre ambas masas de agua. Los datos de

salinidad (psu) y de temperatura (°C) son orientativos.
Esta corriente superficial se suele hacer més patente en verano, no obstante, el viento puede

producir corrientes a favor y en contra, incluso crear nuevas corrientes, sobre todo con los

temporales del Sudeste, los cuales originan corrientes Norte y Noroeste. La corriente
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predominante en la zona de la bahfa suele estar influenciada por los fuertes vientos de levante,
los cuales suelen predominar frente al resto en las estaciones de otofio e invierno. Esto
produce, en toda la bahia, importantes fenémenos de erosién costera, siendo la zona entre
cabo de Trafalgar y Conil de la Frontera la tinica de acrecién costera. La fuerte erosién
influye en la composicién granulométrica de los sedimentos en algunos puntos de la bahia.
Las corrientes locales debidas a las mareas unida a la configuracién geogrifica de la bahia

favorecen la formacién de de remolinos en el seno de la misma.

Salinidad y Temperatura

En la zona costera de Barbate la salinidad varia a lo largo del afio, aunque su media (34,27
psu) siempre se sitGia en valores inferiores a los de las zonas préximas como Tarifa o incluso
Cadiz. Ademds, ésta presenta fluctuaciones estacionales intensas, probablemente debidas al
aporte del rio Barbate y sus crecidas invernales (Octubre a Diciembre) (34,68 psu) (Establier
& Margalef 1964) y a la existencia de manantiales de agua dulce que recorren todo el
acantilado al oeste del puerto (Seoane—Camba 1965). La temperatura superficial del mar
(S88T) es mdxima en la estacién estival, alcanzando sus mdximos en julio y agosto con valores
en torno a los 21 °C, y los minimos en Febrero y Marzo alrededor de los 14 °C. Por su parte,
las temperaturas registradas en las capas de agua cercanas al lecho marino (SBT) siguen esa
misma tendencia, aunque sin superar los 20 °C durante el verano y con temperaturas

similares a la SST durante el invierno, época de mezcla de la columna de agua.

Climartologia general de la zona de estudio

La climatologia de la zona es de tipo regular o moderado, caracterizdindose por tener una
temperatura ambiental con una media anual entre 17 y 18 °C, siendo los veranos no muy
calurosos en torno a 24 °C de media, e inviernos no muy frios con una media de 12 °C. Las
lluvias son abundantes en otofio y en primavera, siendo més frecuentes que en las demds
zonas de clima mediterrdneo debido a la orografia del terreno. Los mdximos anuales se
alcanzan en los meses de noviembre y marzo con valores que rondan los 200 y 500 mm
anuales respectivamente. Por ello la nubosidad, asi como la humedad atmosférica, no suclen
ser bajas. Con todo ello se podria incluir esta costa dentro del grupo de climas mediterrdneos

con veranos cdlidos y secos e inviernos suaves, siendo las lluvias algo mds abundantes, lo cual
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confiere cierta similitud con el clima de tipo ocednico. Por otro lado, Seoane-Camba (1965)
lo incluyen dentro de los climas regulares o moderados, en atencién a la temperatura media

anual, asi como las bajas fluctuaciones temporales.

En relacién a los vientos que soplan en la zona, estos suelen hacerlo mayoritariamente de
componente Este o vientos de levante, con velocidades medias mensuales de 28 km/h,
aunque en algunos dias se pueden apreciar méximas de 61 km/h. Este hecho puede provocar
variaciones en el sentido de la corriente general de las masas de aguas en esta zona del litoral

gaditano y en el propio Estrecho de Gibraltar.
MATERIAL Y METODO

Recoleccidén de las muestras

El muestreo fue disenado en el marco de un proyecto para el estudio de los invertebrados de
fondos blandos de la bahia de Barbate (Proyecto DGICYT PB 92-0415) con el fin de
analizar la influencia de la corriente Mediterrdnea sobre la fauna préxima al Estrecho del lado
Atldntico. Se establecieron cuatro puntos de muestreo, repartidos entre dos zonas de la bahia
separadas por una gran laja paralela a la costa, denominada Bajos de Zahara (Figura 1.6), que

influye en la naturaleza de los fondos blandos, en cuanto a composicién y granulometria.

Dos de los puntos de muestreo fueron situados frente a la playa de Zahara (zona denominada
“Retin”), y los otros dos al otro lado de la laja, frente a la playa de Barbate (zona denominada
“Barra”). A continuacién se¢ detalla la situacién y se describen las caracteristicas

granulométricas de los cuatro puntos de muestreo:

Retin 12B: localizado a una distancia de 1,8 km de la costa, frente a la playa de Zahara (360
8 737 N — 5° 53° 59”7 W). La profundidad registrada en este punto es de 22 metros
aproximadamente. El sedimento presenta un contenido en materia orgdnica del 0,35 % al

0,40 %. En este fondo predominan los bioclastos y la arena gruesa.

Retin 16B: también situado frente a la playa de Zahara a una distancia de costa cercana a los
3 km (36° 9’ 02” N — 5° 54’ 08” W). La profundidad en este punto es de aproximadamente

29 metros. El contenido en materia orgdnica esta entre el 0,40 % y 0,60 %. El sedimento estd
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compuesto por arenas mixtas, encontrando un alto contenido de grava, arena fina y algo de

arcna grucsa.

de Barbate

< WO// Marismas
Ny

BARBATE__
ESPANA

Figura 1.6. Mapa batimétrico del 4rea de estudio, redibujado de Rueda 1998. Los anillos representan

la localizacién de los puntos de muestreo y la linea discontinua la situacién de lajas de roca en el

fondo.

Barra 10B: se localiza frente a la playa de Barbate y a una distancia de costa de unos 2,5 km
(36° 9 717 N — 5° 55 04” W). Es el punto més cercano al puerto de Barbate y a las
marismas. La profundidad es de unos 18 metros, y el contenido en materia orgdnica oscila
entre 0,80 % y 1,10 %. El sedimento estd compuesto por arenas finas con algunos restos de
origen zodgeno y cierta presencia de limos y arcillas por su proximidad al puerto y las

marismas.

Barra 16B: el segundo punto situado frente a la playa de Barbate, a una distancia de costa de
unos 3,5 km (36° 9’ 24” N — 5° 55’ 19” W). La profundidad es de unos 28 metros y el
contenido en materia orgdnica en el sedimento estd entre 0,70% y 0,80%. Posee un
sedimento de caracteristicas granulométricas parecidas al Retin 16, aunque con un contenido
mds alto en arenas finas y componentes biocldsticos de origen animal. Asi encontramos un
tipo de sedimento compuesto por arenas mixtas con una alta proporcién de grava y arenas

finas.
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La mayor parte de los ejemplares de D. digitaria analizados en ¢l presente estudio procede
pues del material recolectado durante los muestreos efectuados en un estudio sobre la

malacofauna asociada a los fondos blandos infralitorales de la bahfa de Barbate (Cddiz)

(Rueda 1998).

En su estudio, Rueda, tomé 95 muestras entre los 15 y los 30 metros de profundidad en los
cuatro puntos de muestreo descritos anteriormente en el apartado “Puntos de muestreo”
(Figura). Los muestreos se llevaron a cabo mensualmente, durante un periodo de 24 meses,
desde octubre de 1993, hasta septiembre de 1995. La recogida de las muestras se realizé a
bordo de un barco pesquero (6,6 metros de eslora) mediante una draga de roca de
dimensiones 42 ¢cm de ancho y 22,5 cm de alto, dispuesta con una doble red, siendo de 1,5
cm de luz de maya la externa y 0,45 cm de luz de maya la interna. Cada muestra se recogié
arrastrando durante 15 minutos a una velocidad constante de 1 nudo. Las muestras

recolectadas fueron fijadas en formaldehido en una concentracién del 4 %.

Para el estudio de ciertos aspectos relacionados con la formacién de la concha, fecundacién y
puesta de D. digitaria, fue necesaria la obtencién de material adicional, que fue recolectado
en el ZEC de Calahonda (Mijas), en fondos de bioclastos, a una profundidad de 15 metros
(36° 29" 40” N — 4° 39’ 46” W), mediante una draga de roca similar a la que se usé en

Barbate.

Material examinado

A lo largo del estudio se procesaron un total de 3.919 ejemplares de D. digitaria, que se

destinaron a diferentes objetivos y a los que se les aplicaron diferentes métodos de andlisis

(Tabla 1.1).

Algunos de los métodos de andlisis han sido comunes a diferentes objetivos del estudio, como
por ejemplo la histologfa, y otros sin embargo, han sido especificos para un objetivo concreto,
como es ¢l caso de la utilizacién de software especializado en el estudio del crecimiento. En
este capitulo de Material y Métodos se describen los métodos de anilisis comunes, no
obstante, cada uno de los capitulos posteriores posee un breve resumen de la metodologia
general aplicada asi como una descripcién detallada del método de anilisis especifico

empleado en cada caso.
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Tabla 1.1. Namero de ejemplares empleados en los diferentes estudios realizados por cada método de

andlisis aplicado.

M¢étodo de anilisis

Estudio Histologia Biomasa TEM SEM Diseccién Concha  FISAT Total
Ciclo reproductor 701 1.589 4 4 10 - - 2.308
Formacién periostraco 7 5 5 - - - 17
Formacién de costillas 40 - - 10 - 768 - 818
Parsitos y epibiontes 732 - - - - 1.571 - 2.303
Anatomia descriptiva 30 - - 4 4 741 - 779
Crecimiento - - - - - - 3.861 3.861

Procesamiento de los ejemplares en el laboratorio

Una vez en ¢l laboratorio, los ¢jemplares fueron anestesiados con MgCl, con el objetivo de
producir la relajacién de los musculos abductores y por tanto, la ligera apertura de las valvas,
permitiendo asi una mejor fijacién del tejido al introducirlo en el fijador correspondiente. La
naturaleza del fijador dependié de la técnica de estudio, se utilizé formaldehido al 4% para
los ejemplares incluidos en parafina y glutaraldehido al 2,5% en tampén cacodilato (o PBS

en algunas ocasiones) para ejemplares destinados a microscopia electrénica de transmision.

Procesamiento de las partes blandas para el estudio histolégico

En los ¢jemplares destinados al estudio histolégico se separé las partes blandas de la concha,
numerdndose cada par de valvas. Posteriormente se midié la longitud (antero — posterior) y la
altura (dorso—ventral) de la valva derecha de cada ejemplar. La parte blanda de los ejemplares
previamente fijadas en formaldehido al 4% en agua de mar y deshidratadas en una bateria de
alcoholes de graduacidén creciente, se sometieron a un protocolo de inclusién en parafina con
el fin de conseguir la consistencia adecuada del tejido. El protocolo de inclusién fue
modificado para adaptarlo a la naturaleza de nuestra muestra (Anexo I, Tabla Al.1). Una vez
hechos y tallados los bloques de parafina, se procedié a realizar cortes de 10 um de grosor

mediante un microtomo Leitz 1512.
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En el caso del estudio del ciclo gonadal se seleccionaron aproximadamente 40 cortes seriados
de la génada de cada ejemplar, que se montaron en porta objetos para realizar las dos
tinciones de base utilizadas en el estudio, hematoxilina de Carazzi—cosina y hematoxilina—
tricrémico de V.O.F (Gutiérrez 1967) (Anexo I, Tablas Al.2 y Al.3). La hematoxilina—
eosina es una tincién de rutina que permite distinguir detalles morfoldgicos de células y

tejidos.

La hematoxilina tifie estructuras 4cidas (baséfilas), como los nicleos celulares, en tonos azul y
purpura y la eosina, que se usa como contraste, tifie componentes bdsicos (acidéfilos), como
las estructuras citoplasmdticas, en color rosa. El V.O.F. es una tincién de contraste formada
por tres colorantes de cardcter 4cido, que tifie componentes bdsicos de los tejidos. El
citoplasma se tifie de azul pdlido por la presencia de proteinas bésicas, los gridnulos de yema
de los ovocitos vitelogénicos y los eritrocitos se tifien de amarillo (por afinidad con el
colorante Orange-G, debido al alto contenido de proteinas bdsicas y hemoglobina
respectivamente), la cromatina de verde azulado (por afinidad con el colorante Light Green),

el nucleolo en rojo-anaranjado (por afinidad con la Fucsina Acida y el Orange-G) (Gutierrez

1967).

Inclusién en metacrilato

Un ejemplar se mand$ incluir en metacrilato en el Centro Andaluz de Nanomedicina y
Biotecnologia (BIONAND). Para la inclusién en metacrilato las muestras fueron
deshidratadas en pasos crecientes de alcohol y embebidas en Technovit 7200 VLC en 5
pasos, los tres primeros son mezclas con concentraciones crecientes de resina (30 Technovit
(T) : 70 Etanol (EtOH) 100°; 50T : EtOH 50°; 70T : EtOH 30°) y los dos dltimos con
Technovit 7200 VLC puros.

En este punto los bloques fueron polimerizados, cortados con una sierra de banda recubierta
de diamante (EXAKT 300 CP) y finalmente pulidos (EXAKT 400) con diferentes papeles
abrasivos hasta obtener un grosor de corte de 50 um. Los cortes se tifieron con Azul de

Toluidina (1%).

Aunque las tinciones PAS — Azul Alcian (Anexo I, Tabla A1.4) y Rojo de Alizarina (Anexo I,

Tabla A1.5) han sido utilizadas de forma menos frecuente y, se ha recurrido a ellas de forma
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puntual para determinar la composicién de ciertas mucosustancias y la presencia de depésitos

de calcio en las células, respectivamente.

La tincién PAS sc utiliza frecuentemente para la deteccién de polisacdridos, mientras que el
Azul Alcian demuestra la existencia de mucosustancias, de forma que la combinacién de
ambas se utiliza para la visualizacidn selectiva de mucopolisacéridos dcidos. Con esta tincién
los nicleos se ven de color azul, los polisacdridos y mucopolisacdridos neutros de purpura,

mientras que las mucosustancias 4cidas se tifien de un azul claro brillante.

Para la tincién de Rojo de Alizarina es necesaria la preparacién previa de dos soluciones (A y
B) y una tincién de contraste Light Green Sf Yellowish (Anexo 1, Tabla Al.6). En la
preparacién de la solucién A se utilizard la cantidad necesaria de hidréxido de amonio

(NH4OH) para ajustar el PH de la solucién a un valor de 6.

Procesamiento de la muestra para estudio mediante Microscopia Electrénica de

Transmisién (TEM).

Se seleccionaron ejemplares de pequefio tamafio, a los cuales se les disecciond la parte del
cuerpo que se queria estudiar: borde del manto, branquia o génada, de la que se procesé una

muestra de una superficie menor de 0,5 mm?.

Los ejemplares se fijaron mediante una mezcla de 2% glutaraldehido y 4% paraformaldehido
(1:1), tamponado con cacodilato (0,1 M, pH 7,4) durante al menos 4 horas a 48°C y post-
fijado en OsO4 (2%) durante 2 horas at 48°C. Algunas muestras que tenfan que estar dias en
fijador (durante campafias oceanogréficas) se fijaron en 2,5% glutaraldehido tamponado con
PBS (0,1 M, pH 7,4). Posteriormente fueron embebidas en resina Aname Epon 812 (EMS)
para realizar cortes semifinos (1 pm) con ultramicrotomo (LeicaUltracut R) y cuchilla de
vidrio, que se tifieron con azul de toluidina al 1% en Bérax 1 % durante 15-20 segundos. En
el caso de las secciones ultrafinas (0,5 pm) los cortes se realizaron con cuchillas de diamante
DIATOME vy fueron tefiidas con acetato de uranilo (1%) durante un minuto seguido de
citrato de plomo durante cinco minutos. Parte de las muestras se observaron en los Servicios
Centrales de Instrumentacién Cientifica de la Universidad de Granada en un TEM ZEISS

EM 1°C y otras se observaron en los Servicios Centrales de Investigacién de la Universidad

de Milaga (SCAI) en un TEM JEOL JEM1400.
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Procesamiento de la muestra para estudio mediante Microscopia Electrénica de Barrido

(SEM) y Microscopia Electrénica de Emisién de Campo (FESEM).

Las muestras para SEM y FESEM fueron fijadas en formaldehido al 4%. Fueron previamente
lavadas en agua destilada y deshidratadas en alcoholes de graduacién creciente (70°/ 80°/
96°/ 100°) permaneciendo las muestras unos 20 minutos en cada uno. Posteriormente las
muestras fueron secadas a punto critico en CO,y recubiertas con oro mediante pulverizacién
catéddica (SEM) o carbono (para FESEM). Para la observacién y andlisis de las muestras se
utilizaron un SEM JEOL JSM-840 y un FESEM ZEISS GEMINI-1530. Algunas muestras
histoldgicas, parcialmente seccionadas, también se prepararon para la observacién de
estructuras internas mediante SEM. Para ello se sumergieron en xilol (al menos 3 banos de 60
minutos cada uno) con el fin de eliminar la parafina del tejido, posteriormente se pasaron a

alcohol absoluto (100°) antes de ser pasados por el punto critico.

Ciclo gametogénico

Para el estudio del ciclo gametogénico de D. digitaria se procesaron un total de 2.308
cjemplares (Tablas 1.1 y 1.2). En la determinacién histolégica del ciclo gonadal se
examinaron 30 cjemplares para cada mes (siempre que fue posible) durante un periodo de
dos afos (701 ejemplares) (Tabla 1.2). En cuatro casos el nimero de ejemplares mensual
estudiados fue menor debido a la falta de material: octubre de 1993 (24 ¢jemplares), marzo
de 1994 (24 cjemplares), marzo y septiembre de 1995 (24 y 29 ¢jemplares respectivamente).
Los ejemplares estudiados oscilaron en un rango de tamafo entre los 1,5 mm y los 9 mm de
longitud. Mediante el examen microscépico de la génada de cada uno de los ejemplares se
determiné el sexo y fase de desarrollo gonadal. Son numerosas las escalas de desarrollo
gonadal propuestas por distintos autores tras la observacién histolégica de distintos bivalvos
(Chipperfield 1953; Lubet 1959; Seed 1969; Boyden 1971; Wolowicz 1987). En el presente
estudio se han encuadrado los distintos estados de desarrollo gonadal de los bivalvos de
acuerdo con la escala propuesta por De Villiers (1975) para Donax serra Réding 1798, por
ofrecer descripciones muy detalladas. El mencionado autor reconoce cuatro estados

principales, alguno de ellos con mds de una categoria. En la Tabla 1.3 se indica la
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equivalencia con los estados de desarrollo gonadal propuestos por Seed (1969), Boyden

(1971) y Wolowicz (1987).

Tabla 1.2. Nimero de ejemplares procesados para el estudio del ciclo gametogénico de D. digitaria

para cada mes durante el periodo de estudio. CG, ciclo gonadal; PS, peso seco.

1993 1994 1995
Mes

CG PS CG PS CG PS
Enero - - 30 100 30 100
Febrero - - 30 100 30 30
Marzo - - 24 0 23 0
Abril - - 30 100 30 100
Mayo - - 30 100 30 100
Junio - - 30 100 30 100
Julio ; ; 30 0 30 100
Agosto - - 30 100 30 100
Septiembre - - 30 100 30 0
Octubre 24 0 30 59 - -
Noviembre 30 0 30 0 - -
Diciembre 30 100 30 100 - -
Total 84 100 354 859 263 630

Tabla 1.3. Relacién entre la escala de desarrollo gonadal establecida por De Villiers y las propuestas

por otros investigadores. G. Génada; E. Emisién

Autores Escala de desarrollo gonadal
De Villiers (1975) Citolitico Preactivo Activo Emisién Postactivo
G. descanso G. desarrollo G. madura G. emisién
Seed (1969 2,1
(1969) 0) (12.3) (5) 4,3) @1
Boyden (1971) G. Indiferenciada  Desarrollo Goénada E. reproductiva  G. reposo
Wolowicz (1987) I II desarrollada TIT v \Y%

En el presente estudio hemos podido diferenciar cinco estados de desarrollo gonadal a lo

largo del ciclo reproductor de D. digitaria:

Citolitico (C). El material reproductor es escaso o inexistente. Los foliculos son muy
pequefios y separados entre si, apareciendo células fagociticas dentro y fuera de los mismos.
La génada puede aparecer como un espacio vacio proveniente de la total regresién de los

foliculos. En los machos, las células germinales son escasas o ausentes y si las hay estdn en
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proceso degenerativo. En hembras pueden aparecer restos de évulos y limenes amplios

vacios.

Pre-activo (Pr). Los foliculos son relativamente pequefios y separados entre si por gruesas
paredes foliculares, pero estdn bien formados. Las células germinales son abundantes
pudiendo llenar completamente los foliculos. En machos, las células germinales no son
abundantes, predominando las espermatogonias, sin esperma maduro que no sea residual. En
hembras, no suelen observarse ovocitos residuales, apareciendo periféricamente un nimero

limitado de ovogonias de forma triangular y pequefios ovocitos que no llenan los foliculos.

Activo (A). Los foliculos son grandes, generalmente contiguos y con paredes bastante finas
pero completas. Poseen por regla general gran cantidad de material reproductor en diferentes
fases de madurez. En los machos, aparece una gran cantidad de esperma maduro, asi como de
otras células germinales en diferentes estados de desarrollo. De esta forma los limenes
centrales de los foliculos son pequefios o no existen. En hembras, predominan los ovocitos
maduros ocupando la zona central de los foliculos, y en la periferia pegados a las paredes

foliculares ovogonias con diferente grado de madurez.

Emisién (E). Los foliculos se encuentran aplanados, orientados hacia ¢l centro de la génada,
con sus paredes rotas y abundante material reproductivo. En machos, en el interior de los
foliculos, se observa el esperma cayendo por el lumen central, mientras que otro situado en
hileras radiales, se¢ encuentra listo para ser liberado. En hembras, los foliculos aparecen
alargados y las paredes de muchos de ellos estdn rotas en su porcién distal. Abundan los
ovocitos maduros libres entre los foliculos, aunque también se pueden ver ovocitos

inmaduros pegados al fondo de los foliculos.

Post-activo (Ps). La cantidad de material reproductor en los foliculos varia dependiendo de
la intensidad de la puesta y del tiempo transcurrido desde que ésta tuvo lugar. De igual
manera las paredes foliculares pueden aparecer enteras o parcialmente rotas. Aparecen células
fagociticas y es comuin encontrar signos de la formacién de fasciculos musculares transversos
como reserva de glucégeno. En machos, aunque hay un nimero considerable de células
germinales, no parece que los foliculos estén llenos. Existe poca variedad de espermatogonias

en diferentes estados de desarrollo y se pierde la disposicidn radial de éstas, desapareciendo el
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lumen central. En hembras, el patrén folicular muestra un aspecto alterado y, aunque se
encuentran células en pricticamente todas las etapas de desarrollo, son escasas. Predominan

las ovogonias frente a los évulos maduros.
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El periostraco: formacién y estructura

INTRODUCCION

El periostraco es la capa mds externa de la concha de los moluscos, es fina y flexible, de
cardcter fibroso ¢ impermeable. Tiene una composicién orgdnica compleja formada
principalmente por escleroproteinas, mucopolisacdridos y lipidos. Actiia como matriz para la
deposicién de los cristales de carbonato cdlcico que formardn las distintas capas de la concha,
ademds evita su disolucién en ambientes dcidos. Su grosor varia en cada familia de bivalvos, y
parece estar relacionado con la escultura que presenta la concha (Harper 1997). Segtin Yonge
(1957), el borde del manto en los bivalvos estd compuesto por tres pliegues o 16bulos
(externo, medio e interno), aunque en algunos de ellos, como los pertenecientes a la familia
Veneridae, se pueden observar cuatro (Ansell 1961; Neff 1972) o cinco pliegues (Garcia-
Gasca & Garcia-Dominguez 1995). En todos los bivalvos la formacién del periostraco
comienza en la base del surco periostracal, en la fila de células mds interna del 16bulo externo
del manto (Kawakami & Yasuzumi 1964, Saleuddin 1974), llamada “célula(s) basal(es)” por
Kawaguti (1962), término utilizado también por otros autores (Bevelander & Nakahara
1967, Bubel 197, Richardson, Runham & Crisp 1981). Hay, sin embargo, controversia en
cuanto al papel que desempenan los [6bulos externo y medio del manto en la formacién del
periostraco. Algunos autores han postulado que el periostraco se origina a partir la superficie
exterior del 16bulo medio (Field 1922, Tsujii 1960, Saleuddin & Petit 1983), pero otros
(Kessel 1943, Yonge 1957, Beedham 1958, Bevelander & Nakahara 1967, Wada 1968, Neff
1972, Richardson et al. 1981) han considerado que es la superficie interna del 16bulo externo
del manto la responsable de la secrecién del periostraco, incluso en especies en las que éste se

adhiere a la superficie exterior del 16bulo medio.

Las conchas de los astdrtidos se caracterizan por la presencia de un periostraco alveolado,
descrito por primera vez por Ockelmann (1958), que lo utilizé para discriminar entre
especies. Saleuddin (1965, 1974) estudié el periostraco de varias especies del género Astarte,
aunque no indico cémo se formaban los alveolos en el surco periostracal. Saleuddin (1965)
llegé a la conclusién de que el periostraco de las especies del género Aszarte era secretado por
el 16bulo medio del manto, si bien en un estudio posterior (Saleuddin 1974) sugiere que la

formacién del periostraco es iniciada por las células basales, y posteriormente se va
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engrosando principalmente por las secreciones celulares de la superficie interna del 16bulo
externo del manto. Més recientemente, Taylor et al. (2005) sugieren que en Eucrassatella
donacina (emparentada con los astdrtidos, ya que pertenccen a la misma superfamilia
Crassatelloidea) el epitelio externo del 16bulo medio del manto podria ser responsable de
engrosamiento y curtido del periostraco, concluyendo que el papel del 16bulo medio en la

formacién del periostraco necesita ser estudiado en mayor profundidad.

La familia Astartidac estd particularmente bien representada en latitudes altas y de aguas frias
gracias al elevado nimero de especies que aporta el género Astarte (Coan et al. 2000,
Mikkelsen & Bieler 2008), mientras que en latitudes templadas son mds frecuentes otras
especies de pequefio tamafo, como Digitaria digitaria y Goodallia triangularis. Digitaria
digitaria (Linnaeus, 1758) es un pequefio astirtido con una distribucién restringida al
Atldntico oriental (de aguas mds templadas) y mar Mediterrdneo. Es abundante en fondos
biocldsticos en el sur de Espana (Rueda & Salas 2003). Las conchas se caracterizan por una
periostraco alveolado (Figura 2.1), similar a la observada en otros Astartidae, asi como por la

presencia de costillas oblicuas.

Los objetivos de este estudio fueron: (1) realizar una descripcién morfolégica general de la
concha de D. digitaria asi como de su microestructura; (2) abordar el origen del periostraco,
su estructura y morfologia, con el fin de dilucidar el papel del lébulo medio y externo del
manto en su formacién; y (3) comprender el mecanismo de la formacién de los alveolos

presentes en el periostraco asi como su posible funcién.

Figura 2.1. Concha de Digitaria digitaria. A, Imagen de SEM de la superficie externa de ambas valvas
de la concha. B, recuadro de A, imagen de SEM del periostraco alveolado cubriendo el borde de la

valva. Abreviaturas: LV, valva izquierda; RV, valva derecha.
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MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron especimenes vivos de D. digitaria en el litoral de Mijas, (Mdlaga), sur de
Espafa (36°29.1’N-04°41.5W) a 15 m de profundidad y en fondos de arcnas finas con
bioclastos. Se examinaron 23 ejemplares (Tabla 2.1) que se procesaron para cada mérodo de
andlisis segin los protocolos indicados en el apartado de Material y Métodos del capitulo

primero del presente trabajo.

Tabla 2.1. Ntmero de ejemplares de D. digitaria examinados para el estudio sobre la formacién del

periostraco, por tipo de andlisis.

Método de analisis
Estudio Histologfa TEM SEM Total

Formacidn del periostraco 7 5 5 17

A fin de alterar lo menos posible la relacién estructural natural entre el borde del manto y la
concha debido al estrés, los ejemplares permanecieron en reposo con agua de mar durante
una hora, después de la cual fueron anestesiados afiadiendo al agua una solucién isoténica de

cloruro de magnesio (71 g de MgCL.6H2O / litro de agua) antes de ser fijados.

Los cjemplares destinados a andlisis histolégicos se fijaron en formaldehido al 4% y se
incluyeron tanto en parafina como en resina epoxi Aname Epon 812 (EMS). De los
ejemplares en parafina se realizaron secciones de 7 y 10 pm, y se tificron con hematoxilina-
cosina y hematoxilina-tricrémico de V.O.F. De los ejemplares incluidos en resina se
realizaron cortes semifinos (1 pm) que se tifieron con azul de toluidina al 1%. En ambos
casos los cortes se observaron con un microscopio 6ptico Nikon Eclipse E800. Algunas

secciones de parafina se observaron con un microscopio confocal Leica MSF 1I.
RESULTADOS

Origen del periostraco

El periostraco en D. digitaria se origina en la base del surco periostracal (Figura 2.2). Una
fina membrana, denominada “pelicula” por Bevelander & Nakahara (1967), es secretada
inicialmente en el espacio intercelular existente entre la fila de células basales del surco

periostracal y la primera fila de células de los 16bulos externo y medio del borde del manto
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(Figura 2.3). Las células basales carecen de microvellosidades, aunque en la membrana apical
presentan abundantes invaginaciones. En su citoplasma, aparecen numerosas vesiculas, que

observadas mediante TEM, aparecen unas densas y otras claras y algunos pequefios canales

que secrecion.

Figura 2.2. Seccién transversal del borde del manto de D. digitaria. A, Seccién semifina (1 pm) tefida
con azul de toluidina donde se aprecia el surco periostracal con el periostraco adherido a la superficie
externa del 16bulo medio del manto. B, Seccién de parafina del surco periostracal tefiida con
tricromico de V.O.F. donde se puede apreciar el periostraco curtido y ondulado, adherido a la
superficie externa del 16bulo medio. C, Imagen de microscopio confocal de una seccién transversal del
surco periostracal tefiida con tricrémico de V.O.F. donde se pueden observar las inclusiones de las
células basales (rojo A 570-700 nm; verde A 500-550 nm). Abreviaturas: BC, célula basal; HS,
espacio hemocélico; IF, 16bulo interno; MF, l6bulo medio; OF, I6bulo externo; P, periostraco; PG,

surco periostracal; TL, capa transltcida.
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Las tres primeras filas mds internas de células epiteliales de la superficie interna del 16bulo
externo del manto, son singulares, siendo de tipo columnar, mds altas que el resto (Figura
2.2A). Las dos primeras muestran extensos procesos citoplasmdticos que se dirigen hacia
atrds, en direccién a la célula basal (Figura 2.3A). Estas células poseen microvellosidades (a
diferencia de las células basales), grdnulos y diferentes tipos de inclusiones asi como vesiculas
pinociticas entre las microvellosidades. Estas caracteristicas indican una funcién secretora
muy activa. Las otras células epiteliales de la superficie interna del lébulo externo del manto

son de tipo cuboidal y también poseen microvellosidades, inclusiones, grinulos y vesiculas

pinociticas (Figuras 2.2, 2.3A).

Figura 2.3. Periostraco incipiente en el fondo del surco periostracal de D. digitaria. A, Imagen de
TEM de la célula basal secretando el periostraco incipiente (pelicula) entre las dos primeras células del
lé6bulo externo e interno del manto. B, Imagen de SEM del fondo del surco periostracal donde se
aprecia la formacién de unas protuberancias que corresponden con los alveolos mayores y menores de
la capa externa del periostraco. Abreviaturas: BC, célula basal; FMC, primera célula del 16bulo medio;
FOC, primera célula del I6bulo externo; MF, 16bulo medio; OF, 16bulo externo; PE, pelicula; TL,

capa translicida; lp, protuberancia de alveolo mayor; sp, protuberancia de alveolo menor.

Las células epiteliales de la superficie externa del 16bulo medio del manto son de tipo
cuboidal y mds bajas que las de la superficie interna del 16bulo externo del manto. En la
mitad mds profunda del surco periostracal poseen microvellosidades mds cortas y en menor
namero (Figura 2.4), no obstante la mitad distal presenta densas y largas microvellosidades
que conforman una superficie ondulada (Figura 2.5). Ademds, estas células presentan
abundantes inclusiones y pueden apreciarse muchos microtibulos (Figura 2.6).
Observaciones mediante SEM revelan la presencia de penachos de cilios que se proyectan

desde el borde distal del 16bulo medio del manto.
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Figura 2.4. Imagen de TEM del periostraco discurriendo a lo largo de la zona profunda del surco
periostracal de D. digitaria, mostrando su formacién. Abreviaturas: BC, célula basal; M, fibras
musculares; MF, 16bulo medio; OF, Lébulo externo; P, periostraco; PE, pelicula; TL, capa

translacida.

Figura 2.5. Imagen de TEM de la parte distal del surco periostracal de D. digitaria donde se aprecian
los epitelios del 16bulo externo e interno densamente poblado de microvellosidades. El epitelio del
l6bulo medio posee un perfil ondulado, mientras que el del I6bulo externo es plano. Abreviaturas:

MF, 16bulo medio; OF, Lébulo externo; P, periostraco; TL, capa translucida.
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Cada penacho ciliar estd asociado a otra estructura formada esta vez por un largo cilio
solitario (Figura 2.7A, B), pudiéndose observar unas depresiones circulares en las

proximidades de estos drganos ciliados.

En el comienzo de su formacién en las células basales, el periostraco parece estar estructurado

en dos capas: granulary homogénea oscura (Figuras 2.3A, 2.6).
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Figura 2.6. Imagen de TEM de la formacién de la capa translicida del periostraco en D. digitaria. El
16bulo externo del manto presenta numerosas microvellosidades conteniendo vesiculas pinociticas. En
el I6bulo medio del manto aparecen abundantes vesiculas con inclusiones, algunas de las cuales
parecen ser gléndulas secretoras dobles. Abreviaturas: DH, capa homogénea oscura; G, glindula
secretora; GL, capa granular; MF, 16bulo medio; MV, microvellosidades; OF, 16bulo externo; PV,

vesicula pinocitica; TL, capa translicida.
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Figura 2.7. A, Imagen de SEM de la abertura de los érganos sensoriales presentes en la superficie
externa del 16bulo medio del manto de D. digitaria. B, Detalle del recuadro de A. Imagen de SEM
de las aberturas del érgano sensorial doble (penacho de cilios y cilio largo solitario). Abreviaturas: ci,

cilio; MF, lébulo medio; P, periostraco; SO, érganos sensoriales.

Posteriormente, en la parte mds profunda del surco periostracal, la superficic interna del
16bulo externo del manto secreta una tercera capa translicida que se afiade a las dos
anteriores. Esta capa compuesta por un material filamentoso laxo, se va engrosando a lo largo
del surco periostracal (Figura 2.4). El grosor del periostraco incipiente (con dos capas), justo
tras la sintesis de la célula basal es de unos 0,05 pm. Cuando la capa translicida comienza a
ser secretada el grosor del periostraco (incluyendo las capas granular, homogénea oscura y
translicida) aumenta hasta los 0,16 um (Figura 2.6), llegando a alcanzar los 5 — 6 pm en la
parte mds distal del surco periostracal (Figura 2.5), donde la capa translicida alcanza su
méximo espesor. El espesor del periostraco se reduce posteriormente hasta los 2,5 pm en la
parte libre de la periostraco, inmediatamente antes del inicio del proceso de calcificacién

(Figuras 2.2, 2.8).

El proceso de adelgazamiento del periostraco se debe aparentemente al curtido (o
esclerotizacién) y compactado de la capa translicida, la cual se va transformando
progresivamente en capa oscura. El engrosamiento de la capa oscura a expensas del curtido de
la capa transldcida parece ocurrir dentro del surco periostracal (Figura 2.4).

No estd claro si las secreciones de las células epiteliales de la superficie externa del 16bulo
medio del manto contribuyen al engrosamiento, o si este se produce exclusivamente debido al
curtido de la capa translicida, como se observa en la parte distal del surco periostracal y en la

porcién de periostraco libre fuera del surco periostracal (Figuras 2.2B, 2.9). La persistencia de
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los alveolos del periostraco durante todo el proceso de engrosamiento parece apoyar la
segunda posibilidad. La pelicula membranosa original (periostraco incipiente) secretada por la
fila de células basales (Figura 2.3B) y formada por una bicapa fibrosa se corresponde con la

capa externa alveolada del periostraco (Figura 2.10).

Formacién de los alveolos

El periostraco se caracteriza por presentar una superficie alveolada, donde se pueden
diferenciar alveolos de mayor tamano (5 — 6 pm) distribuidos de manera uniforme por todo
el periostraco, entre los cuales aparecen otros mds pequefos (< 1 um) y abundantes aunque
distribuidos de forma mds irregular (Figuras 2.3B, 2.10). Los primeros coinciden
exactamente con la forma de las protuberancias existentes en las células de la primera fila de la
superficie externa del 16bulo medio del manto (Figuras 2.2A, 2.3), que se encuentran

perfectamente alineadas a lo largo del surco periostracal.

