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1. RESUMEN

“Estudio del Ciclo Gonadal y Determinacion de la Fecundidad Potencial de Osfrea
chilensis en el Estuario de Quempillén Ancud, Chiloé”

El ciclo reproductivo de Ostrea chilensis es un proceso ciclico cuya periodicidad se
relaciona con las fluctuaciones de las temperaturas de las aguas, las que estan reguladas por la
latitud o area geografica asi como por la estacionalidad. Es por esto que se estudio el ciclo
reproductivo y cuantificé la fecundidad potencial de Ostrea chilensis en el Estuario de
Quempillén Ancud, Chiloé. Para observar los eventos que se llevan a cabo dentro de la gonada
a lo largo de un afio. Las temperaturas del estuario fluctian entre que van desde 9° C hasta
18,8° C y salinidades con un rango de 28 a 33 partes por mil

Para ello se analizaron mensualmente individuos extraidos de los bancos naturales del
estuario en estudio, en un periodo que abarca de Septiembre del 2000 hasta Septiembre del
2001. A cada ejemplar se le extrajo un trozo de gonada la que fue procesada por técnicas
histologica corrientes para luego ser analizadas mediante microscopia Optica, con lo cual se
definieron seis estados gonadales estableciendo la dindmica anual de esta especie. Ademas se
analizo un grupo de muestras de diferentes tamafios para determinar el cambio de sexualidad
de esta especie.

En Ostrea chilensis el primer sexo funcional es el masculino ya que en tallas
superiores a 2 cms de longitud se observa sélo tejido gonadal con células en diferente estado
de espermiogénesis, luego en individuos sobre 3,5 cms aparece tejido gonadal femenino, para
encontrar ovocitos maduros sobre tallas de 4,5 cms de longitud de la concha. También esta
especie muestra un alto porcentaje de individuos hermafroditas (51,9%).

El diametro de los ovocitos maduros van desde 160 hasta 205 pm, con un promedio de
175 um. La fecundidad potencial de la especie presenta un rango de 5.216 hasta 217.255
ovocitos. La fecundidad real es de 180.000 larvas, las que se obtuvo de una hembra incubatriz,
contadas utilizando el programa SIGMA SCAN PRO 5.0 (SPSS).

Ostrea_chilensis presenta un hermafroditismo simultdneo. Esta especie presenta una
marcada estacionalidad ya que en los meses de primavera-verano alcanza los estados de
madurez maxima gonadal y emision de sus gametos.

Palabras claves: Ostrea chilensis, Quempillén, fecundidad potencial y sexualidad.




2. SUMMARY

“Study of gonadal cicle and assesment of potencial fertility of the Ostrea chilensis in the
Quempillén estuary, Ancud, Chiloé”.

The reproductive cicle of the Ostrea chilensis is a ciclic process related with
temperature fluctuations of the water, which is regulated by latitud or geografic area, as well
as seasonal influences. With this aim a study of reproductive cicle was performed and the
quantification of potencial fertility of the Ostrea chilensis in the Quempillén estuary, Ancud,
Chiloé¢ was assesed, in order to describe the events achieved inside the gonad during a whole
year. It was found temperatures between 9° to 18,8° C and a range salinity between 28 to 33
per thousands.

A sample of individuals oyster were taken from their natural habitat of the estuary
were analized monthly in the period from september 2000 to september 2001. A piece of
gonad was taken from each individual and processed by current histologyc techniques and
then the samples were analized by optic microscope, stablishing six gonad stages and
determinding the yearly dinamic of the specie. Moreover, a group of different size samples
was analized, in order to asses the change of sexuality in this specie.

In Ostrea chilensis, the first functional sex is male, because in sizes bigger than 2 cm
long, only gonadal tissue in different stages of spermiogenesis is observed, then in individuals
over 3,5 cm a female gonadal tissue occur, finding mature oocytes over 4,5 cm long of the
shell. In addition, a high percentage of hermaphrodite individuals is shown in this specie
(51,9%).

The mature oocyte diameter was estimated as 205 um and the potential fecundity was
estimated in 217.255 oocytes for individual wich is close to real fecundity values estimated in
180.000 larvae, regarding the gametogenic cycle it was observed.

Ostrea chilensis is a simultaneous hermaphrodite species. The ripening and spawning
events occur during spring-summer months. According with food availability and temperature
favouring the reproductive events.

Key words: Ostrea chilensis, Quempillén, potencial fertility and sexuality.




3. INTRODUCCION

Los moluscos son animales invertebrados de cuerpo blando protegidos por una concha
de naturaleza calcarea la cual varia segin la clase, estas clase son: Aplacoforos,
Monoplacoforos, Poliplacoforos, Escafopodos, Pelecipodos o Bivalvos, Gasteropodos y
Cefalopodos (Hickman y col., 1998).

Los moluscos pueden ser encontrados desde los tropicos hasta los mares polares, en
altitudes que superan los 7.000 metros y en las profundidades abisales, en charcas, lagos y
aguas corrientes, en lagunas, en charcos marinos costeros, en mar abierto. La mayoria de los
moluscos viven en el mar, presentando diferentes formas de vida que incluyen a los
bentdnicos, rastreadores del fondo, excavadores, perforadores y a los de habitat pelagico
(Hickman y col., 1998).

El cuerpo de los moluscos esta divido en tres regiones o partes: cefalica, pie y la masa
visceral. La cabeza y el pie son las zonas mas activas, puesto que comprenden la entrada del
tubo digestivo, los dOrganos sensoriales y locomotores, dependiendo principalmente de la
funcion muscular. La masa visceral esta cubierta por una delgada pared corporal o “manto”
siendo la porcioén que contiene los aparatos digestivo, circulatorio, respiratorio y reproductor,
ligados a los conductos ciliados para ejercer sus funciones (Storer. 1986).

Una de las clases mas importantes del Philum moluscos son los bivalvos o pelecipodos,
que son animales con pie en hacha como su nombre lo indica (griego pelekys = hacha y pous =
podos, pie). En este grupo se incluyen entre otras especies, tales como: Chlamys purpurata
(ostion), Eurhomalea rufa (almeja), Mesodesma donacium (macha), Ensis macha (huepos),
Mpytilus chilensis (chorito), Ostrea chilensis (ostra), etc (Hickman y col., 1998).

En general, los bivalvos se caracterizan por tener un cuerpo lateralmente comprimido
y encerrado en una concha calcérea rigida formada por dos piezas llamadas valvas las que
pueden abrirse por medio de una articulaciéon denominada charnela. Su pie tiene forma de
lamina, el cual esta adaptado para cavar y que es manejado por musculos, aunque algunas
especies viven fijadas a sustratos y otras viven libremente. El manto esta modificado en forma
de sifon para permitir el flujo de agua a lo largo de su cavidad. La mayoria de los bivalvos son
filtradores, atrapando mediante una secrecidon mucosa pequefias particulas sobre las branquias,
las que son llevadas al sistema digestivo (Meglitsch. 1978).



Los bivalvos lamelibranquios se caracterizan por tener branquias en forma laminar las
que tienen funcidn respiratoria y digestiva. Estas branquias les permiten el intercambio
gaseoso, ademas de conducir particulas de alimento hasta los palpos labiales entre los que se
abre la boca, las que posteriormente son conducidas hasta el estobmago a través de un eséfago
corto (Storer. 1986).

