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RESUMEN

El desarrollo de la otolitometria a nivel diario ha experimentado un notorio
incremento en los tltimos afios en donde se ha reflejado la extraordinaria capacidad de los
otolitos para registrar informacién en su micro-estructura y de esta manera reconstruir la
historia de organismos vivos, debido a que estas estructuras presentan una alta
especificidad morfoldgica. Los micro-incrementos, ademés de registrar informacion de
edad y crecimiento diario, también registran transiciones ontogenéticas que ocurren durante
las fases tempranas de su desarrollo. No obstante, los otolitos no sélo permiten obtener
informacion registrada en su micro-estructura si no que también en su forma, la cual puede
permitir el estudio de otros rasgos de la historia de vida, como por ejemplo la simetria
bilateral (rasgos del cuerpo bilateralmente simétricos), donde se diferencian tres tipos:
asimetria fluctuante (AF; desviaciones aleatorias de la simetria en rasgos bilateralmente
simétricos), asimetria direccional (AD; distribucién normal distinta de cero) y antiasimetria
(distribucion bimodal con promedio cero). Sin embargo, en la mayoria de los casos los
estudios solo utilizan un par de otolitos, particularmente el sagitta, debido a su mayor
tamario, pero que también requiere el mayor esfuerzo de preparacion para el andlisis micro-
estructural. Adicionalmente, en la mayoria de las especies de crecimiento rapido se han
descrito micro-incrementos dobles y triples en la fase juvenil, que dificultan la
determinacion de edad a nivel diario. En este contexto el objetivo de este estudio es
desarrollar un analisis comparativo exhaustivo de la morfometria y de la micro-estructura

de los tres pares de otolitos en juveniles de la anchoveta Engraulis ringens.

En el presente trabajo se extrajeron y caracterizaron otolitos sagittas, lapillus y
asteriscus de ejemplares de entre 7 y 15 cm de longitud total (LT) obtenidos en Arica y

Xii



Antofagasta entre los afios 2015 y 2016, los cuales fueron posteriormente procesados y
analizados en laboratorio. Se realizé un analisis morfométrico en el programa Image Pro
Plus con la utilizacién de descriptores basicos (didmetro, radio, perimetro y area) para
luego determinar a través de un ANCOVA, potenciales diferencias significativas entre

ellos.

Uno de los primeros hallazgos fue la existencia de proporcionalidad entre el
crecimiento del otolito y el crecimiento del pez en sagittas y lapillus. Con respecto a la
simetrfa, se calcul para cada medida de los otolitos la media entre la medicion del otolito
derecho (D) y el otolito izquierdo (I) de cada ejemplar (tamafio del rasgo; (D+I)/2) y la
diferencia obtenida entre ambas mediciones (simetria del rasgo; |D-I|). Luego se aplicaron
correlaciones entre ambas variables (tamafio y simetria del rasgo), ademas de obtener y
describir el sesgo y la curtosis. Los resultados demostraron la inexistencia de asimetria
fluctuante y la presencia de asimetria direccional hacia la izquierda con una curtosis
leptocurtica para los otolitos sagittas y lapillus, presumiblemente ligada a la genética y no a

cambios ambientales.

De forma complementaria se caracterizd cada una de las tres zonas (A, B, C)
presentes en cada uno de los otolitos. Se determind que cada zona estaba bien caracterizada,
ya sea por la resolucién y grosores en los micro-incrementos (A-C), asi como también por
la presencia de anillos dobles (B). La morfologia en sagittas fue eliptica, en lapillus angular
alargada y en asteriscus discoide o de semi luna. Los otolitos asteriscus presentaron una
zona nuclear irregular con varios primordios difusos en su constitucién, a diferencia del
otolito sagitta que mostré un drea nuclear distintiva con primordios unicos, circundados por

una marca de eclosion prominente.
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Un rasgo caracteristico de la micro-estructura del asteriscus fue la presencia de
micro-incrementos muy finos e irregulares; mientras que los anillos dobles difusos, también
presentes en los tres pares de otolitos, estuvieron restringidos principalmente al sagitta. Se
llevé a cabo un conteo para la determinacién de la reproducibilidad de lecturas mediante los
criterios GBR e IMR en 21 otolitos sagittas y lapillus por medio de lectores (experto,
experiencia media y principiantes). Mediante un Andlisis de Varianza multifactorial se
evaluo si existieron diferencias significativas en la edad media. La reproducibilidad fue
determinada a través del Indice del porcentaje de error promedio para sagittas y lapillus con
los respectivos criterios. El porcentaje de reproducibilidad de las lecturas para sagittas fue
de un 4,8% (GBR) y un 15% (IMR) y en lapillus de un 6,2% (GBR) y un 8,5% (IMR). En
este sentido el analisis de precision de la lectura entre lectores (reproducibilidad) mostré un
bajo error utilizando el criterio GBR, el cual ha resultado ser el mas confiable en la
interpretacion. Sin embargo es recomendable que en futuros estudios se utilice el otolito
lapillus en vez del sagitta, ya que ha quedado demostrado ser una alternativa para la
determinacion de la edad en la anchoveta, debido a que su menor cantidad de
perturbaciones y su pequefio tamafio facilitan la preparacion técnica y la posterior

interpretacion de la edad.
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1. INTRODUCCION