Figura 2.8. Imagen de SEM del periostraco de D. digitaria en el surco periostracal, adherido a la

superficie externa del 16bulo medio del manto. A. Vista del periostraco incipiente (pelicula) y
comienzo de la secrecién de la capa translicida. B. Detalle del recuadro de A. Periostraco libre de la
zona distal del surco periostracal. Abreviaturas: OF, lébulo externo; P, periostraco; PE, pelicula; TL,

capa translacida.

Posteriormente, los alveolos se rellenan con un material mucoso producido por las células de
la superficie externa del l6bulo medio del manto, y que incorpora microorganismos de tipo
bacteriano que quedan confinados en estas cavidades (Figura 2.9B). Las microvellosidades
presentes en la superficie externa del 16bulo medio del manto forman ondulaciones que

también se ajustan a la forma de los grandes alveolos del periostraco, aunque en este caso lo
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hacen de una forma menos estricta que la observada en las células de la primera fila del surco

periostracal (Figura 2.5).
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Figura 2.9. Imagen de TEM de una seccién transversal ultrafina del periostraco libre de D. digitaria,
donde se observa el proceso de curtido de la capa translicida sobre la cara interna de la capa
homogénea oscura. A, Vista general. B, Detalle del alveolo periostracal mostrando en su interior
microorganismos de tipo bacteriano; la capa translicida muestra diferentes grados de curtido que
responden a sucesivos procesos. C, Magnificacién de la capa granular cubriendo la capa homogénea
oscura. La capa translicida muestra un reticulado de fibrillas. D, Adicién de material para formar la
capa translicida, que serd finalmente incorporado a la zona curtida de la capa translicida.
Abreviaturas: b, bacteria; DH, capa homogénea oscura; GL, capa granular; TL, capa translicida;

TTL, capa translicida curtida.

Cuando se produce la separacién del periostraco de la superficie externa del l6bulo medio del
manto, los alveolos de mayor tamafio retienen el contenido mucoso con el que fueron

rellenados.
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Los alveolos mds pequefos, que rodean a los grandes, también surgen en el inicio de la
formacién del periostraco (Figura 2.3B). Las microvellosidades de las células epiteliales
presentes en la zona interna del [6bulo externo del manto presentan una superficie plana, sin
ondulaciones (Figura 2.5), y sus secreciones forman la capa translicida, que nivela la

superficie interna del periostraco (Figura 2.11A).
DISCUSION

La célula basal y su relacién con el periostraco incipiente

La formacién del periostraco en D. digitaria comienza en el fondo del surco periostracal
gracias a las secreciones de una fila de células basales (siguiendo la nomenclatura de Kawaguti
(1962), que forman una capa densa, y que se ha llamado “pelicula” por Bevelander &
Nakahara (1967). La pelicula persiste entre la primera fila de células epiteliales externa del
16bulo medio e interna del I6bulo externo del manto. Algunos autores, como Kawakami &
Yasuzumi (1964), consideran que el periostraco incipiente de Pinctada imbricata (= P.
martensii) se origina a partir de un pliegue basal del l6bulo externo del manto, sin llegar a
contactar con el 16bulo medio. Sin embargo, una (Bevelander & Nakahara 1967, Bubel
1973, Jabbour-Zahab ez al. 1992) o dos (Bubel 1973) filas de células basales han sido
observadas en diferentes especies de bivalvos. La célula basal ha sido considerada como la
primera célula del l6bulo externo del manto por Saleuddin (1974, 1979) y Paillard & Le
Pennec (1993).

La célula basal en D. digitaria se sitGa en el fondo del surco periostracal entre la primera fila
de células de los l6bulos medio y externo del manto (Figuras 2.2C, 2.3), de esta forma resulta
dificil asignar su pertenencia a uno u otro lébulo. En ese punto el periostraco se encuentra
formado por dos capas (Figuras 2.3, 2.6) como observé Saleuddin (1974) para el género
Astarte y Bevelander & Nakahara (1967) para Macrocallista. En imédgenes de TEM se observa
la disposicién de grénulos sobre la pelicula de D. digitaria, por lo que la hemos llamado “capa
granular”, que se corresponde con la capa més externa del periostraco (Figuras 2.6, 2.9) y es
similar a los grdnulos observados por Neff (1972) en M. mercenaria. Saleuddin (1974) no da
constancia de esta capa granular en Astarte, pero si observé una capa “membranosa” y otra

“homogénea oscura”. Consideramos que el periostraco incipiente va posee la capa granular,
g q p p yap pag
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que se adhiere a la superficie externa del 16bulo medio del manto, y a una segunda capa mds
interna, la homogénea oscura (Figuras 2.6, 2.9). La tercera capa, la translicida (Figuras 2.2A,
2.4, 2.6, 2.9), aparece, como describe Saleuddin (1974) para algunas especies de Astarze, en
las proximidades de la tercera fila de células de la superficie interna del lébulo externo del

manto (Saleuddin 1979).

Implicacién de las funciones del 16bulo externo y medio del manto en la formacién del

periostraco

Ha habido mucha controversia sobre cudl es el responsable de la formacién del periostraco, si
el 16bulo externo del manto o el l6bulo medio. En el presente estudio, se observd que el
periostraco de D. digitaria se adhiere a la superficie externa del 16bulo medio del manto en su
paso a través del surco periostracal, y se engrosa por la adicién de secreciones producidas por
las células epiteliales de la superficie interna del 16bulo externo del manto (Figuras 2.2A, 2.4).
Esta caracteristica habfa sido observada previamente en otros bivalvos de los géneros Astarte
(Saleuddin 1965, 1974), Mercenaria (Neff 1972) y Macrocallista (Bevelander & Nakahara
1967). De acuerdo con Neff (1972), las células epiteliales del segundo (medio) lébulo del
manto son las que proporcionan soporte al periostraco y le ayudan en su desplazamiento a

través del surco periostracal.

Saleuddin (1965) hizo hincapié en la participacién del lébulo medio del manto en la
formacién del periostraco, pero més tarde (Saleuddin 1974) consideré que las células
epiteliales del 16bulo medio del manto secretaban una sustancia adhesiva o lubricante que
permitia el control del movimiento del periostraco a lo largo del surco periostracal, en lugar
de contribuir a su engrosamiento. De acuerdo con su observacién revisada, la unién temporal
del periostraco a las células de la superficie externa del 16bulo medio del manto, permitiria la
deposicién de la capa translicida por las células epiteliales de la superficie interna del 16bulo
externo del manto, pudiendo ser contralada con precisién. Bevelander & Nakahara (1967)
observaron la secrecién de una sustancia amorfa por las células epiteliales de la superficie
externa del 16bulo medio del manto en Macrocallista; y consideraron que esa sustancia
ayudaba a mantener el periostraco a cierta distancia de las microvellosidades y ademis facilitar

asi su movimiento.
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Figura 2.11. A, Imagen de SEM del periostraco de D. digitaria donde se aprecia la capa translicida

enrasando la superficie interna de la capa homogénea oscura. B, Imagen de SEM del surco periostracal
de D. digitaria mostrando la cara interna “pavimentada” del periostraco adherido a la superficie
externa del 1ébulo medio del manto. Abreviaturas: MF, lébulo medio; OF, lébulo externo; P,

periostraco; PE, pelicula; TL, capa translicida.
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Richardson ez al. (1981) ademds sugirieron que el periostraco incipiente en Cerastoderma
edule (a nivel de las células basales) se adheria a las microvellosidades del 16bulo medio del
manto mediante las secreciones producidas por las células del mismo lébulo que revisten el
surco periostracal, pero que el engrosamiento del periostraco era debido a las secreciones del

epitelio interno del 16bulo externo del manto.

Garcia-Gasca & Garcia-Dominguez (1995) atribuyeron la reaccién positiva de la tincién de
PAS sobre el l6bulo medio del manto de Megapitaria squalida y M. aurantiaca a secreciones
mucosas. En Eucrassatella donacina, Taylor et al. (2005) observaron que la fina y externa capa
del periostraco se adherfa estrechamente con la superficie externa del 16bulo medio del
manto. El periostraco de estas especies presenta un aspecto dentado, con largas extensiones
ortogonales que se ajustan estrechamente a invaginaciones o hendiduras presentes en la
superficie epitelial externa del 16bulo medio del manto (Taylor ez a/. 2005: figuras 2.9, 2.10).
Estos autores sefialan que desde el momento en el que la capa externa del periostraco dobla su
grosor a lo largo del surco periostracal, el epitelio externo del 16bulo medio del manto es el
responsable del engrosamiento adicional asi como del curtido de la capa. En E. donacina el
periostraco sufre ademds un engrosamiento debido a la secrecién de sucesivas capas fibrosas

por las células epiteliales de la superficie interna del lébulo externo del manto (Taylor ez al.

2005).

El periostraco es secretado en forma de un precursor soluble, la periostracina (Waite et 4.
1979), que debe unirse con difenoles y ser catalizado por la tirosinasa (o fenoloxidasa) para
formar el periostraco insoluble (Saleuddin & Petit 1983, Waite 1983, Jabbour-Zahab ez 4.
1992). En la Figura 2.2 C se observa un corte transversal de D. digitaria, tenido con
hematoxilina y VOF (verde luz + orange G + Fucsina A) visto en el microscopio confocal y
en el que se observa fluorescencia roja en las células basales con luz verde (546 nm). Se sabe
que la fucsina se une al coldgeno y a otras proteinas que contengan aminodcidos bdsicos
(Nielsen ez al. 1998) y que la fucsina muestra fluorescencia de color rojo a 546 nm (Varea ez
al. 1998), lo que apunta a que en la célula basal se debe secretar proteinas con aminodcidos
bésicos. Puesto que la periostracina es una proteina bdsica, insoluble en agua (Waite er al.

1979), probablemente sea esta proteina lo que da la fluorescencia roja en la célula basal.
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Beedham (1958) indicé que habia detectado la actividad de la fosfatasa alcalina en el epitelio
interno del lébulo externo del manto, y Hillman (1961) propuso que la sustancia producida
por las células secretoras presentes bajo el epitelio interno del 16bulo externo del manto en
Mercenaria mercenaria, era en realidad un precursor del agente curtidor del periostraco. Sin
embargo, Zhang et al. (2006) consiguieron clonar una nueva tirosinasa propia de Pinctada
fucata, denominada OT47, que se expresaba especificamente en las células del epitelio
externo del lébulo medio del manto, lo que sugiere su participacién en la formacién del
periostraco o en su proceso de curtido. A pesar de que en D. digitaria se han observado
algunas estructuras glandulares en las células epiteliales de la superficie externa del l6bulo
medio del manto (Figura 2.6), no se ha observado que se produzca un engrosamiento de la
capa granular que se adhiere a dicho epitelio. Es necesario estudiar si las secreciones que
producen esas estructuras son capaces de penetrar en la capa homogénea oscura y actuar

como un agente de curtido del periostraco.

Morfologia de los alveolos y movimiento del periostraco a través del surco periostracal

Los procesos o prolongaciones citoplasmdticas de las dos primeras filas de células de la
superficie interna del 16bulo externo del manto son similares a las encontradas en especies del
género Astarte (Saleuddin, 1979). Este autor propuso que su funcién era la de guiar al
periostraco incipiente desde su salida de la célula basal hasta el surco periostracal y,
probablemente, unirlo al epitelio externo del 16bulo medio del manto, lo que le permite al
periostraco ser empujado lentamente a lo largo del surco periostracal hacia el exterior. Hemos
descrito como la primera fila de células del epitelio externo del l6bulo medio del manto sirve
como molde para la formacién de los alveolos de mayor tamafo (Figuras 2.2A, 2.3B), que
posteriormente retendrd esa forma a lo largo de su camino por el surco periostracal (Figuras
2.11B, 2.12). La parte distal del epitelio exterior del lébulo medio del manto muestra una
superficie con ondulaciones formadas por microvellosidades, que encajan en los alveolos del
periostraco, a modo de engranaje, lo que facilita su desplazamiento (Figura 2.5). Los alveolos
pequefos se formarfan por la accién de protrusiones celulares menores, que deberfan ser
temporales, dado que su patrén de distribucién no se mantiene a lo largo de una direccién

radial dada (Figura 2.3B). El tamafio, la forma y la distribucién de los alveolos mayores del
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periostraco implican que su movimiento a lo largo del surco periostracal se produce por

pulsaciones (ver Figura 2.13 para la explicacién).

De hecho, el seno del 16bulo medio del manto, entre los epitelios externo ¢ interno, estd
surcado por numerosas fibras musculares (Figura 2.4), que mediante su contraccién y
distensién podrian ser las responsables de los movimientos pulsdtiles que conducirian al
. , . ’
periostraco a través del surco periostracal. Estos pulsos podrian estar controlados por los
érganos sensoriales presentes en el borde distal del lébulo medio del manto, el cual es
tipicamente sensorial en los bivalvos. Segin Owen & Mc Crae (1979) este tipo de érganos
sensoriales funcionan como mecanorreceptores sensibles y multidireccionales, asi como

quimiorreceptores debido a la presencia de aberturas glandulares cercanas.

outer mantle
lobe

middle mantle
lobe

pellicle
bacterial infilling

Figura 2.12. Mecanismo de formacién del periostraco en D. digitaria. La capa granular y la pelicula
se forman en la célula basal, siendo moldeadas con alveolos por la primera fila de células (1st cell) de
la superficie externa del 16bulo medio del manto. Inmediatamente después, la capa translicida es
secretada por la superficie interna del 16bulo externo del manto sobre la pelicula. Finalmente, cuando
el periostraco sale del surco periostracal, la capa translicida sufre un proceso de curtido que la
transforma en una capa mds densa (no se muestra). Durante su desplazamiento a lo largo del surco
periostracal, los alveolos son rellenados con un material mucoso sembrado de bacterias. El surco

periostracal se muestra ampliamente abierto para revelar el inicio de la formacién del periostraco.
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Figura 2.13. Modelo de desplazamiento del periostraco a lo largo del surco periostracal en D.
digitaria. A. La primera fila de células de la superficie externa del 16bulo medio del manto moldea los
alveolos del periostraco incipiente (P1), que estd formado principalmente por la pelicula,
inmediatamente después de haber salido de la célula basal. La segunda y tercera fila de células no
llenan completamente los alveolos a los que se adhieren (P2 y P3 respectivamente). La capa
translicida es secretada por las células de la superficie interna del l6bulo externo del manto, que se
engrosa a lo largo de su camino hacia la salida del surco periostracal (hacia la izquierda). B. Debido
probablemente a la contraccién de los musculos del l6bulo medio del manto (flechas dobles), las
células de la superficie externa del mismo se deslizan por el periostraco en direccién al fondo del surco
periostracal. En ese momento una buena cantidad de pelicula recién sintetizada estd acumulada en la
célula basal. C. Los alveolos moldeados en la primera fila de células (P1), se trasladan mediante
pulsaciones a la segunda fila de células y una nueva serie de alveolos son moldeados por la primera fila
de células (P0), a partir de la pelicula secretada fuera de la célula basal. Los alveolos mds antiguos son

rellenados por material mucoso sembrado de bacterias (P3).
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En otros astdrtidos estudiados también aparece un periostraco con una capa externa
alveolada, como es el caso de las especies europeas Astarte sulcata y A. elliptica (ver Saleuddin
1965) y especies de Norte América como A. undata, A. castanea y A. esquimalti (ver
Saleuddin 1967). La morfologia y tamafo de estos alveolos se han utilizado como cardcter

diagndstico para la identificacién taxonémica de las diferentes especies de Astarte

(Ockelmann 1958, Saleuddin 1967).

En la diminuta D. digitaria el tamafio medio de los alveolos mayores es algo menor (sobre 5
um) que en las especies del género Astarte (entre 11-12 pm). Estos alveolos se rellenan de una
sustancia mucosa sembrada de microorganismos de tipo bacteriano, igual que ocurre en los
espacios intercostales de la concha. La procedencia de estos microorganismos que son
sembrados en cada uno de los alveolos de mayor tamafio atiin no estd clara, y es necesario
profundizar en su estudio para esclarecer su origen, si bien parece ser enddgeno, ya que

parecen proceder del 16bulo medio (Fig.2.9).

Los alveolos en el género Astarte cambian de forma y tamafio desde el umbo hasta el margen
de la concha (observaciones personales), hecho que no ocurre en D. digitaria, donde los
alveolos pueden desaparecer en las zonas mds crosionadas, pero mantienen su forma y tamafo

en toda la superficie de la concha.

Comparacién morfoldgica con el periostraco de otras especies de Crassatelloidea

Andlisis moleculares (Giribet & Wheeler 2002; Giribet & Distel 2003) han recuperado a las
familias Astartidae y Carditidae como un grupo monofilético. El estudio de las secuencias de
RNAr 18S y 28S del crassatélido Eucrassatella donacina (Taylor et al. 2005) y E. cumingii
(Taylor er al. 2007) ha demostrado que la familia Crassatellidac también forma parte de este
grupo monofilético. Todo esto implica que no existe justificacién para la separacién de
Astartoidea y Crassatelloidea como dos superfamilias diferentes, como fue sugerido por
Bernard (1983) y Coan et al. (2000), debiéndose considerar como una tdnica superfamilia,
Crassatelloidea. Giribet (2008) dio el nombre de Archiheterodonta al clado formado por
Crassatelloidea (Astartidae + Crassatellidae) y Carditoidea; que es considerado como el grupo
hermano de los otros heterodontos (Euheterodonta), lo que se ha visto corroborado por

estudios recientes (Gonzalez & Giribet 2015). El presente estudio demuestra que el
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periostraco puede ser una herramienta il a la hora de establecer la filogenia dentro de los
bivalvos. Este tipo de periostraco alveolado no ha sido descrito en ninguna familia de
Euheterodonta, siendo un cardcter potencialmente sinapomérfico de Astartidac y
posiblemente de otros Crassatelloidea. Por otra parte, la informacién existente sobre el
periostraco apoya la relacién entre las familias Astartidae y Crassatellidae, ya que en ambos
grupos el periostraco en su formacién, se adhiere a la superficie externa del [6bulo medio del
manto, mostrando una apariencia similar, si bien mds ondulada en astdrtidos y mds serrada

en crassatélidos.
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Morfogénesis de las costillas oblicuas

INTRODUCCION

La concha en los bivalvos es una estructura calcificada que recubre las partes blandas del
animal. Esta estructura sirve como proteccién frente a agresiones externas y como soporte
anatémico para el anclaje de musculos y 6rganos. Las conchas de los moluscos estdn formadas
por periostraco, la capa orgdnica externa de la concha, y entre 2 y 5 capas policristalinas, que
consisten en un agregado de cristalitos de carbonato célcico embebidos en una matriz
orgénica que segrega el propio animal. El periostraco es una cubierta externa de naturaleza
proteica que recubre toda la superficie de la concha siendo la primera en formarse. Las capas
calcificadas estdn formadas generalmente por cristales de aragonito o calcita inmersos en una
matriz orgdnica que se compone de una compleja mezcla de proteinas, glicoproteinas,
proteoglicanos, polisacdridos y quitina (Marin & Luquet 2004), organizdndose en

microestructuras ordenadas (Marin ez /. 2012, Checa & Salas, en prensa).

La concha de los astdrtidos es gruesa, comprimida lateralmente, normalmente equilateral, en
ocasiones ligeramente inequilateral. La microestructura de la concha es aragonitica de dos

capas, con una lamelar cruzada externa y otra interna que puede ser lamelar cruzada compleja

u homogénea (Mikkelsen & Bieler 2008).

Dentro de la enorme variedad de ornamentacién que pueden presentar los bivalvos en su
concha (ver Capitulo 1), podemos encontrar las costillas oblicuas, que son estructuras lincales
que cruzan ambas direcciones, la comarginal y la radial (¢j. Solecurtus, Digitaria). Las
esculturas oblicuas son muy variables, y han sido clasificadas en distintos tipos en relacién a la
direccién que presentan los elementos (Checa 2002). Un tipo particular de costillas oblicuas
son las llamadas antimarginales (Waller 1986) (ej. Ostreidac). Checa (2002) considera la
escultura de tipo antimarginal como la cuarta categoria de ornamento de la concha, en la que
los elementos divergen desde el centro y se mantienen cercanos a la perpendicularidad
respecto del borde de la concha durante su crecimiento. La escultura antimarginal se produce
cuando el manto es liso y las costillas surgen debido a la formacién de pliegues de su margen
(Checa & Crampton 2002, Checa & Jiménez-Jiménez 2003a). Hayami & Okamoto (1986)
atribuyen un tipo de microescultura antimarginal encontrada habitualmente en pectinidos a

las direcciones de crecimiento de los cristales de calcita que constituyen la concha.
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Las costillas oblicuas han sido descritas en 176 especies pertenecientes a diferentes subclases y
érdenes, lo que parece indicar que este tipo de escultura surgié varias veces en grupos de
bivalvos no relacionados, tanto epibentdénicos como endobentdnicos (Checa 2002). Los
primeros bivalvos fésiles en producir costillas oblicuas, de los que se tiene registro,
aparecieron en el Ordovicico Medio. La diversidad de moluscos con este tipo de
ornamentacién permanece baja durante la época paleozoica, incrementindose después a
comienzos del Tridsico, hasta alcanzar un pico a principios del Cretdcico (Checa & Jiménez-
Jiménez 2003b). Durante el limite entre el Mesozoico / Cenozoico, las costillas oblicuas
cambiaron su funcién de proteccién frente a predadores por la de mejora en el proceso de
enterramiento del organismo en el sustrato, como respuesta al incremento de la presién de
depredacién y a la reestructuracién del sedimento durante ese periodo (Stanley 1975, 1981,
Vermeij 1977, Thayer 1983). En este escenario, las costillas oblicuas confieren a los bivalvos
una elevada movilidad, en el sentido en el que facilitan su enterramiento. No obstante, en los
bivalvos epibenténicos que presentan este tipo de costillas (¢j. Mytilidae y Chamidae), la

funcién que prevalece es la de reforzar la superficie de la concha y su margen contra posibles

predadores (Checa 2002).

En sucesivos estudios y desde diferentes perspectivas, se ha analizado la formacién de
diferentes elementos esculturales de la concha, entre ellos las costillas oblicuas. De esta
manera han surgido diferentes modelos tedricos con el 4nimo de darle explicacién, mientras
tanto, morfélogos tebricos y construccionistas se han preocupado por los mecanismos
biolégicos que subyacen a dichos modelos (Meinhardt & Klinger 1987, Seilacher 1991,
Hammer & Bucher 1999, Savazzi 1998, Hammer 2000, Checa 2002, Ubukata 2005,
Boettiger et al. 2009). Los principales modelos propuestos son; (1) “Mecanismos de Reaccién—
difusion” en los que reacciones entre activadores — inhibidores y la concentracién local de
determinadas sustancias quimicas (morfogenes) actdan directamente en las células
produciendo una respuesta especifica relacionada con el patrén de desarrollo. Por tanto, la
secrecién de una estructura se inicia cuando una molécula activadora alcanza una
determinada concentracién en una célula o un grupo de ellas. (2) “Modelos Neurales”, en los
que la actividad de las células secretoras de pigmentos del manto estd regulada por impulsos

nerviosos. La actividad de esta red neural estaria estimulada por la existencia de un patrén de
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secrecion de carbonato cdlcico y pigmentos en el borde del manto. Boettiger ez 2l (2009)
propusieron que la actividad neural es la que controla la cantidad y la direccién en la que se
secreta el material que forma la concha. Esta actividad neural también determinaria la tasa de
secrecion local, y en consecuencia el dngulo y magnitud del vector de crecimiento de la
concha. (3) “Modelos Mecano—quimicos”, proponen que los mecanismos de senalizacién (entre
ellos gradientes de sustancias quimicas) hacen que células que poseen cierta movilidad se
agrupen, y esta agregacién provoque fuerzas de traccidn. (4) “Modelos de Morfologia
Construccional”, proponen reconstruir el proceso de fabricacién de los elementos esculturales
de la concha basindose en comportamientos concretos del manto (ej. secuencia de
movimientos del borde del manto durante la secrecién y consolidacién de la concha y las

costillas) (ver revisién en Checa 2002).

Mientras que los mecanismos de reaccién — difusién proponen un origen a nivel molecular
(celular) en la formacién de las costillas, los modelos basados en la morfologia construccional
(particularmente el llamado “Modelo de guiado por contacto”) consideran que el manto es una
unidad morfogénica. En el primer caso, sélo las células secretoras de pigmentos o grupos de
cllas estarfan implicadas, mientras que en el segundo caso lo estarfa el conjunto del borde del
manto (formado por células secretoras, musculares y sensoriales, asi como por tejido
conectivo). Estos modelos de morfologia construccional no explicarian los patrones de color,
ya que las huellas que pueden dejar como alteracién de la forma en la concha son
imperceptibles. Otra diferencia es que los distintos patrones de color pueden ser reproducidos
en su totalidad con un Gnico patrén teérico con solo cambiar el valor de los pardmetros
(Meinharde & Klinger 1987, Meinhardt 1995), mientras que diferentes patrones de
elementos esculturales de la concha como son las costillas (e¢j. radiales, oblicuas o
comarginales) son producidos por mantos histolégicamente diferentes. Por tanto, los modelos
de morfologia construccional (¢j. modelo guiado por contacto) son vilidos para explicar la
formacién de costillas oblicuas, pero no para bandeados o lineas de color, que en este sentido
constituirfa un proceso sin relacién morfogenética. Una variacién de este modelo podria ser la
teorfa de formacién de costillas comarginales por oscilacidn reguladora (Hammer 2000), por la
cual las costillas son secretadas como resultado de una oscilacién en el sistema regulador,

involucrando mecanismos puramente mecdnicos. Esta hipétesis implica que las costillas
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comarginales podrl’an evolucionar casi inevitablemente en cualquier grupo de moluscos con

concha, siempre y cuando no fuera selectivamente desventajosa.

Checa (2002) analizé6 mediante microscopia electrénica de barrido (SEM), la morfologia del
borde del manto en diferentes especies de bivalvos con costillas oblicuas y propuso que
durante la construccién de la costilla, el manto se proyecta ligeramente fuera del borde de la
concha para luego empujar lateralmente por accién de su musculatura; en este sentido los
incrementos de crecimiento de las costillas se desplazarian ligeramente de forma lateral. En
este modelo se describen dos estrategias principales en cuanto a la formacién de costillas: (a)
guiado por contacto estricto, en el cual el manto es capaz de proyectarse mds alld del borde de la
concha, lo suficiente como para sentir el relieve que ya hay formado y alinear el crecimiento
de la costilla en la direccién apropiada durante los nuevos incrementos de la concha, y (b)
guiado por contacto reducido, en el cual la informacién disponible para el manto sobre la
posicién de las costillas es limitada, debido a que no es capaz de proyectarse lo suficiente. Sin
embargo, algunos aspectos sobre la formacién de las costillas oblicuas atin se mantienen sin
explicacién por este modelo, como el desarrollo espontineo de costillas en 4reas del borde del
manto que permanccen lisas, sin proyecciones, o la aceleracién lateral de costillas en zonas
danadas del margen de la concha con el fin de ocupar el espacio adyacente y distribuirse de
manera mds uniforme. Savazzi (1990) senalé que el foco de atencién debia ser trasladado de
la concha, a las partes blandas involucradas en la formacién de la misma. Checa (2002)
considera que investigaciones futuras deberfan dirigirse a determinar la estructura subyacente
del manto, particularmente en especies de bivalvos con presencia de costillas oblicuas, habida
cuenta de que el comportamiento del manto tiene una base genética indudable y constituye

una etapa intermedia entre el nivel genético-molecular y el fenotipico.

Digitaria digitaria (L., 1758) (Figura 3.1) es una de las 176 especies actuales registradas por
Checa (2002) que presentan costillas oblicuas, las cuales varfan su orientacién en relacién a la
tasa de crecimiento de la concha. Segtin Checa (2002) durante periodos de crecimiento lento
o en cjemplares ya maduros de conchas grandes, las costillas sufren una rapida desviacién
lateral, formando dngulos més agudos respecto a las lineas de crecimiento (Figura 3.1). Estas
observaciones parecen indicar, segiin dicho autor, que existe una tasa constante de

desplazamiento lateral de las costillas oblicuas en ¢l tiempo. La ausencia de costillas en la
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formacién de nueva concha en una zona de amplia rotura de su borde, apoyaria la idea de

que el mecanismo de guiado por contacto esté implicado en la formacién de la costilla.

Figura 3.1. Imagen de SEM de la valva
derecha de D. digitaria. Las costillas oblicuas

surcan la concha desde la parte dorsal posterior

hacia la parte ventral anterior.

El objetivo de este capitulo es estudiar los procesos de formacién de las costillas oblicuas en
D. digitaria y determinar la implicacién del borde del manto en dicho proceso a partir del
estudio histolégico del borde del manto y andlisis de morfometria de la concha. Se trataria de
detectar cambios morfolégicos en los 16bulos del manto entre las zonas de las costillas y los
espacios intercostales (valles), con el fin de testar el modelo de “guiado por contacto”

propuesto por Checa (2002).

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron 819 ejemplares (entre partes blandas y conchas) de D. digitaria para el estudio

de la concha y formacién de las costillas (Tabla 3.1)

Tabla 3.1. Distribucién por objetivo y tipo de anilisis de los ejemplares analizados para el estudio de
la concha y formacién de las costillas oblicuas. Uno de los 10 ejemplares (1*) destinados a SEM para

el estudio de la formacién de las costillas, sirvié para observar la microestructura de la concha.

Método de andlisis

Estudio Histologia Ldmina delgada SEM Concha  Total
Formacién de las costillas 40 10 21 71
Microestructura de la concha 6 1* 7
Morfometria 741 741
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Con el fin de conservar la morfologfa que presentaba en vida el borde del manto en relacién
con la escultura de la concha, algunos especimenes de D. digitaria se fijaron sin anestesia,
mientras que otros cjemplares, entre cllos uno de Acanthocardia tuberculata, fueron
anestesiados con una solucién isoténica de cloruro de magnesio (71 g de MgCl,, 6H,O / litro
de agua) durante una hora antes de proceder a la fijacién. Algunos especimenes fueron
sometidos a un proceso de descalcificacién con 4cido nitrico 3,5% en agua destilada antes de
realizar el proceso de inclusién, con el objetivo de eliminar la parte mineral de la concha sin
tener que manipular las partes blandas, en particular el borde del manto para alterar su

morfologia.

Los especimenes destinados a histologia, TEM y SEM se procesaron de la manera habitual
referida en el capitulo 2, Material y Métodos, del presente estudio. Las tinciones utilizadas en
los cortes histolégicos fueron hematoxilina de Carazzi — eosina, hematoxilina de Carazzi —
tricrémico de V.O.F (Gutierrez 1967) y Azul Alciano — PAS — hematoxilina. La tincién de
rojo de Alizarina fue utilizada en ciertas secciones histolégicas para comprobar la presencia de

calcio en las células del l6bulo externo del manto.

La microestructura de la concha se estudié mediante cortes de ldmina delgada de la valva de 6

cjemplares, asi como mediante microscopio electrénico de barrido en fractura natural.

Desplazamiento de las costillas oblicuas

La tasa de desplazamiento de las costillas oblicuas a lo largo del margen de la concha de D.
digitaria se estimé mediante el método de Ubukata (2005), que obtenia las tasas de
migracién (referidas como “velocidad de desplazamiento” por Ubukata) mediante la
medicién del desplazamiento de cada costilla a lo largo del margen de la concha durante un
intervalo de crecimiento, es decir entre dos lineas consecutivas de crecimiento de la concha.
En el citado modelo las posiciones de los elementos esculturales a lo largo del margen de la
concha se representaron mediante las distancias acumulativas, a partir de la punta del umbo
(Fig. 3.2). Las distancias acumuladas fueron estandarizadas por el perimetro de la concha, y se
representaron mediante valores entre cero y uno segin Ubukata (2003). Una unidad de
intervalo de crecimiento se define como la proporcién de ampliacién de la curva de

generacién. En el modelo de Ubukata (2005), la unidad de intervalo de crecimiento se define
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como ¢l periodo durante el cual la linea de crecimiento se incrementé 1,1 veces el perimetro.
Para estimar el desplazamiento de las costillas oblicuas se midieron las distancias acumulativas
para lincas de crecimiento consecutivas. La "velocidad de desplazamiento”, (para nosotros
"tasa de desplazamiento") de un elemento escultural de un punto en el margen de la concha

se definié por Ubukata (2005) como:
s=("-1) —log (1,1)/log (L'/L)

Donde | y I representa la posicién relativa del elemento escultural a lo largo de la linea de

crecimiento, y L y L representa el perimetro de las lineas de crecimiento contiguas (Fig. 2).

Se analizaron tres e¢jemplares de D. digitaria mediante este procedimiento. Las lineas de
crecimiento en esta especie son muy dificiles de distinguir debido a que son muy poco
patentes, por lo que se tomé la determinacién de crear una linea de crecimiento L tedrica,

construida a partir de 42 radios creados desde la punta del umbo hasta el borde de la concha.

Figura 3.2. Medida del desplazamiento de las costillas oblicuas (adaptado de Ubukata 2005).
Abreviaturas: L, perimetro de la linea de crecimiento teérica; L, perimetro del borde de la concha; 1,
posicién relativa de cada costilla a lo largo de la linea de crecimiento teérica; I, posicién relativa de
cada costilla a lo largo del borde de la concha, que estd representado por valores entre cero y uno

comenzando en el umbo de la valva.

Se aplicé una reduccién del 10% de la longitud a cada uno de los radios para obtener un
intervalo de crecimiento tedrico proporcional a lo largo de todo el margen de crecimiento de

la concha (Fig. 2). Todas estas medidas fueron llevadas a cabo sobre una imagen digital de
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tres valvas de ejemplares de D. digitaria utilizando el programa de anilisis de imagen Visilog
6.0. La imagen de alta resolucién fue capturada y digitalizada mediante un microscopio

electrénico de barrido JEOL JSM-840 ya que el tamano de esta especie es muy reducido.
Anilisis morfométrico de la concha

El andlisis morfométrico de la concha de D. digitaria se hizo con el fin de comprobar la
relacién existente con la tasa de desplazamiento de las costillas oblicuas. Se analizaron un total
de 21 valvas derechas, con tamafios que oscilaron entre 2,3 mm y 9 mm de largo. Para
estandarizar la posicién de la concha a la hora de realizar las medidas morfométricas se
definié una linea de base entre los puntos de insercién de la linea paleal con ambos musculos
aductores. Para realizar el anilisis morfométrico se establecieron cinco radios, definiendo asi

cinco puntos de crecimiento en el margen de la concha (Figura3.3).

Rv

Figura 3.3. Radios establecidos para el andlisis del crecimiento alométrico de D. digitaria.
Abreviaturas: maa, musculo aductor anterior; a, extremo de la fosa del diente posterior de la charnela,
que ha sido tomado como punto de inicio de los radios; b — ¢, distancia entre las marcas de los
musculos aductores; map, musculo aductor posterior; Ral, primer radio anterior; Ra2, segundo radio

anterior; Rp2, segundo radio posterior; Rp1, primer radio posterior; Rv, radio ventral.

Para que los puntos de crecimiento fueran andlogos en todas las conchas estudiadas, el punto

de inicio de los cinco radios se situ6 en el extremo superior de la foseta del diente posterior de
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la charnela, extendiéndose hasta el margen de la concha manteniendo un 4ngulo dado
respecto a la linea de base entre ambos musculos aductores. Los cinco radios definidos fueron
(desde la zona anterior a la posterior): Ral (primer radio anterior; 39°), Ra2 (segundo radio
anterior; 65°), Rv (radio ventral; 94°), Rp2 (segundo radio posterior; 55°) y Rpl (primer
radio posterior; 32°) (Figura 3). Con los datos de las 21 valvas se obtuvieron las lineas de
regresién de los cinco radios para comprobar la existencia de crecimiento alométrico en la

concha de D. digitaria.
RESULTADOS

La concha de Digitaria digitaria

D. digitaria presenta una concha equilateral, pudiendo alcanzar los 10 mm de longitud, y
aunque el contorno es de aspecto orbicular suele ser algo mds larga que alta, existiendo una
proporcién  altura/longitud de 1:1,1. El andlisis morfométrico muestra diferencias
significativas entre machos y hembras tanto en la longitud como en la altura de la concha (U
de Mann Whitney; p < 0,05). Si bien, la longitud y anchura media es muy similar en ambos

sexos (Tabla 3.2), los machos han resultado ser mds grandes que las hembras.

Tabla 3.2. Longitud (L) y altura (A) media y desviacién estdndar de las conchas de hembras y machos
de D. digitaria procedentes de los ejemplares analizados histolégicamente para el ciclo reproductor

(701) mis los estudiados para la formacién de las costillas (40).

Sexo L (mm) A (mm)
H (n = 360) 6,066 + 0,968 5,480 + 0,897
M (n = 381) 6,067 + 1,034 5,479 + 1,852

El umbo es prosogiro aunque poco aparente, con la prodisoconcha I (PI), de unas 170 pm
aproximadamente, no existiendo una prodisoconcha II como transicién con la disoconcha,

(Figura 3.4 D) lo que indica un desarrollo sin fase planctotréfica.

