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1. RESUMEN

Estudio Histologico del Ciclo Gametogenico y Estimacion de la Fecundidad Potencial de
Mpytilus chilensis (Hupe, 1854), en Bancos Naturales del Estuario del Rio Tornagaleones
(Isla del Rey, Valdivia).

Dentro del grupo de los moluscos, los bivalvos mitilidos representan en Chile un recurso
alimenticio importante, siendo Mytilus chilensis (chorito), el que ha experimentado una mayor
explotacion.

En la X Region, especificamente en sectores cercanos a la costa de la provincia de
Valdivia la presion de explotacion sobre este recurso también se ha visto incrementada durante
los ultimos afios. Como alternativa real para reducir esta presion sobre bancos naturales, se
debe desarrollar la mitilicultura en la provincia, para lo cual se hace imprescindible el
conocimiento de la biologia reproductiva de las especies a cultivar, y su interaccion con las
variables ambientales en zonas estuarinas.

Con el propdsito de conocer el ciclo reproductivo de M. chilensis en el estuario del Rio
Tornagaleones y obtener asi antecedentes valederos que a futuro sirvan de base a los
miticultores de la zona, se recolectaron mensualmente entre junio de 1999 y julio del afio 2000,
ejemplares de los bancos naturales del sector Las Coloradas-Isla del Rey. A partir de las
gbénadas de los individuos muestreados se estimo el indice gonadosomatico y se realizaron
cortes histologicos para definir su estado de madurez gonadal. Ademés mediante técnicas
estereoldgicas se determinaron los promedios mensuales de tamafio ovocitario y de fecundidad
potencial.

Basados en el analisis histologico se diferenciaron tres estados de madurez gonadal:
desarrollo, madurez maxima y desove. A partir de esta clasificacion se establecio que M.
chilensis presenta un ciclo gametogénico anual, caracterizado por un extenso periodo de
desove, ocurrido entre octubre de 1999 y marzo del afio 2000, presentando un ciclo sincronico,
puesto que las poblaciones de machos y hembras presentan un similar estado de desarrollo y
maduracion gonadal. Ademas de una liberacion simultanea de gametos.

Analizando la fluctuacion de los valores de indice gonadosomatico en fresco, no se
pudo constatar claras evidencias de un ciclo de desarrollo gonadal, es por esto que se sugiere
que al utilizar el indice gonadosomatico este se realice en seco y con un analisis histologico
posterior, comprobando verazmente el estado funcional de la gonada.

El promedio mensual de tamafio ovocitario (diametro) de M. chilensis fluctiio entre
25,5+ 6,6 umy 39,5 = 5,5 um. Estos valores reflejan el ciclo gametogénico, su incremento se
produjo en el estado de desarrollo y alcanzo6 sus maximos previo y durante el desove.

Se determind que M. chilensis presenta una fecundidad potencial alta, presentando un
promedio de 14.8 + 4.8 x 10° ovocitos por individuo.

Palabras claves: Mytilus chilensis; chorito; estudio histoldgico; ciclo gonadal; fecundidad
potencial.



2. SUMMARY

Histologic study of the Gametogenic Cycle and Potential Fecundity of the Mytilus
chilensis (Hupe, 1854), in Natural settle the estuary of the Rio Tornagaleones (Isla del
Rey, Valdivia).

Bivalvs Mytilidae are the most important edible resource in Chile, and Mytilus
chilensis the one over exploited.

In areas near to the coast of the province of Valdivia (Xth Region) the explotation
presure over this resource has also been increased during the last years. The precarious
development reached by the acuiculture in this area, is consecuence of a number of factors,
such as lacking knowledge of the reproductive biology of he culture species, and its interaction
with enviroment parameters in the estuariane zones.

A number of 30 samples were monthy collected during June 1999 to July 2000 from
Las Coloradas (Isla del Rey) with the aim to know the reproductive cycle of Mytilus chilensis
the estuary of the Rio Tornagaleones to validate information that can be usefull for mussel
farmers in the near future. Gonadosomatic index was cuantified and histologic slice were made
defining their maturity state from the individuals sampled gonads. The mensual average
ovocitary size and potential fecundity were determined using esteriologic technics.

Based on the histological characteristics, three different stages of gonad madurity were
describe: development, maximum maturity and spawning .Based on monthly frequencyes of
stages for male and female population it was established that mytilus chilensis exhibiti annual
gametic cycle, whit a extended spawning period between Octuber to March. The cycle is
sinchronyc since both males and females exhibited a simultaneaus gamets release.

Results obtained from Gonad Index were not helpfull to describe the gametogenic
cycle from gonad fresh weigh tissue. So it is suggested to conduct studies using gonad dry
supported with histological studies.

The monthly average of the oocite size (diameter) of Mytilus chilensis fluctuated
between a 25,5 +/- 6,6 um and of 39,5 +/- 5,5 um. These fluctuatioans followed variations on
the gametic cicle, were recorded previousty a coincident with spawning period.

The potencial fecundity for Mytilus chilensis was estimated in average as 14.8 £ 4.8 x
10° oocytes per individual.

Keys Words: Mytilus chilensis; chorito; histologic study; gonadal cycle; potential fecundity.



3. INTRODUCCION

Mytilus chilensis (Hupe 1854) es un mitilido (Molusca, Bivalvia), cuya distribucion
geografica en Chile ha sido descrita entre Iquique (20° 13" S; 70° 10°W) y el Estrecho de
Magallanes, mientras que en la Costa Atlantica se extiende hasta Brasil por el Norte (Osorio,
1979). El “chorito”, “daye” o “quilmahue” se encuentra formando densos bancos sobre fondos
duros o fondos de fango con un subfondo sélido, al cual se adhiere firmemente mediante el
biso (Bayne, 1976). Desde el punto de vista batimétrico se le sitia habitando zonas
intermareales con marcadas variaciones de salinidad, por lo tanto, es comun encontrarlo en los
estuarios y fiordos de la region sur y austral, hasta una profundidad de 25 metros (Brattstrom y
col., 1983). Al igual que otros bivalvos, el chorito se alimenta filtrando diatomeas, peridineos y
especialmente detritus organico arrastrado por los rios (Silva, 1983).

Estudios realizados en la Ensenada de Nercon (Estero de Castro, Chilo¢), demostraron
que M. chilensis es una especie gonocorica; los machos exhiben una goéonada de color crema
amarillenta, mientras que en las hembras la gonada es de color crema-anaranjado (Osorio,
1979). Excepcionalmente se encuentran ejemplares hermafroditas que presentan génadas con
ambos colores en areas separadas (Lozada, 1967). Al alcanzar la madurez sexual se produce el
desove, favorecido por cambios de temperatura y salinidad, por lo que en pocos dias la mayor
parte de la poblacion elimina sus gametos (Bautista, 1988). Esta especie al igual que otros
bivalvos, presenta fecundacion externa (Chipperfield, 1953). Posteriormente se forman la larva
trocofora de vida breve, que dan paso a la larva veliger, de vida planctonica (Bautista, 1988).
La fijacion tiene lugar cuando la larva (proxima a metamorfosearse y convertirse en juvenil),
encuentra un sustrato adecuado para adherirse al fondo, pierde el velo, y se produce una
reestructuracion general de todos los o6rganos (Gilbert, 1991).