La esclero-cronologia de peces es una disciplina que tiene como objetivo
reconstruir la historia de organismos vivos a partir de sus estructuras calcificadas, tales
como otolitos, escamas, huesos operculares, vértebras, esqueletos calcareos, dientes, etc.
(de Pontual et al. 2001, Araya & Cubillos 2002). Un caso particular en el estudio de las
estructuras calcificadas es el anélisis de otolitos de peces (i.e., otolitometria) (de Pontual
et al. 2001). Los otolitos aparecen muy tempranamente en la vida de un pez (Leta &
Keim 1982, Panfili ef al. 2001) y su funcién es actuar como receptor mecénico de las
sefiales transmitidas por el nervio auditivo, a fin de mantener el balance del pez en el
medio acuatico (Gauldie 1988). Estos constituyen una parte muy importante del oido
interno de los peces dseos, en donde se reconocen tres pares de otolitos: sagitta, lapillus

y asteriscus (Luque & Ramirez 1996, Wright et al. 2001, Martinez et al. 2007).

El otolito crece por deposicion de capas concéntricas (denominados anillos de
crecimientos) de carbonato de calcio y proteinas, las cuales son depositadas a intervalos
regulares que pueden ser diarios o estacionales (Morales-Nin 1992). Los anillos de
crecimiento estacionales estin formados a su vez por una zona translicida y otra opaca
(Campana & Jones 1992) constituyendo entre ambas un anillo anual (denominado
anulo), cuyo crecimiento registra la cronologia histérica desde el nacimiento hasta la
fecha de muerte del pez (Casselman 1990). Los anillos de crecimiento diario o micro-
incrementos (Panella 1971) son solamente visibles a través de un microscopio durante
el primer aflo de vida del pez, debido a que su crecimiento es mayor durante dicho

periodo.



El desarrollo de la otolitometria a nivel diario ha experimentado un notorio
incremento, donde se ha dejado de manifiesto la extraordinaria capacidad que poseen
los otolitos para registrar informacién en su micro-estructura (Brothers et al. 1976). Asi
por ejemplo, edad, crecimiento, patrones de movimientos, y/o interaccion de hébitat son
registrados a diferentes escalas temporales. Dicha informacion puede ser interpretada a
nivel poblacional en términos de ecologia, demografia y/o historia de vida de una
especie dada, con el fin de asegurar su manejo y conservacién (Leta & Keim 1982,
Fiuman 2002). Por otra parte, la estructura de los micro-incrementos, ademés de
registrar la edad y crecimiento diario también registran transiciones ontogenéticas que
ocurren durante las fases tempranas de su desarrollo, tornindose en una herramienta

potencial para estudios ecoldgicos de peces marinos y dulceacuicolas (Viera 2011).

El otolito més utilizado en la determinacién de la edad en los estadios tempranos
de peces teledsteos es el sagitta, debido a su mayor tamafio, mayor facilidad en la
extraccion y mejor resolucion de su macro y micro-estructura (Leta & Keim 1982, Viera
2011, Contreras 2013). No obstante, segin Campana & Neilson (1985), consideran al
lapillus como el otolito méas efectivo para analisis micro-estructural debido a la
resolucion de los micro-incrementos. Por el contrario, el asteriscus no ha sido utilizado
en estudios de historia de vida a nivel diario, presumiblemente porque se infiere que
este par se forma con posterioridad al tiempo de eclosion y por consiguiente la
informacion de edad que debiese contener puede estar sub-estimada, aunque no hay

evidencias empiricas reportadas aiin para poner a prueba esta hipotesis.
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La determinacién de la edad a nivel diario es un proceso que requiere de la
identificacion de los micro-incrementos primarios (potencialmente diarios) y también de
otras estructuras presentes en los otolitos, tales como: los incrementos sub-diarios, el
primer anillo, los micro-incrementos primarios, el primordium, las discontinuidades, los
centros secundarios de crecimiento y los anillos dobles (Geffen 1982, Mann et al. 1983,
Campana & Neilson 1985, Plaza et al. 2012). Estas tltimas estructuras bi y tripartitas
son las que generan el mayor problema en la interpretacién, porque su ocurrencia se ha
visto asociada al proceso de transicion de larva a juvenil y también al inicio de la
migracion vertical en el caso de los micréfitos (Plaza et al. 2012). Por lo tanto, se debe
destacar que la presencia de incrementos multiples con la aparicién de bandas dobles o
bandas de crecimiento ritmicos hacen dificil la interpretacion de la lectura de anillos

(Cermefio et al. 2008, Plaza et al. 2012).