Posee una escultura muy caracteristica formada por costillas oblicuas patentes, que comienzan
en el borde postero—dorsal de la valva hasta alcanzar el borde ventral; no se aprecian anillos de
crecimiento. Las costillas no son iguales en toda la concha, de manera que se aprecia un
aumento en la longitud, anchura y grado de curvatura desde la zona posterior a la anterior de

la misma.
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La superficie externa de la concha estd recubierta por un periostraco no muy grueso (2 a 3
um), de color dmbar cuya estructura observada en TEM aparece alveolada (para més detalle
véase capitulo 2; Salas er al. 2012) (Figura 3.4). El patrén de color externo de la concha es
bastante variable entre individuos, pudiendo adquirir tonalidades desde blanco hueso hasta
marrén oscuro, siendo habitual encontrar ejemplares que presentan sectores radiales

coloreados de marrén rojizo o morado oscuro (Figura 3.5).

Figura 3.4. A, ¢jemplar de D. digitaria vivo con hidrozoos pardsitos en su concha. El rectdngulo

corresponde a las figuras B y C, y el cuadrado a la figura D. B, imagen de SEM de los alveolos del
periostraco. C, imagen de microscopia éptica del periostraco donde puede observarse su caracteristico

color dmbar. D, imagen de SEM de la prodisoconcha I.

La charnela es de tipo heterodonto, con dos dientes cardinales y un diente lateral anterior en
la valva izquierda y en la derecha un diente cardinal triangular y uno lateral posterior. El

ligamento es externo, alargado en el sentido de la articulacién (parivincular), extendiéndose

desde el umbo hacia la regién posterior (opistodético).

Figura 3.5. Muestra de ejemplares
4 frescos de D. digitaria donde se puede
apreciar la diversidad de patrones de

color que presenta esta especie.
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El borde interno de la concha se encuentra irregularmente crenulado, reflejando la
terminacién de las costillas oblicuas de la escultura externa. El interior de la concha es blanco
irregularmente tefida de tonos marrén y/o morado. Muestra dos impresiones musculares
bien desarrolladas, isomiarias, correspondientes a los musculos aductor anterior (maa) y
posterior (map). Aunque de tamafio similar, la del map es ligeramente mds grande y
redondeada, con una pequefia impresién dorsal que corresponde al miusculo retractor
posterior del pie, mientras que la del maa es mds alargada y se encuentra algo mds separada de
la impresién del musculo retractor anterior del pie, situada por encima del maa. La impresién
del musculo orbicular del manto dibuja la linea paleal que es semicircular, paralela al borde

de las valvas y entera (no existe seno paleal) (Figura 3.6).

Figura 3.6. Vista interior de la concha de D. digitaria donde se pueden apreciar la charnela y las

impresiones musculares. Valva derecha a la derecha; valva izquierda a la izquierda. Abreviaturas: aam,
impresién del muasculo aductor anterior; arm, impresién del musculo anterior retractor del pie; paa,
impresién del masculo aductor posterior; pl, impresién del musculo orbicular dibujando la linea

paleal; prm, impresién del masculo posterior retractor del pie.

Microestructura de la concha

Las capas calcificadas de la concha en moluscos presentan distintos tipos de microestructuras,
en funcién de cdmo se agreguen los cristalitos y la matriz orgdnica que forman dichas capas.
Existe un amplio nimero de microestructuras en las conchas de los moluscos, que se repiten

de manera recurrente en distintas especies, siendo las microestructuras de tipo lamelar
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cruzado las mds frecuentes, caracterizdndose las mismas por presentar fibras cristalinas de

aragonito que se cruzan en, al menos, dos direcciones principales.

En D. digitaria, la concha estd formada por dos capas lamelares cruzadas de polimorfos
aragoniticos, una comarginal externa mds gruesa (de unas 340 pm.) y otra antimarginal
interna (de unas 150 um) (Figura 3.7). Las lamelas no se encuentran bien definidas,
manteniéndose la composicién aragonitica primitiva de la concha, frecuente en la subclase
Heteroconchia. La capa interna, que se engruesa hacia la parte dorsal, presenta en su porcién
basal lamelas bastante gruesas, conformdndose un tipo de estructura diferente denominada

“crossed platy”, formando una capa de aproximadamente unos 25 um de espesor.

Figura 3.7. Microestructura de la concha de D. digitaria. A, seccién radial donde se distinguen las

capas lamelares cruzadas externa e interna. B, detalle de la estructura de la capa lamelar cruzada. C,
recuadro de A, detalle de las lamelas engrosadas formando la estructura crossed platy. Abreviaturas: cp,

estructura “crossed platy”; ecl, capa lamelar cruzada externa; icl, capa lamelar cruzada interna. Imdgenes

de SEM cedidas por A.G. Checa.
Borde del manto

El estudio de cortes histolégicos y observaciones realizadas mediante SEM de los madrgenes
del manto, revelaron cambios morfoldgicos del l6bulo interno desde su extremo anterior al

posterior, siendo mds largo en las porciones anterior y posterior que en el ventral, donde se
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reduce su tamano y adquiere una apariencia de malla (Figura 3.8). En observaciones bajo
SEM de uno de los ejemplares no relajados, se descubrié en el borde del manto y desplegado
sobre la superficie externa del 16bulo externo, la existencia de un pequefio l6bulo lateral
adicional (Figura 3.9), mientras que en especimenes relajados con una solucién de cloruro de
magnesio, se observaron estos mismos lébulos adicionales pero plegados. El 16bulo externo
del manto se mostrd siempre muy desarrollado a lo largo de todo el borde del manto, con el

pequeno 16bulo accesorio situado siempre sobre su superficie externa (Figuras 3.9A-B).

Figura 3.8. Borde ventral del manto mostrando el
aspecto  reticulado de su 16bulo interno.

Abreviaturas: P, periostraco; IF, lébulo interno;
MF, l6bulo medio.

Por otra parte, el estudio de secciones histoldgicas transversales seriadas y observaciones
mediante SEM del borde del manto (Figura 3.9) de especimenes no relajados mostraron la
existencia de secuencias ciclicas de cambios morfoldgicos a lo largo del lébulo externo del

manto (Figura 3.9).

Todas las secuencias comenzaron por la abertura de una pequefia ranura entre la superficie
externa del 16bulo externo del manto y el pequefio l6bulo adicional desarrollado en esta
superficie (Figura 3.10 A-B). El I6bulo externo, y su pequeno lébulo accesorio, mostraron
cambios morfoldgicos en cada uno de los ciclos o secuencias (Figura 3.10 A—G). La secuencia
ciclica de cambio morfolégico transcurre de la siguiente forma: (1) el l6bulo externo se
extiende (probablemente por el aumento de la presién del fluido hemocélico) (Figura 3.10
A), (2) al mismo tiempo, la ranura en el lado exterior del l6bulo externo del manto comienza
a abrirse, y surge un pequefio 16bulo que se extiende (Figura 3.10 B), (3) el extremo apical del

16bulo externo del manto se ensancha, debido a la inyeccién creciente de fluido hemocélico,
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Figura 3.9. A, imagen de SEM de un corte histolégico transversal del borde del manto. B, detalle del
16bulo adicional situado en la superficie externa del Iébulo externo del manto. C, imagen de SEM de
un pliegue en el borde del manto por desplazamiento o empuje lateral del mismo (flecha).
Abreviaturas: AM, musculo aductor; Lo, l6bulo accesorio; M, manto; MF, 16bulo medio del manto:

OF, lébulo externo del manto; P, periostraco; PG, surco periostracal; F, pie; HS, senos hemocélicos.
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Figura 3.10. Secuencia de cambios morfolégicos del 1ébulo externo del manto relacionados con la
formacién de las costillas oblicuas en D. digitaria. Las secciones corresponden a un mismo individuo y
han sido tefidas de forma alternativa con hematoxilina-eosina y hematoxilina-tricrémico de VOF. De
una secuencia ciclica se han ido seleccionando algunas para mostrar dichos cambios. A — D, el 16bulo
accesorio se despliega y el 16bulo externo del manto se hincha y se aplana en su parte distal (en
contacto con la superficie interna de la costilla); E — H, el 16bulo accesorio se pliega progresivamente
sobre la superficie externa del 16bulo externo del manto, que recupera la morfologia inicial presentada
durante la formacién de los valles intercostales. El asterisco (*) identifica el 16bulo externo del manto,
y las flechas senalan al 16bulo accesorio. Abreviaturas: Lo, 16bulo; M, manto; MF, 16bulo medio del
manto: OF, I6bulo externo del manto; P, periostraco; HS, senos hemocélicos; IF, 16bulo interno del

manto.
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se curva y se aplana (Figura 3.10 B-C), (4) el I6bulo externo del manto curvado forma junto
al su pequefio lébulo accesorio un surco cuadrangular, donde el borde de la concha podria
encajar (Figura 3.10 D-E), (5) posteriormente el 18bulo externo empicza de deshincharse
(Figura 3.10 G), (6) la pequena ranura se cierra y el pequefio 16bulo se pliega sobre la
superficie exterior del l6bulo externo del manto (Figura 3.10 H), y (7) el 16bulo externo del

manto vuelve al su posicién inicial.

En los especimenes examinados cada secuencia de cambio morfolégico abarca ca. 600 — 1000
um del lébulo externo del manto a lo largo del borde ventral. En algunos cortes histolégicos
semifinos se pueden observar hemocitos en el interior del lébulo externo del manto cuando
éste se encuentra ensanchado (Figura 3.11). La mayorfa de los hemocitos poseen inclusiones
granulares que no se tifien mediante rojo de Alizarina, por lo que no se pudo constatar la

presencia de depésitos de calcio.

Figura 3.11. Corte semifino transversal, tefiido con azul de toluidina, donde se aprecia el periostraco

alveolado de D. digitaria y la parte distal del 16bulo externo del manto. En éste se aprecia un seno
hemocélico hinchado, con algunos hemocitos. Abreviaturas: b, grupo de bacterias; He, hemocitos;

Ma, zona de mineralizacién; Msh, capa de mucus; OF, lébulo externo del manto; P, periostraco.

Para comprobar la relacién entre la secuencia de cambios morfoldgicos del l6bulo externo del

manto descritos anteriormente y la formacién de las costillas oblicuas, se midi6 la anchura de
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las costillas en el borde ventral de las conchas pertenecientes a los ejemplares utilizados para
los cortes histoldgicos. Se obtuvo un rango de longitud muy similar al obtenido para la
secuencia de los cambios morfoldgicos observados en el 16bulo externo del manto estando
comprendido entre los 650-1100 pum. Los valles intercostales (drea entre las costillas) en D.
digitaria son mucho mds estrechos (menos de 100 pm en ejemplares de diversos tamanos)
que las costillas, apareciendo rellenos de material mucoso de origen exégeno acompafiado de
diversos organismos, entre ellos bacterias, diatomeas, hidrozoos, etc. (Figuras 3.11 y 3.12).
Este mucus podria estar secretado por las propias bacterias y/o diatomeas que aparecen a lo

largo de los valles intercostales.

Figura 3.12. A, imagen de microscopia dptica de un corte histolégico transversal de un ejemplar

descalcificado de D. digitaria donde se aprecia como el periostraco mantiene la forma de las costillas y
los espacios intercostales. B, detalle de un espacio intercostal con organismos epibiontes incluidos en
una matriz mucosa que ellos mismos secretan. C, imagen de SEM del borde de la concha de D.
digitaria con multitud de epibiontes colonizando las zonas intercostales. D, detalle del recuadro en C,
donde se muestra una colonia de epibiontes. Abreviaturas: amp, capa de mucopolisacdridos dcidos;
Ep, epibiontes; IR, espacio intercostal; MF, lébulo medio del manto; Msh, capa de mucus; OF,
16bulo externo del manto; om, matriz orgdnica de la capa lamelar cruzada de la concha; P, periostraco;

R, costilla; S, espacio ocupado por la concha antes de la descalcificacién.
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Tasa de desplazamiento de las costillas oblicuas

Las costillas oblicuas muestran un incremento en la anchura desde la parte posterior a la
anterior de la concha (Figura 3.1), con valores minimos de la migracién o desplazamiento (s)

en la zona dorsal posterior (que corresponde con una posicién relativa en el borde de la

concha de 0,6 — 0,8) (Figura 3.13).

Posicion relativa de la costilla (I)
0.2 03 04 05 06 07 08 09

0,01 4

0,02 4
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0,05 1 *

0,06 4 ¢ * °
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0,02 b
40,03 1
0,04 1
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0,06 1 *
0,07 4 P 4
40,08 1 o
0,09 4 *
0,1

Tasa de desplazamiento (s)

0,02 1
.

0,03 1 PN

0,04 4 ®
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Figura3.13. Representacién grafica del desplazamiento de las costillas oblicuas (s) respecto a su
posicién relativa (1) a lo largo del borde de la concha (entre 0 y 1) de tres ejemplares (a, b y ¢) del

bivalvo D. digitaria.
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Los valores de s oscilan entre ca. 0,04 — 0,09 en la zona anterior y ca. 0,02 — 0,06 en la
posterior. Por tanto, aparecen diferencias en las tasas de migracién a lo largo del borde de la
concha, lo que explica los diferentes grados de curvatura de las costillas entre la parte anterior

y la posterior de la concha.

Andlisis morfométrico de la concha

El anilisis morfométrico de las valvas de D. digitaria mostré un claro crecimiento alométrico
de su concha. La relacién entre la longitud del radio (Y) y el tamafio de la concha (X)
(tomada como la longitud entre la marca del musculo aductor anterior y el posterior)

diferencié dos zonas en relacién con la tasa de crecimiento de la concha (Figura3.14).
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Figura 3.14. Representacién grifica de la relacién entre la longitud de los radios y el tamafio del
ejemplar y sus lineas de regresién correspondientes. Los cinco radios analizados se indican en la figura
3. Abreviaturas: Ral, primer radio anterior; Ra2, segundo radio anterior; Rp2, segundo radio

posterior; Rpl, primer radio posterior; Rv, radio ventral.

La zona central de la concha, definida por Ra2, Rvy Rp2, mostré tasas de crecimiento radial
mds altas que las zonas laterales, definidas por Ral y Rpl. Tomando la pendiente de la recta
de regresién correspondiente (Figura 3.14) como la velocidad de crecimiento para cada radio,

observamos que Rp2 presenté el valor mis alto, seguido de Rv y Ra2 (Tabla 3.3). De la
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misma manera, la pendiente de Rpl fue mayor que la de Ral. La relacién entre la tasa de
crecimiento alométrico (AY / AX) y el tamafio de la concha (X) muestra la misma tendencia
(Figura 3.15), donde Rp2 presentd el mayor valor, seguido por Rv y Ra2 (Tabla 3.3). De la
misma manera, la pendiente de Rpl mayor que la de Ral. Estos resultados indican valores

mayores en las tasas de crecimiento del extremo posterior de la concha que en el anterior.
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Figura 3.15. Representacién gréfica de la relacién entre el incremento de la longitud de los radios y el
incremento del tamano del ejemplar y sus lineas de regresién correspondientes. Los cinco radios
analizados se indican en la figura 3. Abreviaturas: Ral, primer radio anterior; Ra2, segundo radio

anterior; Rp2, segundo radio posterior; Rp1, primer radio posterior; Rv, radio ventral.
p<, seg p pL.p p

Tabla 3.3. Ecuaciones de las lineas de regresién para las relaciones “longitud del radio / tamafio” e

“incremento (A) de la longitud del radio / incremento (A) de tamafio”.

Radio Longitud del radio / talla A longitud del radio / A talla
Ra1 y =0,780x + 0,777 y =-0,027x + 1,231
Ra2 y =1,207x + 0,203 y = 0,525x + 0,056
Rv y = 1,327x - 0,001 y =0,535x + 0,165
Rp2 y = 1,448x - 0,635 y =0,747x - 0,726
Rp1 y = 0,962x - 0,331 y = 0,490x - 0,410
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DISCUSION

Checa (2002) propuso que el manto era capaz de desarrollar un comportamiento muy
claborado con el fin de desplazar las costillas en una direccién particular durante el
crecimiento de la concha. En consecuencia, en este modelo, el manto seria la unidad
morfogenética principal. En Digitaria digitaria, propuso como estrategia de formacién el
modelo de guiado por contacto reducido (RCG), segtin el cual la informacién sobre la
morfologfa de la costilla a disposicién del manto se reduce, debido a que se obtiene solamente
de los perfiles interiores de las costillas, por tanto unas costillas radiales con un relieve muy
desarrollado serfa ventajoso. Durante la formacién de la concha, el manto se proyectaria,
sobrepasando ligeramente el borde de la valva, y a continuacién empujaria lateralmente por
accién muscular bajo la costilla en formacién. De esta manera, el incremento en el
crecimiento de la misma se producirfa con un pequefio desplazamiento lateral respecto a la

costilla consolidada.

El presente estudio muestra un comportamiento complejo del manto en relacién a la
formacién de las costillas en D. digitaria. El 16bulo externo del manto sufriria los cambios
morfolégicos descritos tinicamente en la zona de costillas, de acuerdo con el modelo RCG
(Checa, 2002). Los cambios morfolégicos sufridos por el 16bulo externo de ejemplares no
relajados han sido observados en diversos cortes histolégicos transversales (Figura 3.10) a lo
largo de la mayor parte del borde del manto, ya que la proporcién del margen de la concha
ocupada por las costillas es muy superior a las ocupada por los valles intercostales. En
especimenes relajados los tres 16bulos del manto fueron muy patentes pero sin que se
apreciaran cambios morfolégicos y el pequeno l6bulo accesorio aparecié siempre plegado

sobre la superficie externa del l6bulo externo.

La presencia en el borde del manto de numerosas fibras musculares y de senos hemocélicos,
especialmente grandes en el I6bulo externo durante su ensanchamiento en el proceso de
construccién de la costilla, parece apuntar a la implicacién del 16bulo externo del manto en el
proceso de formacién de la concha (Figura 3.10). Hay constancia de la participacién de los
hemocitos en la reparacién de la concha mediante el transporte y la liberacién de calcio en
forma granular (Fleuryer al. 2008, en Haliotis tuberculata; Kadarer al 2009, en Bathymodiolus

azoricus) o en forma de cristales (Mount ez a/ 2004, en Crassostrea virginica). La produccién

78



Morfogénesis de las costillas oblicuas

de la matriz extracelular por hemocitos durante la reparacién de dafios en la concha
(amebocitos agranulares) ha sido observada en Pinctada fucata por Suzuki et al. (1991).
Blackwelder & Watabe (1977) indicaron que en el caracol de agua dulce Pomacea paludosa
los hemocitos (amebocitos para algunos autores) son capaces de entrar en el espacio
extrapaleal. Segin Beedham (1965) la migracién de los hemocitos sobre la superficie exterior
del epitelio del manto en la etapa temprana de reparacién de la concha es muy comun.
Abolins-Kroigs (1976) indic6 que en la formacién de la membrana de reparacién de la
concha en el gasterépodo Helix pomatia, los amebocitos liberan grinulos de proteoglicanos,
vesiculas lipidicas, granulos del pigmento lipofucsina y calcio, no obstante la mayor parte de
las sustancias necesarias para la restauracién completa de la porcién de concha danada
provino de otras fuentes. Sin embargo, adn no hay noticias de la implicacién de los
hemocitos en el transporte de calcio durante el proceso de formacién normal de la concha.
Nuestras observaciones parecen sefialar un posible papel de los hemocitos en este sentido, sin
embargo, su papel exacto no estd claro en D. digitaria, ya que la tincién con rojo de Alizarina
no mostré la presencia de depésitos de calcio en los hemocitos. La identificacién de los tipos
celulares implicados en el transporte de calcio y su via de transporte constituyen objetivos

importantes en futuras investigaciones.

El desplazamiento lateral de las costillas oblicuas durante su formacién puede ser fruto de la
accién muscular, que producirfa deformaciones del borde del manto a modo de ondas. La
observacién del 16bulo externo del manto comprimido, que empuja para producir los
movimientos laterales del borde del manto asi como la lateralizacién de los incrementos en el

crecimiento de las costillas oblicuas (Figura 3.9 C) sostiene la hipétesis anterior.

El incremento del grado de curvatura y anchura de las costillas desde el extremo anterior al
posterior de la concha (Figura 3.1) planted la cuestién acerca de su tasa de desplazamiento
(constante o irregular a lo largo del margen de la concha). Nuestros resultados muestran
diferentes tasas de desplazamiento de las costillas oblicuas a lo largo del margen de la concha,
siendo mayor en el extremo anterior que en la posterior (ca. 0,04 — 0,09 y ca. 0,02 — 0,06
respectivamente) (Figura 3.13). Estos resultados no apoyan el modelo de desplazamiento
constante Guiado por Contacto Estricto (ECG) invocado por Checa (2002), donde proponia

tasas de desplazamiento constantes. En los andlisis morfométricos de la concha, el extremo
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anterior de la valva, definida por el primer radio anterior (Ral), mostré la tasa de crecimiento
de valor mds bajo, mientras que la zona posterior ventral, definida por el segundo radio
posterior (Rp2), mostré la de valor més elevado. La suma de un movimiento lateral constante
o regular del borde del manto en el lado anterior, con un crecimiento alométrico negativo
(mds lento), se traduce en una mayor curvatura y anchura de las costillas, mientras que el
crecimiento alométrico positivo (mds rdpido) de la concha en la parte posterior, implica una
menor curvatura y anchura de las costillas. En esta ocasién, el modelo desplazamiento
constante de Guiado por Contacto Reducido (RCG) invocado por Checa (2002) se acomoda
a nuestras observaciones, sin embargo, la tasa real de desplazamiento permanece siendo un

objetivo para futuros estudios.

El presente estudio valida el modelo propuesto por Checa (2002), segin el cual la
morfogénesis de los patrones de formacién de costillas oblicuas en bivalvos seria el resultado
de la interaccién de tres factores: (1) el patrén de biomineralizacién; (2) la estructura del
manto y (3) el comportamiento del manto. El borde del manto de Digitaria digitaria es
homogéneo, sin estructuras especializadas para la formacién de las costillas, al contrario de lo
que ocurre en Acanthocardia tuberculata, que presenta los llamados corpora spinosa (Stone
1998) (Figura 3.16) estructura especializada en la formacién de costillas radiales (véase

también Checa 2002; Figural5).

Figura 3.16. Seccién transversal
(7um) tefiida con azul Alciano-
PAS-hematoxilina del borde del
manto de un espécimen relajado
de Acanthocardia tuberculata. Se
aprecian los tres lébulos del
manto, el periostraco y la
“corpora  spinosa”, estructura
situada en la superficie externa
del 16bulo externo. Abreviaturas:
CS, corpora spinosa; IF, 16bulo
interno; MF, 1é6bulo medio; OF,

l6bulo externo; P, periostraco.
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Nuestras observaciones indican que el manto no solo es capaz de desarrollar un elaborado
comportamiento de cambios morfoldgicos con el que desplazar la costilla en una direccién
particular, sino también de contribuir a la propia formacién de esta. Por lo tanto, teniendo en
cuenta los datos anteriores, ¢l borde del manto no sélo serfa el érgano secretor de la concha,

sino también la unidad morfogenética principal.

Para la mayoria de las especies actuales la funcién de las costillas oblicuas parece ser la mejora
en la eficiencia de enterramiento en el sustrato, con objeto de escapar de los depredadores
(Seilacher 1972a,b, 1973, Checa & Jiménez-Jiménez 2003a,b). Sin embargo, durante el
Paleozoico—Mesozoico, muchos bivalvos excavadores desarrollaron costillas oblicuas con
perfiles simétricos, que se considera tenian una funcién importante en el refuerzo de la

concha (Checa & Jiménez-Jiménez 2003b).

Seilacher (1972b) consideré cuatro requisitos esenciales para la eficiencia en el proceso de
enterramiento: (1) "orientacién cruzada", donde la orientacién de las costillas es transversal a
la direccién del enterramiento, (2)"asimetria de friccién” donde las costillas deben poseer una
seccién transversal asimétrica, de tal manera que muestren una suave pendiente en la
direccién de enterramiento y una pendiente acusada, a veces invertida en la direccién
opuesta, (3) correspondencia entre costilla y tamafo de grano, y (4) el perimetro suavizado,
sin ornamentos en la zona de seccién transversal con drea mdxima. Tanto las costillas oblicuas
como las divaricadas cumplen estos requisitos. Las costillas oblicuas de Digitaria podrian
considerarse como un disefio extremo de la escultura divaricada, en el que el dngulo (A) se
sitda en la zona dorsal posterior de la concha, cerca de los umbos. Tanto en la parte anterior
como posterior de la concha de D. digitaria se produce una densificacién de la escultura,
apareciendo en el drea posterior costillas casi rectas, que podrian ayudar a estabilizar la concha
en el sedimento. La forma mucho mds curvada, casi comarginal, de las costillas cercanas a la
zona anterior es compatible con la funcién de "orientacién cruzada", que pone como
requisito Seilacher (1972b). No obstante, D. digitaria es una especie que aunque se entierra,
lo hace de manera somera, como ocurre con otros astértidos (Saleuddin 1965, Stanley 1970).
Este molusco vive en fondos de bioclastos y arena gruesa, con un componente de fango
aproximado del 5% (Urra ef al. 2011) y bajo la influencia de fuertes corrientes, ademds no

posce sifones, lo que le imposibilitarfa un enterramiento profundo. Por otro lado, la simetria
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y el grosor de la concha de Digitaria indican que las costillas oblicuas desempefan una
funcién adicional de reforzamiento de su estructura. En consecuencia, las costillas oblicuas de
este bivalvo endobenténico somero tendrian una doble funcidn, la defensa frente a intentos
de depredacién y la eficiencia de enterramiento, pero sobre todo de anclaje al sustrato en las

zonas de altas corrientes donde vive.

La existencia de dimorfismo sexual ha sido senalado para otros astdrtidos (Astarte borealis,
Astarte elliptica, Astarte sulcata) (Saleuddin 1964, Ockelmann 1965), pero en ellos son las
hembras las que presentan un mayor tamafio. Otro cardcter que se habia asignado a
dimorfismo sexual en los astdrtidos, la existencia de borde liso para machos y borde crenulado
para hembra (Sastry 1979), se ha comprobado que no es consistente, ya que entre los
cjemplares de borde liso se han encontrado machos y hembras (Coan et a4/ 2000). El
dimorfismo sexual en D. digitaria con los machos mayores que las hembras es completamente

inusual en bivalvos en general (Sastry, 1979) y en astdrtidos en particular.
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Anatomia y parésitos

INTRODUCCION

La importancia de los estudios morfolégicos y anatémicos de los organismos radica en que
son una llave maestra que nos ayuda a comprender diferentes aspectos de su biologia y de su
historia. Conocer la forma ayuda a entender la funcién y refleja cémo los organismos

evolucionan y se adaptan a su entorno (Giribet 2015).

Los estudios anatémicos ¢ histolégicos en los moluscos bivalvos son abundantes entre
aquellos que poseen interés comercial, como algunas especies de los géneros Pecten, Mytilus,
Donax, Mercenaria u Ostrea entre otros (Ansell 1983, Salas & Hergueta 1990, Beninger & Le
Pennec 1991, Beninger ez al. 1995, Kracuter & Castagna 2001, Grizel 2003). En muchas
ocasiones, estos trabajos estdn relacionados con el estudio y diagnéstico de enfermedades
parasitarias que puedan sufrir las especies con valor comercial (Rudel 1977), dirigido a
mejorar la gestién de la explotacién de las poblaciones naturales o de la acuicultura (Bower ez
al. 1994), ya que los moluscos bivalvos sufren frecuentemente la afeccién de virus y bacterias,
asi como de protozoos, trematodos (fases larvarias) o copépodos pardsitos (Bozzo 2015). Los
érganos diana preferidos por los pardsitos de bivalvos son las branquias, el intestino y la
glindula digestiva, principalmente, y de forma mds ocasional, las génadas, la musculatura y
los ganglios nerviosos. No obstante, también existen muchos trabajos anatémicos sobre
especies sin interés comercial (Ansell 196, Barén & Ciocco 1997, 1998; Morse & Zardus
1997, Morton 2000, Ruthensteiner 2010, Témkin & Strong 2013).

La familia Astartidae, cuyos representantes entran en ese grupo de especies “sin interés
comercial”, ha sido objeto de escasos estudios anatémicos, y los existentes se han centrado en
cl género Astarte (Sowerby 1874, Smith 1881, Saleuddin 1964, 1965, 1967). El clado
Archiheterodonta, en el que se encuentran incluidos los astdrtidos, constituye uno de los
grupos en los que la sistemdtica resulta mds compleja, ya que las especies que lo integran
poseen unos caracteres morfolégicos un tanto ambiguos y variables (Chrpa 2012, Peterson
2001, Schander 2001). Es por ello que la filogenia dentro del grupo Archiheterodonta estaba
atn poco estudiada y definida (Giribet 2008). No obstante, ¢l tradicional (aunque en declive)
uso de los caracteres anatdémicos para establecerlas relaciones filogenéticas entre los

organismos en general, v en nuestro caso de las familias integrantes de Archiheterodonta
g g y g
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(Saleuddin 1965, Yonge 1969, Healy 1995), se ha visto complementado por recientes
estudios moleculares basados en la tipificacién multilocus de secuencias génicas de
Archiheterodonta (Gonzédlez & Giribet 2015) y andlisis genéticos de RNAr (Taylor 2007),
arrojando luz a las relaciones de parentesco existentes entre las familias Astartidae,

Crassatellidae ,Carditidae y Condylocardiidae.

En este capitulo se detalla la anatomia e histologia de algunos de los principales érganos y
sistemas del astdrtido Digitaria digitaria (L., 1758), representante de la familia Astartidae.
Con el presente estudio se pretende aumentar el conocimiento anatémico sobre esta especie,
y asi completar una base de caracteres morfolégicos que sirva de herramienta para los futuros
estudios filogenéticos. De forma paralela se ha estudiado la ocurrencia de los pardsitos mds
frecuentes en D. digitaria alojados en los diferentes “6rganos diana”, como pueden ser las
branquias, el sistema digestivo y ocasionalmente, las génadas, asi como la de los epibiontes
presentes en la concha y la posible simbiosis con bacterias presentes en los alveolos del

periostraco.

MATERIAL Y METODOS

En el estudio anatémico fue necesaria la obtencién de 14 ¢jemplares de D. digitaria vivos.
Estas muestras fueron recogidas en los fondos del ZEC de Calahonda (Mijas), en el litoral de

Malaga, de la forma descrita en el capitulo 2, Material y Métodos, del presente estudio.

El estudio morfolégico y anatémico de las partes blandas de los ejemplares de D. digitaria, asi
como de sus pardsitos, se realizé mediante el andlisis al microscopio dptico de cortes
histolégicos, observaciones de ejemplares en SEM y observaciones en TEM de secciones
ultrafinas de algunos érganos, como las génadas, que se procesaron de la manera habitual
referida en el capitulo 2, Material y Métodos, del presente estudio. Las tinciones empleadas

en los cortes histolégicos fueron hematoxilina de Carazzi — eosina y hematoxilina de Carazzi

— tricrémico de V.O.F (Gutierrez, 1967) y PAS — Azul Alcian.

Las descripciones anatémicas macroscépicas se realizaron mediante disecciones bajo lupa

estereoscdpica (Leica MZ12) de ejemplares frescos asi como fijados en formaldehido 10 %.

86



Anatomia y parésitos

Cultivo bacteriano

Para aislar los tipos bacterianos presentes en el periostraco de D. digitaria se cocinaron dos
medios utilizados frecuentemente para el cultivo de microorganismos marinos (Anexo I,
TablaA1.7). El MN es un medio de cultivo estdndar utilizado para cepas marinas y posee una
base de agua de mar filtrada enriquecida con una solucién de metales traza, mientras que el
ASN-III es un medio estrictamente sintético, aunque también adecuado para el cultivo de
cepas marinas, con base de agua destilada y suplementado con metales traza (Waterbury &

Stanier 1978). Ambos se prepararon en forma de medio liquido y sélido.

Para la preparacién de los medios liquidos MN y ASN-III se pesaron los componentes de la
receta (Anexo I, Tabla A1.7) en una balanza de precisién y se depositaron en un matraz
aforado de 2 litros. La solucién de metales traza que se encuentra entre los componentes de
ambos medios fue preparada con anterioridad segtin la receta de Waterbury & Stanier (1978)
y conservada en frio (-20° C) hasta su utilizacién (Anexo I, Tabla A1.8). Terminadas las
disoluciones se autoclavaron a 121° C durante 15 minutos. Una vez enfriadas a temperatura

ambiente, se conservaron en frio (-20° C).

Para los medios sélidos la preparacién del agar, que permite la solidificacién del medio, y la
de la disolucién de sales ha de realizarse por separado (Anexo I, Tabla Al.7). Asi para el
medio MN se mezclé 12 g de agar con 250 ml de agua destilada, mientras que las sales se
mezclaron con 750 ml de agua de mar filtrada, afadiendo un imdn para agitador magnético.
Ambos matraces se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Posteriormente
los matraces se mantuvieron en un bafio a 65° C durante 20 minutos, lo que permite que las
soluciones se atemperen sin dejar que el agar solidifique. A continuacién se vertié el agar
sobre el matraz que contenia la solucién de sales en campana de flujo laminar (para
mantener las condiciones de esterilidad) y se puso en agitacién 1 minuto dentro de la misma
cdmara. Tras esto se procedié a verter ¢l medio en placas de Petri, a razén de unos 16ml por
placa, moviéndolas ligeramente para que se cubriera todo el fondo. Se dejaron enfriar una
hora hasta que el medio se solidificé completamente y se atemperé. Las placas se conservaron
en frio (-20° C) en bolsas herméticas y siempre boca abajo para evitar que el vapor
condensado en la tapa cayera sobre el medio, lo que aumentaria la probabilidad de una

posible contaminacién del medio por hongos.
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Para preparar el medio ASN-III sélido se procedié de la misma forma que en el caso del
medio MN, exceptuando que en este caso tanto el agar como las sales se mezclaron con

500ml de agua destilada.

El cultivo in vitro de las bacterias se realizd a partir de conchas libre de las partes blandas de
ejemplares frescos. Un total de ocho matraces Etlenmeyer con 50 ml de medio liquido MN y
otros tantos de medio ASN-III se sembraron con las conchas de ejemplares frescos de D.
digitaria, que se incubaron durante 6 semanas a temperatura ambiente (20 — 24° C aprox.) y
con una intensidad luminica entre 400 y 600 lux, sin agitacién ni aireacién. Posteriormente
se procedié a la siembra en medio sélido MN y ASN-III (placa de Petri) de una alicuota de

los cultivos liquidos.

Siembra de los medios MIN y ASN-11T

La siembra en placa se realizé siguiendo dos técnicas diferentes: a) en gota, poniendo cuatro
gotas de 30ul cada una sobre la superficie de medio sélido (placa de Petri); b) con asa de
Digralsky, poniendo una cantidad de 100pl sobre la placa y extendiendo con el asa de manera
homogénea sobre la superficie del medio sélido en placa de Petri. De cada uno de los 8
matraces de medio de cultivo liquido se sembraron 4 placas, 2 de sembrado con gota y 2 de
sembrado con asa. De cinco matraces se tomaron ademds 10ml que se centrifugaron para
intentar concentrar las posibles bacterias y acelerar asi el crecimiento de las colonias. De estos

10 ml centrifugados se tomaba el sedimento, sembrando entre 2y 3 gotas de 30 pl cada una.

Las placas fueron incubadas en las mismas condiciones de temperatura y luminosidad que los
medios liquidos durante una semana. Cada dia se revisé la aparicién de colonias en las placas,
y cuando se observé el crecimiento de colonias de diferente aspecto se procedié a la resiembra

hasta obtener cultivos puros de los diferentes tipos observados.
RESULTADOS

Organizacién general de las partes blandas

Retirada una de las valvas y diseccionando el 16bulo del manto correspondiente, se puso al
descubierto la disposicién de los érganos de D. digitaria (Figura 4.1). En ejemplares vivos se

observan las branquias blanquecinas que cubren la génada por completo, dejando al
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descubierto la glindula digestiva, de color pardo — verdoso en la regién antero — dorsal, por
encima de la génada. Bajo la glindula digestiva asoman los palpos labiales a modo de
abanico, que sec abren hacia la cavidad paleal y entre cllos se sitda la boca. Retirando las
branquias se observa una génada voluminosa, de color amarillo claro en hembras maduras, y
blanquecina en los machos y hembras inmaduras. Ocupa la zona central del cuerpo y rodea la

gldndula digestiva dejando libre tinicamente su cara anterior.

Figura 4.1. Disposicién de las partes blandas de D. digitaria una vez retirada la valva derecha del

ejemplar. Abreviaturas: aam, musculo aductor anterior; dg, glindula digestiva; gi, branquias; in,
charnela; lp, palpos labiales; m, manto; me, borde del manto; p, pie. Flechas: verde, abertura

inhalante; roja abertura exhalante.