Dentro del grupo de los moluscos, los bivalvos mitilidos representan en Chile un
recurso alimenticio importante, siendo M. chilensis, el que ha experimentado una mayor
explotacion asi como también un incremento en su cultivo (Navarro y col., 1990). En el afio
2000 el desembarque total anual alcanzé una cifra de 30.000 toneladas de las cuales 29%
correspondieron a desembarques obtenidos de la extraccion de bancos naturales, segin
estadisticas del Servicio Nacional de Pesca de Chile (Sernap, 2001).

Debido a su intensa explotacion, esta especie presenta veda temporal, estando
prohibida su explotacion desde el 15 de Agosto al 30 de Octubre, siendo su talla minima de
captura 5 cm. de longitud, segiin Decreto N° 433 del 9 de Agosto 1966 del Ministerio de
Agricultura.

A pesar de esta medida, la mayor parte de los bancos naturales de Mytilus chilensis se
encuentran sobre explotados, especialmente aquellos que se ubican cerca de los centros
procesadores (Navarro y col., 1990). La sobreexplotacion de este recurso trae consigo un
aumento en su valor comercial, ya sea para su consumo en fresco o para su elaboracion, previo
a su comercializacion (Pantoja, 1996). Esto constituye un estimulo para aumentar la
produccion de choritos, mediante su cultivo. Otra razon que incentiva el cultivo de esta especie
es su rapido crecimiento en sistemas suspendidos, alcanzando los 5 cm. de longitud a los 12-14
meses de edad, comparado con los 24-30 meses que necesita para alcanzar dichos tamafios en
bancos naturales (Classing y col., 1998).



En la Décima Region, especificamente en sectores cercanos a la costa de la provincia
de Valdivia, la presion de explotacion sobre recursos marinos bentonicos, también se ha visto
incrementada durante los ltimos afos, afectando la diversidad y abundancia de los estuarios y
bahias de la zona (Sernap, 1992). Esta sobreexplotacion se ha visto reflejada en tres
indicadores como son: la disminucion gradual de los desembarques anuales, la disminucion de
las tallas de captura y la disminucion de los reclutamientos naturales (Lopez, 1983).

Como alternativa real para reducir esta sobreexplotacion sobre bancos naturales se
propone desarrollar masivamente la acuicultura en la zona, cuya orientacion debe estar dirigida
al cultivo intensivo de moluscos bivalvos, actividad que ha tenido un fuerte despegue en otras
areas de nuestro pais (Winter y col., 1984).

El precario desarrollo alcanzado en la zona de Valdivia, es consecuencia de muchos
factores, entre los que se destaca la falta de conocimientos de la biologia reproductiva de las
especies a cultivar, y su interaccion con las variables ambientales en zonas estuarinas (Pantoja,
1996).

Si bien, el cultivo de M. chilensis en la zona de Valdivia ha sido fuertemente
cuestionado debido a que los volumenes de produccion son muy inferiores a los obtenidos en
Chilo¢é *, y a que las aguas presentan altos indices de contaminacion fecal (Gesche, 1983), no
es menos cierto que esto se transforma en un incentivo para la investigacion cientifica
orientada a la produccion acuicola. Con este objetivo en mente, el principal desafio para la
provincia es buscar soluciones a los inconvenientes identificados anteriormente que inhiben el
desarrollo de la acuicultura.

En general, en Chile existe atin un conocimiento muy incompleto acerca de la historia
de vida y reproduccion de esta especie, y la informacion respecto de los aspectos biologicos y
reproductivos es mas bien producto de la observacion empirica derivada del manejo de estos
mitilidos en los planteles de cultivo (Garrido, 1996). Por otra parte se debe considerar que los
ciclos reproductivos de las diferentes especies de bivalvos son unicos para cada poblacion, y
varian de acuerdo a la locacion geografica (Sastry, 1979), por lo tanto observaciones en otros
puntos del pais tienen una validez restringida, pudiendo ser utilizados s6lo como referentes.
Ademas se ha demostrado diferencias significativas en una serie de caracteristicas
reproductivas tales como fecundidad y frecuencia del tamafio ovocitario (McLachlan, 1971;
Griffiths, 1981; Harvey y Vincent, 1989; Richardson, 1993; Walker y col., 1994; Brousseau,
1995).

El conocimiento del ciclo reproductivo de invertebrados marinos es basico para su
manejo y cultivo. El estudio de aspectos reproductivos tales como el ciclo gonadal y la
fecundidad potencial permite obtener informacion del nimero de larvas producidas y la época
en que ellas seran liberadas al plancton (Defeo, 1993).

El calculo de la fecundidad es un dato fundamental para la interpretacion acabada de la
dindmica de una poblacion, ya que entre otras cosas posibilita los calculos de la mortalidad en
las primeras etapas del ciclo vital de las especies. Dichos resultados tratados en conjunto con
los datos de supervivencia y correlacionados con algunos factores del medio externo, permiten
obtener una base para los intentos de prediccion de futuros rendimientos (Dow, 1971).

*Winter,
1990

Para realizar el estudio de los ciclos gametogénicos, los mejores resultados se han
obtenido a través de la observacion de preparaciones histologicas (Scheltema, 1994). Estas
investigaciones predominantemente sustentadas sobre bases morfologicas pueden incrementar



su capacidad analitica con la incorporacion de métodos con base matematica (Christiansen,
1973). Es asi como la estereologia ha realizado un valioso aporte, introduciendo métodos
cuantitativos en el estudio de la actividad reproductiva (Vera, 1973).

Las técnicas estereoldgicas posibilitan, a partir de la superficie del corte histologico, el
analisis de diversos aspectos cuantitativos de los distintos componentes e inferir el nimero de
estructuras en el volumen del organo estudiado (Christiansen, 1973), permite una
interpretacion estadistica de los resultados y conocer el error con que se trabaja, ademas se
puede ajustar el muestreo a las necesidades de la investigacion llevada a cabo (Vera, 1973). El
método se vuelve mas preciso y sensible si se utiliza un programa de analisis computarizado de
imagenes (Die y col. 1995; Pazos y col., 1996), el cual evita la subjetividad introducida por el
investigador al examinar preparaciones microscopicas.

El objetivo principal de este estudio es realizar una descripcion del ciclo gametogénico
de Mytilus chilensis en el estuario del rio Tornagaleones (Bahia de Corral), a través de
observaciones histologicas y técnicas estereologicas. Obteniendo antecedentes valederos que a
futuro sirvan de base a los acuicultores de la zona, fortaleciendo asi el crecimiento de la
acuicultura en la Provincia.

Los objetivos especificos son:

e Realizar una descripcion histoldgica del ciclo gonadal de Mytilus chilensis en
el estuario del rio Tornagaleones.

e Establecer la época de los diferentes estados del ciclo gonadal de Mytilus
chilensis en el estuario del rio Tornagaleones.

e Realizar estimaciones de la fecundidad potencial de Mytilus chilensis en el
estuario del rio Tornagaleones.
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4. MATERIAL Y METODO

4.1. AREA DE ESTUDIO
El presente estudio se llevo a cabo en el sector de las Coloradas (Isla del Rey) (39° 53°

0,33° S; 73° 22’ 19,76 O), ubicada en el Rio Tornagaleones que desemboca en la bahia de
Corral (Décima Region) (Fig. 1).
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Fig. 1.- Ubicacion geografica del area de estudio, Bahia de Corral, Valdivia.