Una forma de comprender la naturaleza detras de la ocurrencia de las estructuras
micro-estructurales que dificultan el proceso de determinacion de edad a nivel diario, es
a través de un estudio comparativo acucioso de la micro-estructura en los tres pares de
otolitos de manera simultdnea, que hasta la fecha no ha sido abordado en la disciplina de
la otolitometria. Un andlisis comparativo de los tres pares de otolitos no sélo permite
obtener informacién registrada en su micro-estructura si no que también en su
morfometria, la cual es altamente especie-especifica (Martinez et al. 2007). La
morfometria permite investigar a fondo los cambios morfolégicos cuantificando
geométricamente el borde de la estructura para determinar variaciones de forma (Cadrin
& Friedland 1999), la cual ha sido extensamente estudiada como un marcador de

estructura poblacional de peces teledsteos (Campana & Casselman 1993).
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Ademés, la morfometria permite el estudio de la simetria bilateral (SB) en donde
los rasgos del cuerpo bilateralmente simétricos de su lado izquierdo debiera ser una
imagen especular de su lado derecho. Se han descrito diferentes tipos de simetria
bilateral como: la asimetria fluctuante (AF) que corresponde a las desviaciones
aleatorias de la simetria en rasgos bilateralmente simétricos, la asimetria direccional
(AD) que ocurre cuando el valor de un lado del rasgo es siempre mas grande que el otro
(distribucion normal distinta de cero), y la antiasimetria (AS) que corresponde al caso
en que los rasgos presentan una distribucion bimodal, y donde el rasgo de uno de los
lado es mayor que el otro, pero puede ser izquierdo o derecho (Lemberget &

McCormick 2009).

Un estudio comparativo de este tipo puede ser llevado a cabo en cualquier
especie, sin embargo, es altamente recomendable realizarlo en peces pelagicos
pequeiios, debido a la gran importancia que tiene como base en la trama tréfica y la
mantencion de los ecosistemas costeros (Pikitch et al. 2012). Por consiguiente, la
presente tesis propone efectuar un estudio comparativo macro y micro-estructural de los
tres pares de otolitos en juveniles de la anchoveta Engraulis ringens Jenyns, 1842, la
cual es considerada uno de los recursos con la mayor importancia econdmica, ecolégica
y social de la zona norte de Chile (Cerna et al. 2011, Diaz et al. 2013). Engraulis
ringens es una especie pelagica y teledstea (Subpesca 2008) que se caracteriza por ser
un recurso de corta vida con una longevidad de 4 afios, de rdpido crecimiento llegando a
alcanzar los 12 cm de longitud total en donde su distribucion espacial, biomasa y
reclutamiento son fuertemente influidos por factores ambientales y parentales (Aliaga et

al. 2001, Medina et al. 2015).



1.1. Antecedentes

1.1.1. De la especie

La anchoveta se distribuye desde la costa hasta 160 kilémetros mar afuera. Esta
posee una extensa distribucion geografica en el Pacifico Suroriental, ubicandose desde
Punta Aguja (6°00' L.S.) en el norte del Pert, hasta la XI Region (44°00' L.S.) en Chile
(Subpesca 2008). Es una especie pelagica y teledstea de pequefio tamafio, la cual puede
llegar a alcanzar unos 20 cm de longitud total (LT) (Subpesca 2008). Se caracteriza por
tener un cuerpo alargado, poco comprimido, presentando una cabeza larga con ojos muy
grandes. Su color varia del azul oscuro al verdoso en la parte dorsal, siendo de color

plateado el vientre (Instituto del Mar del Perti 2008) (Figura 1).

Figura 1. Ejemplar adulto de anchoveta Engraulis
ringens.

Engraulis ringens presenta la siguiente clasificacién taxonémica:

Filo : Chordata
Clase : Actinopterygii
Orden : Clupeiformes
Familia : Engraulidae
Género : Engraulis



Nombre cientifico  : Engraulis ringens

Nombre comin : Anchoveta

La anchoveta posee un crecimiento rdpido con una longevidad de 4 afios, donde
la primera madurez sexual se alcanza al primer afio de vida (Subpesca 2008). Es una
especie que desova a lo largo de todo el afio, aunque concentra su actividad
reproductiva entre julio y diciembre, siendo en agosto donde se produce su méaximo
desove (Diaz et al. 2013).

