<iFlCy ,
‘0 &

ns

CIENTIFIDdi

DEL SUR

AD
‘-‘\ 8
b

N

Universidad Cientifica Del Sur

Facultad de Ciencias Veterinarias y Bioldgicas

Escuela de Biologia Marina

DESCRIPCION DEL DESARROLLO GONADAL DE MESODESMA
DONACIUM (BIVALVIA: MESODESMATIDAE), DURANTE EL
PERIODO 2006 — 2014, EN EL LITORAL DE TACNA

Tesis para optar al Titulo Profesional de

Bidloga Marina

MARIE ANNE GALVEZ ESCUDERO

LIMA - PERU
2015



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mis padres y hermana por apoyarme, confiar en mi y ser siempre el
motor que impulsa toda actividad que decida emprender. Gracias por recordarme
mis metas y darme fuerzas en el cansancio.

A José Cueto, por darme su apoyo incondicional y desinteresado en todo el
proceso, estar siempre para mi en buenos y no tan buenos momentos. Gracias mi
socio de vida.

A mi asesor de tesis Angel Perea, quién dedico su tiempo y conocimiento en el
proceso de la realizacion de la tesis, recordando siempre la importancia de
estudiar y proteger los recursos marinos.

A mis amigos del Laboratorio de Biologia Reproductiva, por atender siempre mis
consultas y mostrar interés en el desarrollo de mi tesis. En particular, a Betsy
Buitrén, por permitirme ser parte del equipo del laboratorio y darme sugerencias
para el trabajo; a Javier Sanchez, por ayudarme a corregir el documento de tesis y
resolver mis dudas; a Javier Castillo, por compartir su experiencia en la realizacion
de su tesis; a Julio Mori, Cecilia Roque, Antonio Cuba y Lorena Bobbio, por
brindarme su amistad y apoyo siempre. Gracias.

Al personal de muestreo del Laboratorio Costero de Ilo y en especial a los Blgos
Alex Tejada y Sheylla Zevallos, quienes me recibieron amablemente en su
laboratorio, me proporcionaron las muestras para la realizacion de la tesis,
atendieron mis dudas, me facilitaron informacién faltante y tuvieron siempre
disposicion de ayudar y transmitir su conocimiento.

A la Blga. Violeta Flores por permitirme asistir continuamente a su laboratorio para
tomar fotografias microscépicas.

Le agradezco a Pablo Marin, por su tiempo ayudandome con las gréficas
realizadas en el programa R.

A los profesores Giovanna Sotil, Héctor Aponte y Juan Carlos Francia, quienes
realizaron una revision exhaustiva del documento de tesis y dieron importantes
sugerencias.



INDICE GENERAL
INDICE DE FIGURAS

............................................................................... 5
INDICE DE TABLAS . ...t 9
RESUMEN. ... ittt 10
AB ST ACT ..ot 11
INTRODUCCION. ... .ot 12
I. REVISION DE LITERATURA . .....oniiee e, 14
1.1 DESCRIPCION TAXONOMICA... ..o 14
1.2 DISTRIBUCION Y HABITAT ...t 14
L. B3 PESQUERIA. ..o 16
1.4 PARAMETROS ABIOTICOS......ciiiiieee e 17
1.5 INTERACCCIONES INTERESPECIFICAS.......coiiiiieieeeeeeeee 19
1.6 ASPECTOS REPRODUCTIVOS.......iiiiiiiie e, 20
1. MATERIALES Y METODOS.......ooitiieeiie et 23
2.1 COLECTA DE MUESTRAS . ..ottt 23

2.2 OBTENCION DE TEJIDO PARA ESCALAS DE MADUREZ GONADAL...25
221 ESCALA DE MADUREZ GOANDAL POR PROCESAMIENTO

HISTOLOGICOS . ....oe e, 25
2.2.2 ESCALA DE MADUREZ GONADAL POR FROTIS..........cceeeeeeeenn, 26
2.3 ANALISIS DE DATOS. ... i 27
2.3.1BIOMETRIA. ..o 27
2.3.2 PROPORCION SEXUAL ... ..ot 27
2.3.3 DETERMINACION DE ESTADIOS DE MADUREZ GONADAL POR
PROCESAMIENTO HISTOLOGICO........iiiiiiiiieeeeeeeee e, 27
2.3.4 FRECUENCIA RELATIVA DE ESTADIOS DE MADUREZ............... 30
2.3.5 ACTIVIDAD REPRODUCTIVA. ... .coutiiiiieeee e 31
2.3.6 TALLA DE PRIMERA MADUREZ........ccouiiiiieiiiee e, 31
NI RESULTADOS. ...t 31
B LBIOMETRIA. ..o, 31
3.2 DESCRIPCION HISTOLOGICA DE LA GONADA.........oevveeiiieieennn 35
3.2.1 GAMETOGENESIS. .. .oviiiiiii e 35



3.3 PROPORCION SEXUAL .. .vininiie e 38
3.4 DESCRIPCION DE LA ESCALA DE MADUREZ GONADAL POR

PROCESAMIENTO HISTOLOGICO........uiiiieiieeeeeee e 40
BALHEMBRAS. ...t 40
BA2MACHOS. ..., 48

3.5 DESCRIPCION DE LA ESCALA DE MADUREZ GONADAL POR

FROT IS . et 49

3.6 ETERMINACION DE FRECUENCIA DE ESTADIOS.........ouviviviiieeennn, 65
B.8. L HEMBRAS . ...t 65
B.B.2MACHOS . ... 66

3.7 DETERMINACION DE ACTIVIDAD REPRODUCTIVA........ccovvieeeeaan. 71
BT L HEMBRAS. ... 71
BT2MACHOS. . ..o 72

3.8 DETERMINACION DE TALLA DE PRIMERA MADUREZ..................... 73

IV DISCUSION. ... e, 75

4.1 DESCRIPCION HISTOLOGICA DE LA GONADA..........oevveeieeiaeean 75

4.2 PROPORCION SEXUAL......uiiitiiiiie e, 75

43 ESCALA DE MADUREZ GONADAL POR PROCESAMIENTO

HISTOLOGICO ... ... e, 77

4.4 ESCALA DE MADUREZ GONADAL POR FROTIS........covvviieiiiieeennn, 79

4.5 FRECUENCIA DE ESTADIOS . ....ouiiiiiiiee e, 81

4.6 ACTIVIDAD REPRODUCTIVA. ...ttt 82

4.7 TALLA DE PRIMERA MADUREZ .......ciiiiiiiieiiee e 85

V. CONCLUSIONES . ... ..ottt 86
VI. RECOMENDACIONES. ... .ottt 86
VIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........oviiiiiie e 87



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Distribucion actual de M. donacium en “Tacna y Arequipa”................. 14

Figura 2: Lances peruanos y chilenos de M. donacium de acuerdo con las
estadisticas pesqueras del IMARPE (www.imarpe.gob.pe) y SERNAPESCA
(www.sernapesca.cl). Los dos ultimos episodios de El Nifio graves se indican con
barras de color rojo, asi como el establecimiento de MEARBs (areas de manejo y
explotacion de recursos bentdnicos) en Chile..........ccooooiiiiiiiiiiiii e, 16

Figura 3: Parasitos presentes en M. donacium. A: Capsula de Polydora
bioccipitalis ubicada en zona interna de valva, B: Presencia de Rhodobothrium
mesodesmatum en  partes blandas de ejemplar colectado en

Figura 4. Método de extraccibn de macha M donacium, haciendo uso de
carpachos, en la rompiente de playa en Tacna (A) Disefilo de muestreo (B)
ejemplares colectados mediante extraccion manual (C) Medicion de ejemplares
haciendo uso de Un MalaCOMEtrO..........oviuiuiii e 23

Figura 5: Ejemplar vivo de M. donacium (A) y proceso de separacion del complejo
gbnada — hepatopancreas (B), para realizacién de escala de madurez gonadal por
0 11 25

Figura 6: Ciclo de madurez gonadal de hembras de M. donacium. Ol: Ovocito
inmaduro, OEM: Ovocito en maduracion, OM: Ovocito maduro........................ 28

Figura 7: Ciclo de madurez gonadal de machos de M. donacium. Eg:
Espermatogonios, Ec: Espermatocitos, Et: Esperméatides, Ez: Espermatozoides..28

Figura 8: Diagrama de cajas de longitudes de macha M donacium para cada
estacion y afio de estudio en el periodo 2006 —2014..........ccooiviiiiiiiiiiiiienans 32

Figura 9: Proporcién de individuos machos, hembras e indiferenciados de M.
donacium, por estacién, en el periodo 2006 — 2014 en Tacna.......................... 38

Figura 10: Micrografia de ovario en estadio O (virginal) en la especie M. donacium.
Ol: Ovocito inmaduro, TC: Tejido conectivo, TM: Tejido muscular..................... 41

Figura 11: Micrografias de ovario en estadio Il (en maduracion) en la especie M.
donacium. OIl: Ovocito inmaduro, OEM: Ovocito en maduracién, OM: Ovocito
mMaduro, TB: Trab@CUIA. ... 42



Figura 12: Micrografias de ovario en estadio Il (maduro) en la especie M.
donacium. Ol: Ovocito inmaduro, OM: Ovocito maduro, TB:
TrabECUIA. ... 43

Figura 13: Micrografias de ovario en estadio IV (desovante) en la especie M.
donacium. Ol: Ovocito inmaduro, OM: Ovocito maduro, TB: Trabécula, TC: Tejido
CONECHIVO. .. e 44

Figura 14: Micrografias de ovario en estadio V (recuperacion) en la especie M.
donacium. Ol: Ovocito inmaduro, OM: Ovocito maduro, TB: Trabécula, TC: Tejido
(070 1T 0111 45

Figura 15: Micrografias de ovario en estadio | (reposo) en la especie M. donacium.
Ol: Ovocito inmaduro, OEM: Ovocito en maduracion, TB: Trabécula, TC: Tejido
CONECEIVO. .. s 46

Figura 16: Micrografias de testiculo en estadio O (virginal) en la especie M.
donacium. Eg: Espermatogonio, TB: TUbUIO..........cccoiiiiiiiee 48

Figura 17: Micrografias de testiculo en estadio Il (en maduracién) en la especie M.
donacium. Eg: Espermatogonio, Ec: Espermatocito, Ez: Espermatozoide, EIT:
Espacio intertubular, TB: TUbUIO.........cooi s 49

Figura 18: Micrografias de testiculo en estadio Il (maduro) en la especie M.
donacium. Eg: Espermatogonio, Ec: Espermatocito, Ez: Espermatozoide, TB:
Tabulo, M: Tejido muscular, ZG: Zona gastrointestinal.................................... 50

Figura 19: Micrografias de testiculo en estadio IV (expulsante) en la especie M.
donacium. EgQ: Espermatogonio, Ec: Espermatocito, Ez: Espermatozoide, TB:
Tabulo, EIT: Espacio intertubular...............ooooi e 51

Figura 20: Micrografias de testiculo en estadio V (post - expulsante) en la especie
M. donacium. Ez: Espermatozoide, TC: Tejido conectivo................cccoevninnnn.... 52

Figura 21: Micrografias de testiculo en estadio | (reposo) en la especie M.
donacium. Eg: Espermatogonio, TB: Tuabulo, TC: Tejido
CONEBCHIVO. ..t 53

Figura 22: Fotografia de frotis de hembra de M. donacium en estadio O (virginal) -
escala microscépica y estadio O (inactivo) — escala de madurez gonadal por frotis.
EIT: Espacio intertrabecular......... ... 59

Figura 23: Fotografia de frotis de hembra de M. donacium en estadio 2 (en
maduracién) - escala microscépica y estadio 1 (activo) — escala de madurez
gonadal por frotis. A: Corte con rompimiento de trabécula y aglomeracion de OM
(aumento 40x), B: corte con rompimiento de trabécula y menor aglomeracion de

6



OM (aumento 40x), C: Corte sin rompimiento de trabécula. (aumento 40x) D:
Frotis de zona gonadal (aumento 100x). OM: Ovocito maduro. TB:
TrabECUIA. ... 59

Figura 24: Fotografia de frotis de hembra de M. donacium en estadio 1l (maduro) -
escala microscopica y estadio 1 (activo) — escala de madurez gonadal por frotis. A:
Corte con rompimiento parcial de trabécula y presencia de trabéculas llenas de
OM (aumento 40x), B: corte con rompimiento parcial de trabécula y menor
aglomeracion de OM (aumento 100x), C: Corte sin rompimiento parcial de
trabécula (aumento 40x). OM: Ovocito maduro. TB:
TrabECUIA. ... 60

Figura 25: Fotografia de frotis de hembra de M. donacium en estadio IV
(desovante) - escala microscopica y estadio 1 (activo) — escala de madurez
gonadal por frotis. A: Corte con presencia de trabécula llena de OM (aumento
100x), B: corte con rompimiento parcial de trabécula y menor aglomeracion de OM
(aumento 40x). OM: Ovocito maduro. TB:
TrabECUIA. ... 61

Figura 26: Fotografia de frotis de hembra de M. donacium en estadio V
(recuperacion) - escala microscopica y estadio 2 (inactivo) - escala de madurez
gonadal por frotis. A: Corte con presencia de trabécula semillena de OM (aumento
40x), B: corte con rompimiento parcial de trabécula y menor aglomeracion de OM
(aumento 40x), C - D: corte fino con presencia de trabéculas, y espacio semivacio.
OM: Ovocito maduro, OEM: Ovocito en maduracion, TB:
TrADECUIA. ... e 62

Figura 27: Frecuencia relativa de estadios de madurez gonadal en verano del
periodo 2006 — 2013. Donde: estadio | (reposo), estadio Il (en maduracién),
estadio Ill (maduro), estadio IV (desovante/ expulsante), estadio V (recuperacion/
post

EXPUISANTE ). ...ttt 66

Figura 28: Frecuencia relativa de estadios de madurez gonadal en otofio del
periodo 2006 — 2013. Donde: estadio | (reposo), estadio Il (en maduracion),
estadio Ill (maduro), estadio IV (desovante/ expulsante), estadio V (recuperacion/
POSE EXPUISANTE). ... ettt e e e 67

Figura 29: Frecuencia relativa de estadios de madurez gonadal en invierno del
periodo 2006 — 2013. Donde: estadio | (reposo), estadio Il (en maduracién),
estadio Il (maduro), estadio IV (desovante/ expulsante), estadio V (recuperacion/
POSE EXPUISANTE). .. .o 68



Figura 30: Frecuencia relativa de estadios de madurez gonadal en primavera del
periodo 2006 — 2013. Donde: estadio | (reposo), estadio Il (en maduracion),
estadio Il (maduro), estadio IV (desovante/ expulsante), estadio V (recuperacion/
POSE EXPUISANTE). ...t 69

Figura 31: Actividad reproductiva mensual en el periodo 2006 — 2014 para
hembras de M. donacium. Donde: azul (verano), verde (otofio), gris (invierno), rojo
(primavera). Linea roja divide la mitad de muestras..................cooii 70

Figura 32: Actividad reproductiva mensual en el periodo 2006 — 2014 para machos
de M. donacium. Donde: azul (verano), verde (otofio), gris (invierno), rojo
(primavera). Linea roja divide la mitad de muestras..................oooii, 71

Figura 33: Curva logistica indicando talla de primera madurez en hembras de M.
donacium “macha”, siendo 34.9en Tacna. S=0.068,r=0.99.........cccevvvirnr.... 72

Figura 34: Curva logistica indicando talla de primera madurez en machos de M.
donacium “macha”, siendo 34.4 en Tacna. S=0.0673,r=0.987..........cccvvvvinin... 73



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Numero de ejemplares de M. donacium colectados por mes y afio de
estudio, en el periodo 2006 — 2014, desde Cerro Cortado hasta Santa Rosa,

Tabla 2: Criterios de clasificacion de estadios en hembras de M. donacium. Donde:
Ol: Ovocito inmaduro, OEM: Ovocito en maduracion, OM: Ovocito maduro........ 27

Tabla 3: Criterios de clasificacion de estadios en machos de Mesodemsa
donacium. Eg: Espermatogonio, Ec: Espermatocito, Et: espermétide, Ez:
ESPeIMAatOZOITE. .. ... 27

Tabla 4: Valores de media aritmética de la longitud valvar total, desviacién
estandar (DS), varianza y coeficiente de variacion (CV), de M. donacium, por sexo,
estacion y afio de estudio Donde: H: Hembras, M: Machos, *: Datos con CV >20%,
NO SON NOMOGENEOS. ... et eee e 33

Tabla 5: Descripcion y caracterizacion de principales células sexuales de hembras
(o L=/ 0 [0 = T 11 o 35

Tabla 6: Descripcién y caracterizacion de principales células sexuales de machos
(0 L= 1V e (o = T 11 ] o 36

Tabla 7: Proporcion sexual de macha M. donacium por estacion en el periodo
2006 — 2014 para la region Tacna. Donde: n: Numero de individuos, H: hembras,
M: machos, X?: Chi — Cuadrado. Donde *: Diferencia significativa entre hembras y
0 =3 T 1 38

Tabla 8: Caracterizacion de estadios de madurez gonadal para escala
microscopica y escala de madurez gonadal por frotis..............cccooeiiiiin.. 56

Tabla 9: Fotografias de estadios de madurez gonadal para escala por
procesamiento histologico y escala por frotis...........cooiiiiiiiiiii 57

Tabla 10: Criterios de clasificacion en escala de madurez gonadal por frotis para
hembras de M. doNacCium...... ..o e 63



RESUMEN

Mesodesma donacium (Lamarck, 1818), ha disminuido su abundancia durante los
altimos 30 afios, debido a los eventos El Nifio mas recientes y a la sostenida
extraccion sin medidas de control, lo que generado repercusiones sobre los
grupos de pescadores que se dedicaban Unicamente a la extraccion de este
recurso. Para lograr una recuperacion y administracion sostenible de este recurso,
se requiere actualizar conocimientos biologicos basicos en temas reproductivos
como el desarrollo gonadal y su variacion estacional, talla de primera madurez,
periodos de desove y proporcion sexual. Esta informacion no ha sido publicada en
el Peru luego de los eventos El Nifio de 1982 — 83 y 1997 — 98, por lo que la
investigacion a realizar esta destinada a aportar y fortalecer el conocimiento sobre
estos aspectos

El objetivo de este trabajo fue describir el desarrollo gonadal de M. donacium que
se distribuye desde Cerro Cortado por el norte (18°10°3”'S, 70°40°5”"W) hasta
Santa Rosa por el sur (18°20°56°'S, 70°22°47""W), Tacnha, durante el periodo 2006
— 2014. El estudio se basé en el analisis histolégico de 2503 muestras de
gonadas, colectadas durante 32 meses. Se determind la proporcion sexual para
los meses de estudio y se describio la ovogénesis y espermatogénesis,
confirmando a la especie como dioica con reproduccion de tipo parcial. Ademas,
se realizé la descripcién de una escala de madurez gonadal por procesamiento
histolégico y teniendo como base esta escala, se estableci6 una escala de
madurez gonadal por frotis. Se hallo la frecuencia de estadios de madurez gonadal
y el indice de actividad reproductiva por estacion, utilizando la informacion
obtenida luego del andlisis histologico. Se encontrd que la proporcion sexual fue
1:1 en los meses de mayor actividad reproductiva, sin embargo, existié una
predominancia significativa de machos en otofio del 2010, 2012 y verano del 2012,
2014, estaciones en las que existi6 un elevado porcentaje de organismos
indiferenciados y en estadio V (recuperacion/ post expulsion). En la nueva escala
de madurez, realizada por procesamiento histoldégico, se consideraron seis
estadios: virginal (0), reposo (I), en maduracion (ll), maduro (lll), desovante/
expulsante (IV) y recuperacion/ post expulsante (V), en hembras y machos. Se
definieron tres estadios en la escala de madurez realizada por frotis: virginales,
inactivos y activos. Las frecuencias relativas de estadios de madurez muestran un
predominio del estadio V, a partir del afio 2008, en verano y otofio. Ademas, las
frecuencias de los estadios Il y IV aumentaron de forma creciente, de verano a
primavera. Los valores mensuales del indice de actividad reproductiva variaron
segun el afio de estudio, observandose los mayores valores en primavera. Se
hall6 la talla de primera madurez, siendo 34.4 mm para machos y 34.9 mm para
hembras de longitud valvar.