4.1.1. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DEL AGUA

Se tomaron como referencia los promedios mensuales de T° y salinidad (Anexo 2, fig.
14 y 15 — Anexo 3, tablas 2 y 3), facilitados por la Granja Marina Tornagaleones S.A. (39° 53°
41,87 S; 73° 20’ 27,05 O). Estos datos fueron registrados a una distancia de 3000 mts. del
area de estudio (Fig. 1), tres veces al dia (8:00 hrs. -12:00 hrs.-16:00 hrs.), a una profundidad
de 4 mts.

4.2. RECOLECCION DE MUESTRAS
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Mediante buceo autdnomo, se extrajeron mensualmente alrededor de 30 ejemplares de
Mpytilus chilensis, durante el periodo comprendido entre junio de 1999 a julio del afio 2000. El
tamafio de los ejemplares muestreados fluctuo6 entre 5 a 7 cm. de longitud aprox. No se efectud
muestreo durante el mes de septiembre de 1999 y abril del afio 2000.

4.3. PROCEDIMIENTO EN LABORATORIO

Los individuos colectados fueron trasladados en baldes a T° ambiente hasta el
Laboratorio del Instituto de Embriologia de la Universidad Austral de Chile en Valdivia, donde
cada ejemplar de Mytilus chilensis fue desconchado, para posteriormente proceder a extraer
las gonadas y pesar separadamente, el peso fresco de los tejidos blandos y de las gonadas en
una balanza digital Sartorius modelo PT1200.

4.3.1. Procedimiento histolégico

Para obtener las preparaciones histoldgicas, aproximadamente 1 cm. de longitud de la
region media de una de las gonadas de cada ejemplar se fijo en Bouin (solucion al 1,3% de
acido picrico, formalina al 10% y acido acético glacial al 5 %), permaneciendo en este fijador
hasta su procesamiento con técnica histologica corriente, de acuerdo al protocolo N° 1 (anexo
7.1).

4.4. ANALISIS DE LAS MUESTRAS
4.4.1. Calculo del Indice gonado-somatico

Las variaciones del tamano de las gonadas a través del periodo muestreado, fue
cuantificado por medio del indice gonadal (IG) ¢ indice gonado-somatico (IGS), el cual
relaciona el peso gonadal (PG) y el peso de las partes blandas (PPB) del animal. Su aplicacion
es rutinaria en este tipo de investigacion, ya que refleja el comportamiento reproductivo de las
especies. Su valor radica en que, durante el desarrollo gonadal este valor aumenta producto del
crecimiento de las estructuras que componen la géonada. Para su calcul6 se utilizo la siguiente
formula; descrita por Giese y Pierse (1974) y aplicada por Jaramillo y Navarro (1995) en
Aulacomya ater:

1.G.S :( PG x 100
P.P.B

4.4.2. Analisis histologico
4.4.2.1. Analisis histologico cualitativo del ciclo gonadal

Con la finalidad de determinar el grado de madurez gonadal y época de desove, todas
las preparaciones confeccionadas fueron estudiadas al microscopio 6ptico (Leyca DMLB-
MPS60), procediendo a clasificarse en diferentes estados gonadales, usando como referencia la
escala de madurez gonadal descrita por Jaramillo y Navarro (1995), la cual se basa en
observaciones morfoldgicas y define rangos subjetivos para Aulacomya ater (cholga).
4.4.2.2. Analisis histologico cuantitativo del ciclo gonadal en hembras

Para el estudio estereologico del ciclo gonadal en hembras, cada preparacion fue
observada en un microscopio Leyca DMLB — MPS60. Se capturaron iméagenes a través de toda
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la preparacion, siendo convertidas en sefial de video por medio de una video camara digital CE
model OS-70D, digitalizadas por una tarjeta de video Tune-in (ADS Technologies) y
guardadas como archivo BMP.

Posteriormente estas imagenes se analizaron con técnicas estereoldgicas cuantitativas, por
medio del programa analizador de imdgenes SIGMA SCAN PRO 5.0 (SPSS). Determinando el
tamafio ovocitario y fecundidad potencial (nimero de ovocitos por individuo), descritos a
continuacion:

e Tamaio Ovocitario

Para la estimacion de la frecuencia de tamafio ovocitario, se procedid a medir entre 80-
120 ovocitos por cada muestra analizada. En este estudio solo fueron considerados aquellos
ovocitos que aparecieron seccionados a través del nucleo y con bordes definidos, de manera de
obtener el tamafio medio real de cada ovocito. Por medio del programa SIGMA SCAN PRO
5.0 (SPSS), estas areas fueron transformadas a un didmetro equivalente (feret didmetro),
asumiendo a cada ovocito como una esfera perfecta. Finalmente se obtuvieron los promedios
mensuales de diametro ovocitario, para observar su variacion a lo largo del periodo de estudio

e Fecundidad Potencial

Para la estimacion de los valores de fecundidad potencial de las hembras, se calculo
inicialmente el nimero de ovocitos por unidad de volumen utilizando la siguiente formula;
descrita por Williams (1981):

1/3
n

(ay | 2O

% i=1

Nv = 4.664 x

n

Donde: Nv = numero de ovocitos por unidad de volumen.
Na = numero de ovocitos por unidad de area.
D = media del diametro de los ovocitos.
Di = diametro de cada ovocito.
n = numero de mediciones.

Se asumi6 como unidad de area, el area total de la gonada y como didmetro el feret
diametro de los ovocitos.

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

Fp =NvxV
Donde: Fp = fecundidad potencial o numero total de ovocitos por
individuo.
Nv = numero de ovocitos por unidad de volumen.

V = promedio mensual de volumen gonadal.



13

Para obtener el promedio mensual de volumen gonadal (V), se extrajeron las gonadas
de 15 individuos determinando su peso y el desplazamiento de liquido que provocaban al ser
sumergidas en agua de mar, obteniendo asi el volumen aproximado por cada gramo de gonada.
Posteriormente el promedio mensual de peso (gr) de las gonadas (Tabla 4) se multiplico por el
volumen aproximado por cada gramo de gonada (0,94) dando por resultado los promedios
mensuales de volumen gonadal (Tabla 5).

4.5.- ANALISIS ESTADISTICO

Para observar la variacion de los diferentes parametros a lo largo del periodo de
estudio, se obtuvieron la media aritmética mensual y desviacion standard del indice
gonadosomatico y tamafio ovocitario. Ademas se calcularon las frecuencias porcentuales de los
distintos estados de madurez gonadal.

Para determinar diferencias significativas de fecundidad potencial entre meses, se
realiz6 un andlisis de varianza de una via, asumiendo un nivel de significancia igual a 0.005
(paquete estadistico excel).

Por ultimo para observar la relacion entre la variacion mensual de caracteristicas fisico
quimicas del agua y las variaciones mensuales de las frecuencias de los distintos estados de
madurez gonadal, se realizo un analisis de correlacion.
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5. RESULTADOS.