El estomago esta rodeado de glandulas digestivas y provisto de un estilete cristalino de
longitud variable que hace rotar las particulas alimenticias, las que son conducidas hacia la
abertura de la glandula digestiva y conductos terminales para realizar la absorcion y digestion
intracelular y eliminar los productos de desecho a través de un surco intestinal hacia el
intestino. El intestino es muy largo y esta formado por una o dos asas, el cual presenta un
epitelio ciliado con abundantes glandulas mucosas, por medio del cual son eliminadas las
heces (Hickman y col., 1998).

En la cavidad pericardica se encuentra contenido el corazén, incluyendo una porcion
del aparato digestivo y los nefridios, que tienen la funcion de excrecion (Storer. 1986).

El sistema nervioso de los bivalvos incluye un par de ganglios cerebropleurales
interconectados alrededor del esofago y un par de ganglios pediales, proximos a estos
encontramos un par de estatocistos como o6rgano de equilibrio y otro par de ganglios
viscerales. Los organos sensoriales estan situados en el borde del manto, que presentan en
algunas estructuras como tentaculos provistos de células tactiles y de células quimioreceptoras
ademas de ocelos sensibles a la luz (Hickman y col., 1998).

Respecto a la sexualidad la mayoria de los bivalvos son dioicos (sexos separados),
aunque existen algunas especies que son hermafroditas protandricos (los individuos maduran
primero como macho y después como hembra). Los 6rganos reproductores estan constituidos
por dos gonadas provistas de gonoconductos ubicados en la zona intestinal a través de los
cuales salen los gametos (Hickman y col., 1998).

El desarrollo larval ocurre formando primero una larva trocofora la que nada
libremente durante un tiempo breve, para luego transformarse en una larva veliger tipica de los
moluscos, provista de un velo ciliado el cual se pierde al iniciar la vida benténica (Iversen.
1982).

Uno de los moluscos bivalvos de importancia comercial es la “Ostra” Ostrea chilensis.
Esta especie se encuentra distribuida geograficamente (Solis y Eberhard, 1979), desde la Isla
de Chilo¢ en Chile hasta las costas de Ecuador, mientras que batimétricamente se le sit@ia entre
el intermareal inferior y los 8 mts de profundidad (Solis y Eberhard, 1979). En bancos




naturales, esta especie se fija a un substrato duro mediante su valva inferior. Su extraccion se
realiza principalmente entre la Isla de Chiloé¢ y las Islas Guaitecas (Solis y Eberhard, 1979).

En relacion al ciclo reproductivo de Ostrea chilensis, al igual que otros invertebrados
marinos, es un proceso ciclico cuya periodicidad se relaciona con la fluctuacién de la
temperatura de las aguas, las que estan reguladas por la latitud o area geografica asi como por
la estacionalidad.

La fecundacion es de tipo interna donde los espermatozoides son liberados al cuerpo de
agua. La fecundacion ocurre mediante el ingreso de los espermatozoides a la cavidad paleal
producto de las corrientes de agua en el proceso de filtracion de la hembra (Winter y col.,
1988) y se asocia directamente a los ciclos de alza de temperatura del agua en las que se
encuentren las Ostras (Gleisner, 1981; Tomicic y Bariles, 1981; Lepez, 1983; Winter y col.,
1983; Chaparro, 1985).

Ostrea chilensis no presenta dimorfismo sexual externo y sélo se pueden reconocer
machos de hembras cuando la gonada esta en plena madurez. Solis (1967) sefala que en el
macho la gonada es de color blanquizca, de textura lisa o con granulaciones finas, en cambio
en las hembras la gonada seria de color blanco cremoso con aspecto granuloso o reticular.
Solis (1967) también sefiala que las especies del género Ostrea presentan cambios de sexo en
las cuales se alternan los estados de macho y hembra. Gleisner (1981) y Gotting y col. (1985),
sehalan que Ostrea chilensis, tendria, en general una sexualidad consecutiva ritmica. Gleisner
(1981) concluye, que el ciclo reproductivo de los individuos de esta especie y proveniente del
banco natural, seria anual y que al momento de la emision de los gametos, las ostras
presentarian un solo sexo funcional no cambiando al sexo opuesto dentro de la misma estacion
reproductiva.

La primera madurez reproductiva de Ostrea chilensis segin Gleisner (1981) se
alcanzaria en el segundo afio de vida, a una talla aproximada de 25 mm comportandose como
machos, paralelo a esto se inicia el proceso de la ovogénesis, el cual termina al afio siguiente
cuando los individuos alcanzan una talla de 37 mm de longitud de la concha, transforméndose
en hembras. Gleisner (1981) sefiala la complejidad de esta alternancia de sexos la que estaria
influenciada por fluctuaciones anuales de temperatura y la disponibilidad de alimento. En esta
especie presenta una ovogénesis de aproximadamente dos afios, destacandose el gran tamafo
de sus ovocitos. Los procesos gametogénicos presentan un lento desarrollo invernal y se
intensifican en primavera y verano, periodos de maxima temperatura y oferta alimentaria.

El tamafio de los individuos jugaria un papel, tanto o mas importante que la edad, en
relacion con la primera madurez sexual como hembra (Chaparro y Toro, 1989).



Después de ocurrida la fecundacion, dentro de la cavidad paleal comienza el desarrollo
de los embriones los que posteriormente dan paso a diferentes estados larvales. El periodo de
incubacion presenta variaciones segun las caracteristicas ambientales de cada lugar. Segin
Lepez (1983), en el caso particular del estuario de Quempillén, el periodo de incubacion larval
es de aproximadamente de ocho semanas el cual comenzaria a fines de octubre (desove) y las
primeras liberaciones larvales ocurririan a fines de diciembre.

Tanto embriones como larvas viven libres en la cavidad paleal de la madre .Los
embriones sin proteccion externa, comienza la formacién de su concha larval, cuando pasan a
estado de larva trocofora. En el estuario de Quempillén este estadio se inicia dos a tres
semanas post-fecundaciéon (Chaparro y Toro, 1989). Posteriormente las larvas producen su
concha y desarrollan el velo (estructura de natacion y alimentacion), siendo capaces de
alimentarse de pequefias particulas que llegan con las corrientes de agua generadas por la
hembra al interior de su cavidad. Este estadio de pediveliger con mancha ocular (pequefia
mancha negra en el centro de la concha) sefiala la cercania de la liberacion larval.

Di-Salvo y col., (1983), sefialan que la liberacion larval ocurre en forma discontinua
por mas de 48 horas. La larva eclosionada con un tamafio aproximado de 0,5 mm., posee un
periodo de vida planctonica muy corta que va entre 5 minutos a 24 horas. Los trabajos de
Padilla y col. (1969) y de Solis (1973) demuestran que la fijacion larval ocurre en el sustrato
mas cercano a la hembra que retina las condiciones minimas. También se describen tiempos
que van de 2 horas a 18 dias, estas diferencias con los otros autores se deberian, segiin Hollis
(1963) y Cranfield y Michael (1989), a que el estado de vida planctonica de Ostrea chilensis
podria ser breve, pero que al no encontrar un sustrato adecuado, la fijacién se pospondria.

La fecundidad para esta especie ha sido cuantificada por muchos autores y con gran
variabilidad en sus resultados. Segun Lepez (1983), la fecundidad real va desde 3.500 hasta
152.000 embriones por hembra. Este mismo autor sefiala que estos valores deberian tener una
asociacion con el tamano de los individuos, condicion fisioldgica de la hembra, lugar
geografico y caracteristicas ambientales en el momento de los controles.