Este recurso presenta hébitos gregarios creando grandes y extensos cardimenes
(Subpesca 2008) los cuales se desplazan en las aguas superficiales de hasta 50 m de
profundidad en el dia, subiendo durante la noche. Habita las aguas superficiales frias,
por lo tanto no se la encuentra ni cercana a la costa, ni mucho menos en las playas o en
aguas profundas (Aliaga ef al. 2001). Es una especie que estd condicionada por factores
ambientales (tanto bidticos como abidticos) en todas las etapas de su ciclo vital (Diaz et

al. 2013).

1.1.2. De la pesqueria

La anchoveta ocupa un importante lugar en la trama tréfica (Passuni 2009) del
sistema demersal y peldgico en el Pacifico Suroriental, debido a que sustenta la
pesqueria peldgica con mas del 25% de los desembarques nacionales (Aliaga et al.
2001, Ferrada 2002, Subpesca 2008).

Se han registrado 800 mil toneladas anuales promedio de desembarque peldgico
desde el afio 1984, lo que refleja la gran importancia econémica regional (Subpesca

2018).



Las anchovetas son objeto de una intensa explotacién pesquera alrededor del
mundo desde hace décadas. A inicios de los afios 70 se lograron capturar unas
13.059.900 t observandose grandes fluctuaciones en los afios posteriores. En los afios 80
se produjo una dréstica reduccién de las capturas originada por el evento El Nifio (1982-
1983), aunque en los afios 90 las capturas se recuperaron nuevamente alcanzando un
méximo de 12.520.611 t. durante el afio 1994. Posterior a esta fecha se observa una alta
variacién entre los afios 2002-2004, seguido de una tendencia decreciente de las
capturas hasta el afio 2010, para luego mostrar una recuperacién en el afio 2011 con un
registro de 1,020 millones de t que declina nuevamente a partir del afio 2012.
Finalmente en el afio 2017 se observa un repunte en las capturas alcanzando cerca de

520 mil t de anchovetas desembarcadas (Figura 2) (Subpesca 2018).
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Figura 2. Desembarque histérico de la anchoveta Engraulis ringens (1955-2017).

Actualmente la pesqueria se encuentra en un estado no definido. El manejo de la

pesqueria s¢ lleva a cabo mediante la: cuota bioldgicamente aceptable (CBA), y
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anteriormente se realizaba por medio de la: cuota global anual de captura y el limite

maximo por armador (LCM) (Subpesca 2018).

1.1.3. Del otolito

Los otolitos son unas estructuras calcéreas (Panfili et al. 2001) que estin
compuestas mayoritariamente por cristales de carbonato de calcio precipitados en forma
de aragonita (Degens et al. 1969, Campana & Neilson 1985, Morales-Nin 1989, Panfili
et al. 2001). Dichos cristales se disponen concéntricamente sobre un nicleo central, los
cuales se encuentran unidos por una matriz organica formada por una proteina fibrosa
del tipo coldgeno llamada otolina (Viera 2011). Estos difieren en tamafio y forma, que a
medida que crece ira dejando marcas alternas, unas mas oscuras y otras mas claras, de

manera similar a la de un tronco de drbol (Panfili ez al. 2001) (Figura 3).

Figura 3. Ilustracion de la ubicacion de los otolitos en el oido interno de un pez.



Micro-incrementos primarios

Los micro-incrementos primarios estan formados por una deposicién de una
capa de carbonato de calcio y una capa de proteina, las cuales son denominadas como
zonas L y D, observandose como una zona clara y oscura bajo microscopio
respectivamente. El grosor de los micro-incrementos primarios fluctiia desde menos de
1 pm a los 15 pum. Estos se siguen formando durante la vida del pez, sin embargo su
periodicidad diaria es dificil de evaluar, debido a que el grosor comienza a disminuir.
Hay algunos incrementos sub-diarios que pueden ocurrir en aquellos periodos en donde
el crecimiento es rapido. A pesar de esto, estas estructuras son menos regulares y
uniformes que los incrementos primarios, por lo tanto pueden ser distinguidos més

fécilmente por un lector experimentado (Plaza et al. 2012).

Primordium

Los otolitos se desarrollan de una o mas estructuras calcificadas denominada
“primordio” exocitados por las células del epitelio en el oido interno. El primordio
puede ser circular, elongado o miltiple, dependiendo de la especie. Para el caso de los
primordios multiples, éstos se fusionan para poder formar el ceniro del otolito (Plaza et

al. 2012) (Figura 4).

El primer anillo primario

Los otolitos se forman durante la Gltima fase de formacion del huevo. Durante
cierto tiempo después de su formacion, los otolitos crecen continuamente y en la
mayoria de los casos sin producir capas concéntricas. El comienzo de la formacion del
primer incremento primario difiere de una especie a otra, pero en la mayoria de las

especies estudiadas, el primer incremento parece estar bien definido. En algunas



especies la formacion del primer incremento coincide con la eclosion pero en otras con

la primera alimentacion (Plaza et al. 2012).