5.1. INDICE GONADOSOMATICO.

Los valores del I.G.S. se mantuvieron relativamente constantes a través del periodo
muestreado, con excepcion del mes de agosto de 1999, con lo que no se pudo constatar claras
evidencias de un ciclo de desarrollo gonadal en la poblacion de M. chilensis en estudio.

Se pudo observar que los valores mensuales de IGS fluctuaron entre un valor minimo
promedio de 12,6% en agosto de 1999 y un maximo promedio de 24,9% en julio del mismo
aflo. La curva muestra este maximo en julio de 1999 y el drastico descenso en agosto, luego a
principios de primavera este valor se incrementd para mantenerse mas o menos estacionario
hasta el final del estudio (Fig. 2 — Anexo 3, tabla 6).

( Figura no disponible en el documento digital )

Fig.2: Variacion mensual del indice gonadosomatico para la poblacion de Mytilus
chilensis, muestreada en el estuario del rio Tornagaleones (Isla del Rey), entre Junio
del afo 1999 y Julio del afio 2000.
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5.2. DESCRIPCION HISTOLOGICA CUALITATIVA DEL CICLO GONADAL.

A continuacion se describen las caracteristicas histologicas observadas en machos y
hembras, en los diferentes estados de maduracion gonadal, a lo largo del periodo en estudio:

5.2.1. Hembras

Desarrollo: Foliculos bien delimitados, que presentaron en su interior gametos en diferentes
estados de desarrollo; ovogonias adheridas a la pared del foliculo fueron las méas numerosas,
aunque también fue posible observar ovocitos de diferentes tamafnos en ectapa de
previtelogénesis y algunos ovocitos bien desarrollados libres en el lumen (Fig. 3).

Madurez maxima: Foliculos més distendidos con gran cantidad de ovocitos maduros
(vitelogénesis tardia), los que se caracterizaron por su abundante citoplasma con inclusion de
plaquetas vitelinas y un nticleo central con uno o mas nucléolos prominentes. S6lo algunas
ovogonias aparecieron adheridas a la pared folicular. Las paredes foliculares se observaron
delgadas por disminucion del tejido conectivo interfolicular (Fig. 4).

Desove: Gran cantidad de foliculos vacios o semivacios, en algunos casos se observaron
rupturas de las paredes foliculares, debido a la marcada disminucién de estas. En algunos
foliculos aparecieron algunas ovogonias y algunos ovocitos en vitelogénesis pegados a las
paredes. Fue posible observar ovocitos maduros y restos de vitelo libres en el lumen de
algunos foliculos (Fig. 5).

VO,
Pz | -

Fig 3: Corte transversal de ovario de Mytilus chilensis en estado de
desarrollo. L, Lumen; Og, ovogonias; Ovp, ovocitos
previtelogénicos. Tincion Hematoxilina Eosina (200x).
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Fig 4: Corte transversal de ovario de Mytilus chilensis en estado de
madurez maxima. L, lumen; N, nucleo; Nu, nucléolo; Ovm,
ovocito maduro; Pv, plaqueta vitelina; Tif, Tejido interfolicular.
Tincion Hematoxilina Eosina (200x).

Fig 5: Corte transversal de ovario de Mytilus chilensis en
estado de desove. L, lumen; Ovp, ovocitos previtelogénicos;
Ovm, ovocito maduro; Ry, restos de vitelo. Tincion
Hematoxilina — Eosina (200x).
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5.2.2.- Machos

Desarrollo: Tubulos seminiferos bien delimitados y llenos de espermatogonias en activa
multiplicacion, espermatidas y escasos espermatozoides. No se presentaron espermatozoides
en los conductos genitales (Fig. 6).

Madurez maxima: Escaso tejido intersticial. Tibulos seminiferos con abundantes células de
la linea espermatogénica en la pared del foliculo y espermatozoides maduros llenando el lumen
de los tubulos seminiferos. Se advirti6 la presencia de espermatozoides en los conductos
genitales (Fig.7).

Desove: Tubulos seminiferos vacios, con tabiques de tejido conectivo adelgazados. En las
paredes se observaron espermatogonias y espermatocitos, algunos espermatozoides se
encuentran en el lumen. Los conductos genitales se encontraron repletos de espermatozoides

(Fig. 8).

Fig.6: Corte transversal de gonada masculina de Mytilus chilensis en estado de
desarrollo. L, lumen; Eg, espermatogénias, Ep, espermatidas. Tincion
Hematoxilina- Eosina (100x). Las células de la linea espermatica fueron definidas
por su posicion en la gonada.
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transversal de gonada masculina de Mytilus chilensis en estado de madurez
maxima. L, lumen; E, espermatozoides. Tincion Hematoxilina-Eosina
(100x). Las células de la linea espermatica fueron definidas por su posicion
en la gonada.

Fig. 8. Corte transversal de gébnada masculina de Mytilus chilensis en emision.
L, lumen; Eg, espermatogonias. Tincion Hematoxilina- Eosina (100x). Las
células de la linea espermatica fueron definidas por su posicion en la gonada.

De acuerdo a los estados de maduracién gonadal descritos previamente, se pudo
establecer que las hembras en estado de desarrollo, exhibieron un alto porcentaje a finales de
invierno de 1999. En primavera los porcentajes se redujeron drasticamente (0%), situacion que
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se mantuvo hasta finales de verano cuando se inici6 una recuperacion del estado de desarrollo.
En otofo este estado sigui6 recuperandose, hasta alcanzar su méxima frecuencia (100%) en el
mes de julio del afio 2000 (Fig. 9- Anexo 3, tabla 7).

En el caso de la poblacion de machos, el estado de desarrollo” alcanz6 su maxima
porcentaje en agosto de 1999 (76,47%). Esta frecuencia relativa decayd a principios de
primavera, disminuyendo al méximo en diciembre del mismo afio (0%). A mediados de verano
se inicio una recuperacion, que se mantuvo durante otofio para llegar, al final del muestreo, a
un 45,83% (julio) de la poblacion muestreada (Fig. 9- Anexo 3, tabla 7).
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Fig. 9: Variacion mensual de la frecuencia (%) de individuos machos y hembras de Myftilus
chilensis en estado de desarrollo, muestreados en el estuario del rio Tornagaleones (Isla del
Rey), entre junio del afio 1999 y julio del afio 2000.

El estado de madurez méaxima en la poblacion de hembras se observd con porcentajes
relativamente altos al comienzo del muestreo, pero decayd a un 0% en agosto, recuperandose
rapidamente a comienzos de primavera, alcanzando un 52,94% en octubre. Posteriormente a
finales de primavera y durante todo el verano se produjo una caida en los porcentajes de
individuos en madurez maxima. En otofio del mismo afio, este porcentaje se recuperd
alcanzando en el mes de junio un 37,5%, para finalmente disminuir a un 0% en julio (Fig. 10 —
Anexo 3, tabla 7).
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En poblacion de machos en estudio, el estado de madurez méaxima presentd altos
porcentajes al comienzo del muestreo, junio y julio de 1999, con 55,56% y 47,37%
respectivamente y al igual que la poblacion de hembras, esta frecuencia decayé en forma
dréstica en agosto de 1999 (5,88%). En primavera se observo una recuperacion de este estado
gonadal, alcanzando un 63,64% en noviembre de 1999. A finales de primavera las frecuencias
relativas comienzan a decaer, lo cual continua durante todo el verano, para luego a finales de
otofo recuperarse de forma brusca, alcanzando su maximo en junio (68,18%). Posterior a este
aumento, la frecuencia del estado de madurez méxima en la poblacion de machos vuelve a
decaer registrandose en julio un 20,83% (Fig. 10 — Anexo 3, tabla 7).
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Fig.10: Variacion mensual de la frecuencia (%) de individuos machos y hembras de Mytilus
chilensis en estado de madurez maxima, muestreados en el estuario del Tornagaleones (Isla del
Rey), entre junio del afio 1999 y julio del afio 2000.

