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Resumen

La etapa reproductiva de todo ser vivo, cumple un rol fundamental dentro de su
ciclo de vida. Los moluscos bivalvos, son organismos dioicos, de fecundacion externa,
con existencia de algunas especies hermafroditas. La Familia Glycymeridae, abarca un
conjunto de especies conservadoras en cuanto a su morfologia. De cardcter cosmopolita.

La especie Glycymeris longior habita fondos arenosos y se distribuye desde Rio
de Janeiro (Brasil) hasta el golfo San Matias (Argentina). Su actividad reproductiva ha
sido escasamente estudiada, a pesar de ser considerada como una especie de potencial
interés econémico (Doldan, 2006).

Este trabajo de Tesina describe las caracteristicas reproductivas de G. longior en
el golfo San Matias, en el periodo comprendido entre junio de 2015 y julio de 2016, y su
relacion con las variables ambientales, Temperatura y Clorofila a.

Durante el periodo de estudio se colectaron mensualmente 30 ejemplares, los
cuales fueron medidos, pesados y procesados mediante técnicas histoldgicas
convencionales. A partir de las secciones histoldgicas, los individuos fueron sexados y
luego se establecieron los estadios de desarrollo gonadal y sus proporciones mensuales.
El grado de maduracion gonadal fue estimado cuantitativamente utilizando la distribucion
de frecuencias de didametro ovocitario, nimero medio de ovocitos por campo y el area
ovocitaria relativa.

Los parametros ambientales (temperatura superficial del mar y concentracion de
Clorofila a) fueron obtenidos a partir del procesamiento de iméagenes satelitales
(oceancolor.gsfc.nasa.gov - satélite MODIS-Aqua), utilizando el programa SeaDAS 7.4,
y de las mediciones in situ de la temperatura.

Se analizaron 354 individuos, de un total de 363. Utilizando un test estadistico de
Chi? (X?), para un N = 351, la proporcion sexual de la poblacion de Glycyemeris longior
analizada difiere de 1:1. La cantidad de machos por hembra es de 1,38 y la cantidad de
hembras por macho es de 0,78. La proporcion de sexos observada es 0,85%
hermafroditas, 41,88% hembras y 58,11% machos.

El desarrollo gonadal presenta cinco estadios bien definidos: proliferacion,
maduracion, maduracion total, evacuacion y evacuacion con recuperacion. Este ultimo

estadio indica la ausencia de reposo gonadal durante el ciclo reproductivo de la poblacién



estudiada. Se identificaron dos épocas de maxima madurez: octubre—noviembre 2015 y
mayo 2016.

Al comparar el ciclo de desarrollo gonadal con los parametros ambientales, se
observo que los estadios de madurez coinciden con los picos maximos de clorofila y con
un rango de temperatura entre los 10° a 14°C.

Se identifico atresia gonadal en 122 hembras, de un total de 147 durante todo el
afio; afectando todos los estadios reproductivos de la especie entre el 70% y 100% de los
ejemplares, con maximos en marzo y abril 2016.

La clorofila tendria un efecto de mayor importancia que la temperatura, dado que
esta Gltima no funcionaria como disparador del ciclo reproductivos. Las causas de la
atresia, no presentan relacion alguna con los parametros ambientales estudiados en este

trabajo.

Palabras claves: Glycymeris longior, Golfo San Matias, reproduccién, Atresia,
parametros ambientales, Patagonia.




Abstract.

The reproductive stage of every living being plays a fundamental role in its life
cycle. The bivalve mollusks are dioic organisms, with external fertilization, with the
existence of some hermaphroditic species. The Glycymeridae Family, includes a set of
conservative species in terms of its morphology. Cosmopolitan in character

The species Glycymeris longior inhabits sandy bottoms and is distributed from
Rio de Janeiro (Brazil) to the San Matias gulf (Argentina). Its reproductive activity has
been scarcely studied, despite being considered as a species of potential economic interest
(Doldan, 2006).

This work of Tesina describes the reproductive characteristics of G. longior in the
San Matias Gulf, in the period between June 2015 and July 2016, and its relationship with
the environmental variables, Temperature and Chlorophyll a.

During the study period, 30 specimens were collected monthly, which were
measured, weighed and processed by conventional histological techniques. From the
histological sections, the individuals were sexed and then the stages of gonadal
development and their monthly proportions were established. The degree of gonadal
maturation was quantitatively estimated using the ovocyte diameter frequency
distribution, the average number of oocytes per field and the relative oocyte area.

The environmental parameters (sea surface temperature and Chlorophyll a
concentration) were obtained from satellite image processing (oceancolor.gsfc.nasa.gov
- MODIS-Aqua satellite), using the SeaDAS 7.4 program, and in situ measurements of
the temperature.

We analyzed 354 individuals, out of a total of 363. Using a statistical test of Chi2
(X2), for a N = 351, the sexual proportion of the population of Glycyemeris longior
analyzed differs from 1: 1. The number of males per female is 1.38 and the number of
females per male is 0.78. The sex ratio observed is 0.85% hermaphrodites, 41.88%
females and 58.11% males.

The gonadal development presents five well-defined stages: proliferation,
maturation, total maturation, evacuation and evacuation with recovery. This last stage
indicates the absence of a stage of gonadal rest during the reproductive cycle of the
population studied. Two periods of maximum maturity were identified: October-
November 2015 and May 2016.

When comparing the cycle of gonadal development with the environmental
parameters, it was observed that the stages of maturity coincide with the maximum peaks
of chlorophyll and with a temperature range between 10 ° to 14 ° C.



Gonadal atresia was identified in 122 females, out of a total of 147 throughout the
year; affecting all the reproductive stages of the species between 70% and 100% of the
specimens, with maxima in March and April 2016.

Chlorophyll would have an effect of greater importance than temperature, since
the latter would not function as a trigger for the reproductive cycle.

The causes of atresia do not have any relationship with the environmental
parameters studied in this work.

Keywords: Glycymeris longior, San Matias Gulf, reproduction, Atresia,
environmental parameters, Patagonia.
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1. Introduccion.

Todos los organismos poseen un ciclo de vida caracterizado por un patron de
crecimiento, desarrollo y tipo de reproduccion (Smith y Smith, 2007).

Muchos autores consideran a la reproduccion como un proceso muy importante
en términos evolutivos, ya que es la fuente de renovacion de las poblaciones y su finalidad
es la transmision de caracteristicas genéticas a la descendencia (Santo et al., 2010). El
éxito reproductivo de un individuo depende de diversos factores como por ejemplo sus
adaptaciones fisioldgicas y sus patrones de reproduccion. Segin Smith y Smith (2007),
“cuanto mayor sea la capacidad de generar descendientes que se reproduzcan, mayor
serd su eficiencia”, y, por lo tanto, su permanencia en el ambiente.

Entre los invertebrados marinos en general, existen diversos patrones
reproductivos. Estos periodos reproductivos se explican como una adaptacién a la
potencial variacion ambiental, permitiendo que la presencia de una parte de los
descendientes coincida con condiciones ambientales adecuadas para su desarrollo (Calvo
et al., 1998). Los bivalvos comprenden un grupo de moluscos cuyos integrantes poseen
el cuerpo comprimido y rodeado por dos estructuras duras denominadas valvas, que
recubren y protegen las partes blandas de animal (Calcagno, 2014). Estas, se encuentran
articuladas entre si, permitiendo la apertura y cierre de las mismas. Al momento de su
apertura, las diferentes estructuras del animal (por ejemplo, sifones, pie 0 branquias)
pueden ser expuestas de manera temporal, permitiendo asi procesos de alimentacion,
locomocion, evacuacion de gametas, entre otras. En aquellos organismos de habitos
bentonicos que viven enterrados o semienterrados, su morfologia esta relacionada con el

modo de vida (Stanley, 1970).
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La mayoria de los moluscos bivalvos son dioicos y son raros los casos de
dimorfismo sexual. (Pérez Camacho y Roman, 1987). El sistema reproductivo de estos
individuos es sencillo. Las gonadas, de origen mesodérmico, estan formadas por alvéolos
ramificados, y los gametos proliferan a partir del revestimiento epitelial de los mismos.
Estos alveolos se unen para formar conductos que conducen a otros méas grandes, que
eventualmente terminan en un gonoducto corto por medio del cual se evactan las gametas
hacia la cavidad del manto (Gosling, 2003).

La fecundacion es externa y los gametos se liberan a través de la apertura
exhalante del manto, excepto en el caso de las ostras donde muchas especies retienen

Ovulos dentro de la cavidad del manto (Gosling, 2003).