Centros secundarios de crecimiento (CSC)

En algunas especies se pueden apreciar centros secundarios de crecimiento los
cuales son anélogos al primordio, del cual emanan nuevas estructuras concéntricas.
Estos CSCs son encontrados mas cominmente en el otolito mas grande sagitta. Se han
planteado diversas hipdtesis para poder explicar el origen de estos CSCs, entre las
cuales se pueden nombrar: cambio de habitat, cambios ontogenéticos en la dieta y por

(ltimo cambios fisioldgicos asociados a la metamorfosis (Plaza et al. 2012) (Figura 4).

Estructuras discontinuas (ED)

Las estructuras discontinuas (ED) son elementos sobresalientes o irregulares que
ocurren a través de los incrementos primarios, los cuales pueden interrumpir la sucesion
de estos, ya sea en forma ciclica o aciclica. Estas pueden ser distinguidas bajo
magnificaciones altas o bajas, las que requieren que el otolito sea previamente
preparado. Ademds estas estructuras son comunes en todas las especies y posiblemente
son productos del estrés ambiental al que las especies estdn sujetas. Algunas estan
relacionadas a eventos tales como asentamiento y/o metamorfosis apareciendo como

drasticos cambios en el grosor del incremento (Plaza et al. 2012).



Figura 4. Tlustracién mediante microscopio dptico de la micro-estructura de los otolitos
de peces juveniles (1) otolito sagitta; (2) zona D y zona L; (3) regién del primordio de
un otolito sagitta del clupeido Etremeus teres; (4-5) secciones frontales y sagitales de un
Sebastes inermis. P= primordio; me= marca a la eclosién; pa= primer anillo; CSC=
centros secundarios de crecimiento, ma= marca de alimentacién. (Extraido desde Plaza

etal. 2012).
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2. HIPOTESIS

2.1. H;: Rasgos micro-estructurales

Se ha descrito que los otolitos registran no sélo informacion de edad y
crecimiento, sino también de eventos ontogenéticos como cambios de hébitats y
cambios fisiologicos, reflejados en la transformacion de larva a juvenil (Plaza et al.
2012). Muchos de estos cambios, sin embargo, han sido descritos utilizando sélo un tipo
de otolito, generalmente el sagitta por ser el de mayor tamario. En el caso de juveniles
de engrédulidos la micro-estructura de otolitos se subdivide en tres zonas distintivas: la
primera de ellas (Zona A) muestra un patrén de depdsito de micro-incrementos
relativamente homogénea y esté relacionada a la etapa larval (Plaza et al. 2012, Gémez
2013). La segunda (Zona B) comprende un periodo de transicion donde existe una
mayor cantidad de perturbaciones, anillos dobles y otras discontinuidades (Morales-Nin
& Aldebert 1997, Plaza er al. 2012). La tercera (Zona C) presumiblemente vinculada a
la etapa juvenil, retoma un proceso de depdsito, donde puede existir una disminucion
y/o un aumento en el grosor de los micro-incrementos, dependiendo de las condiciones
ambientales (Plaza et al. 2008). Hasta la fecha no existe evidencia si la existencia de los
anillos dobles es un rasgo micro-estructural real y/o es producto artificial derivado del
proceso de preparacion del otolito. Por consiguiente, es razonable hipotetizar que si la
existencia de micro-incrementos dobles es un registro de un evento fisiolégico y/o
ambiental, entonces estas estructuras debiesen ser visibles también en cada uno de los
tres pares de otolitos. Similarmente, si la existencia de las zonas micro-estructurales son
efectivamente un registro de los procesos ontogenéticos en estas especies, el patrén

debe ser consistente entre los tres pares de otolitos.



2.2. H,: Asimetria fluctuante

Dos de los factores principales que causan la asimetria fluctuante (AF) en los
rasgos morfoldgicos son la tension ambiental y el estrés genético, por lo que estudios
recientes han sugerido que la AF en los otolitos puede servir como un indicador de
estrés en las larvas de peces (Alados ef al. 1993, Lemberget & McCormick 2009). La
AF es definida como desviaciones aleatorias de simetria perfecta, la cual se ha
convertido en una herramienta popular con el fin de examinar los efectos del estrés
durante el desarrollo de los organismos bilateralmente simétricos. Ha sido considerada
como la medida més utilizada en cuanto a la estabilidad del desarrollo de los
organismos (Somarakis ef al. 1997), lo cual refleja la incapacidad de un individuo para
producir un fenotipo regular debido a las perturbaciones genéticas y ambientales
durante la ontogenia (Lemberget & McCormick 2009). Ademas puede ser utilizada para
revelar las poblaciones de larvas severamente disminuidas en alimento y probablemente
también aquellas poblaciones que han sido sometidas a condiciones de alimentacion
sub-6ptimas (Gronkjaer & Sand 2003). Actualmente la asimetria fluctuante ha sido
estudiada en estadios tempranos de desarrollo larval, que es en donde ocurre la mayor
mortalidad natural. En estas condiciones de alta vulnerabilidad es razonable inferir que
la asimetria fluctuante pueda ser mas evidente. Contrariamente la AF ain no ha sido
cuantificada en juveniles, los cuales corresponden a los sobrevivientes. Por lo tanto, es
razonable hipotetizar que en condiciones ambientales uniformes (6ptimas) no debiese
existir asimetrfa fluctuante (condicion fisioldgica sub-optima) en ninguno de los tres
pares de otolitos de juveniles de peces teledsteos, considerando como especie de anlisis