El porcentaje de hembras en estado de desove de gametos fue bajo al comienzo del
muestreo (invierno 1999). Durante primavera y verano de ese afio, este estado mostrd una
significativa recuperacion, alcanzando su maximo valor en enero del afio 2000 con un 76,92%.
En otofio la frecuencia de hembras desovadas disminuy6 llegando finalmente en junio y julio
del afio 2000 a un 0% (Fig. 11 — Anexo 3, tabla 7).

La poblacion de machos muestreados, exhibio durante el invierno del afio 1999 un bajo
porcentaje de machos en estado de emision. A principios de primavera este porcentaje se
increment6 alcanzando su maximo de 61,54% en octubre de 1999, en noviembre presento una
dréstica disminucion, para luego elevarse a principios de verano a un 57,14% (diciembre).
Durante todo el verano y otofio del afio 2000, el porcentaje de machos en estado de emision se
mantuvo alto (sobre 50%), con excepcion del mes de enero en donde alcanzo solo un 35,7 %.
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Los meses siguientes (febrero- mayo) los valores se mantuvieron relativamente estables, para
decaer en junio y recuperarse en julio (Fig. 11 — Anexo 3, tabla 7).

( Figura no disponible en el documento digital )

Fig. 11: Variacion mensual de la frecuencia (%) de individuos machos y hembras de Mytilus
chilensis en estado de emision /desove, muestreados en el estuario del rio Tornagaleones (Isla
del Rey), entre junio del afio 1999 y julio del afio 2000.

5.3. CORRELACION ENTRE EL CICLO GAMETOGENICO Y CARACTERISTICAS
FISICO-QUIMICAS DEL AGUA

Al analizar los coeficientes de correlacion presentados en la Tabla 1, es posible
observar que la variacion mensual de las frecuencias de machos en estado de emision y
hembras desovadas se correlacionaron positivamente tanto con las variaciones de temperatura
como salinidad. Se destaca la alta correlacién que existi0 entre hembras desovadas y las
caracteristicas fisico-quimicas del agua.

La variacion mensual de las frecuencias de machos y hembras en estado de desarrollo,
también se correlacionaron con la variacion de temperatura y salinidad, pero de manera inversa
(correlacion negativa). Se destaca la alta correlacion negativa que existid entre hembras en
desarrollo y las caracteristicas fisico quimicas del agua.

En el caso de hembras y machos en estado de madurez méaxima no presentaron valores
significativos de correlacion con las variables ambientales.
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Tabla 1: Coeficientes de correlacion (r), entre las caracteristicas fisico quimicas del agua y los
distintos estados de madurez gonadal de ejemplares de Mytilus chilensis, muestreados en el
estuario del rio Tornagaleones (Isla del Rey) entre junio del afio 1999 y julio del afio 2000.

Caracteristicas ESTADOS DE MADUREZ GONADAL
fisico- quimicas Desarrollo. Madurez maxima Emision/Desove
del agua Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras
Temperatura r=-0,61 r=-0,82 R =-0,08 r=0,13 r=0,69 r=0,98
Salinidad r=-0,79 r=-0,94 R=0,07 r=0,07 r=20,63 r=20,85

5.4. DESCRICION HISTOLOGICA CUANTITATIVA DEL CICLO GONADAL EN
HEMBRAS

5.4.1. Tamano Ovocitario

Los promedios mensuales de tamafio ovocitario, para los ejemplares de Mytilus
chilensis en estudio, fluctuaron entre un valor minimo de 25,5 + 6,6 um de diametro obtenido
durante el mes de agosto de 1999, hasta un valor maximo de 39,5 + 5,5 um en el mes de
noviembre del mismo afio.

En la Fig.12 se observa que en el invierno de 1999 el promedio mensual de tamafio
ovocitario disminuyo hasta llegar a su minimo en agosto. A principios de primavera este valor
se recupera, para posteriormente disminuir en forma paulatina a finales de primavera, durante
el verano y todo el otofio, alcanzando finalmente en julio del afio 2000 un valor promedio de
25,6 = 6,4 um de diametro (Fig. 12 — Anexo 3, tabla 9).
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Fig. 12: Variacion del promedio mensual de didmetro ovocitario (um) de Mytilus chilensis,
muestreadas en el estuario del rio Tornagaleones (Isla del Rey), entre junio del afio 1999 y
julio del afio 2000.

5.4.2.- Fecundidad potencial.

El promedio de fecundidad potencial determinado para la poblacion de Mytilus
chilensis en estudio fue de 14.8 = 4.8 x 10° ovocitos por individuo. Los promedios mensuales
fluctuaron entre un valor minimo de 7.103.658 + 2.186.294 ovocitos por individuo obtenido
durante el mes de agosto de 1999, hasta un valor maximo de 20.921.571 + 1.961.849 ovocitos
por individuo en el mes de julio del afio 2000. Con respecto al andlisis de varianza, no se
observaron diferencias significativas entre los promedios mensuales de fecundidad potencial, a
excepcion del mes de agosto.

La fig. 13 muestra la fluctuacion de fecundidad potencial a través del periodo de
estudio. Es posible observar la caida de este parametro en agosto del ano 1999, seguida de una
brusca recuperacion en primavera y posteriormente un incremento sostenido durante las
estaciones de verano, otoflo e invierno.
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Fig. 13 Variaciéon del promedio mensual de fecundidad potencial (n° de ovocitos por
individuo) de las hembras de Mytilus chilensis, muestreadas en el estuario del rio
Tornagaleones (Isla del Rey), entre junio del afio 1999 y julio del aiio 2000.
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6. DISCUSION

En el presente estudio, no fue posible establecer claramente la existencia de un ciclo
gonadal, a través del andlisis del indice gonadosomatic o (I.G.S). Esta falta de relacion entre el
I.G.S y el ciclo gonadal, también fue observada por Zenis (2000), quien indica que el indice
puede variar por razones tales como: cantidad de alimento ingerido, periodo de inanicion,
estructuras gonadales (asincronia en los estados de madurez) y cantidad de liquido presente en
las gonadas. Todo esto hace variar tanto el peso de las gonadas como del cuerpo del individuo,
por lo que el indice gonadosomatico podria alterarse, no representando la tendencia
reproductiva de la poblacion.