La Familia Glycymeridae abarca un grupo de especies que es particularmente
conservador en su diversidad morfoldgica. De caracter cosmopolita, esta familia se
encuentra dentro del Superorden Arcoida.

La Familia Glycymeridae presenta, al igual que otras familias de bivalvos, un ciclo
reproductivo modelado por diversos parametros ambientales, por lo que su distribucion
poblacional se da dentro de rangos ambientales determinados y en sustratos estables
(Thomas, 1975). Si tenemos en cuenta, que la reproduccion implica un re
direccionamiento de la energia utilizada en crecimiento, para la reproduccion, las
variables externas que mas influirian son la temperatura y la disponibilidad de alimento
(Hilbish y Zimmerman, 1988; Starr, Himmelman y Therriault, 1990; Pérez, Gonzalez y
Fuentes, 1991; Le Pennec et al., 1991; Seed y Suchanek, 1992). Ejemplo de ello, es la
especie Perna perna, donde la estrategia de reproduccion continua es sustentada por la

disponibilidad de alimento, sugiriendo que estamos ante la presencia de una especie de
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bivalvo con una clara estrategia “oportunista” al contar con una continua fuente de
energia, la aprovecha para una efectiva propagacion de la especie (Licet, 2011).

La distribucion ambiental de Glycymeris es bastante consistente de una region a
otra. Estas especies se encuentran tanto en aguas tropicales como templadas, a
profundidades entre 3 y 130 m, aunque no suelen ser comunes en profundidades menores
de 10 m. Se encuentran en arena, grava o fondos de grava fangosos. Tipicamente
asociados con las comunidades del fondo de baja diversidad faunistica. Las grandes
poblaciones de Glycymeris se distribuyen en parches sobre fondos limpios, a menudo
barridos por fuertes corrientes (Thomas, 1975).

La anatomia interna, en la Familia Glycymeridae, presenta aspectos béasicos
generales: filobranquias, musculos aductores subiguales, margenes del manto sin fusionar
y un pie grande en forma de disco. Externamente poseen valvas subcirculares, usualmente
simétricas alrededor del umbo, articuladas mediante un ligamento externo potente
ubicado en un &rea ligamental en surco estriado. Las valvas poseen costillas planas y un
periostraco denso (Thomas, 1975).

Dentro de esta familia se han descripto varias especies como Glycymeris
glycymeris (Steingrimsson, 1989), Glycymeris nummaria (Crncevic, 2013), Glycymeris
gigantea (Villalejo-Fuerte, 1995), Glycymeris pectina (Thomas, 1975), Glycymeris
pectinata (Stanley, 1970), entre otras. Estas descripciones se focalizan en la descripcion
de localizacién y habitat, sélo en algunas de ellas, se ha determinado patrones
reproductivos como, por ejemplo, en Glycymeris glycymeris (Steingrimsson, 1989),
Glycymeris nummaria (Crncevic, 2013), Glycymeris gigantea (Villalejo-Fuerte, 1995),

identificando estacionalidades propias para cada especie y periodos de desove concretos.
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El presente trabajo tiene como objeto de estudio a la almeja castafiuela (Fig. 1),
Glycymeris longior, cuya clasificacion taxondmica es la siguiente:
Phylum: Mollusca
v" Clase: Bivalvia (Linnaeus, 1758)

v' Subclase: Pteriomorphia (Beurlen, 1944)
v Orden: Arcida (Stoliczka, 1871)
v’ Superfamilia: Arcoidea (Lamark, 1809)
v Familia: Glycymerididae (Dall, 1908)
v Género: Glycymeris (Da Costa, 1778)

v’ Especie: Glycymeris longior (Sowerby, 1832)

La especie Glycymeris longior (Fig, 1), en el Océano Atlantico Sur, se distribuye
desde Espiritu Santo, Brasil (20° 19’ S, 40° 20’ O) hasta el Golfo San Matias (GSM),

Argentina (GSM; 40° 50° a 42° 15” S, 63° 5° a 65° 10> O) (Scarabino, 1977) (Fig. 2).

Figura 1: Vista externa de un individuo de Glycymeris longior.

Dentro del GSM, esta especie habita en fondos de arena, conchilla y grava, a
profundidades que varian desde los 6 hasta los 20 mts, en las zonas de El Sétano (ES) y

la Bahia San Antonio (BSA).
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Iturate (1997), realizo un trabajo sobre Glycymeris longior, en el cual explica y
describe la sexualidad de esta especie y la morfologia gonadal. Este 6rgano es una
glandula acinosa situada sobre el pide, sin delimitacion anotomica precisa ya que se
infiltra entre los 6rganos de la masa visceral. NUmeros fasciculos musculas transversales
se disponen entre los acinos. Esté cubierta exteriormente por un espero tegumento bajo el
cual se insinta una fina red de canaliculos (gonoductos) que convergen en varios roncos
principales hacia la region postero-dorsal del cuerpo, inmediatamente por encima de los
musculos retractores del pie. La pared de estos ductos est4d formada por un epitelio
uniestatificado por la presencia de una larga ciliatura con muy escasas fibras musculares
subyacentes. En base a esta estructura se infiere que el proceso de evacuacién de las
gametas esta determinado fundamentalmente por la accion ciliar y por movimientos
peristalticos.

En cuanto a la proporcion de sexos, lturate (1997) determind una proporcién
sexual distinta de 1:1 esperada para una especie gonocorica, estas resultaron debidas al

azar segun la prueba de Chi? (X?), excepto en algunas clases milimétricas.

Estudios sobre longevidad y crecimiento fueron realizados por Giménez, 2017,
quien demostr6 que las bandas de crecimiento de la especie se forman anualmente:
alternando una banda transltcida durante los meses calidos y una opaca en meses frios.
Estimo las edades de las almejas, que presentaron una edad media de 37,91 afios y una
moda de 37 afios. La longevidad maxima observada fue de 69 afios.

Aun asi, algunos aspectos basicos de la biologia como ciclo reproductivo, edad de

primera madurez; no han sido estudiados hasta el momento en la poblacién de ES.
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Figura 2: Distribucion geografica de Glycymeris longior.
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2. Objetivos.

2.1 Objetivo Principal.

El presente estudio tiene como objetivo principal: Describir el ciclo reproductivo
de Glycymeris longior, y su relacion con parametros ambientales, en la zona de El S6tano,

(40°42°- 42°41° LS y 63°45’- 65°09° LO) dentro del Golfo San Matias.

2.2 Objetivos particulares

e Describir cualitativamente los estadios de desarrollo gonadal para cada condicion

sexual durante un ciclo anual

e Describir cuantitativamente el ciclo reproductivo, identificando la presencia de

patrones estacionales en un ciclo anual.

o Establecer relaciones entre el ciclo reproductivo anual y sus patrones estacionales,

con ciclos de temperatura y concentracién de clorofila a.
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3. Materiales y Métodos.

3.1. Area de Estudio

El Golfo de San Matias (Fig. 3) es una cuenca semicerrada que se comunica
parcialmente con el mar abierto a través de un estrecho poco profundo (60 m de
profundidad) que limita el intercambio de agua con el Mar Argentino (Rivas y Beier,
1990). Su superficie es de 19.700 km2 y su profundidad maxima es de 180 m (Mazio y
Vara, 1983). La circulacion del agua en el golfo estd dominada por dos remolinos, uno
con el giro ciclonico en el norte y el otro con el giro anticiclénico en el sur. Un frente
termohalino divide el agua en dos masas con diferentes condiciones oceanograficas:
aguas relativamente frias se encuentran al sur del frente, mientras que las aguas calidas y
saladas se encuentran al norte del frente (Piola y Scasso, 1988). Las aguas de las costas
NO y NE estan separadas por las largas aristas arenosas alrededor de la desembocadura
de la Bahia de San Antonio, e influenciadas por las corrientes de marea (Lanfredi y Pousa,
1988). La amplitud media de las mareas del Golfo es de 7,62 m (maximo 9,2 m) y la
temperatura del agua varia, en promedio, de 10°C en agosto (invierno) a 18.2°C en enero
(verano) a 20 m de profundidad. El sedimento del fondo esta dominado por arena cerca
de la linea de la costa y gradualmente se mezcla con fragmentos de conchas, grava y lodo.
Los sedimentos fangosos predominan maés alla de los 50 m de profundidad (Morsan et
al., 2010).

La zona de EI Sétano (40° 59° LS- 65° 08° LO) esta caracterizado por fondos
planos compuestos por arena gruesa con abundantes cantos rodados y valvas de cholgas,
Aulacomya ater (Bivalvia- Mytulidae). El Paraje EI Sotano se encuentra a 12 km de la
localidad Balneario Las Grutas, y el sitio de muestreo se ubica a 5 km de la linea de costa

(Kroeck, 2005).
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Figura 3: Golfo San Matias, Rio Negro. Detalle: El S6tano (40°57,5° LS - 65°06,5’ LO): Zona de estudio.

