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Abstract: Histochemistry of the digestive gland of the pearl oyster Pinctada imbricata (Pterioida:
Pteriidae) during the gametogenic cycle, Venezuela. Histochemical techniques today allow you to select areas
of tissue and generate reliable information on the distribution of energy reserves in bivalve molluscs during their
life cycle. The main objective of this study was to describe and relate the gametogenic cycle with the avail-
ability of energy reserves and the environmental parameters. For this, we sampled and examined the gonads and
digestive glands (DG) of 15 individuals collected monthly during April 2012 and February 2013. We processed
and analyzed the samples by standard histological and histochemical light microscopy techniques. Our results
showed that for the gametogenic cycle, the monthly proportion of mature organisms was higher for males,
between August (40 %) and November (53 %), while the females tend to have a shorter synchronized cycle and
release of gametes in September (67 %) and October (60 %). The intense spawning periods in both sexes was the
same (October to January). Between the periods April-August 2012 and January-February 2013, we observed
the highest values of 1G] and glucide index (instead, a decrease was observed in September, reaching minimum
values during the period October-December). Besides, the maximum values of IL, lipid index, were observed
in April-2012 and February-2013, with an intermediate value in August-2013. The results indicated that the
reserves of the GD have a pattern of mobilization inversely related to the proliferation of gametes in both sexes;
this was directly linked to the availability of nutrients such as chlorophyll a and the organic seston. Rev. Biol.
Trop. 64 (2): 849-858. Epub 2016 June 01.

Key words: periodic acid shiff, Sudan black B, digestive gland, Pinctada imbricata, conventional light
microscopy.

La ostra perla Pinctada imbricata se
encuentra entre las especies de ostras perleras
de mas amplia extension en la franja tropical y
subtropical (Urban, 2000) y es comercialmente
importante en el Atlantico y en el mar Caribe
(O’ Connor & Lawler, 2004). En Venezuela,
habita en la costa nororiental (Mackenzie,
Troccoli, & Ledn, 2003), donde se explotan
artesanalmente los bancos naturales, y actual-
mente, en el golfo de Cariaco (estado Sucre),
existe una gran expectativa para su cultivo.

Sin embargo, para el desarrollo de esta acti-
vidad, se requiere comprender su biologia
reproductiva y el gasto energético que ésta
requiere para dicha actividad, en relacion con
el ambiente de cultivo.

El proceso gametogénico requiere de un
suministro continuo de energia, de modo, que
el ciclo reproductivo esta acoplado al ciclo
de nutrientes para maximizar el éxito y su
actividad reproductiva (Cannuel & Beninger,
2005). La energia destinada para el crecimiento
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y reproduccion es obtenida directamente del
alimento disponible, reservas metabolicas o
una combinacion de ambas (Bayne & Newell,
1983). En pectinidos, el musculo aductor se
encarga de acumular reservas en forma de
carbohidratos que son transferidos a la gonada
para la reproduccion, mientras que en mitilidos,
ostreidos y venéridos, la glandula digestiva,
musculo, manto y estructuras celulares como
el tejido conectivo vesicular y las células
adipogranulares, se encargan de proveer los
nutrientes para el desarrollo gonadal (Vite &
Saucedo, 2008).

Mediante técnicas histoquimicas, es posi-
ble identificar y cuantificar la movilizacion de
las reservas energéticas durante la gametogé-
nesis en los moluscos bivalvos (Gomez, 2008).
Para la identificacion de los carbohidratos
se utiliza la reaccion del acido periodico y el
reactivo de Schiff (Humason, 1979) y los lipi-
dos pueden ser detectados utilizando el Sudan
Negro B (Rodriguez-Jaramillo, 2004). A partir
de estas técnicas, se han desarrollado indices
de calidad histologica como un estimador del
contenido energético, y se ha podido conocer
la utilizacion de dicha energia en bivalvos,
para satisfacer las demandas metabolicas de la
gametogénesis (Gomez & Saucedo, 2009).