Por otra parte Devlaming y col. (1982) indican que la utilizacion del peso seco, para la
obtencion del 1.G.S, es preferible al peso humedo debido a que disminuye la variabilidad en el
contenido de agua entre los diferentes tejidos segliin las estaciones. Ademas, diversos autores
indican que en el desarrollo del 6rgano reproductor existe una marcada disminucion en la
cantidad de agua, mientras que en el desove causa un aumento de este parametro en la géonada
(Paulet, 1990; Barber y Blake, 1991). A partir de los resultados obtenidos en este estudio, se
deduce que la estimacion del indice gonadosomatico (I.G.S) utilizando génadas frescas (peso
himedo), no parece ser un criterio solido para determinar el comportamiento reproductivo de
Mpytilus chilensis. Por lo tanto se sugiere que al utilizar el indice gonadosomatico en Mytilus
chilensis este se realice en seco y con un analisis histologico posterior, comprobando
verazmente el estado funcional de la gonada y asi obtener un resultado mas cercano a la
realidad.

A partir del estudio histologico de las génadas de Mytilus chilensis, en el area del Rio
Tornagaleones, durante el periodo de junio de 1999 hasta julio del afio 2000, se observo que
tanto machos como hembras no maduran uniformemente, observandose dos diferentes estados
de madurez gonadal en la géonada de un mismo individuo, sin embargo fue posible reconocer la
dominancia de uno de los estados. De este modo se pudo determinar que esta especie presenta
un ciclo reproductivo anual, caracterizado por un extenso periodo de desove que ocurre entre
octubre y marzo. Similar resultado fue reportado por Pantoja (1996), quien describe tres
episodios de desove en el Rio Tornagaleones, deducidos a partir de las variaciones que
experiment6 el rendimiento carneo neto de M. chilensis. El primer episodio lo identificd en
primavera, entre octubre y noviembre; el segundo en verano, entre diciembre y enero; y el
ultimo durante otofio, entre marzo y abril. De estos episodios, solo el tercero no coincide con
los periodos de emision de gametos determinados en este estudio. Esta diferencia podria ser
explicada por un bajo rendimiento en el peso seco de la carne como consecuencia de una
reduccion de la oferta alimenticia durante ese periodo (fines de verano-otofio). Otros
antecedentes que avalan esta idea es que Pantoja (1996) no observa una clara relacion entre
este periodo de desove con la fijacion larval. Ademas los resultados de Aizpun de Moreno y
col., 1971; Lozada, 1968; Trevaillon, 1971; Vahl, 1976 y Winter y col., 1979 confirman la
ocurrencia de descensos en el peso seco como resultado de condiciones ambientales deficientes
y especialmente a escasa oferta alimenticia, por lo que la caida en el peso se deberia a la
utilizacion de reservas alimenticias y no a procesos de expulsion gamética.

Los resultados aqui descritos, son diferentes a los reportados por Lopez (1975) para el
Estero de Castro y por Winter y col., (1979) para Yaldad , donde el periodo mas importante de
desove ocurriria entre septiembre - febrero y enero - marzo, respectivamente. Esta diferencia
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en los periodos de desove puede ser explicada como resultado de la influencia de la latitud
sobre el ciclo reproductivo de los bivalvos. En Chile ya se han descrito diferencias en los ciclos
gametogénicos por efecto de la latitud en otras especies. Avellanal y col. (2000) observaron
variabilidad en la duracién de los ciclos gametogénicos y en la fecundidad potencial de Ensis
macha (huepo), Tagelus dombeii (navajuela) y Mulinia edulis (macha), a través de la Novena
y Décima region. Autores como Ropes, 1968; Tarifefio, 1980; Manzi y col, 1985; Hefferman y
col., 1989; Laasuy y Simons, 1989; Kanti y col., 1993; han reportado antecedentes que indican
como causa de estas diferencias latitudinales las variaciones en las corrientes, en la temperatura
de las aguas, en la salinidad, el fotoperiodo y en la oferta alimenticia.

La temperatura ha sido propuesta como una de las causas mas importantes de esta
diferencia en el inicio de la gametogénesis y el desove, en diferentes poblaciones de la misma
especie, puesto que es primordial para iniciar los procesos de multiplicacion y crecimiento de
los gametos (Giese, 1959; Sastry, 1966, 1970; Newell y Branch, 1980). Estas observaciones
también fueron efectuadas por Chipperfield, 1953; Lubet, 1959, Raimbault, 1966; Andreu,
1968 y Desgouille, 1969 en Mytilus edulis, quienes demostraron una clara relacion entre la
temperatura y la gametogénesis. Es asi como la duracion del periodo de reproduccion abarcara
un mayor o menor periodo de tiempo, segun aumente o disminuya la media térmica anual
(Urban y Campos, 1994; Villalejo-Fuerte y col., 1996; Gallardo y Weber, 1996; Garcia
Dominguez y col., 1996). Ademas, cuando los gametos se encuentran a punto de ser emitidos,
el animal entra en un estado inestable (Lubet, 1959), tornandose muy sensible a las variaciones
bruscas del medio, por lo que la descarga de gametos se desencadenara cuando un cierto nivel
de temperatura sea alcanzado o cuando existan cambios drasticos de este factor, ocurriendo
dichos cambios en diferentes periodos del afio dependiendo de la ubicacion geografica de cada
poblacion. En este estudio la emision de gametos en el rio Tornagaleones siguié un ritmo
similar a las fluctuaciones de temperatura, produciéndose el desove en forma coincidente con
los periodos de més alta temperatura (verano).

Sin embargo, la temperatura no es el unico factor que permite explicar las diferencias
latitudinales de las caracteristicas reproductivas en los moluscos. Muchos estudios atribuyen
estas variaciones especialmente a la oferta alimenticia local, la cual determina la reserva de
nutrientes y por consiguiente la capacidad para iniciar el desarrollo gametogénico (Sastry,
1970; Crump, 1971; Newell y col., 1982; Bricelj y col., 1987; MacDonald y Thompson, 1988).
A este respecto Bayne y Worral (1980) apuntan a que tanto la gametogénesis y la emision de
gametos son posibles a cierta temperatura s6lo si existen suficientes reservas en el animal o
disponibilidad de alimento en su medioambiente inmediato. Ademas, por ser Mytilus chilensis
una especie con modelo larval planctotrofico, la disponibilidad de alimento postfecundacion se
hace indispensable, ya que las larvas so6lo sobreviviran con un adecuado abastecimiento
alimenticio (Himmelman, 1983).

Debido a la variabilidad de ambos factores (temperatura y oferta alimenticia) en las
aguas a través de la costa chilena (Vivian, 1979; Brattstrom y Johanssen , 1983; Strub y col.,
1998), la diferencia de los resultados obtenidos en este estudio respecto de los estudios
reportados para otras zonas del pais eran esperables. Por ejemplo, en Yaldad la biomasa
fitoplanctonica presenta dos alzas notorias durante el transcurso del afio. Una ocurre durante
los meses de octubre y noviembre, coincidiendo con el periodo de activa gametogénesis (pre-
desove) de los choritos, mientras que la otra ocurre durante los meses de febrero y marzo
permitiendo una rapida recuperacion de la energia perdida por los choritos en proceso de
reproduccion (expulsion gamética) (Winter y col., 1982). A su vez, Pantoja (1996) observa que
las optimas condiciones alimenticias en el Rio Tornagaleones ocurren durante los meses
estivales (primavera- verano), coincidiendo también con la principal época reproductiva
(desove).
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A partir de la observacion de las secciones histologicas de los estados de madurez
gonadal de machos y hembras de Mpytilus chilensis en el Rio Tornagaleones , se pudo
establecer que existe sincronizacion gonadal en los diferentes estados del ciclo gonadal. Esta
sincronizacion es bastante notoria para el estado de desarrollo, mientras que para el estado de
madurez méxima hay un leve desfase en el tiempo para lograr el maximo (un mes), lo que
puede ser atribuible a la variacion que existen en los procesos de espermiogénesis y
gametogénesis en los moluscos (Peredo y col.,1987).