Las variables abidticas tales como: salinidad, temperatura, influyen directamente sobre
la tasa de crecimiento y aspectos reproductivos. En cuanto a la salinidad se han encontrado
especimenes viviendo en sectores donde las fluctuaciones de estos valores han alcanzado entre
6 a 34 partes por mil (Hancock, 1969; Padilla y col, 1969; Toro y Winter, 1983). Algunos
estudios han revelado que esta especie se desarrolla en mejores condiciones en lugares con
salinidades sobre 25 partes por mil (Chaparro y col., 1998), ya que valores muy bajos tienen
influencia negativa sobre el proceso de alimentacion. En el caso del estuario de Quempillén
las temperaturas tienen un rango que van desde 9,2° C hasta 18,8°C y una salinidad de 28 hasta
33 partes por mil (Toro y col., 1995)



10

La informacion bibliografica acerca de Ostrea chilensis es abundante sin embargo en
lo referente a la biologia reproductiva es incompleta y nos permite plantear la siguiente
hipotesis:

Ostrea_chilensis en el Estuario de Quempillén, presentaria una reproduccion ciclica
durante el afio, la que se reflejaria en la histologia gonadal, presentaria un hermafroditismo
protandrico sucesivo y tendria una alta fecundidad potencial.

Puesto que el conocimiento del ciclo reproductivo de los invertebrados marinos es
basico para su manejo y cultivo (Defeo, 1993). Ademds basidndose en que el ciclo
reproductivo se modifica segin el ambiente se propone realizar un estudio que permita
aumentar el conocimiento de los aspectos basicos de la reproduccion de Ostrea chilensis en el
estuario de Quempillén. Los objetivos del presente estudio son:

1. Caracterizar y determinar el ciclo gonadal de las células germinativas femeninas y
masculinas de Ostrea chilensis a través de histologia corriente.

2. Determinar a que talla de longitud de concha se inicia la maduracion sexual y el tipo de
sexualidad en Ostrea chilensis.

3. Establecer la fecundidad potencial de Ostrea chilensis, a través de la medicion del
volumen gonadal, determinacién computacional y/o estereométrico en cortes histologicos
(microscopia 6ptica) de la cantidad de ovocitos que existen en este volumen.
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4. MATERIAL Y METODO

4.1 AREA DE ESTUDIO.

El estudio se llevd a cabo utilizando especimenes provenientes del banco
natural de Ostrea chilensis, ubicado en el estuario del Rio Quempillén, en el norte de la Isla
de Chilo¢ (41° 52° S; 73°46° O). En este estuario el valor promedio anual de temperatura es de
14,7°C y de salinidad flucttia entre 28 y 33 %o (Toro y col., 1995) respectivamente.

4.2 ANIMALES MUESTREADOS.

Para este trabajo se utilizaron mensualmente 30 individuos adultos de Ostrea
chilensis, los que fueron colectados entre septiembre del 2000 hasta septiembre del 2001. Las
Ostras seleccionadas fueron aquellas cuya longitud de concha fluctu6 entre los 46 y 60 mm.
Adicionalmente por una Unica vez se procesaron 24 ejemplares con una longitud que vario
entre los 10 a 54 mm para determinar el cambio de sexo de esta especie.

4.3 ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA HISTOLOGICA GONADAL A LA
MICROSCOPIA OPTICA.

El ciclo gonadal de Ostrea chilensis se determiné a través del andlisis histologico de
las muestras recolectadas mensualmente desde el banco natural del Estuario de Quempillén
Ancud, Chiloé, durante el periodo que va desde septiembre del 2000 hasta septiembre del
2001.

Los ejemplares colectados de Ostrea chilensis fueron disecados y posteriormente se
les extrajo una seccion de 1 cm de grosor de la region medial de la gonada la que fue fijada en
solucion Davidson.

Los trozos de gonada se mantuvieron en fijador por un minimo de 48 hrs para luego ser
procesadas con técnica histologica corriente, segin protocolo N° 1. Posteriormente se
confeccionaron cortes de 7 pm con un micrétomo Spencer 820 (American Optical), los que
fueron montados en portaobjetos y dejados en una estufa por 72 horas a 36°C, pasado este
tiempo se procedio a la tincion Hematoxilina-Eosina (H-E).
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4.4 ANALISIS HISTOLOGICO.

Las preparaciones histologicas del tejido gonadal se observaron en un microscopio
optico Leyca DMLB-MPS60. Mas tarde estas imagenes fueron capturadas y convertidas en
una de sefial de video, por medio de una camara digital (CE model. OS-70D). Esta imagen de
video fue digitalizada por medio de una tarjeta de video Tune-in (ADS Technologies) y
guardada como un archivo BMP, para luego ser convertidas a un archivo JPEG.

Para la estimacion de los didmetros, area, eje mayor y eje menor de los ovocitos en
diferentes estados de madurez gonadal, se utiliz6 el programa analizador de imagenes SIGMA
SCAN PRO 5.0 (SPSS). Los diametros de los ovocitos, se estandarizaron utilizando el
FERET DIAMETER, del programa analizador de imdgenes, el cual toma los valores del
diametro medido y aplica una férmula matematica convirtiendo estos datos en un valor real
que corresponderia al didmetro que tendria una esfera perfecta. Para esto se tomaron diametros
de los ovocitos en diferentes estados de madurez gonadal.

4.5 FECUNDIDAD POTENCIAL Y REAL de Ostrea chilensis

4.5.1 Fecundidad Potencial

Para determinar este valor, se procedid a calcular el nimero de ovocitos por unidad de
volumen utilizando la siguiente formula la que fue descrita por Williams (1981):

1/3

n

oy | &P

Nv = 4.664 x

n

Donde:

Nv = namero de ovocitos por unidad de volumen.
Na = numero de ovocitos por unidad de area.

D = media del didmetro de los ovocitos.

Di = diametro de cada ovocito.

n = namero de mediciones.
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Se asume como unidad de area, el area de la gonada y como didmetro, el didmetro de
los ovocitos observados.

Una vez obtenido el nimero de ovocitos por unidad de volumen, se procedi6 calculo la
fecundidad potencial o nimero total de ovocitos por individuo (Fp), segun la formula:

Fp=NvxP
Donde:

Fp = fecundidad potencial o numero total de ovocitos por individuo.
Nv = numero de ovocitos por unidad de volumen.
V = promedio del volumen gonadal.

Para obtener el promedio del volumen gonadal (V) , se extrajeron las géonadas de 20
individuos determinando su peso y el desplazamiento de liquido que provocaban al ser
sumergidas en agua de mar, en una probeta graduada obteniendo asi el volumen aproximado
por cada gramo de génada (un cm® correspondi6 a un gramo). El valor promedio del volumen
gonadal utilizado para obtener los valores de fecundidad potencial fue de 2,3 grs (Tabla N° 4).

4.5.2 Fecundidad Real

Para obtener un valor de referencia de fecundidad real, se determind el ntimero de
larvas a partir de una hembra incubatriz. Las larvas obtenidas fueron contadas utilizando el
programa SIGMA SCAN PRO 5.0 (SPSS).

El total de larvas incubadas fueron colectadas en 20 ml de agua de mar, luego se
calculd el niimero larvas a partir de un 1 ml, posteriormente este valor se multiplicéd por el
volumen total (20 ml) estimando asi el numero total de larvas presentes en la hembra
incubatriz.