Palabras claves: macha, proporcién sexual, escala de madurez gonadal, actividad
reproductiva, talla de primera madurez
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ABSTRACT

Mesodesma donacium (Lamarck, 1818) has progressively diminished its
abundance during the last thirty years, due to the recent El Nifio events and the
sustained extraction without any control measures, which has generated impacts
over fishermen groups that were only dedicated to the extraction of this resource.
In order to achieve its recuperation and sustainable administration, it is required
update basics biologicals knowledges that involves reproductive aspects such as
the gonadal development and its seasonal variation, size at first maturity, spawning
periods and sexual proportion. This information has not been published in Peru
after the events El Nifio 1982 — 83 and 1997 — 98, for which the research to be
done is directed to contribute and update the knowledge about these aspects.

The objective of this study is to describe the gonadal development of M. donacium
that is distributed from Cerro Cortado (18°10°3”'S, 70°40°'5 W) down to Santa
Rosa (18°20°56°'S, 70°22°47°W), Tacna, during the period 2006 — 2014. This
work is based on the histological analysis of 2,503 samples of gonads, collected
during 32 months. The sexual proportion was determined for the months of the
study and the ovogenesis and the spermiogenesis were described, confirming the
specie as dioic with a reproduction of a partial type. Also, the description of a
maturity grading key was made, by means of a histological processing, and having
this maturity grading key as the basis, a maturity grading key was established by
squash. The frequency of gonadal maturity stage and the reproductive activity
index per season were found, using the information obtained after the histological
analysis. The sexual proportion was met 1:1 on the months of major reproductive
activity. Neverhow, there was a significative predominance of males in autumn
from 2010, 2012 and summer from 2012, 2014, seasons in which there was a high
percentage of undifferentiated organisms and in stage V (recuperation post yield).
In the new maturity grading key, done by histological processing, six stage were
considered: virginal (0), at rest (I), in maduration (Il), mature (llI),
spawning/expelling (IV) and recuperation / post expelling (V), in female and male.
There were defined three stage in the maturity grading key carried out by squash:
virginal, inactive and active. The relative frequencies in stage of maturity show a
predominance of stage V, since year 2008, in summer and autumn. Also, the
frequencies of stage Il and IV increased in a growing way, from summer to spring.
The monthly values of the reproductive activity index varied depending on the year
of study, finding the major values in spring. The size in first maturity was found,
being 34 mm for male and 35 mm for female in valvar length.

Key words: macha, sexual proportion, maturity grading key, reproductive activity,
size of first maturity
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INTRODUCCION

Mesodesma donacium, conocida comunmente como “macha” es una especie
endémica de la corriente de Humboldt (Perd y Chile), que pertenece a la familia
Mesodesmatidae. Se caracteriza por habitar playas areno-fangosas y arenosas
expuestas a fuerte oleaje, pudiendo encontrarse enterrada en la zona meso e
infralitoral, desde la banda intermareal hasta 15 metros de profundidad (Lorenzen,
Gallardo, Jara, Clasing, Pequefio y Moreno, 1979).

La demanda, accesibilidad y abundancia del recurso, dio lugar a su utilizacién
como alimento, incluso desde el pleistoceno terminal (Sandweiss, Mcinnis, Burger,
Cano, Ojeda, Paredes y Sandweiss, 1998). En Peru, el auge de su pesqueria fue
entre 1975 — 1980, registrandose desembarques fluctuantes y decrecientes desde
1980 hasta el 2000. La extraccion era realizada principalmente por pescadores
artesanales que excavaban en la arena hasta encontrar el recurso enterrado.
Thiel, Macaya, Arntz y Bastias (2007), mencionan que esta pesqueria es uno de
los clasicos ejemplos de “boom and bust”, ya que las mejoras en las tecnologias
de extraccion, generaron la sobreexplotacion y declive del recurso, afios después.
Ademas, el manejo de la poblacion bajo las dos diferentes estrategias de gestidon
de Pera y Chile, imposibilitaron su buena administracion (Riascos, 2009).

Por otra parte, el incremento de la temperatura superficial del mar (TSM),
influenciado por los periodos El Nifio Oscilacion Sur (ENOS) en su fase calida, El
Nifio (EN) de 1982 — 83 y 1997 - 98, contribuyeron a la disminucién del recurso
tanto en Chile como en Perd, lo que generé un colapso de su pesqueria. Las
anomalias positivas de la TSM evitaron el reclutamiento efectivo de la especie,
dando lugar a extinciones masivas de los bancos naturales, convirtiendo al recurso
en “no explotable” (Stotz y Aburto, 2009).

Los factores mencionados anteriormente, ocasionaron una disminucion notable de
la disponibilidad del recurso, pudiendo encontrarlo actualmente, en las playas La
Mansa, Tanaka — Yauka, Quilca, Camana y El Molle, Arequipa y Cerro Cortado, El
Chasqui, Rancho Chico, Kulauta, Cenizales y Santa Rosa, Tacna (Segura,
Galindo y Flores, 1998; Tejada, 2010), lo que motivé a las autoridades a colocar
una veda permanente (Resolucion Ministerial N° 099-99-PE), permitiendo su
extraccidn Udnicamente con fines exploratorios. Frente a esta problematica y
teniendo bajas densidades del recurso en el medio natural, se han planteado
alternativas para la recuperacién de la poblacion, por parte de los gobiernos
regionales de Tacna (Castillo, 2011) y Arequipa, por el acondicionamiento de
reproductores en cautiverio y posterior incorporacion de juveniles (Zevallos, 2014).

De estos hechos surge la necesidad de obtener mayor informacién sobre la
biologia reproductiva de la especie y generar métodos que permitan su monitoreo
efectivo, de manera gue se logre una futura explotacién racional o recuperacion de
la poblacion, acorde con su capacidad reproductora. Los estudios de reproduccion
son realizados con la finalidad de obtener informacion que permita efectuar
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predicciones sobre el reclutamiento, establecimiento de vedas y determinacién de
tallas minimas de captura (Arsenaul y Himmelman, 1998). Ademas, el analisis del
desarrollo gonadal hasta la liberacion de gametos, debe ser utilizado como base
para la determinacion del ciclo reproductivo. Sin embargo, luego de los periodos
ENOS 1982 — 1983 y 1997 — 1998, en Perd, no se ha actualizado informacion
acerca del desarrollo gonadal, talla de primera madurez y periodos de desove de
M. donacium, lo cual es relevante para sugerir un manejo sostenible.

El objetivo del presente estudio fue describir el desarrollo gonadal de la poblacion
de M. donacium que se distribuye desde Cerro Cortado hasta Santa Rosa, Tacna,
durante el periodo 2006 — 2014. En tal sentido, se da a conocer la proporcion
sexual del periodo muestreado, ya que constituye una de las variables de
importancia en el potencial reproductivo y equilibrio de la poblacién, permitiendo
conocer si han existido cambios de estas proporciones en el tiempo. Ademas, se
realiza la descripcion histologica de la escala de madurez gonadal por
procesamiento histologico, para lograr la identificacién del nivel de madurez en
gue se encontré cada ejemplar. Teniendo como base esta escala, se establecio
una escala de madurez gonadal por frotis, que permitié identificar de forma
sencilla el estadio de madurez en que se encontraron los individuos. La
determinacion de los estadios de madurez gonadal sirvi6 como base para
caracterizar el desarrollo gonadal estacional, mediante la determinacién del indice
de actividad reproductiva; informaciébn que sirve como linea base para la
propuesta de vedas reproductivas y proporciona informacion valiosa en el manejo
de reproductores en cautiverio. Se determina la talla de primera madurez para el
periodo de estudio, que se utiliza como un insumo necesario para establecer la
talla minima de captura, la que asegura que la especie se haya reproducido, con
el objetivo de mantener una biomasa adecuada del recurso.
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|. REVISION DE LITERATURA
1.1 DESCRIPCION TAXONOMICA

La especie M. donacium pertenece a la familia Mesodesmatidae, que comprende
pocos géneros. En el caso del género Mesodesma, existen cuatro especies
distribuidas en América del norte y del sur. En la costa oeste del Atlantico Norte se
encuentran las especies M. deauratum (Turton, 1822) y M. arctatum (Conrad,
1831), habitando sedimentos de arena gruesa ubicados en desembocadura de
rios, arroyos y aguas bajas (Davis, 1967). En América del sur se encuentran las
especies M. mactroides, en la costa este y M. donacium, que pertenece a la
provincia zoogeografica malacologica peruana — chilena (Tarifefio, 1980).

Reino: Animalia
Subreino: Bilateral
Animales triploblasticos
Rama: Protostomia
Filo: Mollusca.
Clase: Pelecypoda - Bivalvia
Subclase: Heterodonta
Orden: Veneroida
Superfamilia: Mactroidea
Familia: Mesodesmatidae
Subfamilia: Mesodesmatinae
Género: Mesodesma (Deshayes, 1831)
Especie: donacium
Nombre cientifico: Mesodesma donacium (Lamarck, 1818)

LE 11

Nombre comun: “macha”, “almeja amarilla”

1.2 DISTRIBUCION Y HABITAT

Se menciona que M. donacium se podia encontrar desde Trujillo, en Peru, hasta la
zona central de Chile (Schweigger, 1964). Sin embargo, también se ha registrado
que se encuentra distribuida desde Sechura, Perd, hasta Valparaiso en Chile
(Osorio y Bahamonde, 1968). Afios después, se indicé que debido al periodo EN
1982 — 1983, la poblacion de M. donacium cambié su distribucion, ubicandose a
partir del grado 14° S (Arntz, Brey, Tarazona y Robles, 1987).

Actualmente, el area de distribucion del recurso se ha visto disminuida Unicamente
a Tacna y Arequipa (Tejada 2009; 2010). En evaluaciones realizadas por el
IMARPE para el periodo 2006 — 2014, M. donacium estuvo presente en la
provincia de Caraveli, en la playa La Mansa (15.527351°S - 74.883217°W) y playa
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Tanaka — Yauca (15.70743°S - 74.506803°W) con una distancia de 5 km cada
una. En Caman4, desde Chira (16°31°18.4” S — 72° 54’ 55.1” W) por el norte, hasta
Quilca por el sur (16° 41’ 49.4” S — 72° 28’ 30.0” W), con una distancia aproximada
de 35 Km. En la provincia de Islay, desde Mollendo por el norte (17° 02’ 23.4” S -
71° 59’ 53.8” W), hasta Punta Corio por el Sur (17° 14’ 26.6’S — 71° 36’ 40.9’"W),
con una distancia aproximada de 45.7 Km (Tejada, Pastor, Cardenas, Buitron,
Castillo, 2009; Tejada, Pastor, Gamarra, Cardenas, Buitrén, Castillo, 2010). El
banco que solia existir desde Pozo de Lizas por el norte (17°41’33.8™°S -
71°21°33.8"°W) hasta Boliviamar (17°44°38.6°S — 71°15'13.7"°W) con una distancia
de 11.5 km fue evaluado hasta el 2008, presentando una totalidad de 10
especimenes. Evaluaciones posteriores dieron a conocer la pérdida total de este
banco natural, consecuencia del periodo EN 1997 — 98 (Barriga y Quiroz, 2002).
En Tacna se han encontrado ejemplares desde Cerro Cortado por el norte
(18°10°3’S, 70°40°5°W) hasta Santa Rosa por el sur (18°20°56"'S, 70°22°47"W)
(Fig. 1).

M. donacium habita playas areno-fangosas y arenosas expuestas al fuerte oleaje
encontrandose enterrada en la zona meso e infralitoral (Lorenzen et al., 1979).
Las playas que habita son expuestas, de caracteristicas morfodinamicas tipo playa
disipativa (rotura de la ola en la barra situada en la parte exterior del perfil).
Ademas, los sedimentos en los que se encontré el recurso fue predominantemente
arenoso de tipo arena fina e intermedia (Tejada et al., 2009; Tejada et al., 2010).
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Figura 1: Distribucion actual de M. donacium en “Tacna y Arequipa”.
FUENTE: Tejada (2009)
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1.3 PESQUERIA

La extraccion de M. donacium significé un gran beneficio para sus colectores
(principalmente pescadores artesanales), entre los aflos 1975 y 1980. La
extraccion se basaba en la excavacion en la arena haciendo uso de los pies y el
peso corporal para extraer el recurso que se encontraba enterrado. Ademas, esta
especie presentaba un rapido crecimiento, lo cual la convertia en la representante
del 95% de la biomasa de las comunidades de fondos blandos someros (Arntz et
al., 1987; McLachlan, Dugan, Defeo, Ansell, Hubbard, Jaramillo, Penchaszadeh,
1996).

Sin embargo, este recurso fue sobreexplotado, reduciendo asi sus capturas de
manera significativa. Los volumenes de extraccion registrados en Pera eran de 36
TM para 1964 y 597 TM para 1977, los cuales fueron incrementandose, hasta
alcanzar volimenes maximos de 4000 TM para los afios 1978 — 1979 (Defeo y
Ruefa, 1993). Esto solo durd hasta la década del 70, ya que para los afios 1980 —
1985, las mejoras en las tecnologias de extraccion generaron el declive del
recurso (Thiel et al., 2007) (Fig. 2).

A pesar del importante descenso entre 1979 — 1985 y 1997 — 1999, ocasionado
por el impacto de los periodos EN, la sobreexplotacion jugd un rol importante
(Castilla y Camus, 1992). La combinacion de ambos factores explica la tendencia
de los desembarques en Perl y Chile antes de los eventos EN 1982 — 83 (Thiel et
al., 2007). Tanto Perd como Chile tomaron medidas legales al respecto; en Peru
se emitid la Resolucion Ministerial N° 108-84-PE, en la que se colocé la talla
minima de extraccion en 70 mm, que se mantiene vigente en la actualidad. Afios
después, se colocé al recurso en veda permanente (RM N° 099-99-PE),
permitiéndose unicamente la extraccion mediante “pesca experimental” con la
participacion del IMARPE, siendo el objetivo evaluar la situacién en la que se
encuentra la poblacion. En IMARPE llo se registré la extraccion de 70 TM, en
Arequipa y 56.75 tm, en Tacha, como parte de la pesca exploratoria autorizada por
la RM N° 035-2009- PRODUCE y RM N° 033-2010-PRODUCE.

En Chile, las medidas de manejo de la especie son mas complejas, debido a que
presentan un mayor niumero de bancos naturales. Se establecid, en 1997, un
sistema de derechos de uso de espacios maritimos de pesca llamados “Areas de
manejo y Explotacion de Recursos Bentonicos” (AMERB). Esa herramienta
permitia otorgarles derechos exclusivos a los pescadores locales, lo que facilitaba
el control poblacional del recurso (Riascos, 2009). M. donacium se consider6 en
estado de Plena Explotacion a partir de 1999 entre las regiones | y Xl. La talla
minima de captura vario segun la zona, siendo 50 mm de longitud en las regiones
IXy X (D.S. 683 — 80) y 60 mm para las regiones XV a Vlll y Xl a Xll (D.S. 242 —
83). En el 2005 se establecieron las vedas extractivas, que tuvieron vigencia hasta
noviembre del 2013 en la X region (Decreto Exento 1668 — 09). Hasta el afio 2011
existian 28 AMERBS, dentro de las cuales el 57% de éstas eran consideradas
como operativas y operativas en duda.
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Figura 2: Lances peruanos y chilenos de M. donacium de acuerdo con las
estadisticas pesqueras del IMARPE (www.imarpe.gob.pe) y SERNAPESCA
(www.sernapesca.cl). Los dos ultimos episodios de El Nifio extraordinario se
indican con barras de color rojo, asi como el establecimiento de MEARBs
(areas de manejo y explotacién de recursos bentdnicos) en Chile.