En el presente trabajo, se describe por pri-
mera vez, un estudio histoquimico y de analisis
digital de imagenes en la ostra perla Pinctada
imbricata en condiciones de cultivo, con el
objetivo de determinar si existe o no transfe-
rencia energética de un tejido somatico (glan-
dula digestiva) a la gonada (tejido germinal),
durante el desarrollo de su ciclo reproductivo
en relacion con los factores ambientales, lo
cual permitira generar informacion para esta-
blecer lineamientos que conlleven a mantener
y acondicionar los adultos para la produccion
de gametos con fines de acuicultura.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras y procesamien-
to de ejemplares: Se obtuvo de forma mensual,
entre abril-2012 y febrero-2013, 15 organismos
de Pinctada imbricata, cultivados en sistema

de suspension de una linea de cultivo o long
line (en cilindros de malla de plastico biode-
gradable), ubicada en la ensenada de Turpialito,
golfo de Cariaco (10°26’56” N - 64°02°00” W).
A cada organismo se le extrajo la masa visceral,
que contiene el tejido gonadal y la glandula
digestiva, y fue fijada en solucion de Davidson
por un periodo de 48 h (Shaw & Battle, 1957).

Factores ambientales: La temperatura
fue registrada a intervalos de 60 min en el sitio
de cultivo, utilizando un termografo (Sealog-
Vemco, £+ 0.01 °C). Con una frecuencia sema-
nal, se recolecto en el sitio de cultivo agua de
mar, con una botella Niskin de 5 L (el agua de
mar recolectada se trasvaso a frascos ambar de
2 L, para ser analizadas posteriormente en el
laboratorio), para determinar el seston organi-
co ¢ inorganico, y la biomasa fioplanctonica
estimada por la concentracion de clorofila «,
de acuerdo a los protocolos establecidos en
Strickland & Parsons (1972). Adicionalmen-
te, se determind el indice de Surgencia (IS),
basandose en la estadistica de vientos de la
estacion meteorologica del aeropuerto de Por-
lamar, Nueva Esparta, segin Bowden (1983):
Ul = (t,/rw £)*100; donde, f = parametro de
Coriolis, t = la tension del viento de superficie,
rw =la densidad media del agua (1 025 kg.m?).

Técnicas histolégicas e histoquimicas:
Para microscopia de luz visible, los tejidos,
una vez fijados, se lavaron con agua corriente,
se deshidrataron y se incluyeron en xilol y
parafina para obtener cortes de 5 um de grosor
(Howard & Smith, 1983). Los tejidos gona-
dales se tifieron con hematoxilina de Harris-
Eosina Y alcohdlica (H-E) (Humason, 1979),
y se identificaron las fases de desarrollo game-
togénico en ambos sexos, para lo que se siguid
la clasificacion para ostras perleras establecida
por Tranter (1959) y Southgate & Lucas (2008)
con los estadios: Indiferenciado (I), Desarro-
llo activo (II), Madurez (III), Desove (IV) y
postdesove (V). Para histoquimica, se tifieron
los tejidos obtenidos de la glandula digestiva,
y se identificd en los tibulos digestivos con el
reactivo de Schiff-acido Periddico, la presencia
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de algunos glicanos como glucogeno y glico-
conjugados, y con Sudan negro B la presencia
de lipidos como grasas neutras, fosfolipidos y
esteroles (Gomez, 2008).

Analisis digital de imagenes: Se llevo
a cabo mediante la cuantificacion del area de
las sustancias que reaccionaron positivamente
para carbohidratos o lipidos, se midi6 en las
imagenes capturadas con el objetivo 40 X de
20 adenomeros de la glandula digestiva por
individuo usando el programa Image Pro Plus
5.1 (Media Cybernetics, Inc.).

indices de glucidos y lipidos: Los indices
de gltcidos (IGl) y lipidos (IL) se obtuvieron
por la relacion porcentual de la sumatoria del
area ocupada por las estructuras que reacciona-
ron positivamente para carbohidratos o lipidos
en relacion al area del adendémero, seglin lo
descrito por Rodriguez-Jaramillo (2004): IGl y
IL = (Area de cobertura estructuras positivas /
Area del adenémero)*100.