Aparecen dos musculos aductores en la zona medio dorsal, uno anterior arrifionado, situado
delante de los palpos labiales y otro posterior, mds redondeado de tamano ligeramente mayor
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que se sitda por encima de la abertura exhalante del manto. Ambos poseen una porcién vitrea
(aductor fésico) responsable de la apertura de las valvas y otra porcién nacarada, blanco

brillante (aductor ténico) responsable del cierre de las mismas (Figura 4.2).

El pie es voluminoso, alargado pero poco apuntado, con la parte anterior mds ancha que la
posterior; se sitGia bajo la génada ocupando la porcién ventral del cuerpo. En el sistema
digestivo, el intestino queda inmerso en la génada, y el estémago en la glindula digestiva,
presentando la boca en la regién anterior del cuerpo, entre los palpos labiales por detrds del
musculo aductor anterior, mientras que el ano desemboca detrds del musculo aductor
posterior. El manto es una ldmina de aspecto membranoso, delicada y blanquecina, excepto
en su borde ventral, donde adquiere un cardcter musculoso y se colorea de un tono
anaranjado, especialmente en su porcién posterior donde se aprecian las aberturas inhalante y

exhalante, ya que el manto en D. digitaria no llega a formas verdaderos sifones.

Figura 4.2. Detalle del musculo aductor anterior donde se observan los dos tipos de fibras musculares
presentes. Tincién hematoxilina — V.O.F. Abreviaturas: fam, musculo aductor fdsico; tam, musculo

aductor ténico.
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Anatomia descriptiva ¢ histologia

Manto

Estd formado por dos laminas (I6bulos izquierdo y derecho) lisas, traslicidas y blanquecinas,
que tapizan la superficie interna de las valvas y que cubre toda la masa visceral del animal
(Figura 4.1). A su través pueden apreciarse la gldndula digestiva, las branquias, el pic y en
algunos casos la génada cuando ésta se encuentra madura. El manto cambia de apariencia en
el margen ventral, a partir de la linea paleal, siendo mds grueso y musculoso, presentando
tenues ondulaciones perpendiculares al borde de la valva y adquiriendo una tonalidad

anaranjada
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Figura 4.3. Corte transversal del manto a la altura de las aberturas inhalante y exhalante de un
ejemplar de D. digitaria descalcificado. El asterisco (*) marca el lugar de fusién del manto que da
lugar a las aberturas inhalante y exhalante. Abreviaturas: ea, abertura exhalante; ia, abertura inhalante;

me, borde del manto; pa, papila, en realidad corresponde al 16bulo interno del borde del manto.
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El manto no forma verdaderos sifones, aunque se fusiona posteriormente para dar lugar a dos
aberturas, una superior exhalante y otra inferior inhalante que no se encuentra fusionada
ventralmente y posee en su borde entre seis y ocho papilas (Figura 4.3, 4.4). Los 16bulos del
manto aparecen fusionados a la altura de los musculos aductores, y a lo largo del margen
dorsal (istmo), aunque son libres en su margen ventral. Ambos 16bulos, a lo largo de su

recorrido dorsal, se encuentran fusionados con la masa visceral.

El epitelio del manto es de tipo plano simple, tanto en su cara interna como en la externa,
excepto en el borde ventral libre, donde pasa a ser de tipo cuboidal simple. Se observan
células columnares glandulares subepiteliales en la cara externa de la porcién distal del manto,

pero solo en la regién basal del l6bulo externo.

Figura 4.4. A, imagen general de SEM de las partes blandas de un ejemplar de D. digitaria donde se

aprecia cémo el manto cubre toda la masa visceral. B, detalle del borde del manto en la abertura
inhalante (recuadro blanco) donde se puede apreciar la densa ciliatura que presentan las papilas en su
borde. Abreviaturas: aam, mdsculo aductor anterior; ci, cilios; m, manto; p, pie; pam, musculo

aductor posterior.

El epitelio de la superficie externa del manto es liso, mientras que en la cara interna se observa
una banda de epitelio ciliado de una anchura de 120 a 190 pm situada en su porcién distal,
en torno a 300 um del margen del 16bulo interno del manto. Esta banda ciliada recorre el
manto desde la parte anterior, donde es poco patente, hasta la posterior, donde se hace mds
densa. El borde de las papilas de la abertura inhalante también aparece densamente ciliada

(Figura 4.4), lo que podria indicar un cardcter sensorial de esta estructura. El margen ventral
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libre presenta los tres lébulos habituales del manto en bivalvos, apareciendo ¢l denominado
surco periostracal entre el 16bulo externo y el medio, y donde se observa el periostraco
adherido a la superficie externa del 16bulo medio del manto. En el 16bulo medio se han
observado estructuras con una aparente funcién sensorial, formadas por un penacho de cilios
asociados a un largo cilio solitario. En el manto se observa una musculatura radial
(orientacién dorso — ventral del manto) presente solo en su tercio distal y cuyo margen dorsal
es responsable de la impresién en la cara interna de la concha de la linea paleal. La
musculatura se compone de una sola capa de fibrillas bien desarrollada, que nacen pegadas a

la cara interna del epitelio externo del manto, a la altura de la linea paleal (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Disposicién general de la musculatura del manto de D. digitaria. A, parte distal del manto
donde se aprecia la capa muscular que penetra en los Iébulos. B, detalle del borde del manto (recuadro
de A) donde se observa cémo la capa muscular compacta se transforma en una red de fibrillas.
Abreviaturas: ci, cilios; ge, células glandulares; if, 16bulo interno; mu, banda muscular; mf, lébulo
medio; of, 16bulo externo. Los tridngulos sefialan la presencia de haces de fibras musculares que se

extiende por todo ¢l borde del manto.

Esta banda muscular avanza cerca del epitelio externo en forma de un dnico haz hacia el
borde del manto, donde se divide formando una red de fibrillas que penetra en los tres
I6bulos y se inserta a nivel subepitelial (Figura 4.5). Las fibras musculares se observan
especialmente abundantes en el drea del lébulo interno, sobre todo en la porcién posterior del
borde del manto, lo que seguramente responde a la existencia en esa zona de la abertura

inhalante. Esta musculatura serfa responsable de controlar la longitud del borde del manto y
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junto con los senos hemocélicos de la forma de sus 18bulos, especialmente del 16bulo externo,

implicado en la formacién de las costillas oblicuas en D. digitaria, cuestién a la que se dedica

el capitulo 2 del presente trabajo.

Branquias

Los ctenidios son eulamelibranquios, y estdn formados por dos pares de hemibranquias
homorrdbdicas (filamentos branquiales de igual longitud) situadas a ambos lados del cuerpo,
siendo la hemibranquia externa aproximadamente un tercio del tamafio de la hemibranquia
interna (Figura 4.1), que es entera. Se componen de filamentos ciliados paralelos, dispuestos

en direccidn ligeramente oblicua al eje antero — posterior del animal, unidos entre si por

puentes transversales de tejido conjuntivo.
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Figura 4.6. Corte transversal en la zona posterior de un ejemplar de D. digitaria donde se puede
apreciar la estructura general de los ctenidios formados por dos hemibranquias.
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Cada hemibranquia estd formadas por dos lamelas, la ascendente (exterior) y la descendente
(interior), sin pliegues, que se fusionan entre si y con el borde del manto en su extremo
posterior dorsal (Figura 4.0), justo entre la abertura inhalante y exhalante, quedando una
pequefia zona de branquia libre desde este punto hasta el musculo aductor posterior, donde la
branquia vuelve a fusionarse por su borde dorsal, esta vez a la pared del cuerpo la
hemibranquia interna y al manto la externa. Esta configuracién se mantiene hasta la glindula
digestiva, detrds de los palpos labiales, quedando libres en su margen anterior. En su extremo
anterior las branquias se insertan, pero no se fusionan, con el surco oral de los palpos labiales,
perteneciendo asi a la Asociacién de Categoria I dada por Stasek (1963). Sélo se observé la
presencia de un surco alimenticio en la unién de las lamelas ascendentes y descendentes de la
hemibranquia interna. En corte transversal, los filamentos de las branquias muestran una

estructura ciliada de tipo eulamelibranquio (Figura 4.7).

Figura 4.7. Estructura de la branquia de D. digitaria. A, imagen de la organizacién de paralela de los

filamentos unidos por los puentes transversales de tejido conectivo. B, corte transversal de los
filamentos donde se pueden apreciar la estructura ciliada asi como los senos hemocélicos que los
recorren. Abreviaturas: efc, cilios eulatero — frontales; fc, cilios frontales; fi, filamento branquial; gc,

células glandulares; he, hemocito; lc, cilios laterales; th, puentes transversales.

Los cilios laterales (Ic) surgen de cuatro células a cada lado del filamento, entrelazdndose con
los del filamento adyacente. Se aprecian también cilios culatero — frontales (efc) en dos células

muy aparentes que presentan un gran nucleo que se tifie fuertemente de hematoxilina. Tres
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células presentan los cilios frontales (fc) que son algo més cortos que el resto. En la cara
abfrontal del filamento, un poco mds debajo de las células ciliadas laterales, aparecen dos

células glandulares (go).
Pie
El pie de D. digitaria es un érgano bien desarrollado, de color blanquecino y aspecto

musculoso (Figura 4.1). Posee una forma alargada y cuadrangular, apuntada en su extremo

anterior y truncado en el posterior.

La superficie del pie aparece surcada de acanaladuras mds o menos profundas tapizadas por
un epitelio de tipo cuboidal simple con abundantes cilios (Figura 4.8), que disminuyen en

densidad desde la parte anterior del pie hacia el extremo posterior.

Figura 4.8. Morfologia de la superficie del pie de D. digitaria. A, epitelio externo del pie donde se

aprecian las acanaladuras ciliadas. La flecha indica la posicién del surco del pie en posicién ventral. B,
imagen de SEM de la zona ventral del pie donde se aprecia el surco. C, corte transversal de las
acanaladuras ciliadas del epitelio del pie. Se pueden observar el epitelio cuboidal densamente ciliado.

Abreviaturas: cic, canales ciliados; g, surco del pie; p, pie.
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El pie, comprimido lateralmente, presenta un surco bien definido en ¢l margen ventral, que
recorre algo mds de su mitad anterior (Figura 4.8). En corte sagital se aprecia una glindula
del biso grande y de corte ovalado, situada en la regién postero — dorsal, que se abre mediante
el conducto del biso en la mitad anterior del surco del pie (Figura 4.8). El epitelio del
conducto del biso es de tipo columnar simple, densamente ciliado y con abundantes células
de tipo glandular. En ejemplares adultos (machos y hembras entre 6,5 y 7,5 mm de longitud)
se ha podido observar las células de la gldndula del biso secretando el propio filamento, asi

como fragmentos del biso a lo largo del conducto y sobresaliendo del mismo (Figura 4.10).

Figura 4.9. Corte sagital del pie de D. digitaria donde puede apreciarse su densa musculatura. La linea
punteada delimita el pié. Abreviaturas: aam, musculo aductor anterior; arm, musculo retractor
anterior del pie; be, conducto del biso; bg, gléindula del biso; dg, glindula digestiva; go, génada; p,

pie; pam, musculo aductor posterior; prm, musculo retractor posterior del pie.
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La glindula del biso en corte transversal posee forma redondeada, su interior alberga una
cavidad cuyo epitelio presenta marcadas y profundas invaginaciones ciliadas en forma de
ldminas en el sentido de su ¢je mayor. En cada uno de estos repliegues aparecen numerosas
células glandulares subepiteliales que secretan una sustancia a modo de cintas mucosas al
lumen de la glindula, que se tifien de parpura con hematoxilia — VOF (Figura 4.10). Es en
esta cavidad donde las secreciones filamentosas se trenzan para dar lugar a un cordén o

filamento mucho mds grueso, el biso, que recorre el canal del biso hasta llegar al surco del pie.

Figura 4.10. Corte transversal del pie de D. digitaria a nivel de la glindula del biso de una hembra
activa de 6,7 mm de largo (A, B) y un macho de 7,5 mm de largo (C). A, vista general de la estructura
de la gléndula del biso. B, (recuadro de A) detalle de las invaginaciones ciliadas de la gldndula del biso
secretando el filamento del biso. C, Fragmento del biso a en la parte distal del conducto del biso,
asomando al exterior. Abreviaturas: bc, conducto del biso; bg, gldindula del biso; bi, biso; bsc, células

secretoras del biso; cic, canales ciliados; g, surco del pie; gc, células glandulares.
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En seccién transversal del pie, se observaron grandes senos hemocélicos y tejido conectivo
surcado de fibras musculares transversales ocupando la porcién central del mismo, que estd

flanqueada por un denso tejido muscular dispuesto a modo de tres capas (Figuras 4.9, 4.11).

Figura 4.11. Corte transversal del pie donde se observa la disposicién de las capas musculares y las
células glandulares. Abreviaturas: cic, canales ciliados; cm, musculatura circular; g, surco del pie; gc,

células glandulares; rm, musculatura radial; sm, musculatura subepitelial; tm, musculatura transversa.
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La més interna de estas capas se observa como dos anchas bandas de musculatura
longitudinal, perpendicular al plano ventral del pie que penetran desde la regién visceropedal

anterior y posterior, correspondiendo a los musculos retractores del pie.

Cada una de estas bandas musculares se divide en dos al llegar a la porcién medio — ventral
para abrazar a la zona de senos hemocélicos, formando un denso entramado de fibras
musculares a lo largo del pie. La segunda es una capa de tejido muscular circular, més externa
y gruesa, que presenta las fibras dispuestas transversalmente a las de la primera. La tercera y
mds externa de las capas musculares observada estd compuesta por una fina red subepitelial de
fibrillas que se insertan bajo los surcos ciliados del epitelio del pie, relacionada probablemente
con movimientos de éste. En la mitad ventral del pie, la primera y segunda capa muscular,
junto con las fibras transversales que cruzan los senos hemocélicos forman un compacto
tejido muscular. Los senos hemocélicos a modo de esqueleto hidrdulico, junto con la
musculatura transversal, longitudinal y circular, son los responsables de los movimientos del
pie. El pie es un érgano que posee numerosas células glandulares, todas en apariencia del
mismo tipo, que se concentran en los dos tercios anteriores de su margen ventral, asociadas a
las acanaladuras ciliadas del epitelio externo y al surco del pie (Figura 4.8 C, 4.11). Esto
indica una probable funcién lubricante del epitelio a la hora del enterramiento del animal en
el sustrato. En la parte posterior las células secretoras se encuentran asociadas a la gldndula y
al conducto del biso, donde encontramos dos tipos diferentes, unas situadas en el centro de la
propia glindula encargadas de secretar el biso, y las que se encuentran a lo largo el conducto,
que igual que las asociadas al epitelio del pie secretan un tipo de mucopolisacdrido 4cido (se

tific de azul parpura con PAS — azul Alcian).

Sistema digestivo

PALPOS LABIALES

Aparecen dos palpos labiales, situados a derecha e izquierda de la boca, cada uno formado por
dos 16bulos superpuestos con forma triangular (Figura 4.12 A, B). Los palpos se encuentran
fusionados en su base a la pared del cuerpo, a la altura donde el manto se une a la pared de la

glindula digestiva, justo en la parte anterior de esta.
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Los palpos derecho ¢ izquierdo se unen entre si mediante el labio, un istmo de tejido
conectivo que se encuentra por encima y por debajo de la abertura de la boca. Los l6bulos
superiores ¢ inferior de los palpos poseen una cara lisa y la otra con seis o siete profundas

acanaladuras paralelas densamente ciliadas con un epitelio de tipo cuboidal simple (Figura

4.12 B, D).

Figura 4.12. Palpos labiales de D. digitaria. A, vista ventral de los palpos donde se aprecian los dos

pares de lébulos abiertos, unidos por los labios, y en su centro la boca. B, vista lateral de los palpos,
aprecidndose uno de los [6bulos desplegado y mostrando la superficie acanalada. C, corte transversal
de los palpos donde se aprecia cémo estos abrazan la hemibranquia. D, corte sagital de la zona de
transicion del epitelio cuboidal simple de los palpos labiales al columnar de la boca. Abreviaturas: dg,

glandula digestiva; gi, branquias; li, labio; lp, palpo labial; mo, boca; p, pie.

Aparece un tenue surco situado en la linea de unién de la base del palpo superior e inferior,

que se prolonga hasta la boca formando el llamado surco oral. Los palpos se proyectan hacia
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delante y hacia abajo, plegdndose de tal manera que enfrentan sus caras acanaladas. El margen
anterior ventral libre de la hemibranquia interna estd abrazado por el par de 16bulos del palpo
(Figura 4.12 A, C), de manera que las particulas transportadas por el canal alimenticio
presente en el borde ventral de la branquia interna son recogidas por aquellos y trasportadas

por el surco oral hasta la boca.

BOCA Y ESOFAGO

La boca se sitta en la parte antero-dorsal de la linea media, en el istmo de tejido que conecta
los palpos labiales derecho e izquierdo, justo tras ¢l musculo aductor anterior. La abertura es
de contorno ovalado con los labios, dos delicadas ldminas (superior e inferior) de tejido
conectivo, cinéndola (Figura 4.12 A). Esta da paso a un eséfago corto (350-500 um aprox.),
ligeramente ascendente y con cierta curvatura, que conecta con la parte antero-dorsal del
estémago y que atraviesa la porcién anterior de la glindula digestiva (Figura 4.13). La boca y

el eséfago poseen un epitelio columnar simple, con su superficie cubierta de abundantes cilios

(Figura 4.13 B, 4.12 D).
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Figura 4.13. Boca y eséfago de D. digitaria. A, vista general en corte sagital de la anatomia de la boca
y el eséfago en su conexidén con la parte antero — dorsal del estémago. B, (recuadro de A), detalle de la
estructura del epitelio columnar del eséfago densamente ciliado, donde se diferencian dos tipos de
células, las ciliadas y las glandulares. Abreviaturas: cc, células ciliadas; ci, cilios; dg, glindula digestiva;

es, esofago; ge, célula glandular; go, génada; lp. Palpos labiales; mo, boca; st, estémago.
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Aparecen dos tipos celulares, uno de células ciliadas y otras glandulares (Figura 4.13 B), que
secretan al eséfago mucosustancias dcidas que se tifien de azul brillante con la tincién de PAS

— azul Alcian. No se aprecia un desarrollo muscular importante bajo el epitelio del eséfago.

ESTOMAGO

El estémago presenta forma cuadrangular en corte sagital, con una capucha dorsal, y en su
parte posterior se estrecha formando una especie de saco. Se sitda en la zona antero dorsal del
cuerpo, inmerso en la gldndula digestiva. Se comunica ventralmente por una amplia abertura

con el intestino descendente, que alberga el saco del estilete cristalino (Figura 4.14).

Figura 4.14. Estémago de D. digitaria. A, corte sagital del estémago donde se aprecia su forma

cuadrangular y puede verse la entrada del eséfago en su parte antero dorsal y la conexién ventral con
el intestino descendente. B, corte transversal del eséfago en el punto de entrada al estémago, debajo
del cual se aprecia el vestibulo y los conductos principales de los diverticulos digestivos. C, corte
transversal de la parte anterior del estémago donde se aprecia la ramificacién de los conductos
principales izquierdo y derecho de los diverticulos digestivos. Abreviaturas: dd, diverticulo digestivo;

dg, glindula digestiva; di, intestino descendente; es, eséfago; e, estilete cristalino; st, estdmago.
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En su pared anterior, bajo la entrada del eséfago, aparece una abertura amplia, a modo de
vestibulo, que posteriormente se divide en dos conductos que se ramifican a izquierda y
derecha penetrando profundamente en la glindula digestiva. Otros dos conductos mds se
abren hacia los diverticulos digestivos, situados en la pared derecha ¢ izquierda del estémago.
Un epitelio columnar ciliado recubre las paredes internas del estémago, que son de espesor
variable, ya que aunque siempre es un epitelio simple, cambia la altura de las células que lo
componen, siendo especialmente altas en la pared posterior y en la salida del estémago al

intestino descendente.
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Figura 4.15. Escudo géstrico de D. digitaria. A, corte sagital del estémago donde se puede apreciar el
escudo gastrico recubriendo sus paredes posterior y ventral, asi como tres de sus dientes. En la zona
dorsal se aprecia la capucha donde se encuentra una de las dreas de seleccién del estémago. B, corte
frontal del estémago a nivel medio — dorsal donde se aprecia cémo el escudo géstrico también tapiza
parte de su pared izquierda, formando el cuarto diente. En Ay B Los tridngulos indican la posicién de
los dientes del escudo géstrico. Abreviaturas: ant (flecha), indica la pared anterior del estémago; dh,
capucha dorsal; di, intestino descendente; es, eséfago; gs, escudo géstrico; post (flecha) indica la pared

posterior del estémago; st, estémago.

El escudo gistrico, bien desarrollado, aparece recubriendo gran parte de la pared izquierda,
posterior y ventral del estémago, a modo de placa quitinosa, con al menos cuatro dientes
formados por engrosamientos de la placa. Se observaron dos dreas de seleccién, la primera
situada en la capucha dorsal, sobre el escudo géstrico, y la segunda en la pared derecha del

estémago, enfrente del escudo géstrico y justo antes de la abertura que comunica el estémago
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con el intestino descendente. El estilete cristalino de D. digitaria es una varilla cilindrica de
aproximadamente 180 pm de didmetro. En seccién transversal da la impresién de estar
formado por capas concéntricas de mucus, donde su nicleo aparece mds denso, observdndose

en las capas exteriores restos de particulas alimenticias (Figuras 4.14 A, 4.16).

Figura 4.16. Saco del estilete cristalino de D. digitaria. A, corte transversal a nivel del intestino

descendente. Se observa como un repliegue del intestino descendente forma el saco del estilete. La
ampliacién de A muestra un detalle del epitelio ciliado del saco del estilete. B, corte frontal del saco
del estilete donde se observa la conexién entre éste y el surco del intestino. C, corte transversal del
estilete cristalino, donde se aprecia su consistencia mucosa. Abreviaturas: dg, glindula digestiva; e,

estilete cristalino; es, eséfago; go, génada; ig, surco intestinal; sa, saco del estilete; st, estémago.

En la mayor parte de los ejemplares estudiados no se pudo observar el estilete cristalino, lo
que hace pensar que se trata de una estructura con poca consistencia, sin llegar a formar una

barra gelificada, que se disolveria ficilmente durante el procesado de la muestra. El estilete se
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halla contenido en un saco del estilete formado por un repliegue a lo largo de la parte
posterior del intestino descendente, con el que se encuentra comunicado a lo largo de su
borde anterior, de manera que no llega a formarse una cavidad cerrada independiente del
tubo digestivo (Figura 4.16). El saco del estilete presenta un epitelio densamente ciliado de
células columnares especialmente altas (70 a 100 pm), similar al observado en la parte
superior del intestino descendente. Aunque no se ha observado directamente en D. digitaria,
el estilete presumiblemente realiza un movimiento giratorio y de arriba abajo generado por
los cilios del saco del estilete, haciendo que choque su parte distal con el escudo géstrico, por
lo que presenta un cierto 4ngulo de curvatura. Este es el funcionamiento habitual descrito en

aquellos bivalvos que poseen este tipo de estructura.

GLANDULA DIGESTIVA

También llamada hepatopdncreas, la glindula digestiva es un érgano voluminoso y aparente
situado en la zona anterodorsal del animal, tras los palpos labiales (Figura 4.9). Posee un
color pardo o verdoso oscuro en los ¢jemplares vivos, pudiéndose encontrar parcialmente
cubierta por la branquia interna (Figura 4.1). Es una gldndula bilateral que se sitda abrazando
el eséfago y el estémago. Estd formada por un intrincado conjunto de conductos (diverticulos
digestivos) ramificados que terminan en pequefos ciegos o dcinos (Figura 4.14 B, C). La

glindula digestiva se encuentra surcada por algunos paquetes musculares.

Figura 4.17. Diverticulos digestivos de D. digitaria. El asterisco (*) sefnala un esporangio

probablemente de Marteilia sp. A, detalle del epitelio columnar ciliado que presentan los conductos
principales de los diverticulos digestivos. B, detalle del epitelio columnar ciliado que presente en los
4cinos de la glindula digestiva, muy similar al de los conductos principales. Abreviaturas: ac, 4cino;

pd, diverticulo principal.
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Cuando la génada del animal se encuentra madura, y su volumen aumenta
considerablemente, se observa una infiltracién de los foliculos gonadales en la propia
glindula. El conducto principal se abre bajo la entrada del eséfago al estémago en forma de
surco transversal, que se divide muy pronto en dos conductos izquierdo y derecho que a su
vez se ramifican enormemente dando lugar a los diverticulos digestivos, terminando en
pequenias cdmaras ciegas (Figura 4.14, B, C). El epitelio de estos conductos es de tipo
columnar ciliado, donde las células poseen el nicleo en su base y presentan numerosas
inclusiones citoplasmdticas. En el epitelio que recubre los ciegos se ha observado también un
solo tipo de células ciliadas, altas, con el nidcleo en su base y numerosas inclusiones
citoplasmdticas (Figura 4.17). No se aprecian otro tipo de células referidas en esta clase de

epitelio en Saleuddin 1965, como las llamadas cripticas o las infrecuentes células flageladas.

INTESTINO

El intestino comienza en la parte medio-ventral del estémago, es un conducto poco
intrincado dividiéndose en tres porciones: intestino descendente o géstrico, ascendente o
intestino medio y posterior o recto (Figura 4.18). Excepto el recto, las otras dos porciones del

conducto intestinal se encuentran inmersas en el tejido gonadal.

Figura 4.18. Hembra de D. digitaria a la que se le ha retirado la mayor parte de los gametos para
hacer visible el recorrido del sistema digestivo. Los palpos labiales, el estémago y las partes del
intestino que no son claramente diferenciables se han marcado conuna linea blanca discontinua. Las
flechas blancas indican el sentido de avance del alimento y la salida por el ano de las heces.
Abreviaturas: aam, musculo aductor anterior; ai, intestino ascendente; an, ano; dg, glindula digestiva;
di, intestino descendente; es, eséfago; Ip, palpos labiales; p, pie; pam, musculo aductor posterior; re,
recto.
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El intestino descendente es un conducto ancho en su parte superior que se va estrechando a
modo de embudo a medida que baja. Se encuentra situado mds préximo a la pared izquierda
del animal, de tal manera que en su parte distal se curva hacia delante y describe una arco
hacia la derecha para comenzar a subir de forma abrupta (intestino ascendente) hasta la zona
dorsal del bivalvo, justo detrds de los rifiones, sin describir ningtn otro giro o vuelta en su

recorrido.

Figura 4.19. Detalle del epitelio de diferentes porciones del sistema digestivo. A, epitelio columnar

con numerosas inclusiones presente en la pared del estémago bajo el escudo gistrico. B, epitelio
columnar densamente ciliado del intestino descendente de la zona del saco del estilete. C, epitelio
columnar ciliado del intestino ascendente. D, corte transversal del recto donde se aprecia el epitelio

columnar ciliado con acusados repliegues. Abreviaturas: gs, escudo gdstrico; lu, lumen.
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Llegado a este punto el intestino (recto) gira hacia la parte posterior, y desciende ligeramente
pasando por encima de los rifiones y atravesando el pericardio y el corazén a nivel del
ventriculo. Llegado al musculo aductor posterior, lo rodea dorsalmente para desembocar bajo

él por el ano en la cavidad paleal por encima de la abertura exhalante del borde del manto.

Todo el recorrido intestinal presenta el mismo tipo de epitelio, columnar simple ciliado
(Figura 4.19 B, C, D), por lo que la diferenciacién de las tres zonas responde en este caso a su
posicién en la masa visceral. A lo largo del intestino se aprecia un tipo de célula que secreta a
su luz una sustancia granular que se tifie intensamente de morado con hematoxilina — VOF.
No se aprecian fibras musculares especialmente desarrolladas asociadas a la membrana basal
del epitelio. La regién del recto presenta un epitelio con acusados repliegues y cilios més
largos que el resto del intestino (Figura 4.19 D), lo que serviria para crear una fuerte corriente

en direccién al ano, con el objetivo de expulsar las heces.

Sistema excretor

El sistema excretor en bivalvos estd formado por la glindula pericdrdica y por los rifiones, no
obstante las branquias pueden ejercer cierta funcién excretora, sobre todo si la glindula

pericdrdica no estd presente, como ocurre en algunas especies de bivalvos.

En el caso de D. digitaria el rifdén se sitia debajo de la regién pericdrdica, delante del
musculo aductor posterior (Figura 4.20 A) e intimamente asociado a las branquias,
fusiondndose con la lamela externa de la branquia interna y la lamela interna de la branquia
externa (Figura 4.6, 4.20 C). No se diferencia una glandula pericirdica adosada a esa regién o
a las auriculas, que pueda diferenciarse del tejido nefridial. El rindén presenta dos 16bulos,
izquierdo y derecho, que se unen en su parte posterior bajo el espacio pericdrdico por el
pasaje inter-nefridial, presentando una forma en corte transversal de silla de montar (Figura
4.20 B). La zona dorsal del riidn aparece adosada a las paredes ventrales de las auriculas,
aprecidndose cierta infiltracién en la zona medio ventral del pericardio (Figura 4.20 B),
siendo esta infiltracién el Gnico tejido observado que podria identificarse con una posible

glandula pericdrdica.

El tejido nefridial posee un aspecto esponjoso, formado por numerosos conductos y tibulos

renales muy enrollados cuyas células epiteliales presentan grandes vacuolas (Figura 4.20 C).
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Ambos lébulos conectan con el espacio pericdrdico mediante el conducto reno — pericdrdico
y un conducto renal los comunica con el exterior, en la zona inter-branquial denominada

vestibulo reno — gonadal (Figura 4.20 B).

Figura 4.20. Sistema excretor de D. digitaria. A, corte sagital donde se observa la posicién del rinén

en el animal, delante del musculo aductor posterior, bajo la regién pericirdica y asociado a la
branquia. B, corte transversal del drea reno — pericdrdica, donde se distinguen los dos Iébulos del
rifién unidos bajo el pericardio por el pasaje internefridial. C, (recuadro de A) detalle de la estructura
del rindén. D, (recuadro de A) detalle de la asociacién intima entre el tejido renal y la branquia.
Abreviaturas: au, auricula; gi, branquia; ip, pasaje internefridial; k, rindn; pc, pericardio; re, recto; rgv,

vestibulo reno — gonadal; rp, conducto reno — pericdrdico; rt, tibulo renal; ve, ventriculo.
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Sistema reproductor

El sistema reproductor observado en D. digitaria posee una anatomia similar al de la
generalidad de bivalvos, en cuanto a que es un sistema extremadamente sencillo, donde
existen en principio dos génadas pareadas pero que estdn tan intimamente unidas que no es

posible diferenciarlas.

Las génadas de D. digitaria se observan como un Gnico 6rgano, a modo de saco que se sittia
en la porcién media dorsal, ocupando gran parte de la masa visceral (Figura 4.9). A medida
que la génada aumenta de volumen durante ¢l proceso de maduracién de sus gametos va
ocupando mds espacio visceral, hasta infiltrarse entre la glindula digestiva e invadir la zona
dorsal del pie. En el sentido antero — posterior llega a ocupar desde la parte anterior de la
gldndula digestiva hasta el muasculo aductor posterior. Externamente las génadas masculina y
femenina sélo son diferenciables cuando han alcanzado cierto grado de madurez, pudiéndose
distinguir en las hembras, al retirar ¢l manto, una génada de color amarillo y unos grandes
6vulos dentro del tejido gonadal translicido. En los machos maduros la génada es de un

color crema claro y de aspecto compacto.
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Figura 4.21. Gametos en diferentes estados de desarrollo en los foliculos de D. digitaria. A, foliculos
de una génada femenina donde se observan évulos maduros y oogonias compartiendo espacio. B,
foliculos de una génada masculina donde se aprecian los espermatozoides en el centro rodeados de
espermatogonias en diferentes estados de maduracién. Abreviaturas: og, oogonia; ov, évulo maduro;

sg, espermatogonia; sz, espermatozoide.
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La génada posee una estructura interna que recuerda a la de una granada, formada por
multitud de foliculos dentro de los cuales se desarrollan los gametos. Los foliculos se separan
del resto por unas paredes que varfan en grosor en funcién del estado de desarrollo de la
génada, haciéndose cada vez mds estrechas conforme ésta madura, hasta ¢l momento en el

que se rompen y se produce la liberacién de los gametos.

En ambos sexos se observan adosadas a las paredes foliculares células gametogénicas en
diferentes estados de desarrollo o maduracién (Figura 4.21). Asf se distinguen en hembras y
machos respectivamente ovogonias y espermatogonias, ovocitos y espermatocitos, y évulos y
espermatozoides en un mismo foliculo. Se disponen a modo de capas concéntricas, con las
células gaméticas menos desarrolladas pegadas a las paredes foliculares, y las ya maduras en el

centro, preparadas para su liberacién en el momento de la puesta.

No se ha observado una red de conductos principales y secundarios que lleven a los gametos a
la hora de la emisién hasta el gonoporo, como ocurre de manera frecuente en otras especies
de bivalvos, sino que la rotura de las paredes foliculares permite la formacién de canales a
través de los foliculos por los que los gametos discurren hasta que un tnico conducto en cada

génada los recoge y dirige hacia el exterior.

La génada posee dos gonoporos situados en la parte posterior del animal que se abren al
espacio interlamelar de la hemibranquia interna, justo bajo el rinén (vestibulo reno —
gonadal). En las hembras el conducto que lleva los évulos al exterior es relativamente corto y
parte de la zona dorsal de la génada femenina, sin embargo este conducto en los machos es
mucho més largo, de manera que se interna en la génada en su porcién dorsal con un dngulo
ascendente, para luego bajar hasta la porcién ventral donde recoge los espermatozoides. En
torno al conducto gonadal de los machos se ha observado una desarrollada capa muscular
subepitelial, que podria estar relacionada con el transporte de los gametos a través de este
largo conducto. La porcidn inicial del conducto posee un epitelio con abundantes repliegues
longitudinales densamente ciliados, asi como células secretoras que producen un tipo de
mucosustancia que facilita el paso de los gametos a través del conducto y que aglutina a los
espermatozoides. En el caso de los machos, los gametos son liberados directamente a la
cavidad paleal, en la zona de la abertura exhalante. Sin embargo en las hembras, la parte

posterior de las hemibranquias forman un canal a modo de conducto genital por el que los
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évulos maduros discurren hasta la cavidad paleal en un corto trayecto durante el cual pueden
ser fecundados, como se explica en el capitulo cuatro del presente trabajo, dedicado a la

reproduccién y crecimiento de D. digitaria.

GAMETOS FEMENINOS

Las paredes foliculares de la génada femenina de D. digitaria disminuyen de espesor a medida
que avanza la maduracién de los gametos. Los 6vulos, que llegan a ser de gran tamano con
valores de hasta 690 um de perimetro (ca. 220 um de didmetro), se encuentran unidos a la
pared folicular por un estrecho tallo, que llamaremos “nutricio”, que surge de la propia pared
y atraviesa las capas externas del évulo para conectarse con su citoplasma. Es habitual
observar como a través del tallo nutricio pasa material en forma de pequenas esferas desde la
pared folicular hasta el citoplasma, donde a medida que madura el évulo, se acumulan en
forma de vitelo rodeando al nucleo celular (Figura 4.22). Las esferas que componen ¢l vitelo,
que se tifien de diferentes tonalidades ptrpura y rojo con hematoxilina — VOEF, se forman

aparentemente en la porcién de pared folicular a la que se encuentra unido el évulo.

El évulo de D. digitaria presenta una gruesa membrana vitelinica, que estd formada por tres
capas, una capa intermedia gruesa de unos 8 pm, que se tifie fuertemente de ptrpura con
hematoxilina — VOF, flanqueada por una capa externa de color azul — morado, a modo de
recubrimiento mucoso de aproximadamente 1 pm, y finalmente una capa interna de 2 pm

aproximadamente que adquiere un tomo azul brillante (Figura 4.22).

Asi, el conjunto de la membrana vitelina supera los 10 pm de espesor, aunque en ciertos
ejemplares donde la génada estd especialmente bien conservada se ha observado lo que podria
ser una envuelta extra, a modo de fina pelicula que deja un amplio espacio con la membrana
vitelinica, de entre 30 y 50 um (Figura 4.22 C). No obstante, y aunque una cubierta
semejante ha sido descrita para otras especies de astdrtidos, es dificil de identificar en el

material fijado y no tenemos evidencias contundentes de su existencia en D. digitaria.

GAMETOS MASCULINOS
Los espermatozoides de D. digitaria son alargados y de gran tamafio, con una longitud desde
la punta del acrosoma hasta la base de la pieza media que se aproxima a las 20 pm (Figura 4.

23). El acrosoma es muy patente, observandose una vesicula alargada, de 1,3 pm de longitud

113



Capitulo 4

aproximadamente, que se estrecha desde su base hacia el 4pice, en forma cénica con la punta

redondeada e invaginada en toda su longitud.