4.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se analizardn los meses con los cuales se obtuvo la fecundidad potencial de Ostrea
chilensis, comparandolos mediante un analisis de varianza (ANOVA).
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5. RESULTADOS

5.1 CICLO GONADAVL DE Ostrea chilensis.

5.1.1 DESCRIPCION DE LOS TIPOS CELULARES GONADALES.

La goénada femenina se encuentra adosada al sistema digestivo. Histologicamente esta
organizada en numerosos foliculos de diferente tamafio y forma, los que se abren a los ductos
ubicados en la periferia del manto, estos a su vez confluyen a los gonoductos izquierdo y
derecho desembocando en las cdmaras suprabranquiales por medio de los poros genitales. Las
paredes foliculares, ductos y gonoductos constan de un epitelio ciliar para facilitar la
liberacion de los gametos.

Los diametros de los acinos foliculares y tipos de células que contienen varian de
acuerdo al estado de madurez en que se encuentre la gonada, como sucede con el tejido
conectivo el que disminuye a causa del mayor grado de madurez reproductiva de los
individuos y aumenta en los individuos inmaduros.

En el interior de los acinos foliculares se observan las células germinales en diferentes
estados de maduracion las que pueden ser caracterizadas por su forma, tamafio y propiedades
tintoriales.

El ovario se caracteriza histologicamente por los siguientes tipos celulares, los que
pueden ser encontrados a lo largo de todo el afio:

Ovogonias: Se encuentran adheridas a las paredes de los acinos foliculares. Presentan escaso
contenido citoplasmatico, su nucleo es esférico con ubicacion central como se muestra
en la Fig.1.

Ovocitos Inmaduros: Son de diferentes tamafios, con formas mas elongadas que las
ovogonias, los nucleos son ovalados y de mayor tamafio, alcanzando longitudes de hasta

70 um, encontrandose cercanos a la pared del acino folicular, como se muestra en la
Fig.2.
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Células de Soporte: Se encuentran adheridas a las paredes foliculares, presentando un nucleo
pequefio y alargado con escaso citoplasma Fig.2.

Fig.1. Corte transversal de gonada hermafrodita de Ostrea chilensis en
diferenciacion gonadal. C: conducto; E: espermatogonias; O:

ovogonias. Tincion H-E. (200x).

Fig.2. Corte transversal de gonada hermafrodita de Ostrea chilensis en
Madurez inicial. CC: conducto cerrado; CS: células de soporte; E:

espermatozoides; OI: ovocitos inmaduros. Tincion H-E. (200x).
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Ovocitos Previtelogénicos: Células de gran tamafio, la cual varia de acuerdo a la cantidad de
vitelo acumulado en forma de plaquetas vitelinas con marcada eosinofilia en su
citoplasma. Su nucleo es ovalado algo mas grande y con nucleolos. Fig.3.

Ovocitos Maduros: Estos son de gran tamafio, el ntcleo es de mayor tamafio que el ovocito
Previtelogénico, tiene ubicacion excéntrica sin tomar contacto con la pared del
citoplasma. El ovocito ocupa el lumen folicular y su citoplasma esta lleno de plaquetas
vitelinas, al estar en madurez méxima estas se desprenden de la pared folicular
adquiriendo una forma ovoide. Fig.3.

Fig.3. Corte transversal de gonada hermafrodita de Ostrea chilensis en
diferentes estados de madurez. C: conducto; E: espermatozoides; OM:

ovocitos maduros; OP: ovocitos previtelogénicos. Tincion H-E (200x).

5.1.2 GAMETOGENESIS

Al observar los cortes histologicos a la microscopia optica de Ostrea chilensis se pudo
observar que los eventos de multiplicacion, crecimiento y madurez de las células germinales
no ocurren al mismo tiempo, apareciendo células indiferenciadas en las cercanias de las
paredes de los acinos foliculares, encontrandose estas caracteristicas en foliculos con células
en estados de madurez maxima.
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5.1.3 TIPO DE SEXUALIDAD

Como se muestra en la Tabla 2, los ejemplares de Ostrea chilensis, presentaron un alto
porcentaje de hermafroditismo, encontrandose en el mismo acino folicular tejido gonadal
femenino y masculino (Fig.4), con un 51,9%. La frecuencia porcentual de los individuos con
tejido gonadal masculino fue de un 46,9% y con tejido gonadal femenino sélo un 1,2%.

Fig.4. Corte transversal de goénada hermafrodita de Ostrea chilensis en
diferentes estados de inmadurez. E: espermatozoides en diferente
estado de espermiogénesis; OI: ovocitos inmaduros; AF: acino

folicular. Tincién H-E (200x).

5.2 ANALISIS HISTOLOGICO PARA DETERMINAR CAMBIO DE
SEXUALIDAD

El analisis histoldgico de la serie adicional para determinar el cambio de sexualidad de
Ostrea chilensis, mostrd que los individuos con tallas inferiores a 2 cms de longitud de
concha no exhiben tejido gonadal estando en etapa de inmadurez, observandose solamente
glandula digestiva. En tallas superiores se encontraron acinos foliculares sélo con células
germinales masculinas en diferentes estados de espermatogénesis. Ademas se observd que
entre tallas de 3,5 a 4,0 cms de longitud de la concha se encontraron individuos con tejido
gonadal femenino y masculino en los acinos foliculares.
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5.3 CICLO GONADAVL DE Ostrea chilensis

Para determinar el ciclo gonadal se definieron los diferentes estados de maduracion
gonadal tomando como referencia la clasificacion de Gleisner (1981), dividiendo el ciclo
gonadal de Ostrea chilensis en los siguientes 6 estados gonadales:

Inmadura: En este estado se observa escaso desarrollo de los acinos foliculares con escaso
contenido de células germinales y alto contenido de tejido conectivo interfolicular.
Fig.5.

Fig.5. Corte transversal de gonada indiferenciada Ostrea chilensis en estado
de inmadurez. GD: glandula digestiva; TC: tejido conectivo. Tinciéon H-

E (100x).

Madurez Inicial: En este estado encontramos una goénada con los acinos foliculares de
tamano variable que en su interior podemos encontrar espermatozoides en diferentes
etapas de espermatogénesis y ovogonias hasta ovocitos previtelogénicos. Fig.6.
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Fig.6. Corte transversal de gonada hermafrodita de Ostrea chilensis en estado
de inmadurez. EI: espermatozoides en diferente estado de

espermiogénesis; OI: ovocitos inmaduros. Tincion H-E (200x).

Madurez Maxima: En este estado los acinos foliculares se encuentran totalmente completos
de ovocitos vitelogenicos o espermatozoides maduros, aqui encontramos el tejido
conectivo interfolicular disminuido. Fig.7.1 y 7.2.

Fig.7.1. Corte transversal de gonada de hembra de Ostrea chilensis en estado
de madurez; OM: ovocitos maduros. Tincion H-E (200x).



20

Fig.7.2. Corte transversal de gonada de macho de Ostrea chilensis en
madurez maxima. EM: espermatozoides maduros. Tincion H-E

(200x).

Emision: Los acinos foliculares presentan ovocitos o espermatozoides en madurez maxima,
los conductos se observan abiertos y con gametos siendo liberados al interior de estos
conductos como se observa en la Fig.8.1 y 8.2.

Fig.8.1. Corte transversal de gonada hermafrodita de Ostrea chilensis en
madurez maxima y emision de gametos. CA: conducto abiertos; E:
espermatozoides; LG: liberacion de gametos; OMM: ovocitos maduros.

Tincion H-E (200x).



