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1. Resumen

Las poblaciones de crustdceos Braquiuros, son explotadas con estrategias de manejo que
se enfocan principalmente en la proteccion de las hembras. Esta pesca selectiva tiene como
consecuencia que se extraigan los machos mas grandes, desencadenando una desproporcion
sexual en poblaciones adultas bajo escenarios de alta presion pesquera. En poblaciones
sobreexplotadas los grandes machos son menos abundantes, aumentando el acceso al
apareamiento de machos pequefios con menores aptitudes reproductivas y que podrian copular
con varias hembras consecutivamente, sin recuperar su reserva espermatica. Las consecuencias
reproductivas para hembras en tales condiciones podrian ser; (1) Baja calidad de espermios
almacenados, debido a la falta de espermios frescos (recientemente transferidos) o a la menor
calidad de espermios provenientes de individuos pequenos. (2) Baja cantidad de espermios
almacenados, debido a la baja frecuencia de copulas o la limitada trasferencia de espermios por
parte de individuos pequefios. En ambos casos, podria significar futuros escenarios de limitacion
espermatica al obtener insuficientes reservas de espermios viables para fecundar todos los
ovocitos producidos. En este estudio, se evalua la viabilidad y carga espermatica del receptaculo
seminal de la jaiba comercial Metacarcinus edwardsii, en hembras colectadas en poblaciones
bajo distintos escenarios de pesca (localidades con bajos y altos indices de extraccidon) durante las
distintas estaciones del afio. Los porcentajes de viabilidad espermatica en general fueron altos y
presentaron baja variabilidad entre localidades con diferente intensidad extraccion, en cambio, el
nimero de espermios presentd diferencias significativas entre localidades con alta y baja
intensidad de extraccion; las hembras de localidades con bajos indices de extraccion poseen el
doble de reservas que localidades con alto indice de extraccion, lo que indica que la pesca
selectiva no produce un efecto en la calidad de los espermios, sino en la cantidad de espermios
que son transferidos a las hembras. Esto significa que las adaptaciones de las estructuras
reproductivas; como el receptaculo seminal, son altamente eficientes para mantener los espermios
viables. Sin embargo, es necesario también evaluar el éxito reproductivo de la especie a través de

la fecundidad de la hembra para obtener una vision mas clara del estado actual del recurso.
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1.1. Summary

The crustacean populations of Braquiuros, which are under the fishing exploitation, have
strategies of management focused on female protection and minimum size extraction of the
resource. This is known as selective fishing because it makes a bias to the bigger male extraction,
triggering a clear sexual disproportion in adult population under high pressure fishing scenarios.
In overexploited populations, bigger males are less abundant, making the access to mating of
small males with less reproductive fitness increas. In this way, males may copulate with several
females consecutively without recovering their reserve of sperms. The consequences for females
in such conditions —as found in other commercial crabs species- might be: (1) the low quality of
sperms stored due to the lack of fresh ones (recently transferred) or due to the less quality of the
sperms coming from small individuals. (2) the low quantity of sperms stored, due to the low
frequency of copulations or the lack of sperm’s transference in small individuals. In both cases,
there might be future scenarios in which there is a sperm limitation when obtaining limited but
viable sperms reserves towards the fertilization of oocytes produced. In this research, the viability
and the sperms storage of the commercial crab Metacarcinus edwardsii resource is evaluated, by
means of the seminal receptacle in females collected in populations under different stages of
fishing (locations with high or low rates of extraction) during different seasons of the year. The
results, in terms of viable sperm percentage, are generally high and with no significant changes
concerning the grade of fishing extraction; however, the numbers of sperms change in locations
concerned with the extraction category. In female locations with low rates of extraction, they
have double reserve in contrast to locations with higher rates of extraction. This means that the
selective fishing has no effect in terms of quality, but it has a quantity of sperms transferred. This
means that the transference of gametes from males is being affected; more than the capacity of
females to keep the viable sperms and in the reproductive structure, like the seminal receptacle,
which is highly efficient to keep the sperms alive. However, it is necessary to evaluate the
success of the reproductive species by means of the female fertility in order to get a more clear

vision of the current condition of the resource.
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2. Introduccion

La explotacioén de recursos marinos, ha adquirido gran importancia a través de la historia,
principalmente, por el sustento econdmico social y sus repercusiones en el ecosistema marino.
Sin embargo, los efectos de la pesca, tales como; las presiones selectivas que actian sobre la
dinamica de especies, tanto a nivel de morfologia, comportamiento e historia de vida; no han sido
evaluados por la falta de informacion o porque sélo existen estudios enfocados en especies de
gran importancia comercial (Kuparinen & Merilé, 2007).

Durante las ultimas décadas, la mayoria de los recursos explotados han disminuido sus
niveles de extraccion, siendo los crustaceos el Unico grupo, que desde la década del 50 ha
incrementado los niveles de captura (Anderson et al., 2011). Aun asi, las posibles consecuencias
ecoldgicas de esta tendencia sobre las poblaciones de crustdceos decdpodos en el ecosistema
benténico no son conocidos (Law, 2007).

En Chile, el principal recurso de extraccion dentro de los crusticeos Braquiuros es
Metacarcinus edwardsii, nombrada comunmente jaiba marmola. Olgin (2006) ha descrito que
esta especie ha estado sometida a una fuerte y creciente presion de pesca, especialmente en el sur
de Chile. El control pesquero de este recurso involucra estrategias de manejo que se enfocan en la
proteccion de la poblacién reproductora, principalmente mediante la instauracion de tallas
minimas de extraccion y la prohibicion de extraccion de hembras ovigeras (Size and Sex). A nivel
mundial, la proteccion de crustaceos se guia por planes de manejo conocidos como las estrategias
SSS (Season, Size and Sex) (Cobb & Caddy, 1989). En general, la sustentabilidad de la poblacion
bajo estos modelos de manejo han sido poco evaluados (Pardo ef al., 2015). Sin embargo, hay
evidencia de que podrian causar desproporcion sexual en una poblacidon, generando, potenciales

problemas de limitacién espermatica y traspaso insuficiente de fluido seminal (i.e. Kendall,
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2001). Estudios de ésta indole, proporcionan fuerte evidencia de que la extraccion intensiva y
desproporcionada de machos reduce el éxito reproductivo de apareamiento en grandes hembras
(y por tanto el éxito reproductivo de la poblacion). Esto se produce por el aumento de la
frecuencia de apareamiento de machos pequefios (Hankin et al., 1997; Kendall et al., 2002), los
cuales tienen insuficiente tiempo para recuperar sus reservas espermaticas (Dewsbury, 1982),
impidiendo la fecundacion de todos los ovocitos producidos. En jaibas y cangrejos, las hembras
de mayor tamafio producen y portan un mayor nimero de embriones que hembras de menor
tamafio (Prager et al, 1990), por lo tanto, necesitan mayor nimero de espermios para poder
fecundar sus ovocitos.

La estrategia de manejo sesgada hacia la extraccion intensiva de machos se basa,
principalmente, en la capacidad del receptaculo seminal de almacenar espermios por largos
periodos, con los cuales es capaz de fecundar los ovocitos hasta 2.5 anos después de la copula
(Hankin et al., 2003). Sin embargo, la capacidad del receptaculo de mantener viables los
espermios, ha sido probada en muy pocas especies (Wolcott ef al., 1995).

Actualmente, los estudios de la capacidad reproductiva de una poblacion de jaibas, se
enfocan principalmente en el nimero de espermios trasferidos, ignorando el estado potencial de
¢éstos para fecundar los ovocitos. Siendo, la viabilidad espermatica importante en sistemas de
apareamiento; donde las hembras almacenan espermios por periodos prolongados que pueden
amortiguar los efectos de una baja abundancia de machos en las poblaciones explotadas
(Subramoniam, 1993; Kendall, 2001). En el presente trabajo de tesis, se pretende asociar
variables como niimeros y calidad de espermios del receptaculo seminal de hembras de la especie

Metacarcinus edwardsii, teniendo en cuenta su procedencia (localidad) y la estacionalidad, con el
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proposito de reconocer las posibles influencias de las presiones selectivas de pesca sobre el
desempefio reproductivo de la especie.