Se realiz6 un ANOVA de una via para
detectar diferencias en el IGl e IL durante el
periodo de estudio y de acuerdo al estadio de
maduracion, seguido por la prueba a posteriori
de Bonferroni (Zar, 2010) con el programa
Statistica vers 8.0 (Stat Sof, Inc.). Para esta-
blecer relaciones con las variables del analisis
histoquimico en los adenomeros (indice de
glucidos, indice de lipidos, el area y diametro
del adendmero y de su lumen) con los factores
ambientales de la zona se realizo un analisis
descriptivo de componentes principales con el
paquete estadistico Statgraphic plus 5.1, Inc.

RESULTADOS

Factores ambientales: Las variaciones
mensuales de la temperatura, clorofila a, ses-
ton (organico e inorganico) se muestran en la
figura 1. La temperatura, durante el lapso de
junio-noviembre 2012, mostrdé un aumento
progresivo, con maximos valores entre octu-
bre y noviembre (28.47 £ 0.78 °C y 28.25 +
0.42 °C, respectivamente) para luego disminuir
gradualmente en los ultimos meses de cultivo

(diciembre: 26.07 + 0.42, enero: 24.36 + 0.95
°C y febrero: 22.86 + 0.44 °C). La clorofila
a presentd un comportamiento inverso a la
temperatura. Los valores mas bajos de cloro-
fila a se registraron en los meses de octubre
y noviembre (0.32 £ 0.23 pg/L y 0.14 £ 0.01
png/L), mientras que el maximo pico se obtuvo
en febrero (2.64 +2.57 ug/L). El seston presen-
t6 su valor mas alto en el mes de octubre (22.48
+5.20 mg/L).

Ciclo gametogénico: Los machos, pre-
sentaron mayormente individuos en estadio de
desarrollo activo inicial y avanzado, con pre-
dominio del desarrollo activo en abril (80 %) y
julio (57 %). Entre agosto (40 %) y noviembre
(53 %) hubo mayor proporciéon de machos
maduros, con desoves continuos durante casi
todos los meses, principalmente en septiembre
(33 %), octubre (30 %), noviembre (38 %) y
diciembre (20 %). En las hembras, siempre
estuvo presente el estadio de desarrollo activo.
Los periodos de maxima madurez se obser-
varon en septiembre (67 %), octubre (60 %),
noviembre (57 %) y diciembre (45 %), con
desoves entre octubre y noviembre (20 y 29
%), y otro a partir de diciembre (30 %). Entre
machos y hembras coincidieron los periodos de
maximos desoves (octubre-diciembre).

Analisis histoquimico de los adenéme-
ros: El IGl (Fig. 2) entre los meses estudiados
presentd diferencias significativas (ANOVA,
P < 0.05), formando tres grupos (Cuadro 1).
Entre abril-agosto 2012 y enero-febrero 2013,
se observaron los valores mas altos del IGI, en
cambio a partir de septiembre se produjo una
caida, alcanzando valores minimos durante
octubre-diciembre. El IGl entre las fases de
maduracion (Cuadro 2) presentd diferencias
significativas (ANOVA, P < 0.05), en donde
el desarrollo activo y desove, conformaron
el grupo con los valores mas altos, mientras
que en el resto de los estadios se registraron
los menores valores. El IL (Fig. 3) presento
diferencias significativas (ANOVA, P < 0.05)
entre los meses (Cuadro 1), con valores maxi-
mos en abril-2012 y febrero-2013, con un valor
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Fig. 1. Variaciones mensuales de la temperatura (A), clorofila a (B) y seston (C) de la zona de cultivo, golfo de Cariaco,
Venezuela.

Fig. 1. Monthly variations of temperature (A), chlorophyll a (B) and seston (C) of the culture area, gulf of Cariaco,
Venezuela.
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Fig. 2. Sustancias reactivas de la tincién PAS-Shiff. Se seflalan los adendmeros de la glandula digestiva con un 15 %-40X
(A), 20 % -10X (B), 26 %-40X (C) y 32 %-10X (D) de indice glucido. pa: pared del acino, s: células digestivas, dp: ducto
primario, ds: ducto secundario, 1: lumen del acino. Barra: 50 um (40X) y 100 pm (10X).