3.2. Obtencidon de Muestras

Las muestras de Glycymeris longior se colectaron durante un afio, entre julio de
2015 y agosto de 2016, en la zona denominada el Sétano (40°57,5” LS - 65°06,5” LO)
(Fig. 3) dentro del Golfo San Matias.

Las muestras fueron extraidas mediante buceo autdnomo y posteriormente fueron
trasladadas al Laboratorio de Parasitologia e Histopatologia de Moluscos Bivalvos
(LABPAT-IBMP), perteneciente al Centro de Investigacién Aplicada y Transferencia
Tecnoldgica en Recursos Marinos Almirante Storni (CIMAS), para su ulterior
procesamiento.

Los ejemplares fueron acondicionados en dos peceras debido a la cantidad de
individuos, con aireacion y agua de mar circulante, temperatura controlada (Fig. 4),
durante un periodo de siete dias y con recambio de agua dia por medio, a fin de que los

mismos puedan eliminar pseudoheces y residuos de arena del tracto digestivo.
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Una vez transcurridos los siete dias, se seleccioné al azar una submuestra de 30
individuos, 15 de cada pecera. Los organismos restantes se procesaron para realizar
estudios de estructura poblacional y esclerocronologia (Giménez, 2017).

Durante el periodo de estudio se procesaron un total de 360 individuos. A cada
uno de ellos se le asignd una identificacion: GlyX-GY, en donde X corresponde al niUmero
de muestreo (de 1 a 12); G indica la estructura analizada, en este caso gonadas, e Y es el

numero de individuo de ese muestreo (de 1 a 30).

Figura 4: Especimenes de Glycymeris longior, colocadas en las peceras.

3.3. Procesado de Muestras Histoldgicas

Al comienzo de cada muestreo, para cada individuo se registraron los siguientes
parametros: Peso total del individuo (Pt), peso de partes blandas (Pc) y alto total (At)
medido con un calibre digital con precisién de 0,01 mm (Fig. 5). Se continud con la
diseccion por la zona del umbo, tomando un bisturi de hoja pequefia, para poder cortar el
ligamento sin alterar las valvas. Se prosiguid hacia los laterales, con cuidado, cortando la
zona del manto y los mdsculos aductores, logrando separar la valva superior.
Posteriormente se termind de cortar los restos de musculo, obteniendo asi las partes

blandas del individuo completo para luego ser pesadas. Este tltimo fue colocado en una
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caja de Petri para realizar la diseccion, eliminando branquias, excedentes de musculo

abductor y manto (Fig. 6).

Figura 5: Vista interna de la valva de Glycymeris longior. At: alto total; Lt: largo total

Figura 6 (A): Vista interna de la valva de Glycymeris longior, A: Corte de ligamento. B: Corte de manto,
las flechas indican la direccion del corte. C: Corte de musculos abductores. D: Corte transversal, para
individuos de At >a 30 mm.
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Figura 6 (B): Esquema de Anatomia interna de Glycymeris spp. f: pie; mp: superficie interna del manto;
m: boca; saa, gaa: musculo abductor anterior lento y rdpido; og: surco oral; ol: lamela ascendente del
demibranquio externo; p: palpos labiales; il: lamela descendente del demibranquio externo; h: corazon;
gpa, spa: musculo ductor posterior rapido y lento; r: ano; me: ojos en el segundo pliegue de él margen del

manto (retraido). Extraido de Thomas, 1975.

Todos los individuos con At < 30 mm fueron conservados enteros pero los
individuos de At > a 30 mm, fueron cortados de manera transversal (desde el umbo al
borde opuesto) en dos partes iguales; con el fin de preservar la mayor cantidad de tejido
posible dentro de los cassettes. Ambas partes o bien, el individuo entero, fueron colocados
en cassettes para histologia y sumergidos en la solucién fijadora de Davidson (300 ml de
agua de mar filtrada + 300 ml de Etanol 96° + 200 ml de formol 40% + 100 ml de
glicerina) durante 24 horas a 4 °C en refrigerador. Pasado ese lapso de tiempo, se procede
a descartar el fijador, se realizan tres lavados rapidos con agua corriente y se los conserva
en Etanol 70% (700 ml de Etanol 96° + 300 ml de agua destilada). Posteriormente se

continta con la deshidratacion e imbibicion en Paraplast®, mediante el Procesador
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automatico de tejidos (Leica TP 1020), confeccion de los bloques, utilizando el Centro de
inclusion de tejidos (Leica EG1150H) vy, luego de 24 horas en refrigerador, se obtienen
las secciones histoldgicas (de grosor 5 a 7 um) mediante un micrétomo de rotacién (Leica
RM2125). Todos los cortes en el micrétomo, fueron realizados de manera transversal,
independientemente si se trataba de un individuo entero o ambas partes de un mismo.
Finalmente, los cortes son sometidos a coloracion con Hematoxilina de Harris y Eosina,
para luego, ser montados con resina o balsamo de Canada.

El andlisis de cada una de las secciones histoldgicas se realiz6 bajo microscopio
optico (Nikon, Eclipse E 200), identificando el sexo y estadio de desarrollo gonadal de

cada individuo.

3.4. Andlisis del patron reproductivo

La determinacion del sexo de cada individuo se realiz6 en base al trabajo de
Villarejo-Fuerte, 1995, quien describi6 individuos indeterminado, hembras y machos, y
la proporcion sexual fue testeada utilizando un test de Chi X2.

Por otra parte, los estadios de desarrollo gonadal se determinaron siguiendo la
escala microscépica de Calvo, 1998.

El ciclo reproductivo analizado mensualmente, y caracterizado para un periodo
anual, utilizando los siguientes indicadores:

- Indice de Condicion fisiolégica aparente (IC) sensu Urban (2000) segin la siguiente
formula: IC= (Pc/Pv) *100; Siendo: Pc: peso de las partes blandas y Pv: peso de las
valvas.

- Relacion entre Distribucién de Frecuencia de Diametro Ovocitario (DFDO), Diametro
Ovocitario Promedio (DOP), Nimero medio de Ovocitos por Campo (OPC) y el Area

Ovocitaria Relativa (AOR) (Morsan y Kroeck, 2005).
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3.5. Obtencién de parametros ambientales

Los datos de profundidad y temperatura fueron registrados in situ, al momento de
realizar los muestreos, por el personal del Programa de Monitoreo de Calidad Ambiental
de las Zonas de Produccion, Centro de Investigacion Aplicada y Transferencia
Tecnoldgica en Recursos Marinos Almirante Storni (CIMAS).

Paralelamente, para complementar de los datos proporcionados de temperatura
obtenidos in situ, se trabajo con imagenes satelitales de temperatura superficial del mar
(TSM) y Clorofila a. Estos pardametros fueron seleccionados debido a que son factores
ambientales limitantes y modeladores de los patrones reproductivos dentro de la Familia
Glycymeridae, tal como los sefiala Thomas, 1975.

Las imagenes satelitales fueron obtenidas a partir de la seleccion del satélite

MODIS-Aqua y descargadas de la pagina web oceancolor.gsfc.nasa.gov. Posteriormente

fueron analizadas con el programa SeaDAS 7.4, durante una estadia de trabajo en LOPEL
(Laboratorio de Oceanografia Pesquera y Ecologia Larval, Departamento de
Oceanografia de la Universidad de Concepcion, Chile). Este programa funciona
analizando una imagen a nivel global como primera instancia. Se determina y trabaja con
el procesamiento de un area en forma de cuadrado, con coordenadas predeterminadas que
engloban la zona de estudio. Las coordenadas prestablecidas fueron (39° N, 66° O, 45° S
y 57° E), con la posibilidad de tener un mayor rango de datos disponibles. La imagen
obtenida se guardd en forma de CSV. Este procedimiento, se realiz6 dia por dia, para cada
uno de los meses del periodo de obtencion de muestras. En los dias con nubosidad y/o si
el area de estudio no presentaba informacidn, esos datos eran eliminados en cada mes.
Los datos obtenidos en formato CSV, se separaron por mes y se los analiz6 con el

programa R, mediante el cual se llevo a cabo el filtrado de los mismos, pues aquellos que
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presentaban valores negativos se eliminaron, dado que son valores no significativos para

el estudio.
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4. Resultados

Durante el periodo comprendido entre junio 2015 y agosto 2016, se colectaron
vivos un total de 1432 individuos de Glycymeris longior, en el banco natural de El S6tano
(Golfo San Matias) (Gimenez, 2017). Del total de individuos colectados, se utiliz6 una
submuestra de 363 individuos cuya talla promedio fue de 40,99 mm (DE= % 2,3) de alto,
39,45 mm (DE= £2,34) de largo y, un peso total promedio de 31,47 g (DE=% 0,74).