FUENTE: Riascos (2009)
1.4 PARAMETROS ABIOTICOS

A este aumento en la presidn pesquera se sumaron los impactos biolégicos
generados por los EN ocurridos durante los afios 1982 —1983 y 1997 —-1998, los
cuales redujeron la abundancia y cambiaron la distribucion de la especie (Tarifefio,
1980). Esto a su vez generd una mayor disminucion de los desembarques totales,
teniéndose valores de 522 TM para el afio 1983 y 578 TM para 1998 (Ibarcena,
Mufante y Vasquez, 2004). Todos los bancos naturales de M. donacium se vieron
afectados en diferente magnitud. Para noviembre de 1997, en Tacna se
encontraron biomasas de 747 TM y Unicamente 0.98 TM fueron estimadas para
marzo del 1998, sin embargo, en playas como Pozo Lisas no se encontrd ningun
stock para esa época (Barriga y Quiroz, 2002)

Para explicar los cambios en la distribucién y abundancia de M. donacium, es
necesario conocer su tolerancia térmica (Carstensen, Riascos, Heilmayer, Arntz y
Laudien, 2010). Si bien son muchos factores abidticos los que podrian tener
relacion con los cambios en la distribucion, mortalidad y fallas en el reclutamiento
de M. donacium, la temperatura ha sido considerada uno de los factores mas
importantes que controlan el crecimiento, la reproduccion y nutricidn en bivalvos
marinos (Riascos, Casrtensen, Laudien, Arntz, Oliva, Guntner y Heilmayer, 2009).
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Esto ha sido probado mediante estudios fisiol6gicos en ambientes controlados, en
donde simularon la temperatura propia de condiciones denominadas como
normales (CN, 17.4 °C), El Nifio (CEN, 24.2 °C) y La Nifia (CLN, 14.5 °C),
basandose en un analisis de la temperatura superficial del mar (TSM) del afio
1980 al 2006. En este trabajo, se estudié el efecto de las temperaturas sobre la
mortalidad y tasa de crecimiento de M. donacium y Donax obesulus, ya que
ambas comparten el mismo nicho. En cuanto al porcentaje de mortalidad, se hallé
que M. donacium es mas resistente a los cambios de temperatura, que D.
obesulus. Bajo condiciones CLN y CN, todos los ejemplares de M. donacium
sobrevivieron luego del experimento. Sin embargo, bajo CEN mostré6 un aumento
en la mortalidad después del décimo dia del experimento y el LT50 se alcanzo en
el dia veintisiete. En el caso de D. obesulus, bajo CLN el LT50 se alcanz6 después
de ocho dias de iniciado el experimento. Al estudiar el efecto de las temperaturas
sobre la tasa de crecimiento, se encontré que ambas especies fueron sensibles a
CLN, ya que mostraron un crecimiento mas lento en comparaciéon con CN
(Carstensen et al., 2010). Esta informacién explicaria por qué M. donacium no es
capaz de recolonizar rapidamente las playas, durante CLN (Arntz et al., 1987;
Arntz, Gallardo, Gutiérrez, Isla, Levin, Mendo, Neira, Rowe, Tarazona y Wolff,
2006).

Las especies de la familia Donacidae suelen habitar zonas célidas, siendo D.
obesulus una especie de afinidad tropical adaptada a aguas frias, por lo que es
capaz de sobrevivir a EN, pero su tasa de crecimiento se reduce ante eventos LN
(Ansell, 1983). En contraste, las especies de la familia Mesodesmatidae suelen
habitar aguas frias y templadas, por lo que la distribucion de M. donacium se ve
afectada por los eventos EN (Marins y Levy, 1999; Riascos et al., 2009). Esto
explicaria las extinciones locales de M. donacium, que se han dado luego de los
eventos EN y la supervivencia de D. obesulus, tanto en Perd como al norte de
Chile (Arntz et al., 1987; Thiel et al., 2007).

A pesar de que el trabajo de Carstensen et al. (2010) muestra que si existe un
efecto importante de la temperatura en estas dos especies de bivalvos, se debe
tomar en cuenta que existen varios procesos abioticos tales como cambios en la
salinidad, accién de las olas, sedimentos, fuerza de surgencia y disponibilidad de
nutrientes que pueden actuar simultdneamente para producir un efecto integrado
en estas especies durante los eventos LN y EN (Arntz et al., 2006).

Riascos et al (2009) realizaron un estudio del efecto de la temperatura vy la
salinidad en el crecimiento, porcentaje de mortalidad y desarrollo gonadal en
adultos y juveniles de M. donacium, considerando tres salinidades (10£1.20, 20+1
y 351 ppm) y dos temperaturas (17.4+0.5°C, temperatura normal y 24.2+0.5°C,
temperatura maxima registradas durante EN 1982-83). Al igual que Carstensen et
al. (2010), encontraron que el maximo porcentaje de mortalidad se dio en la
temperatura EN y la salinidad mas baja, alcanzando el LT50 en el dia veintitrés. La
tasa de crecimiento mas baja para adultos, se dio bajo temperatura EN y la
salinidad mas baja. Se comprobd que la salinidad mas baja (10+1ppm) genero la
mayor mortalidad en adultos, ya que esto se observdé en condiciones de
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temperaturas normales (17.4+0.5°C). En cuanto a los juveniles, la mortalidad mas
elevada se dio en la temperatura EN, sin embargo la salinidad mas baja no genero
mortalidad ni afectd su tasa de crecimiento. Esta tolerancia, por parte de los
juveniles, podria ser una adaptacion a etapas iniciales para asentamientos en
zonas estuarinas.

Al analizar cuales son los factores abioticos que influyen en el ciclo reproductivo
de M. donacium, Riascos et al (2009) encontraron que para Hornitos y Camana, el
indice de surgencia, la afluencia del rio, la precipitacion y patrones geograficos
eran aquellos que mayor correlacion guardaban, ya que su estacionalidad era mas
marcada que la temperatura.

En Chile, los eventos EN generaron mortandades masivas relacionadas con el
aumento de temperaturas, sin embargo, en zonas donde las anomalias térmicas
no fueron notables, como en el centro de Chile, también se encontr0 esta
condicién, por lo que Miranda (2001) sugiere que factores como la entrada de
nutrientes, materia organica y el aumento de la precipitacion pueden haber
desempefiado un papel importante que aun no ha sido estudiado.

1.5 INTERACCIONES INTERESPECIFICAS

Las evaluaciones realizadas por el IMARPE dieron a conocer la presencia de tres
diferentes parasitos y epibiontes, dentro de los cuales se encontraron Polydora
bioccipitalis, Rhodobothrium mesodesmatum y el epibionte Clytia sp (Tejada et al.,
2010).

El poliqueto parasito Polydora bioccipitalis, incrementa su prevalencia en M.
donacium debido al calentamiento del mar, propio de los eventos EN (Riascos,
Heilmayer, Oliva, Laudien, 2011). Se conocen muchas especies del género
Polydora a nivel mundial, las cuales se han encontrado infestando importantes
especies de bivalvos comerciales, generando mortalidades sustanciales
(Lauckner, 1983). Esta especie de poliqueto parédsito es la Unica que se ha
registrado para M. donacium. El reconocimiento de Polydora en M. donacium se
da al observar una capsula en parte interna de la concha, producto de un
mecanismo de defensa del bivalvo para aislar al paréasito (Fig. 3).

Riascos, Heilmayer, Oliva, Laudien y Arntz (2008), explican que la presencia del
pardsito se da en mayor medida en los ejemplares adultos de M. donacium.
Algunas de las hipétesis al respecto tienen relacién con la distribucion de la
poblacion dividida entre adultos y juveniles. Mientras que estos ultimos se
encuentran en la zona intermareal, los adultos estan en la zona submareal. La
diferencia de temperaturas en estas zonas podria tener relacibn con las
preferencias del poliqueto. Sin embargo, la hipotesis puede no explicar en su
totalidad esta condicion, por lo que da a conocer otras interpretaciones. Una de
ellas es la condicion reproductiva de los ejemplares adultos. Se conoce que
mientras el desarrollo gonadal es mas avanzado, la tasa de filtracion y respiracion
aumenta (Ambariyanto y Seed, 1991), lo que podria explicar un mayor ingreso del
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poliqueto en ejemplares adultos, considerando que la talla de primera madurez
fluctda entre 30 y 40 mm (Jerez, Ariz, Baros, Olguin, Gonzales, Oliva, Ojeda y
Diaz, 2007).

Bahamonde y Lopez (1962) describen dos tipos larvarios de cestodos para M.
donacium: plerocercoide y merocercoide, los cuales se encuentran en el intestino
y masa visceral de la especie. Carvajal y Mellado (2007) mencionan que aun se
desconoce el efecto que tiene la especie Rhodobothrium mesodesmatum sobre el
desarrollo de M. donacium (Fig. 3).

Clytia sp. es un hidrozoo que se ubica en el extremo posterior de M. donacium
como un epibionte. En las evaluaciones realizadas por el IMARPE uUnicamente se
registraron en Tacna, mas no en los bancos de Arequipa. Stotz y Aburto (2009)
indican que es posible que los pocos ejemplares presentes en las playas de Tacna
sean consecuencia del repoblamiento realizado en Chile en el afio 2007. Esta
hipotesis es planteada basandose en que los ejemplares encontrados en Tacha
presentan el hidrozoo Clytia sp., epibionte cominmente encontrado en el banco de
Coquimbo (Baro, 2006), de donde provinieron los organismos para el
repoblamiento.

Figura 3: Parasitos presentes en M. donacium. A: Capsula de Polydora
bioccipitalis ubicada en zona interna de valva, B: Presencia de
Rhodobothrium mesodesmatum en partes blandas de ejemplar colectado en
Tacna.

1.6 ASPECTOS REPRODUCTIVOS

El primer trabajo sobre los aspectos reproductivos de M. donacium en el Peru fue
el de Salgado e Ishiyama (1979), quienes elaboraron una escala de madurez
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gonadal provisional con siete estadios: inmaduro, madurez incipiente, madurez
intermedia, madurez total, evacuacion parcial, evacuacion total y reversion
gonadal. Teniendo como base esta escala, determinaron la talla de primera
madurez en 56.33 mm y los periodos de maduracién, de agosto a noviembre y
desove, de diciembre a marzo. Luego de los eventos EN 1982 — 1983, en Perq,
Gnicamente se han realizado estudios de corta duracidon para conocer la condicion
reproductiva puntual de un mes de monitoreo. Por ejemplo, en monitoreos
esporadicos realizados por Quiroz y Barriga (1997), encontraron que M. donacium
presenta una intensa actividad reproductiva de octubre a diciembre y una posterior
evacuacion en enero. En una evaluacion realizada en el periodo de EN 1997 —
1998, la tendencia fue similar observandose el incremento del estado de madurez
a partir de setiembre (Galindo, Zeballos, Segura y Flores, 1998).

Luego de esos periodos, la maduracion gonadal y reclutamiento se vieron
afectados debido al cambio en temperatura y salinidad originada por los eventos
EN, mencionados anteriormente, impidiendo la recuperacion de la poblacion
(Giese y Pearse, 1974; Lima, Brazeiro y Defeo, 2000). Riascos et al (2009)
encontraron que las variaciones interanuales en la temperatura podrian explicar
los cambios en el ciclo reproductivo de M. donacium en Camana, Arequipa - Peru
y Mehuin, Valdivia - Chile. Sin embargo, en otras zonas estudiadas (Longotoma,
Cucao y Quilanlar, Chile), se encontré6 que cuando la temperatura mantiene un
mismo patron estacional en los afios de estudio, las variaciones interanuales del
ciclo reproductivo son mejor explicadas por los cambios en la salinidad,
precipitacion e indice de surgencia. Esto se comprobd observando que tanto por
precipitacion como por ingreso de aguas continentales, existieron grandes
variaciones en la salinidad. Los cambios en la salinidad presentaron una alta
correlacion con los periodos de desove, observandose un aumento en la actividad
reproductiva al reducirse la salinidad por ingreso de aguas continentales. En
cuanto al reclutamiento, se observé que en salinidades bajas (10 — 20 ppm) existié
un crecimiento normal o rapido, pero una alta tasa de mortalidad.

En Chile se ha determinado el periodo de desove de M. donacium para diferentes
regiones, en la Region IV - Bahia Guanaqueros el desove ocurre de fines de
agosto a mediados de diciembre (Brown y Guerra, 1979), en la Bahia Coquimbo;
con un periodo mas corto de setiembre a diciembre, en la localidad de Los Choros
el desove se dio de noviembre a febrero (Jerez, Ariz, Baros, Olguin, Gonzales,
Olivda, Ojeda y Diaz, 1999), en una region cercana a Pefiuelas el periodo
reproductivo se daba entre setiembre y noviembre (Jerez, Ariz, Brown, Roa y
Miranda, 1995). En la Regién V se encontré un desove de setiembre a diciembre
en Valparaiso (Tarifefio, 1980), en Longotoma el desove se dio entre agosto y
octubre (Jerez et al., 1995). Al sur de Chile, en la Regién X (Queule), se encontrd
un desove prolongado de diciembre a abril y en Mehuin, luego de un estudio de
dos afios, se encontrd6 un desove en octubre — noviembre (1989) y en junio
(1990), luego en diciembre (1990) y mayo (1991) (Filin, 1982).

Se hizo un estudio en lquique, Chile y Tacna, Perl, encontrando diferencias entre
ambos, teniendo dos eventos reproductivos claros para Iquique, el primero en
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diciembre — enero y un segundo mas prolongado, pero menos intenso en febrero —
abril y en Tacna, en cambio, se observé un periodo de madurez maxima de agosto
a noviembre, teniendo un periodo de desove antes del mes de enero en el 2008.
Para la determinacion del periodo de desove, hizo uso de una escala de madurez
gonadal que tomO en cuenta las caracterizaciones de Peredo, Parada y
Valdenbenito (1987) y Jeréz et al. (1999), considerando los siguientes estadios:
madurante temprana, madurante avanzada, madurez maxima, evacuacion parcial,
evacuacion total y regresion, tanto para hembras como para machos (Stotz y
Aburto, 2009).

Se han realizado estudios acerca del ciclo reproductivo de especies del mismo
género, como M. mactroides, encontrandose que la expulsion de los machos se
lleva a cabo principalmente en invierno — primavera y las hembras desovan entre
octubre y noviembre, pudiendo existir variaciones interanuales que adelanten o
atrasen este ciclo uno o dos meses. Al realizar un estudio de mas de un afio, en
esta especie, se encontrd que suele presentar dos eventos reproductivos anuales,
uno en invierno y otro en primavera (Herrmann, 2009). Esto también ha sido
observado para M. donacium, al norte de Chile, encontrandose dos eventos
reproductivos, uno en primavera — verano y otro en otofio (Filun, 1992). Sin
embargo, Peredo et al. (1987), observaron un anico periodo de desove en la costa
sur de Chile.

Uribe (2012), realiz6 una comparacion entre la especie M. donacium (de Camana,
Perd hasta Quilanlar, Chile) y Argopecten purpuratus (entre Paita, Peru y
Antofagasta Chile), en donde utilizé la informacion previamente obtenida por
Salgado e Ishiyama (1979) para conocer la variacion latitudinal del ciclo
reproductivo de dos moluscos bivalvos endémicos de la corriente de Humboldt,
con origenes biogeograficos opuestos, teniendo como resultado que ambas
especies muestran diferentes ciclos reproductivos, con ciclos gametogénicos
continuos para A. purpuratus y estacionales para M. donacium.
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ll. MATERIALES Y METODOS
2.1 COLECTA DE MUESTRA

Se procesaron 2503 muestras, de las cuales 1021 fueron hembras, 1197 machos
y 285 indiferenciados. Estas fueron colectadas en las prospecciones realizadas
por IMARPE, desde Cerro Cortado (18°10°3”'S, 70°40°5°W) hasta Santa Rosa
(18°20°56°°S, 70°22°47"W), Tacha, en 32 meses del periodo 2006 - 2014. Estas
muestras fueron utilizadas para la determinacion de la proporcién sexual, escala
de madurez gonadal microscopica, la frecuencia relativa de estadios, el calculo del
indice de actividad reproductiva y talla de primera madurez. Adicionalmente, se
realizaron dos muestreos en julio y setiembre del 2014, para determinar la escala
de madurez gonadal por frotis.

Los datos provenientes del periodo 2006 — 2014 fueron obtenidos mediante
muestreos realizados en la orilla, delante de la rompiente. Se tuvieron en cuenta
transectos equidistantes y perpendiculares a la costa, cada uno con una
separacion de 250 m. Se tomaron las muestras de manera aleatoria, haciendo uso
de cuadrantes de 0.25 m?, colectdndose los ejemplares encontrados en un
‘carpacho” de 1.5 mm de abertura de malla. En cada transecto de la zona
intermareal, se dispusieron de 4 a 6 niveles de muestreo (dependiendo de la
amplitud del area habitable) distanciados perpendicularmente a la linea de costa
cada 10m, comenzando de la parte mas cercana a la linea de rompiente de ola
(zona de saturacion), parte media (zona de resurgencia), y proxima a la orilla
(zona de retencién). En cada nivel se dispuso una estacion con su réplica
distanciados a 10 metros en forma paralela a la linea de costa (Fig.4 — A, B).

Se tomaron datos biométricos de longitud valvar, ancho, alto, peso total y peso de
partes blandas (Fig. 4 - C). Las muestras se colocaron en bolsas de plastico con
formol bufferado al 10% con un rotulo respectivo (considerando cddigo, longitud
valvar, lugar de muestreo). Para la colecta de los ejemplares que fueron usados
para la escala de madurez gonadal por frotis, se siguié la misma metodologia; sin
embargo, los ejemplares colectados fueron colocados en un balde con arena y
agua de mar con una piedra difusora de oxigeno, trasladandolos al Laboratorio
Costero de llo del IMARPE, donde se hicieron los frotis gonadales.
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Muestreo por Tierra
(delante de la linea de rompiente

de ola)

Linea de rompiente de ola

, , 1 Nivel

# # 2 Nivel

* * 3 Nivel

3

‘ & 4 Nivel

Linea costera (Extension)

Figura 4: Método de extraccion de macha M donacium, haciendo uso de
carpachos, en la rompiente de playa en Tacha (A) Disefio de muestreo (B)

ejemplares colectados mediante extraccion manual

ejemplares haciendo uso de un malacémetro.

FUENTE: Tejada

(C) Medicion de

Tabla 1. Niumero de ejemplares de macha M donacium colectados por
estaciones y afio de estudio, en el periodo 2006 — 2014, desde Cerro Cortado
hasta Santa Rosa, Tacnha.

ARos Verano Otofio | Invierno |Primavera| Total
2006 43 120 105 268
2007 128 112 240
2008 134 91 177 176 578
2009 43 69 80 192
2010 49 118 99 133 399
2011 120 62 182
2012 84 81 39 104 308
2013 40 64 64 166
2014 56 112 168
Total 494 442 731 836 2503
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2.2 OBTENCION DE TEJIDO PARA ESCALA DE MADUREZ GONADAL

221 ESCALA DE MADUREZ GONADAL POR PROCESAMIENTO
HISTOLOGICO

Para la determinacion de la escala de madurez gonadal, se realizé un
procesamiento histolégico tradicional en el que se siguieron los pasos de la
técnica de infiltracion con parafina (Humanson, 1979).

Fijacion: Se tomo una porcion de 0.5 cm de grosor de la zona central del pie y se
colocd en un porta-muestras metalico para luego colocarlo en formol bufferado al
10%.