Figura 4.22. Ovulo de D. digitaria. A, imagen de SEM de un évulo seccionado donde se pueden

apreciar las tres capas que componen la membrana vitelinica. B, imagen de SEM del exterior de un
évulo donde se aprecia el filamento nutricio y las dos capas mds externas de la membrana vitelinica.
C, imagen de 6évulos en los foliculos donde puede verse una membrana adicional que los envuelve
(flechas), formando una tedrica cuarta capa. D, detalle de la seccién de un évulo llendndose de vitelo
desde la pared folicular a través del filamento nutricio. Abreviaturas: L1, capa de recubrimiento
mucoso de la membrana vitelinica; L2, capa intermedia de la membrana vitelinica; L3, capa interna

de la membrana vitelinica; n, ndcleo; nc, nucléolo; ns, tallo nutricio; OV, évulo; vi, vitelo.

En su base, la vesicula acrosémica presenta un didmetro aproximado de 0,3 pum, y poco mds
de 0,1 um en su dpice. El contenido de la vesicula se observa a TEM como un material denso

y homogéneo rodeado de una membrana.
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Figura 4.23. Espermatozoide de D. digitaria. A, Imagen de SEM de los espermatozoides. B, imagen

de TEM de un espermatozoide en corte sagital. C, nicleo de los espermatozoides en corte transversal.
D, Detalle del complejo acrosémico y del dpice del niicleo. E, detalle del dpice de la vesicula
acrosémica. F, detalle de la pieza media, flagelo y base del nucleo. G, corte transversal del complejo
mitocondrial de la pieza media mostrando las siete mitocondrias y la raiz en el centro. También se
observa un corte transversal de la vesicula acrosémica con el ¢je axial y de un flagelo con estructura
9+2. H, fibras satelitales en la base del centriolo distal. J, fibras satelitales uniendo el centriolo distal al
annulus. J, corte transversal de las piezas medias a nivel del complejo mitocondrial donde se observa
que habitualmente estdn formados por siete mitocondrias. Abreviaturas: an, annulus; ar, eje axial; av,
vesicula acrosémica; dc, centriolo distal; f, flagelo; mi, mitocondria; n, ntcleo; r, raiz; sf, fibras

satelitales.

115



Capitulo 4

La invaginacién de la vesicula se encuentra rellena de material subacrosémico, en el que se
aprecia un ¢je axial de 1 pm de longitud, que se inserta en una invaginacién poco profunda
del dpice del ntcleo del espermatozoide. Este eje posee un didmetro méximo de 0,1 pum al

nivel de la abertura de la invaginacién de la vesicula acrosémica (Figura 4.23 D).

El ntcleo, de forma cénica truncada, es alargado y alcanza unos 17 um de altura. En la base
presenta un didmetro de 1,2 um, que va estrechdndose hacia su extremo apical donde mide
0,3 pm. Observado bajo TEM el contenido del nicleo es muy denso y homogéneo, excepto

por la presencia de pequefas lagunas que no reflejan los electrones (Figura 4.23 B, C, F).

En la base del nicleo aparece la picza media de 1,5 pm de didmetro y 0,6 um de alto,
formada por un complejo de 7 mitocondrias en torno a un eje o raiz longitudinal, denso, que
se continda con el centriolo distal, que a su vez acttia de cuerpo basal para el axonema flagelar
(Figura 4.23 F). El centriolo distal se encuentra conectado mediante una formacién de nueve
fibras satelitales con el annulus, que a su vez estd unido directamente a la membrana de la
zona posterior del complejo mitocondrial (Figura 4.23 H, I). El flagelo, en corte transversal
muestra la estructura propia de los flagelos eucariotas, con nueve pares de microtibulos

periféricos y un par central (9+2), y rodedndolos se aprecia la membrana ciliar (Figura 4.23

G).

Sistema circulatorio

Se observa un sistema circulatorio abierto y simple, conforme al patrén general de los
bivalvos. La cavidad pericdrdica se sitGa en la regién postero-dorsal, antes del musculo
aductor posterior y sobre el rinén. Con forma de uso, posee un epitelio simple, delgado y
translicido. La cavidad pericdrdica contiene el corazén y es atravesada en su ¢je antero —
posterior por el recto. El corazén costa de un ventriculo alargado de seccién circular
atravesado por el recto, y posee un fino epitelio de tipo simple. A ambos lados del ventriculo
encontramos dos aurfculas que limitan con el tejido renal (Figura 4.20 B). Del corazén salen
dos cortos vasos sanguineos, uno anterior y otro posterior, siendo la red de vasos sanguineos
muy difusa, componiéndose en realidad por una serie de senos hemocélicos que inundan los
diferentes tejidos del animal, que se hacen muy patentes en érganos como el pie y los lébulos

del manto. Este sistema de senos hemocélicos, a modo de esqueleto hidrdulico, le confieren a
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esos organos del bivalvo la capacidad de deformacién de los tejidos, que le permiten realizar

una amplia gama de movimientos.
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Figura 4.24. Seccién transversal del borde del manto donde se puede observar la enorme capacidad de
deformacién del 16bulo externo como consecuencia de la inyeccién de hemolinfa en los senos
hemocélicos. Los asteriscos (*) marcan algunos de los senos que pueden apreciarse en la seccidn.

Abreviaturas: if, l6bulo interno; mf, 16bulo medio; of, 16bulo externo.

Sistema nervioso

El sistema nervioso de D. digitaria es de tipo hiponeuro, formado por pares de ganglios y
cordones nerviosos que los interconectan, sin rasgos de metamerfa que serfa una caracteristica
de los moluscos més primitivos. Se pueden observar los tres desarrollos ganglionares
habituales en moluscos, el ganglio cerebro-pleural, el visceral y el pedal (Figura 4.25). El
ganglio cerebro-pleural estd formado por dos ndédulos situados sobre ambos lébulos de los
palpos labiales, y que se conectan por encima del eséfago mediante la comisura dorsal. De
este ganglio parte un cordén que inerva el masculo aductor anterior (Figura 4. 25 A — B). Los
dos ganglios viscerales se encuentran fusionados y se sitan debajo del rifién, justo por
delante del misculo aductor posterior. Presentan una forma de silla de montar en corte

transversal, prolongdndose y entrando en contacto con las hemibranquias (Figura 4.25 D).
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Figura 4.25. Ganglios del sistema nervioso de D. digitaria. A, corte frontal del ganglio cerebro pleural.
El recuadro indica la situacién del segundo nédulo y el asterisco (*) la comisura dorsal. B, corte sagital
del ganglio cerebro pleural. El asterisco (*) marca la inervacién del masculo aductor anterior. C — D,
seccién sagital y transversal respectivamente del ganglio visceral. El asterisco (*) en C marca la salida
del nervio que conecta con el ganglio cerebro pleural. E — F, seccién sagital y transversal
respectivamente del ganglio pedal. Abreviaturas: aam, musculo aductor anterior; cg, ganglio cerebro
pleural; dg, glindula digestiva; es, eséfago; gi, branquias; go, génada; k, rindn; lp, palpo labial; P, pie;
pam; musculo aductor posterior; pg, ganglio pedal; prm, musculo retractor posterior; r, recto; vg,

ganglio visceral.
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Del ganglio visceral parte un cordén nervioso que conecta con el ganglio cerebro-pleural
(Figura 4.25 C). El ganglio pedal formado por dos nédulos fusionados, se sittia en la regién

postero-dorsal del pie, entre el tejido muscular del mismo y el tejido gonadal (Figura 4.25 E —

F).

Parasitos

Los epibiontes se concentran en la superficie exterior de la concha (Figura 4.26), mientras
que los pardsitos lo hacen en determinados 6rganos y tejidos de las partes blandas del animal,
como son la glindula digestiva, las branquias, la génada, los musculos e incluso el rinén. En
el drea postero-dorsal de la concha, asociados a la zona de las aberturas inhalante y exhalante
de D. digitaria se observaron colonias del hidrozoo Monobrachium parasitum. Este hidrozoo
es un epibionte habitual en los ejemplares del bivalvo, presentando una frecuencia del 96,4 %
(Figura 4.26 A). También en la concha, mediante microscopia éptica se observé en cortes
histolégicos de ejemplares descalcificados la presencia de diversos epibiontes alojados entre los
valles intercostales, cubiertos por una pelicula de cardcter mucoso (Figura 4.26 F).
Observaciones con TEM y SEM revelaron la existencia ocasional de colonias de hidrozoos de
una especie no identificada en la zona intercostal en el borde de la concha, asi como algin

ejemplar de protozoo ciliado del Orden Peritricha (Figura 4.26 B D).

Otro de los pardsitos que se observaron con mds frecuencia en D. digitaria fue un protozoo
del género Marteilia sp., que estuvo presente en diferentes estados de desarrollo (células
iniciales y preesporangios) parasitando masivamente la glindula digestiva, aunque también se
detectd en las células epiteliales del estémago, del intestino y del rindn (Figura 4.26). En la
glindula digestiva se encontré una frecuencia de parasitacién del 100 %, apareciendo esporas
con cuerpos refringentes de entre 3 — 10 um de didmetro y agregados de esporas en el interior

de las células epiteliales de los diverticulos digestivos.

En la génada de D. digitaria se observaron esporocistos y larvas (cercarfas y redias) de un
trematodo digeneo perteneciente a la familia Bucephalidae (Figura 4.28). Las larvas cercarias
aparecieron en todas las estaciones del afio, parasitando tanto las génadas de las hembras
como las de los machos. La parasitacién de este trematodo ocasiona dafios en el tejido

gametogénico del bivalvo, provocando la degeneracién de évulos y espermatozoides, y en
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casos donde la parasitacién es extrema se ha observado que provoca la castracién total de la
génada (Figura 4.28 A). De los 732 ejemplares estudiados, 26 tenian la génada infectada en

mayor o menor grado, lo que supone un 3,6 % de morbilidad en la poblacién.

Figura 4.26. Parésitos de la concha en D. digitaria. A, colonia del hidrozoo Monobrachium parasitium

sobre la parte posterior de la concha. B, imagen de SEM de las zonas intercostales colmatadas de
material mucoso y llenas de epibiontes. C, Protozoo ciliado del Orden Peritricha en al borde de la
valva. D, colonia de hidrozoos creciendo en el espacio intercostal de la concha. E, Imagen de SEM de
bacterias llenando un alveolo del periostraco. F, corte transversal de la zona intercostal donde se
observan diversos epibiontes inmersos en un material aparentemente mucoso. G, imagen de TEM del
corte transversal de un alveolo lleno de bacterias encapsuladas. Abreviaturas: b, bacteria; P,

periostraco; ri, costilla.
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Figura 4.27. Esporas del protozoo Marteilia sp. infectando diferentes 6rganos de D. digitaria. A'y B,

esporas en las células epiteliales de la gldndula digestiva, donde pueden provocar grandes alteraciones
en las células, llegando a colapsar y destruir los dcinos. C, esporas infectando las células de los tiibulos
renales. D, esporas infiltrdindose en la pared del estdmago. Las flechas sefialan a las esporas de

Marteilia sp. Abreviaturas: ac, 4cino; rt, tibulo renal; st, estémago.

También se observaron quistes de metacercaria en la musculatura del pie asi como del

musculo retractor anterior detrds de los ganglios cerebro-pleurales (Figura 4.28 C, D).

El érgano diana que més diversidad de pardsitos presenté fue la branquia (figura 4.29), donde
se pudieron encontrar protistas ciliados (Phylum Ciliophora), colonias intracelulares de
protistas semejantes a las del género Rickettsia, que en D. digitaria parecen crear

desorganizacién del tejido branquial, y platelmintos de la Clase Rhabditophora, entre ellos
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Figura 4.28. Trematodo de la familia Bucephalidae infectando diversos tejidos de D. digitaria. A,
presencia masiva de esporocistos (flechas pequenas) en la génada, causando su préctica castracién. La
flecha grande senala algunos évulos. B, detalle de cercarfas en la génada (flechas) y de algunas redias
(*). Cy D, quiste de metacercaria en el musculo del pie y el retractor anterior, respectivamente. E,
larva redia (*) en la glandula digestiva. F, aspecto de una larva cercaria. Abreviaturas: dg, gléindula

digestiva; mo, boca; mra, musculo retractor anterior; P, pie.
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Figura 4.29. Pardsitos presentes en las branquias de D. digitaria. A, Posibles Rickettsias en branquias.

B, protista del Phylum Ciliophora. C, ejemplar adulto de platelminto (*¥) en la cavidad paleal, alojado
entre las branquias y el musculo aductor anterior. D — E, seccién transversal de platelmintos (*) entre

las branquias del molusco. Abreviaturas: aam, musculo aductor anterior; gi, branquias.

probablemente Urastoma cyprinae, que es un pardsito habitual de las branquias de multitud

de especies de moluscos bivalvos.

Un platelminto adulto sin identificar fue encontrado alojado en la cavidad paleal, entre las

branquias y el musculo aductor anterior (Figura 4.29 C).
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Simbiontes

Durante el estudio de formacién del periostraco, y en particular de los alveolos caracteristicos
del mismo, mediante observaciones en TEM y SEM se detectd la presencia de bacterias en los
alveolos (Figura 4.26 E, G; 4.30 E), las cuales parecian ser transmitidas desde el 16bulo medio
a lo largo del surco periostracal. Bajo lupa llama la atencién el color verde refringente que

adquiere el [6bulo medio del manto (Figura 4.30 A).

Con el fin de identificar dichas bacterias se realizé un cultivo microbiolégico del periostraco
del bivalvo en los medios MN y ASN III como se describe en el apartado de Material y
Método del presente capitulo. Se aislaron en cultivo puro al menos siete tipos diferentes de
colonias bacterianas, de las cuales solamente la denominada T1Bg/9, presenté el mismo tipo
de refringencia observada en el borde del manto de D. digitaria (Figura 4.30 B — D). Estos
cultivos bacterianos se prepararon en tubos inclinados y se enviaron Depto. de Microbiologia
de la Universidad de Granada con el objetivo de secuenciarlos para intentar identificar de qué
especie de bacteria se trataba. Desafortunadamente, una averia del frigorifico que conservaba
las muestras pendientes de secuenciar, provocd que todas las muestras disponibles quedaran

inservibles.

De forma paralela, en cortes histolégicos y de TEM se ha podido identificar la presencia de
bacterias en los senos hemocélicos del borde del manto, por lo que es légico pensar en un
posible mecanismo de “siembra” de bacterias por ¢l 16bulo medio en los alveolos del

periostraco.

Los andlisis preliminares de la proporcién d13C/ d180 llevados a cabo en el Centro de
Instrumentacién Cientifica de la Universidad de Granada, en conchas de D. digitaria
realizados con el fin de comprobar la existencia de una influencia bacteriana en el proceso de

calcificacién durante la formacién de la concha fueron negativos (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Proporcién de los isétopos d13C y d18O en las once muestras de D. digitaria analizadas

para comprobar la influencia bacteriana en la formacién de la concha.

Muestra
Proporcién isotépica 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
d13C corr 1,241 0,994 0,61 1,703 1,126 1,153 0,795 1,14 -0,282 0,658 1,095
d180 corr 2,037 2,385 2,467 2,497 1,967 2,348 2,209 2,269 2,536 2,18 2,383

124



Anatomia y parésitos

Mediante microscopia éptica en cortes semifinos y mediante TEM también se ha detectado
la presencia de bacteriocitos en el epitelio folicular de la génada femenina y en bacteriocitos
adyacentes a foliculos testiculares (Figura 4.31), pero no dentro de los foliculos ni en los

espermatozoides.

Figura 4.30. Bacteria simbionte de D. digitaria. A, ejemplar vivo de D. digitaria donde puede

observarse la refringencia del manto provocada por las bacterias. El recuadro es una ampliacién del
borde del manto. B — D colonia de bacterias del tipo T1Bg/9 que presenta el mismo tipo de
refringencia que el observado en el borde del manto del bivalvo. E, corte transversal de un alveolo del

periostraco repleto de bacterias. Abreviaturas: b, bacteria; P, periostraco.

La presencia de bacterias en la pared folicular de génadas femeninas en el drea donde el

filamento nutricio permite pasar el material que formard el vitelo del évulo apunta a una via
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por la que estas bacterias simbiontes podrian penetrar en los gametos femeninos (Figura 4.31
D). Igualmente se han observado presencia de bacterias en el interior de algunas células

branquiales (Figura 4.32).

Figura 4.31.Bacterias simbiontes de D. digitaria en la génada. A, bacteriocito en la génada femenina,

en los espacios interfoliculares. B, bacteriocito en la génada masculina al lado de un foliculo con
espermatozoides. C, detalle de las bacterias dentro del bacteriocito. D, bacterias en la pared folicular
de una génada femenina en el drea del filamento nutricio donde el évulo adquiere el material con el
que forma el vitelo. La flecha indica la posible entrada de las bacterias al évulo a través del filamento

nutricio. Abreviaturas: bc, bacteriocito; n, ntcleo; ns, filamento nutricio; OV, évulo.

En el presente estudio no se ha podido confirmar si la bacteria observada en el borde del

manto, el periostraco y la génada son la misma especie. De ser asi, y por el hecho de
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encontrarse en las génadas, se tratarfa de una transmisién vertical de las bacterias desde la
hembra a su descendencia. Esta especie de bacteria se encuentra actualmente en estudio, con
el objetivo de ser identificada y comprender la relacién simbidtica existente entre bivalvo y
bacteria. Actualmente hay muestras de manto, branquias y génada femenina en la
Universidad de Nuevo México (EEUU) a cargo de la Dra. Nishiguchi, que ha realizado
estudios sobre la bioluminiscencia del cefalépodo Euprymna scolopes. El objetivo es la
extraccién y secuenciacién de las bacterias, con el fin de comprobar si existe alguna relacién

con la refringencia que presenta el borde del manto.

Figura 4.32.Bacteria simbionte de D. digitaria en las branquias. A, Bacterias aisladas en el tejido

branquial (flechas). B, bacteriocito en el tejido branquial de apariencia similar al encontrado en las

génadas. Abreviaturas: bc, bacteriocito; ci, cilios; n, nicleo.

DISCUSION

Anatomia

Aunque existen pocas referencias a la anatomia de la familia Astartidae, la organizacién
general de los érganos y sistemas en D. digitaria coincide con la descripcién anatémica
funcional dada por Saleuddin (1965) para el género Astarte, que por otro lado define a la
familia Astartidaec y la diferencia de otros grupos de eulamelibranquios. Las diferencias

halladas responden a ciertos caracteres morfoldgicos e histolégicos del manto, la estructura de
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las branquias o la tipologfa celular del epitelio de los diverticulos digestivos (Saleuddin 1965).
El manto en el género Astarte posee en su margen ventral libre los tres 16bulos tipicos en
bivalvos, de los que segtin Saleuddin (1965) es el 16bulo interno el que presenta una funcién
sensorial, observdndose una banda de ciliatura marginal no vibrétil, y aunque el 16bulo medio
es el que habitualmente posee una funcién sensorial en otros bivalvos, en el de Aszarte no ha
sido identificada ninguna estructura a tal efecto. En el caso de D. digitaria, como ocurre en
Astarte, aparece la banda de cilios en el 16bulo interno del manto, no obstante también han
sido identificadas estructuras ciliares en el I6bulo medio del manto (tipicamente sensorial en

bivalvos) con funcidn sensorial, de tipo aparentemente mecanorreceptor.

En lo que se refiere a la estructura ciliada de tipo eulamelibranquio que presentan los
ctenidios, se ha encontrado una alta similitud con la descrita por Saleuddin (1965) para
Astarte sulcata, aunque en el caso de D. digitaria, mediante microscopia 6ptica no se ha
apreciado la presencia de cilios prolatero — frontales, y la posicién abfrontal de las células
glandulares en los filamentos branquiales es diferente. No obstante, no se descarta que un
estudio detallado de la ultraestructura que componen los filamentos branquiales pudiera

revelar la presencia de cilios prolatero — frontales.

El sistema digestivo posee algunas diferencias respecto al de Astarte, como la presencia de un
surco menos en los palpos labiales o la existencia de células secretoras en el epitelio del
eséfago de D. digitaria. La musculatura subepitelial poco desarrollada en el eséfago asi como
la asociada a la l[dmina basal del tubo digestivo es habitual en los eulamelibranquios (Ciocco
& Barén1998), coincidiendo con lo observado en el presente trabajo, no obstante, Saleuddin
en su estudio anatémico para el género Astarte encuentra una musculatura bien desarrollada
asociada al es6fago e intestino. El estémago retne ciertas caracteristicas que lo enmarcan en la
descripcién de Purchon (1958) para el estémago tipo IV, que es también el descrito para la
familia Crassatellidac. No obstante, la descripcién de Purchon (1958) para el estémago de
Astartidae, basado en ejemplares de Astarte sulcata, difiere de las observaciones realizadas en
D. digitaria en cuanto al niimero y posicién de los orificios de los diverticulos digestivos. En
referencia a los tipos celulares que forman el epitelio de los diverticulos digestivos, no se
pudieron apreciar dos de los tres tipos celulares que describe Saleuddin (1965), pero es muy

probable que sea debido al alto grado de parasitacién por Marteilia sp. que sufre D. digitaria
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en las células de su glindula digestiva, que provoca alteraciones morfoldgicas y llega a destruir
las células completamente, lo que dificulta discernir si la morfologia y la composicién celular
epitelial responden a la estructura original de la gléndula o si por el contrario son debidas a
alteraciones provocadas por el pardsito. En el estémago de D. digitaria, aunque existe un
escudo géstrico bien desarrollado, el estilete cristalino que ha podido observarse, muestra una
consistencia mas mucosa que gelatinosa, de manera que parece acercarse mas a un protostilo
que a un verdadero estilete cristalino como el que se describe para el género Astarte
(Saleuddin 1965). El cardcter mucoso del estilo junto con el hecho de que el saco del estilo se
encuentra unido al intestino descendente, sin formar una cavidad independiente, son

caracteres morfoldégicos propios de bivalvos basales.

De las tres familias con un parentesco mds préximo a la de D. digitaria, sélo algunas especies
de la familia Carditidae, como Carditamera affinis, presentan biso (Gonzdlez & Giribet
2012). Para la familia Astartidae, Saleuddin menciona la existencia de una gléndula del biso
bien desarrollada en Astarte, aunque no observé ningin tipo de secrecién o filamento en los
cjemplares estudiados, ni siquiera en algunos de pequena talla (4 mm de longitud). Sin
embargo, en D. digitaria, se ha constatado que ademds de aparecer una glindula del biso bien
desarrollada, el filamento estd presente en las formas adultas de esta especie. Aunque la
composicién del filamento no ha sido estudiada en el presente trabajo, se conoce para otras
especies como Mytilus edulis, donde estd formado a partir de las secreciones de diferentes
glindulas del pié, que consisten principalmente en sustancias parecidas al coldgeno, que se
mezclan con 3-proteinas y son curtidas por quinonas bajo la actividad de la enzima polifenol-
oxidasa (Lane & Nott 1975). En determinadas especics, esta estructura estd presente a lo
largo de toda la vida del animal, como ocurre en los mitilidos, en otras solo se mantiene
durante la etapa juvenil para desaparecer cuando el ejemplar es adulto (Caddy 1972,
Sigurdsson ez al. 1976). El biso es una estructura fibrosa que ofrece un firme sistema de
sujecién al bivalvo al sustrato en sistemas de alta energia, presentando una fuerza de traccién
de aproximadamente 10* N . m?, lo que permite soportar severas condiciones durante
tormentas invernales (Smeathers & Vincent 1979). El hecho de que D. digitaria presente biso
podria estar relacionado con su hébitat, sustratos biocldsticos sometidos a fuertes corrientes de

fondo, y con el hecho de tratarse de una especie surgida por paedomorfosis de otros astdrtidos
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de mayor tamafio. No obstante ningtin ejemplar ha sido visto fijado por filamentos del biso a
algtn tipo de sustrato duro (restos de conchas, pequefias piedras) que pudiera encontrarse en
los fondos de arenas gruesas y gravas biocldsticas donde habitan. Esto hace pensar que el biso
en esta especie pudiera secretarse en forma de cordén mucoso, sin haber sufrido un proceso
de curtido, actuando a modo de adhesivo, proporcionando cierta sujecidn al sustrato pero sin
anclarlo. La composicién del biso en D. digitaria es un aspecto interesante sobre el que se
deberd profundizar en futuros estudios, pues los adhesivos naturales extraidos de las fibras del
biso de Mytilus edulis poseen interés biotecnoldgico (Deming 1999) y aplicaciones en
biomedicina como adhesivo quirtrgico de tejidos, cementos dentales, cultivo de células,
implantes de cdrnea, etc. (Dove & Sheridan 1986; Benedict & Picciano 1989, Silverman &
Roberto 2006, 2007).

Las técnicas de microscopia electrénica de transmisién han permitido estudiar la
ultraestructura de los espermatozoides de diversas especies de moluscos bivalvos, lo que ha
producido una abundante y dtil informacién en los andlisis taxonémicos y filogenéticos
(Healy ez al. 2001). La relacién filogenética existente entre las familias Crassatellidae y
Carditidac se ponen de manifiesto en el estudio de Healy (1995) donde compara la
ultraestructura de sus espermatozoides, encontrando similitudes morfolégicas que le lleva a
agrupar estas dos familias en la misma superfamilia. En el caso de la familia Astartidae no
existfan estudios de este tipo, Unicamente el desarrollado por Franzen (1955), cuyas
observaciones de los espermatozoides en Astarte sulcata, sin una aparente vesicula acrosémica
y sblo cuatro mitocondrias en la pieza media, mostraban marcadas diferencias con
Crassatellidac y Carditidae. Sin embargo, en ¢l presente estudio, algunos de los caracteres
anatémicos identificados y descritos para los espermatozoides de D. digitaria, como la
presencia y forma del acrosoma con un e¢je axial, o la forma del nidcleo, muestran una gran
similitud con los de las familias Crassatellidac y Carditidac estudiadas por Healy (1995). Si
bien uno de los caracteres mds importantes para Healy (1995) a la hora de determinar el
parentesco entre estas Crassatellidac o Carditidae, como es la presencia habitual de 8
mitocondrias de la pieza media, difiere en D. digitaria, en la que ¢l ndmero de mitocondrias
de la pieza media en torno a un centriolo distal es de siete. No obstante, recientes estudios

moleculares han puesto de manifiesto una relacién de parentesco muy cercana entre
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Astartidae, Crassatellidae y Carditidae (Giribet & Wheeler 2002, Giribet & Distel 2003,
Taylor et al. 2007, Sharma er al 2012, Gonzalez & Giribet, 2015). Por tanto, estos
resultados sobre la estructura del espermatozoide en D. digitaria corroborarian la existencia
del clado Archiheterodonta, en el que se incluye Crassatellidae, Astartidac y Carditidae.
Yonge (1969) ya puso de manifiesto la confluencia de caracteres entre estas familias, que él
agrupé en una superfamilia Crassatelloidea. Ademds, otras caracteristicas morfoldgicas
compartidas entre Astartidac (D. digitaria) y Crassatellidae, serfa el tipo de estructura
branquial, el grado de fusién del manto a nivel de las aberturas inhalantes y exhalantes y la

forma de los palpos labiales.

Pariasitos y simbiontes

En Digitaria digitaria se ha descrito la ocurrencia de una serie de pardsitos y/o simbiontes, ya
sea invadiendo sus visceras o colonizando la concha. Externamente es corriente encontrar al
hidrozoo Monobrachium parasitum Mereschkowsky, 1877 como epibionte, asociados a la
zona posterior donde se produce la entrada y salida de agua del bivalvo por los sifones
(Besteiro ez al. 1990). Segtn Jarms (1998), los individuos que presentan colonias de M.
parasitum sobre la concha parecen verse afectados en su crecimiento, siendo de menor
tamafio que aquellos que no la poseen. Esta relacién simbidtica parece probada, ya que tras la
muerte del bivalvo la colonia del hidrozoo no tarda en morir (Jarms, 1998). Ademds de D.
digitaria este hidrozoo aparece colonizando otras especies tales como Cuspidaria tenella,
Mysella miniuscula, M. charcoti, Thyasira bongraini, Yoldiella valettei y Thracia meridionali,

todas ellas de pequeno tamafo y asociadas a aguas frias.

Segin Combes (2005) la riqueza y abundancia de pardsitos que viven en un hospedador estd
restringida por el tamafio de éste. A pesar de ser uno de los representantes de menor talla de
la familia Astartidae, todos los individuos de la poblacién estudiada de D. digitaria (6 mm
talla media), desde el mds pequefio al més grande albergan pardsitos, y en algunos casos una
gran cantidad y variedad de ellos. La mayoria de los organismos que viven dentro de tejidos u
érganos son considerados como pardsitos patogénos. Entre ellos podemos encontrar
representantes del género Haplosporidium, que madura en el tejido conectivo que rodea a la

glindula digestiva, pudiendo provocar elevadas tasas de mortalidad como ocurre con H.
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nelsoni que causa una clevada mortalidad en las especies de bivalvos que parasita (Burreson ez
al 2000). Algunos de los mds frecuentes y abundantes en D. digitaria como es Marteilia sp.
estan catalogados como letales para muchas especies de bivalvos que actualmente se cultivan
(Bower et al. 1994; Villalba 1995). Los protozoos parasitarios pertenecientes al género
Marteilia, habitualmente infectan el sistema digestivo de los bivalvos e inducen trastornos
fisiolégicos y finalmente la muerte del animal (Alderman 1979, Grizel et al. 1974). Sin
embargo este pardsito, que aparece en el 100% de la poblacién de D. digitaria analizada, da la
sensacién de ser menos patégeno en esta especie, ya sea porque el bivalvo actiie solo como
portador, porque presente una mayor resistencia al pardsito o porque la especie de Marteilia
que lo infecta no posea un cardcter tan agresivo como M. refringens, causante de elevadas
mortalidades en los cultivos de ostras y mejillones. El hecho de que el habitat de D. digitaria
(fondos de elevado hidrodinamismo a profundidades mayores de 15 metros) sea totalmente
distinto al de las especies intermareales tipicamente parasitadas por este protozoo (mejillones,
ostras y berberechos), pudiera indicar que la Marteilia que infecta a la poblacién de D.
digitaria fuera una especie distinta a M. refringens. A este respecto, Ascenzo—Navarro (2014),
estudié las células de Marteilia en el sistema digestivo de D. digitaria mediante técnicas
histolégicas y de microscopia electrénica, asi como mediante técnicas moleculares de
amplificacién y secuenciacién de las regiones ITS-1 e IGS. El andlisis histolégico confirmé la
presencia del protozoo en los diverticulos digestivos, las paredes estomacales y la luz del
intestino de D. digitaria. Las pruebas moleculares les llevaron a encontrar un porcentaje de
identidad bastante bajo al comparar las secuencias de las regiones ITS-1 e IGS amplificadas
con las secuencias de estas regiones depositadas en GenBanK, lo que abre la posibilidad a que

efectivamente, se trate de una nueva especie del género Marteilia.

Pero de todos los organismos que se han encontrado parasitando a este astdrtido, el que
parece causarle los mayores dafios a escala poblacional es el trematodo de la familia
Bucephalidae, que utilizan a los bivalvos como hospedadores intermediarios en sus ciclos de
vida, siendo los peces o cangrejos los hospedadores finales. Estos pardsitos, al invadir la
génada reducen ¢ incluso anulan la capacidad reproductora de los ejemplares de D. digitaria,
con las evidentes consecuencias que tiene esto para la supervivencia de la poblacién. Shelley ez

al. (1988) encontraron consecuencias parecidas en su estudio, donde entre el 12 y el 14 % de
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la poblacién del bivalvo Tridacna crocea se encontré parasitado por el trematodo,
produciendo dafos en las génadas, engrosamiento de las paredes musculares e incluso una
leve parasitacién de la branquia. En D. digitaria la frecuencia de parasitacién por este
trematodo es baja (3,6 %) en comparacién con otros estudios donde una frecuencia del 50 %
de ejemplares parasitados es habitual (Laukner 1987), o en Pina er 4/ (2009) donde
encontraron que el 25 % de la poblacién de berberecho Cerastoderma edule en Aveiro
(Portugal), se encontraba parasitado por Bucephalus minimus. Esta diferencia podria estar
relacionada con (a) una escasa presencia del hospedador definitivo en los fondos bioclasticos,
(b) una baja accesibilidad de D. digitaria para el hospedador definitivo debido a su
microhdbitat entre los bioclastos o (c) porque D. digitaria no sea habitual en la dieta de

dichos hospedadores (Combes 2005).

Simbiosis bacteriana

La transmisién de los simbiontes a través de generaciones de hospedadores es esencial para la
perpetuacién de las simbiosis y tiene un papel fundamental en su evolucién (Bright &
Bulgheresi 2010). Se han reconocido dos formas principales de transmisién: a) transmisién
vertical, con la herencia de los simbiontes de la linea germinal, por lo general a través del
ovocito y b) la transmisién horizontal, cuando el hospedador nace libre de simbiontes y debe
adquiritlos en el propio entorno o a través de miembros de la generacién de los padres que ya
los posean. Las bacterias que viven en bacteriocitos se consideran "simbiontes primarios”, y es
por la existencia de estas bacterias cuando se ve una clara evidencia de una coevolucién en la
relacién mutualista con el hospedador (Moran & Baumann 2000). La existencia de
bacteriocitos en diferentes tejidos de D. digitaria, entre ellos la génada hace pensar en una
posible relacién simbidtica en la que la transmisién sea vertical, aunque es comtn encontrar
organismos en los que la adquisicién es mixta, existiendo también un aporte ambiental de
simbiontes (Bright & Bulgheresi 2010). Los estudios filogenéticos moleculares revelan que
muchas endosimbiosis entre bacterias e invertebrados son el resultado de infecciones antiguas,
seguida de una estricta transmisién vertical dentro de los linajes hospedadores. Los andlisis
preliminares de la proporcién d13C/ d12C realizados en conchas de D. digitaria no muestran
influencia bacteriana en lo relativo a su formacidn, lo que descartarfa una posible simbiosis

relacionada con los procesos de calcificaciéon de las capas minerales del molusco.
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En bivalvos que poseen bioluminiscencia, ésta es emitida a partir de estructuras especializadas
llamadas érganos luminosos o fotéforos. Estos 6rganos contienen células fotogénicas a partir
de las cuales la luz se genera intracelularmente o por la formacién de secreciones
luminiscentes que luego el animal descarga (Tsuji 1983). Habitualmente los fotéforos se
sitan en el borde del manto, como ocurre en A. sulcata donde Saleuddin (1965) detecta
6rganos glandulares en el lébulo medio del manto, que al ser estimulados mecdnicamente
exudaron una sustancia, produciendo destellos de luz azul, que pudo ser registrada mediante
un osciloscopio. En el caso de D. digitaria ninguna estructura similar ha sido detectada en los
16bulos del manto, aunque si se ha observado refringencia verde en el borde del mismo. No
obstante la luz emitida por A. sulcata tendria segin Saleuddin un origen asociado a las
propiedades luminicas de probablemente una fotoproteina, mientras que en D. digitaria
podria tener un origen bacteriano. Algunas bacterias simbiontes producen luminiscencia en
varios géneros de cefalépodos de las familias Sepiolidac y Loliginidae (Haddock ez 2/ 2010), y
ha sido especialmente estudiada la relacién entre Euprymna scolopes — Vibrio fischeri (Ruby
1996, Nishiguchi e al. 1998). La bioluminiscencia en los bivalvos se conoce para el género
Pholas, pero esta no es producida por bacterias, sino que se¢ debe a la presencia de la
pholasina, una fotoproteina que reacciona con la enzima luciferasa y oxigeno molecular,
produciendo quimioluminiscencia (Haddock er 4/ 2010). El andlisis de las bacterias
encontradas en partes blandas (manto, branquias y génada) de D. digitaria estd ahora en
curso y aunque todavia no hay datos disponibles, la observacién de luminiscencia en el borde
del manto de algunos ejemplares, junto con la obtencién de cultivos puros de bacterias
aisladas a partir de su periostraco, que también presentaban luminiscencia, podria apuntar a
algtn tipo de bioluminiscencia por simbiosis bacteriana, lo que serfa el primer registro de este

tipo de asociacién entre los moluscos bivalvos.
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Biologia reproductiva y crecimiento

INTRODUCCION

Los patrones reproductivos de los organismos desempenan un papel esencial en la dindmica
poblacional, la distribucién biogeogrifica y en la continuidad de la especie. Mulditud de
procesos (ctoldgicos, fisiolégicos o quimicos) estdn involucrados en la reproduccidn, todos
ellos enfocados a la produccién de descendencia. No obstante, y aunque en la produccién de
gametos femeninos (ovogénesis) y masculinos (espermatogénesis) hay involucrados diversos
procesos, los patrones bdsicos de desarrollo de los gametos en invertebrados son similares, con
la proliferacién y diferenciacién de células germinales que finalmente producirdn gametos
maduros. La produccién de gametos es una actividad cara desde el punto de vista energético,
especialmente la de los évulos, y por lo tanto es muy sensible a la presién selectiva. Un
organismo es capaz de tomar y asimilar una cantidad limitada de energfa del entorno que le
rodea, y las diferentes maneras en las que se asigna dicha energia con el objetivo de maximizar
su aptitud en el medio, ya sea creciendo o reproduciéndose, constituye la base de los

diferentes patrones vitales que se han desarrollado en los invertebrados marinos (Ramirez

Llodra 2002).