La distribucion de frecuencia de tallas (At), de los organismos analizados, muestra
una distribuciéon unimodal (Moda: 40.83 = 41mm) con tallas, minima de 30 mm y maxima
de 46,38 mm (Fig. 7).

120
100

80 r

60

Frecuencia

40

20 -

%) %) » ’ ¥
& & & & & & & & &
o < < o N o < o <§
A A 3 PP

Intervalo de Talla de At (mm)

Figura 7: Histograma de distribucion de frecuencias de tallas (At) de Glycymeris longior,
correspondiente a los individuos analizados (n=363).

A partir del andlisis de las secciones histoldgicas se pudo determinar que
Glycymeris longior posee gonadas difusas, esto es, los alvéolos gonadales se encuentran
dispersos e inmersos dentro del tejido conectivo. Al momento de formacidn, las génadas
se originan desde la zona del pie, principalmente, extendiéndose hacia la cavidad central

del hepatopancreas, encontrandose alvéolos entre los acinos del mismo y/o rodeando la
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glandula. Externamente, la génada se encuentra limitada por el tejido muscular de la pared
corporal.

Al momento de asignar los sexos, se identificaron tres grupos:

Machos: Presencia unicamente de células sexuales masculinas (Fig. 8).

Hembras: Presencia Gnicamente células sexuales femeninas (Fig. 9).

Hermafroditas: son individuos que presentan gametas de ambos sexos (Fig. 10).

Figura 8: Seccion de una génada masculina. Aumento total:100x. Escala: 100um.
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Figura 10: Seccion de una génada hermafrodita. Oog: ovogonia; Ov: ovocitos maduros; Spz:
espermatozoides. Aumento total: 400x. Escala: 10um.

29



4.1. Andlisis del patron reproductivo.

La proporcion de sexos observada es 0,85% (3/351) hermafroditas, 41,88%
(147/351) hembras y 58,11% (204/351) machos. La proporcién sexual de la poblacion de
Glycymeris longior analizada difiere significativamente de 1:1 (X% 9,26; p<0,005),
siendo la cantidad de machos por hembra de 1,38 y la cantidad de hembras por macho de
0,78.

El nimero de individuos machos y hembras fue variable entre los meses durante

periodo (Tabla 1) de estudio.

Tabla 1: NUmero total de individuos Hembras, Machos y Hermafroditas de Glycymeris

longior durante el periodo de estudio.

Fecha Hembras | Machos Hermafroditas
Junio 2015 13 15 0
Julio 2015 12 13 3

Agosto 2015 11 19 0
Octubre 2015 17 12 0
Noviembre 2015 9 21 0
Enero 2016 14 16 0
Marzo 2016 13 17 0
Abril 2016 14 16 0
Mayo 2016 11 18 0
Junio 2016 9 21 0
Julio 2016 13 16 0
Agosto 2016 11 19 0

30



4.1.1. Estadios de desarrollo gonadal

Para la especie Glycymeris longior en el Golfo San Matias, se establecieron los
siguientes estadios de desarrollo gonadal: Proliferacion (P), Maduracion (MAD),
Maduracion Total (MDT), Evacuacion (EV) y Evacuacion con Recuperacion (EVR), los
cuales se describen, en forma genérica, a continuacion:

v' Etapa de proliferacién: el tejido gonadal se origina en alvéolos compactos, rodeados
por tejido conectivo. Estos alvéolos, de forma circular u oval, contienen células
germinativas madres (células sexuales) adheridas a sus paredes internas.

v/ Etapa de maduracién: la mayoria de las células germinativas femeninas se
encuentran en proceso de vitelogénesis, y en los machos se puede observar toda la
serie gametogeénica.

v’ Etapa de maduracion total: los alvéolos se encuentran dilatados, repletos de gametas

maduras en su totalidad (se considera concluida la gametogénesis). La evacuacion

gametica puede iniciarse ante una variedad de estimulos quimicos y/o fisicos.

v’ Etapa de evacuacidn total: se caracteriza porque las gametas maduras se encuentran
en los conductos de evacuacion, produciéndose el vaciamiento total de las gonadas.
Pueden quedar algunas gametas residuales que seran reabsorbidas por las células con
actividad fagocitaria (hemocitos). Estos ultimos pueden invadir el alvéolo desde los
vasos hemolinfaticos o desde el tejido conectivo interalveolar. Los alvéolos se
aprecian algo mas reducidos perdiendo el contacto entre ellos, apareciendo un
reducido espacio en su interior.

v’ Etapa de evacuacion con recuperacion: los alvéolos, en ambos sexos, se aprecian

algo mas reducidos habiendo perdido su empaquetamiento denso. Se puede observar

un aspecto general de marcado desorden de las gametas. Simultaneamente, sobre las
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paredes alveolares, originan nuevas células germinativas iniciando nuevamente con
el ciclo de desarrollo gonadal.
Las evacuaciones gaméticas parciales que se observaron pueden tener diferentes
caracteristicas:
A. Emision de parte del contenido gametico que luego es recuperado por maduracion
de cada camada de células inmaduras.
B. Un proceso de pequefios pulsos de evacuacién y maduracién por avance de células

sexuales que estaban en proceso de vitelogénecis

En ninguno de los sexos se identifico un estadio de reposo sexual, sino que el
ciclo reproductivo es continuo, generando gametas nuevas inmediatamente posterior a la

evacuacion de las gametas ya maduras.

4.1.2. Estadios de desarrollo gonadal en hembras:

1. Proliferacién (Fig. 11A)

El tejido conectivo con células de reserva es abundante y se genera de forma
adyacente al tejido muscular. Se observa division celular de los grupos de ovogonias y
ovocitos basofilos pequefios (previtelogénicos), los cuales se encuentran unidos
ampliamente a la pared alveolar. En esta especie, particularmente, los alvéolos se
observan bien redondeados y grandes. Se observan ovocitos maduros residuales (de un

ciclo anterior) en lisis.

2. Maduracion (Fig. 11B)

Los alvéolos gonadales presentan mayor tamafio, dado que las gametas inician un

proceso de aumento en nimero y tamafo. Se observan ovocitos maduros, aun adheridos

32



a la pared alveolar, rodeados de otros en crecimiento dentro de cada alvéolo. Los ovocitos
protruyen hacia la luz alveolar manteniéndose unidos aun a la pared por pedinculos
citoplasmaticos. Los ovocitos de mayor tamarfio se vuelven mas acidofilos por inclusiones

de granos vitelinos.

3. Maduracion total (Fig. 11C)

Los ovocitos vitelogénicos maduros se encuentran libres en la luz adoptando
forma poligonal producto de la presion entre ellos. Los alvéolos se tornan de forma
irregular debido a que la cantidad de ovocitos maduros no es la misma en todos.

Los ovocitos ya estan desprendidos de las paredes del alvéolo, quedando
compactados en su interior. Cada uno de ellos, presenta el nucleo bien marcado y
definido; poseen forma redondeada o irregular. Su nimero varia considerablemente de un
minimo de 50 a 208 ovocitos por campo, en observaciones realizadas en un aumento total

de 100x.

4.Evacuacion total (Fig. 11D)

Los alvéolos quedan parcialmente vacios y/o comienzan a romperse, quedando
espacios vacios; se observa mayormente tejido conectivo y/o muscular. Pueden quedar
ovocitos maduros que no han sido evacuados aun, los cuales comienzan un proceso de

reabsorcion o degeneracién de los mismos.

5.Evacuacién con recuperacion (Fig. 11E)

Se observan los alvéolos con ovocitos maduros y gran espacio entre ellos.
Asimismo, en las paredes alveolares se observa el crecimiento de células germinativas:

ovogonias y/o ovocitos de primer grado y tejido conectivo de reserva.
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Figura 11: Estadios de desarrollo gonadal en hembras de Glycymeris longior. (A). Proliferacion (TM, tejido muscular; TC, tejido conectivo; Oog, ovogonia;

OvVP, ovocito previtelogenico; Ov, ovocitos maduros; N, nucleo; Nu, nucléolo; A: alveolos; ZA: zona atresica; OVA, ovocitos atresicos). Aumento total:100x;
Escala: 100 um. Detalle inserto, aumento total: 400x, escala: 10 pum.
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Figura 11: Estadios de desarrollo gonadal en hembras de Glycymeris longior. (B) Maduracion. (TM, tejido muscular; TC, tejido conectivo; Oog, ovogonia; OVP,
ovocito previtelogenico; Ov, ovocitos maduros; N, nacleo; Nu, nucléolo; A: alveolos; ZA: zona atresica; OVA, ovocitos atresicos). Aumento:100x; Escala: 100
pm.