a Engraulis ringens.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Desarrollar un anélisis comparativo de la morfometria y micro-estructura de los

otolitos sagitta, lapillus y asteriscus en juveniles en la anchoveta Engraulis ringens.

3.2. Objetivos Especificos

o Desarrollar un anlisis de los descriptores basicos de forma de los otolitos

sagitta, lapillus y asteriscus en juveniles de la anchoveta Engraulis ringens.

o Cuantificar la existencia de asimetria fluctuante o asimetria direccional en los
tres pares de otolitos, utilizando informacion de los descriptores basicos de

forma en juveniles de la anchoveta Engraulis ringens.

o Determinar potenciales diferencias en rasgos micro-estructurales registrados en

los 3 pares de otolitos (sagitta, lapillus y asteriscus).

o Establecer potenciales diferencias en el nimero de micro-incrementos
registrados en los 3 pares de otolitos (sagitta, lapillus y asteriscus) utilizando los
dos criterios de lectura: Criterio de bandas y Criterio de cuantificacion

individual.



4. METODOLOGIA

4.1. Muestreo

Las muestras del presente estudio fueron otorgadas por el Instituto de Fomento
Pesquero (IFOP), las cuales se obtuvieron de un muestreo realizado en la zona norte de
Chile, especificamente en las regiones de Arica y Antofagasta durante 2015 y 2016.
Una vez adquiridas, fueron procesadas y analizadas en el Laboratorio de
Esclerocronologia de la Escuela de Ciencias del Mar de la Pontificia Universidad

Catélica de Valparaiso a cargo del Dr. Guido Plaza (Figura 5).
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Figura 5. Mapa de los sitios de muestreo de juveniles de Engraulis ringens en la zona

norte de Chile.



4.2 Trabajo en Laboratorio

4.2.1 Almacenamiento y tratamiento de muestras

Se contd con un total de 100 muestras de Engraulis ringens previamente
congeladas. Al momento de trabajar las muestras, estas fueron descongeladas y luego
distribuidas en bandejas indicando en cada una de ellas: nombre de la especie, lance, ID,
fecha y zona (Figura 6 A). Esto se realizé principalmente para poder mantener la
trazabilidad de las muestras. A cada anchoveta se le midi6 su longitud total (LT;
distancia entre la punta del hocico y el término de la aleta caudal) y estandar (LE;
distancia entre la punta del hocico y el término del pedinculo caudal) mediante un
ictiémetro digital con una precisién de +0,01 mm y se pesaron con una pesa analitica
(marca y modelo) con una precisién de +0,1 mg. Posterior a esto se le corté la cabeza
del resto del cuerpo del cjemplar, conservando la primera parte en un frasco
(previamente rotulado) fijado con una pequefia solucién de etanol entre el 90 y 95 %
(Figura 6 B). Esto se llevé a cabo para su conservacién y para obtener una mejor

manipulacién al momento de la extraccién de sus otolitos.

Figura 6. Fotografias ilustrativas del proceso de almacenamiento y tratamiento de

otolitos de Engraulis ringens.
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4.2.2. Extraccion de otolitos

A cada uno de los ejemplares se les efectué una incisién ovalada en la parte
dorsal del craneo utilizando un bisturi, de manera de extraer el cerebro por completo
(con delicadeza debido a que se puede traer adherido a €l alguna porcion de los sacos
6ticos). Este corte permitié remover con facilidad el cerebro mediante micro-pinzas y
posteriormente se extrajo de forma cuidadosa los otolitos sagittas de sus respectivas
cavidades y ademds los canales semi-circulares que contienen los otolitos lapillus y

asteriscus. (Figura 7 C-D-E).

4.2.3. Preparacion de otolitos

4.2.3.1. Sagittas

Los otolitos sagittas al ser de mayor tamafio fueron rapidamente removidos (con
ayuda de micro-pinzas), y se depositaron en una cépsula petri en una pequeifia fraccién
de alcohol. Se les limpi6 el tejido adherido utilizando finas agujas de diseccion, para
luego ser almacenados en micro-tubos de centrifugas debidamente rotulados para
andlisis posterior. El procedimiento de extraccion de los otolitos se llevo a cabo
utilizando una lupa estereoscopica Leica EZ 4D (Figura 7 F-G).