21

Fig.8.2. Corte transversal de gonada masculina de Ostrea chilensis en
liberacion de espermatozoides en madurez maxima. CA: conductos
abiertos; LE: liberacion de espermatozoides E: espermatozoides en

madurez maxima. Tincién H-E (200x).

Regresion: Es la etapa de recuperacion de la gonada y el inicio de la gametogénesis, los
acinos foliculares se encuentran reducidos con restos de células germinales como se
muestra en la Fig.9.

Fig.9. Corte transversal de goénada en regresion de Ostrea chilensis. C:
conducto; RC: restos celulares; TC: tejido conectivo; GR: gdénada en

regresion. Tincion H-E (200x).
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Los resultados obtenidos del andlisis histologico de los individuos observados
mensualmente muestran:

Estados de inmadurez: Durante los meses de septiembre y noviembre del 2000, enero, abril y
agosto del 2001 se obtuvieron en porcentajes bajos los que fluctuaron entre un 3% a 7%
en los otros meses no se detectaron individuos en este estado (Tabla N° 3 y Grafico N°

1.

Estado de madurez inicial: Este estado fluctu6 entre un 15,3% en diciembre del 2000 y un
46,4% en abril del 2001. En cambio los primeros meses muestreados durante el afno
2000 (septiembre, octubre y noviembre), no se observan individuos con este tipo de
células dentro de los acinos foliculares (Tabla N° 3 y Grafico N° 1).

Estado de madurez maxima: Los resultados fueron mas significativos ya que se nota una
marcada estacionalidad, siendo los meses de septiembre a diciembre del 2000 los
porcentajes mas altos que van desde un 26% hasta un 60% de individuos con su gonada
en madurez maxima. No obstante en los otros meses de estudio también encontramos
individuos con madurez maxima pero con un menor porcentaje y en dos meses no se
observa individuos en este estado (Tabla N° 3 y Grafico N° 1).

Estado de emision de gametos: Los individuos en estado de emision de gametos se
observaron a largo de todo el periodo de estudio, fluctuando sus frecuencia de un 7,1% a
un 46,4%, altos valores se encontraron entre en los meses de septiembre a diciembre del
2000 y julio del 2001(Tabla N° 3 y Grafico N° 1).

Estado de regresion: Los individuos en estado de regresion se observaron a lo largo de todo
el periodo en estudio, fluctuando sus frecuencia de un 3,3% a 61,1%. Los valores mas
altos se encontraron en los meses de marzo a junio del 2001 (Tabla N° 3 y Grafico N° 1).
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individuos en madurez maxima y en emision (sobre un 25%), mientras que el estadio de
regresion se presentd en bajas frecuencias (bajo un 20%), en esta estacion no se observaron
individuos en estado de madurez inicial.
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En verano se destaca el comienzo del estado de madurez inicial llegando a su maximo
en enero del 2001 (64%). Ademas se observo una disminucion de la frecuencia del estado de
madurez maxima, no encontrando individuos en este estadio al final de verano (marzo 2001).

En otofio e invierno del afio 2001 se destacan las altas frecuencias de individuos en
madurez inicial (sobre un 30%), en el estado de madurez méxima encontramos bajos valores
(bajo un 10%). También se encontraron bajos valores a excepcion del mes de julio del 2001
(46,4%), en cuanto a la frecuencia de individuos en estado de regresion se observaron valores
altos (sobre un 25%) a excepcion del mes de julio del 2001 (7,1%).

Individuos en estado de inmadurez no se observaron en la mayoria de los meses del
estudio, presentando frecuencias muy bajas (menor al 8%) en los meses de septiembre y
diciembre del afio 2000 y marzo y agosto del afio 2001.

5.4 FECUNDIDAD POTENCIAL Y REAL DE Ostrea chilensis

El promedio mensual de fecundidad potencial de Ostrea chilensis entre septiembre y
diciembre del afio 2000, fluctio entre 5.215 y 217.255 ovocitos por individuo (Tabla N° 1 y
Tabla N° 5).

En cuanto al valor promedio de fecundidad real, se determin6 que en el mes de octubre
del afio 2002 fue de 180.000 larvas por individuo.

Tabla N° 1. Promedio mensual de la fecundidad potencial de Ostrea chilensis en el estuario
de Quempillén, entre septiembre y diciembre del afio 2000.

Meses Fecundidad Potencial

Septiembre 217.256
Octubre 5.215

Noviembre 14.679
Diciembre 102.561
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5.5 TAMANO DE LOS OVOCITOS

Los resultados obtenidos de 102 mediciones de ovocitos de Ostrea chilensis durante
los meses en estudio indicaron que el tamafio de los ovocitos fluctiio entre 160 a 205 um, con
un promedio de 175 pum (Tabla N° 6).

5.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se analizaron los resultados de los meses con los cuales se obtuvo la fecundidad
potencial de Ostrea chilensis, comparandolos mediante un andlisis de varianza (ANOVA), no

encontrando diferencias significativas entre ellas.



6. DISCUSION

La madurez sexual en Ostrea chilensis es un evento complejo ya que en ella influyen
muchos factores tales como: temperatura, salinidad y especialmente la disponibilidad de
alimentos (Loosanoff; 1963).

Muchos estudios han demostrado el rol que juegan las reservas energéticas en los
procesos de gametogénesis en otras especies de “Ostras” (Coe, 1932; Bargeton-Couteaux;
1942; 1965; Kennedy y Battle, 1964).

Gleisner (1981) menciona que durante el primer afio, la energia se utilizaria para el
crecimiento del individuo mientras que el segundo afio de vida se dispondria de un aporte de
energia para la maduracion de la gonada. Este mismo autor sefiala que el primer sexo
funcional de esta especie seria el macho y que a partir del tercer afio de vida comenzaria la
ovogeénesis. Para las restantes especies del género Ostrea se describe una secuencia similar de
maduracion sexual (Stafford, 1913; Sparck, 1925; Coe, 1932).

El analisis histologico realizado en este estudio demostro resultados similares a los
obtenidos por Gleisner (1981) ya que el primer sexo funcional observado para la especie de
Ostrea chilensis es el macho en tallas superiores a 2 cms de longitud de concha, ya que el
proceso de maduracion de los ovocitos demandaria un periodo mas largo y de mayor
requerimiento energético que la maduracion de los espermatozoides. En tallas sobre los 3,5
cms se evidencia tejido gonadal femenino inicidndose asi la ovogénesis, para encontrar
ovocitos maduros en tallas comerciales, es decir sobre 4,5 cms.

Gleisner (1981) senala que la maduracion de los ovocitos demandaria alrededor de dos
afos y la maduracion espermatica ocurre activamente en un periodo de 6 meses. Esta
diferencia de tiempo y energia requerida para la gametogénesis, coincide con observaciones en
el género Ostrea (Sparck, 1925; Orton, 1927, 1933; Coe, 1932).

Diferentes estudios se han realizado acerca del ciclo gonadal en bivalvos, discutiendo
aspectos de la gametogénesis, los tipos celulares y los estados del ciclo gonadal (Eversole y
col., 1980; Kautsky, 1982; Lowe y col., 1982; V¢élez y Epifanio, 1981; Beauchamp, 1986). Las
investigaciones realizadas en el género Ostrea han sido realizadas para describir aspectos tales
como la alternancia de sexos, los estados gonadales y las fases larvales (Coe, 1931; Loosanoft,
1962; Mann, 1979; Wilson y Simons, 1985; Morriconi y Calvo, 1979). En el caso de Ostrea
chilensis, Gleisner (1981) describio el ciclo gonadal mediante un andlisis histologico,
dividiendo el ciclo gonadal en 26 estados. El presente estudio en cambio se basd en los
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andlisis histologicos de las células encontradas al interior de los acinos foliculares a lo largo de
afio de muestreo definiendo solamente 6 estados de maduracion.