Detalle inserto, aumento total: 400x, escala: 10 pum.
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Figura 11 (continuacion): Estadios de desarrollo gonadal en hembras de Glycymeris longior.
(C) Maduracion Total (TM, tejido muscular; TC, tejido conectivo; Oog, ovogonia; OvP, ovocito previtelogenico; Ov, ovocitos maduros; N, nicleo; Nu, nucléolo;
A: alveolos; ZA: zona atresica; OVA, ovocitos atresicos). Aumento:100x; Escala: 100 pm.

Detalle inserto, aumento total: 400x escala: 10 pm.
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Figura 11 (continuacion): Estadios de desarrollo gonadal en hembras de Glycymeris longior.
(D) Evacuacion total (TM, tejido muscular; TC, tejido conectivo; Oog, ovogonia; OvP, ovocito previtelogenico; Ov, ovocitos maduros; N, nlcleo; Nu, nucléolo;
OVA, ovocitos atresicos; A: alveolos; ZA: zona atresica). Aumento:100x; Escala: 100 pm.

Detalle inserto, aumento total: 400x, escala: 10 pum.
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Figura 11 (continuacion): Estadios de desarrollo gonadal en hembras de Glycymeris longior.
(E) Evacuacion con recuperacion (TM, tejido muscular; TC, tejido conectivo; Oog, ovogonia; OvP, ovocito previtelogenico; Ov, ovocitos maduros; N,
nicleo; Nu, nucléolo; A: alveolos; ZA: zona atresica; OVA, ovocitos atresicos). Aumento:100x; Escala: 100 um. Detalle inserto, aumento total: 400X,

escala: 10 pum.
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4.1.3. Estadios de desarrollo gonadal en machos:

A diferencias de las hembras, el estadio de proliferacion no se observo; en su

lugar se pudo identificar un estadio de evacuacion con recuperacion.

1. Maduracién (Fig. 12A)

Este estadio se caracteriza por la presencia de reconocen espermatogonias
ubicadas sobre la pared interna del alvéolo y la presencia de espermatozoides maduros
que se van ubicando en forma ordenada hacia la luz alveolar, con un porcentaje alto de
espermatidas en la zona préxima a la pared del alvéolo. Entre estos Gltimos se puede

observar un espacio interalveolar de tejido conectivo.

2. Maduracion total (Fig. 12B)

Se observan solo espermatozoides maduros ubicados en los alveolos para ser
evacuados. Los espermatozoides se encuentran densamente empaquetados, con sus
cabezas hacia la pared alveolar y las colas se extienden hacia la luz central. Queda una
sola capa fina de espermatogonias formando una muy delgada capa periférica. Los

alvéolos contactan entre si y no existe tejido conectivo entre ellos.
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3. Evacuacidn total (Fig. 12C)

Los alveolos encuentran repletos de espermatozoides. Dentro de los alvéolos los
espermatozoides disminuyen en nimero y se disponen de manera desordenada, dejando

grandes espacios vacios que indican la evacuacién de los mismos a través de los tubulos.

4. Evacuacion con recuperacion. (Fig. 12D)

En los alveolos, se observa en la zona de la periferia una abundancia de células
germinativas sobre todo espermatogonias, conformando un estrato de células, seguido
una capa fina de espermatocitos primarios y otra, con todos los espermatozoides maduros
casi en el centro del tabulo. Algunos presentan, espacios vacios en el centro y se observa

bien las colas de los espermatozoides.
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Figura 12: Estadios de desarrollo gonadal en machos de Glycymeris longior.
(A)Maduracion (TM, tejido muscular; TC, tejido conectivo; Spg, espermatogonia; Sp, espermatocito; Spz, espermatozoide maduro; ZP: zona de
proliferacion; A: alveolo; H, hemocitos; CSpz: cola de espermatozoides). Aumento:100x; escala: 100 um. Detalle inserto, aumento total:400x,

escala= 10 pum.
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Figura 12 (continuacion): Estadios de desarrollo gonadal en machos de Glycymeris longior. (B) Maduracion Total (TM, tejido muscular; TC,
tejido conectivo; Spg, espermatogonia; Sp,espermatocito ; Spz, espermatozoide maduro; ZP: zona de proliferacion; A: alveolo; H, hemocitos;
CSpz: cola de espermatozoides). Aumento:100x; escala: 100 um. Detalle inserto, aumento total:400x, escala= 10 um. Detalle inserto: 400x, escala

10 pm.
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Figura 12 (continuacion): Estadios de
desarrollo gonadal en machos de Glycymeris
longior. (C) Evacuacion Total (TM, tejido
muscular; TC, tejido conectivo; Spg,
espermatogonia; Sp, espermatocito ; Spz,
espermatozoide maduro; ZP: zona de
proliferacion; CSpz: cola de
espermatozoides; A: alveolo; H, hemocitos).
Aumento:100x; escala: 100 um. Detalle
inserto, aumento total:400x, escala= 10 pum.
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Figura 12 (continuacion): Estadios de desarrollo gonadal en machos de Glycymeris longior. (C) Evacuacion con recuperacion (TM, tejido
muscular; TC, tejido conectivo; Spg, espermatogonia; Sp,esperrmatocito ; Spz, espermatoziode maduro; ZP: zona de proliferacién; CSpz: cola de
espermatozoides; A: alveolo; H, hemocitos). Aumento:100x; escala: 100 um. Detalle inserto, aumento total:400x, escala= 10 pm.
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En la mayoria de los machos cuyas gdnadas se encontraban en el estadio de
evacuacion parcial con proliferacion (EVR), se identificaron células sexuales
indiferenciadas, adheridas a las paredes de los alvéolos (Fig. 13 y 14), a las que se les
Ilamo células totipotenciales ya que las mismas tienen la potencialidad de diferenciarse
tanto en espermatogonias como en ovogonias. Este mismo tipo de célula pudo ser
identificada en los organismos hermafroditas. Las células totipotenciales presentan un
citoplasma claro levemente baséfilo y un nucleo grande con cromatina dispersa
presentando una figura que recuerda la rueda de carro (un nucléolo central con radios de
cromatina que parten desde el centro) (Fig. 13 y 14).

Si bien a los individuos que poseian estas células totipotenciales se los clasifico
dentro de la categoria masculina, se los denomind “machos funcionales” para poder
diferenciarlos. En alguno de estos individuos se puedo observar ovogonias aunque eran

esas dentro del alveolo.
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Figura 13: Alvéolo gonadal en un macho funcional de Glycymeris longior. (TM, tejido muscular; TC,

tejido conectivo; Spg, espermatogonia; Sp,esperrmatocito ; Spz, espermatozoide maduro; CTP, células
totipotenciales). Aumento: 400x. Escala= 10 um.
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Figura 14: Detalle de la pared alveolar de la génada en un macho funcional de Glycymeris longior. (Spg,
espermatogonia; Sp,esperrmatocito ; Spz, espermatoziode maduro; CTP, células totipotentes). Aumento:
1000x, escala:10 pm.
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4.1.4. Proporcion de los estadios de desarrollo gonadal en un ciclo anual:

A partir del analisis mensual de las proporciones de cada estadio de desarrollo
gonadal para cada individuo, obtenidas a partir de la observacion de las secciones
histoldgicas, se pueden distinguir que la época de Proliferacion (P) (inicio de la
gametogénesis) en las hembras ocurre en los meses de marzo, junio y agosto del 2016
(Fig. 15), mientras que en los machos este mismo estadio no se detecté como tal, sin
embargo el estadio de evacuacion con recuperacion (EVR) se observa durante casi todo
el afo de estudio, salvo en el mes de junio de 2015, con valores maximos en marzo y julio
de 2016 (Fig. 16).

El estadio de maduracién (MAD) en las hembras, ocurre en los meses de agosto y
septiembre de 2015; mayo de 2016 y repitiéndose en agosto de 2016. En los machos, se
observan génadas maduras en los meses de junio, agosto, octubre y noviembre del 2015.

El estadio de maduracion total (MDT) en las hembras, ocurre en un periodo que
abarca desde octubre de 2015 hasta mayo de 2016, incluyendo el mes de junio de 2015.
En cambio, en los machos, se observa desde junio de 2015 hasta enero de 2016.