Metacarcinus edwardsii, es una especie de importancia comercial que estd sujeta a
extraccion pesquera artesanal, por lo que tiene gran relevancia para la economia de pequefna
escala en comunidades costeras. En nuestro pais, se extraen nueve especies del recurso jaiba, de
las cuales M. edwardsii representa el porcentaje mayoritario (Sernapesca). A pesar que los
antecedentes de extraccion son muy escasos y generales, se pueden observar importantes
fluctuaciones en los volimenes de desembarque (Sernapesca). Estas fluctuaciones se deberian,
principalmente, a que cuando pescadores artesanales se ven enfrentados a otro recurso de mayor
valor econémico, postergan la extraccion de jaibas por un tiempo dedicandose al recurso de
mayor valor o cuando otros recursos escasean se dedican solo a la extraccion de jaibas (Mufioz et
al., 2006).

Dentro del plan de regulaciones para la jaiba marmola, existen vedas reglamentarias a
nivel nacional (.S. N° 9 del Ministerio de Economia, Fomento y Reconstruccion del afio 1990)
para mantener el recurso (Aranda et al., 1984): 1) Veda indefinida de las hembras ovigeras; y 2)
La talla minima de extraccion es de 120 mm de ancho de cefalotérax (Pool & Canales, 1996;
Olguin et al., 2006). Se han estudiado las actividades de extraccion y desembarque de este
recurso a través del tiempo, donde las principales zonas de pesca (de acuerdo a datos histéricos),
se encontrarian en la X region, Isla grande de Chiloé. En los antecedentes entregados por el
Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura se menciona que la mayor intensidad de pesca se
concentraria en la zona de Dalcahue, siendo seguida por Quellon , moderada en Ancud, pero baja

en Calbuco y Los Molinos para los ultimos cinco anos de monitoreo (Figura 1).
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Figura 1. Desembarque del recurso comercial Jaiba Metacarcinus edwardsii para los afios 2010, 2011,
2012, 2013 y 2014 para las principales zonas de extraccion (fuente:www.sernapesca.cl).

El aparato reproductor de la hembra de Metacarcinus edwardsii, al igual que en la
mayoria de los crustdceos braquiuros, se compone por un ovario bilobulado (Overstreet et al.,
1992) que posee una forma caracteristica de tipo H (Krol et al, 1992; Goldestein & Dupre,
2010), internamente se unen a los receptaculos seminales, un par de 6rganos altamente elésticos
con forma de saco (Orensanz et al., 1995; Jensen et al., 1996). Los receptaculos seminales se
ubican debajo del corazén y el hepatopancreas, siendo su principal funcion el almacenaje de
esperma (Diesel, 1991; Tavares & Secretan, 1993). El ovario y el recepticulo seminal se
conectan a través de una estructura tubular llamada oviducto, este es el canal de transporte de los
ovocitos al lugar de fertilizacion (Goldestein & Dupre, 2010). La posicion con respecto al
receptaculo seminal donde se produce la conexion del oviducto es de tipo ventral (Figura 2.),

caracteristico de los Cancridae (Orensanz et al., 1995; Jensen et al., 1996; Pardo et al., 2013). El
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receptaculo seminal se conecta con el exterior a través de la vagina culminando en el gonoporo
(Hartnol, 1968; Gonzalez-Pisani et al., 2012). Como todos los Braquiuros poseen fertilizacion
interna, los machos traspasan la esperma directamente en paquetes espermaticos individuales
llamados espermatéforos, los que se componen principalmente por espermios no moviles y

liquido seminal (Diesel, 1988; Subramoniam, 1991; Rogers et al., 2011).

Figura 2. Estructura reproductiva de la jaiba Metacarcinus edwardsii y su conexion ventral con el
oviducto. 1) Receptaculo seminal: gonoporo (G), vagina (V) y conexion oviducto (CO); 2) esquema de
conexion para en genero Cancridae: epitelio quitinoso (EQ) (McLay & Lopez Greco, 2011) y 3) vista
ventral de hembra: abdomen (A).

La actividad reproductiva de crusticeos Braquiuros, de la familia Cancridae, consiste
tipicamente en apareamientos basados en el ciclo de muda de la hembra. La copula sélo es
posible por un tiempo limitado después de que la hembra muda (ecdisis) y antes de que se

endurezca su caparazon (Diesel, 1991). Sin embargo, el periodo de apareamiento es prolongado,

ya que el macho protege a la hembra antes y después de la copula, este comportamiento es
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llamado guarding o abrazo nupcial (Hartnoll, 1969). M. edwardsii es una especie con conducta
poliginica y/o poliandrica, es decir, tanto machos como hembras pueden aparearse con varios
individuos en un mismo periodo reproductivo. Estos sistemas se caracterizan por la competencia
entre machos por la hembra, donde existe presencia de tapon espermatico (Christy, 1987).

La hembra transporta los huevos fecundados en el abdomen, para Metacarcinus edwardsii
se ha estimado una fecundidad media de 800.000 embriones, en una hembra de 120 mm de ancho
del caparazon (Pardo LM. datos no publicados). Cuando los embriones estdn completamente
desarrollados, la hembra los libera a la columna de agua, dando paso a la larva meroplanctonica
llamada zoea (McEdward, 2000). Esta larva pasa por sucesivas transformaciones hasta
convertirse en una larva megalopa (Pardo ef al, 2009). La megalopa se asienta y recluta al

ambiente bentdnico como juvenil hasta alcanzar la etapa adulta (Crisp, 1984) (Figura 3).

larva zoea
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Figura 3. Ciclo reproductivo de Metacarcinus edwardsii.
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Receptaculo seminal: Evaluacion de viabilidad y carga espermatica

La evaluacién del potencial de fecundacion que tienen las hembras, depende de la
cantidad y calidad de los espermios almacenados en sus receptaculos. Mientras el conteo de
espermios es comun en estas evaluaciones, y se realiza mediante conteo directo en un
espermatocitometro, la calidad de espermios medida via viabilidad espermatica, es poco
utilizada.

La viabilidad espermatica se puede evaluar a través de un ensayo de fluorescencia, el cual
se basa en tinciones celulares de espermios donde los tratamientos de ciertos reactivos (naranja
de acridina/ Bromuro de etidio) sufren reacciones a nivel de la membrana plasmatica, lo que se
traduce en colores diferenciados que distinguen las células vivas de las células muertas
(porcentaje de espermios vivos en el eyaculado) (Defives et al., 1999). El uso de esta técnica
generalmente utilizada en mamiferos terrestres (Rodriguez, 2007), se estd implementando
fuertemente para abordar estudios de indole reproductivo en otros organismos y para abordar
problemas que surgen a nivel de especies marinas. Wolcott (2005) utilizo esta técnica en
Callinectes sapidus, para determinar cudl era el porcentaje de espermatdforos viables después de
la copula y si estaba asociado a problemas de tipo ecoldgico. Por lo tanto esta es una herramienta
que podria predecir indirectamente, a través del porcentaje de espermios viables, los posibles
efectos de la pesca.