Gleisner (1981) describe a Ostrea chilensis como hermafrodita potencial, ya que este
autor postula que s6lo habrian machos funcionales, a pesar de encontrarse dentro de los acinos
foliculares ovocitos vitelogénicos con diametros de 170 um, se encontrarian en estado de
latencia para constituirse en hembras maduras hasta la proxima estacion reproductiva, este
autor también describe fagocitosis y reabsorcion de espermatozoides en individuos
hermafroditas, con lo cual se produciria el cambio de sexualidad de macho a hembra funcional
aumentando asi el nimero hembras con posibilidad de emitir ovocitos maduros.

Matus (1995), obtuvo en su estudio un 30% de individuos hermafroditas. Por otra parte
las hembras maduras representaron un 15 %, en tanto que el 55 % correspondi6 a machos.
Este autor consider6 con la posibilidad de desovar a la poblacion de hembras maduras y a los
individuos hermafroditas, encontrando en su estudio que el 40 % de hembras en la estacion
reproductiva estaban incubando.

En este estudio se obtuvieron un alto porcentaje de individuos hermafroditas (51,9 %),
un 46,9 % de los individuos resultaron ser machos y encontrandose un 1,2 % de hembras, esta
diferencia se pueden deber a que en este estudio se consideré un individuo hermafrodita
independiente de la proporcion de los gametos masculinos o femeninos contenidos en los
acinos foliculares. En cuanto al rol que tendrian los individuos hermafroditas en la época
reproductiva, éstos participan activamente en la produccion de ovocitos alcanzando estados de
madurez méxima, tanto los gametos femeninos como los masculinos. Concordando con los
resultados entregados por Matus (1995). No asi con el trabajo de Gleisner (1981), el cual
sefiala que Ostrea chilensis no funcionaria consecutivamente como hembras y machos en una
misma estacion reproductiva.

En cuanto a la energia que necesitarian estos individuos hermafroditas en desarrollar
ambas lineas gametogénicas, estos deben dividir la energia disponible para la reproduccion,
tanto en la formacion de ovocitos como de los espermatozoides (Matus, 1995). Heath (1977)
sugiere que la energia destinada a la reproduccion, se ve afectada en el caso de individuos
hermafroditas, provocando una disminuciéon en la produccion de gametos de un sexo,
atribuyéndola a la inversion paralela de energia en la generacion de estructuras reproductivas
del otro sexo. En los bivalvos las Unicas estructuras reproductivas son las gonadas en las que
se forman los gametos, por lo cual en individuos hermafroditas, la cantidad de energia
destinada a la reproduccion debe dividirse en ambas lineas gametogénicas, entonces la energia
va a ser menor en comparacion a un individuo que produce un solo tipo de gametos.

Coe (1943) clasifico los tipos de hermafroditismo observados en bivalvos, proponiendo
para las especies del género Ostrea una sexualidad consecutiva ritmica, caracterizada por una
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alternancia regular de sexos en un mismo individuo, pudiendo ocurrir los cambios de sexos en
periodos mas cortos. Andrews (1979) sugiere que los factores como temperatura y la
disponibilidad del alimento podrian influenciar estos cambios.

En cuanto al tamafio de los ovocitos, Andrews (1979) sefiala que las especies del
género Ostrea tiene ovocitos de “medianos a grandes”. Morriconi y Calvo (1979) describen
para Ostrea puelchana ovocitos con didmetros que fluctian entre 60 a 90 um, con periodos
de maduracion gonadal corto y una estacion reproductiva mas larga (octubre a marzo). Para la
especie de Crassostrea gigas se describen ovocitos con un tamafio promedio de 50 pum
(Quayle, 1969). Ostrea chilensis, en cambio posee 220 um (Solis, 1967) el mayor diametro
de los ovocitos para el género de Ostrea lo que pudiera influir en un mayor tiempo que se
alcanzaria la maduracion del ovocito, pudiendo tomar hasta dos temporadas (Gleisner, 1981).

Solis (1967) describe para la especie de Ostrea chilensis tamafios que fluctian entre
un didmetro de 220 a 268 um. Gleisner (1981) menciona rangos que van desde 230 a 268 um
con un promedio de 250 um, Walne (1963) y Ramorino (1970) encontraron didmetros de 264
y 323 um respectivamente. Matus (1995) encontr6 tamafios para hembras puras de 205 a 240
um e individuos hermafroditas ovocitos con didmetros que oscilan entre 180 a 210 pum.

El promedio de los ovocitos de Ostrea chilensis es 205 pm, siendo estas medidas
diferentes a los reportados por otros autores. Esta diferencia en el tamafio de los ovocitos se
podria explicar por las diferentes técnicas usadas para la medicion. O en caso contrario que al
momento de la medicion estos hayan alcanzado la madurez méxima semanas después.

Respecto de la fecundidad existen varios estudios en bivalvos que relacionan este
parametro biologico con el tamafio de los padres (Asson-Batres, 1988; Beauchamp, 1986;
O’Foighil, 1989; Gallardo, 1993; Kautsky, 1982; Richardson, 1979; Russell y Huelsenbeck,
1989). Mackie (1984), menciona que los bivalvos que expulsan sus gametos al medio externo,
producen un alto nimero de huevos de pequefo tamafno (menos de 60 um de didmetro) y
especies con un desarrollo directo, producirian una menor cantidad de huevos pero estos serian
de mayor tamatfio.

En el género Ostrea, también existen estudios sobre fecundidad (Walne, 1963, 1964,
1979; Cranfield y Allen, 1977; O’Sullivan, 1980; Morriconi y Calvo, 1980), los que describen
la relacion que existe entre el nimero de larva incubadas por individuo y el tamafio que
presenta ostra incubatriz, destacando una alta variacion entre individuos de una misma
poblacion y con tamafios similares.

Para el caso de Crassostrea gigas (Quayle, 1969), cuyo tamafio fluctiia entre 8 a 30
cms de longitud de la concha, indican que el nimero de ovocitos que produce esta especie ha
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sido estimada entre 50 a 100 millones por estacion reproductiva. Para Ostrea edulis la
estimacion de su fecundidad va desde 500.000 a 1 millén de ovocitos, con un tamano adulto
de 10 cms de longitud de la concha.

En Ostrea chilensis L.epez (1983) encontr6 una fecundidad real de embriones o larvas
incubadas por individuos de una misma poblacién que va desde 3.500 a 152.125. En cambio
Gleisner (1981) sefiala para la especie una fecundidad relativamente baja la cual en promedio
es de 38.600 huevos. Matus (1995) en su estudio encontr6 valores que van entre los 3.200 a
113.000, con un promedio de 58.000 embriones, siendo este promedio dependiente del tamafo
de las hembras incubatrices

Respecto de la fecundidad existen varios estudios en bivalvos que relacionan este
parametro bioldgico con el tamafio de los padres (Asson-Batres, 1988; Beauchamp, 1986;
O’Foighil, 1989; Gallardo, 1993; Kautsky, 1982; Richardson, 1979; Russell y Huelsenbeck,
1989). Mackie (1984), menciona que los bivalvos que expulsan sus gametos al medio externo,
producen un alto numero de huevos de pequeiio tamafio (menos de 60 um de didmetro) y
especies con un desarrollo directo, producirian una menor cantidad de huevos pero estos serian
de mayor tamafio.