El phylum Mollusca es uno de los mds grandes, més diversos ¢ importante en el medio
marino, donde representan una cuarta parte de la fauna benténica (Appeltans et al. 2012), y
entre ellos el comportamiento sexual es extremadamente variado. La fecundacién externa en
este grupo de invertebrados se asocia frecuentemente con un tipo de comportamiento
reproductor simple, donde el control de la reproduccién y por ende la liberacién de los
gametos suele estar controlada por la interaccién entre factores exdgenos como la
temperatura, la disponibilidad de alimento, la salinidad o la luz, con factores endégenos
como los ciclos neuro—endocrinos y el genotipo. Las especies con fecundacién interna que
requieren varias horas de cortejo para coordinar la transferencia de gametos, estarfa en el otro
extremo (Runham 1992). Entre estas dos modelos hay un amplio abanico de posibilidades,

donde caben diferentes tipos de comportamiento sexual (Leonard 2013).

Los moluscos bivalvos con fecundacién externa son generalmente de tamafio medio a grande,
lo que posibilita una elevada produccién de gametos que asegure una alta tasa de fertilizacién.

Por otro lado, especies pequefias, de tamafio inferior a 3 mm, suelen presentar conductas de
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proteccién de la descendencia (Sellmer 1967, Sastry 1979), aunque también estd presente en
especies con tamafios mds grandes. Y en este sentido, cabe preguntarse qué ocurre con
aquellas especies que presentan un rango de tamafio intermedio. Aquellas cuyas poblaciones
presentan tallas de ejemplares adultos entre los 3 y los 10 mm, donde ¢l espacio disponible en
las génadas para albergar los ovocitos se reduce, y la capacidad de producir gran cantidad de
gametos se merma. ;Cudl serfa el comportamiento sexual en estas especies para mantener una

tasa de fertilizacién suficientemente alta para asegurar la pervivencia de la especie?

La produccién de gametos femeninos es una importante y costosa inversién en términos
energéticos, mds ain para especies de pequefio tamano, por lo que una opcidn légica seria la
proteccién de dicha inversién, maximizando el rendimiento de la puesta, gracias a diferentes
estrategias reproductivas. Entre aquellas especies en la que se lleva a cabo un cuidado de la
descendencia en diferentes grados (Sastry 1979: Tabla XIV), el hermafroditismo es un patrén
frecuente (Pelseneer 1911) aunque no exclusivo. La fecundacién en las especies que incuban
sus huevos, sean o no hermafroditas y siendo la mayoria de ellas de pequefio tamafio, se
produce, en el espacio interbranquial o en la cavidad paleal (Sellmer 1967, Sastry 1979). Por
otra parte, algunas especies poseen huevos encapsulados que en ¢l momento de la puesta son

embebidos en una masa gelatinosa y adherente, lo que les proporciona una proteccién

adicional en el medio externo (Sellmer 1967, Sastry 1979, Collins & Giribet 2010).

Dentro del estudio de la biologia reproductiva de una especie, donde se examinan aspectos
como el ciclo gonadal, indice gonadosomitico, talla de primera madurez, fecundidad, etc., es
también importante conocer los pardmetros poblacionales relacionados con el crecimiento de
dicha especie, como la tasa de crecimiento o la longevidad, entre otros. De esta forma,
identificar el patrén de crecimiento de un organismo proporcionard datos ecolégicos bdsicos,
ademds de permitir una mejor comprensién de su biologfa mediante la descripcién de su

dindmica poblacional (Herrmann ez a/. 2009).

Existen diferentes métodos para estimar la edad de los bivalvos, y su tasa de crecimiento. Los
experimentos de marcado y recaptura (Ropes ez al. 1984, Herrmann ez al. 2009), los anillos
de crecimiento de la superficie de la concha, las lineas internas de crecimiento presentes en su
microestructura (ver revisién en Richardson 2001), la distribucién de la frecuencia de tallas

(Bayne & Worrall 1980, Chicharo & Chicharo 2001, Michaelidis ez /. 2005) o el andlisis de
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la composicién de oxigeno y carbono isotépico (Keller ez al. 2002, Schone et al. 2005a) son
algunos de los métodos utilizados a este efecto. Sin embargo, existen problemas practicos con
la mayoria de cllos (para una revisién de los métodos de estimacién del crecimiento ver
Griffiths & Griffiths (1987) o Richardson (2001). Los experimentos de marcado y recaptura
exigen una gran inversién de tiempo para recopilar datos (especialmente en especies de
crecimiento lento). El andlisis de las marcas de crecimiento en la superficie de la concha
puede llevar a resultados poco fiables, ya que puede ser imposible distinguir verdaderos
anillos anuales de crecimiento de los formados por perturbaciones o condiciones de estrés
(temporales, temperaturas extremas, enfermedades, depredacidn, factores antrépicos, etc.) o
porque debido a las buenas condiciones ambientales a lo largo del afio, no se produce una
parada invernal o estival. Ademds, en los ejemplares de mayor edad de especies longevas, el
margen de la concha y la regién del umbo suelen estar erosionados, y los anillos de formacién
mids reciente se depositan tan cerca uno del otro que hace muy dificil una diferenciacién clara
(Gaspar et al. 2004, Moura et al. 2009). La lectura e interpretacién de las lineas de
crecimiento presentes en la estructura interna de la concha puede resultar bastante
complicado. El proceso metodolégico para obtener estos cortes resulta laborioso y delicado
(¢j. ldminas de acetato; ldmina delgada), y su correcta lectura e interpretacién exige unas
muestras de alta calidad y personal cualificado. Por otro lado perturbaciones ambientales
(cambios de temperatura, disponibilidad de alimento, etc.) pueden dar lugar a falsas bandas
de crecimiento, lo que puede introducir un error en las estimaciones de crecimiento. El
andlisis de distribucién de frecuencia de tallas es un método un tanto subjetivo, y es menos
indicado para especies con un periodo de reclutamiento anual relativamente largo y/o la tasa
de crecimiento individual altamente variable dentro de los grupos de edad (Seed 1976,

Cerrato 1980).

De todos los métodos existentes para estimar la edad de los bivalvos, los mds usados en la
actualidad probablemente son el estudio de las lineas de crecimiento internas de la concha en
ldmina de acetato (acerate peels) y el estudio de cortes en ldmina delgada, ya que solventa
alguno de los inconvenientes propios de los otros métodos. El andlisis de los anillos
superficiales de la concha, aunque como hemos visto puede presentar problemas de

interpretacién en su lectura, también es un método ampliamente utilizado (Richardson 2001,
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Chauvaud er al. 2012), ya que es rdpido y barato. Otro de los métodos ampliamente
utilizados es el de andlisis de frecuencia de tallas, ya que permite obtener los pardmetros de
crecimiento sin la necesidad de tener datos pareados previos de talla—edad, que exigen una
gran inversién de tiempo y esfuerzo y con frecuencia son dificiles de obtener de manera
precisa. De esta forma se consigue separar una distribucién de tallas compleja en cohortes y, a
la vez, asignar una edad a cada una de ellas. Puesto que la talla media de cada cohorte
también se puede determinar, se habrd obtenido la combinacién de datos talla — edad
necesaria para determinar los pardmetros de crecimiento. No obstante, el anilisis de un gran
nimero de datos de frecuencia de tallas combinado con un pequefio nimero de lecturas de
edad proporcionarfa una informacién mucho mds precisa del patrén de crecimiento de la

especie (Sparre & Venema 1997).

La poblacién Digitaria digitaria (L., 1758) de la bahia de Barbate presente un tamafio medio
aproximadamente de 6 mm de longitud antero-posterior, y vive en fondos de arenas gruesas
biocldsticas entre los 15 y los 30 metros de profundidad, bajo la influencia de fuertes
corrientes marinas. Asi pues, teniendo en consideracién su tamano, que no hace posible
asignar 4 priori a esta especie una u otra estrategia reproductora, y que vive en un ambiente
hasta cierto punto hostil, debido a las condiciones hidrodindmicas del hibitat, D. digitaria
constituye un interesante modelo de estudio, que proporcionard valiosos conocimientos
acerca de la biologia reproductiva que siguen las especies con caracteristicas (particularmente

de talla) que no encajan en los patrones reproductivos habituales.
MATERIAL Y METODOS

Reproducciéon

Los ejemplares de D. digitaria utilizados para el estudio del ciclo sexual y el crecimiento se
obtuvieron en Barbate, en el litoral de Cddiz préximo al Estrecho de Gibraltar, (36° 08" 7" N
- 5° 56" 7" O) entre 21 y 29 m de profundidad, asi como en Cabopino en el litoral de
Mailaga (Sur de Espana), (36° 29' 6" N - 04° 41' 30" O) a 15 m de profundidad. Ambas
muestras proceden de un tipo de fondo formado por bioclastos y arena gruesa bajo la

influencia de fuertes corrientes.
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El sexo de los ejemplares de D. digitaria no es ficilmente identificable a simple vista, pues no
existe un patente y reconocible dimorfismo sexual en las conchas, aunque los machos son algo
més grandes que las hembras en la poblacién de estudio (ver capitulo 3), y las génadas
inmaduras no presentan diferencias de color. Por ello, la determinacién del sexo de los
ejemplares se realizé bajo lupa (y en caso necesario mediante el andlisis microscépico de una
muestra de tejido gonadal tenida con azul de toluidina) y mediante histologia para los

cjemplares destinados al estudio de ciclo gametogénico.

Los especimenes destinados a histologia, TEM y SEM, se procesaron de la manera habitual
referida en el capitulo 2, Material y Métodos, del presente estudio. Las tinciones empleadas
en los cortes histolégicos fueron hematoxilina de Carazzi — eosina y hematoxilina de Carazzi

— tricrémico de V.O.F (Gutierrez 1967).

Tamario de ovocitos

Para caracterizar cada estado gonadal mediante ¢l tamafio de los gametos femeninos se
analizaron 45 ecjemplares representantes de los cuatro estados gonadales (activo, emisién,
postactivo y preactivo), midiéndose el perimetro de un total de 3.183 gametos femeninos
(Tabla 5.1), con el programa Image] de andlisis y procesado de imagen digital de dominio

publico desarrollado en el National Institutes of Health (Collins 2007).

Tabla 5.1. Ndamero de ejemplares utilizados y ndmero de gametos femeninos medidos para la

caracterizacién de los diferentes estados de desarrollo gonadal de las hembras de D. digitaria.

F. 11
stado de desarrollo N de ejemplares N de gametos

gonadal
Preactivo 11 1128
Activo 16 772
Emisién 14 1120
Postactivo 4 163

Talla de primera madurez

Para el cdlculo de la talla de madurez sexual se analizaron un total de 675 ejemplares,
agrupandolos en dos categorfas (1) aquellos con génada madura y/o funcional, es decir en

estado de activo, emisién, postactivo o preactivo con gametos maduros residuales, y (2) sin
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génada madura, es decir aquellos en estado indiferenciado o preactivo que no hubieran
realizado una puesta previa (sin gametos maduros residuales en los foliculos). Estos datos se
ajustaron a un modelo de regresién logistico del que se extrajo la talla a la cual con un 50%
de probabilidad un individuo de la poblacién posefa génada madura y/o funcional. Para la

talla de los ejemplares se tuvo en cuenta la longitud mdxima antero — posterior.

Indice de condicion (IC) e indice gonddico medio (IGM)

Para el estudio de la condicién fisioldgica de los ejemplares (entendida como la cantidad
relativa de tejido blando) a lo largo del ciclo reproductor se tuvo en cuenta el peso seco de las
partes blandas (PS) (Tabla 1.6) y la longitud del ¢je antero —posterior (L), determinando el
Indice de Condicién (IC = PS/ 1%) de Beukema (1974) modificado por Ansell ez /. (1980).

A cada estado de desarrollo gonadal se le asigné una categoria numérica en funcién del grado
de madurez de la génada. Cuando se encontré mds de un estado de desarrollo de forma
simultdnea en una misma génada, el criterio seguido se basé en la condicién de la mayoria de
las secciones revisadas de la génada. Las categorfas numéricas asignadas fueron las siguientes:
citolitico (0), postactivo (1), preactivo (2), activo (4), emisién (3). Se calculé entonces el
indice gonddico medio (IGM), como indicador mensual del estado de desarrollo
gametogénico en el que se encuentra la poblacién, segin el método propuesto por Gosling

(2003):

L n° de ejemplares de cada estado de desarrollo x categoria numérica

IGM =

n° total de individuos de cada muestra mensual

El IGM puede tomar valores entre 0 (todos los ejemplares de la muestra en estado citolitico)
y 4 (todos los ejemplares de la muestra en estado activo). A los otros estados se les asignaron
valores en funcién del contenido en gametos: 3 para emisién; 2 para preactivo; 1 para

postactivo.

Temperatura

El material analizado en este trabajo proviene, en su mayor parte, de una coleccién realizada
para el Proyecto de Tesis de Licenciatura de J.L. Rueda (1998). Se da el caso que para

alcanzar los objetivos de dicho proyecto no se requirieron datos de temperatura, por lo que
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no se dispone de un registro 7 situ de la misma durante el periodo de muestreo. Para el
presente estudio del ciclo reproductor, se hace necesario conocer las oscilaciones de
temperatura al ser un factor externo que influye en las variaciones del estado gonadal de los
invertebrados marinos en general y de los moluscos en particular. De esta manera los datos de
temperatura superficial del mar (SST) asi como los de temperatura en el fondo (SBT) se
obtuvieron a través del servicio Copernicus Marine Environment Monitoring Service

(http://marine.copernicus.ecu/web/69-interactive-catalogue.php).

Temperatura Superficial del Mar (SST)

El Consejo Nacional de Investigacién de Italia (CNR) procesé los datos AVHRR (imédgenes
de satélite) mediante el programa Pathfinder V5.2 (PFV52) desde noviembre de 1981 a

diciembre de 2012, conjunto de datos obtenidos del Centro Nacional de Datos

Oceanograficos y GHRSST  (http://pathfinder.nodc.noaa.gov) de EE.UU. Los datos
corresponden a valores diarios (nocturnos) y se generan a través de un algoritmo optimizado

de interpolacién.

La precisiéon de los datos de SST se evalu6 mediante una comparacién con datos
independientes proporcionados por el MyOcean INSITU TAC para ¢l periodo de 2004 a
2012, obteniendo un error de desviacién estandar de 0, 47 °C (Nardelli ez 2/ 2015).

Temperatura del Fondo del Mar (SBT)

El “Mediterranean  Forecasting System, physical reanalysis component” es un modelo
hidrodindmico, suministrado por Nucleous for European Modelling of the Ocean (NEMO),
que funciona mediante un esquema de asimilacién de datos variables (OceanVAR) de perfiles
verticales de temperatura y salinidad y anomalias del nivel del mar satelitales. El andlisis se
realizé a partir de datos iz situ de temperatura tomados antes de 1987 provenientes del
proyecto SeaDataNet FP6. Los errores estimados a lo largo de la columna de agua presentan
un valor medio de 0,35°C, ddndose los mdximos aproximadamente a 50 metros de

profundidad, donde el error es de 0, 8°C (Simoncelli ez a/. 2015).
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Crecimiento

Con el fin de estudiar el crecimiento de D. digitaria, se midi6 la longitud de la concha
(distancia méxima a lo largo del ¢je antero — posterior) de cada ejemplar mediante un calibre
con una precisién de 0,1 mm, construyéndose la distribucién de frecuencia de talla para los
24 meses de estudio. Mediante el método de Bhattacharya (1967), disponible como
aplicacién en el programa The Fish-Stock Assessment Tool (FISAT II) (Gayanilo, Sparre &
Pauly 2002), la distribucién de frecuencia de tallas obtenida se dividié en cohortes con un
Indice de Separacién suficiente (SI > 2), que permitié asumir que representaban clases de
edad diferentes, generando de esta forma datos parcados edad — talla. Posteriormente, los
pardmetros Leo (longitud mdxima estimada), K (coeficiente de crecimiento) y to (edad teérica
en la que la longitud es cero) se estimaron mediante tres métodos (Elefan I, Sheperd y
Analysis Length at Age) disponibles en el paquete de programas FiSAT II, desarrollado
principalmente para el andlisis de los datos de frecuencia de tallas, que se usaron en la

ecuacion de von Bertalanfty (1960) (VBGE) para ajustar la curva de crecimiento:
Lt = Loo[1-¢ K(t-1)]

Donde Lt es la longitud para una edad t, Leo es la longitud mdxima estimada, K el coeficiente

de crecimiento y tola edad teérica inicial en la que la longitud es cero.

Para el cilculo de la longevidad (t ma) de D. digitaria en la poblacién de estudio se utilizé la

aproximacién de Pauly (1980):
tmax = 3 / K.

Donde K es el coeficiente de crecimiento

La tasa de mortalidad natural se calculé mediante el método de Chapman-Robson (1960):

CR:IH(HGH]/HJ

a

Donde a es la edad promedio (responde a la edad de un ejemplar del tamano promedio de la

poblacién) y n es el tamafio de muestra.
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Para contrastar los datos obtenidos por andlisis de la frecuencia de tallas, se estudiaron los
anillos de crecimiento de la concha en ldmina delgada de 6 ejemplares. Las conchas se
cortaron desde el umbo hasta el margen ventral a lo largo del ¢je de mdxima longitud, con
una sierra circular de borde de diamante. Las secciones obtenidas se pulieron hasta obtener
ldminas de un espesor de 30 pm, para ser examinadas bajo microscopio. Las ldminas delgadas
se hicieron en el Departamento de Estratigrafia y Paleontologia de la Universidad de
Granada. También se incluyé un ejemplar completo (concha y partes blandas) en
metacrilato, que fue seccionado transversalmente. Se obtuvieron escdneres digitales de cada
uno de los cortes en ldmina delgada mediante fotomicroscopio, que posteriormente fueron
tratadas digitalmente para resaltar las bandas de crecimiento mediante el programa de edicién
fotogréfica Adobe Photoshop CS5. El criterio para marcar una banda como una parada de
crecimiento se basé en tres aspectos: 1) que formase una ancha banda oscura por
aproximacién de lineas de crecimiento menores, 2) la existencia de bandas de crecimiento
rdpido previas y posteriores, 3) que la banda no fuese superficial, sino que afectase a la capa
profunda del ostraco. Una vez identificadas las bandas se midieron las distancias entre ellas y
el umbo mediante el programa Image-] de andlisis y procesado de imagen digital desarrollado
por el National Institutes of Health (Collins 2007). Ya que estas medidas se refieren a la
altura de la concha, los datos se convirtieron en longitud segin la relacién longitud — altura

obtenida a partir de 859 ejemplares (ajuste por minimos cuadrados; r = 0,966):

A partir de la ecuacién VBGE se obtuvo la expresién necesaria para el cdlculo del coeficiente

de crecimiento K en funcién de la longitud y la edad:

Donde L es la longitud mdxima observada en la poblacién de estudio, y t es la edad en

anos.
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RESULTADOS
Ciclo reproductor

Proporcion de sexos

El tamafio de los ejemplares muestreados oscilé en un rango comprendido entre 1,5 mm y 9
mm en su ¢je antero-posterior. Se pudo determinar el sexo de un total de 2.137 ejemplares,
no pudiéndose identificar el sexo de 32, por lo que no fueron considerados para establecer la

proporcién entre machos y hembras en la poblacién (Figura 5.1).

De los 2.137 especimenes, 1.023 (47,87 %) fueron machos y 1.114 (52,13 %) hembras. Se
trata por tanto de una especie dioica, con sexos separados y en la que la proporcién de sexos
obtenida fue de 1 macho por cada 1,09 hembras. Existe una diferencia significativa entre el
ndmero de hembras y de machos en la poblacién (y* = 3,87; p>0,05), aparcciendo un

predominio de las hembras sobre los machos con respecto a la proporcién 1:1 esperada.
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Figura. 5.1. Proporcién mensual de sexos encontrada en la poblacién de D. digitaria estudiada. H,
hembras; M, machos; I, sexo indeterminado.

Ciclo gametogénico

Los resultados del estudio histolégico realizado para la determinacién del ciclo gametogénico
de D. digitaria se presentan en la Tabla 5.2, donde se muestra el total de ejemplares utilizados
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(n = 693) y el estado de desarrollo gonadal segin la escala de De Villiers (1975) (Figuras 5.2,

5.3).

Tabla 5.2. Namero de ejemplares en cada estado de desarrollo gonadal utilizados para el estudio del

ciclo gametogénico de D. digitaria.

Estado de desarrollo gonadal

Afo Mes Preactivo Activo Emisién Postactivo  Citolitico Castrada N
Oc 9 6 3 4 0 1 23
© Nv 16 9 3 0 0 2 30
= Dc 19 1 3 1 0 1 25
Total 44 16 9 5 0 4 78
En 17 0 5 8 0 0 30
Fb 16 4 3 6 1 0 30
Mar 10 4 1 0 0 24
Ab 11 4 7 0 2 30
May 7 8 8 3 1 30
Jn 4 8 6 2 3 30
S 13 6 8 1 1 1 30
T Ag 16 2 3 6 0 3 30
St 4 11 14 1 0 0 30
Oc 4 2 10 9 3 2 30
Nv 14 1 15 0 0 0 30
Dc 15 2 4 8 0 1 30
Total 124 60 86 61 10 13 354
En 19 5 0 3 0 3 30
Fb 25 1 4 0 0 0 30
Mar 12 2 5 2 0 1 22
Ab 5 6 11 7 0 1 30
0 May 6 9 9 4 0 1 29
2 In 24 0 1 5 0 0 30
J1 17 7 1 5 0 0 30
Ag 23 1 2 1 0 3 30
St 25 3 1 1 0 0 30
Total 156 34 34 28 0 9 261

En individuos de menos de 3 mm de longitud antero — posterior se han encontrado génadas

funcionales en diferentes fases del ciclo gamético (post-activo 2,2 mm; emisién 2,7 mm), lo

que indica la existencia de génadas maduras funcionales en ejemplares de tallas pequenas. El
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hecho de que en D. digitaria la talla mdxima observada sea de 9 mm vy la talla media de poco
mds de 6 mm, pone de manifiesto que algunos ejemplares alcanza la madurez sexual de forma

temprana.
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Figura 5.2. Estados de desarrollo gonadal de la hembra de D. digitaria. A, preactivo. B, activo. C,

emisién. D, postactivo.

D. digitaria presenta génada funcional durante todo el afio, sin observarse un periodo de
reposo en la poblacién durante el cual se produzca una reabsorcién de la misma. Si bien es
cierto que se han encontrado un total de 10 ejemplares en estado citolitico (Tabla 5.2), éstos
no aparecen en un mes concreto, sino que estdn dispersos en distintos meses del afo y

representan sdlo el 1,4 % de la poblacién estudiada. Ademds, de estos ejemplares sélo en uno
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de ellos fue posible identificar el sexo, ya que en los nueve restantes no existia presencia

alguna de gametos.

El ciclo gametogénico es asincrénico, debido a la existencia de ¢jemplares de tres o mds
estados de desarrollo gonadal en todas las muestras (Tabla 5.2). Se han observado restos de
gametos maduros sin emitir junto a otros en diferentes estados de desarrollo dentro del
mismo foliculo gonadal (Figuras 5.2, 5.3), tanto en machos como hembras, asi como
diferentes 4reas de la misma génada con estados de maduracién distintos, lo que apunta

ademds a la existencia de mds de una puesta al afio

Figura 5.3. Estados de desarrollo gonadal del macho de D. digitaria. A, preactivo. B, activo. C,

emisién. D, postactivo.
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En la poblacién se identifican dos puestas principales a lo largo del afio, una en primavera
(abril — mayo) y otra durante el otofio (septiembre — noviembre), produciéndose dos picos de
emisién uno en mayo (28,8 % de la poblacién) y otro en noviembre (30 % de la poblacién).
No obstante, se mantienen ciertos niveles de emisién a lo largo de todo el ano, con valores
que oscilan entre el 8,3 % y el 30 % de ejemplares (Figura 5.4). La temperatura de fondo
(SBT) oscilé entre los 14°C y los 19°C durante el periodo de estudio, de manera que el pico
de puesta primaveral se produjo con valores de SBT en aumento, superando los 17°C,

mientras que durante el de otofio se registraron valores de SBT cercanos a los 18°C.

En los machos se observan tres picos de emisién (abril, septiembre y noviembre) con méximo
de actividad en el mes de noviembre, aunque mantienen cierto grado de emisién a lo largo de
todo el afio (Figura 5.5). Aparecen pocos ejemplares en estado activo, lo que puede indicar
que la maduracién de la génada en los machos ocurre muy rdpido, llenindose de manera
explosiva y emitiendo los espermatozoides sin un lapso de tiempo en el que se encuentren

retenidos en los foliculos.
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Figura 5.4. Frecuencia mensual de los estados de desarrollo gonadal en la poblacién de D. digitaria a

lo largo del periodo de estudio. SST, temperatura media superficial del mar; SBT, temperatura media

del fondo del mar.
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Para las hembras obtenemos un patrén diferente, donde aparecen dos picos de emisién, uno
mayor en primavera (mayo) y otro mucho menor en otono (octubre), siendo los ejemplares
en emisién menos abundantes que en machos (Figura 5.5). En cambio, el niimero de
cjemplares en estado activo es més clevado en hembras que en macho, indicando una mayor
retencién de los gametos en las génadas antes de ser emitidos. La dindmica que se observa en
la abundancia de hembras en estado activo a lo largo del afio se asemeja a la de los machos en

estado de emisién.
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Figura 5.5. Frecuencia mensual de los estados de desarrollo gonadal de hembras (A) y machos (B) en

la poblacién de D. digitaria a lo largo del periodo de estudio. SBT, temperatura del agua en el fondo.
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La proporcién de los diferentes estados gonadales (Tabla 5.2) pone de manifiesto que en la
poblacién estudiada, D. digitaria sufre una maduracién de la génada muy rdpida, de manera
que la mayor parte de los ejemplares estdn en el estado de preactivo, pasando al estado de
activo y emisién en poco tiempo, llenando la génada y siendo expulsados al medio
rdpidamente. Esto hace que la proporcién de ejemplares en estas dos fases de maduracién sea
baja, ya que no superan el 19 %. Los porcentajes de postactivos son también bajos, algo
menos del 15 % de la poblacién, ya que en los foliculos de la génada los gametos maduros no
emitidos son reabsorbidos y los foliculos se reorganizan en un estado preactivo en un corto
periodo de tiempo, lo que hace que el periodo postactivo sea ciertamente corto, y el estado

“latente” de la génada sea el estado preactivo.

Tamario de los ovocitos

De forma complementaria se caracterizaron los diferentes estados de desarrollo gonadal de las
hembras mediante el valor medio del perimetro de sus gametos (Figura 5.6). El tamafio de los
huevos de la poblacién de D. digitaria estudiada oscila entre los 4 pm (oogonias) y los 690
um (huevos maduros) de perimetro, aprecidndose un incremento en el mismo a medida que
la génada va madurando. Se han observado valores medios menores de 300 um para los
ejemplares en etapas tempranas de desarrollo gonadal (postactivo 288 pm; preactivo 225
um), mientras que para ctapas de mayor maduracién los valores medios superan los 400 um
(activo 433 pum; emisién 407 um). El andlisis de la varianza muestra la existencia de
diferencias significativas (p < 0,05) entre los perimetros de los cuatro estados de desarrollo
gonadal (excluido el citolitico), y el andlisis realizado post — hoc de Bonferroni mostré la
existencia de diferencias significativas entre todos los grupos (p < 0,0125), siendo la mis

acentuada la existente entre las génadas en estado activo y las preactivas.

Asi podemos establecer un gradiente de tamafio del ovocito seglin su perimetro entre 200 y
500 pm, que haga referencia al estado de maduracién del ejemplar. De esta manera, se podria
establecer ¢l estado de maduracién general (gonadal) para un momento determinado, sin

necesidad de hacer estudio histoldgico de la génada.
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Figura 5.6. Perimetro medio de los évulos para cada uno de los estados gonadales identificados en los

ejemplares hembra de D. digitaria.

Talla de primera madurez sexual

La talla de madurez sexual para la poblacién de D. digitaria determinada mediante el modelo
de regresion logistica para una probabilidad de p = 0,5 (50 % de la poblacién con génada
madura) fue de 2,83 mm de longitud (Figura 5.7). No obstante, la talla minima de madurez
encontrada en los machos la presenté un ejemplar postactivo de 2,2 mm de longitud, y en las

hembras un ejemplar en emisién de 2,1 mm de longitud.
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Figura 5.7. Talla de primera madurez de D. digitaria en la poblacién estudiada. Se incluye la ecuacién
del modelo logistico donde a = -6,198 y b = 2,193.
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Andlisis de la condicion: Cambios en la biomasa

La longitud y el peso seco medio de los ejemplares siguiecron una dindmica temporal similar
(Figura 5.8), experimentando un incremento desde su minimo en el mes de enero (L = 5,35
mm; PS = 1,5 10 g) hasta alcanzar el méximo en abril (L = 6,52 mm; PS = 3,9 - 10° g).
Desde mayo a septiembre se observé una disminucién para ambas variables, con un
incremento puntual en el mes de agosto. A partir de septiembre se observa una nueva
tendencia aumentando los valores de ambos factores, alcanzando otro méximo de longitud en
el mes de noviembre (L = 6,56 mm). Tanto la longitud como el peso seco mostraron una
desviacién estdndar considerable, que responde al amplio rango de tallas encontrados en las
muestras de cada mes, asi como a los diferentes estados de desarrollo gonadal de cada

individuo para el caso de PS.
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Figura 5.8. Longitud y peso seco (PS) mensual de los ejemplares de D. digitaria de la poblacién

estudiada.

A grandes rasgos, se¢ puede observar que el aumento progresivo de las temperaturas desde el
mes de marzo se corresponde con una caida del valor del IC, lo que implica una disminucién
del peso de las partes blandas de D. digitaria, que suele estar relacionado principalmente con
disminucién en el peso de las génadas. Aproximadamente en el mes de septiembre la

temperatura comienza a descender, reflejdindose un incremento del valor del IC de la
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poblacién, que comienza a ganar peso, debido principalmente a la produccién de nuevo

material gametogénico (Figura 5.9).

El mayor incremento (8) de PS se registré entre junio y julio de 1995 (8 1,6.107 g), seguido
de septiembre y de octubre de 1994 (8 1,18. 107 g). A la vista de los resultados de longitud
entre febrero y marzo de 1995, probablemente el incremento sufrido por el PS hubiera sido
méximo en ese periodo, pero la ausencia de datos no permite comprobarlo. La evolucién del
IC presenté valores méximos en primavera (abril IC = 1,32. 10?) y otono (octubre IC = 1,29.
10?), presentando valores mds bajos en los meses de verano e invierno (Figura 5.9). Si
representamos las lineas de tendencia polinémicas del IC y de la temperatura en el fondo

(SBT) se puede observar que existe una relacién inversamente proporcional (Figura 5.10).
Indice gonddico medio (IGM)

El aumento del IGM se asocia al proceso de maduracién de la génada, la formacién de
gametos que van llenando los foliculos, mientras que un descenso del IGM indica la emisién

de gametos, provocando un vaciado total o parcial de la génada.
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Figura 5.9. Indice de condicién (IC) medio mensual de la poblacién de D. digitaria durante el

periodo de estudio.
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En la Figura 5.11 se muestra que los valores mds altos para el IGM en las hembras se dan en
primavera y otofo, alcanzando los méximos en Mayo de 1995 (IGM = 3,64), seguido de
abril de 1994 (IGM = 3,47) y septiembre de 1994 (IGM = 3,44). En los machos observamos
un comportamiento del IGM con fuertes oscilaciones a lo largo del periodo de estudio, que
no se adaptan a un patrén estacional como ocurre con las hembras. En machos vemos valores

elevados durante todo el afo, excepto en invierno.
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Figura 5.10. Lineas de tendencia polinémicas del IC (azul) y de la temperatura en el fondo en °C

(roja). Las flechas indican las zonas donde se dan tendencias al alza o a la baja.

El valor mdximo se registré en octubre de 1993 (IGM = 3,30), seguido de noviembre de
1994 (IGM = 3,00). Los valores de IGM para las hembras fueron por regla general superiores
al de los machos. En la mayor parte de los casos el inicio del periodo de puesta, relacionado
con una disminucién del valor del IGM, coinciden con temperaturas clevadas, siempre por
encima de 15°C, y de manera opuesta, en los periodos de temperaturas més bajas se aprecian

unos valores del IGM en ascenso (Figura 5.11).

En el caso de los machos se observa una tendencia similar en el IC y el IGM, identificindose
en ambos una tendencia del cjemplar a aumentar su biomasa en las épocas frias y a
disminuirla en épocas cdlidas. Aunque en ningtino de los sexos existe una correlacién
significativa del IGM con la temperatura en el fondo, ni para los machos (Pearson r = 0,126)

ni para las hembras (Pearson r = -0,071).
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Figura 5.11. Indice gonddico medio (IGM) de machos y hembras de D. digitaria en la poblacién de
estudio y temperatura media del agua del fondo.

Estrategia reproductiva: Fertilizacién

En los machos de D. digitaria aparecen dos gonoporos situados a ambos lados de la masa
visceral delante del musculo aductor posterior (MAP) y bajo los rifiones, dando salida a los
espermatozoides desde la génada al espacio interbranquial justo por debajo del MAP, cerca de
la abertura exhalante conformada por el borde del manto (Figura 5.12). Secreciones mucosas
en la parte central de los foliculos espermdticos favorece la cohesién del esperma evitando la
dispersion del mismo al salir al exterior. En las hembras, los gonoporos también tienen salida
delante del MAP, pero en este caso el eje dorsal posterior de las branquias conforma un canal
de desove que recibe a los évulos y los conduce por debajo del MAP para liberarlos uno a uno
en la zona de la abertura exhalante (Figura 5.13). La tincién con hematoxilina — VOF puso
de manifiesto la presencia de secreciones mucosas entorno a los évulos emitidos, aunque no

se observaron grandes masas mucosas en las que los évulos estuvieran embebidos.

En diferentes cortes histolégicos de hembras de D. digiraria se observé la presencia de

espermatozoides almacenados en las branquias, y secciones transversales de algunos de los
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cjemplares mostraron en la parte dorsal posterior de la branquia estructuras a modo de

cdmaras donde podrian almacenarse los espermatozoides (Figura 5.14 A, B).

Figura 5.12. Emisién de espermatozoides por los gonoporos de un ejemplar macho de D. digitaria. A,
corte transversal donde se aprecian los dos gonoporos situados bajo los rifiones. B, detalle de la salida
de los gametos por uno de los gonoporos al espacio interbranquial. Abreviaturas: gi, branquias; go,

génada; gp, gonoporo; k, rindn; P, pie; sz, espermatozoides.

También se identificé una posible abertura por la que los espermatozoides podrian pasar
desde esta cdmara al canal formado por las branquias que conduce los évulos hasta la zona de
la abertura exhalante (Figura 5.14 C, D). En este caso se produciria una fecundacién interna,
en la cavidad paleal, a lo largo del canal branquial. En cortes histolégicos de una génada
femenina en estado preactivo, se detectaron évulos inmaduros rodeados por espermatozoides
(Figura 5.15 A — C), y ausentes en el resto de la seccién, de manera que se descarté una
hipotética contaminacién. De forma paralela, en otra hembra, estudiada mediante
microscopia electrénica de transmisién (TEM), también en estado preactivo, se detectd
igualmente la presencia de espermatozoides dentro de sus foliculos, pudiéndose ver
claramente el nicleo de las cabezas cortados transversalmente, similares a los observados
dentro de la génada masculina (Figura 5.15 D- F). Estas observaciones indican que la
fecundacién puede producirse también dentro de la propia génada femenina, aunque no es
probable que sea el patrén habitual, que seguramente se lleve a cabo a lo largo del canal
branquial, donde los espermatozoides pueden llegar més fécilmente a los 6vulos, debido a la

, )
cercania del gonoporo a las branquias.
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Figura 5.13. Figura. A, Visién general de una hembra con la génada en estado de emisién en el
momento de la liberacién de los évulos. La valva y la branquia izquierda han sido retiradas. B, Detalle
del canal de desove por el que se ven discurriendo los évulos en fila al salir de la génada por el
gonoporo. Abreviaturas: go, génada; P, pie; gi, branquia; dg, glindula digestiva; sc, canal de desove;

OV, évulos.
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Figura 5.14. A, seccién transversal de la zona dorsal posterior de una hembra de D. digitaria

mostrando un espacio entre las branquias a modo de cdmara suprabranquial en la que parecen
almacenarse algunos espermatozoides. B, recuadro de A, detalle de los espermatozoides alineados en la
branquia. C, corte histolégico transversal del canal de desove a través del cual los 6vulos son liberados.
D, detalle de la abertura entre el canal de desove y las branquias (flecha), que parece mostrar el
camino seguido por los espermatozoides para la fecundacién de los 6vulos. Abreviaturas: gi,

branquias; k, rinén; re, recto; sc, canal de desove; sch, cdmara suprabanquial; sz, espermatozoides.
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Figura 5.15. Espermatozoides dentro de los foliculos de la génada femenina de D. digitaria. A — C,

espermatozoides agrupados en torno a algunos ovocitos dentro de la génada femenina de Digitaria
digitaria. Cortes histolégicos tefiidos con hematoxilina de Carazzi — tricrémico de VOF. D y E,
imdgenes de TEM de una génada femenina en la que se aprecian los nicleos de espermatozoides
alrededor de los ovocitos. F, imagen de TEM de un foliculo de una génada masculina donde se
observan secciones transversales del ndcleo y los flagelos de los espermatozoides. Abreviaturas: n,

nucleo de espermatozoide; nu, nucléolo; og, ovogonia; OV, évulo; sz, espermatozoides.