Deshidratacion: Las muestras fueron colocadas en un procesador automatico de
tejidos en el que se llevé a cabo la deshidratacion de los mismos. El tejido
permanece una hora sumergido en cada recipiente de alcohol (conocido como
estaciones) a concentraciones crecientes de 70%, 80%, 901%, 902%, 1001% y
100:2.

Aclaramiento: Luego de la deshidratacion, se hace uso del xilol (CsHa4 (CH3)2), ya
que es miscible tanto con el alcohol como con el medio de inclusion a utilizar. Este
procedimiento es llamado aclaramiento debido a que el tejido se torna
transparente o claro luego de colocarlo en xilol (Tresierra, Culquichicon y Veneros,
2002). Las muestras se mantuvieron entre 2 a 4 minutos en un primer recipiente
con xilol y de 1 a 3 minutos en el siguiente xilol. El tiempo de duracion dependi6
del tamafio del tejido.

Infiltracién con parafina: El tejido pasa por dos recipientes con parafina liquida a
60°C, manteniéndose una hora en cada uno.

Imbibicién con parafina: El tejido fue retirado de los porta-muestras y colocado en
moldes cubicos de goma de 2 cm de lado, los cuales pasaron por un proceso de
imbibicidon con parafina liquida. Los blogues obtenidos se dejaron reposar por 24
horas al ambiente hasta solidificarse.

Seccionamiento: Los bloques de parafina obtenidos se cortaron en forma de
trapecio con ayuda de una cuchilla manual. Para obtener las secciones
histoldgicas, se hizo uso de un micrétomo de rotacion y cuchilla de lomo ancho,
obteniéndose cortes de 7um. Estas secciones se llevaron a un bafio Maria a una
temperatura de 37°C, donde se extendieron y se colocaron sobre laminas porta-
objetos a las que se le habia agregado albumina con el objetivo de adherir mejor
la muestra y evitar desprendimientos en la coloracion. Las laminas fueron secadas
en una plancha de teflon y rotuladas con un marcador punta de diamante.

Coloracion: Se realizo la coloracion del tejido utilizando un equipo automatico en el
que se siguio la secuencia del anexo 1. Se le agrego Entellan y se realizo el
montaje con una lamina cubre-objetos. Se hizo la descripcién y analisis histolégico
con ayuda de un microscopio compuesto Nikon Eclipse E400 (descripcion en un
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aumento de 40x, 100x y 200x) conectado a una cadmara CCD, la cual permitio la
toma de fotos para la posterior descripcion.

Se determinaron los criterios de clasificacion segun presencia de tipos de célula,
llenura de trabéculas o tubulos, forma de trabéculas o tubulos y presencia de tejido
conectivo, tanto en hembras como en machos.

2.2.2 ESCALA DE MADUREZ GONADAL POR FROTIS

Los individuos vivos fueron desvalvados para mantener las partes blandas en
buen estado para el analisis. Con el objetivo de localizar el tejido gonadal, se
realizd un corte entre el pie y la masa visceral (Fig. 5). Se retir6 una parte de la
zona gonadal para ser fijada en formol bufferado al 10% con su rotulo respectivo
en papel canson. Esta seccion pasoé por el procesamiento histolégico, mencionado
anteriormente, en el Laboratorio de Biologia Reproductiva de la sede central del
IMARPE. La zona gonadal mas cercana a la zona gastrointestinal se tomo con una
pinza y con un bisturi se hizo un corte transversal sumamente delgado con
cuidado de no romper o dafiar en gran medida el tejido. Esa seccion se coloco en
una lamina porta-objetos y sin agregar agua se colocé una laminilla para su
observacion en el microscopio a un aumento de 40x y 100x.

La determinacién del estadio de madurez en las hembras dependié de la
organizacion de las células en las trabéculas, debido a su maduracion cortical
caracteristica, por lo que el rompimiento de las trabéculas al hacer el corte, impide
la determinacion certera del estadio mediante este método. Sin embargo, cuando
se renovo el bisturi cada dos cortes y se realizé un seccionamiento transversal de
mayor fineza, se pudieron obtener fotografias de mayor resolucion, que
permitieron la colocacién de criterios de clasificacion por frotis, pudiendo separar a
individuos activos de inactivos.

Se determinaron los criterios de clasificacién segun presencia de tipos celulares y
llenura de trabéculas. La determinacion certera del estadio de madurez se hizo
mediante la validacion del andlisis del frotis con el analisis microscépico de los
cortes histolégicos que pasaron por el procesamiento de infiltracion en parafina
(descrito en punto 2.2.1).

Figura 5: Ejemplar vivo de macha M donacium (A) y proceso de separacion
del complejo gbnada — hepatopancreas (B), para realizacion de escala de
madurez gonadal por frotis.
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2.3 ANALISIS DE DATOS
2.3.1 BIOMETRIA

Se hizo uso de la base de datos para conocer el rango y distribucién de longitudes
(valvar total) de los ejemplares que fueron colectados en cada estacion y afio de
estudio para elaborar diagrama de cajas para hembras y machos, haciendo uso
del programa R — Studio 2.11.1. Debido a que el niumero de muestras por
estacion fue diferente para cada afo, se realiz6 una tabla para conocer la
desviacion estandar, varianza y coeficiente de variacion.

2.3.2 PROPORCION SEXUAL

Para la validacion estadistica de la proporcion sexual se hizo uso del test Chi
Cuadrado (x?), verificada independientemente para cada mes y estacion evaluada
con un grado de significancia de a= 0.05.

La proporcion sexual se hall6 de dos formas: tomando en cuenta a los individuos
indiferenciados y excluyéndolos. Al excluir a los indiferenciados se pudo conocer
la proporcion hembras: machos y realizar la prueba de Chi Cuadrado. Los
indiferenciados pueden ser virginales, que aun no desarrollan tejido sexual o
individuos en recuperacion que no presentan restos de células. Las proporciones
fueron graficadas haciendo uso del programa R - Studio 2.11.1.

2.3.3 DETERMINACION DE ESTADIOS DE MADUREZ GONADAL POR
PROCESAMIENTO HISTOLOGICO

La determinacion de los estadios de madurez gonadal, se realiz6 mediante
observaciones directas de cortes histolégicos, con la ayuda de un microscopio
compuesto. Para la nominacién de estos estadios se tomaron en cuenta los
criterios establecidos por Ortiz et al (2008), los que consideran Ilas
recomendaciones elaboradas en el documento de Kjesbu, Hunter y Witthames
(2003). Ademas, en el presente estudio se identificaron criterios de clasificacién
para hembras y machos (Tabla 2, 3) para cada estadio de madurez. La asignacion
de los estadios tiene como objetivo estandarizar las escalas de madurez de los
recursos hidrobiologicos de interés comercial del Pert, de manera que la
obtencién de indices reproductivos como la actividad reproductiva o la fraccién
desovante sea mas precisa. (Fig. 6, 7).

Criterios de clasificacién para hembras y machos

Para la determinacion del estado de madurez gonadal no se toma en cuenta
Gnicamente la presencia — ausencia de los tipos celulares existentes, ya que en
algunos casos esta variable no se diferencia entre un estadio y otro. Por esto se
deben considerar otros aspectos de importancia como el nivel de llenura de las
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trabéculas/tubulos,

la presencia de tejido conectivo y
especificas de trabéculas/tubulos (Tabla 2, 3).

las caracteristicas

Tabla 2: Criterios de clasificacién de estadios en hembras de macha M
donacium. Donde: Ol: Ovocito inmaduro, OEM: Ovocito en maduracion, OM:
Ovocito maduro.

Criterios microscopicos de clasificacion
. Presencia de Grado de llenura de .. )
Estadios , , Tejido conectivo
células trabécula
Ol| OEM | OM | Vacia | Semillena | LIena | Escaso |[Abundante

Virginal + + + +
Reposo + + + +
En ., + + + + +
maduracion
Maduro + + + + +
Desovante + + + +
Recuperacion | + + + + +

Elaboracion propia

Tabla 3: Criterios de

clasificaciéon de estadios en machos de macha M.

donacium. Donde: Eg: Espermatogonio, Ec: Espermatocito, Et: espermatide,
Ez: Espermatozoide.

Criterios microscopicos de clasificacion
Presencia de Grado de llenura de
células tabulo Tejido conectivo
Estadios Eg | Ec | Et | Ez |Vacia| Semillena |Llena| Escaso | Abundante

Virginal + + +

Reposo + + +
En maduracion | + | + + +

Maduro + + + + + +

Expulsante + | + | + + +

Post -

expulsante + + | + | + + +

Elaboracién propia
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Figura 6: Ciclo de madurez gonadal de hembras de macha M donacium.
Donde: OIl: Ovocito inmaduro, OEM: Ovocito en maduracién, OM: Ovocito

maduro,

Modificado de Ortiz et al (2008).
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Figura 7: Ciclo de madurez gonadal de machos de macha M donacium.
Donde: Eg: Espermatogonios, Ec: Espermatocitos, Et: Espermatides, Ez:

Espermatozoides.

Modificado de Ortiz et al (2008).
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2.3.4 FRECUENCIA RELATIVA DE ESTADIOS DE MADUREZ

Se determind la frecuencia de los estadios de madurez por estacion en el periodo
2006 — 2014, para hembras, machos y el total. EI nimero de muestra se detalla en
la Tabla 1, donde las estaciones pueden estar representadas por uno o tres
meses.

. N° de individuos por estadio 100
= k
' NAT

Donde:

Fr: Frecuencia relativa

N° de individuos por estadio: Numero de individuos por cada estadio a calcular.
NTA: Suma de individuos de estadios | al V.

Se determind la frecuencia relativa por estaciones haciendo uso del programa R -
Studio 2.11.1. Considerando, en este trabajo una divisién del afio en las cuatro
estaciones del Hemisferio Sur:

- Verano: 22 de diciembre - 20 de marzo

- Otoio: 21 de marzo - 21 de junio

- Invierno: 22 de junio - 23 de setiembre

- Primavera: 24 de setiembre - 21 de diciembre

2.3.5. ACTIVIDAD REPRODUCTIVA

La actividad reproductiva es un indice reproductivo que permite conocer si los
organismos de una poblacion se encuentran gonadalmente activos, en un periodo
0 area determinada, lo que posibilita identificar periodos importantes de
reproduccion , para proponer vedas reproductivas o conocer las areas
significativas de reproduccion, y protegerlas con normas regulatorias.

Estadio III + Estadio IV
= E3

AR NAT

100

Donde:
AR: Actividad reproductiva.
Estadio Ill: Namero de ejemplares en estadio maduro.

Estadio IV: NUmero de ejemplares en estadio de desove/expulsion.
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Se calcul6 la AR por estaciones, para hembras y machos, en el periodo
comprendido del 2006 al 2014. . Luego se realizé un grafico de dispersion para
todos los meses muestreados, utilizando el programa R - Studio 2.11.1.

2.3.6. TALLA DE PRIMERA MADUREZ

La talla de primera madurez en M. donacium es considerada como la longitud
valvar total en la que el 50% de los individuos son activos (ll, Ill, IV y V). Para
obtener este valor se hallé el porcentaje que representaron los estadios Il, I, IV y
V para cada longitud valvar.

Para su calculo, se utilizé el paquete estadistico Curve Expert v1.3 (Defeo, Rey y
Casculo, 1988), agrupandose los datos en: inactivos (0 y 1) y activos (II, lll, IV y V).
Se hallé el porcentaje de individuos activos para cada longitud valvar total
registrada y los puntos reales fueron ajustados con el Método de ajuste de curva
logistica, para encontrar el L50 (longitud en la que el 50% de los individuos son
activos). Se hall6 el coeficiente de correlacion r de que indica la correlacion entre
las variables porcentaje de individuos maduros encontrados y longitud. Este valor
estara en el intervalo de 0 a 1, representando 1 la mejor correlacion.

Ademas, se hallé el S: error estdndar, que permite conocer qué tan bien se ajusta
la curva a los datos. Mientras menor sea el valor de S, mejor es el ajuste de la
curva.

[Il. RESULTADOS
3.1 BIOMETRIA

Verano

En cuanto a la longitud valvar total, se observo que en el afio 2007 existi6 mayor

variabilidad, con valores extremos desde 36 a 85 mm (en hembras), y 33 a 83 mm
(en machos). En este afio se presentd un coeficiente de variacion (CV) de 23.19%
en hembras y 22.81% en machos, lo que indicaria que los datos no fueron
homogéneos. En el 2008, los rangos oscilaron desde 45 a 92 mm en hembras,
con un CV de 18.52% y de 44 a 92 mm en machos con un CV de 18.18%. En los
afios 2009, 2010, 2012 y 2014 las medias fueron similares, siendo 74.55 mm,
73.92 mm, 75.19 mm y 72 mm, en hembras y 74.9 mm, 73.61 mm, 77.02 mm,
77.64 mm, en machos, respectivamente (Fig. 8).Teniendo coeficientes de
variacion que oscilaron entre 5 % y 7.8%, tanto para hembras como para machos,
indicando una baja variabilidad para estos afios (Tabla 4).

Otofo

Al igual que en verano, en otofio de los afios 2006 y 2008 existi6 una mayor
variabilidad de datos, con valores extremos desde 40 a 91 mm y desde 23 a 92
mm (Fig. 8) y coeficientes de variacion entre 12.98% a 29.46%, respectivamente.
En el 2009, 2010 y 2012 existieron medias similares siendo 76.26 mm, 77 mm y
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77.57 mm, para hembras y 75.24 mm, 75.17 mmy 76.9 mm, respectivamente. Los
coeficientes de variacion fueron, en estos tres afios, menores al 10% (Tabla 4).

Invierno

En invierno, los afios 2006, 2008 y 2014 presentaron mayor dispersion de datos,
con valores desde 30 a 88 mm, 48 a 91 mm, 42 a 86 mm, respectivamente.
Ademas, en el 2006 los coeficientes de variacidon fueron 27.88% para hembras y
32.64% para machos, en el 2008 fue de 14.43% para hembras y 11.65% para
machos (Tabla 4). Los siguientes afios presentaron coeficientes de variacion
menores al 20%.En los afios 2010, 2012 y 2013 la media fue de 76.14 mm, 77.14
mm y 77.19 mm para hembras y 77.12 mm, 74.5 mm y 75.43 mm para machos,
respectivamente (Fig. 8).

Primavera

Las dispersiones fueron mayores para los afios 2006, 2007, 2008 y 2009, con
valores extremos desde 34 a 83 mm, 37 a 89 mm, 57 a 93 mm y 57 a 91,
respectivamente. Ademas, el Unico coeficiente de variacion que fue mayor al 20%
se present6 en el 2006, siendo mayor al 10% del 2007 al 2009 y menor al 10% del
2010 al 2013. De los afios 2010 al 2013 las medias para hembras fueron 75.92
mm, 76.52 mm, 78.58 mm, 78.96 mm, respectivamente. En el caso de los machos
las medias fueron 73.56 mm, 75.14 mm, 75.5 mm, 76.4 mm, respectivamente
(Tabla 4).
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Figura 8: Diagrama de cajas de longitudes valvares totales de macha M.
donacium para cada estacién y afio de estudio en el periodo 2006 — 2014.



Tabla 4: Valores de media aritmética de la longitud valvar total, desviacion
estandar (DS), varianza y coeficiente de variacion (CV), de M. donacium, por sexo,
estacion y afio de estudio Donde: H: Hembras, M: Machos, *: Datos con CV >20%,

no son homogéneos.

Estaciones Afos Media aritmética DS Varianza cv
H M H M H M H M

2007 59.67 59.33 13.84 13.54 192 183 23.19 22.81%*

2008 70.06 68.95 12.98 12.53 168 157 18.52 18.18

Verano 2009 74.55 74.9 6.037 5.761 36.5 33.2 8.099 7.691
2010 73.92 73.61 4.166 5.812 17.4 33.8 5.636 7.896

2012 75.19 77.02 4.844 5.429 23.5 29.5 6.442 7.049

2014 72 77.64 - 6.008 - 36.1 - 7.738

2006 61.31 63.71 18.06 13.36 326 178 29.46 20.96*

2008 73.49 67.02 9.536 11.83 90.9 140 12.98 17.66

Otofio 2009 76.26 75.24 6.542 6.842 42.8 46.8 8.579 9.093
2010 77 75.17 3.981 5.755 15.9 33.1 5.171 7.656

2012 77.57 76.9 4.76 5.058 22.7 25.6 6.136 6.577

2006 60.75 58.45 16.94 19.08 287 364 27.88 32.64*

2008 70.87 71.86 10.23 8.369 105 70 14.43 11.65

Invierno 2010 76.14 77.12 4.892 6.092 23.9 37.1 6.424 7.899
2012 77.14 74.5 3.505 3.761 12.3 14.1 4.544 5.049

2013 77.19 75.43 9.075 4.451 82.4 19.8 11.76 5.901

2014 71.04 68.58 8.555 9.202 73.2 84.7 12.04 13.42

2006 58.23 57.98 15.45 16.35 239 267 26.53 28.21%*

2007 69.44 66.38 11.44 11.31 131 128 16.48 17.04

2008 76.6 72.52 9.02 8.543 814 73 11.78 11.78

Primavera 2009 76.97 77.87 7.927 8.684 62.8 75.4 10.3 11.15
2010 75.92 73.56 5.688 5.503 32.4 30.3 7.493 7.48

2011 76.52 75.14 6.286 6.452 39.5 41.6 8.215 8.586

2012 78.58 75.5 4.434 4.625 19.7 21.4 5.643 6.126

2013 78.96 76.4 4.05 4.272 16.4 18.2 5.129 5.591
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3.2 DESCRIPCION HISTOLOGICA DE LA GONADA

Se determiné que M. donacium es una especie de reproduccion parcial, es decir,
que puede realizar varias tandas de desove, identificandose cohortes sucesivas de
ovocitos en diferente grado de maduracion (ovocito inmaduro, en maduracion y
maduro).

3.2.1 GAMETOGENESIS
Ovogénesis

El ovario de M. donacium presenta una organizacion propia de bivalvos dioicos. La
zona gonadal esta conformada por trabéculas, de tamafio y forma variable segun
el nivel de madurez gonadal, desarrolladas sobre tejido conectivo. Dentro de las
trabéculas existe una maduracién de tipo cortical, caracterizada por ovocitos que
se desarrollan desde las paredes trabeculares hacia el lumen.