En el género Ostrea, también existen estudios sobre fecundidad (Walne, 1963, 1964,
1979; Cranfield y Allen, 1977; O’Sullivan, 1980; Morriconi y Calvo, 1980), los que describen
la relacion que existe entre el nimero de larva incubadas por individuo y el tamafio que
presenta ostra incubatriz, destacando una alta variacion entre individuos de una misma
poblacion y con tamafios similares.

Para el caso de Crassostrea gigas (Quayle, 1969), cuyo tamafio fluctia entre 8 a 30
cms de longitud de la concha, indican que el nimero de ovocitos que produce esta especie ha
sido estimada entre 50 a 100 millones por estacion reproductiva. Para Ostrea edulis la
estimacion de su fecundidad va desde 500.000 a 1 millén de ovocitos, con un tamano adulto
de 10 cms de longitud de la concha.

En Ostrea chilensis 1.epez (1983) encontré una fecundidad real de embriones o larvas
incubadas por individuos de una misma poblacién que va desde 3.500 a 152.125. En cambio
Gleisner (1981) sefiala para la especie una fecundidad relativamente baja la cual en promedio
es de 38.600 huevos. Matus (1995) en su estudio encontr6é valores que van entre los 3.200 a
113.000, con un promedio de 58.000 embriones, siendo este promedio dependiente del tamafo
de las hembras incubatrices

En este estudio se obtuvo la fecundidad potencial para la especie de Ostrea chilensis
los cuales van de 5.215 hasta 217.256 ovocitos por individuo lo cual no implica que todos los
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ovocitos sean liberados en la misma época reproductiva. Si comparamos los valores de
fecundidad potencial encontrados con las demas especies, Ostrea chilensis se encuentra con
valores muy inferiores, teniendo influencia en ello los tamafios de los ovocitos y ademas el
tamano de la especie alcanzando tamafios de hasta 6 cms de longitud. En cuanto a la
fecundidad real se encontraron valores mas altos lo que se puede deber a las técnicas utilizadas
con programas computacionales en que el error es mucho menor que los utilizados en otros
estudios.

La reproduccion en los invertebrados marinos es un proceso fisiologico ciclico, donde
la periodicidad se relaciona con las condiciones acudticas las que estdn reguladas por el lugar
geografico en donde se encuentra la especie. Muchas de las especies que habitan zonas
climaticas templadas, exhiben un ciclo reproductivo anual (Giese, 1959). Las poblaciones
inician y regulan el desarrollo gonadal hasta su maduracion, en coordinacidon con los cambios
del ambiente a lo largo de las diferentes estaciones del afio, siendo las variaciones estacionales
de la temperatura y el fotoperiodo los factores que influyen notoriamente en el ciclo
reproductivo (Loosanoff y Davis, 1952., Barnes, 1963., Sastry, 1966,1970., Bayne, 1976). Sin
embargo la productividad primaria y los cambios en la produccion del fitoplancton también
implican que muchos bivalvos filtradores deben adecuar su ciclo reproductivo a estas ofertas.
Estudios de Thorson, (1950) y Bayne, (1976) demuestran que en zonas templadas muchas
especies sincronizan la eclosion de sus larvas con el periodo del afio en que el alimento
planctonico es mas abundante.

Bayne (1975) senala que los procesos mas directamente sometidos a la regulacion
climatica de las aguas, son los que conforman las distintas etapas del ciclo gametogénico: el
inicio de la gametogénesis, la fase de multiplicacion de los espermatocitos y el crecimiento de
los ovocitos, incluyendo la vitelogénesis en las hembras, la maduracion fisioldgica de los
gametos y su evacuacion.

Una vez que se inicia la gametogénesis, la fase de crecimiento ocurrira dependiendo de
la temperatura de las aguas, actuando como sincronizador de los ritmos estacionales de este
proceso. Por otra parte, la produccion de gametos demanda un importante gasto de energia
para el animal, por lo tanto, debe existir un aporte de nutrientes ya sea como oferta alimenticia
0 como reserva en los tejidos.

Las especies del género Ostrea concentran tanto la liberacion de gametos como la
incubacion de los embriones en ciertas estaciones del afio, sin embargo la extension de la
estacion reproductiva varia de acuerdo a las condiciones de la temperatura de los lugares
geograficos en que habitan (Stafford, 1913., Loosanoff, 1963). Andrews (1979) menciona que
para el género Ostrea las temperaturas promedio para la estacion reproductiva fluctian entre
los 15° a 20° C, mientras que para el género “Crassostrea” las temperaturas van desde 20° a 25°
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C. En el caso del estuario de Quempillén las temperaturas fluctuarian entre un rango de 9° C a
18,8° C ( Toro y col., 1995).

Varios estudios sefialan que el ciclo reproductivo de Ostrea chilensis seguiria
paralelamente al ciclo de temperatura anual de las aguas (Gleisner, 1981., Tomicic y Bariles,
1981., Lepez, 1983., Winter y col., 1983., Chaparro, 1985). Las alzas de temperatura en la
naturaleza ocurren en la época de primavera-verano, lo que hace presumir que el proceso de
desove se produciria en estos meses, lo que ha sido ratificado en estudios realizados en
Quempillén (Winter y col., 1983., Chaparro, 1985., Chaparro y col, 1988, Winter y col.,
1988).

Gleisner (1981) sefiala que la liberacion de gametos comienza durante el alza de
temperatura primaveral, en cambio la eclosion larval ocurre cuando las temperaturas alcanzan
su maximo anual. Solis (1967) y Padilla y col (1969) reportan para otros sectores tales como
Pullinque y Apiao respectivamente, encuentran para Ostrea chilensis desoves y fecundacion a
inicio de primavera (septiembre) y con un rango de temperatura menor (10° a 11° C), ademas
de encontrar nuevas emisiones de gametos en los meses de verano ya que se encontraron
individuos incubando larvas terminales a comienzo de otofio.

Este estudio se demostrd que Ostrea chilensis muestra un patrén reproductivo del
género al cual pertenece ya que al igual que resultados encontrados por otros autores, esta
especie seguiria un ciclo anual relacionado con el aumento de la temperatura y oferta
alimenticia, ya que los meses con mayor porcentaje tanto de maduracion y emision de gametos
se observan en los meses de primavera-verano, aunque a lo largo de todo el afio podemos
encontrar individuos en este estado, lo que se puede deber a fluctuaciones en la temperatura a
lo largo del aflo. En invierno la gonada se encuentra con gametos en estado de inmadurez
deteniendo el crecimiento de sus gametos ya que la demanda de energia para estos procesos no
es suficiente, destinandola su mantencion y crecimiento.




7. CONCLUSIONES

- El ciclo reproductivo presenta una marcada estacionalidad.

- Ostrea chilensis es un hermafrodita protadrico puesto que primero madura como macho en
tallas menores a 30 mm de longitud de la concha (2 afio de edad). Mientras que en tallas
superiores los individuos exhiben goénada femenina en forma alternante con la goénada
masculina.

- La gonada de Ostrea chilensis presenta, dentro de un mismo acino folicular maduracién
simultdnea, emitiendo al mismo tiempo gametos de ambos sexos, teniendo por lo tanto un
comportamiento de hermafrodita simultaneo.

- Al ser Ostrea chilensis un hermafrodita simultdneo se plantea la posibilidad de que exista
autofecundacion.