Los estadios de evacuacion (EV) y (EVR), tanto femeninas como masculinas, se
observaron durante todo el periodo de estudio (Fig. 15 y 16), con ausencia de un periodo
de reposo sexual. Siendo en los machos, los Unicos dos estadios representados desde

marzo hasta agosto del 2016.
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Figura 15: Proporcion mensual de estadios de desarrollo gonadal en hembras de Glycymeris longior.
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Figura 16: Proporcién mensual de estadios de desarrollo gonadal en machos de Glycymeris longior.

4.1.5. Indice de Condicion.

Analizando los datos obtenidos a partir del calculo del indice de Condicion (IC)
mensual, se puede observar que la poblacion de Glycymeris longior estudiada posee dos
periodos de evacuacion gonadal, uno durante los meses de verano y otro durante el
invierno. Aunque existen variaciones entre los meses, la diferencia entre ellos es minima

y el valor promedio del coeficiente de variacion fue de un 15,67%. Aun asi, se identifica
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un valor promedio maximo mensual del IC de 18,17 (DE=3,55) en el mes de enero de
2016 y un promedio minimo mensual (14, 94) (DE=2,96) en junio de 2015 (Fig. 17).
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Figura 17: indice de condicion mensual de Glycymeris longior para el periodo junio 2015 —
agosto 2016. (Puntos: Valores promedios mensuales; Barras: Desvio estandar).

4.1.6. Distribucién de Frecuencia de Diametro Ovocitario (DFDQ), Diametro

Ovocitario Promedio (DOP) Numero medio de Ovocitos por Campo (OPC) vy el Area

Ovocitaria Relativa (AOR).

Los ovocitos de G. longior miden entre 7,5 um y 150 pm, aunque en el mes de
noviembre se observé un ovocito de 175 um. Los maximos diametros ovocitarios fueron
registrados en el mes de junio del 2016 (Fig. 18).

Los diametros ovocitarios (DOv) de Glycymeris longior son consistentes con lo
identificado en los estadios reproductivos. Se determinan DOv menores a 30 pum que
corresponden a los estadios de proliferaciéon (P) y evacuacién con recuperacion (EVR).
Los ovocitos que miden entre 30 um y 50 pum se encuentran en proceso de maduracién y
aquellos mayores a 50 pum, son los que se encuentran completando el proceso de

vitelogénesis.
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Figura 18: Distribucion de frecuencia de didmetros ovocitarios para las hembras de Glycymeris
longior estudiadas durante el periodo junio 2015 — agosto 2016.
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Figura 19: Gréafico de diametros ovocitarios promedio, ovocitos por campo y area ovocitaria
relativa para las hembras de Glycymeris longior estudiadas durante el periodo junio 2015 — agosto
2016. (Puntos: Valores promedios mensuales; Barras: Desvio Estandar).
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4.2. Pardmetros Ambientales:

4.2.1. Temperatura Superficial del Mar.

Los registros de temperatura registrados durante el periodo junio 2015 — agosto
2016 muestran que, durante los meses de invierno, las temperaturas varian entre los 10-
11 °C, registrandose un minimo de 7 °C en julio de 2015. Mientras que, durante los meses
de verano, las temperaturas variaron entre los 16 y 18 °C, con un pico maximo de 19 °C

en febrero de 2016 (Fig. 20).
25 1~
20 A

15 A

Temperatura (°C)

S R I I B I I Y VI

F ¥ L L& E L & F (@* R

Figura 20: Ciclo anual de temperaturas en El S6tano (Golfo San Matias, Rio Negro). Periodo junio 2015
— agosto 2016 (Puntos: Valores promedios mensuales; Barras: Desvio Estandar).

4.2.2. Clorofila a

A partir del analisis de las imagenes satelitales para Clorofila a, se identificaron
dos picos maximos de productividad primaria. EIl primero de ellos en noviembre de 2015
(2,95 mg.m3) y el segundo en marzo 2016 (2,46 mg.m) (Fig. 21).

Durante los meses de invierno de 2015 se observo un descenso de la productividad

primaria, con un registro minimo (1,00 mg.m=) en el mes agosto (Fig. 21).
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Figura 21: Ciclo anual de productividad primaria (Clorofila a) en El S6tano (Golfo San Matias, Rio Negro).
Periodo junio 2015 — agosto 2016. (Puntos: Valores promedios mensuales).

Comparando los ciclos anuales de temperatura y productividad primaria se
observa que el primer pico de Clorofila a se produce hacia fines de la primavera, cuando
comienza a subir la temperatura. Mientras que el segundo pico de productividad primaria
se produce a comienzo del otofio, luego del pico de temperatura maxima en febrero de

2016 (Fig. 22).
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Figura 22: Ciclo anual de productividad primaria (Prom Cloro: Clorofila a) y temperatura (T Prom) en El
Sétano (Golfo San Matias, Rio Negro). Periodo junio 2015 — agosto 2016.
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4.3. Andlisis del ciclo reproductivo en relacién con los pardmetros ambientales

La poblacidn estudiada de Glycymeris longior, en El Sétano (Golfo San Matias),
presenta dos ciclos levemente diferenciados de maduracion gonadal y evacuacién de
gametas. Uno de los ciclos corresponde a los meses de primavera-verano y el otro ocurre
durante el otofio e invierno. La evacuacion de gametas ocurre durante todo el afio, siendo
de mayor proporcion (86,21% de los individuos) en julio de 2016 cuando la temperatura
fue de 10,8 °C (Fig. 23).

La maduracién gonadal coincide con los aumentos de productividad primaria
hasta su pico en noviembre de 2015, durante los meses de primavera. Sin embargo, el
segundo ciclo de maduracién (marzo a mayo de 2016) se produce luego del segundo pico
de productividad primaria, en marzo del 2016 (Fig. 24).

100 - — —

o3
o
L

N

(e}
o
L

~
o
L

[e2]
o
L

w
o
L

_
N
Temperatura (°C)

N
o
1

w
o
1
T
=
o

N
o
L

Proporcion de individuos (%)

[uny
o
L

o
i
T
(<]

Qf\io \'\f) o’\(? % ‘c'\(? 4'\? ‘ U\(? ef\"o ~<>"\33 «'{O «'\io A’\"o o'\'b \’\‘9 o'\/Q>
T LT EE S Y
e Mad [T Evac =T Prom

Figura 23: Ciclo reproductivo de Glycymeris longior en relacion al ciclo anual de temperatura (T Prom)
en El Sotano (Golfo San Matias, Rio Negro). Periodo junio 2015 — agosto 2016.
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Figura 24: Ciclo reproductivo de Glycymeris longior en relacion al ciclo anual de productividad primaria
(Clorofila a) en El Sétamo (Golfo San Matias, Rio Negro). Periodo junio 2015 — agosto 2016.

En las hembras de la poblacion estudiada se puede observar que la proporcién de
individuos en maduracion total (MDT) aumenta a medida que también lo hace la
temperatura, se distingue que los individuos alcanzan el estadio de maduracion total
cuando la temperatura varia entre los 11 °C hasta los 18 °C. Por otra parte, se observa que
el estadio de evacuacion parcial con proliferacion (EVR) comienza a detectarse a partir
de los 10 °C aunque esta presente en todos los meses analizados, menos en noviembre de
2015 (Fig. 25).

Por el contrario, este comportamiento no ocurre para los machos (Fig. 26), ya que
se pueden observar organismos maduros (MAD y MDT) mayoritariamente desde junio
de 2015 a enero de 2016, mientras que las evacuaciones (EV y EVR) ocurren
principalmente entre los meses de marzo y agosto de 2016 aunque el estadio EVR se

encuentra durante todo el afio independientemente de la temperatura. (Fig. 26).
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Figura 25: Ciclo reproductivo de las hembras de Glycymeris longior en relacion al ciclo anual de

temperatura (T °C) en El S6tano (Golfo San Matias, Rio Negro). Periodo junio 2015 — agosto
2016.
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Figura 26: Ciclo reproductivo de los machos de Glycymeris longior en relacién al ciclo anual de
temperatura (T °C) en El Sétano (Golfo San Matias, Rio Negro). Periodo junio 2015 — agosto
2016.

Respecto del ciclo de productividad primaria, durante el periodo estudiado, se
puede observar que el patron de EVR de las hembras sigue los ciclos de aumento y
disminucion de las concentraciones de clorofila a (Fig. 27), o sea, las evacuaciones
comienzan luego del primer pico de productividad primaria (noviembre de 2015), y
durante el otofio-invierno, luego del segundo pico en marzo de 2016 (Fig. 27).
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Figura 27: Ciclo reproductivo de las hembras de Glycymeris longior en relacién al ciclo anual de
productividad primaria (Clorofila a mg.m?) en El Sétano (Golfo San Matias, Rio Negro).
Periodo junio 2015 — agosto 2016.