Los ovocitos inmaduros (Ol) se encuentran adheridos a las paredes, tienen forma
poliédrica y tincion basdfila. Los ovocitos en maduraciéon (OEM) son aquellos que
aun se encuentran adheridos a la pared trabecular, sin embargo, dan la impresion
de estar desprendiéndose de ésta, en mayor o menor medida, dandole una forma
piriforme a la célula. Los ovocitos maduros (OM), se encuentran en la parte central
de la trabécula, son facilmente reconocidos por ser redondos con nucleo central
(Tabla 5). La presencia, ausencia y cantidad de los diferentes tipos de ovocitos,
permitira determinar el grado de madurez gonadal en que se encuentre el
individuo.
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Tabla 5: Descripcidon y caracterizacion de principales células sexuales de
hembras de M. donacium. Il : 10 um

TIPO DE CELULA DESCRIPCION FOTO
Ovocito Inmaduro Células de forma poliédrica,
ol adheridas a la trabécula (TB).

Tincion basofila.

Diametro menor: 9 - 22 um
Diametro mayor: 13 - 34 pm
Aumento: 200x

Ovocito En Células de forma pedunculada,
maduracion ubicadas adosadas a la trabécula
OEM en menor medida que los Ol.

Tincion basofila.

Didmetro menor: 13 — 36 um
Diametro mayor: 25 - 50 pm
Aumento: 200x

Ovocito Maduro Células de forma ovalada. Se

oM encuentran en el lumen de la
trabécula, el nucleo es grande y
definido.

Tincion basofila.

Didmetro menor: 23 — 35 um
Diametro mayor: 31 - 47 um
Aumento: 200x

Elaboracion propia

Espermatogénesis

El testiculo de M. donacium presenta una zona gonadal conformada por tubulos,
que al igual que en el caso de las hembras, tienen una maduracién de tipo cortical.

Los espermatogonios (Eg) se ubican en las paredes de los tubulos, son de sencilla
identificacion por presentar una clara agrupacion y estar adheridos a un borde
ligeramente mas eosinofilo. De manera continua se observan los espermatocitos
(Ec) diferenciados de los Eg por presentar un menor tamafio y una tincion basofila.
La observacion de espermatides (Et) es menos clara, presentando un reducido
tamafio y tinciébn basdfila leve. Los espermatozoides (Ez) se pueden observar
como lineas paralelas sumamente eosindéfilas, agrupadas en un mismo espacio,
seguidas de Ec o Et (Tabla 6).
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Tabla 6: Descripcion y caracterizacion de principales células sexuales de
machos de M. donacium. : Il 25 ym

GAMETOS
MASCULINOS

DESCRIPCION

Espermatogonio
Eg

Células inmaduras adosadas a la
pared tubular, dirigiéndose hacia
el lumen.

Tincién basdfila.

Aumento: 200x

Espermatocito
Ec

Células que se desarrollan a partir
de los Egs. Suelen ser las mas
abundantes, pudiendo
encontrarse en franjas o
agrupaciones circulares en el
lumen.

Tincion basofila.

Aumento: 200x

Espermatide
Ep

Células poco frecuentes o de
dificil observacion. Es la transicion
entre un Ec y un espermatozoide.
Tincion basofila o levemente
eosindfila.

Aumento: 200x

Espermatozoide
Ez

Células ubicadas en el centro del
tubulo, facilmente distinguibles por
Su organizacion en franjas o
bandas eosinofilas.

Tincién eosindfila.

Aumento: 200x

Elaboracién propia
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3.3 PROPORCION SEXUAL

Se hall6 la proporcién de ejemplares hembras, machos e indiferenciados para las
cuatro estaciones del afio (Tabla 1).

Verano

Se encontraron ejemplares indiferenciados en proporciones bajas en el 2007 y
2008, siendo 0.09 y 0.14 (Fig. 9), respectivamente. En el 2009 no existieron
indiferenciados y la proporcion de hembras y machos se mantuvo en 1:1, sin
diferencias significativas entre ambos. En el 2010 y 2012 existieron proporciones
de indiferenciados 0.39 y 0.21, respectivamente, y la proporcion sexual de
hembras y machos favoreci6 a los machos en ambos casos, presentando
diferencias significativas solo el verano del 2012 (Fig. 9, Tabla 7). En verano del
2014 se obtuvo la proporcion mayor de ejemplares indiferenciados, con 0.73, mes
en el que existieron la menor cantidad de hembras con 0.02 (considerando a
indiferenciados) y 0.25 machos.

En cuanto a la proporcion sexual de hembras y machos, que se analiz6 separando
a los indiferenciados, la tendencia en todos los afos de estudio fue a favorecer a
los machos, siendo més evidente en aquellas estaciones en las que se observaron
mayor numero de ejemplares indiferenciados, en el otro analisis (Fig. 9). En
verano de los afios 2007 - 2010 se encontr6 una proporcion 1:1 de hembras y
machos. Sin embargo, en los afilos 2012 y 2013 se encontraron diferencias
significativas en la proporcion sexual, que favorecio a los machos en ambos casos
(Fig. 9, Tabla 7).

Otofo

En los aflos 2009 y 2010, se encontraron indiferenciados en proporciones de 0.07
y 0.36, respectivamente. Los afios 2006 — 2009 presentaron una relacion 1:1,
mientras que en el 2010 y 2012 existieron diferencias significativas en favor a los
machos (Fig. 9, Tabla 7).

Invierno

En el 2006 no existieron indiferenciados. En los meses de invierno de los afos
2010, 2012, 2013 y 2014 se encontraron indiferenciados con proporciones de
0.36, 0.18, 0.21 y 0.22, respectivamente. Las proporciones sexuales para hembras
y machos fueron de 1:1 en todos los casos (Fig. 9, Tabla 7).

Primavera

Los meses de la estacion primavera fueron aquéllos en los que se encontré la
menor cantidad de indiferenciados, solo observandose en diciembre del 2010 y
2012 con una proporcion de 0.05 y 0.09, respectivamente. En cuanto a las
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proporciones de hembras y machos, en todos los afios

proporcion 1:1 (Fig. 9, Tabla 7).
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Figura 9: Proporcion de individuos machos, hembras e indiferenciados de M.
donacium, por estacion, en el periodo 2006 — 2014, en Tacna.

Tabla 7: Proporcién sexual de macha M. donacium por estacién en el periodo
2006 — 2014 para la region Tacna. Donde: n: Numero de individuos, H:

hembras, M: machos, X% Chi — Cuadrado. Donde *: Diferencia significativa

entre hembras y machos. P — value <0.05

ANO  Estaciones n H M X2
otofio 40 0.4 0.6 1.6
2006 invierno 120 0.44 0.56 1.63
primavera 97 0.55 0.46 0.11

2007 Yerano 116 0.5 0.5 0
primavera 111 0.57 0.43 2.03

verano 115 0.46 0.54 0.7
2008 .ot.oﬁo 91 0.49 0.51 0.01
invierno 168 0.46 0.54 1.03
primavera 176 0.46 0.54 0.55
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verano 43 0.51 0.49 0.02

2009 otofio 64 0.48 0.52 0.06
primavera 80 0.41 0.59 2.45
verano 30 0.4 0.6 1.2
2010 | otpﬁo 76 0.37 0.63 5.26*
invierno 38 0.55 0.45 0.42
primavera 130 0.45 0.55 0.35
2011 ir_1vierno 120 0.42 0.58 3.33
primavera 62 0.53 0.47 0.26
verano 66 0.32 0.68 8.73*
2012 | otpﬁo 81 0.26 0.74 18.78*
invierno 32 0.44 0.56 0.5
primavera 104 0.5 0.5 0
otofno 30 0.53 0.47 0.13
2013 invierno 59 0.53 0.47 0.15
primavera 63 0.44 0.56 0.78
2014 .ve.rano 15 0.07 0.93 11.27*
invierno 91 0.52 0.48 0.47

Elaboracion propia

3.4 DESCRIPCION DE ESCALA DE MADUREZ GONADAL POR
PROCESAMIENTO HISTOLOGICO

3.4.1. HEMBRAS

Se determinaron seis estadios de madurez gonadal para M. donacium.

Virginal 0: Los individuos pertenecientes a este grupo son aquellos que nunca
antes se han encontrado activos reproductivamente. Normalmente se trata de
organismos juveniles identificados por sus longitudes < 35.0 Mm de longitud valvar
total.

Trabéculas que presentan ovogonias adheridas a la pared. Adyacentes a las
ovogonias se encuentran los ovocitos inmaduros (Ol) y en menor proporcién se
pueden observar ovocitos en maduracion (OEM), reconocidos facilmente por
encontrarse desprendiéndose de la pared y ser piriformes (Fig. 10).

En maduracion Il: Estadio intermedio entre un organismo virginal o inmaduro y uno
que se encuentra maduro.
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Trabéculas de mayor desarrollo que estadios anteriores. Presencia de ovocitos
inmaduros y en maduraciéon a punto de desprenderse de la pared trabecular.
Pueden existir algunos ovocitos maduros en el lumen trabecular, sin embargo son
escasos en relacion al siguiente estadio (Fig. 11).

Maduro IlI: Individuos que presentan la maxima madurez, pero que adn no se
encuentran en un proceso de desove.

Trabéculas desarrolladas con una abundante cantidad de ovocitos maduros (OM).
Se pueden observar ovocitos inmaduros y en maduracién adheridos a las paredes
trabeculares, pero siempre manteniendo la predominancia de los OM en el lumen
trabecular. El reconocimiento de este estadio es facil, ya que se caracteriza por la
ausencia de espacio intertrabecular (Fig. 12).

Desovante 1V: Individuos que se encuentran en un proceso de liberacion de
gametos.

Trabéculas desarrolladas con una reducida o inexistente presencia de ovocitos
inmaduros y en maduracion. Restos de células maduras en trabéculas, abundante
tejido conectivo, indicando que ya se realiz6 el desove (Fig. 13).

Recuperacion V: Individuos que ya pasaron por un proceso de desove, pero aun
con rezagos del mismo.

Existen tres condiciones o criterios para este estadio, dependiendo del grado de
recuperacion en la que se encuentre:

- Restos de ovocitos maduros
- Presencia de células atrésicas o en reabsorcion (>50%)
- Indiferenciacion del sexo por ausencia de células sexuales.

Presentan restos de ovocitos maduros, existiendo trabéculas completamente
vacias. Se puede observar tejido conectivo, diferenciandose del estadio | por la
ausencia de ovocitos inmaduros y en maduracion (Fig. 14).

El estadio V se puede diferenciar del estadio | (reposo) bajo el criterio de que en el
presente estadio llega a imposibilitarse la diferenciacion del sexo, colocandose a
los ejemplares como indiferenciados. Ademas, aun se encuentran restos de
ovocitos maduros, mientras que en el estadio | Unicamente se observan ovocitos
inmaduros.

Reposo I: Luego de un proceso de recuperacion, los individuos comienzan a
prepararse para la formacién de gametos, por lo que son considerados como
inmaduros, pero ya habiendo pasado por procesos de madurez y desove
anteriormente.
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Trabéculas de mayor grosor que estadio 0. Con ovocitos inmaduros y en
maduracion. Abundante tejido conectivo y espacios intertrabeculares. La presencia
de células inmaduras permite la identificacién del sexo (Fig. 15).

Figura 10: Micrografia de ovario en estadio 0 (virginal) en la especie M.
donacium. Ol: Ovocito inmaduro, TC: Tejido conectivo, TM: Tejido muscular.
I : 100 um. Aumento: 100X.
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de ovario en estadio Il (en maduracidn) en la especie

1as

e

Figura 11: Micrograf

(C) 200x. Ol: Ovocito inmaduro,

OEM: Ovocito en maduracién, OM: Ovocito maduro, TB: Trabécula.

I : 100 pm

M. donacium en aumentos: (A) 40X, (B) 100X

43



AP i
o,

s T
-

¥

4

i 3
- 9@r

44

de ovario en estadio lll (maduro) en la especie M.

TB: Trabécula.

ias

@ o
b td ) :
f..... ) .‘r l‘

RAI I

S
B oA AT

donacium en aumentos: (A) 40X, (B) 100X, (C) 200x. Ol: Ovocito inmaduro,

Figura 12: Micrograf

OM: Ovocito maduro

BN : 100 pm



Figura 13: Micrografias de ovario en estadio IV (desovante) en la especie M.
donacium. en aumentos: (A) 40X, (B) 100X, (C) 200x. Ol: Ovocito inmaduro,
OM: Ovocito maduro, TB: Trabécula, TC: Tejido conectivo.

I : 100 um
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Figura 14: Micrografias de ovario en estadio V (recuperacién) en la especie
M. donacium en aumentos: (A) 40X, (B) 100X, (C) 200x. Ol: Ovocito inmaduro,
OM: Ovocito maduro, TB: Trabécula, TC: Tejido conectivo.

I : 100 ym
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Figura 15: Micrografias de ovario en estadio | (reposo) en la especie M.
donacium en aumentos: (A) 40X, (B) 100X, (C) 200x. OI: Ovocito inmaduro,

OEM: Ovocito en maduracion, TB: Trabécula, TC: Tejido conectivo.
B : 100 pm
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3.4.2. MACHOS

Virginal O: Los individuos pertenecientes a este grupo son aquellos que nunca
antes se han encontrado activos reproductivamente. Normalmente se trata de
organismos juveniles <35 mm de longitud valvar total.

Tabulos con presencia de espermatogonios de tincidén basofila en la pared tubular.
Resto de tubulo completamente vacio y sin mayor complejidad estructural (Fig.
16).

En maduracion Il: Estadio intermedio entre un organismo inactivo o inmaduro y
uno gue se encuentra maduro. Espermatogénesis en desarrollo.

Tuabulos con presencia de espermatogonios de tincidbn basofila seguidos de
espermatocitos adosados a la pared tubular. Los tdbulos no se encuentran
completamente llenos (Fig. 17).

Maduro llI: Individuos que presentan la méxima madurez, pero que aun no se
encuentran en un proceso de desove. Se da proceso de espermiogénesis.

Tubulos completamente desarrollados, pudiendo o no presentar Espermatogonios.
Con presencia abundante de espermatocitos. Centro tubular lleno de
espermatozoides diferenciados por su tincién eosindfila (Fig. 18).

Expulsante IV: Individuos que se encuentran en un proceso de liberacion de
gametos (expulsion).

Tdbulos con secciones vacias 0 semivacias en el centro de éstos, debido a un
proceso de expulsibn de espermatozoides. Presencia de espermatogonios,
espermatides y espermatozoides en menor cantidad que el estadio anterior
(maduro) (Fig. 19).

Post - expulsante V: Individuos que ya pasaron por un proceso de expulsion, pero
aun con rezagos del mismo.

Tuabulos desarrollados con abundante presencia de tejido conectivo de relleno y
restos de espermatozoides. Puede no diferenciarse el sexo debido a la ausencia
de gametos sexuales (Fig. 20).

Reposo |: Luego de un proceso de recuperacion, los individuos comienzan a
prepararse para la formacion de gametos, por lo que estos ejemplares son
considerados como inmaduros, pero ya habiendo pasado por procesos de
madurez y expulsion, anteriormente.

La presencia de tejido conectivo abundante aun permanece. A diferencia del
estadio V (recuperacion), se pueden observar algunos tubulos con presencia de
espermatogonios, lo que si permite diferenciar el sexo (Fig. 21).
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Figura 16: Micrografias de testiculo en estadio O (virginal) en la especie M.
donacium en aumentos: (A) 40X, (B) 100X, (C) 200X. Eg: Espermatogonio,

TB: Tubulo.
B : 100 pum
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Figura 17: Micrografias de testiculo en estadio Il (en maduracion) en la
especie M. donacium en aumentos: (A) 40X, (B) 100X, (C) 200X. Eg:
Espermatogonio, Ec: Espermatocito, Ez: Espermatozoide, EIT: Espacio
intertubular, TB: Tubulo.

I : 100 um
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Figura 18: Micrografias de testiculo en estadio Ill (maduro) en la
especie M. donacium en aumentos: (A) 40X, (B) 100X, (C) 200X. Eg:
Espermatogonio, Ec: Espermatocito, Ez: Espermatozoide, TB: Tubulo,
M: Tejido muscular, ZG: Zona gastrointestinal.

B ;100 um
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Figura 19: Micrografias de testiculo en estadio IV (expulsante) en la especie
M. donacium en aumentos: (A) 40X, (B) 100X, (C) 200X. Eg: Espermatogonio,
Ec: Espermatocito, Ez: Espermatozoide, TB: Tubulo, EIT: Espacio
intertubular.

I : 100 um
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Figura 20: Micrografias de testiculo en estadio V (post - expulsante) en la
especie M. donacium en aumentos: (A) 40X, (B) 100X, (C) 200X. Ez:
Espermatozoide, TC: Tejido conectivo.

B 100 um
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Figura 21: Micrografias de testiculo en estadio | (reposo) en la especie M.
donacium en aumentos: (A) 40X, (B) 100X, (C) 200X. Eg: Espermatogonio,

TB: Tabulo, TC: Tejido conectivo.
B 100 um
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3.5 DESCRIPCION DE LA ESCALA DE MADUREZ GONADAL POR FROTIS

Se compararon los estadios de la escala microscopica descrita anteriormente con
los cortes realizados por frotis (Tabla 8, 9):

Virginal| 0: La determinacion del estadio de madurez en estos ejemplares se
realiza haciendo uso de la talla de primera madurez (34.9 mm) Al realizar el corte
no se llegaron a observar células, viendose netamente restos de tejido muscular y
conectivo. Al contrastar esta observacion con el corte histologico, se encontré una
abundante presencia de tejido muscular y una pequefia porcion de tejido conectivo
con células inmaduras (Fig. 22, Tabla 10).

Consideraciones: Las células inmaduras no se lograron apreciar en la observacion
del frotis gonadal. Se incluy6 dentro de la escala de madurez por frotis tomando en
cuenta el criterio talla.

En maduracion| Il: La caracterizacion del presente estadio se vio dificultada debido
al rompimiento de las trabéculas. Las observaciones iniciales constaban de una
abundante cantidad de células maduras, lo que podia ser confundido con un
estadio Ill (maduro), en una etapa avanzada y un IV (desovante), en una etapa
inicial (Fig. 23 - B), segun los criterios microscépicos. Sin embargo, la observacion
de una abundante cantidad de células maduras fue consecuencia del rompimiento
trabecular. Los cortes en los que se observaron trabéculas completas,
evidenciaron una reducida cantidad de células maduras en la zona central, lo que
se asemejo a las caracteristicas de la descripcion microscopica (Fig. 23, Tabla
10).