Crecimiento

Estructura de la poblacién

La longitud antero — posterior de la concha de los cjemplares estudiados de D. digitaria (N =
3.855), varfa en un rango comprendido entre los 1,5 y los 9 mm, siendo la talla media de
6,13 mm. Los tres ejemplares de menor talla (1,5 mm) se encontraron en los meses de
febrero y agosto de 1994 y mayo de 1995, mientras que los dos ¢jemplares de mayor talla
observada (9 mm) aparecieron en abril y mayo de 1995. La clase de talla que presenta una

frecuencia mayor es la de 6,5 mm.
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Figura 5.16. Distribucién de frecuencia de clases de talla de la poblacién de D. digitaria estudiada.

La distribucién de las frecuencias de talla mensual se muestra en la Figura 5.17, donde se
observa que la mayor parte de los ejemplares jévenes (< de 4mm) aparecen en los meses de
primavera (mayo y junio). En el cdlculo del porcentaje de reclutamiento mensual se puso de
manifiesto que el 62,8 % del reclutamiento en esta especie se produce entre junio y octubre,
con un valor mdximo en julio (18,08 %), seguido de septiembre (17,95 %), siendo el mds
bajo en abril (3,50 %), lo que indica un periodo de reclutamiento asociado a los meses

estivales, donde las temperaturas del agua oscilan entre los 18 — 19° C (Figura 5.18).

La distribucién de frecuencia de tallas mensuales fue polimodal, lo que sugiere la presencia de
varias clases de edad, e incluso de sucesivas cohortes que pertenecen a la misma clase de edad.
En este sentido, la aplicacién del método de Bhattacharya permitié identificar tres clases de
edad o cohortes (SI > 2; p <0,05) en la distribucién de la frecuencia de tallas obtenida en
diciembre de 1994 (mes con mayor nimero de individuos muestreados, N = 411). La
primera cohorte fue de 3,14 mm de longitud modal (4,60 meses de edad; 8,27 % del total de
individuos), la segunda de 5,20 mm (9,96 meses de edad; 33,82 % del total de individuos) y
la tercera de 6,82 mm (17 meses de edad; 57,91 % del total de individuos) (Figura 5.19).
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Figura 5.17. Distribucién de la frecuencia de tallas de la poblacién de D. digitaria a lo largo del
periodo de estudio. (Leer de arriba abajo y de izquierda a derecha oct93 a sep95)
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Figura 5.18. Estimacién del porcentaje de reclutamiento mensual para la poblacién de D. digitaria

estudiada.
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Figura 5.19. La distribucién de frecuencia de tallas obtenida fue dividida en cohortes (flechas),
asumiendo que representan clases de edad separadas (SI > 2), usando la aplicacién disponible en el

programa The Fish-Stock Assessment Tool (FISAT 1II) (Gayanilo, Sparre & Pauly 2002).

Tasa de crecimiento

Los pardmetros de crecimiento longitud mdxima estimada (Leo), ¢l coeficiente de crecimiento
(K) y la edad redrica inicial en la que la longitud es cero (to) necesarios en la ecuacién de von

Bertalanffy (VBGE), se estimaron mediante tres métodos diferentes (Tabla 5.3).
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Tabla 5.3. Valores obtenidos para los pardmetros L., To y K mediante diferentes métodos disponibles

en el paquete de programas FiSAT II.

Método Aplicacién L. To K
K-scan 9,45 _ 0,7
Elefan I
Reponse surface 7 _ 1,51
K-scan 9,45 _ 0,83
Shepherd
Reponse surface 11 _ 0,51
con tp 8,8 -0,05 1,03
Analysis Length at Age
sin tg 8,05 0 1,28

Se observé una oscilacién de los valores de Loo y K segin el método utilizado. Esta variacién
se produce dentro de un rango relativamente estrecho, y puede deberse a la subjetividad en la
cleccién de ciertos pardmetros que sirven para realizar los cdlculos, como la to, asi como al
propio método de célculo. Los valores para Loo variaron entre 7 y 11 y para K entre 0,7 y
1,51. En la Estimacién de Mdixima Longitud (FISAT 1II) se obtuvo que la talla mdxima
alcanzable por esta especie es de 9,25 mm (p = 0,05), donde el Rango de Tamarno Miximo,
con un intervalo de confianza del 95%, estd en 8,93 — 9,56 mm. Del abanico de resultados se
desestimaron los obtenidos por el método de Sheperd, al no ser capaz de hacer frente a las
oscilaciones estacionales de crecimiento (Sheperd 1987). Finalmente se eligieron los valores
obtenidos mediante la aplicacién K-scan del método Elefan I para resolver la VBGE, ya que
present6 un valor de Leo (9,45 mm) mds acorde a la Ligxim: obtenida empiricamente (9 mm)
y a que es una rutina utilizada en la identificacién de las curvas de crecimiento con

oscilaciones estacionales que mejor se ajustan a un conjunto de datos de frecuencia dado.

La representacién de la curva de VBGE se muestra en la Figura 5.20, donde los ejemplares de
D. digitaria alcanzan la talla media (6,13 mm) a los 18 meses de edad aproximadamente, y el
rango de talla mds frecuente (6,50 mm) lo hace a los 20 meses. A los doce meses se observd
una desaceleracién del crecimiento, cuando los ejemplares alcanzan una talla estimada de

4,76 mm. Los ¢jemplares de D. digitaria muestran un crecimiento practicamente lineal hasta
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aproximadamente los 2,4 mm de longitud (5 meses de edad), a partir de la cual el ritmo de
crecimiento comienza a disminuir. La tasa de crecimiento de una especie puede diferir entre
sus poblaciones, debido a factores ambientales como la temperatura, disponibilidad de
alimento, etc. Por ello se calculd el Indice de Rendimiento del Crecimiento o crecimiento
estandar (@’= log K + 2 log Leo). El valor del crecimiento estdndar obtenido en el presente

estudio para D. digitaria fue de @ = 1,796.

11}

Longitud (mm

2 30 36 42 48 544

Edad (meses)

Figura 5.20. Curva de crecimiento estimado de von Bertalanffy obtenida a partir del andlisis de la
frecuencia de clases de talla. La flecha azul indica el punto en el que se produce una desaceleracién
notable del crecimiento, y la flecha roja el punto correspondiente a un ejemplar con la longitud media

de la poblacién.

De los seis ejemplares en los que se estudiaron las bandas de crecimiento en ldmina delgada,
tres de ellos presentaron marcas de crecimiento a lo largo de toda la superficie de corte lo
suficientemente claras para ser identificadas como paradas de crecimiento, y no debidas a
perturbaciones ambientales puntuales. A partir de las lecturas de las bandas de crecimiento se
calcularon los coeficientes de crecimiento K en base a dos supuestos, el de una sola parada
anual invernal y el de dos paradas anuales coincidentes con los dos periodos de puesta

principales, en primavera y otofio (Tabla 5.4).
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Tabla 5.4. Valores de los coeficientes de crecimiento K calculados en tres ejemplares para los dos
supuestos, de una y dos paradas anuales. Lt, longitud del ejemplar a la edad ¢; t;, edad en anos en el

supuesto de una sola parada anual; t; edad en anos en el supuesto de dos paradas anuales.

Ne Bandas de

Ejemplar . Lt t Ky 8} K,
crecimiento
8 2 2,21 1,5 0,19 1 0,28
548 8 4,98 7,5 0,11 4 0,2
3 11 4,91 10,5 0,08 5,5 0,14

El resultado del Indice de Rendimiento del Crecimiento calculado en funcién del valor
medio obtenido para K (0,174) a partir de los ejemplares 548 y 3 a los cuatro afios de edad,
y para una Leo = 9, fue de @ =1,149.

Cc

Figura 5.20. Cortes en ldmina delgada de la concha de los tres ejemplares de D. digitaria analizados,
donde se aprecian las paradas de crecimiento. A, ejemplar 8; B, ejemplar 3; C, ejemplar 548 en
metacrilato. En el recuadro de C, las flechas sehalan tres bandas que indican paradas de crecimiento,
mientras que los asteriscos (*) marcan zonas claras de crecimiento rdpido. Abreviaturas: ir, zona

intercostal; r, costilla.

Mortalidad y longevidad

Con objeto de aumentar la informacién que permita conocer la biologia de D. digitaria, se
estimé la longevidad (Pauly, 1980), obteniendo un valor de tmx = 4,3 afos segtin los valores
de K obtenidos en el andlisis de frecuencia de tallas, pero que aumentaria hasta los 17,2 afios
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si tenemos en cuenta el valor de K obtenido en el andlisis de las bandas de crecimiento en

ldmina delgada.

La tasa de mortalidad natural (M) obtenida con método de Chapman-Robson (1960), para
una edad promedio de la poblacién de 1,5 afios y un tamano de muestra de 3.855 cjemplares,
se estimé en 0,51. Considerando el método de anilisis de las bandas de crecimiento

obtendriamos una estimacién de la mortalidad de 0,14.
DISCUSION

Reproduccién

D. digitaria es una especie dioica, que es el patrén habitual en los astdrtidos (Mikkelsen &
Bieler 2008) y de la mayoria de los bivalvos (Sastry 1979, Gosling 2003). Este patrén se
considera ancestral en el filo Moluscos en general y en la clase Bivalvos en particular,
apareciendo en el clado basal de los protobranquios (Collin 2013). Siendo los astdrtidos
también un clado basal de los bivalvos heterodontos, ser dioicos serfa su patrén natural. En la
poblacién estudiada de D. digitaria se considera que la relacién de sexos no es 1:1, ya que
aparece una diferencia significativa a favor de las hembras. Este hecho puede estar relacionado
con ¢l pequeno tamano de los ejemplares, lo que limita la capacidad de producir y almacenar
évulos, que es el factor limitante a la hora de los reclutamientos. Al ser de pequefio tamafio,
D. digitaria podria presentar un patrén de hermafroditismo consecutivo (Sastry 1979;
Sellmer 1967), en el cual las tallas mds pequenas son machos y las mds grandes — con mds
capacidad de formar évulos — hembras; sin embargo, en la poblacién analizada, encontramos
machos y hembras a partir de 2 mm de longitud. La ausencia de ejemplares hermafroditas, la
presencia de ambos sexos en todas las clases de tallas, junto con la presencia de gametos
residuales o en estado preactivo en la mayoria de ellos, nos permite confirmar que no existen

cambios de sexo en la poblacién estudiada de D. digitaria.

Si bien no es posible identificar el sexo por las caracteristicas morfoldgicas de la concha, se ha
detectado un dimorfismo sexual en la poblacién analizada de D. digitaria. A pesar de tener un
tamano medio muy similar, los machos son algo mds grandes, en longitud y sobre todo en
altura (p<0,05) (Tabla 3.3). La existencia de dimorfismo sexual en astdrtidos actuales (Astarte
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borealis, Astarte sulcata, Astarte elliptica) (Saleuddin 1964; Ockelmann 1965) y en especies
fésiles americanas (Heaslip 1968, 1969; Kauffman & Buddenhacce 1969; Kelley 1980.) es
conocido, pero en todas ellas son las hembras las que presentan mayor tamafio. La mayor
talla de los machos de Digitaria puede estar en relacién con el hecho de que son ellos los que
realizan el mayor “esfuerzo de produccién”, ya que emiten mds veces, pricticamente se estaria
liberando esperma en todos los meses muestreados (Fig. 5.5B), al vivir en un ambiente
inestable con corrientes en el fondo, donde las probabilidades de penetrar en la cavidad paleal
de una hembra pueden estar reducidas. En cambio, los 6vulos son fertilizados en la cavidad
paleal, y las hembras no los emiten probablemente hasta que algunos espermatozoides al
penetrar en la génada, informan de la presencia de un reservorio en las branquias, con lo cual

el riesgo de que sus évulos no sean fertilizados es minimo o nulo.

En algunos grupos de invertebrados marinos el tamafio de los évulos decrece con la edad
(Qian & Chia 1992). Cuando hay sucesivas puestas dentro de un mismo ciclo reproductor, el
ndmero de 6vulos puede disminuir en puestas sucesivas con relacién a la primera puesta
(Donax trunculus: Tirado & Salas 1998) asi como el tamano de los huevos (Haloa japénica:
Ito 1992; Aldaria préxima: Jones et al. 1996). Aunque hay diferencias significativas entre los
tamanos de huevos segtin el estado gonadal, en el caso de las hembras de D. digitaria, no
existe correlacién entre talla del progenitor y tamafio de évulo en hembras activas. Los évulos
de hembras activas no son homogéneos en tamano, pero la variabilidad no estd relacionada
con el tamafo de la hembra, ya que hembras de tallas similares presentan tamanos promedios
de 6vulos diferentes. Es posible que dichas diferencias estén relacionadas con el nimero de
puesta, es decir que aquellas hembras que hemos capturado antes de hacer su primera emisién
dentro del ciclo presenten évulos de tamafio mayor que las que se han capturado
prepardndose para una segunda emisién. En nuestro caso no hemos podido analizar la
fecundidad por el escaso nimero de hembras en estado activo. Los huevos de D. digitaria son
relativamente grandes (> 160 um de didmetro), lo que & priori supone un incremento en la
inversién energética de la hembra, favoreciendo el desarrollo lecitotréfico de las larvas
(Thorson 1950, Ockelmann 1965, Foighil 1989); sin embargo, al igual que en otros

invertebrados, parte del aumento de tamano de los huevos de D. digitaria parece ser debido a
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la presencia de sucesivas capas, algunas de tipo mucoso (“gelatinosa”) (Podolsky 2001, 2004)
para favorecer la fertilizacién cuando el esperma constituye un factor limitante (Moran &
McAlister 2009), como supondria el ambiente inestable de los fondos de bioclastos en los que
aparece D. digitaria, donde suele haber fuertes corrientes, a lo que se une la menor

proporcién de machos en la poblacién.

La talla de madurez sexual de la poblacién analizada de D. digitaria es de 2,82 mm, aunque se
han encontrado algunos ejemplares de menor tamano con génadas desarrolladas. Esta talla
tan reducida representa una desventaja a la hora de la produccién 6vulos, cuyo ndmero
estaria condicionado por el espacio disponible. Por otro lado, se ha observado que
poblaciones de bacalao con tallas de primera madurez pequefias presentan mayores tasas de
mortalidad, ya que al derivar energia hacia el desarrollo de las génadas se ralentiza el
crecimiento, lo que aumenta las probabilidades de ser depredados (Swain 2010). Este
principio podria aplicarse a la poblacién de D. digitaria estudiada, donde este efecto podria
llevar a la poblacién a una paradédjica deriva en la que cada vez fuera necesaria una madurez
sexual mds temprana que cubriese la elevada mortalidad, con el consecuente incremento

paralelo de esta Ultima por depredacién, credndose una tendencia negativa para la poblacién.

El ciclo reproductor de D. digitaria es extenso ya que abarca todo el afo, no habiendo
periodo de reposo en la poblacién estudiada. La extensién del ciclo reproductor en bivalvos se
incrementa a medida que disminuye la latitud y aumentan las temperaturas durante los
periodos invernales (Giese 1959, Macdonald & Thompson 1988). Otro factor que se
relaciona con el alargamiento de ciclos reproductores es el aporte de nutrientes (Sastry 1979).
En la bahfa de Barbate, las temperaturas a nivel del fondo son bastante estables a lo largo del
afio y por otro lado, la salida de agua mediterrdnea, rica en nutrientes, por el Estrecho de
Gibraltar formando pequenios afloramientos en la zona (Millot 2009), favorecerian el

desarrollo de gametos durante todo el ano.

La presencia en los foliculos de las génadas de D. digitaria, tanto masculina como femenina,
de gametos en diferentes estados de maduracién junto a restos de gametos ya maduros sin
emitir revela la existencia de mds de una puesta al afio por individuo. Es dificil saber cudntas
puestas puede hacer un sélo individuo, en principio segin lo observado en histologfa, al
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menos dos. De hecho, la existencia de dos picos reproductores (mds patente en hembras que
en machos) apunta que un alto porcentaje de los individuos tienen al menos dos periodos de
puesta, uno en primavera y otro en otofo, si bien hay individuos emitiendo en otras épocas.
La presencia de mds de un pico de puesta es comiin entre los bivalvos del litoral andaluz del

mar de Albordn (Tirado & Salas 1998, Tirado et al. 2003)

La emisién de gametos en bivalvos es un proceso en el que la temperatura es habitualmente
un factor muy influyente (Gosling 2003). Se ha sugerido que cada especie posee una
“ventana de temperatura”, cuyos limites superior e inferior marcan su muerte, y dentro de la
cual existe un rango de temperatura éptima donde se produce la gametogénesis (Lubet &
Aloui 1987). Si bien es cierto que existen muchos otros factores exdgenos y endégenos que
influyen en determinar el momento de liberacién de los gametos, lo que provoca que no en
todas las especies los perfiles de temperatura del ciclo anual se ajusten exactamente a los picos
de emisién de la especie. Este parece ser el caso de D. digitaria, en la que aunque presenta
méximos de emisién en un rango de 17°C a 18°C, la liberacién de gametos se produce a lo
largo de todo el ano. Hubiera sido deseable poseer datos de concentracién de clorofila a,
como medida de disponibilidad de alimento en ¢l medio ya que para muchas especies, cl
alimento en lugar de la temperatura es el factor principal para determinar el momento de la
gametogénesis y la emisién. Este es un comportamiento légico ya que el proceso de
formacién de gametos es demandante de energia, dependiendo del suministro de alimentos

disponibles y/o las reservas de energia almacenada (Gosling 2003).

Las evacuaciones de gametos de forma sucesiva a lo largo del ciclo anual en “pulsos”
asincrénicos, seguidos de una recuperacién rédpida de la génada, pueden responder a una
estrategia reproductiva de supervivencia de las especies de bivalvos de pequefio tamafio, ya
que de esta forma solo comprometen una parte del efectivo gonadal. En estas especies, como
es el caso de D. digitaria, el espacio en el que albergar los gametos no es bastante para
garantizar una descendencia suficiente que pueda superar las tasas de mortalidad (Calvo et a/
1998). Esto harfa necesaria mds de una puesta durante el ciclo reproductivo, para asegurar
que la cantidad de gametos emitidos produzcan el niimero de ¢jemplares suficientes para que

la poblacién no desaparezca. Segin Olive (1985), la descarga gamética repetitiva dentro de
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un mismo periodo reproductivo estd vinculado a la variabilidad de las condiciones para la
supervivencia de las larvas y los juveniles. La contrapartida a esta estrategia donde se realizan
pequefas emisiones buscando los momentos con condiciones ambientales mds favorables es
que esta dispersién de la carga gamética a lo largo del periodo reproductivo puede hacer que
la tasa de fertilidad disminuya debido a la asincronia en la emisién. En definitiva, se aumenta
las probabilidades de que una parte de la puesta sea exitosa, pero se pierde la posibilidad de
un éxito masivo. Esta estrategia describe el comportamiento reproductor de D. digitaria en la
poblacién de estudio, que a su vez se ajustaria a la teorfa denominada Bet-hedging (Slatkin
1974), que habla sobre la manera en la que un individuo debe optimizar su adecuacién a un
medio variable ¢ impredecible. La idea que subyace en una estrategia reproductora de este
tipo, es que un individuo debe disminuir la varianza de su adecuacién al medio entre los afios

para maximizar la adecuacién a largo plazo.

De hecho la estrategia de D. digitaria podria describirse como Bet-hedging conservativa (Seger
& Brockmann 1987, Philippi & Seger 1989), que es una de las dos formas en las que en
principio, un individuo puede disminuir la varianza de su adecuacién. Asi el organismo
utilizarfa siempre la misma estrategia reproductiva de bajo riesgo, produciendo descendencia
durante todo el periodo reproductivo. Esto se basa en la idea de que la seleccién natural
favorecerd finalmente a aquellas estrategias reproductivas cuya media de éxito en el tiempo sea
mids alta, aunque de manera puntual su éxito sea menor (Seger & Brockman 1987, King &
Masel 2007, Olofsson et al. 2009). Cuando no existe un proceso de seleccién del ejemplar
que va a fertilizar los gametos femeninos, como ocurre en la reproduccién de bivalvos, se
deriva otra ventaja de este tipo de estrategia reproductora, ya que la emisién de gametos
femeninos en diferentes puestas a lo largo del afio disminuye la probabilidad de que todos los
gametos sean fecundados por los espermatozoides de un macho de “baja calidad”, y aumenta
la variabilidad genética entre la descendencia (Fox & Rauter 2003), incrementdndose la
probabilidad de adaptacién a los posibles cambios ambientales y por tanto la de supervivencia
de la especie. La gran variabilidad del color de las conchas en D. digitaria (Figura 3.5) seria
un cjemplo de la variabilidad genética presente en esta especie, posiblemente favorecida por

este tipo de comportamiento reproductor.
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La observacién en el presente estudio de la particular liberacién de évulos en D. digitaria alo
largo de una estructura acanalada formada por el eje dorsal de las branquias, junto a la
presencia de espermatozoides dentro de la génada femenina asi como de las branquias,
confirmarfa la fertilizacién interna de los évulos y su emisién en forma de cordones, que
podrian adherirse al sustrato mediante las secreciones mucosas generadas por la hembra, lo
que les libraria de una dispersién provocada por las corrientes reinantes en su hébitat, dando
cierta garantia de que los huevos fertilizados quedasen en un ambiente favorable para su
desarrollo. Este tipo de desarrollo directo viene ademds corroborado por la presencia de una
tnica prodisoconcha I, cuyo tamafio (170 pm de longitud) pone de manifiesto la ausencia de
fase planctotréfica y el hecho de tratarse de una larva lecitotréfica (Foighil 1989, Salas &

Gofas 1997, Linse & Page 2003).

Ockelmann (1958) describié la existencia en diferentes especies de la familia Astartidae
(Astarte borealis, A. montagui, A. crenata, A. elliptica y A. sulcata), a la que también pertenece
D. digitaria, de huevos que poseen una membrana adherente y una cubierta gelatinosa que
posibilita que se fijen al sustrato, evitando su dispersién por las corrientes y el riesgo de
supervivencia que ello conlleva. Las hembras de D. digitaria, con una talla media que apenas
supera los 6 mm en la poblacién estudiada, poseen sin embargo unos évulos de gran tamafio,
que en su estado de madurez llegan a los 160 pm de didmetro, pudiendo superar los 200 pum,
lo que implica una limitacién en la produccién de gametos debido al poco espacio disponible
para albergarlos. Este hecho, unido a las fuertes corrientes presentes en los fondos de
bioclastos donde viven, supondria una desventaja en un tipo de reproduccién en la que la
fecundacién fuera externa y la emisién de los gametos femeninos se hiciera de forma libre. La
fecundacién interna observada en D. digitaria y la proteccién de los huevos fertilizados, bien
mediante métodos como la incubacién intrapaleal o la inclusién de éstos en masa gelatinosas
adheridas al sustrato como sucede en los astirtidos (Ockelmann 1958), serfan
comportamientos acordes a la estrategia reproductiva Bet-hedging, ya que les proporcionaria

una proteccién extra frente a huevos emitidos al medio de forma libre (Sastry 1979, Sellmer

1967, Collins & Giribet 2010).
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El escaso niimero de ejemplares en estado activo, particularmente en hembras, la existencia a
lo largo del ciclo de un amplio “stock” de hembras en estado preactivo, junto con el hecho
que las veces que hemos observado espermatozoides en ¢l interior de la génada femenina,
tanto a microscopia éptica como en el microscopio electrénico de transmisién, fuese en
hembras preactivas, nos lleva a postular la hipétesis de que el desarrollo terminal de los évulos
(alcanzar el estado activo) y la posterior emisién, son procesos muy rdpidos, pudiendo ser la
entrada de algunos espermatozoides en la génada el detonante de los mismos. De esta forma,
las hembras se asegurarian la fecundacién de sus évulos, puesto que la penetracién de algunos
espermatozoides indicarifa la disponibilidad en el medio de gametos masculinos. Asi, en las
emisiones parciales de 6vulos estarfa asegurada la fertilizacién de los mismos por genotipos
distintos y en distintas épocas del ano, lo que aseguraria condiciones favorables para al menos

algunas de las puestas, cumpliéndose asi la teoria Ber-hedging (Slatkin 1974).

Estas observaciones apoyan la hipétesis que postula la existencia de fertilizacién interna en
especies con algtin tipo de proteccién de la prole y/o emisién de huevos embebidos en masas

o en cordones gelatinosos (Collin & Giribet 2010).

Crecimiento

Los valores obtenidos en los pardmetros de crecimiento para D. digitaria indican que es una
especie de crecimiento relativamente répido en los primeros meses de vida, pero que después
se ralentiza enormemente, con incrementos minimos anuales, lo que parece poner de
manifiesto que los individuos de esta especie, a pesar de no sobrepasar el centimetro de
longitud podrian llegar a alcanzar edades superiores a los 10 anos, lo cual resulta bastante
inusual en bivalvos, donde hay una relacién directa entre talla y edad (Ridgway er al. 2011),
si bien es cierto, que el tamafio corporal en bivalvos solo explica el 13% de la variacién de la
longevidad, entrando en juego otros factores como la edad de primera madurez sexual,
aunque ésta también posee una relacién positiva con la edad médxima estimada en bivalvos.
Todo esto apuntaria a una longevidad muy corta en el caso de D. digitaria. No obstante, se
ha encontrado que es la tasa de crecimiento el factor que presenta un mayor peso a la hora de
explicar la longevidad en los moluscos, mucho mds que la talla o la edad de primera madurez,

de manera que puede explicar entre el 67% al 75% (Haag & Rypel 2010, Ridgway ez al.
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2011), y en este caso la relacién es inversa, de manera que tasas de crecimiento pequefias
suponen una longevidad alta. Solamente existen datos de tasas de crecimiento y longevidad
para especies de mayor tamano de la familia, como Astarte borealis o A. arctica, ya que las de
tamafo mds pequefio, como Goodallia triangularis y la propia D. digitaria no han sido objeto

habitual de estudio, probablemente debido a su nulo valor comercial.

El Indice de Rendimiento del Crecimiento (@) se utiliza como criterio para poder comparar
estimaciones de tasa de crecimiento de diferentes poblaciones (Peharda 2013; Juri¢ 2012),
pero también puede ser valido entre especies de una misma familia. El astdrtido A. borealis
presenta valores de @’ que varfan entre 2,78 — 3,06 (K 0,09 — 0,41; Lo 35,53 — 53,40) en
funcién de la poblacién estudiada, mientras que para A. arctica se han dado valores de @ =
3,06 (K 0,49; Loo 48,2) (calculado de Gusev 2014; Selin 2007; Gagaev 1989), valores muy
por encima de los obtenidos en el presente estudio para D. digitaria, tanto por el método de
andlisis de frecuencia de tallas (@’ = 1,80), como por el de andlisis de bandas de crecimiento
en ldmina delgada (@ = 1,15). Esto indica que D. digitaria posee un patrén de crecimiento
diferente dentro de la familia, con un rango de valores estimados del coeficiente de
crecimiento K (0,174 — 0,7) por encima del de A. borealis y A. arctica. Que D. digitaria
presente valores de K mds elevados respecto a A. borealis y A. arctica, que poseen una Leo
entre tres y cinco veces superior, asi como una longevidad que se ha estimado entre los 8 — 20
y 7 afos respectivamente (Selin 2007, Skazina 2013), puede responder a factores
ambientales. Las diferencias entre las esperanzas de vida es indicativo de diferencias
sustanciales en las condiciones del hdbitat (Selin 2007), lo cual es evidente si tenemos en
cuenta que las temperaturas de fondo en los estudios citados para A. borealis y A. arctica
rondan los 4°C, mientras que las temperaturas medias de fondo (SBT) en nuestra drea de
estudio no bajaron de los 14°C, siendo la temperatura, junto con la disponibilidad de
alimento uno de los principales factores ambientales que afectan al crecimiento de los

bivalvos (Gosling 2003).

La imposibilidad de identificar los anillos de crecimiento en la superficie de la concha de D.
digitaria es un hecho frecuente en otras especies de bivalvos, como ocurre en el berberecho

Cerastoderma edule (Guevara & Niell 1989, De Montaudouin 1996) donde los anillos de
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crecimiento son dificilmente diferenciables de aquellos formados debido a perturbaciones del
medio (Peharda er 2/ 2012). En el drcido Arca noae (Peharda et 2l 2002), asi como en
algunas especies del género Modiolus (Pcharda er al. 2007, Seed & Brown 1978) el habitual
crecimiento de epibiontes sobre sus conchas hace de la identificacién de estas estructuras una
tarea complicada. En D. digitaria no se aprecia rastro alguno de este tipo de estructuras sobre
la superficie de su concha, ademds las costillas oblicuas que la surcan hacen atn mds dificil
observar algin indicio de anillos de crecimiento. Consecuentemente, éste resultd ser un
método no vélido para estimar el crecimiento en D. digitaria. La estimacién de los
pardmetros de crecimiento mediante el andlisis de la frecuencia de tallas ha sido criticado por
ser un método un tanto subjetivo (Gaspar ez al. 2004; Moura et al. 2009) ¢ inapropiado para
especies con un periodo de reclutamiento anual relativamente largo, como ocurre en el caso
de D. digitaria, ylo tasas de crecimiento individual muy variable dentro de los diferentes
grupos de edad (Seed 1976, Cerrato 1980). Sin embargo, el andlisis de frecuencia de tallas es
un método que posee una gran ventaja, y es que las medidas tomadas se efecttian sobre
cjemplares de una poblacién que no ha sufrido perturbaciones en sus condiciones naturales
hasta el momento de su captura (Gosling 2003), lo que asegura que no existen sesgos o
errores en las tasas de crecimiento obtenidas debido a una intervencién experimental. La
precisién del andlisis también depende de que las muestras recolectadas reflejen de una
manera fiel la estructura de tallas de la poblacién real (Peharda ez al. 2007), lo que si puede
representar un problema en los rangos de talla mds pequefios (<1 mm). Otra gran ventaja es
que cuenta con la posibilidad de analizar un elevado niimero de ejemplares de forma rédpida y

barata, sin necesidad de una cualificacién ni dispositivos especiales.

Herrmann ez al. (2009) comparan los resultados en la estimacién de la tasa de crecimiento en
Donax hanleyanus mediante el andlisis de distribucién de frecuencia de tallas y el anilisis de
incremento de talla mediante marcado in situ con tres fluorocromos (rojo de alizarina,
calceina, y cloruro de estroncio) obteniendo resultados dispares. No encuentra diferencias
significativas en las K obtenidas (K cicina = 0,41 afno™; K fecuencia = 0,47 ano™), con lo que
concluye que ambos métodos son vélidos para estimar el crecimiento de D. hanleyanus. El

estudio del crecimiento mediante el marcado con fluorocromos resulta més preciso en lo
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referente a determinar la tasa de crecimiento de una especie, ya que pueden obtenerse
medidas diarias de crecimiento. No obstante, estas sustancias pueden provocar mortalidad en
los ejemplares marcados, y su manipulacién puede afectar a sus tasas reales de crecimiento. El
que este tipo de experimentos se desarrollen por periodos cortos de tiempo puede dar lugar a
una subestimacién de Leo (Herrmann ez al 2009). Los ejemplares estudiados mediante
técnicas experimentales de captura — recaptura en los que se mantienen en cajas dentro del
agua, puede ralentizar el crecimiento de sus conchas debido a que se produce una mayor
competencia por el alimento. Las tasas de crecimiento estimadas en esos casos son menores,
observdndose valores de @’ entorno a un punto por debajo de las obtenidas por métodos
donde no existe manipulacién previa de los ejemplares, como el andlisis de distribucién de
frecuencia de tallas, el de incremento del crecimiento de Gulland-Holt o el de las marcas de

crecimiento paleales (Peharda et a/. 2007).

Gaspar et al. (2004) concluye en su estudio que el andlisis de los anillos externos de la concha
es un método apropiado para una estimacion rdpida de la edad en C. gallina, mientras que el
método de ldminas de acetato es el mds recomendado para la estimacién de los pardmetros de
la ecuacién de crecimiento de Von Bertalanffy, desestimando ¢l método de andlisis de
frecuencia de tallas por no estar indicado en especies con un largo periodo de reclutamiento,
basindose en los trabajos de Seed (1976) y Kautsky (1982) y en que los valores obtenidos
para K y Leo mediante el andlisis de frecuencia de tallas fueron distintos al del método de
l4minas de acetato. No obstante, se calculé los valores de Indice de Rendimiento del
Crecimiento (€0’) para las tres técnicas ensayadas por Gaspar er al. (2004), ya que como el
propio autor comenta, la tasa de crecimiento de una especic puede variar entre poblaciones,
debido a factores geogréficos o ambientales y es la manera mds indicada a la hora de comparar
ritmos de crecimiento entre poblaciones (Sparre ez al. 1997), especies, 0 como en este caso,
entre los resultados de diferentes métodos de estimacién del crecimiento aplicados sobre una
misma poblacién. Asi se obtuvo un valor de @ para el método de liminas de acetato de
O o= 2,85, y para el de frecuencia de tallas de @’ecuencia= 2,75, mientras que en el de
anillos superficiales de la concha la diferencia fue mayor @’wios= 3,00. Ademds si

comparamos el valor de @icuo con el de otros trabajos vemos que por ejemplo Deval (2001)
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obtiene un @’= 2,62 y Ramén (1993) el valor de @’= 2,65, mds préximos al valor obtenido
por el método de frecuencia de tallas en Gaspar ez a/. (2004). Ademds los valores de ©’fecucncia

en Gaspar et al. (2004) presentan una diferencia menor respecto a Ramén (1993) (@’= 2,81).

Asi pues, no existen métodos mejores o peores, sino que cada caso de estudio poseerd unas
. . . 7 7 . .7 . . 7 .
particularidades, que aconsejardn el método de estimacién del crecimiento mds conveniente,
resultando ser lo mds preciso en la mayoria de los casos una combinacién de ellos. No
obstante, lo més deseable serd que mediante un solo método de estudio consigamos una
estimacion de los pardmetros de crecimiento lo suficientemente precisos como para construir

un modelo que describa de la forma mds préxima a la realidad el crecimiento de la especie.
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Discusién general y conclusiones

DISCUSION GENERAL

En el presente trabajo, la eleccién de Digitaria digitaria como modelo de estudio en bivalvos,
se basé en aspectos relacionados con la concha, como la presencia de un periostraco alveolado
(comtn en la familia Astartidae) y de una escultura de costillas oblicuas; asi como en el
interés por conocer las adaptaciones relacionadas con la reproduccién de esta especie de
reducido tamano, cuyo hdbitat es altamente inestable, como son los fondos de bioclastos con
corrientes de fondo del drea del Estrecho de Gibraltar, lo cual suponia todo un reto a la hora
del reclutamiento y de la pervivencia de la poblacién en estudio. De los resultados obtenidos
se puede confirmar que efectivamente la eleccién estaba justificada, y nos ha permitido
entender el porqué de muchos caracteres morfolégicos, asi como la respuesta bioldgica de la

especie a los retos que planteaba su reducido tamarfio.

Con relacién al periostraco alveolar, caracteristico de todos los astartidos, el anélisis mediante
SEM y TEM permitié identificar la presencia de bacterias en los mismos, las cuales se
“sembraban” desde el I6bulo medio del manto en el propio surco periostracal. Dichas
bacterias aparecian inmersas en una envuelta mucosa mientras se multiplicaban. Un estudio
en curso confirma la presencia de bacterias en los alveolos del periostraco de diversas especies
de astdrtidos (Astarte sulcata, Astarte fusca o Goodallia triangularis). El caricter alveolado del
periostraco de Astartidae parece haber sufrido una seleccién positiva relacionada con su

adecuacién para albergar bacterias.

Por otro lado la presencia de bacterias dentro de bacteriocitos en otros érganos internos
ademds del 16bulo medio del manto, como los foliculos gonadales (en hembras y en machos),
o las branquias, parece indicar, si como creemos se trata de la misma especie de bacteria, una
estrecha relacién simbidtica, ya que su presencia en las génadas apunta a una transmisién
vertical, de progenitores (principalmente hembras) a la prole. Estudios en curso han puesto
de manifiesto también la presencia de bacterias en las génadas de otros astirtidos, lo que
podria indicar que dicha simbiosis no serfa exclusiva de Digitaria, sino de los Astartidae en su

conjunto.
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¢Qué ventajas tendria esta simbiosis? Los datos de los andlisis con isétopos muestran que no
hay relacién entre las bacterias y la formacién de la concha, a pesar de estar asentadas sobre
ella. Sin embargo, la obtencién de colonias en cultivo puro a partir de la concha, que
mostraron el mismo tipo de refringencia de color verde brillante que el observado en el
animal vivo a lo largo de borde del manto(concretamente en el 16bulo medio, y algo mds
difusa en todo el periostraco), junto con los precedentes de luminiscencia existentes en varias
especies de Astarte (Ockelmann, 1965, Saleuddin, 1964) producida por secreciones de
6rganos glandulares en la parte posterior del borde del manto, nos lleva a proponer una
posible relacién de simbiosis por bioluminiscencia de origen bacteriano. Esta simbiosis podria
ser de utilidad para atraer a organismos suspendidos en la capa de agua préxima al fondo y asi
obtener mds recursos, o bien como reconocimiento especifico a la hora de emitir gametos por

parte de los machos.