En general, la extraccion del recurso estd enfocada principalmente a la poblacion de
machos, debido a que los machos tienden a ser de mayor tamafio y por la proteccion a hembras
ovigeras a través de vedas. Esta clara tendencia en las pesquerias a nivel global, pueden
desencadenar futuros efectos en cascada sobre la dindmica y estructura de una poblacion

(Kuparinen & Merild, 2007). Estos efectos se traducen en cambios ecologicos, que pueden
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manifestarse en una reduccion en la capacidad reproductiva de la especie sobreexplotada. La
disminucién de la poblacién masculina de mayor tamafio puede desencadenar problemas futuros
por el acceso facilitado a reproducirse de machos de menor tamafio; esto puede conllevar a
limitacién espermatica debido a la disminucidon de la viabilidad espermatica e insuficiente
traspaso de fluido seminal para fecundar (Figura 4) (Sato & Gochima, 2007). La importancia del
liquido seminal radica en que es el medio a través del cual se transfieren los espermios, por lo
tanto puede tener un rol significativo para el éxito del almacenamiento espermatico (Kendall,
2001) y es descrito en Braquiuros que contienen una gran cantidad de sustancias organicas que
ayudan al metabolismo del esperma (Subramoniam, 1991). Waddy & Aiken (1986) describen un
ejemplo de limitacion espermadtica sufrida en la especie Homarus americanus (langosta
Americana) y mencionan que este problema puede ocurrir en hembras con multiples desoves o

con una masa ovigera proveniente de una sola copula (Gosselin et al. 2005).

escenarios
sesgo pesquero
a grandes machos

>
>

frecuencia
apareamiento
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eyaculado

reproductiva
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>
>

viabilidad
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machos pequeiios
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Figura 4. Modelo conceptual de un escenario de sobreexplotacion pesquera para el recurso jaiba; asume
disminucion de abundancia de machos mas grandes, conlleva disminucion frecuencia de apareamiento
hembras (i.e. mas grandes) y accion facilitada a reproduccion a machos pequefios con menores aptitudes.

Conlleva a una disminucion de calidad y cantidad de esperma que se traduce en disminucion de potencial
reproductivo de una poblacion.
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La viabilidad espermatica es importante para la fecundacidén, ya que proporciona la
cantidad potencial de espermios para fertilizar los ovocitos (Saint Marie, 2002). En algunas
especies la viabilidad disminuye con el tiempo, especialmente si las fuentes de energia
metabolica no son suficientes para los requerimientos de los espermios, como ha sido demostrado
en la especie de Cangrejo Scylla serrata (Subramoniam, 1993).

El analisis espermatico de una poblacion, la calidad y cantidad del contenido del
eyaculado y el numero de espermios, puede dar un conocimiento acerca de los posibles efectos de
la sobreexplotacion pesquera en la capacidad reproductiva y, también una nocién del estado de

conservacion de la especie en el tiempo.
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2.1. Hipdtesis de trabajo

En localidades donde los machos grandes y dominantes son escasos las hembras copulan
con menor frecuencia y principalmente con machos pequefios. Esto tiene como consecuencia que
los espermios almacenados en el receptaculo seminal serdn menos abundantes. Por otro lado, la
poca renovacion de la carga espermatica en los receptaculos, implicaria que los espermios

presenten menor viabilidad en las localidades donde los machos grandes son menos abundantes.

Por lo tanto, en poblaciones intensamente explotadas de Metacarcinus edwardsii, existe
una disminucién en la calidad y cantidad de espermios almacenados en los receptaculos
seminales de las hembras, debido a la escases de grandes machos, producto del sesgo de las

estrategias de manejo de jaibas usada en Chile.

Hi: Existe una disminucion en la calidad y cantidad de espermios almacenados en los
receptaculos seminales de la hembra en poblaciones explotadas intensamente, en comparacion

con aquellas con menor intensidad pesquera.

Ho: No existe una disminucion en la calidad y cantidad de espermios almacenados en los

receptaculos seminales de la hembra en poblaciones explotadas intensamente.
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2.2. Objetivo General
Comparar la viabilidad y la carga espermatica (peso y numero de espermios) del receptaculo
seminal de las hembras de Metacarcinus edwardsii de localidades con altas y bajas presiones de

pesca.

2.3. Objetivos especificos

e Comparar la variabilidad temporal en la viabilidad y cantidad de espermios para cada
localidad.

e Determinar e identificar en qué localidades existe una disminucion en el contenido de
esperma almacenado y la viabilidad espermadtica asociado con la presion de pesca.

e Comparar las diferencias en la calidad y cantidad de espermios almacenados entre las
cinco poblaciones locales de jaibas del sur de Chile

e (Comparar la calidad y cantidad de espermios de hembras en diferentes estados
reproductivos.

e Comparar la viabilidad entre receptaculos seminales de hembras recién copuladas.
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3. Materiales y métodos

3.1 Area de estudio

Las muestras de M. edwardsii utilizadas en el presente estudio provienen de cinco
localidades (Figura 5). Tres de las cuales estan descritas por Olgin et al., (2006) y Barahona et
al., (2008) como las principales zonas de extraccion del recurso, segiin estos autores la extraccion
estaria concentrada en la Isla grande de Chiloé, en Ancud (41°52'14" S; 73°48' 58" W),
Dalcahue (42°22'45.5" S; 73°38'50.1" W) y Quellon (43°7'5" S; 73°36'59" W). Ademas, se
obtuvieron muestras de las localidades de Calbuco (41°46'24" S; 73°7'49" W) y Los Molinos
(39°51'16.7"S; 73°23" 40.3"W) que presentan menor grado de extraccidon, de esta forma se
realizard un estudio comparativo de las localidades (Pardo et al., 2015). Cabe sefalar que con
anterioridad las 5 localidades, ya fueron descritas mediante estimaciones directas (estructura
poblacional y razon sexual), se determind que Ancud, Dalcahue y Quelldn (alta presion de pesca)
eran localidades con un alto sesgo de extraccion hacia los machos en comparaciéon con las

localidades de Calbuco y Los Molinos (baja presion de pesca) (Pardo et al., 2015).
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Figura 5. Sitios de recoleccion de muestras para M. edwardsiii, correspondientes a las localidades de Los
Molinos, Calbuco, Ancud, Dalcahue y Quellon.
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3.2. Metodologia y procesamiento de muestras

En terreno, se recolectaron un minimo de 12 hembras por cada localidad (5) y durante las
cuatro estaciones del ano (otono: 02-05-2012; invierno: 18-07-2012; primavera: 04 -11-2012 y
verano: 18-02-2013), las que fueron inmediatamente trasladadas al Laboratorio Costero de
Recursos Acuaticos Calfuco (Universidad Austral de Chile) para los posteriores analisis de
viabilidad espermatica y de nimero de espermios contenido en los receptaculos seminales.
Durante los dias que dur6 el procesamiento de muestras, los ejemplares se mantuvieron en
estanques con alimentacion Ad libitum con condiciones de temperatura y salinidad similares al
medio.

Antes de procesar las muestras, se tomaron medidas de longitud de los individuos (AC),
se observd el estado de caparazon (EC) y el estado gonadal (EG), y la presencia de tapon
espermatico (hembras con copula reciente). (Tabla 1).

En el laboratorio, al diseccionar los ejemplares recolectados; se extrajeron los dos
receptaculos seminales de cada individuo. El receptaculo seminal derecho se destin6 al andlisis
de viabilidad espermatica y el receptaculo seminal izquierdo fue utilizado para conteo del nimero

de espermios.



25

Tabla 1. Clasificacion del estado de caparazon (EC) y del estado gonadal (EG) para cada individuo. El
EG se basa en la caracterizacion hecha por Pardo et al., (2009).

variable numero observaciones
estado caparazon (EC) 1 estado sano sin presencia de organismos (recién mudado).
2 poca presencia de epifitos y minimo deterioro.
3 avanzado deterioro con evidente presencia de epifitos

(Préximo a la muda). e.i. pre- ecdisis.