Consideraciones: Se consider6 que este estadio no presentaba una clara
identificacion, especialmente cuando se trat6 de un estadio con un nivel de
desarrollo mayor, por lo que debia agruparse con estadios posteriores. No se
consider6é como un estadio independiente dentro de la escala de madurez por
frotis.

Maduro| Ill: La observacion de los cortes del presente estadio se dificulta debido a
la abundante presencia de células maduras. Sin embargo, la identificacion del
mismo se realiza con facilidad. Se pueden observar trabéculas completamente
llenas de ovocitos maduros (Fig. 24, Tabla 10).

Consideraciones: Si se consider6 dentro de la clasificacion de la escala por frotis,
presentando una abundante cantidad de ovocitos maduros.

Desovante| IV: La diferenciacion del presente estadio con el estadio Ill (maduro)
Gnicamente se puede realizar tomando en cuenta que se trata de un estadio
desovante avanzado. Esto quiere decir que, a diferencia de la escala microscopica
en donde se observa con mayor precision a un individuo que se encuentra en su
madurez maxima y un individuo que acaba de desovar, en este caso se trataria de
individuos con un marcado desove (Fig. 25, Tabla 10).
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Consideraciones: La uUnica forma de catalogar este estadio y diferenciarlo del
estadio 3 (maduro) es realizando un corte sumamente fino en donde se puedan
observar trabéculas completas, de no ser asi, la diferenciacion entre ambos es de
gran dificultad. La similitud con el estadio Il (en maduracion), cuando éste presenta
una reducida cantidad de células maduras, invita a agrupar estos Il estadios para
evitar futuras complicaciones (en maduracién, maduro, desovante).

Recuperacion| V: A pesar de realizar frotis en donde exista un rompimiento total
de las trabéculas, la cantidad de células maduras seran considerablemente
menores a la de los dos estadios anteriores. Siguiendo con el criterio tomado en
cuenta para la separacion de un individuo maduro con un individuo desovante, los
ejemplares catalogados dentro del estadio 5 en la escala por frotis deben
encontrarse en una condiciébn avanzada de la misma, en donde la presencia de
células maduras sea escaza, ya que de lo contrario se dificultaria la diferenciacién
entre estadios (Fig. 26, Tabla 10).

Consideraciones: La forma mas certera de identificar el presente estadio es
obteniendo un corte con trabéculas completas, de lo contrario un ejemplar con una
condicion de reciente recuperacion podria confundirse con un estadio 4
(desovante).

Reposo| I: Los frotis fueron caracterizados de la misma forma que el estadio O
(virginal), debido a la imposibilidad de observar células inmaduras adosadas a las
trabéculas.

Consideraciones: No se considerard el presente estadio individualmente,
agrupandose con el estadio V (recuperacion) por compartir caracteristicas.
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Tabla 8: Caracterizacion de estadios de madurez gonadal para escala
microscopicay escala de madurez gonadal por frotis.

ESCALA
ESTADIOS DE POR PROCESAMIENTO | ESCALA POR FROTIS
MADUREZ HISTOLOGICO

VIRGINAL Se observan ovocitos Se observa tejido
inmaduros y en maduracion. | muscular y conectivo. La
Presencia de tejido muscular | determinacion se realiza
y conectivo. haciendo uso de la talla
Se toma en cuenta la talla de | de primera madurez (34.9
primera madurez (34.9 mm). | mm).

REPOSO Se observan ovocitos Se observa tejido

inmaduros y en maduracion.
Se diferencian de virginales
por tamafio de trabéculas.
Presencia de tejido muscular
y conectivo.

muscular y conectivo. No
se puede diferenciar del
virginal.

EN MADURACION

Se observan ovocitos
inmaduros, en maduracion
(abundantes) y maduros.
Las trabéculas se
encuentran semillenas.

Trabécula completa:
células en maduracién y
células maduras.
Trabécula rota: células
maduras sueltas.

MADURO Trabéculas completamente | Trabécula completa:
llenas de ovocitos maduros, | muchas células maduras
sin espacios apiladas.
intertrabeculares. Presencia | Trabécula rota: muchas
de ovocitos inmaduros y en | células maduras sueltas.
maduracién, adheridos a las
trabéculas.

DESOVANTE Trabéculas con ovocitos Trabécula completa:

maduros y espacios
intertrabeculares. Presencia
de ovocitos inmaduros y en
maduracion, adheridos a las
trabéculas.

pocas células maduras
apiladas.

Trabécula rota: muchas
células maduras sueltas.

RECUPERACION

Restos de ovocitos maduros
en la zona central de la
trabécula, con algunas
trabéculas vacias. Presencia
de ovocitos inmaduros y en
maduracioén, adheridos a las
trabéculas.

Segun el grado de
recuperacion en la que se
encuentre:

- Restos de células
maduras y presencia
de ovocitos en
maduracion

- Trabéculas
completamente
vacias.
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Tabla 9: Fotografias de estadios de madurez gonadal para escala por
procesamiento histoldgico y escala por frotis. IIIlN :100 pm.

ESCALA
ESTADIOS DE POR PROCESAMIENTO ESCALA POR FROTIS
MADUREZ HISTOLOGICO

VIRGINAL T e i A

REPOSO

EN
MADURACION
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MADURO
Aumento: 100x

DESOVANTE

RECUPERACIO
N

Elaboracion propia
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'fﬁ R,
Figura 22: Fotografia de frotis de hembra de M. donacium en estadio 0

(virginal) - escala microscoépica y estadio O (inactivo) — escala de madurez
gonadal por frotis. EIT: Espacio intertrabecular. IIEEl :100 um.

D@%O
Figura 23: Fotografia de frotis de hembra de M. donacium en estadio 2 (en
maduracién) - escala microscopica y estadio 1 (activo) — escala de madurez
gonadal por frotis. A: Corte con rompimiento de trabécula y aglomeracién de
OM (aumento 40x), B: corte con rompimiento de trabécula y menor
aglomeracién de OM (aumento 40x), C: Corte sin rompimiento de trabécula.

(aumento 40x) D: Frotis de zona gonadal (aumento 100x). OM: Ovocito
maduro. TB: Trabécula. I :100 pum.
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Figura 24:. Fotografia de frotis de hembra de M. donacium en estadio 3
(maduro) - escala microscoOpica y estadio 1 (activo) — escala de madurez
gonadal por frotis. A: Corte con rompimiento parcial de trabécula y
presencia de trabéculas llenas de OM (aumento 40x), B: corte con
rompimiento parcial de trabécula y menor aglomeracion de OM (aumento
100x), C: Corte sin rompimiento parcial de trabécula (aumento 40x). OM:
Ovocito magum TB: Trabécula. :100 pm.
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Figura 25: Fotografia de frotis de hembra de M. donacium en estadio 4
(desovante) - escala microscopica y estadio 1 (activo) — escala de madurez
gonadal por frotis. A: Corte con presencia de trabécula llena de OM
(aumento 100x), B: corte con rompimiento parcial de trabécula y menor
aglomeracién de OM (aumento 40x). OM: Ovocito maduro. TB: Trabécula.

I 100 um.
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Figura 26: Fotografia de frotis de hembra de M. donacium en estadio 5
(recuperacién) - escala microscOpica y estadio 2 (inactivo) - escala de
madurez gonadal por frotis. A: Corte con presencia de trabécula semillena
de OM (aumento 40x), B: corte con rompimiento parcial de trabécula'y menor
aglomeracién de OM (aumento 40x), C - D: corte fino con presencia de
trabéculas, y espacio semivacio. OM: Ovocito maduro, OEM: Ovocito en
maduracién, TB: Trabécula. I :100 um.
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Determinacion de estadios de madurez gonadal a partir de validacion histologica

de frotis:

Tabla 10: Criterios de clasificacién en
para hembras de M. donacium.

escala de madurez gonadal por frotis

ESTADIO DE MADUREZ

CRITERIO DE CLASIFICACION

Presencia de tejido muscular vy
conectivo, ausencia completa de
células sexuales. Considerar talla de
primera madurez (34.9 mm).
Microscopico: Estadio O (virginal)

Activo| 1

Presencia regular o abundante de
células maduras indicando inicio o
actividad reproductiva considerable.
Microscopico: Estadios I, 1l y IV (en
maduracion, maduro, desovante).

Presencia escaza de células maduras,
pudiéndose observar, algunas veces,
células en maduracion adosadas a la
trabéculas. Al encontrarse vacias debe

observarse la talla para su
determinacion.
Microscopico: Estadios V 'y |

(recuperacion y reposo).

Elaboracion propia
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3.6. DETERMINACION DE FRECUENCIA DE ESTADIOS

Se determinaron las frecuencias de estadios de madurez gonadal, segun la escala
realizada por procesamiento histologico. Se tomé en cuenta el nimero de muestra
por sexo y estacion de estudio (Tabla 1, Fig. 27, 28, 29, 30).

3.6.1 HEMBRAS

Verano

En el verano del 2007, representado por 58 hembras, predominé el estadio Il (en
maduracion), seguido del estadio V (recuperacion), Ill (maduro), IV (desovante) y |
(reposo), respectivamente. En el afio 2008 (53 hembras), predominé el estadio V,
seguido de los estadios I, Ill, IV y I, respectivamente. En el 2009 (22 hembras)
predominé el estadio V, seguido del estadio | y Il, respectivamente. El afio 2010
(12 hembras), la mayoria de ejemplares se encontraron en estadio V, seguido del
estadio Il y I. En el 2012 (21 hembras), se encontraron los estadios V, I, Il y IlI,
respectivamente (Fig. 27). En el afio 2014 Gnicamente se encontré 1 hembra en
un tamafio de muestra de 56 ejemplares totales colectados, esta hembra fue
catalogada en estadio 5, por lo que se indica que el 100% de hembras estuvieron
en “recuperacion”, esto se debe a que el 73% de individuos colectados fueron
indiferenciados, lo cual se discutira posteriormente.

Otofio

En abril del 2006 existieron 16 hembras, dentro de las cuales predomind el estadio
II, seguido del V, I y IV, respectivamente. En el 2008 (45 hembras) predominoé el
estadio V, seguido del Il, Il y IV, respectivamente. A partir del 2009 la frecuencia
del estadio V comienza a incrementarse, siendo el que predomina en este afo
para 31 hembras, seguido del estadio Il. En el 2010, 2012 y 2013 existieron 28, 21
y 16 hembras, respectivamente, para las que predominé el estadio V, en el caso
del 2012 existieron ejemplares en estadio Il, 1l y IV en frecuencias menores al
20% y para el 2013, existieron ejemplares en estadio Il, I, Il y IV, respectivamente
(Fig. 28).

Invierno

En el 2006 predominaron hembras en estadio 1V, seguido del estadio IlI, Il y I,
respectivamente, teniéndose 53 ejemplares. En el 2008 (78) hembras, predominé
el estadio Il y hubo una similar frecuencia en los estadios Il y V, seguidos de los
estadios IV y I. En el 2010 todas las hembras se encontraron en recuperacion (21
hembras). En el 2012 (14 hembras), predominé el estadio V, seguido del estadio
II. En el 2013 (47 hembras), predomin¢ el estadio V, seguido del IlI, II, IV y I,
respectivamente. En el 2014 (19 hembras) el estadio predominante fue el Il,
seguido del V y en menor proporcion el estadio I, Il y IV, respectivamente (Fig.
29).
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Primavera

Dentro de los meses de estudio de la estacion primavera, entre el afio 2006 al
2008 existid6 una predominancia del estadio Ill, mientras que a partir del 2009
hasta el 2013 predominé el estadio Il. En el 2006 existié una clara predominancia
del estadio Ill, seguido de los estadios IV, Il y I, en menor proporcion, teniéndose
19 hembras. En el 2007 (63 hembras) y 2008 (81 hembras), predominaron los
estadios 11l y Il, seguido de los estadios 1V, V y I. En el 2009 (33 hembras) solo se
encontraron tres estadios: Ill, IV y Il, respectivamente. En el 2010 (59 hembras), la
mayoria de hembras se encontraron en estadio I, seguidos del lll, V y IV. En el
2011 (53 hembras), 2012 (52 hembras) y 2013 (28 hembras), predomino el estadio
II, seguido del estadio V, IV y lll, respectivamente (Fig. 30).

3.6.2 MACHOS

Verano

En el 2007, existieron 58 machos dentro de los que predomind el estadio II,
seguido de los estadios V, lll, IV y I, respectivamente. En el 2008 (62 machos),
predominé el estadio V, seguido del Il, 1, IV y |, respectivamente. En el 2009 (21
machos) y 2010 (18 machos) existi6 una tendencia similar, predominando el
estadio V, seguido del Il y I, respectivamente. En el 2012 (45 machos), predominé
el estadio V, seguido del I, Il y Ill, respectivamente. En el 2014, al igual que las
hembras, existieron 100% de ejemplares en estadio V, sin embargo se traté de 14
machos (Fig. 27).

Otorio

En abril del 2006 existieron 24 hembras, entre las que predominé el estadio II,
seguido del lll, V y IV, respectivamente. En el 2008 (46 machos) y 2009 (33
machos) existio una predominancia del estadio Il, para ambos meses, seguidas
del estadio V y lll, respectivamente. En el 2010 (48 machos), 2012 (60 machos) y
2013 (14 machos) existio una predominancia del estadio V, seguido del estadio Il y
del I, respectivamente, en el caso del afio 2010 y 2013, mientras que en el 2012
existieron méas ejemplares en estadio lll, seguido del estadio | (Fig. 28).

Invierno

En el 2006, se tuvieron 67 machos, en los que predominé el estadio 1V, seguido
del estadio Ill y el estadio II, respectivamente. En el 2008 (90 machos), predominé
el estadio Il, seguido de los estadios V, Il y |, en menor proporcion. En el 2010
(17 machos) predomino el estadio V, seguido del estadio Il y I, respectivamente.
En el 2012 (18 machos), predominé el estadio Il, seguido de los estadios V, 1V, I
y |, respectivamente. En el 2013 (44 machos), predomino el estadio V, seguido de
los estadios Il, Ill, 1'y IV, respectivamente. En el 2014 (43 machos) predominé el
estadio I, seguido del V, IlI, 1 y IV, respectivamente (Fig. 29).
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Primavera

En todos los meses de estudio de primavera existio una predominancia de los
estadios Il y Ill. En el 2006 (44 machos) predominaron los estadios Il y 1V,
seguidos de los estadios Il y I. En el 2007 (48 machos), predominé el estadio I,
seguido del Il, I y IV, respectivamente. En el 2008 (95 machos), predominé el
estadio Ill, seguido del Il, IV y V. A partir del afio 2009 (47 machos) y 2010 (41
machos), el estadio predominante fue el Il seguido del lll, V y IV, respectivamente.
En setiembre del 2011 (53 machos), 2012 (52 machos) y 2013 (35 machos),
predoming el estadio Il, seguidos del Ill, V, IV y I (Fig. 30).
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Figura 27: Frecuencia relativa de estadios de madurez gonadal en verano del
periodo 2006 — 2013. Donde: estadio | (reposo), estadio Il (en maduracién),
estadio Il (maduro), estadio IV (desovante/ expulsante), estadio V
(recuperacion/ post expulsante).
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Figura 28: Frecuencia relativa de estadios de madurez gonadal en otofio del
periodo 2006 — 2013. Donde: estadio | (reposo), estadio Il (en maduracion),
estadio Il (maduro), estadio IV (desovante/ expulsante), estadio V
(recuperacién/ post expulsante).
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Figura 29: Frecuencia relativa de estadios de madurez gonadal en invierno
del periodo 2006 - 2013. Donde: estadio | (reposo), estadio 1l (en
maduracién), estadio Ill (maduro), estadio IV (desovante/ expulsante), estadio
V (recuperacion/ post expulsante).
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Figura 30: Frecuencia relativa de estadios de madurez gonadal en primavera
del periodo 2006 - 2013. Donde: estadio | (reposo), estadio Il (en
maduracién), estadio Ill (maduro), estadio IV (desovante/ expulsante), estadio
V (recuperacion/ post expulsante).
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3.7 DETERMINACION DE ACTIVIDAD REPRODUCTIVA
3.7.1 HEMBRAS

Luego de obtener el valor de AR para los 32 meses estudiados, se encontré que
en la mitad de éstos existid6 una actividad reproductiva mayor al 20%. Dentro de
los valores de AR <20%, se encontré que cuatro meses pertenecian a verano,
cuatro a otoflo, seis a invierno y dos a primavera. Dentro de los valores de AR
220%, existieron seis meses que se encontraron entre 20% - 40%, que
correspondieron a dos de verano, uno de otofio, uno de invierno y dos de
primavera. Los valores 240% fueron dos de invierno y ocho de primavera (Fig. 31).

En cuanto a los afios de estudio, se encontré que en verano del 2007 existi6 el
mayor valor de AR, en otofio fue el 2008, en invierno el 2006 y en primavera el
2006. El menor valor de AR para verano fue en los afios 2009, 2010 y 2014, en
otofo fueron el 2009 y 2010, en inverno 2010 y 2012 y en primavera fueron el
2011y 2012.
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Figura 31: Actividad reproductiva mensual y estacional en el periodo 2006 —
2014 para hembras de M. donacium. Donde: azul (verano), verde (otofio), gris
(invierno), rojo (primavera). Linea roja divide la mitad de muestras.
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3.7.2 MACHOS

Al igual que en el caso de las hembras, la mitad de los meses presentaron una AR
mayor al 20%. Dentro de los valores de AR <20% se encontré que cuatro meses
pertenecian a verano, cuatro a otofio, cuatro a invierno y dos a primavera. Dentro
de los valores de AR 220%, existieron seis meses que se encontraron entre 20% —
40%, que correspondieron a dos de verano, uno de otofio y tres de invierno. Los
valores 240% fueron uno de invierno y nueve de primavera (Fig. 32).