Para una mejor visualizacién de los micro-incrementos estos fueron montados
utilizando resina epdxica. Primero se colocé una pequefia fraccion residual de cera
termoplastica en un portaobjeto con la ayuda de un mechero. En un recipiente distinto
se mezclaron ambos componentes de la resina en fracciones similares, procurando que
la mezcla sea lo mas lenta y cuidadosa posible, para asi evitar la formacion de burbujas.

Posteriormente el otolito fue embebido en una pequefia fraccion de resina depositada



sobre el residuo de cera mediante la ayuda de pequeiias agujas de diseccion (Figura 7 K-

L-M-N).

4.2.3.2 Lapillus y asteriscus

Los otolitos lapillus y asteriscus fueron extraidos desde los canales semi-
circulares de forma muy cuidadosa para no remover restos de tejido adheridos a ellos.
La extremada delgadez de los otolitos lapillus y asteriscus hizo imposible generar un
sistema de almacenamiento en recipientes individualizados, debido a que la
probabilidad de pérdida de las estructuras al momento del montaje fue elevada. Es por
esto que fueron almacenados temporalmente en una pequefia fraccién de esmalte
cosmetolégico transparente. Para ello, una vez que los otolitos fueron separados se
extrajeron desde la placa petri con el extremo de una aguja de diseccion y luego fueron
transferidos a una gota de esmalte depositada sobre un portaobjeto (Figura 7 I-J).

Para obtener una mayor visibilidad de los micro-incrementos y facilitar
procedimientos posteriores de pulido de los otolitos, se traspasaron a una pequeia
porcion de Cristal Bond. Para ello los otolitos fueron removidos del esmalte utilizando
una pequefia alicuota de acetona y posteriormente fueron traspasados a una pequefia

fraccion de Cristal Bond, previamente diluido.



——_

Figura 7. Fotografias ilustrativas del proceso de extraccion y montaje de otolitos de

Engraulis ringens.
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4.2.4 Caracterizacion de la micro-estructura y proceso de pulido

Para la caracterizacion de la micro-estructura se utilizé el otolito ya traspasado
previamente a resina epoxica (sagittas) y a cristal bond (lapillus y asteriscus). Cada uno
de los otolitos (sagitta, lapillus y asteriscus) fueron pulidos manualmente utilizando lijas
de diferente graduacion: 2000-2500 en sagittas y lijas finas de limpieza de 1 pm en
lapillus y asteriscus. Los otolitos fueron pulidos en posicion sagital por ambas caras,
hasta obtener la mejor resolucion del primordio en la cara concava, teniendo cuidado en
no sobre-pulir los bordes de los otolitos de manera de no perder la resolucion de los

mismos.

4.2.5 Digitalizacién y morfometria de los otolitos

Los otolitos sagittas, lapillus y asteriscus fueron depositados en agua en cépsulas
pretris y posteriormente observados sobre un fondo de color negro, en una lupa Leica
EZ 4D a un aumento de 16x (otolitos sagittas) y a un aumento de 35x (otolitos lapillus y
asteriscus). Luego fueron digitalizados mediante el programa Leica LAS Image
Analysis (Anélisis de imagenes). Las imagenes fueron retocadas utilizando el programa
Microsoft Paint 5.1 para eliminar imperfecciones o particulas de las imdgenes

capturadas al momento de la digitalizacion de los otolitos (Figura 8).



Figura 8. Fotografias ilustrativas del proceso de digitalizacién y morfometria de los tres pares

de otolitos de anchoveta Engraulis ringens. (A) sagitta; (B) lapillus y (C) asteriscus.

4.2.6. Obtencién de descriptores bdsicos de forma

Una vez que los otolitos fueron digitalizados, se analizaron mediante el
programa Image Pro Plus 6.0, en donde a cada imagen se le realizd un andlisis
morfométrico, determinando los siguientes descriptores bésicos de tamafio por cada
talla (LT) del pez obtenida: drea (AO), didmetro (DO), radio (RO) y perimetro (PO).
Para determinar si existieron diferencias significativas en los descriptores bdsicos de

forma entre los otolitos derecho ¢ izquierdo se realizé un test de Wilcoxon, debido a que



los datos no cumplieron con los supuestos de normalidad y homocedastididad (Shapiro-
Wilk, p<0,05), utilizando el software estadistico STATISTICA 7.

Se examino si existio proporcionalidad entre el tamafio del otolito y la longitud
del pez, utilizando cada uno de los indices basicos de forma. Para ello se ajusté una
regresion lineal por minimos cuadrados entre la longitud total del pez (LT), el
perimetro, el didmetro y el radio de los otolitos izquierdos y derechos, ademas de un
modelo exponencial entre la LT y el 4rea de los otolitos utilizando el programa
estadistico STATISTICA 7. Luego se realizé un ANCOVA para comparar si existieron
diferencias significativas entre las pendientes de los modelos, entre el sagitta derecho e

izquierdo.