Respecto de las estimaciones directas de fecundidad potencial para bivalvos y en los
moluscos en general son escasas. La mayoria de los autores han realizado estimaciones
indirectas de fecundidad de M. edulis, estimando la perdida de peso durante el periodo de
desove, reportando valores que fluctian entre 0.5 x 10° y 7.6 x 10° de ovocitos por hembra
(Mateeva, 1948; Bayne y col., 1975; Bayne y col., 1978). Solo Sprung (1983) realiz6 conteo de
gametos desovados de M. edulis en condiciones de laboratorio, obteniendo valores de 7.4 x
10°. Sin embargo este registro subestimaria la fecundidad, ya que es sabido que la expulsion de
gametos declina por estrés de los individuos en laboratorio (Bayne, 1978), y que la descarga de
los gametos durante el periodo de desove es intermitente (Mateeva, 1948; Lubet, 1957, 1959;
Seed, 1969, 1975). En base a estos antecedentes los valores de fecundidad potencial obtenidos
en la presente investigacion adquieren mayor valor, ya que la metodologia utilizada permite
reducir la influencia de factores externos en la estimacion de fecundidad.

El promedio de fecundidad potencial determinado para la poblacion de Mytilus
chilensis en estudio fue de 14.8 + 4.8 x 10° ovocitos por individuo. Este valor es similar a los
obtenidos en otras especies de bivalvos chilenos con larvas planctonicas, tales como Ensis
macha (Molina), Mulina edulis (King) (Avellanal y col, 2002), Aulacomya ater (Molina),
Choromytilus chorus (Molina), Venus antiqua (King y Broderip), Eurhomalea rufa
(Lamarck), Mesodesma donacium (Lamarck), y Prothotaca thaca (Molina) (Lozada, 1989).
No existieron diferencias significativas en el transcurso del periodo de estudio, a excepcion del
mes de agosto de 1999 en que el promedio del nimero de ovocitos por individuo disminuye al
minimo. Esta diferencia se debe a que la fecundidad potencial esta directamente relacionada
con el tamafio gonadal del individuo, como en agosto este valor fue muy bajo, el promedio
mensual de fecundidad también se redujo.

Los resultados respecto del tamafio de los ovocitos demostraron que el tamafio
promedio mensual de los ovocitos varié de acuerdo a las fluctuaciones del ciclo gonadal con lo
cual, los mayores diametros promedios fueron observados coincidentes con los periodos de
madurez maxima y desove. A diferencia de lo ocurrido con la fecundidad potencial, el tamafio
de la gonada no pareciera afectar el tamafio de los ovocitos (Avellanal y col., 2002).

El adecuado conocimiento del las actividades reproductivas como el ciclo
gametogénico permite manejar con criterios mas apropiados el cultivo de especies con valor
comercial, asi como la explotacion racional de los bancos naturales de dichas especies.

La presente tesis recopila antecedentes del ciclo gametogénico de Mytilus chilensis en
el area del Rio Tornagaleones, aportando informacion para el desarrollo del cultivo de este
recurso en la provincia. Sin embargo es necesario realizar estudios que abarquen aspectos
relacionados con la distribucion espacial y temporal de las larvas, asi como la variacion de la
oferta alimentaria. Del mismo modo se hace necesario realizar estudios de impacto ambiental,
para medir el efecto que puede producir el establecimiento de cultivo de choritos sobre otras
especies de la bahia de Corral, para lo cual se debe tomar en cuenta, la naturaleza de los
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sedimentos existentes; cantidad de biodepositos producidos; composicion de poblaciones
bentonicas y las caracteristicas hidrograficas presentes.
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7. CONCLUSIONES

1.- La estimacion del indice gonadosomadtico (I.G.S) utilizando goénadas frescas (peso
himedo), no parece ser un criterio solido para determinar el comportamiento reproductivo de
Mpytilus chilensis, ya que mediante este método no se pudo establecer claramente la existencia
de un ciclo gonadal.

2.- El ciclo reproductivo de Mytilus chilensis ubicados en el Rio Tornagaleones es anual,
caracterizado por un largo periodo de desove que ocurre durante los meses de primavera —
verano (octubre- marzo).

3.- Mytilus chilensis ubicados en el Rio Tornagaleones, presenta un ciclo reproductivo
sincronico, puesto que las poblaciones de machos y hembras presentan un similar estado de
desarrollo y maduracion gonadal, ademas de una liberacion de gametos simultanea.

4.- Existe una clara relacion entre las variables ambientales (temperatura-salinidad) y la
gametogénesis de Mytilus chilensis, puesto que la emision de gametos siguid un ritmo similar
a las fluctuaciones de temperatura y salinidad registradas, produciéndose el desove en forma
coincidente con los periodos de mas alta temperatura y salinidad (verano).

5.- La variacion del promedio mensual de tamafio ovocitario de Mytilus chilensis ubicados en
el Rio Tornagaleones, refleja el ciclo gametogénico, su incremento se produce en el estado de
desarrollo y alcanza sus maximos valores en el periodo previo y durante el desove.

6.- La fecundidad de Mytilus chilensis ubicados en el Rio Tornagaleones fue estimada en 14.8
+4.8 x 10° ovocitos por individuo, durante el periodo desde junio del afio 1999 a julio del afio
2000.
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ANEXO 1. PROTOCOLO N°1.

1. - Deshidratacion en bateria de alcoholes.

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

2. - - Alcohol 100% -+ Butanol por 20 minutos.
- Butanol I por 10 minutos.
- Butanol IT por 10 minutos.

3.- - Butanol + Paraplast por 10 minutos a 52-56°C.
- Paraplast I por 5 a 7 minutos a 52-56°C.
- Paraplast II por 5 a 7 minutos a 52-56°C.
- Paraplast II por 5 a 7 minutos a 52-56°C.

4. - Inclusion en Paraplast.

5. - Obtencioén de cortes seriados de 7 um. de espesor en microtomo Spencer 820 (American
optical), los cuales se montaron en portaobjetos previamente albuminizados, para
permanecer un minimo de 48 horas a 56°C.

6. - Tincion Hematoxilina- eosina

e Desparafinado
- Xilol I por 10 minutos.
- Xilol II por 10 minutos.

Hidratacion:
- Alcohol 100% por 5 minutos.
- Alcohol 96% por 5 minutos.
- Alcohol 80% por 5 minutos.
- Alcohol 70% por 5 minutos.

e Lavado en agua corriente por 5 minutos.
e Tincion Nuclear (Hematoxilina de Harris) por 3 a 5 minutos.
e Lavado en agua corriente por 20 minutos.
e Tincion citoplasmatica (Eosina) por 3 a 4 minutos.
e 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 cubreobjetos utilizando resina sintética (Permount).