Al analizar el resultado por afos, se encontr6 que fue similar al de hembras,
teniendo que el mayor valor de AR se dio en verano del 2007, otofio del 2006,
invierno del 2006 y primavera del 2006. El menor valor de AR para verano fue en
el afo 2014, para otofio en el 2010, para invierno en el 2013 y para primavera en
el 2011.
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Figura 32: Actividad reproductiva mensual y estacional en el periodo 2006 —
2014 para machos de M. donacium. Donde: azul (verano), verde (otofio), gris
(invierno), rojo (primavera). Linea roja divide la mitad de muestras.
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3.8 DETERMINACION DE TALLA DE PRIMERA MADUREZ

La talla de primera madurez para hembras se determin6 en 34.9 mm y en machos
34.4 mm de longitud valvar (Fig. 33, 34). El valor de r obtenido fue 0.99, lo que
indica que existe correlacion entre las variables longitud valvar y proporcion de
hembras maduras. Ademas, el error estandar en ambos casos es bajo, por lo que
indicaria un buen ajuste de la curva a los datos.
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Figura 33: Curva logistica indicando talla de primera madurez en hembras de
M. donacium “macha”, siendo 34.9 mm en Tacna. S = 0.068, r= 0.99.
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Figura 34: Curva logistica indicando talla de primera madurez en machos de
M. donacium “macha”, siendo 34.4 mm en Tacna. S=0.0673, r=0.987.
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IV. DISCUSION
4.1 DESCRIPCION HISTOLOGICA DE LA GONADA

La especie M. donacium no presenta ningun tipo de dimorfismo sexual ni
caracteristica externa que permita reconocer el estadio de madurez gonadal,
condicion observada en especies del mismo género (Herrmann, Alfaya, Lepore y
Penchaszadeh, 2009) y pelecipodos tales como Tagelus dombeii (Paredes, 2009),
Trachycardium procerum (Ortiz, lannacone, Perea y Buitrén, 2008), Gari solida
(Ishiyama y Chéavez, 1990) y Donax peruvianus (Talledo, Pastor, Cardenas,
Buitron y Castillo, 1987). En todos estos casos se encuentra una superficie
gonadal revestida por un epitelio eldstico y por debajo de éste se localiza el tejido
conectivo seguido del tejido muscular liso constituyendo fibras longitudinales
circulares.

En M. donacium el tejido gonadal se distribuye alrededor de la masa corporal,
encontrandose desde la masa visceral hasta la linea de inicio del pie. La amplitud
de la distribucion de la zona gonadal guarda relacion con la condicién
reproductiva, habiéndose observado una prolongacion de la génada desde el
apice del pie hasta el hepatopancreas en Solen marginatus (Remacha — Trivifio y
Anadodn, 2006), esto se ha observado en M. donacium, ya que se observo que la
gonada llegaba hasta el pie cuando presentaba una mayor madurez. En
condiciones de madurez avanzada se observdé una mezcla entre la gonada y el
hepatopancreas en diferente medida, lo cual es comun en la especie (Stotz y
Aburto, 2009). Las trabéculas presentan células primordiales que dan origen a las
células germinativas (ovogonias, ovocitos primarios y secundarios), que pueden
estar presentes dependiendo del grado de desarrollo gonadal (Rodriguez, Villalejo
y Garcia, 2002).

4.2 PROPORCION SEXUAL

En el presente estudio, se encontré que en la mayoria de estaciones estudiadas
en el periodo 2006 — 2014, no hubo una diferencia significativa entre hembras y
machos, considerando que existio una relaciéon de 1:1. Sin embargo, las Unicas
estaciones en que existieron diferencias significativas en la proporcion sexual,
fueron en verano y otofio del 2010, 2012 y 2014. Al analizar las proporciones
incluyendo a los indiferenciados, se puede observar que son aquellos meses que
presentan la mayor cantidad de indiferenciados, con excepcion de otofio del 2012,
donde no existen ejemplares indiferenciados, pero si una predominancia
significativa de los machos. Al observar las frecuencias de los estadios de
madurez gonadal para ese afio, se puede notar que predomina el estadio 5
(Fig.28). Como se menciond en la descripcion de la escala, cuando el estadio 5 se
encuentra en su etapa mas avanzada, no presenta restos celulares, se coloca
como indiferenciado. Por lo que una de las caracteristicas encontradas en
aguellos meses en que predominaron los machos de forma significativa, es que
existieron los mayores porcentajes de indiferenciados y una alta frecuencia del
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estadio V. Esto sumado a que el indice de actividad reproductiva fue de 0% o no
mayor al 20%, lo que indicaria que solo se han observado desviaciones en la
proporcion al existir una baja actividad reproductiva. Esta informacion se discute a
continuacion.

Salgado e Ishiyama (1979) encontraron una proporcion sexual de 1:1, en Camana.
En un estudio de Chile realizado por Stotz y Aburto (2009) en el periodo de julio
2007 a enero 2008, existid6 una condicién similar, con una proporcion de machos
de 0.63 en setiembre. Ademas, el mayor numero de indiferenciados que
encontraron coincide con el presente trabajo, siendo mayor en mayo. No se ha
discutido acerca de la predominancia de ejemplares machos en algin periodo
especifico, ni de las posibles causas de estos cambios en la proporcion sexual,
para M. donacium. Pelseneer (1926), menciona que las especies dioicas de
bivalvos normalmente presentan una proporcién 1:1, en donde las desviaciones
pueden favorecer a las hembras en una variacion de 3-12% y que es rara la
proporcion que favorece a los machos, como en este caso.

Sin embargo, en otras especies como Perumytilus purpuratus se ha encontrado
una condicion similar a la de M. donacium, en donde existi6 un desvio en la
proporcion de sexos esperada 1:1, siendo mayor el nimero de machos (Cabafas
et al., 2010). Encontraron como posible explicacion la infeccién por un trematodo
propio de la localidad, infectando preferentemente a hembras (Aitken — Ander y
Levin, 1985). Osorio y Castillo (1984) encontraron parasitismo solo en hembras de
Venus antigua y mencionan que existen parasitos trematodos que suelen
completar su ciclo de vida en invertebrados intermareales, favoreciendo al mayor
namero de machos.

La especie M. donacium se ha visto afectada por dos tipos larvarios de cestodos
de la especie Rhodobothrium mesodesmatum, los cuales se han encontrado en el
intestino y la masa visceral, desconociéndose aun su efecto (Bahamode y Lépez,
1962; Carvajal y Mellado, 2007) y el parasito Polydora bioccipitalis que, seguin se
conoce, si puede generar efectos perjudiciales en el desarrollo gonadal de M.
donacium (Riascos et al, 2011). Si bien en el Perd no se ha estudiado la relacién
entre los pardsitos encontrados en M. donacium y la proporcion sexual, en el
presente estudio se plantea la hipotesis de que podria existir una preferencia del
parasitos por los ejemplares hembras, generando asi cambios en la proporcion
1:1.

En ostras se han encontrado proporciones sexuales diferentes a 1:1 donde se
identificaron gbénadas indiferenciadas afectadas por el parasito Haplosporidium
nelsoni (Ford y Figueras, 1988). Ademas, se encontré que en periodos de menor
actividad reproductiva la diferencia entre el nUumero de hembras y machos era
mayor, mientras que en periodos de mayor actividad, la proporcién de hembras y
machos se acercaba mas a 1:1, como fue el caso de los meses de primavera en el
presente estudio.
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43 ESCALA DE MADUREZ GONADAL POR PROCESAMIENTO
HISTOLOGICO

Existen diferentes métodos para evaluar el desarrollo de madurez gonadal.
Algunos de los principales son la observacion visual en relacion al tamario, el color
y la forma de la gonada (Mason, 1958), el indice gonadosomatico, que incluye el
peso relativo de la goénada, el diametro medio de los ovocitos (Muranaka y
Lannan, 1984) y la determinacion de los estadios de madurez gonadal segun
caracteristicas citologicas (Steele, 1998). Ademas de otros métodos cuantitativos
como la medicion del contenido de proteina en el ovocito (Choi y Powell, 1993),
sin embargo es un proceso costoso que requiere de mayor dedicacion y tiempo.

En el caso de M. donacium la observacion visual del color se imposibilita por la
ubicacion de la génada. Normalmente este tipo de escalas son utilizadas para
pectinidos, en donde la gbnada se observa de manera externa, sin embargo su
subjetividad obliga a realizar una escala microscopica para su validacion
(Campoddnico, 2008).

En el presente trabajo se realizd una caracterizacion histoldgica de las génadas
definiendo 6 estadios de madurez gonadal (virginal, en maduracién, maduro,
desovante/ expulsante, recuperacion/ post expulsante y reposo) basados en
criterios microscoépicos luego de un procesamiento histolégico, tanto para machos
como para hembras (Tabla 2, 3). Esta escala se realizd en base a la hominacién
de estadios realizada en el trabajo de Ortiz et al (2008), sin embargo no se
tomaron los criterios de clasificacion, ya que esta escala fue desarrollada para
concha corazén Trachycardium procerum, especie hermafrodita, tomando en
consideracion Unicamente el nombre de los estadios, con el objetivo de
estandarizar las escalas.

Si bien en el Peru se habia publicado una escala de madurez gonadal para M.
donacium de siete estadios (inmaduro, madurez incipiente, madurez intermedia,
madurez total, evacuacion parcial, evacuacion total y reversién gonadal) (Salgado
e Ishiyama, 1979), tanto para hembras como para machos, por tratarse de un
meétodo subjetivo, se recomienda contar con una escala clara, que presente una
estandarizacion para disminuir su subjetividad en la clasificacién y sesgo en los
resultados (Gerritsen y McGrath, 2006).

Las escalas que estan siendo recientemente implementadas para el correcto
manejo los recursos de interés comercial en el Perd, tanto en peces (Sanchez,
Perea, Buitron y Romero, 2013) como moluscos (Ortiz et al., 2008; Paredes,
2009), estan considerando los 6 estadios tomados en cuenta en el presente
trabajo, ya que facilitan su aplicacion en los indices reproductivos mas utilizados,
permitiendo la determinacion de la condicidon reproductiva en la que se encuentran
los recursos. Estas escalas toman en cuenta las recomendaciones sugeridas por
el “Grupo de trabajo sobre enfoques modernos para evaluar la madurez y la
fecundidad de los peces y calamares de aguas calidas y frias” (Kjesbu et al.,
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2003). Dentro de las consideraciones contempladas se tiene la inclusién de los
individuos virginales, catalogados como estadio 0.

La escala utilizada en Chile para M. donacium de 6 estadios (madurante
temprana, madurante avanzada, madurante maxima, evacuacion parcial,
evacuacion total y regresién) no considera una separacion clara entre los
ejemplares virginales y en reposo, lo que impide un manejo de los adultos de
manera independiente, lo que si se logra con la escala realizada en el presente
estudio (Peredo et al., 1987).

En las escalas realizadas en peces (Ferreri, Basilone, D’Elia, traina, Saborido y
Mazzola, 2009) se menciona que la separacion del grupo de ejemplares virginales
de los ejemplares en reposo es sumamente importante, ya que permite diferenciar
a aquellos que aun no han atravesado un proceso de madurez, con la proporcién
de individuos maduros. Se debe evitar esta clasificacion errénea, ya que las
hembras en reposo forman parte de los ejemplares adultos, mientras que los
virginales no. La determinacion de indices reproductivos como el AR (utilizando en
el presente trabajo) requiere de la separacién de ambos grupos, por lo que se
recomienda la consideracion del estadio O (virginal) en las escalas a realizarse.

Al tratarse de una especie endémica para Peru y Chile, la administracion de M.
donacium deberia ser bajo criterios y estrategias compartidas entre ambos paises,
sin embargo, no se ha llegado a plantear dicha gestién (Riascos, 2009). A pesar
de no contar con una escala estandarizada para Chile y Peru que se utilice en el
monitoreo de la especie, la similitud entre ambas escalas permite su
estandarizacion para futuras comparaciones (Uribe, Oliva, Aguilar, Yamashiro y
Riascos, 2012)

La colocacion de criterios microscopicos se realizaron tomando en cuenta limites
claros para la diferenciacion entre el paso de un estadio a otro, ya que €stos son
clave para evitar la confusion en la clasificacion. Muchas veces se encuentran
individuos con una condiciébn gonadal caracteristica de la transiciébn entre un
estadio y otro, por lo que el limite designado facilita su distincion, lo que también
se realizd en los trabajos de Ortiz et al (2008) y Paredes (2009).

El paso del virginal al estadio en maduracién es facilmente reconocible por el
desarrollo trabecular avanzado y la presencia de células maduras. Sin embargo, la
transicion del estadio recuperacion al de reposo podria confundirse, por lo que se
consideré que los ejemplares en reposo deben presentar ovogonias u ovocitos
inmaduros diferenciandose del estadio recuperacion por los restos de células
maduras o trabéculas/ tubulos completamente vacios, impidiendo la determinacion
del sexo, en algunos casos. La diferenciacion mas compleja podria tratarse del
estadio reposo con el virginal, para lo que se debe tener experiencia observando
cortes de la especie, ya que la forma y grosor de la pared trabecular es uno de los
criterios distintivos, asi como el tamafio de las trabéculas y la disposicion de las
mismas (Ortiz et al., 2008).
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En escalas anteriormente realizadas para M. donacium (Salgado e Ishiyama,
1979), no se tomaron algunos de los criterios mencionados a continuacion, los que
posibilitan la diferenciacién clara entre un estadio y otro. Algunas veces existio
cierta dificultad en diferenciar el estadio en maduracion del maduro, ya que las
trabéculas presentan diferente nivel de llenura, existiendo algunas semillenas y
otras completamente llenas, para lo que se consideré que cuando mas del 50% de
las trabéculas se encontraba en la misma condicién, se trataba del estadio
predominante. Para no confundir la condicion semillena del estadio en maduracién
con el estadio desovante, se deben observar las paredes trabeculares a un
aumento de 100x. Si existen ovocitos inmaduros y en maduracion en las paredes,
se trata de un individuo en maduracién, mientras que paredes delgadas y
estiradas con una cantidad de ovocitos maduros indicaria desove. Esta
diferenciacion es sumamente importante, ya que los individuos desovantes no
deberian ser confundidos con ningun otro estadio por tratarse de una condicién
primordial en la clasificacion.

4.4 ESCALA DE MADUREZ GONADAL POR FROTIS

En su mayoria, se hace uso de escala de madurez gonadal macroscopica en
bivalvos que presentan una ubicacion externa de la génada, como en el caso de
los pectinidos (Campoddnico, Macchi, Lomovasky y Lasta, 2008). Sin embargo en
el caso de M. donacium, existe una zona gonadal ligada al sistema
gastrointestinal, por lo que para hacer una observacion macroscopica, debe
realizarse un corte transversal. Si bien luego del corte, externamente se puede
observar la zona gonadal, no se identificd ninguna relacion entre el sexo y el color,
existiendo hembras y machos que presentaron génadas de misma tonalidad, por
lo que no se considerd relevante incluirlo como un indicador. Ademas, las
caracteristicas anatdbmicas de la especie (inconsistencia y translucidez de zona
gonadal) impidieron determinar criterios que permitieran catalogar a los ejemplares
en estadios de madurez mediante la observacion macroscépica, como se ha
hecho en otras especies como Anadara tuberculosa (Lucero — Rincon, Cantera,
Gil — Agudelo, Mufioz, Zapata, Cortes, Gualteros y Manjarres, 2013).

La observaciébn macroscopica de las gonadas es un método bastante utilizado
(Aracena, Lépez, Sanchez, Carmona, Medina y Saavedra, 2003; Remacha —
Trivifio y Anadon, 2006) debido a la simplicidad en su metodologia, sin embargo la
informacion brindada a partir de ellas suele ser dificil de interpretar (Costa,
Aranda, Cervifio, Fernandez, Louzan, Novoa, Ojeda y Martinez, 2012), siendo
incluso irrelevante como en el caso de M. donacium.

El andlisis de frotis gonadal proporciona informacion microscopica directa del
desarrollo y viabilidad de los gametos, sin embargo se debe definir claramente el
objetivo de su utilizaciéon, ya que es una medida cualitativa (Costa et al., 2012). Se
determind que en M. donacium es necesario realizar un frotis para conocer el sexo
y la condicion reproductiva. Si bien se procurd realizar un corte transversal
sumamente delgado, mas no un frotis propiamente dicho como se suele hacer,
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existid6 mucha dificultad en obtener una porcién de la zona gonadal con el menor
dafio posible.

Las observaciones de los frotis realizados, contrastados con los cortes
histoldgicos, mostraron una elevada asertividad en cuanto a la determinacion del
sexo, sin embargo, la clasificacion en estadios de madurez gonadal se vio
afectada por el rompimiento trabecular producto del corte realizado.

Se lograron observar frotis que guardaron relacién con los cortes microscopicos,
sin embargo, también existieron casos en los que un estadio en maduracion (ll) se
confundia con el estadio desovante (IV), error que no podria darse en el monitoreo
poblacional en el medio natural, ya que el indice utilizado para conocer la
condicion del recurso es la Actividad Reproductiva (AR) y toma en cuenta el
estadio Il y IV, por lo que el sesgo afectaria en gran medida al resultado.

La dificultad de determinar el estadio se da debido a que en el caso de M.
donacium y otros bivalvos de anatomia similar, la organizacion de los ovocitos se
realiza dentro de trabéculas en donde existe una maduracién de tipo cortical. El
nivel de desarrollo de los ovocito se reconoce, entre otras cosas, por su cercania a
la pared trabécular, por lo que el rompimiento de esta organizacién imposibilitaria
la clasificacion certera (Paredes, 2009).

Se ha considerado que un indicador de madurez puede ser el nivel de llenura de la
gonada, tomando como criterio la presencia de ovocitos maduros en el frotis y
colocando diferentes porcentajes para cada condicion (De la Hoz, 2010). Si bien
esto guarda relacion con el criterio aplicado en el presente trabajo, se debe
considerar que no necesariamente una menor cantidad de ovocitos maduros
significa un menor grado de madurez, sino que por el contrario, podria tratarse de
un organismo que se encuentra desovando, lo que en la presente escala
microscopica se trataria de un estadio IV (desovante).