Fig. 2. Reactive Substances PAS-Schiff staining. The adenomeres are reported with 15 %-40 X (A), 20 %-10 X (B), 26
%-40 X (C) and 32 %-10 X (D) of carbohydrate index. pa: acino wall, s: digestive cells, dp: primary ducte, ds: secondary
duct, 1: lumen of the acinus. Bar: 50 pm.

CUADRO 1
Variacion mensual de IGl e IL en la glandula digestiva

TABLE 1
Monthly variation of IGl and IL in the digestive gland

Mes 1 Gl (%) 1L (%)
Abril-2012 2324 +8.02? 37.76 £ 11.272
Mayo 2348 £+582% 25.80 + 8.49°
Junio 23.16 £8.29 2 2538 +7.80"
Julio 2418 £5.59 2 28.29 + 6.66 bee
Agosto 23.17+5.38%2 32.74 + 6.07 4
Septiembre 20.74 £5.44 b 29.71 £8.17¢
Octubre 18.67+£5.10°¢ 29.50 £ 7.75 d¢
Noviembre 18.64 £ 6.09 © 27.11 £ 7.42 bee
Diciembre 18.10+7.50 ¢ 28.31 + 8.59 bee
Enero-2013 22.04 £6.45*2 34.62+£7.444
Febrero 2226 £4.672 35.55+7.852d

Media + desviacion estandar. Los super indices indican los grupos comunes.
Mean + standard deviation. The super-indices indicate the common groups.
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Fig. 3. Sustancias reactivas de la tincion Sudan Negro B. Se sefialan los adenémeros de la glandula digestiva con un 17 %
(A), 23 % (B), 27 % (C) y 34 % (D) de indice glucido. pa: pared del acino, s: células digestivas, dp: ducto primario, ds:

ducto secundario, 1: lumen del acino. Barra: 50 pm.

Fig. 3. Substances reactive dye Sudan Black B. The adenomeres are reported with 17 % (A), 23 % (B), 27 % (C) and 34 %
(D) of carbohydrate index. pa: acino wall, s: digestive cells, dp: primary ducte, ds: secondary duct, 1: lumen of the acinus.

Bar: 50 um.

intermedio en agosto. Entre las fases de madu-
rez sexual (Cuadro 2) se detectaron diferencias
significativas (ANOVA, P < 0.05); el desarro-
llo activo (I) present6 el valor maximo, seguido
de los maduros, con los valores mas bajos en
las fases de desove y postdesove.

El Analisis de Componentes Principales
(Fig. 4) para relacionar el estudio histoquimico
de los tubulos digestivos (indice de gluci-
dos, indice de lipidos, el area y diametro del
adenomero y de su lumen) con los factores
ambientales de la zona de cultivo, junto con el
indice de surgencia, alcanzé un porcentaje de
varianza total explicada en los cuatro primeros
componentes (ejes) de un 88 %. Adicional-
mente, muestra que para el componente uno,
existe una asociacion positiva entre el indice
de lipidos, clorofila a, area y diametro de los

CUADRO 2
Variacion entre las fases del desarrollo gonadal de IG e IL
en los adenomeros de la glandula digestiva

TABLE 2
Variation between phases of gonadal development in the
IG and IL adenomeres digestive gland

Estadio 1G (%) 1L (%)
D. Activo 22.65+6.15% 32.11+943°?
Madurez 19.91 + 6.65 b 29.33 +7.74 be
Hermafrodita 19.49 £ 3.53 be 22.51+6.89°
D. Parcial 19.41 £6.03 ¢ 28.28 £8.35"
Postdesove 23.47+7.942 27.74 +£8.79®

tubulos digestivos, indice de surgencia y el area
y didmetro de lumen de los adendmeros, y a su
vez, estas variables estan asociadas negativa-
mente con el seston inorganico, la temperatura,
el indice de glucido y el seston organico. Cabe
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Fig. 4. Proyeccion ortogonal de la relacion del analisis histoquimico de los tiibulos digestivos con los factores ambientales de
la zona de cultivo y el indice de surgencia. Diam y Area Td: Diametro y area del adenémero; Diam y Area L Td: Diametro
y area del lumen del adenomero; IS: indice de surgencia; IG: indice de glicido; IL: indice de lipido; CI a: clorofila a: SI'y

SO: Seston inorganico y seston organico; Temp: Temperatura.