Inmaduro
primordial

estado gonadal (EG)

desarrollo temprano
desarrollo avanzado
Maduro

en recuperacion

AN DN W~

Figura 6. Receptaculo seminal de varias hembras M. edwardsii después de la copula con presencia de
tapon espermatico y pigmentos de melanina.
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3.3. Analisis de Viabilidad

Para éste analisis, se extrajo el receptaculo seminal derecho de cada ejemplar. El
contenido de éste receptaculo se vacid en un tubo eppendorf (1 ml), previamente preparado con
0,5 ml de agua de mar artificial a 30 psu. Solucion que se mezcld cuidadosamente, para luego
extraer una alicuota de 4 ul que fue depositada sobre un cubre objeto. A esta alicuota se
agregaron 4 ul de una solucion de tris/citratro con los reactivos de naranja de acridina/ Bromuro
de etidio. Cada muestra se observd bajo el al microscopio de epifluorecencia a un aumento de
(10x), acoplado al moddulo de viabilidad del sistema CASA (Sperm Class Analyzar Sca
Microptic), resultando en porcentaje de vivos y muertos. El programa utilizado reconoci6 los

espermios por las emisiones fluorescentes de los espermios (Figura 7), que se traduce en:

e Espermios vivos: son identificados, ya que las moléculas del reactivo naranja de acridina,
pueden penetrar en los espermios que poseen la membrana plasmatica intacta,
proporcionando una fluorescencia verde.

e Espermios muertos: identificados, ya que las moléculas del reactivo Bromuro de etidio
(PI) penetra en las membranas dafiadas. Por lo tanto, no son viables, proporcionando una
fluorescencia de color rojo.

Cada muestra contiene datos de porcentaje de espermios viables correspondientes a la

localidad y estacionalidad, para el posterior anélisis comparativo.
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Figura 7. Imagen proyectada del microscopio de epifluorecencia: espermios vivos (puntos verdes);
espermios muertos (puntos rojos). Sistema CASA (Sperm Class Analyzar Sca Microptic).

3.4. Experimento Manipulativo

Paralelamente en la época de apareamiento (estacion primavera), se realizaron

experimentos de copula con ejemplares recolectados en de la localidad Los Molinos (4-11-2012).

En laboratorio, se prepararon estanques con las condiciones similares al medio, donde se
colocaron hembras receptivas (pre-ecdisis) y machos con ablacion unilateral de pledpodos. El
resultado de este experimento, midi6 las diferencias provenientes entre un receptaculo con
eyaculado fresco més eyaculados almacenados previamente y un receptaculo solo con eyaculados
anteriores de otros machos. Este método se utiliza para estimar las diferencias en viabilidad

espermatica de espermios almacenados y frescos, mediante sustraccion.
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3.5. Conteo del nimero de espermios por receptaculo seminal

Para contabilizar la cantidad de espermios presentes en los receptaculos seminales de las
hembras de M. edwardsii, se vacid el contenido del receptaculo izquierdo en un tubo eppendorf
(previamente pesado- de 1.7 ml) con 0,5 ml de agua de mar artificial al 30 psu.

Este tubo eppendorf con el contenido del eyaculado, se pesd para poder realizar los
calculos del volumen de la muestra. La herramienta pellet pestle se utilizd para la
homogenizacion de ésta, y para su conservacion se le agregaron 100-200ul de formalina diluida
al 5 %.

El conteo de los espermios se realizo, a través de la camara Petroff-Housser Counter
(espermatocitometro). Doénde 10 pl de una muestra previamente diluida (Factor dilucion (FD):
10, 50, 100) fueron depositados en la placa y el calculo del nimero de espermios por receptaculo
seminal, se realiz6 con la siguiente formula:

[((n° espermios x25) x 50) x 10°] x FD = n° espermios por receptaculo seminal

3.6. Analisis de datos

Se estim6 la relacion existente entre numero de espermios y talla de la hembra, y
viabilidad espermatica y talla de la hembra. Luego, se compararon la cantidad y calidad de
espermios entre las distintas localidades, utilizando el andlisis de varianza de dos vias o
covarianza de dos vias, dependiendo si la talla de la hembra tiene o no una covariaciéon con las
variables dependientes. En todos los casos se verifico la homogeneidad de las varianzas y la
distribucion normal de los residuales. Para estos casos se realiz6 un ANDEVA (o ANCOVA,

segun corresponda) en base a permutaciones.
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4. Resultados

4.1. Viabilidad espermatica de Metacarcinus edwardsii

Durante las campafias de muestreos realizadas en los afios 2012 y 2013 se obtuvieron un
total de 352 hembras de jaiba Metacarcinus edwardsii. Las muestras fueron recolectadas
estacionalmente en cinco localidades seleccionadas del sur de Chile; Los Molinos, Calbuco,
Ancud, Dalcahue y Quellon (a excepcion de Calbuco en la campafia de otofio del afio 2012).

Los porcentajes de viabilidad espermética obtenidos para cada localidad y estacion
muestran que los valores promedios en esperma viable son considerablemente altos, sobre el 80%
(Tabla 2). Ademas, al comparar la viabilidad de los espermios almacenados respecto a la
influencia de la talla de la hembra no se muestra ninguna relacion (Figura 8), en el andlisis de
regresion se observa que la variacion en el ancho del cefalotérax de las hembras en las distintas
estaciones medidas no tuvieron un efecto en la viabilidad espermadtica en ninguna estacion del
afio (otofio: R?>=0,16, F=1.96, P>0.001; invierno: R?=0,25, F= 7.46, P>0.001; primavera:
R?=0,27, F= 6.86, P>0.001y verano: R?=0,22, F=3.83, P>0.001).

Por otro lado, se observo que la variacion en el tamano del cefalotérax de hembras entre
localidades si tiene un efecto en la viabilidad espermética (Los Molinos: R?>=0,26, F=22.23,
P<0.001; Calbuco: R?=0,32, F=23.57, P<0.001; Ancud: R*=0,25, F=19.70, P<0.001; Dalcahue:
R?=0,26 F=22.71, P<0.001 y Quellon: R?>= 0,28, F=26.19, P<0.001). En cuanto a la relacion
existente entre el tamafio y el porcentaje de viabilidad espermatica, es significativa entre
localidades. El coeficiente de determinacion total para la relacion entre ancho de cefalotorax por

localidad y viabilidad espermética fue baja, pero significativa (R?>=0,25, F=23.73, P<0.001).
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Figura 8. Grafico de dispersion que muestra la relacion entre el porcentaje de viabilidad espermatica del
receptaculo seminal versus el ancho de cefalotorax para la jaiba Metacarcinus edwardsii para cada
localidad; Los Molinos (43), Calbuco (n=37), Ancud (n=46), Dalcahue (n=71) y Quellon (n=55).
Coeficiente de determinacion (R?)=0,25.

Al constatar que la influencia de la talla de la hembra es minima en relacion al porcentaje
de espermios viables, solo se realizo un Analisis de varianza factorial (ANDEVA) para comparar
las variables Estacion (Tabla 3 y Figura 9) y Localidad (Tabla 3 y Figura 10) en cuanto a los
valores en porcentajes de viabilidad espermatica del receptaculo seminal de cada hembra. Ambos
factores fueron significativos, sin embargo, la interaccion entre los factores Localidad y
Estaciones no lo fue (Tabla 3).

La estacionalidad es el factor mas determinante en la variacién de los porcentajes de
viabilidad espermatica de los espermas almacenados en cada receptaculo (Tabla 3 y Figura 9) y
sus resultados muestran que los valores mas altos son alcanzados durante el verano y los valores
mas bajos en la temporada de invierno (Tabla 2). Siendo todas las estaciones distintas entre si, a

excepcion de las comparaciones entre las estaciones otofio y primavera (Tabla 3).
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Los valores promedios anuales en la viabilidad de espermios almacenados también varian
para cada localidad (Tabla 3 y Figura 10) mostrando diferencias significativas especialmente en
la localidad de Calbuco (Tabla 3) que tiene una tendencia distinta a las otras localidades pero
valores cercanos a la localidad Ancud. Los valores promedios mas altos se encontraron en
Dalcahue, y los valores mas bajos se encontraron en Calbuco (Tabla 2). Al agrupar estas
localidades en categorias de grado de extraccidon no se observa ninguna tendencia entre baja y alta

intensidad de pesca (Figura 10).

Tabla 2. Numero de jaibas recolectados (n), media, error estandar (SE) de porcentajes de viabilidades de
espermios para las estaciones y las localidades muestreadas durante la campaiia anual.