El efecto de la productividad primaria en el ciclo anual reproductivo de los machos
es diverso. Se observa que el primer pico de productividad en el mes de noviembre 2015
coincide con el pico maximo de maduracién total (MDT). Mientras que el segundo pico
de clorofila a coincide con el pico maximo de evacuacion con recuperacion (EVR), en el

mes de marzo de 2016 (Fig. 28).
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Figura 28: Ciclo reproductivo de los machos de Glycymeris longior en relacion al ciclo anual de

productividad primaria (Clorofila a mg.m) en El Sétano (Golfo San Matias, Rio Negro). Periodo junio
2015 — agosto 2016.
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4.4. Anomalias histoldgicas durante el ciclo reproductivo

A partir del analisis histoldgico, se pudo observar la presencia de anomalias en el
tejido gonadal durante el periodo de estudio. Estas alteraciones histoldgicas de la
estructura gonadal se pudieron identificar como atresia ovocitaria, ya que se observo un
proceso de degeneracion y reabsorcion de alveolos gonadales.

De un total de 147 hembras analizadas, 122 presentaron atresia ovocitaria. Esta
anomalia pudo observarse durante todo el afio, excepto en el mes de junio de 2015. La
presencia de hembras atrésicas fue del 100% en los meses de agosto 2015 y marzo, abril
y agosto 2016, mientras que en el resto de los meses varid entre el 75% y el 90% de los
individuos (Fig. 29).
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Figura 29: Proporcién mensual de hembras atrésicas de Glycymeris longior.(%Pres: presencia; %Aus:
ausencia).

A partir de las observaciones microscépicas se identificaron diferentes grados del
proceso atrésico clasificAndolos en una escala de 0 a 5, teniendo en cuenta el porcentaje
de alvéolos atrésicos observados, segun se describe a continuacién: Grado 0: atresia nula
(Fig. 30); Grado 1: 15% (Fig. 31); Grado 2: 30% (Fig. 32); Grado 3: 45% (Fig. 33); Grado

4: mayor al 60% (Fig. 34) y Grado 5: 100% (Fig. 35).
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Figura 30: Glycymeris
longior. Hembra atrésica
grado 0. (ZA: zona atresica;
Ov: ovocitos sin atresia)

(Arriba) Aumento total: 40x,
escala: 100 pum.

Detalle inserto de una zona
sin atresia (Abajo) Aumento
total: 100x, escala: 100 pum.
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Figura 31: Glycymeris
longior. Hembra atrésica
grado 1. (ZA: zona atresica;
Ov: ovocitos sin atresia)

(Arriba) Aumento total:
40x, escala: 100 pm.

Detalle inserto de una zona
sin atresia (Abajo)
Aumento total: 100x,
escala: 100 pum.
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Figura 32: Glycymeris longior. Hembra atrésica grado 2. (ZA: zona atrésica;
Ov: ovocitos sin atresia). (Izg) Aumento total: 40x, escala: 100 um. Detalle
inserto de una zona sin atresia (Derecha arriba) Aumento total: 100x, escala:
100 pm.
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Figura 33: Glycymeris longior.
Hembra atrésica grado 3. (ZA: zona
atrésica; Ov: ovocitos sin atresia)
(1zq) Aumento total: 40x, escalal00
1 um.

(Derecha, abajo) Detalle inserto,
Aumento total: 100x, escala: 100
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Figura 34: Glycymeris
longior. Hembra atrésica
grado 4. (ZA: zona atrésica;
Ov: ovocitos sin atresia) (1zq).
Aumento total: 40x, escala:
100 pm.

Detalle inserto de alvéolos
atresicos (Der). Aumento:
100x, escala: 100 pm.
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Figura 35: Glycymeris longior.
Hembra atrésica grado 5. (ZA: zona
atresica; Ov: ovocitos sin atresia) (1zq).
Aumento total: 40x, escala: 100 pum.

Detalle inserto de alveolos atresicos
(Der). Aumento: 100x, escala: 100 pm.
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Analizando los porcentajes mensuales de los distintos grados de atresia se observa
que el grado 1 se encuentra presente en todos los meses, salvo en junio de 2015.

El grado 5, en el cual se observa el individuo completamente atresico, se encuentra
solo en cuatro meses del afio: octubre 2015, y enero, marzo y abril de 2016 (Fig. 35).
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Figura 36: Porcentajes mensuales de los grados de atresia en hembras de Glycymeris longior.

Se determind que la atresia se encontraba presente en todos los estadios
reproductivos del ciclo. Si bien, el grafico muestra variados valores entre cada estadio por
mes, se identifican valores bajos de entre 9% y 20% en los estadios de proliferacion y
maduracion (Fig. 37). En los estadios de maduracion total (MDT) y ambas evacuaciones

(EV y EVR), se presentan valores entre 30% incluso hasta el 100%, caso de junio 2016.
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Figura 37: Estadios de desarrollo gonadal en hembras atresicas de Glycymeris longior.
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5. Discusion

La mayoria de los bivalvos son dioicos y presentan una proporcion 1:1 de hembras
y machos (Gosling 2003) pero también existen algunas especies que presentan
hermafroditismo. En la Familia Glycymeridae, especificamente en el género Glycymeris
se han descriptos patrones reproductivos diversos en G. nummaria que presenta
organismos dioicos, con una proporcion sexual de 1:1, mientras que para G. glycymeris
y G. gigantea se han identificado diferencias en la proporcion sexual e individuos
hermafroditas (Lucas, 1975). En el caso de G. longior, se identific que la proporcion
sexual es diferente de 1:1 y existe un 0,8% de la poblacion que son organismos
hermafroditas. Ademas, se pudo observar que existe mayor proporcion de machos que de
hembras probablemente debido a la existencia de “machos funcionales” que poseen
pequefias ovogonias en alvéolos masculinos. Dado que la cantidad de estas células
femeninas no es significativa (una o dos células por cada alvéolo masculino maduro), no
se designaron a estos individuos como hermafroditas funcionales. Estos resultados
concuerdan con lo observado por Ituarte (1979) quien plantea que las diferencias halladas
en la proporcion sexual pueden ser explicadas s6lo por cambios de sexo de macho a
hembra (disminucién de la tasa de masculinidad) y luego operarse la inversion en sentido
opuesto o bien ocurrir una mayor mortalidad de hembras, clasificando a esta especie como
hermafrodita sucesivo.

Por otra parte, se pudo determinar que G. longior posee los ovocitos mas grandes
respecto de las demas especies de la Familia Glycymeridae. Esta especie presenta un
rango de diametro ovocitario que va desde las 7,5 pum hasta 175 um. De acuerdo con
Lucas (1965), el méximo valor de didmetro ovocitario dentro de la Familia Glycymeridae

es el correspondiente a G. glycymeris es de 170 pum, pero tiene un rango promedio de 100
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a 130 um, y Villalejo-Fuerte et al. (1995) reportaron, para G. gigantea, ovocitos de 150

pum de didmetro maximo en el periodo de maduracion total.

El desarrollo gonadal de los organismos implica un proceso que consume energia,
por ello, la reserva de nutrientes (carbohidratos, proteinas, lipidos) que poseen los
bivalvos tiene por finalidad el desarrollo de gametas o el crecimiento. En algunas
especies, se genera un tejido corporal especial que sirve como almacenamiento del
sustrato metabdlico (Ansell, 1974; Comely, 1974; Gabbott, 1975; Taylor & Venn, 1979;
Sundet & Vahl, 1981; Bayne et al., 1982). El crecimiento de las gdnadas generalmente
ocurre durante el invierno cuando la disponibilidad de alimento es baja y las actividades
de alimentacién se suprimen o la gametogénesis progresa rapidamente durante un corto
periodo de tiempo, a principios de la primavera (Steingrimsson, 1989). Después de la
evacuacion de gametas, sigue un periodo de reposo gonadal que puede durar todo el
invierno (por ejemplo, Ansell, 1974; Morvan y Ansell, 1988).

Glycymeris longior, es una especie que presenta diferencias entre el desarrollo
gonadal masculino y femenino; en hembras existe una etapa de proliferacion (inicio de la
gametogénesis) definida, mientras que en machos se observé un estadio de evacuacion
con recuperacion simultanea, indicando la generacion de gametas sexuales durante todo
el afio, sin un periodo de reposo sexual, a diferencia de G. nummaria, la cual presenta un
periodo de maduracién desde mayo hasta julio para ambos sexos, evacuando sus gametas
en julio y agosto (Crncevic 2013), estacién de verano en el hemisferio norte (Croacia); y
de G. gigantea, que desova durante el invierno en Bahia Concepcién (Baja California)
(Villalejo-Fuerte 1995). Por otra parte, Galap et al. (1997) plantea que G. glycymeris, en
Francia, puede presentar tanto una evacuacion en otofio como dos desoves, uno en verano

y otro en otofio. Sin embargo, Steingrimsson (1989) reporta que esta misma especie, en
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Inglaterra, tiene un ciclo continuo con evacuaciones durante todo el afio. Este mismo
comportamiento fue observado en El Sotano, Golfo San Matias, en G. longior. Ademas,
esta especie presenta un cierto grado de asincronia reproductiva en la poblacién durante
la maduracion de células sexuales pero una sincronia en los estadios de evacuacion,
permitiendo que en el ambiente exista esperma disponible para poder fecundar. Un caso

similar de sincronia reproductiva fue descripto por Crncevic et al. (2013) en Croacia.