Fig. 4. Orthogonal projection of the relation of histochemical analysis of digestive tubules with environmental factors in the
area of cultivation and upwelling index. Area and Td Diam: Diameter and area Adenomere; Diam and Area L Td: lumen
diameter and area of Adenomere; IS: upwelling index; IG: index carbohydrate; IL: lipid ratio; Cl: chlorophyll a: SI and SO:

Seston inorganic and organic seston; Temp: Temperature.

destacar, que existe una fuerte asociacion entre
el seston organico y el indice de glucido, y
entre el indice de glucido y la clorofila a. Ade-
mas, se observa, que para el componente 2, el
diametro y area del lumen del adenomero posee
una asociacion negativa con el diametro y el
area del adenoémero.

DISCUSION

El modelo de acumulacion de reservas
energéticas en la glandula digestiva de la ostra
perla Pinctada imbricata, correspondié con
las respuestas fisiologicas que generalmente
presentan los moluscos bivalvos durante su
ciclo gametogénico. En general, los resultados
de este estudio, revelan que tanto los lipidos
como los carbohidratos de la glandula digestiva
son transferidos a la gonada para la formacion
de ovocitos y espermatozoides, observandose
claramente que las concentraciones de estas
reservas varian de acuerdo a dos factores: el
estadio gametogénico y la época de cultivo
(influenciado por los parametros ambientales).

El contenido de carbohidratos y lipidos de
los adenomeros de la glandula digestiva reflejo
una disminucién en los meses de madurez y

desove de la especie (octubre-diciembre). Se
observa que en ellos, los lipidos constituyen
las reservas con mayor concentracion que los
glucidos. Es importante resaltar que el patron
de variacion en el tiempo de cultivo de los
carbohidratos y lipidos, consiste en que poseen
mayor contenido en los primeros (abril-julio) y
ultimos meses (enero-febrero). Por otro lado, es
de notar que durante este periodo la actividad
gametogénica de la especie es continua, con un
ciclo reproductivo prolongado durante todo el
aflo, coincidiendo con lo observado por Ruffini
(1984) y Marcano (1984).

Durante el ciclo reproductivo de esta espe-
cie, se observo poco desarrollo gonadico en
el estadio de reposo, lo que sugiere que la
produccion de gametos es constante, el cual es
un comportamiento tipico de bivalvos tropica-
les y subtropicales que se reproducen durante
todo el afo, con desoves continuos (Pouvreau,
Gangnery, Tiapari, Lagarde, Garnier, & Bodoy,
2000; Kimani, Mavuti, & Mukiama, 20006).
Este comportamiento coincide con otros tra-
bajos realizados en P. imbricata en Venezuela
y en otras latitudes que demuestran que esta
especie presenta una reproduccion continua.
En otras regiones (Australia, Sri Lanka, India,
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Golfo Pérsico, Colombia) e incluso en Vene-
zuela en la isla de Cubagua (Marcano, 1984),
se ha reportado un ciclo reproductivo bimodal
con dos picos reproductivos durante el afio
(Tranter, 1959; Urban, 2000). En el caribe,
Urban (2000) y Marcano (1984), observaron
dos picos reproductivos durante el afio.

En relacion a esto, P imbricata en el
desarrollo activo y postdesove posee un mayor
porcentaje de reserva tanto para lipidos y como
carbohidratos (en este estadio las reservas se
van a comenzar a utilizar), y uno menor en
madurez y desove parcial, cuando las reservas
han sido agotadas para el desarrollo de los
gametos en ambos sexos. La glandula digestiva
es un 6rgano que tiene la funcion de digestion
extracelular y almacenar los excedentes de
energia (glucogeno y lipidos) del alimento
(Saucedo, Racotta, Villarreal, & Monteforte,
2002) los cuales son transferidos en el orga-
nismo. Es importante destacar, que la especie,
para generar constantemente gametos, necesita
de un aporte continuo de reservas provenien-
tes de tejidos somaticos, y dentro de ellos,
la glandula digestiva. Morton (1983), sefiala
que a medida que se encuentran en una diges-
tién activa con contenido energético, el area
de lumen del tibulo se reduce, y cuando las
reservas disminuyen y la actividad digestiva
disminuye, el area del lumen aumenta. Esta
caracteristica descrita coincide con los resul-
tados observados en el estudio. En el ACP,
se observa que el area y diametro del lumen
del tibulo digestivo y el area y diametro del
adendémero de Pinctada imbricata poseen una
asociacion negativa, estableciéndose entonces
una actividad de digestion entre el alimento
presente en el medio y la reservas, para la
posterior transferencia a los tejidos gonadales.