Factor N media SE
Estacion otofio 75 91.8 0.8
invierno 106 82,9 1.4
primavera 87 91.8 0.8
verano 75 96,1 0,4
Localidad Los Molinos 53 91,8 0.9
Calbuco 52 84,7 2.4
Ancud 74 89,2 1,2
Dalcahue 89 92,0 0.8

Quellon 75 91,1 1,1
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Tabla 3. Resultados del Analisis de Varianza factorial (ANDEVA) y comparaciones entre pares de las
medias del porcentaje de viabilidad espermatica del receptidculo seminal de Metacarcinus edwardssi. Los
valores significativos estdn indicados en negrita.

ANDEVA

Fuente de variacion Df Ms f P
Localidad 4 266 2,93 0,020
Estacion 3 2774 30,53 0,000
Localidad * Estacion 11 137 1,51 0,126
Error 324 91

Comparaciones a posteriori de Tukey entre grupos desiguales ( "unequal N HSD")

ESTACION otofio invierno primavera
Otoiio —

Invierno 0,000 —

Primavera 0,999 0,000 —
Verano 0,030 0,000 0,029

Comparaciones a posteriori de Tukey entre grupos desiguales ( "unequal N HSD")

LOCALIDAD Los Molinos Calbuco Ancud Dalcahue

Los Molinos —

Calbuco 0,001 —
Ancud 0,612 0,113 —
Dalcahue 0,999 0,000 0,356 —

Quellon 0,996 0,005 0,730 0,999
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Figura 9. Porcentaje de Viabilidad espermatica del receptaculo seminal derecho para la jaiba
Metacarcinus edwardsii. Las barras muestran los valores promedios obtenidos durante la campaia anual.
Los errores estandares son indicados para cada estacion muestreada: otofio (n= 75), invierno (n=106),
primavera (n=87) y verano (n=75). n: niimero total de individuos recolectados durante la temporada de
muestreo. Prueba a posteriori de Tukey Unequal N HSD. Letras iguales indican ausencia de diferencias
estadisticas significativas (P>0,05) y viceversa.
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Figura 10. Porcentaje de Viabilidad espermatica del receptaculo seminal derecho para la jaiba
Metacarcinus edwardsii. Las barras muestran los valores promedios obtenidos durante la campaia anual.
Los errores estandares son indicados para cada localidad muestreada: Los Molinos (n= 53), Calbuco
(n=52), Ancud (n=74), Dalcahue (n=89) y Quellon (n=75). n: nimero total de individuos recolectados
durante la temporada de muestreo. Prueba a posteriori de Tukey Unequal N HSD. Letras iguales indican
ausencia de diferencias estadisticas significativas (P>0,05) y viceversa.
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La Figura 11 muestra la viabilidad espacio temporal para los espermios de M. edwardsii

asociada a localidades con baja (barras color gris) y alta (barras color negro) intensidad de pesca.

Los porcentajes de espermios viables fueron mas altos en la mayoria de las localidades para la

estacion de verano (principalmente en las localidades Ancud y Quellon; (Fig. 11) y los mas bajos

a la estacion de invierno (localidades Ancud y Calbuco; Fig. 11), a excepcion de la localidad Los

Molinos que tuvo su maxima en primavera (Fig. 11). Cuando se agruparon las localidades

muestreadas por categorias de grado de extraccion, no se observan tendencias estacionales

diferentes para las localidades muestreadas (baja y alta intensidad de pesca) (Fig. 11).
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Figura 11. Viabilidad estacional de espermios presentes en el recepticulo seminal de la jaiba

Metacarcinus edwardsii. Las barras muestran

los valores

promedios con error estandar para cada

localidad muestreada. Las localidades fueron: Los Molinos (n= 53), Calbuco (n=52), Ancud (n=75),
Dalcahue (n=89) y Quellon (n=75). n: nimero total de individuos recolectados durante la temporada de

muestreo.
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Calidad de espermios asociada a la condicion reproductiva

Los resultados comparativos en calidad de espermios muestran que existen diferencias
significativas segun la condicion reproductiva de la hembra (F=3.52, P=0.033, N=127). Hembras
antes de la copula (HAC) con estado de desarrollo gonadal 3 tienen un promedio de espermios
viables cercano a 90,6% (ES=1,5) mientras que hembras recién copuladas (HRC) con estado de
desarrollo gonadal 4-5 y presencia de tapon espermatico muestran un aumento del 3% en los
porcentajes de esperma viable (93,1%; ES=0,7). En contraste, hembras en condicidon ovigeras
(estado desarrollo gonadal 6) muestran una disminucidon cercana al 10% en sus viabilidades

(85,7%; ES=2,2, Figura 12).
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Figura 12. Grafico comparativo que muestra el promedio y error estandar de los porcentajes de espermios
viables para cada categoria; hembras antes de la cépula (HAC) n=31, hembras recién copuladas (HRC)
n=76, hembras ovigeras (HO) n=26.
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4.2. Experimento viabilidad espermatica: comparacion de eyaculados frescos y

viejos.

Los resultados de la prueba de t de Student pareado para hembras que fueron expuestas a
experimentos de copula con ablacion unilateral de pledopodos en machos; muestran que al
comparar eyaculados transferidos recientemente no se encuentran diferencias significativas de
eyaculados viejos que estuvieron al menos presente durante un ciclo de muda (T=1.47, P=0,17,
n= 11). Sin embargo, los receptaculos seminales con presencia de espermios viejos tienen un
promedio de 95,5% (ES=3,2) valores menores que los recepticulo con mezcla de eyaculado

fresco-viejo (97,2%) pero no significativa (Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje medio de viabilidad espermatica presentadas con condicion de esperma; eyaculados
viejos y eyaculados frescos (mix fresco-viejo) de los ejemplares n total= 11.
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4.3. Numero de espermios contenidos en el receptaculo seminal de M. edwardsii

Los resultados generales del contenido en numero de espermios presentes en los
receptaculos seminales para hembras de M. edwardsii muestran la existencia de diferencias
significativas entre estaciones (Figura 14) y entre localidades (Figura 15). Los datos de las
variaciones temporales muestran que el mayor contenido en nimero de espermios se encontraria
en hembras recolectadas durante la época de primavera y el menor contenido en nimero de
espermios en invierno. En cambio, el promedio anual de las variaciones espaciales en contenido
espermatico; se concentraria en hembras provenientes de la localidad de Calbuco que poseen un
mayor numero de espermios, en contraste con la localidad de Dalcahue donde las hembras
tendrian un menor contenido de esperma en sus receptaculos.

Al asociar contenido de espermios a grados de extraccion del recurso; se observa que
localidades con alto indices de pesca (Ancud, Dalcahue y Quellon) tienen menos nimero de
espermios que localidades con bajos indices de pesca (Los Molinos y Calbuco; Figura 15).

Para tener una mejor precision de los datos y disminuir el efecto de las tallas de las
hembras recolectadas sobre el contenido de espermios se aplicd un andlisis de regresion lineal
(con transformacion In). Este andlisis muestra que la talla tiene relacion positiva con el nlimero
de espermios pero baja, es decir, hembras mas grandes (ancho cefalotorax) almacenan un mayor
niimero de espermios (R?=0,48, P<0,0001; Figura 16). La relacion positiva muestra una curva

exponencial que se ajusta a la formula Y= 0,12X*,
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Figura 14. Numero de espermios por receptaculo seminal para la jaiba Metacarcinus edwardsii. Las
barras muestran los valores promedios obtenidos durante la campana anual. Los errores estandares son
indicados para cada estacion muestreada: otofio (n= 75), invierno (n=106), primavera (n=87) y verano
(n=75). n: numero total de individuos recolectados durante la temporada de muestreo. Prueba a posteriori
de Fisher. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas (P>0,05) y viceversa.
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Figura 15. Numero de espermios por receptaculo seminal (derecho) para la jaiba Metacarcinus edwardsii.
Las barras muestran los valores promedios obtenidos durante la campafia anual. Los errores estandares
son indicados para cada localidad muestreada: Los Molinos (n= 53), Calbuco (n=52), Ancud (n=74),
Dalcahue (n=89) y Quellon (n=75). n: niimero total de individuos recolectados durante la temporada de
muestreo. Prueba a posteriori de Fisher. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas
significativas (P>0,05) y viceversa.
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Figura 16. Grafico que muestra la relacion exponencial entre el nimero de espermios presentes en el
receptaculo seminal de jaiba Metacarcinus edwardsii versus ancho cefalotérax (AC). Los valores
promedios obtenidos durante la campafa anual. Los errores estindares son indicados para cada localidad
muestreada: Los Molinos (n= 53), Calbuco (n=52), Ancud (n=74), Dalcahue (n=89) y Quellon (n=75).
n: niimero total de individuos recolectados durante la temporada de muestreo. R>=0.48.