Secado a T® ambiente por minimo 24 hrs.
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ANEXO 2. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DEL AGUA.
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Fig. 14: Variacion mensual de Temperatura en °C, a 4 mts. de profundidad, en el estuario del
rio Tornagaleones (Isla del Rey), entre junio del afio 1999 y julio del afio 2000.
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Fig. 15: Variacion mensual de salinidad (ppm.), a 4 mts. de profundidad, en el estuario del rio
Tornagaleones (Isla del Rey) ,entre junio del afio 1999 y julio del aiio 2000.
ANEXO 3.- TABLAS
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Tabla 2: Variacion mensual de Temperatura en °C, a 4 mts. de profundidad en el estuario del
Tornagaleones (Isla del Rey), entre junio del afio 1999 y julio del aiio 2000.

Meses Temperatura °C

Media Desv. stand.
Junio 99 9.71 0.28
Julio "99 9.3 0.3
Agosto 99 9.6 0.4
Septiembre 99 10.6 1.3
Octubre 99 13.8 0.9
Noviembre 99 15.3 0.6
Diciembre 99 15.8 0.6
Enero 00 16.3 0.8
Febrero "00 16.9 0.7
Marzo 00 14.6 1.2
Abril 00 12.9 0.5
Mayo 00 12.2 0.3
Junio 00 9.7 0.8
Julio "00 10 1

Tabla 3: Variacion mensual de salinidad (ppm.), a 4 mts. de profundidad, en el estuario del rio
Tornagaleones (Isla del Rey) ,entre junio del afio 1999 y julio del aiio 2000.

Salinidad ppm.

WG Media Desv. stand.
Junio 99 16.7 9.2
Julio "99 16.3 4.3
Agosto ‘99 9.5 4.1
Septiembre 99 9.6 6.3
Octubre 99 22.2 3.6
Noviembre 99 22.7 3.8
Diciembre 99 24.8 1.7
Enero 00 26.7 2.0
Febrero "00 22.7 2.2
Marzo '00 259 1.5
Abril "00 22.8 3.2
Mayo 00 24.7 3.2
Junio "00 13.9 7.3
Julio "00 7.8 5.9
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Tabla 4: Promedio mensual del peso humedo gonadal (grs.) de los individuos de Mytilus
chilensis, muestreados en el estuario del rio Tornagaleones, entre junio del afio 1999 y julio del
afio 2000.

Meses Peso gonadal
(grs.)

Junio 99 2,09
Julio "99 3,80
Agosto 99 0,67
Octubre 99 2,29
Noviembre 99 2,78
Diciembre 99 2,47
Enero 00 2,20
Febrero '00 2,33
Marzo ‘00 2,10
Mayo 00 2,34
Junio "00 3,33
Julio "00 2,40

Tabla 5: Promedio mensual del volumen gonadal de los individuos de Mytilus chilensis,
muestreados en el estuario del rio Tornagaleones, entre junio del afio 1999 y julio del afio
2000.

Volumen
Meses

gonadal
Junio 99 2,04
Julio "99 3,73
Agosto 99 0,66
Octubre 99 2,24
Noviembre 99 2,72
Diciembre 99 2,42
Enero 00 2,16
Febrero 00 2,28
Marzo ‘00 2,05
Mayo ‘00 2,30
Junio "00 3,26
Julio "00 2,35




42

Tabla 6: Variacion mensual del Indice gonadosomatico de los individuos de Mytilus chilensis,
muestreados en el estuario del rio Tornagaleones, entre junio del afio 1999 y julio del afio

2000.

Meses Indice gonadosomatico (%)
Media Desyv. stand.

Junio 99 20,7 3.4
Julio 99 24,9 4,8
Agosto 99 12,6 9,5
Octubre 99 21,1 4.5
Noviembre 99 21,6 5,4
Diciembre 99 22,2 3,8
Enero 00 22,7 4,0
Febrero 00 20,5 2,4
Marzo 00 21,8 3,1
Mayo ‘00 20,0 2,9
Junio "00 22,5 5,0
Julio 00 21,9 3,6

Tabla 7: Frecuencias porcentuales de los diferentes estados de madurez gonadal para
individuos de ambos sexos de Mpytilus chilensis, muestreados en el estuario del rio

Tornagaleones (Isla del Rey), entre junio del afio 1999 y julio del aiio 2000.

ESTADOS DE MADUREZ GONADAL

MESES Desarrollo % Madurez Max. % | Emision/Desove % N? de individuos

Machos Hembras | Machos | Hembras | Machos | Hembras |Machos | Hembras
Junio "99 27,78 45,45 55,56 36,36| 16,67 18,18 18 11
Julio "99 42,11 60 47,37 40| 10,53 0 19 10
Agosto "99 76,47 90,91 5,88 0 17,65 9,09 17 11
Septiembre ‘99 0 0 0 0 0 0 0 0
Octubre 99 7,69 0 30,77 52,94 61,54 47,06 13 17
Noviembre 99 18,18 0 63,64 42,11| 18,18 57,89 11 19
Diciembre 99 0 0 42,86 25| 57,14 75 14 16
Enero '00 25 0 37,5 23,08 37,5 76,92 16 13
Febrero 00 18,18 0 22,73 25| 59,09 75 22 8
Marzo "00 25 29,41 16,67 17,65| 58,33 52,94 12 17
Abril "00 0 0 0 0 0 0 0 0
Mayo 00 23,53 33,33 23,53 33,33| 52,94 33,33 17 12
Junio 00 27,27 62,5 68,18 37,5 4,55 0 22 8
Julio "00 45,83 100 20,83 0| 33,33 0 24 6
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Tabla 8: Variacion del promedio mensual del didmetro ovocitario de los ejemplares de Mytilus
chilensis, muestreados en el estuario del rio Tornagaleones (Isla del Rey), entre junio del afio

1999 y julio del afio 2000.
Meses Diametro ovocitario (um)

Media Desv. stand.
Junio 99 32,1 12,5
Julio "99 29,0 11,1
Agosto 99 25,5 6,6
Octubre 99 38,3 6,1
Noviembre 99 39,5 5,5
Diciembre '99 36,0 7,4
Enero "00 36,8 7,5
Febrero "00 32,3 7,3
Marzo "00 32,0 6,6
Mayo ‘00 31,2 12,0
Junio "00 30,2 9,5
Julio "00 25,6 6,4

Tabla 9: Variaciéon mensual de Fecundidad potencial de los ejemplares de Mytilus chilensis,
muestreados en el estuario del rio Tornagaleones, entre junio del afio 1999 y julio del afio

2000.

Fecundidad potencial
Meses (n° ovocitos por individuo)
Media Desv. stand.

Junio 99 16.264.272 3.639.152
Julio 99 17.346.870 8.915.093
Agosto 99 7.103.658 2.186.294
Octubre 99 13.778.598 2.336.142
Noviembre "99 14.217.620 4.815.378
Diciembre 99 14.713.738 2.942.447
Enero "00 14.893.640 1.553.850
Febrero "00 12.725.525 5.726.535
Marzo ‘00 14.959.191 3.195.313
Mayo 00 17.960.422 3.201.359
Junio "00 17.243.227 5.284.941
Julio "00 20.921.571 1.961.849
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