De acuerdo con los pardmetros ambienta-
les, se observa que la glandula digestiva posee
dos fuentes de recursos energéticos principa-
les: la biomasa fitoplanctonica (clorofila a)
y el seston organico. La relacion entre la alta
disponibilidad del fitoplancton y la proporcion
de madurez y desove, ya ha sido observada

tanto en bivalvos cultivados en el golfo de
Cariaco (Pérez, 2012), como en otras regiones.
En este estudio, el incremento de los glucidos
coinciden con el aumento del seston organico y
los lipidos con la clorofila a, relacionado ade-
mas con el indice de surgencia. Es importante
destacar, que en la zona de cultivo el material
alimentario puede estar relacionado por una
fuente de origen fitoplancténico como detri-
tico, que se encuentran disponibles para los
organismos filtradores; esto, asociado con la
acumulacion de nutrientes provenientes de la
surgencia costera, provoca una disminucion de
la temperatura, incremento de la concentracion
de nutrientes y por consiguiente, origina una
elevada produccion primaria (Acosta, Lodei-
ros, Prieto, Glem, & Natera, 2009). Ademas, la
clorofila a es un importante modulador del cre-
cimiento y reproduccion de los bivalvos (Arrie-
che, Licet, Garcia, Lodeiros, & Prieto, 2002).

Nuestros resultados muestran que las
técnicas histoquimicas e histologicas gene-
raron datos confiables e importantes a nivel
microscopico sobre el proceso reproductivo
de P. imbricata, el cual fue continuo y estuvo
influenciado particularmente por la disponi-
bilidad de alimento, el cual es acumulado en
la glandula digestiva y luego es transferido,
principalmente como lipidos, para el desarrollo
gametogénico. El IGl y el IL fueron indicativos
de la actividad de la glandula digestiva como
tejido funcional para la produccion gametogé-
nica de la especie; ambos presentaron un alto
valor cuando hubo disponibilidad de alimento,
y de forma alterna durante el desarrollo activo;
a su vez mostraron valores bajos durante los
periodos de maduracién y desove.
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RESUMEN

Las técnicas histoquimicas hoy en dia permiten
seleccionar areas de tejido y generar informacion confia-
ble sobre la distribucion de reservas energéticas en los
moluscos bivalvos durante su ciclo de vida. Mensualmente
se examinaron las gonadas y la glandula digestiva (GD)
de 15 individuos recolectados entre abril 2012 y febrero
2013 por técnicas histologicas e histoquimicas de micros-
copia de luz, para relacionar el ciclo gametogénico y la
disponibilidad de reservas energéticas con los parametros
ambientales. En el ciclo gametogénico, la proporcion
mensual de organismos maduros fue mayor en los machos
entre agosto (40 %) y noviembre (53 %), mientras que
las hembras tienden a presentar un ciclo mas corto y sin-
cronizado de liberacién de gametos (septiembre 67 % y
octubre 60 %). Los periodos intensos de desoves coinciden
en ambos sexos (octubre-enero). Entre abril-agosto 2012
y enero-febrero 2013, se observan los valores mas altos
del IGI (indice de glucido), mientras que en septiembre
disminuyen y alcanzaron valores minimos entre octubre y
diciembre. El IL (indice de lipidos) present6 valores maxi-
mos en abril-2012 y febrero-2013, con un valor intermedio
en agosto. Los resultados indican que las reservas de la GD
presentan un patrén de movilizacion en relacion inversa
con la proliferacion de los gametos de ambos sexos, vincu-
lado directamente con la disponibilidad de nutrientes como
la clorofila a y el seston organico.

Palabras clave: acido periodico Shiff, Sudan Negro B,
glandula digestiva, Pinctada imbricata, microscopia de luz
convencional.
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