Es por esto que se definieron Unicamente tres diferentes estadios de madurez,
catalogados en base a las observaciones realizadas. Estos tres estadios permiten
diferenciar a los individuos virginales de los inactivos y los activos, informacién que
se considera Gtil en el manejo del recurso en centros de cultivo en donde se desea
conocer el efecto de la dieta sobre la condicion reproductiva o para saber el
momento indicado para inducir al desove y expulsion (Zevallos, 2014). Lograr
catalogar en estadios agrupados luego de hacer un corte transversal fino, permite
contar con una herramienta adicional que no requiere de mucho tiempo ni es de
gran costo. Ademas, normalmente los frotis en zonas gonadales aplicados a
bivalvos se realizan con la finalidad de determinar el sexo (Prieto, Flores y
Lodeiros, 1999), por lo que la implementacion de esta escala genera un importante
aporte que podria ser mejorado mediante la utilizacion de cuchillas o bisturis que
posibiliten una mayor precision para frotis. El reducido nimero de estadios
pretende evitar la clasificacion errébnea de un estadio, agrupando estadios que
fueron considerados en la escala microscopica, pero que suelen confundirse en la
escala de madurez gonadal por frotis.
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Las escalas de madurez en bivalvos suelen realizarse en base a observaciones de
cortes histolégicos, sin embargo, la realizacion de éstos puede llegar a tomar 3
dias y suelen ser costosos. La escala de madurez gonadal por frotis pretende
servir como una herramienta para los laboratorios costeros de Camana e llo, ya
gue son aquellos que realizan los muestreos de la especie. Ademas, existe una
intencion por repoblar o reforzar zonas donde anteriormente se encontraba la
especie, por lo que una escala de madurez gonadal por frotis permitiria el
conocimiento rapido de la condicién reproductiva en la que se encuentra el recurso
(Castillo, 2011). Para la realizacion de repoblamiento se han venido realizando
cultivos de reproductores y se ha tenido éxito en la obtencién de larvas y juveniles
de la especie, por lo que esta escala podra permitir la rapida identificacion de los
individuos que pueden ser utilizados para el proceso de fertilizacion. En las
pruebas realizadas en el Laboratorio Costero de llo (IMARPE) se suele sacrificar a
los ejemplares para extraer los gametos (Zevallos, 2014). Haciendo uso de este
método la escala serviria para Unicamente utilizar a individuos activos (estadio 1)
para la fertilizacion.

4.5 FRECUENCIA DE ESTADIOS

Luego de analizar las frecuencias relativas de los estadios, se observo que cada
estacion presentdé una predominancia de algunos estadios en particular y que,
segun el afio de estudio, también podia existir la predominancia de algun estadio
de madurez. Ademas, las frecuencias de hembras y machos tuvieron gran
similitud, con variaciones poco considerables.

En el trabajo realizado por Salgado e Ishiyama (1979), se consideraron siete
estadios de madurez, encontrando que los estadios inmaduro y en maduracién
incipiente se encontraron Unicamente de marzo a julio (fines de verano y otofio) y
en proporciones no mayores al 20%. Segun las descripciones que se realizaron
para la escala utilizada en ese trabajo, ambos estadios representan lo que en la
presente escala es el estadio determinado como | (reposo). Los estadios de
madurez intermedia y total, que en el presente trabajo serian el estadio Il y Il (en
maduraciéon y maduro), se observaron de agosto a diciembre (invierno -
primavera) similar a lo descrito para los meses de estudio en este trabajo. En
cuanto a los periodos de evacuacién, denominados como desovantes en este
trabajo, existi6 una predominancia en el periodo primavera — verano (diciembre —
marzo), similar a lo encontrado en este estudio, ya que el estadio IV se encontro
en los meses de estudio pertenecientes a invierno y primavera.

En Chile, el periodo donde se encuentran los estadios de madurez maxima y
desove de M. donacium se prolongan desde noviembre hasta enero para luego
tener nuevamente un desove de menor intensidad y mas prolongado en febrero -
abril, siendo el periodo de recuperacion en mayo (Stotz y Aburto, 2009).

Giese (1959) indica que las especies que habitan en latitudes altas, suelen
presentar desoves durante primavera — verano. En PerU se ha registrado una
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variabilidad estacional oceanografica, donde se reconoce que a lo largo de la
costa existe una mayor intensidad de surgencia durante invierno y primavera,
siendo mas débil en verano y otofio (Zuta y Guillén, 1970). Ademas, esos eventos
de surgencia estan asociados a una mayor concentracion de nutrientes y, por lo
tanto, de productividad primaria que beneficia a los recursos. Graco, Flores,
Ledesma, Purca, Gutiérrez y Giron (2006) mencionan que durante EN 1997 — 98
las concentraciones de nutrientes, nitratos, silicatos y fosfatos decrecieron
significativamente en primavera y verano, con respecto a los valores que se
suelen observar en condiciones normales. La preferencia de M. donacium por
encontrarse en estadios Illl y IV en invierno y primavera, para los meses
estudiados, podria guardar relacion con esta disponibilidad de alimento, propia de
las aguas costeras para estas estaciones.

Para interpretar el prolongado periodo de recuperacion/ post — expulsion
observado principalmente en los meses de estudio de verano y otofio y en afios
como el 2010 y 2014, se debe tomar en cuenta que el proceso de recuperacién no
indica Unicamente un periodo de finalizacion de desove/ expulsion sino que
también puede darse en una condicién de reabsorcion por procesos de atresia
ovocitaria, los cuales pueden verse influidos por condiciones desfavorables en el
medio (Pardo, Matus y San Juan, 2002). Una de las hipétesis para explicar este
periodo es la presencia de algun parasito que esté generando procesos de
recuperacion, especialmente en las hembras, en donde se observa una mayor
proporcién de los ejemplares en estadio V (Ford y Figueras, 1988).

4.6 ACTIVIDAD REPRODUCTIVA

La formula de Actividad Reproductiva (AR) fue tomada a partir de estudios
realizados en peces, en donde definieron que cuando los indices de madurez
(indice gonadosomatico) alcanzan valores maximos dentro de un ciclo anual, se
considera que existe actividad reproductiva. En base a esta premisa, se
relacionaron los dos estados que indican la méaxima madurez y desove (en este
caso Il y IV), para ver la proporcidbn de ejemplares que se encontraban en
actividad (Cubillos, Canales, Bucarey, Rojas y Alarcon, 1999).

El indice gonadosomatico no fue tomado para M. donacium, ya que la zona
gonadal no puede ser aislada en su totalidad, debido a que se encuentra formando
parte del complejo gonada — hepatopancreas, presentando una mezcla en
diferente medida. Esto generaria un sesgo considerable ya que el hepatopancreas
es una estructura de forma irregular en su eje mayor y su ubicacion varia segun el
grado de contraccién del animal, por lo que no serviria como un indicador (Stotz y
Aburto, 2009).

Teniendo en cuenta que en muchos bivalvos el indice gonadosomatico no tiene
mayor fiabilidad, se suele hacer uso de indices para bivalvos similares al AR. El
indice gonadico (IG) o indice de madurez gonadal (IMG), por ejemplo, consisten
en colocarle numeros a cada estadio de madurez gonadal (segun la escala
microscopica), para luego sumar los individuos en el o los estadios de madurez
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méaxima y dividirlos entre el total de ejemplares muestreados (Costa, 2012;
Yoshida, 1952).

Si bien los resultados se basan en un analisis cualitativo (definicion de estadio de
madurez gonadal por observacion histoldgica), se ha encontrado que indices
cuantitativos como el coeficiente gamético, indice de madurez gonadal y
caracteristicas morfométricas de la gbnada como tamafio de acinos, masa de
espermatozoides y columna espermatogénica, concuerdan con el analisis de los
estadios de madurez tomados en cuenta en la escala definida para Chile, con
criterios que se asemejan a la presente escala (Stotz y Aburto, 2009).

En el presente estudio no se realiz6 un analisis de la relacion de la condicion
corporal con el estado de madurez gonadal, debido a que el peso de partes
blandas y total se vio influenciado por la acumulacion de arena que puede variar
segun organismo, asi como la presencia de parasitos. Si bien existié interés en
analizar esta relacion, se encontré que no existia ninguna tendencia, por lo que no
fue tomado en cuenta en los resultados.

En Chile, se suele hallar el indice de Condicion (IC), que relaciona partes blandas
y peso total, sin embargo no se ha encontrado variacion que se relacione con los
estadios de madurez. Es una condicion esperable porque la evacuacién completa
de arena no se puede asegurar, lo que afecta el peso de los ejemplares (Stotz y
Aburto, 2009). Ademas, las ampollas generadas por Polydora bioccipitalis y la
presencia del céstodo Rodobothrium mesodesmatum, afectan el peso de cada
ejemplar parasitado. Se ha encontrado que el peso de R. mesodesmatum influye
en el peso de M. donacium de madurez indeterminable y ademas, su nutricion se
realiza a expensas del tejido de las machas (Carvajal y Mellado, 2007). Al hallar el
valor de IC utilizando peso seco se obtiene cierta correspondencia con el ciclo
reproductivo, sin embargo aun asi no fue significativa (Filin, 1992).

Se ha comprobado en varias especies de bivalvos, que suele existir una
disminucién de la masa corporal durante la época de desove / expulsién (Ortiz et
al., 2008). Si bien indices como el Factor de Condicion (FC) y el IC suelen usarse
para realizar una relacion con el ciclo reproductivo, en el caso de M. donacium se
considera poco oportuno debido a los motivos anteriormente mencionados.

Los resultados obtenidos muestran la condicién en la que se encontré la especie
para los meses de colecta, los cuales fueron relacionados con las estaciones a las
que pertenecieron. Si bien la AR se puede ver influenciada por condiciones
propias del afio de estudio, se encontré que la mayoria de meses analizados de
primavera tuvieron los valores mas altos, seguido de los meses de invierno,
verano y otofio, lo que guarda relacion con las frecuencias relativas de los
estadios Il y IV. En primavera de los afios 2011 y 2012 se encontraron los valores
mas bajos de AR (por debajo del 20%).

Para explicar porqué las frecuencias de primavera presentaron un predominio de
los estadios Il y IV, debe considerarse que los factores que inducen la
gametogénesis y determinan el tiempo e intensidad de los periodos reproductivos
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suelen ser la temperatura y la disponibilidad de alimento (Bayne, 1978), sin
embargo el periodo de desove puede verse influenciado por diversos factores
como la temperatura (Hines, 1979), la salinidad (Stephner, 1981), las corrientes
(Ino, 1970) y la presencia de microalgas (Breese y Robinson, 1981), que suele
incrementarse con la surgencia propia de la estacion. Ademas, la variacién
interanual de estos parametros podria explicar los bajos valores de AR en
primavera de los afios 2011 y 2012.

En un estudio realizado en Tacna en el 2008, se encontré que en los meses de
julio a noviembre, la mayor parte de ejemplares machos y hembras se encuentran
maduros y evacuando una pequefia cantidad de gametos al medio. Ademas, Stotz
y Aburto (2009) encontraron que en enero del 2008 existié un evento de desove
mayor al registrado en el presente estudio. En Iquique, Chile, las hembras en
méaxima madurez se encontraron en el mes de noviembre y se identificaron dos
periodos reproductivos, uno en primavera y otro en verano, lo que guardaria
relacion con las frecuencias de estadios maduro y desovante/ expulsante de este
trabajo.

Segun estudios reproductivos de M. donacium, en las regiones norte — centro de
Chile se ha encontrado una predominancia del desove en los periodos de invierno
— primavera, mientras que en las regiones pertenecientes a las zonas centro — sur
se han observado periodos de desove prolongados en primavera y cortos en
verano — otofio (Brown y Guerra, 1979; Filun, 1992; Jerez et al, 1995, 1999;
Tarifefio, 1980). Se puede considerar que existe una tendencia general en la
actividad reproductiva de M. donacium, con variaciones interanuales en una
misma localidad (Stotz y Aburto, 2009). Ademas, las diferencias encontradas
pueden atribuirse a la oferta alimentaria o a la combinacion de la temperatura y el
alimento, que favoreceria a la produccion de gametos. Segun los resultados
obtenidos en el presente trabajo, existiria una similitud en el periodo de mayor
actividad entre las regiones norte — centro de Chile, con Tacna.

Riascos et al (2009), mencionan que la variacion del ciclo reproductivo de M.
donacium podria tener como uno de los principales factores influyentes, al flujo de
los rios presentes en las areas de estudio y la precipitacion que puede variar
segun latitud (salinidad). Se menciona que el desove observado en Camana -
Peru, Cucao, Quilalar y Mehuin — Chile, podria tener una estrecha relacién con el
ingreso de aguas continentales (Davila, Figueroa y Mdller, 2002). Esto explicaria
el desove continuo observado para estas areas de estudio (Riascos, 2009).

Una misma poblacion puede presentar diferencias en su ciclo reproductor de un
afo a otro, existiendo un solo periodo de desove, un desove prolongado o mas de
un periodo de desove, en funcion de las condiciones ambientales del afio siguiente
(Bricelj y Malouf, 1980). Sin embargo, por lo general se puede determinar el
periodo dentro del cual se realiza la evacuaciobn de gametos asi como las
condiciones ambientales que favorecen a la actividad reproductiva segin cada
localidad y tipo de ciclo (Jones, 1981).
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Si bien en el presente estudio se tomaron datos de algunos meses del periodo
2006 al 2014, esta informacion permite conocer la tendencia en la actividad
reproductiva de la especie, de manera que se logre sugerir periodos en que el
desove puede estarse dando. Asi, de existir una recuperacion de la poblacion y
futura extraccion de la misma, este trabajo permitiria establecer un periodo de
veda reproductiva para los periodos establecidos (Seed, 1976). Ademas, permite
tener un panorama general del comportamiento reproductivo de la especie, lo que
brinda informacion relevante para su cultivo en cautiverio.

La similitud existente entre la AR de los machos y hembras suele ser parte de su
estrategia reproductiva, ya que de esta manera se asegura la fecundacion de los
gametos expulsados al medio (Rubilar, Ariz, Ojeda, Lozada, Campos, Jerez,
Osorio y Olivares, 2001).

4.7 TALLA DE PRIMERA MADUREZ

Se encontr6 que la talla de primera madurez (TPM) en hembras fue de 34.9 mmy
en machos 34.4 mm de longitud valvar. Esta nueva talla permitira realizar un
seguimiento de la poblacién, ya que el recurso no se puede extraer porque se
encuentra en veda permanente. Los individuos de tallas inferiores a estas son
considerados como juveniles, pudiendose utilizar este parametro para la
estimacion de abundancias o biomasa juveniles y adultos.

En el Perd, unicamente se habia estimado la TPM en el afio 1974 en el trabajo de
Salgado e Ishiyama (1979). Se encontré que la TPM (considerando longitud total)
fue 56. 33 mm, observandose la primera evacuacion en ejemplares que oscilaron
entre 54 y 70 mm. Estos valores son mayores a los observados en el presente
estudio, lo cual es de esperarse, ya que luego del estudio de Salgado e Ishiyama
(1979), la poblacion colapso por los dos eventos El Nifio y la sobreexplotacion, lo
gue puede haber generado esta disminucion en la talla. Actualmente, la talla
minima de captura (TMC) de la especie continla siendo en base al trabajo
realizado en 1979, lo cual debe mantenerse, ya que ese fue el valor original,
previo al colapso de la poblacién, por lo que el nuevo valor de TPM es un
indicador de que pobablemente esté existiendo una maduracion temprana a
causa de una reduccion en el rango de tallas. Debido a que TMC se obtiene
haciendo uso de la TPM, al reducirse esta ultima la TMC seria menor, permitiendo
asi la extraccion de ejemplares de menores tallas. Es por esto, que de abrirse la
perqueria de M. donacium la TMC debe continuar siendo la que originalmente se
hallo.

La talla de primera madurez se estimo en la Region | (playa las machas) de Chile
en el rango de 25 a 30 mm de acuerdo con Jerez et al (1999), debe considerarse
que fue justo luego de El Nifio 1997 - 98 . En la provicia de Arauco, Chile (Region
VIII) se estim6 una talla de primera madurez de 49 (x10) mm, en la regién IV y V
fue 52 mm y 65.3 mm, respectivamente (Jerez et al., 1995) periodo antes del
evento El Nifio, el la playa Los Choros (Region V) la talla se encontr6 entre 35y
40 mm y en Cucao, Chile la talla de primera madurez fue 45.3 mm (Rubilar et al.,
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2001). Segun Baros, Castelli y Pacheco (1995), la especie alcanza la primera
madurez a una talla de 47.1 y 57.4 mm de longitud. Jerez et al. (2007) estiman la
talla de primera madurez en 34 mm. La talla de primera madurez obtenida en el
presente estudio guarda relacion con las tallas estimadas en las diferentes
regiones de Chile, sin embargo debe tomarse en cuenta que siempre existira una
variacion segun la zona, asi como el periodo en que se realice la evaluacion. Al
observar los afos en los que fueron realizados estos trabajos se puede notar que
las tallas antes de El Nifio 1997 — 98 son mayores a las que se obtuvieron poco
tiempo después de este evento y que las tallas obtenidas algunos afios después
contintan siendo menores a las obtenidas antes del evento, pero son mayores a
las registradas un afio después de ese evento El Nifio, posiblemente por una
recuperacion poblacional.

V. CONCLUSIONES

e La proporcién sexual hembra: macho fue 1:1, con excepcion de otofio del
2010, 2012 y verano del 2012, 2014, estaciones en las que predominaron
los machos de forma significativa.

e Se propone una escala de madurez, por procesamiento histolégico, con
seis estadios: virginal (0), reposo (I), en maduracion (II), maduro (llI),
desovante/ expulsante (IV) y post expulsante (V).

e Se propone una escala de madurez, por frotis, con tres estadios: virginal
(0), activo (1) e inactivo (II).

e La escala realizada por frotis permitira, Unicamente, la diferenciacion de
sexos y entre individuos inactivos y activos.

e Las frecuencias de estadios de madurez Il (maduro) y IV (desovante/
expulsante) aumentaron de verano a primavera, de forma creciente.

e Existi6 una similitud entre las frecuencias de estadios de hembras y
machos, asi como en la actividad reproductiva.

e Los mayores valores de AR se encontraron en la estacion primavera.

e La talla de primera madurez fue de 34.9 mm de longitud valvar total para
hembras y 34.4 mm de longitud valvar para machos.

VI. RECOMENDACIONES

e La proporcion sexual que favorecié a los machos fue una condicién poco
comun, por lo que se recomienda estudiar la relaciébn que pueda existir
entre la infeccion de parasitos como Rhodobothrium sp. y Polydora
bioccipitalis en el desarrollo gonadal de la especie.

o Al determinar el estadio de madurez gonadal, haciendo uso de la presente
escala, se recomienda observar todo el corte transversal y considerar el
nivel llenura de un minimo del 50% de las trabéculas, ya que el nimero de
células puede variar en cada trabécula, generando un sesgo si se observa
solo una de ellas.
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e Se deberia tomar en cuenta que en los meses de primavera se presentaron
los mayores valores de actividad reproductiva, de manera que si se abre la
pesqueria, luego de la recuperacion de la poblacion, se establezca una
veda acorde a esta informacion. Ademas, también podria ser tomado en
cuenta al realizar inducciéon al desove, en cautiverio, para conocer en qué
periodo hay mayor probabilidad de obtener individuos reproductores.
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