- Los valores de fecundidad potencial de Ostrea chilensis en la estacion reproductiva varia
entre 5.215 y 217.255 ovocitos por individuo.

- El tamafo de los ovocitos va desde 160 a 205 um de didmetro y el promedio de los ovocitos
de Ostrea chilensis es de 175 pm.
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TABLA 2. Proporcion sexual de la poblacion de Ostrea chilensis, muestreados en el estuario
de Quempillén Ancud (Chiloé), entre septiembre del 2000 y septiembre del 2001.
Resultados obtenidos a partir de las observacion histologicas de los acinos foliculares.

Hembras Hermafroditas
Meses

| % Y%

Septiembre 2000 1 43 13 56,5 9 39,1

Octubre 2000 1 3.4 16 55 12 41,4
Noviembre 2000 1 3,0 21 70 8 27
Diciembre 2000 0 0 15 58 11 42
IEnero 2001 1 4,0 6 21 21 75
IFebrero 2001 0 0 11 48 12 52
Marzo 2001 0 0 5 28 13 72
Abril 2001 0 0 10 36 18 64
Mayo 2001 0 0 11 48 12 52
Junio 2001 0 0 15 50 15 50
Julio 2001 0 0 17 61 11 39
Agosto 2001 0 0 10 40 15 60
Septiembre 2001 0 0 10 33 20 67
Total 4 1,2 160 46,9 177 51,9
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TABLA 3. Frecuencias porcentuales de los diferentes estados de madurez gonadal para la
poblacion de Ostrea chilensis muestreados en el estuario de Quempillén Ancud
(Chiloé), entre septiembre del 2000 y septiembre del 2001.

ESTADOS DE MADURACION GONADAL
MESES
Inmaduros M. Inicial M. Maxima Emision Regresion N° de
% % % % % individuos

Septiembre 2000 4.4 0.0 56.5 26.1 13.0 23
Octubre 2000 0.0 0.0 44.8 44.8 10.3 29
Noviembre 2000 3.3 0.0 60.0 33.3 3.3 30
Diciembre 2000 0.0 15.4 26.9 38.5 19.2 26
Enero 2001 3.6 64.3 10.7 7.1 14.3 28
Febrero 2001 0.0 43.5 13.0 30.4 13.0 23
Marzo 2001 0.0 22.2 0.0 16.7 61.1 18
Abril 2001 7.1 46.4 7.1 14.3 25.0 28
Mayo 2001 0.0 39.1 8.7 13.0 30.1 23
Junio 2001 0.0 33.3 10.0 23.3 33.3 30
Julio 2001 0.0 39.3 7.1 46.4 7.1 28
Agosto 2001 4.0 44.0 8.0 12.0 32.0 25




42

TABLA 4. Valores de peso, tamafio y volumen de Ostrea chilensis muestreados en el
estuario de Quempillén Ancud (Chiloé).

Nu(r;leero Tamaio Peso Volumen

. cms. grs. ml.
1 5,5 3,1 3,0
2 5,8 3,3 2,5
3 5,5 2.9 2,8
4 5,3 2,8 3,0
5 4.5 1,4 1,0
6 5,4 2,8 2,5
7 4.8 1,9 1,5
8 4.9 2,2 2,0
9 49 2,1 2,2
10 5,2 2,6 2,5
11 4.9 1,1 1,5
12 4,8 2,1 3,0
13 5,2 2,2 2,5
14 5,5 2,9 3,0
15 4,7 1,3 1,0
16 4,8 2,1 2,0
17 5,2 1,5 1,5
18 4.4 23 2,0
19 5,1 3,1 3,0
20 5,1 1,8 1,0

Promedio 5,5 2,3 2,2
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TABLA 5. Fecundidad potencial y sus promedios mensuales de Ostrea chilensis muestreados
entre septiembre del 2000 y diciembre del 2001, en el estuario de Quempillén Ancud

(Chilog).

N° de MESES

muestra eptiemb b ) ) )
1 4.177 10.012 3.017 238.383
2 25.604 644 3.171 7.652
3 586.637 19 12.959 295
4 5 2.707 - 18.355
5 45 180 - 172
6 4.156 43 - 34
7 40.590 - - 47.249

Promedio 94.459 2.268 63.82 44.591

TABLA 6. Mediciones de los ovocitos maduros de Ostrea chilensis muestreados entre

septiembre del 2000 y septiembre del 2001, en el estuario de Quempillén Ancud

(Chilog).



Tamano de los ovocitos

160,2 164,9 170,0 175,4 186,5
160,7 164,9 170,5 177,2 187,0
160,9 165,3 170,9 177,7 189,2
161,1 165,3 170,9 178,5 189,6
161,1 165,6 171,2 178,6 189,9
161,3 165,6 171,5 178,7 190,0
161,5 165,6 171,5 179,1 191,3
161,5 165,7 171,8 1791 191,8
161,6 165,9 171,9 179,3 192,0
161,6 166,3 171,9 179,6 193,6
161,7 166,5 172,7 180,8 193,9
161,7 166,5 172,8 182,2 194,5
162,1 167,0 173,2 183,2 194,8
162,9 167,5 173,3 183,3 196,3
163,6 167.,9 173,6 183,3 200,1
163,9 168,5 173,7 184,0 200,5
164,4 168,7 173,8 184,0 203,7
164,6 168,8 174,6 184,8 205,4
164,7 168,9 174,6 184.,8 -

164,7 169,1 175,3 185,0 -

164.8 169,9 175,4 186,3 -
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Administrador
Línea


PROTOCOLO N° 1

1.- Alcohol 50% por 15 minutos hasta eliminar el exceso de fijador.
Alcohol 70% por 20 minutos.
Alcohol 80% por 20 minutos.
Alcohol 90% por 20 minutos.
Alcohol 96% por 20 minutos.
Alcohol 100% por 30 minutos.
Alcohol 100% por 30 minutos.

2.- Alcohol 100% + Xilol por 15 minutos.
Xilol por 10 minutos.
Xilol por 10 minutos.

3.- Xilol + Paraplast por 15 minutos
Paraplast I por 20 minutos a 56-57° C.
Paraplast I por 20 minutos a 56-57° C.
Paraplast III por 20 minutos a 56-57° C.

4.- Inclusion en Paraplast.
5.- Tincidén Hematoxilina Eosina.

» Desparafinado
= Xilol I por 10 minutos.
= Xilol IT por 10 minutos.

» Hidratacion
=  Alcohol 100% por 5 minutos.
= Alcohol 96% por 5 minutos.
=  Alcohol 80 % por 5 minutos.
= Alcohol 70 % por 5 minutos.
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Lavado en agua corriente por 5 minutos.

Tincion nuclear (Hematoxilina de Harris) por 3 a 5 minutos.
Lavado en agua corriente por 20 minutos.

Tincidn citoplasmatica (Eosina) por 3 a 4 minutos.

Deshidratacion
= Lavado en alcohol 80%.
= Lavado en alcohol 96%.
* Alcohol 96 % por 2 a 5 minutos.
= Alcohol absoluto por 2 a 5 minutos.
= Alcohol absoluto por 5 minutos.

Transparencia (Refringencia)
» Xilol fenicado por 5 minutos.
= Xilol I por 5 minutos.
» Xilol IT por 5 minutos o mas.

Montaje de los cortes con cubreobjeto utilizando resina sintética (Permount).

Secado a T° ambiente por minimo de 24 hrs.
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