Debido a que el efecto de la relacion existente entre la talla de la hembra (AC) fue
significativo y que existio una interaccion entre estacion y localidad; el contenido de espermios
almacenados en el receptdculo seminal, se realizd un analisis d¢ ANCOVA comparando las
variables; Localidad (Figura 16), usando el AC (In del ancho cefalotérax) como co-variable en
cada estacion del afio.

Los resultados del ANCOVA para otono (Tabla 5 y Figura 17) muestran que la variacion
de los numeros de espermios almacenados en los receptaculos estd influenciado por la talla (AC)
y por el lugar de procedencia de la hembra, estas variables influyen tanto de forma independiente

como la interaccion estas (Tabla 4). Las principales diferencias en el contenido de espermios

entre localidades, se encontrarian en la localidad Ancud que es distinta a las otras localidades
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(Los Molinos y Quelldn), mientras que la localidad Dalcahue es similar a Ancud y Los Molinos
pero distinta Quellon (Tabla 4 y Figura 17).

Invierno (Tabla 4) tiene la misma tendencia que la estacion de otofo, las variaciones en el
contenido de espermios estarian explicadas por las variables talla de la hembra y la procedencia
de las mismas. Ademas se determind6 que la localidad Calbuco tiene diferencias
significativamente altas en numero de espermios comparadas a las otras localidades (Tabla 4 y
Figura 17).

En primavera los resultados de ANCOVA muestran que el localidad es determinante en
las variaciones de nimero de espermios (Tabla 5 y Figura 16). En la estacion de verano no se
encuentran diferencias estadisticamente significativas en los factores de manera independientes,

ni en la interaccion de estos (Tabla 5 y Figura 16).
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Tabla 4. Resultados del Analisis de covarianza (ANCOVA) para las estaciones otofio e invierno con
comparaciones entre pares de las medias del nimero de espermios del receptaculo seminal de
Metacarcinus edwardssi. Los valores significativos estan indicados en negrita.

ANCOVA otoiio

Fuente de variacion Df Ms f P
Localidad 3 6,815740E+16 6,97 0,000
AC 1 1,290998E+17 13,21 0,000
Localidad * AC 3 8,106941E+16 8,29 0,000
Error 53 9,772091E+15

Comparaciones a posteriori de Fisher entre grupos ( ""Fisher LSD")

LOCALIDAD Los Molinos Ancud Dalcahue

Los Molinos —

Ancud 0,000 —

Dalcahue 0,130 0,080 —

Quellon 0,672 0,000 0,000

ANCOVA invierno

Fuente de variacion Df Ms f p
Localidad 4 2,624394E+16 2,82 0,033
AC 1 1,718060E+17 18,46 0,000
Localidad * AC 4 3,367054E+16 3,61 0,010
Error 54 9,302083E+15

Comparaciones a posteriori de Fisher entre grupos ( ""Fisher LSD")

LOCALIDAD Los Molinos Calbuco Ancud Dalcahue

Los Molinos —

Calbuco 0,003 —
Ancud 0,991 0,003 —
Dalcahue 0,333 0,000 0,326 —

Quellén 0,451 0,000 0,444 0,925
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Tabla 5. Resultados del Analisis de covarianza (ANCOVA) para las estaciones primavera y verano con
comparaciones entre pares de las medias del ntimero de espermios del receptaculo seminal de
Metacarcinus edwardsii. Los valores significativos estan indicados en negrita.

ANCOVA primavera

Fuente de variacion Df Ms f p
Localidad 4 1,513081E+17 0,71 0,037
AC 1 4,742651E+18 0,12 0,724
Localidad * AC 4 1,906713E+17 2,62 0,042
Error 245 2,021999E+17
ANCOVA verano
Fuente de variacion Df Ms f p
Localidad 4 6,473152E+16 1,93 0,121
AC 1 1,225723E+17 3,67 0,062
Localidad * AC 4 6,329688E+16 1,89 0,128
Error 43 3,339427E+16
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Figura 17. Numero de espermios presentes en el receptaculo seminal de Metacarcinus edwardsii. Las
columnas representan los resultados para cada localidad muestreada: Los Molinos (n= 53), Calbuco
(n=52), Ancud (n=75), Dalcahue (n=89) y Quellon (n=75). n: nimero total de individuos recolectados
durante la temporada de muestreo. Prueba a posteriori de Fisher. Letras iguales indican ausencia de
diferencias estadisticas significativas (P>0,05) y viceversa.

Numero de espermios asociado a condicion reproductiva

Los resultados comparativos en numero de espermios no muestran diferencias
significativas para hembras segin su condicion reproductiva (F=0.55, P=0,57, N=127, Figura
18); hembras antes de copula con estado desarrollo gonadal 3 (HAC) poseen un menor nimero de
espermios 2,3 x10%(ES=44352315), mientras que hembras recién copuladas (HRC) con estado de
desarrollo gonadal 4-5 y presencia tapon espermatico muestran el contenido de espermios mas

altos 3,0x10% (ES=57760163), seguido en un 2,8 x10® (ES= 51273671) para hembras ovigeras en

estado ovigera y desarrollo gonadal 6 (HO).
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Figura 18. Numero de espermios por receptaculo seminal para; hembras antes de la copula (HAC) n=31,
hembras recién copuladas (HRC) n=76, y hembras ovigeras (HO) n=26.

4.4. Peso del eyaculado presente en el receptaculo seminal de M. edwardsii

Al comparar los resultados del peso promedio anual de los eyaculados almacenados en los
receptaculos seminales de hembras de la jaiba Marmola, muestran diferencias en contenido por
localidad (P= 0.01; Figura 19). Estas diferencias no estan asociadas grados de explotacion
pesquera, que en la localidad de Quellon (altos indices de pesca) exhibe los valores mas altos en

peso eyaculado (Figura 19).
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Figura 19. Peso eyaculado por receptaculo seminal para la jaiba Metacarcinus edwardsii. Las barras
muestran los valores promedios obtenidos durante la campaia anual. Los errores estandares son indicados
para cada localidad muestreada: Los Molinos (n= 53), Calbuco (n=52), Ancud (n=74), Dalcahue (n=89) y
Quellén (n=75). n: namero total de individuos recolectados durante la temporada de muestreo. Prueba a
posteriori de Fisher. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas (P>0,05) y

viceversa.

Al asociar el peso del eyaculado de M. edwardsii de cada localidad con el ancho del
cefalotérax (Figura 20.) se muestra una relacion significativa (P= 0.01, R=0.16). Sin embargo, el
coeficiente de correlacion es muy bajo, lo que no implica que la talla influya en el contenido del
eyaculado.