Entre los pardmetros ambientales que influyen sobre la reproduccion de los
bivalvos, la temperatura es un factor importante pues funcionaria como disparador del
desove (Sastry, 1979). La época de evacuacion de gametas podria estar relacionada con
la disponibilidad del alimento. Muchos bivalvos tienden a desovar durante periodos con
disponibilidad de alimento para el desarrollo de las larvas. Es posible, que las diferencias
temporales y cuantitativas en el suministro de alimentos tengan una mayor influencia en
el ciclo reproductivo que la temperatura del agua o latitud (Emmett et al,. 1987).
Steingrimsson (1989) determina que para G. glycymeris la cantidad de alimento
(productividad primaria medida indirectamente a partir de las concentraciones de
Clorofila a) y la concentracién de oxigeno son factores modeladores de su ciclo
reproductivo. En G. gigantea de México, la gametogénesis es un proceso lento y parece
estar regulada por la temperatura, la fase proliferativa ocurre durante el invierno y la
primavera (desde 17 a 19 °C) y la vitelogénesis ocurre durante el verano con temperaturas
crecientes hasta 30 °C. El principal periodo de desove es en el otofio, cuando las
temperaturas estan disminuyendo (Villalejo-Fuerte 1995). En el presente estudio se pudo
observar que G. longior no muestra relacion entre la temperatura y los periodos de

evacuacion total o evacuacion con recuperacion. Mientras que si se observa una relacién
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entre el inicio de la maduracién total y la temperatura, cuyo rango optimo estaria entre

los 11y 18 °C.

Si bien, la salinidad y la disponibilidad de suficiente oxigeno disuelto, son
esencialmente invariantes, las variaciones de temperatura, rara vez, deben exceder las
tolerancias de las fluctuaciones en el suministro de alimentos. Es probable, que la
disponibilidad de fitoplancton sea critica para las larvas veliger y desencadenar el
reclutamiento y el establecimiento de nuevas poblaciones (Galap, 1997). Starr (1989),
examind los mecanismos que sincronizan el desove de los invertebrados con las
floraciones primaverales del fitoplancton. Este autor determind que los desoves se
generan por el aumento en la concentracion de células del fitoplancton (floraciones
algales), mas que por las diferentes especies de diatomeas y dinoflagelados, concluyendo
que los niveles naturales de fitoplacton durante una floracion en primavera seria suficiente
para estimular el desove en moluscos. En la poblacién de Glycymeris longior estudiada
se observé que los individuos se encontraban en la etapa de maduracién de total y/o en
evacuacion (total o con recuperacion) durante los dos periodos de méaxima productividad
primaria en el afio de muestreo; El primer pico de floracion algal estimularia el inicio del
proceso de desove, mientras que las evacuaciones en todos los meses indicarian que esas
concentraciones podrian ser suficientes para abastecer a las larvas y permitir su desarrollo,

como lo platea Starr (1989).

La Atresia se define como un proceso de degeneracion y reabsorcion de alvéolos
ovaricos que ocurre de manera normal en los ovarios de todos los vertebrados, incluidos
los peces. Sin embargo, en diferentes especies de invertebrados, como los moluscos

bivalvos y equinodermos, este aspecto esta presente (Quintana, 2012).
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La sefial celular que inicia este proceso, igual que el de la apoptosis celular, no es
bien conocida aun. Sus origenes pueden ser diversos: desde un proceso de reabsorcion
(reutilizacion de los dvulos degradados para reabsorber energia), hasta situaciones de
stress: sea por déficit de alimento a bajas temperaturas o por procesos de contaminacion.
Diversos autores apuntan a la accion lisosomal de los propios ovocitos (Dorange y Le
Pennec, 1989; Pipe y Moore, 1985; Pardo Fernandez, Matus de la Parra y San Juan
Serrano, 2002) y a una induccion por testosterona (Wang y Croll, 2004). Las condiciones
ambientales desfavorables también son citadas como causa de estrés y de degradacion de
ovocitos.

La degeneracion y atresia de ovocitos es un proceso descripto en moluscos
bivalvos, cuyo significado fisioldgico es explicado por la sobre maduracion en el alvéolo
cuando no existen estimulos que incitan la puesta. Las variables externas que mas
influyen tanto en el crecimiento soméatico como en el desarrollo gonadal de moluscos
bivalvos son la temperatura y a disponibilidad de alimento (Suarez Alonso, 2007).
Alternativamente, la atresia podria estar relacionada con el “reloj interno” que presentan
los seres vivos. Ejemplo de ello, es el berberecho, que cuando inicia el invierno, coincide
con el crecimiento de valvas al comienzo de su ciclo reproductivo anual. Durante el
desove o puesta, se observa un ligero aumento glucdgeno, secuencia de proteinas y
lipidos, lo que sugiere que tiene el potencial de liberar ovocitos en este momento. Sin
embargo, esto no ocurre, y la cohorte de ovocitos sufre atresia total. Como esta lisis es
seguida por un periodo de crecimiento valvar, parece probable que los metabolitos
producidos por tal atresia contribuyan al crecimiento de la especie; donde la energia se
asigna al crecimiento en lugar de a la reproduccion (Steingrimsson, 1989). Los
metabolitos producidos por dicha lisis o atresia, pueden actuar como una fuente alterna,

en un momento donde la disponibilidad de alimentos se ve afectada por la disminucion
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en la productividad del plancton y/o caidas en la temperatura del agua. Un fendmeno
similar ha sido descrito en la vieira Pecten maximus, en la cual los ovocitos maduros se
lisan durante el periodo de invierno por enzimas de los tejidos musculares y viserales. Se
presume que dicha lisis, ayuda a mantener la integridad fisioldgica durante el invierno,

un periodo muy dificil para los bivalvos (Dorange 1989).

Los procesos de atresia, dentro de la Familia Glycymeridae, se han descripto en
G. glycymeris. Estos ocurren en el periodo comprendido desde octubre/noviembre hasta
febrero/marzo, caracterizado por un alto nivel de degeneracién ovocitaria y afectando a
todos los ovocitos en la génada, durante el invierno. Por el contrario, en G. longior, la
atresia es permanente durante todo el afio, independiente del estadio reproductivo en que
se encuentra. Ganias et al. (2008) sefialaron que la atresia puede presentarse en cualquier
momento del desarrollo ovocitario y Suarez Alonso (2007) reporta la degradacion de
gametas en mas evidente en hembras y se produce dentro de los alvéolos gonadales, tal
como se pudo observar en G. longior. Asimismo, teniendo en cuenta los dos parametros
ambientales (temperatura y clorofila a) analizados, no se pudo comprobar que estos

fueran las posibles causas de proceso.
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6. Conclusiones.

Las conclusiones finales obtenidas de este trabajo son:

Se pudo identificar un ciclo reproductivo para Glycymeris longior, con ausencia

de reposo sexual.

e Se identific6 una proporcion sexual distinta de 1:1, con presencia de
hermafroditas.

e Para demostrar el posible patron de hermafroditismo sucesivo es necesario
realizar estudios posteriores, ampliando el rango de tallas e incluir individuos
juveniles.

e El patron reproductivo de G. longior seria regulado por la productividad primaria
presente en la zona, mas que por la temperatura superficial del mar. Este, ultimo
parametro ambiental actuaria como disparador de los eventos de evacuacion
gametica.

e A partir de los estudios realizados no se puedo determinar algun tipo de relacion

entre los grados de atresia y los parametros ambientales.

A continuacion, se detalla, realizo algunas actividades que podrian completar
algunos aspectos de este trabajo que han no han podido ser resueltos para futuras
investigaciones sobre este trabajo, las cuales son:

e Analizar otros parametros ambientales, como la salinidad Yy/o
concentracion de oxigeno disuelto, para ajustar la regulacién del patrén
reproductivo.

e Complementar los datos obtenidos mediante imagenes satelitales de
Clorofila a, con muestreos in situ.

e Determinar posible/s causa/s de atresia en un &mbito experimental.
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