Con relacién a la formacién de las costillas oblicuas, el presente estudio nos ha permitido
observar los cambios morfolégicos que se producen de forma ciclica en el borde del manto y
asi confirmar el manto como una unidad morfogenética, ya que es él quien detecta la
presencia de un borde de costilla para continuar la secrecién de la misma. De esta forma, se
confirma la propuesta de Checa (2002) del modelo “guiado por contacto reducido” para la

formacién de las costillas oblicuas de D. digitaria.

“El tamano importa’, esta conocida frase, se podria aplicar sin tapujos a D. digitaria, ya que su
reducido tamano, estd en parte en el origen de su estrategia reproductora. Por ejemplo, la
mayor abundancia de hembras, que permite tener puestas profusas en la poblacién, el mayor
tamano de los machos (y por tanto de sus génadas), que estaria relacionado con el hecho de
que son ellos los que deben fertilizar al mayor nimero de hembras posibles, puesto que la
fertilizacién es interna, para lo cual emiten casi continuamente masas de espermatozoides

apelmazados por el mucus presente en los foliculos, evitando su dispersién por las corrientes.

Nuestras observaciones sobre la reproduccién de este astdrtido confirmarfan que las especies
que presentan la puesta envuelta en mucus tienen fertilizacién interna. Ambos aspectos,
fertilizacién interna y envuelta de mucus, serfan en realidad adaptaciones para favorecer la

transmisién de bacterias simbidticas, ya que si nos fijamos en los lucinidos, la otra familia de
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bivalvos en la que se han observado este tipo de puesta con envueltas mucosas (Collin &
Giribet 2010), descubrimos que se caracterizan por presentar simbiosis bacteriana en todas las

especies analizadas hasta la fecha.

Es posible que la fertilizacién interna y la puesta envuelta con mucus para fijarla al fondo, que
son extremadamente adaptativos para un bivalvo de pequeno tamafio como D. digitaria, sean
en realidad una adaptacién de todos los astdrtidos para la transmisién de las bacterias
presentes en los alveolos del periostraco a sus descendientes, puesto que las bacterias se alojan
en bacteriocitos no en los 6vulos, salvo en la especie incubadora Goodallia triangularis, donde

las bacterias si estdn dentro del évulo (estudio en curso).

Segin Ridway ez 4/ (2011) la longevidad en bivalvos estd relacionada con:(1) tamafo
corporal, cuanto mds grande, mayor longevidad, lo que se cumpliria en el caso de especies
como Arctica islandica (Schone et al. 2005b) o Neopycnodonte zibrowii (Wisshak ez al. 2009);
(2) desarrollo, cuanto mds pronto se alcance la madurez sexual menor serd la longevidad; y
(3) tasa de crecimiento, cuanto mds alta sea la tasa de crecimiento menor serd la longevidad.
Segtin Ridway y coautores el tamano explicaria la longevidad en un 13% de los casos
analizados; la relacién entre edad de maduracién y longevidad esta positivamente
correlacionada, explicando un 48,4% de los casos. Finalmente tasa de crecimiento (a partir de
datos de la curva de von Bertalanfti) y longevidad presenta una correlacién negativa
significativa, explicando el 64,3% de los casos analizados. Si examinamos el caso de D.
digitaria, observamos que es una especie de pequeno tamafo (< 10 mm), con una talla (y
edad) de madurez sexual muy temprana y una tasa de crecimiento (K) no muy definida, ya
que oscilaria entre 1,5 segin el FISAT (método Elefan) y 0,14 por el andlisis de bandas de
crecimiento en ldmina delgada, considerando 2 paradas reproductoras anuales. Segin la tasa
de crecimiento considerada nos aparece un abanico de longevidad entre 4,3 afios segtn el
andlisis de frecuencias de talla y 17,2 afos si atendemos al andlisis de las bandas de
crecimiento de las capas internas de la concha. Segtin las conclusiones de Ridway ez 2/. (2011)
D. digitaria al ser pequena y alcanzar la talla de madurez de forma temprana (2,82 mm y
entre 1 y 1.5 afos), deberia de tener una vida corta, de muy pocos anos, posiblemente en

torno a 3 - 4 afios. En el caso de D. digitaria el factor determinante parece ser la tasa de
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crecimiento. Si atendemos a los datos obtenidos con el andlisis de frecuencia de tallas, la
longevidad seria de 4,3 anos, lo cual se ajustaria mds a los otros pardmetros considerados,
tamano y edad de maduracién. Pero si atendemos a las bandas de crecimiento marcadas en
las conchas, entonces la longevidad para los individuos mayores de 9 mm se incrementa hasta
los 17,2 afios, lo cual constituirfa todo un record para una especie de tamafo tan pequefo.
Aunque el estudio de la tasa de crecimiento mediante ldminas delgadas de un mayor niimero
de ejemplares es un objetivo para el futuro, parece evidente que la tasa de crecimiento en D.
digitaria es menor y la longevidad mayor de la esperada, lo que puede que sea una adaptacién
evolutiva para el mantenimiento de reproductores en el tiempo, con el fin de compensar el
pequeno tamafo, las bajas densidades poblacionales, que junto con la depredacién pondrian

en riesgo la viabilidad de la especie.
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CONCLUSIONES

Del estudio sobre diferentes aspectos de la biologia del bivalvo Digitaria digitaria se han

podido extraer las siguientes conclusiones:

En cuanto a la formacién de la concha:

1.

El origen y el proceso de formacién del periostraco en D. digitaria es similar al
descrito para otras especies de astirtidos. Se confirma el aspecto alveolado como
una caracteristica de toda la familia y por tanto un cardcter filogenético y de

utilidad sistematica.

La implicacién del 16bulo medio del manto en relacién al periostraco se limita a
su moldeado (alveolos) y al control del desplazamiento a lo largo del surco
periostracal, mientras que la funcién de engrosamiento del periostraco estd a cargo

de las secreciones producidas por el lébulo externo del manto.

Los alveolos grandes presentes en el periostraco de D. digitaria son moldeados por
la primera fila de células de la superficie externa del lébulo medio del manto,
mientras que los alveolos pequefios por hileras sucesivas de células del 16bulo
medio. En dichos alveolos se albergan bacterias, que provienen del propio 16bulo
medio y que se instalan en el periostraco a lo largo del surco periostracal, y con las
que D. digitaria parece mantener una relacién simbionte, pero cuya funcién

queda aun por determinar.

La formacién de las costillas oblicuas en D. digitaria responden a un modelo de
“guiado por contacto reducido” donde el lébulo externo del manto adquiere la

condicién de unidad morfogénica.

En lo referente a la anatomia y los parésitos:

El estudio anatémico de D. digitaria ha puesto de manifiesto caracteres que
apoyan la reciente filogenia molecular del clado Archiheterodonta, como ausencia
de un saco del estilete cristalino independiente del intestino, el propio estilete que

es altamente mucoso, asemejindose a un protostilo. La presencia de 7
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mitocondrias comprimidas en la base del nicleo del espermatozoide es un cardcter

singular dentro de Astartidae, que relaciona Digitaria con Crassatellidae.

6. La presencia de un biso funcional puede estar relacionado con un origen
paedomorfico del género Digitaria, ya que el biso funcional es comun en los

juveniles de Astartidae.

7. La frecuencia y abundancia de los pardsitos encontrados en D. digitaria pone de
relieve el alto grado de parasitismo que sufren, que unido al carcter altamente
patégeno de alguno de ellos como Marteilia sp., que afecta al 100% de la

poblacién, indican un cierto grado de resistencia de este bivalvo al parasitismo.

8. La presencia de bacterias en las génadas de D. digitaria, apunta a una transmision
vertical, lo que confirmaria la existencia de una relacién simbiética entre el

bivalvo y las bacterias.
Sobre su reproduccién y crecimiento:

9. D. digitaria es dioica, con predominio de hembras, y con dimorfismo sexual, ya

que los machos son de mayor talla que las hembras.

10.  El ciclo reproductor es anual, asincrénico, sin periodo de reposo, con picos de
emisién en primavera y otofio. La mayoria de las génadas, sobre todo en hembras,
aparecen en estado preactivo. La maduracién terminal de los gametos es rdpida y
las emisiones son parciales. Se considera que los individuos de D. digitaria realizan

al menos dos puestas al afo, aunque podrian ser mds, sobre todo en los machos.

11.  La fertilizacién es interna en la cavidad paleal, concretamente en el eje dorsal de
las hemibranquias de cada lado, por donde van saliendo los évulos desde el
gonoporo hasta la abertura exhalante. El reservorio de espermatozoides se localiza
en la parte dorsal de las branquias. La penetracién de algunos espermatozoides en
el interior de las génadas podria ser el detonante para la maduracién definitiva de

los 6vulos.
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Discusién general y conclusiones

12.

13.

Los 6vulos estdn envueltos por una capa mucosa que posiblemente tenga como
funcién, al igual que ocurre en otros astirtidos, la fijacién al sustrato. Parece
confirmarse que la presencia de envuelta mucosa en la puesta estaria relacionada
con la presencia de bacterias en dichas especies, que de esta forma se aseguran la

transmision a la descendencia.

El crecimiento de Digitaria digitaria es en conjunto lento si atendemos a las
bandas que se observan en las ldminas delgadas, junto con una longevidad larga
(superior a los 10 afos) para un bivalvo de pequeno tamano. Los andlisis de
frecuencias de tallas (FISAT) indican tasas de crecimiento mayores y longevidad

menor (en torno a 4,5 anos).
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Resumen

RESUMEN

Digitaria digitaria es una especie que alcanza latitudes mds bajas, encontrindose de forma
habitual desde el Golfo de Vizcaya (norte de Espafia) hasta el sur de Guinea (oeste de Africa)
y en todo el mar Mediterrdneo (Gofas et al. 2011). Posee una concha que no sobrepasa los
diez milimetros de longitud antero — posterior, de contorno orbicular o a veces algo mds larga
que alta, equilateral y recubierta por un periostraco alveolado, similar al observado en otras
especies de la familia. Su escultura es inconfundible y exclusiva de esta especie dentro de los
astdrtidos, ya que estd formada por estrias oblicuas muy profundas, que empiezan en el
margen postero — dorsal describiendo una trayectoria oblicua, curvada, hasta alcanzar el

margen ventral y antero-ventral.

D. digitaria constituye pues una especie modelo, de interés tanto por los aspectos
relacionados con la formacién de su periostraco alveolado y de su peculiar concha de
escultura oblicua, como por los relacionados con su biologfa, en particular la reproduccién,
teniendo en cuenta su pequefio tamano y el hecho que el tipo de fondo y profundidad en el
que viven suele estar sometido a corrientes de fondo, lo cual supone un reto a la hora del

asentamiento larvario.
Los resultados obtenidos por objetivos son:
El periostraco. Formacién y estructura

El periostraco alveolado de D. digitaria comienza como una pelicula con las secreciones de
una célula basal en el fondo del surco periostracal y cuenta inicialmente con dos capas, la
granular y la homogénea oscura. La tercera capa que completa la formacién del periostraco, la
llamada capa transldcida, es secretada por el epitelio interno del 16bulo externo. Aunque el
16bulo medio aparentemente no estd implicado en el proceso de sintesis del periostraco, si se
ha comprobado su implicacién en el moldeado de su estructura alveolado. Se ha visto como
la primera fila de células del epitelio externo del 16bulo medio del manto funciona como
molde para los alveolos mayores. Mientras que la formacién de los alveolos menores estarfa a
cargo de pequenas protrusiones celulares de cardcter temporal, que provocarian un patrén
menos regular, sin una pauta clara. Igualmente se ha observado como los alveolos del
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periostraco de D. digitaria estin rellenos con bacterias que se instalan en el periostraco a lo

largo del surco periostracal.

La concha de Digitaria digitaria: Morfogénesis de las costillas oblicuas e implicaciones

del borde del manto.

La escultura que presenta D. digitaria en su concha estd constituida por costillas oblicuas que
discurren desde la zona postero — dorsal hasta el borde de la concha, en las que se aprecia un
incremento en la curvatura, longitud y anchura de las sicuadas en la zona posterior a las de la
zona anterjor. El hecho de haber encontrado una mayor tasa de desplazamiento anterior que
posterior de las costillas a lo largo del borde de la concha y tasas de crecimiento més altas de
la zona posterior que de la anterior, se traducirfa en un incremento en la curvatura y anchura
de las costillas desde la parte posterior a la anterior, lo que estd en consonancia con la
escultura de la concha descrita en este bivalvo. La construccién de este tipo de costillas en D.
digitaria parece estar relacionado con un comportamiento complejo de los l6bulos del borde
del manto, que experimentan secuencias ciclicas de cambios morfolégicos que responderian al
modelo “guiado por contacto reducido” propuesto por Checa (2002), donde el manto

obtiene la condicién de unidad morfogénica.
Anatomia descriptiva

Del estudio anatémico de las partes blandas se puede destacar la presencia en el pie de una
glidndula del viso funcional, que produce un cordén mucoso adhesivo. No existe un saco del
estilete independiente, sino que el estilete cristalino se forma en una especie de ciego del
intestino descendente; el estilete presenta una gran proporcién de mucosustancias,
asemejdndolo al protostilo; estos caracteres se pueden considerar basales en los Heteronchia.
La ultraestructura observada en los gametos masculinos de D. digitaria se asemeja a la de
Crassatellidae y Carditidae, con ntcleo y acrosoma alargados. La presencia de 7 mitocondrias
comprimidas en la base del ntcleo es un cardcter que relaciona D. digitaria, y los astdrtidos en

general, con los Crassatellidae.
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Parasitismo y simbiosis

D. digitaria presenta altos porcentajes de parasitacién. Es destacable, debido a su frecuencia
de parasitacién (96,4 %), la presencia del hidrozoo Monobrachium parasitum, que coloniza la
parte posterior de la concha de D. digitaria. De los pardsitos internos hay que destacar el
protozoo del género Marteilia sp. que infecta la glindula digestiva y las paredes del estémago
¢ intestino, con una frecuencia del 100 %, El trematodo de la familia Bucephalidae, aunque

no presenta una alta frecuencia entorno al 4 %, suele provocar la castracién de la génada.
p p g

El descubrimiento de bacterias asociadas al periostraco de D. digitaria, dentro de los senos
hemocélicos del borde del manto, en las branquias y el epitelio folicular de la génada y
masculina, hace suponer la existencia de una relacién simbiética entre el bivalvo y estas
bacterias. No se ha confirmado que las bacterias encontradas en diferentes érganos de D.
digitaria sean la misma especie, pero de ser asi estarfamos ante una posible transmisidén

vertical desde las madres a su descendencia.

El cultivo microbioldgico a partir del periostraco del bivalvo proporciond colonias aisladas en
cultivo puro que desarrollaban el mismo tipo de refringencia verde que la observada en el
16bulo del manto de ejemplares vivos del bivalvo. De confirmarse una relacién basada en
algtn tipo de bioluminiscencia por simbiosis bacteriana, estarfamos ante el primer registro de

este tipo de asociacién entre los moluscos bivalvos.
Reproduccidn y crecimiento

D. digitaria es una especie dioica con una mayor proporcién de hembras. Existe dimorfismo
sexual al igual que otros astdrtidos, pero a diferencia del género Astarte, los machos de

Digitaria son més grandes que las hembras.

El ciclo reproductor es asincrénico, con dos picos de emisién, en primavera y otofio, mds
definido en las hembras que en los machos, entre los cuales hay emisiones pricticamente

todos los meses. No se ha observado periodo de reposo en la poblacién.

Los évulos maduros, de gran tamafo (> 160 um de didmetro), al salir por el gonoporo se
deslizan por el eje dorsal posterior de las hemibranquias que forma un “canal de puesta” hasta
la zona de la abertura exhalante. La presencia de espermatozoides en la parte dorsal posterior
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de las branquias de las hembras, y la deteccién de espermatozoides dentro de la propia génada
femenina indican que la fecundacién probablemente se produzca a lo largo del canal de

puesta branquial, e incluso en ciertas ocasiones dentro de la propia génada femenina

Es una especie de crecimiento lento y una longevidad larga si atendemos a su pequenio

tamano.
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Anexos

ANEXO I: PROTOCOLOS DE TECNICAS HISTOLOGICAS Y MEDIOS DE
CULTIVO MICROBIOLOGICOS.

Tabla Al.1. Protocolo adaptado para la técnica de inclusién en parafina de ejemplares del bivalvo D.

digitaria.

Tratamiento

Ne de pasos Tiempo (minutos)

Lavado en agua destilada
Alcohol etilico de 30°
Alcohol etilico de 50°
Alcohol etilico de 60°
Alcohol etilico de 70°
Alcohol etilico de 80°
Alcohol etilico de 90°
Alcohol etilico de 96°©
Alcohol etilico de 100°
Alcohol butilico

Bano butilico—parafina (50%)

Bano en parafina

Fabricacién del bloque

3

[SSRENC N (SR (SR (SR (S SR S S 2 SR )

1

5

(VY IRV, BV, BV BV AV BV,

20

30
30

Tabla A1.2. Protocolo adaptado para la doble tincién de hematoxilina de Carazzi—eosina en cortes

histolégicos de D. digitaria de 10pm de grosor.

Tratamiento Ne de pasos  Tiempo (minutos)
Xilol (desparafinado) 3 10
Alcohol etilico de 100° 1 10
Alcohol etilico de 96° 1 10
Alcohol etilico de 70° 1 10
Alcohol etilico de 50° 1 10
Alcohol etilico de 30° 1 10
Agua destilada 1
Hematoxilina de Carazzi 1
Lavado con agua corriente 1
Fosina 1 0,5
Lavado con agua corriente 1
Alcohol etilico de 70° 1
Alcohol etilico de 96° 1
Alcohol etilico de 1000 1
Eucaliptol 1 15
Xilol 1 10
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Tabla Al.3. Protocolo adaptado para la doble tincién de hematoxilina de Carazzi — tricrémico de

V.O.F en cortes histolégicos de D. digitaria de 10pum de grosor.

Tratamiento Ne de pasos  Tiempo (minutos)
Xilol 3 10
Alcohol etilico de 100° 1 10
Alcohol etilico de 96° 1 10
Alcohol etilico de 70° 1 10
Alcohol etilico de 50° 1 10
Alcohol etilico de 300 1 10
Agua destilada 1 5
Hematoxilina de Carazzi 1 8
Lavado con agua corriente 1 5
V.O.E. 1 4
Lavado con agua corriente 1 5
Alcohol etilico de 70° 1 5
Alcohol etilico de 96° 1 5
Alcohol etilico de 1000 1 5
Eucaliptol 1 15
Xilol 1 10

1
1

Montaje con DPX

Tabla Al.4. Protocolo adaptado para la doble tincién PAS — Azul Alcian en cortes histolégicos de D.
digitaria de 10pm de grosor.

Tratamiento Ne de pasos  Tiempo (minutos)
Xilol 3 10
Alcohol etilico de 1000 1 10
Alcohol etilico de 96° 1 10
Alcohol etilico de 70° 1 10
Alcohol etilico de 50° 1 10
Alcohol etilico de 30° 1 10
Agua destilada 1 5
Azul Alcian 1 5
Lavado con agua corriente 1 3
Lavado con agua destilada 1 5
Acido peryédico 1 10
Lavado con agua corriente 1 3
Lavado con agua destilada 1 5
Reactivo de Schiff 1 15
Lavado con agua corriente 1 3
Lavado con agua destilada 1 5
Hematoxilina de Carazzi 1 20 seg.
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Tabla Al.4. (Continuacién). Protocolo adaptado para la doble tincién PAS — Azul Alcian en cortes
histolégicos de D. digitaria de 10pm de grosor.

Tratamiento Ne de pasos  Tiempo (minutos)
Lavado con agua corriente 1 3
Alcohol etilico de 70° 1 5
Alcohol etilico de 96° 1 5
Alcohol etilico de 100° 1 5
Eucaliptol 1 15
Xilol 1 10

Montaje con DPX - -

Tabla Al1.5. Protocolo adaptado para la tincién Rojo de Alizarina en cortes histolégicos de D.

digitaria de 10pm de grosor.

Tratamiento Ne de pasos  Tiempo (minutos)

Xilol 3 10
Alcohol etilico de 100° 1 10
Alcohol etilico de 96° 1 10
Alcohol etilico de 70° 1 10
Alcohol etilico de 50° 1 10
Alcohol etilico de 30° 1 10
Agua destilada 1 5
Solucién A 1 2
Lavado con agua corriente 1 3
Light Green SfYellowish 1 10 seg.
Lavado con agua destilada 1 5 — 10 seg.
Solucién B 1 30 seg.
Alcohol etilico de 96° 1 10 seg.
Alcohol etilico de 100° 1 10 seg.
Eucaliptol 1 15
Xilol 1 10

Montaje con DPX

Tabla A1.6. Composicién de las soluciones utilizadas en la tincién de Rojo de Alizarina.

Solucién A Solucién B Light Green SfYellowish
Rojo de alizarina 1 gr.  Alcohol 96° 500 ml  Light green 1 gr.
Agua destilada 100 ml  HCI35% 0,05 ml Agua destilada 100 ml
NH;OH - Acido acético glacial 1 ml
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Tabla Al1.7. Composicién del medio MN y ASN-III segtin Waterbury y Stanier (1978). Ingredientes
para 1 litro de medio. EDTA?, Etilenodiaminotetracetato (sal de potasio disédico). Agarb, el agar sélo

se afadird en el caso del medio sélido.

Medio
Ingredientes MN ASN-III
Agua destilada 250 ml 1000 ml
Agua de mar 750 ml -
NaCl - 25g
MgSOy4- 7H,O 0,04 g 35¢g
MgCl, - 6H,O - 2g
KCl - 0,5¢g
CaCl, - 2H,0O 0,02¢g 05¢g
NaNOs 0,75¢g 0,75¢g
K,HPO; - 3H,0 0,02 g 0,02 g
Acido citrico 0,003 g 0,003 g
Citrato férrico de amonio 0,003 g 0,003 g
EDTA® 0,0005 ¢ 0,0005 ¢
Na,COs 0,02 ¢ 0,02 ¢
Metales traza 1 ml 1 ml
Agar® 12¢g 12¢g

Tabla A1.8: composicién de la solucién de metales traza necesaria para los medios MN y ASN-IIT

segin Waterbury y Stanier (1978). Ingredientes para 100ml de solucién.
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Solucién de metales traza

Agua destilada
H3;BO;

MnCl, - 4H,O
ZnSo4 - 7H,O
Na,MoOy - 2H,0
CuSOy4 - 5H,O
Co(NO;3), - 6H,O

100 ml
0,286 g
0,181 g
0,0222 ¢
0,0039 g
0,0079 g

0,00494 g
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ANEXO II: CARACTERES MORFOLOGICOS Y ESTADO CORRESPONDIENTE
QUE PRESENTA Digitaria digitaria, SEGUN LISTADO DE CARACTERES DE Bieler ez
al. (2014).

Caracteres de la concha

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Tipo de concha en el adulto: (2) bivalvo con musculos aductores para cerrar las

valvas.

Expansiones laterales de la concha (auriculas) a cada lado del umbo: (0) ausentes.
Abertura del biso: (1) presente.

Muisculo aductor anterior (o impresién): (0) presente.

Musculo aductor posterior (o impresién): (0) presente.

Posicién de la impresién del midsculo retractor posterior del pie en relacién con
la impresién del misculo aductor posterior: (2) postero dorsal (nuevo estado de

caracter)

Linea paleal: (1) presente.

Seno paleal: (0) ausente.

Umbo: (1) prosogiro.

Pigmentos piirpura en la capa interna de la concha: (0) ausentes
Ligamento externo: (1) presente.
Posicién del ligamento: (1) opistodético.
Tipo de ligamento: (4) parivincular
Resilifer: (0) ausente.

Lithodesma: (0) ausente.

Pseudoninfa: (0) ausente.

Opérculo: (0) ausente.

Paletas: (0) ausentes.

Grieta umbonal: (0) ausente.
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20 Tubo calcdreo adventicio secretado por el animal: (0) ausente.

21 Cementacién al sustrato por una secrecidn calcirea del borde del manto: (0)

ausente.
Caracteres de la charnela
22 Fila de dientes de la charnela: (1) pocos dientes y diferentes (heterodonto)
23 Espacio entre la fila de dientes de la charnela y el umbo: (0) ausente
24 Diente secundario: (0) ausente
25 Diente cardinal: (1) presente.
26 Diente anterior lateral: (0) ausente.
27 Diente posterior lateral: (0) ausente.
28 Chomata: (0) ausente.
Caracteres de la microestructura de la concha
29 Microestructura asimétrica entre las dos valvas: (0) ausente.
30 Nimero de capas de la concha externas al miostraco paleal: (1) 1
31 Nuimero de capas de la concha dentro del miostraco paleal: (0) 1
34 Capa M+1: (2) aragonitica, lamelar cruzada.
35 Capa M-1: (1) aragonitica, lamelar cruzada.
37 Columnas del miostraco: (0) ausente.
38 Prismas en el miostraco en M-1: (1) presente.
39 Tdabulos: (0) ausentes.
40 Capa gredosa (con aspecto de escayola): (0) ausente.
41 Cdamaras en la concha: (0) ausentes.
42 Capa orgdnica dentro de la concha: (0) ausente.

43 Superficie externa del periostraco: (4) alveolado (nuevo estado de caricter).
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44

45

46

47

48

49

Vacuolas dentro del periostraco: (0) ausentes.
Calcificacién intraperiostracal: (0) ausente.
Secreciones de gldndulas arenofilicas:(0) ausentes
Cerdas aplicadas del biso: (0) ausentes.
Incrustaciones extraperiostracales: (0) ausentes.

Grosor del periostraco: (1) 1,01-3,16 pm.

Caracteres de la larva y de su desarrollo

50

51

52

53

55

56

57

58

59

60

Torsién: (0) ausente.

Charnela de la concha larvaria (provinculum): sin datos

Longitud de la prodisoconcha I: (1) 150 — 229 pm (sugiere desarrollo lecitotréfico).
Longitud de la prodisoconcha II: (0) prodisoconcha II indistinta o ausente.

Protecciéon del embrién: (2) encapsulado (saco o cdpsula de huevos unida o no fuera

del progenitor).

Forma larvaria: sin datos

Forma del velo larvario: sin datos
Mancha ocular larvaria: sin datos
Penacho apical larvario: sin datos

Ciliatura de la larva: sin datos

Caracteres de manto y érganos sensoriales

61

62

63

64

65

Lébulos del manto: (1) presentes.

Fusién ventral del manto: (0) ausente

Sifones: (0) ausentes.

Capacidad natatoria mediante movimientos de las valvas: (0) ausente.

Tenticulos sensoriales en el manto: (0) ausentes.
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66 ()rganos de Stempell: (0) ausente.
Caracteres de los misculos, pie y glandula pedal

67 Superficie ventral del pie:(1) ausente

68 Talén del pie: (0) ausente

69 Biso (en adulto): (1) presente.

70 Pérdida ontogenética del pie inmediatamente después del asentamiento: (0)

ausente.
71 Inversién pedal: (0) ausente.
72 Moisculo cruciforme: (0) ausente.
Caracteres del sistema alimenticio
73 Tracto digestivo: (0) presente.
74 Aparato radular: (0) ausente.
75 Estilo: (2) estilete cristalino (con consistencia mucosa)
76 Envoltura muscular del estémago: (0) ausente.
77 Antecdmara: (1) presente.
78 DPosicién de la antecdmara: (1) anterior a la cdmara principal.
79 Pliegues longitudinales en el eséfago: (0) ausentes.
80 Posicién de la capucha dorsal relativa al escudo géstrico: (2) dorsal.

81 Entrada del eséfago en el lumen del estémago: no procede, el escudo géstrico no

estd desplazado hacia la parte anterior del estémago.
82 Labio esofagal: (0) ausente.
83 Area de seleccién del caecum plegada y con crestas: (0) ausente.
84 Extensién ventral del caecum de seleccién de comida: (0) ausente.
85 Pared posterior del caecum de seleccién (pliegue carnoso): no procede

86 Surco dorsal de la capucha:(0) ausente.
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87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

102

103

104

105

106

107

108

Caecum de seleccién de comida: (0) ausente.
Bolsa izquierda: (0) ausente.
Area de seleccién de la bolsa izquierda: (0) ausente.

Pliegue(s) o surco(s) que conectan la bolsa izquierda con la capucha dorsal:(0)

ausente.

Bolsillos simétricos poco profundos laterales al es6fago: (0) ausentes.
Cavidad vestibular izquierda de los conductos géstricos: (1) presente
Capucha dorsal: (1) presente

Apéndice posterodorsal derecho: (0) ausente.

Pared derecha en forma de horquilla: (0) ausente.

Pliegues y surcos longitudinales en la capucha dorsal: (0) ausentes.
Pliegues y surcos transversales en la capucha dorsal: (0) ausentes.
Tiflosolis: (1) presente.

Tiflosolis mayor proyectado en el lumen del estémago: (1) proyectado
Tiflosolis mayor y vestibulo conductos gistricos anterior: (0) ausente
Surco intestinal: (0) consistente en un inico surco.

Lengua del tiflosolis mayor penetrando en los conductos de los diverticulos

digestivos: (0) ausente

Trayectoria del tiflosolis mayor dentro del ciego de seleccién: (0) ausente
Costillas bajas circunnavegando el tiflosolis mayor: (0) ausente

Tiflosolis mayor y ensanchamineto de la pared del lado derecho del estémago:

(0) tiflosolis no entra en el ensanchamiento.

Trayectoria del tiflosolis menor en el lumen del estémago: No se ha observado

tiflosolis menor.

Area de seleccién entre tiflosolis mayor y menor: No procede
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109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

232

Area de seleccién en la pared derecha: (1) presente.

Posicién del 4rea de seleccion de la pared derecha: (0) extendida desde la pared

derecha hasta la capucha dorsal

Patrén de los pliegues transversos del drea de seleccién de la pared derecha: Sin

pliegues patentes.

Pliegue posterior bordeando el 4rea de seleccién de la pared derecha: (0) ausente
Pliegue anterior bordeando el 4rea de seleccién de la pared derecha:(0) ausente
Area de seleccién accesoria en la pared derecha: (0) ausente

Pliegue anterior bordeando el drea de seleccién accesoria de la pared derecha:

No procede
Tramo de entrada de la pared derecha: (1) liso

Vestibulo anterior para los conductos de la glindula géstrica: (3) con los

conductos fusionados en un vestibulo.
Vestibulo posterior para los conductos de la glindula digestiva™: (0) ausentes.

“Vestibulo de los conductos de la glindula digestiva en la pared derecha del

estébmago”: (1) presente.

Escudo gistrico: (1) presente.

Dientes del escudo géstrico: (1) presentes.

Cuticularizacién de la superficie interna del estémago: (0) ausente
Relacién entre el saco del estilete y el intestino proximal: (1) confluente
Surco uniendo el saco del estilete y las aberturas intestinales: (0) ausente.
Ciego del saco del estilete: (1) presente.

Bucle intestinal: (0) sin bucle.

Posicién del bucle intestinal en relacién al estémago: no procede.

Bucle del intestino dorsal, sobre el estémago: (0) ausente.
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129

130

131

132

Posicién del saco del estilete: (1) producido posteriormente.

Posicién relativa del recto y la cavidad pericdrdica: (0) recto atravesando el

ventriculo.
Término del recto: (0) unido al musculo aductor posterior.

Embudo anal: (0) ausente

Caracteres endosimbidticos

133

134

135

Bacterias intracelulares en los ctenidios constituyendo una simbiosis basada en

la oxidacién del sulfuro: (0) ausente.
Zooxantelas simbiontes: (0) ausentes.

Glindula de Deshayes conteniendo bacterias celuloliticas fijadoras del

nitrégeno: (0) ausentes.

Caracteres de las branquias y los palpos

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

Palpos labiales: (1) presentes.
Simetria de los palpos labiales: (0) simétricos.

Posicién relativa de los palpos labiales: (1) cerca de la regién anterior de la masa

visceral.

Probéscides de los palpos: (0) ausentes.

Bolsa de los palpos: (0) ausente.

Forma de los palpos labiales: (0) triangulares.

Diferenciacién anterior/posterior de los palpos labiales: (0) ausente.
Punta del palpo labial externo: (0) libre.

Forma de la punta del palpo labial externo: (1) redondeado.
Capucha formada por los palpos labiales: (0) ausente.

Asociacién de la branquia — palpo (insercién): (1) presente.

Asociacién de la branquia — palpo (fusién): (0) ausente.
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148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

234

Arista de divisién de la lamela del palpo: (0) ausente.
Ctenidio: (1) presente.

Estructura del ctenidio: (1) filamentos.

Orientacidn de las hojas del ctenidio: no procede.

Relacién de las hemibranquias: (1) la hemibranquia externa se superpone

parcialmente a la interna.
Demibranquia externa: (0) presente.
Plegamiento de la demibranquia interna:(0) plegada

Plegamiento de la demibranquia externa:(0) plegada

Hemibranquia externa (tamafo relativo de las lamelas): (0) lamela ascendente

(externa) menor que la descendente (interna).

Hemibranquia externa (quilla): (1) ausente.

Longitud de la hemibranquia: (1) hemibranquia externa més corta que la interna.
Forma del ctenidio: (2) alargado

Simetria del ctenidio: (0) simétrico.

Origen de la hemibranquia: (0) aproximadamente al mismo nivel dorsoventral.
Fusién anatémica de la hemibranquia interna: (0) no fusionada.

Forma de las hojas del ctenidio: no procede.

Hojas ensanchadas lateralmente: no procede

Posicién de las branquias: (0) anterior al musculo aductor posterior.

Conexién posterior de la hemibranquia interna: (0) ausente.

Surco alimenticio en la hemibranquia interna: (1) presente.

Surco alimenticio en la hemibranquia externa: (0) ausente.

Conexidn entre la demibranquia interna y la masa visceral: (2) anatdmica (tejido).
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170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

Conexidn entre la demibranquia externa y el manto: (2) anatémica (tejido).
Uniones interlamelares: (1) multiples barras transversales.
Separacidn entre cilios frontales y latero — frontales: no procede.
Cilios laterofrontales de la branquia: (1) presentes.

Composicién de los cilios latero — frontales: sin datos

Cilios abfrontales: (1) ausentes.

Entrelazado de los cilios: no procede (solo para protobranquios).
Barras quitinosas: (0) ausentes.

Filamentos principales: (1) presente

Filamentos apicales: (0) ausentes

Distribucién de los filamentos principales: (0) en toda la branquia.
Branquias del manto: (0) ausentes

Septum: (0) ausente

Porcién de la cavidad del manto ocupada por la branquias: (0) lateral y posterior

al pie.

Interconexién mediante vasos: (0) ausente.

Espuelas filamentares: (0) ausentes.

Discos ciliados: (0) ausentes.

Configuracién de los discos ciliados: no procede.

Fusién filamentalabfrontal: (0) ausente.

Puentes de tejido interfilamental (filamentos ordinarios): no procede.

Puentes de tejido interfilamental (filamentos principales):(1) presentes.

Cardcter de transporte de oxigeno

191

Hemoglobina intracelular: presente.
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Caracteres de los espermatozoides

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

236

Vesicula acrosémica: (0) compuesta de una sola vesicula.

Posicién del complejo acrosémico (vesicula + material subacrosomal): (0)

anterior, dispuesto verticalmente sobre el dpice del nicleo.

Perfil de la seccién longitudinal de la vesicula acrosémica: (2) alargada — cénica,

con una base ancha.

Contenido de la vesicula acrosémica: (0) homogéneo.

Apice de la vesicula acrosémica: (0) simple.

Material subacrosémico: (2) depdsito granular + ¢je.

Forma del niicleo: (1) forma de barra.

Curvatura del ndcleo: (0) ausente.

Contenido nuclear (maduro): (1) gridnulos gruesos no visibles.
Apice del nicleo: (2) céncavo y/o con una profunda foscta

Foseta basal del niicleo: (2) muy poco profunda o ausente, con centriolos

totalmente excluidos.

Complejo centriolar: (2) centriolo proximal total o parcialmente modificado en una

barra bandeada.

Raicilla centriolar: (0) sin un componente bandeado periédico.

Material pericentriolar: (0) difuso o ausente.

Numero usual de mitocondrias: (3) mis de 6.

Forma de la mitocondria: (1) subesférica con una marcada compresién lateral.
Disposicién mitocondrial en relacién al complejo centriolar: (0) radial.

Disposicién mitocondrial en relacién al nicleo: (0) minima o sin solapamiento

con el nicleo.

Axonema: (0) en un flagelo simple (axonema rodeado de una membrana plasmitica).
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