Al determinar que el factor talla tiene relacion muy baja con variable peso eyaculado se
descarto este factor como co-variable. Entonces, para determinar las eventuales diferencias entre
las localidades por estacion de muestreo, se realizo un ANDEVA Factorial para las distintas
estaciones (Tabla 6). En la estacion de otofio no se detectan diferencias significativas entre

localidades en cuanto a contenido de eyaculado. En cambio, para la estacion de invierno si se
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observan diferencias en peso de eyaculado entre las localidades sin ninguna tendencia asociada a

grados de extraccion pesquera (Tabla 6, Figura 21).
Para la época de primavera las diferencias estuvieron representadas en las localidades;
Los Molinos, Calbuco y Quellon que fueron mayor a las localidades Ancud y Dalcahue (Tabla 7,

Figura 21). En verano, so6lo la localidad de Calbuco es distinta y con pesos de eyaculados mas

altos que las otras localidades (Tabla7, Figura 21).
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Figura 20. Grafico que muestra la relacion entre el peso del eyaculado presentes en el receptaculo seminal
de jaiba Metacarcinus edwardsii versus ancho cefalotorax (AC). Los valores promedios obtenidos durante
la campafia anual. Los errores estandares son indicados para cada localidad muestreada: Los Molinos (n=
53), Calbuco (n=52), Ancud (n=74), Dalcahue (n=89) y Quellén (n=75). n: nimero total de individuos
recolectados durante la temporada de muestreo. R?=0.16.
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Tabla 6. Resultados del Analisis de varianza factorial (ANDEVA) para las estaciones otofio e invierno
con comparaciones entre pares de las medias del niimero de peso eyaculado del recepticulo seminal de
Metacarcinus edwardssi. Los valores significativos estan indicados en negrita.

ANDEVA otoiio

Fuente de variacion Df Ms f p
Localidad 3 0,009918 2,1935 0,098701
Error 57 0,004522
ANDEVA invierno
Fuente de variacion Df Ms f p
Localidad 4 0,019737 14,1127 0,000000
Error 59 0,001399

Comparaciones entre grupos desiguales ( "unequal N HSD")

LOCALIDAD Los Molinos Calbuco Ancud Dalcahue

Los Molinos —

Calbuco 0,000000
Ancud 0,096406 0,001000
Dalcahue 0,001701 0,000142 0,235245

Quellon 0,975079 0,000000 0,075039 0,000626
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Tabla 7. Resultados del Analisis de varianza factorial (ANDEVA) para las estaciones primavera y verano
con comparaciones entre pares de las medias del numero de peso eyaculado del receptidculo seminal de
Metacarcinus edwardssi. Los valores significativos estan indicados en negrita.

ANDEVA primavera

Fuente de variacion Df Ms f p
Localidad 4 0,018083 4,76 0,001
Error 77 0,003791

Comparaciones entre grupos desiguales ( "unequal N HSD")

LOCALIDAD Los Molinos Calbuco Ancud Dalcahue

Los Molinos —

Calbuco 0,826 —

Ancud 0,025 0,051 —

Dalcahue 0,021 0,047 0,876 —
Quellon 0,317 0,232 0,000 0,000
ANDEVA verano

Fuente de variacion Df Ms f p
Localidad 4 0,006435 2,60 0,047
Error 48 0,002467

Comparaciones entre grupos desiguales ( "unequal N HSD")

LOCALIDAD Los Molinos Calbuco Ancud Dalcahue

Los Molinos —

Calbuco 0,030 —
Ancud 0,887 0,019 —
Dalcahue 0,685 0,010 0,786 —

Quellén 0,624 0,022 0,704 0,880
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Figura 21. Peso del eyaculado presente en el receptaculo seminal de la jaiba Metacarcinus edwardsii. Las
columnas representan los resultados para cada localidad muestreada: Los Molinos (n= 53), Calbuco
(n=52), Ancud (n=75), Dalcahue (n=89) y Quelléon (n=75). n: niumero total de individuos recolectados
durante la temporada de muestreo. Prueba a posteriori de Fisher.
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5. Discusion

Los resultados obtenidos en la calidad de espermios almacenados en el receptaculo
seminal de la jaiba comercial Metacarcinus edwardsii, con la metodologia empleada, indican que
en general los espermios tienen alta viabilidad, presentando muy baja variabilidad por
receptaculo, lo cual quedd demostrado en el analisis general y estacional de los datos.

Los valores mas altos de viabilidad espermatica coinciden con la época de apareamiento
de esta especie (primavera-verano), cuando las hembras han sido copuladas recientemente, por
tanto portan reservas espermaticas frescas. Ademas, los valores mas bajos corresponden a las
hembras ovigeras, donde se han utilizado las reservas espermadticas para la fecundacion de los
ovocitos (otofio-invierno) (Pardo et al., 2013). Cabe destacar que la diferencia entre primavera —
verano y otono — invierno es aproximadamente del 10%, demostrando una vez mas la gran
capacidad de los receptaculos seminales para poder almacenar de forma eficiente los espermios
(Mclay & Lépez Greco, 2011).

Los espermios remanentes luego del desove llegan a un 85,7 % de viabilidad pero no
disminuyen en nimero de forma significativa. Al no ser mdviles, lo espermios de jaibas deberian
activarse solo cuando los ovocitos pasan a través del receptaculo, y dado que la conexion con el
oviducto en esta especie es ventral muy cerca de la vagina (Pardo ef al., 2013), el nimero de
espermios utilizados y activados parece ser muy bajo.

Los resultados del experimento manipulativo, muestran nuevamente las cualidades del
receptaculo seminal para brindar proteccion a los espermios, ya que espermios de al menos un
afio presentan viabilidades similares a los recién transferidos. Esto parece transversal en otras
especies de jaibas, donde la fecundidad de la hembra no se ve afectada por el tiempo de

almacenaje de los espermios (Nagao & Munehara, 2007). En esta misma linea, otras especies de
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Cancridos, como Cancer magister ha mostrado fecundar masas de huevos sin necesidad de
renovar sus reservas de espermios hasta por 2.5 anos (Hankin et al., 2003) o poder fecundar
varias masas de huevos en un afio, como el caso de Romaleon polyodon (Fisher, 2008).

Al observar la calidad espermatica asociada a tallas corporales (ancho de cefalotorax) se
muestra una respuesta diferente a lo esperado, al suponer que hembras mas grandes tendrian
reservas espermaticas menos viables que hembras pequenas, asociado a dificultad de
apareamiento por extraccion de macho mas grande (e.g. efecto explotacion pesquera) (Pardo et
al., 2015). Tal como se menciona anteriormente, la estructura especializada en almacenar los
espermios traspasados por el macho es capaz de mantener viable los espermios por periodos
prolongados de tiempo, por lo que hembras aun sin ser copuladas en los ultimos periodos
deberian tener espermios viables. La alta capacidad de almacenaje debido al grado de elasticidad
de receptaculo seminal, se ha asociado a la presencia de tejido conjuntivo flexible y epitelio
glandular para especies de crustdceos Cancridos (Diesel, 1989). Hembras de la especie Inachus
phalangium cuando aiin no se han apareado poseen receptaculos en forma de pequefias bolsas de
1-2 mm de largo. Con el tiempo, cuando se llenan estos receptaculos pueden alcanzar pesos de
eyaculados cercanos al peso del ovario, eyaculados provenientes de ocho o mas copulas (Diesel,
1988; 1989).

(Como el receptaculo es tan eficiente en la mantencion de los espermios vivos? Una de
las causas es que en estas estructuras reproductivas se ha descrito la presencia de sustancias como
pigmentos de melanina que tendria funcidon bactericida (Wolke ef al., 1985; Jensen et al., 1996),
comunmente descrita para receptaculos seminales de Braquiuros (Subramoniam, 1993) y que
también estan presentes en la especie de estudio (Pardo et al., 2015: y Fig. 6 en este estudio). Se

le atribuye ademés un rol de agente anti-oxidativo reabsorbiendo los radicales libres que se
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producen durante el metabolismo (Bianchini & Monserrat, 2007). También, se han descrito
sustancias residuales i.e. donde enzimas secretadas por el tejido glandular desintegrarian paquetes
de espermios viejos (Beninger et al., 1988).

Kendall & Wolcott (2001) mencionan que el fluido seminal tendria un papel clave en la
mantencion de los espermios y a que contiene gran cantidad de sustancias organicas y que son
usadas para el metabolismo del esperma (Subramoniam, 1991; Rorandelli ef al., 2008). Wolcott
(2005) evidencia que el fluido seminal es abundante en hembras recién copuladas, pero empieza a
disminuir a medida que la hembra avanza en su ciclo reproductivo e.g. en la especie Callinectes
sapidus tiene un periodo total de aproximadamente tres semanas. Por consiguiente, estas
sustancias y estructuras especializadas pueden ser clave en la evolucion o desarrollo de
estrategias reproductivas de la especie para mantenerse y adecuarse a los cambios ambientales.
La ventaja de almacenar espermios en estructuras especializadas por periodos prolongados,
disminuyen los costos energéticos y fisiologicos, separando dos procesos altamente costosos
como son la muda y la reproduccion, obteniendo ventajas para un exitoso proceso de fecundacion
(Sandell 1990; Crichton, 2000).

Si bien es importante saber sobre la cantidad potencial de reservas disponibles para
traspasar a la hembra bajo escenarios de perturbacion (Pardo et al., 2015), también, es necesario
conocer qué cantidad de estos espermios logra fecundar los ovocitos. Pardo ef al., (2015) describe
los estados de las reservas espermaticas en machos de la especie M. edwardsii bajo distintos
escenarios de pesca, la cual es significativamente afectada por la pesqueria. Localidades con alto
grado de extraccion tienen valores mas bajos en el peso del vaso deferente e indice vaso-somatico
que localidades control (baja pesca). Sin embargo, no se conocia hasta ahora si estos efectos eran

traspasados a las reservas de las hembras. En este estudio si se observan diferencias de las
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reservas espermaticas anuales al comparar las localidades por categoria de extraccion pesquera,
es decir, el macho estaria traspasando menores reservas espermaticas en las localidades mas
explotadas (Ancud, Dalcahue y Quellon), ya que en las localidades con baja pesca (Los Molinos
y Calbuco) las hembras tendrian aproximadamente el doble de reservas espermaticas en sus
receptaculos que en localidades con alta pesca, notoriamente marcado en las épocas reproductivas
(primavera y verano).

La estacionalidad de las reservas espermatica estan muy marcadas y coinciden con los
eventos reproductivos propio de la especie, descritos para estas latitudes (Brante et al., 2003;
Pardo et al., 2013). Sin embargo, se observan pequefia variaciones en los maximos estacionales.
Los patrones reproductivos presentan un desfase estacional marcado para hembras provenientes
de las localidades Los Molinos y Calbuco donde el maximo en el contenido de reservas se
presentan en primavera, en tanto que para localidades ubicadas en Chiloé (Ancud, Dalcahue y
Quelldn) en verano. Aun asi, estas tltimas localidades mantienen sus reservas espermaticas mas o
menos constante en el tiempo.

Generalmente, la talla (AC) de los individuos es asociada con el contenido de espermios,
ya que las hembras mas grandes tienen una capacidad de almacenaje mayor que hembras mas
pequeiia (i. e. la capacidad alométrica) (Hines, 1982). Lo que no queda muy claramente descrito
en este estudio, a pesar que se observa una correlacion positiva entre estos factores, la relacion
aparente es baja pero es determinante para la estaciones invierno y primavera. Es decir, en estas
estaciones las variaciones en longitud de los ejemplares de M. edwardsii determinan la
variabilidad del contenido espermatico en los receptaculos de las hembras procesadas por

localidad.
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Sin embargo, al comparar los pesos de los eyaculados de cada receptaculo seminal, no se
observan ninguna relacion aparente con la talla del ejemplar, a pesar de que eyaculado es todo el
material que es traspasado por el macho tanto en espermatdforos (paquetes de esperma) como
liquido seminal, y en conjunto tienen un importante rol y estd demostrado que tanto el nimero de
espermios traspasados y la cantidad de fluido seminal, varian notoriamente entre especies y
conductas reproductivas. En la especie Scylla serrata el plasma seminal contiene gran cantidad
de sustancias organicas utilizadas para el metabolismo del esperma y es fundamental para
mantener la viabilidad de los espermios en el tiempo (Subramoniam, 1993); lo que no sucede en
la especie Callinectes sapidus (Wolcott et al., 2005). Esto permite inferir que los machos son
capaces de manipular la cantidad de fluido seminal que transfieren a las hembras ya sea para
preservar sus espermios, disminuir la competencia u optimizar sus recursos reproductivos. En una
especie de ardcnido el macho puede manipular su fitness reproductivo, ajustando su conducta de
apareamiento, si detecta que la hembra no es virgen (Triberg, 1972; Jones & Elger, 2008). En el
crustaceo Inachus phalangium existe la presencia de un velum (caracteristica de receptaculos mas
complejos) que separa la camara de inseminacioén durante la oviposicion como posible control de
la cantidad de esperma que es usado durante el desove (Diesel, 1989). Escenarios donde los
machos podrian pasar un mayor contenido de liquido seminal, que en las otras zonas donde
machos se aparean con una mayor frecuencia y reiteradas veces, por tanto no alcanzan a
reestablecer sus reservas espermaticas completas.

La variabilidad de éstas reservas en los distintos estados reproductivos de la especie no
muestran grandes diferencias significativas, pero si se observa diferencia significativa en el
numero de espermios en hembras con coOpula reciente (presencia de tapon espermatico) y

hembras ovigeras. Disminucion bioldgicamente explicable, ya que existe una pérdida de
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espermios después de la copula cuando son ocupados por la hembra para fecundar sus ovocitos
(6.6 %), también se observa que después del estado ovigera viene el estado HAC donde existe
una pérdida de espermios cercana del 17,8 % aproximadamente que apoya los otros estudios que
sugieren que existe reabsorcion de espermios.

La especie Metacarcinus edwardsii, es un buen modelo de estudio para evaluar los efectos
de la pesca intensiva, sobre la dinamica de vida de una especie. Permite medir indirectamente los
efectos reproductivos en poblaciones con desproporcion sexual, por el estado de los gametos y el
grado de fecundidad de éstos. En si, la calidad de los espermios en esta especie no se ve aun
afectada por eventos antropogénicos de ninguna indole, pero si presenta las variaciones en el
numero disponible para usar en el proceso de fecundacion. M. edwardsii posee espermios
almacenados viables, lo que aumenta la probabilidad de una inseminacion exitosa potencial de
ovocitos, y una disminucion en el contenido total de espermios, la cual se observa en este estudio
bajo distintos escenarios de pesca, lo que representa riesgo de limitacion espermatica.

El desarrollo de estructuras de almacenamiento de esperma pueden ser consideradas como
un mecanismo seguro, que permite a la hembra maximizar la probabilidad de éxito de embriones
después de la fecundacion (Beninger et al., 1993). Sin embargo, el almacenamiento de esperma
en circunstancias normales para la especie Chionoecetes bairdino no es el mejor camino para la
fertilizacion, debido a que en algunas ocasiones una sola inseminacion es insuficiente para un
segundo cluster de huevos exitosos (Paul & Paul, 1984). Pero también, se puede almacenar
espermios provenientes de mas de un macho (conductas observadas en M. edwardsii) para
fecundar ovocitos de mas de un desove, esto también ocurre en especies de Majidae (Krol ef al.,
1992), lo cual, resulta beneficioso en sistemas donde existe baja probabilidad de encontrar un

macho maduro en el mismo periodo que la hembra (Bauar & Martin, 1991) como esta especie



56

perteneciente a localidades con poblaciones fuertemente explotadas y con alta tendencia a la

promiscuidad (Pardo et al., 2016).

Conclusion

La pesca selectiva de la jaiba comercial Metacarcinus edwardsii, tiene un efecto sobre la
cantidad pero no la calidad de espermios almacenados en los receptaculos seminales. Esto
significa que la trasferencia de gametos por parte de los machos esta siendo afectada mas que la
capacidad de la hembra de mantener los espermios viables. Es mas, se destaca el receptaculo
seminal como una estructura reproductiva muy eficiente en mantener los espermios vivos. Este
estudio evidencia la necesidad de un monitoreo permanente del éxito reproductivo (fecundidad de
las hembras) en las poblaciones explotadas de esta y otras especies de crustdceos con pesca
sesgada hacia los machos, para la deteccion de eventuales limitaciones espermaticas en el

proceso de reproduccion.
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