4.2.7. Simetria de los otolitos

Para el andlisis de la simetria del otolito sagitta y lapillus se utilizo la
morfometria de ambos otolitos. Se calculd la media entre la medicion del otolito
derecho (D) y el otolito izquierdo (I) de cada ejemplar (tamafio del rasgo; (D+1)/2) y la
diferencia obtenida entre ambas mediciones (simetria del rasgo; |D-I|). Luego se
aplicaron correlaciones entre ambas variables (tamario y simetria del rasgo) ademads de
realizar para cada rasgo, histogramas de frecuencia entre el tamafio del rasgo y rasgo
simétrico.

Posteriormente, se calcul6 el valor de la simetria de cada rasgo mediante la

siguiente formula (Palmer &Strobeck 2003):

ID-I}/((D+1)/2)

2
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La distribucion de frecuencia fue evaluada para verificar el nivel de desviacion
de la distribucion normal mediante el test Shapiro-Wilk, en el programa estadistico

STATISTICA 7, ademés de obtener y describir el sesgo y la curtosis.

4.2.8. Diferencias en rasgos micro-estructurales

La caracterizacion micro-estructural de las tres zonas: Zona A (Zona larval),
Zona B (Zona de la metamorfosis) y Zona C (Zona del crecimiento juvenil) se llevo a
cabo en los tres pares de otolitos, para evaluar la consistencia ontogenética. Por otra
parte, se determind si existieron diferencias en cuanto a anillos dobles y otras
perturbaciones en las tres zonas teniendo en cuenta el tipo de otolito. Esto se llevé a
cabo de manera digital, mediante un microscopio optico a distintos tipos de aumento,
hasta obtener la mejor resolucién. Ademds, se caracteriz6 la micro-estructura de los tres

pares de otolitos mediante la descripcion de sus rasgos mas distintivos.

4.2.9. Lectura de los micro-incrementos primarios

Los micro-incrementos fueron contados desde el niicleo hacia la periferia del
otolito, mediante el analizador de imagenes Image Pro-plus utilizando la herramienta
"Manual Tag". Las fotografias fueron tomadas a magnificaciones de 400X. Para el caso
de los otolitos de mayor tamaiio, fue necesario combinar varias imagenes para obtener
la ilustracion completa, utilizando el programa Microsoft Excel, el cual permitié
mantener las dimensiones originales de la muestra. Se tomaron fotografias secuenciales
con el progreso del pulido, lo que permitid obtener una secuencia completa de los

incrementos desde el niicleo hasta el borde de los otolitos (Figura 9).

23



A e s e

AT TR

S ADew Ty

S R W L Y

PR R p—

Figura 9. Ilustracion del proceso de conteo de los micro-incrementos en un otolito sagitta

(A) y lapillus (B) de la anchoveta Engraulis ringens.

Los conteos se realizaron mediante los criterios GBR ¢ IMR mediante lectores
que fueron clasificados en tres tipos: (1) lector experimentado en analisis de la micro-
estructura de otolitos (LE), (2) lector con experiencia media (LM) y (3) lector
principiante (LP). Se realizé un Andlisis de Varianza multifactorial para evaluar si
existieron diferencias significativas en la edad media considerando 3 efectos fijos: el
método (GBR vs IMR), tipo de otolito (sagitta, lapillus y asteriscus) y lector (LE, LM y

LP) (Figura 10).
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Figura 10. [lustracién de los criterios descritos por Cermefio et al. (2008) para identificar los
micro-incrementos primarios; linea azul: GBR; linea negra: IMR (Extraido desde Plaza er al.

2012).

4.2.10. Reproducibilidad e Indice de porcentaje de error promedio (IAPE)

Para evaluar de mejor manera la confiabilidad de la precision de las lecturas
(ntmero de incrementos que identifica cada lector) se calculd el indice de error de
acuerdo a la expresion de Beamish & Fournier (1981), entendiéndose como precision de

las lecturas la repetitividad de una medida individual:

e ey

Donde:

N: Namero de peces que se les asigné edad

R: Numero de veces que fue leida la muestra

Xij: i-ésima determinacion de edad del j-ésimo pez

Xj: Edad promedio calculada para el j-ésimo pez



5. RESULTADOS
5.1. Micro-estructura

5.1.1. Sagittas

Los otolitos sagittas poseen una estructura eliptica agudizada que se va afinando
hacia el borde para conformar el rostro de manera pronunciada y terminando de forma
ovoide hacia el cauda. La totalidad de los otolitos analizados presentaron un primordio
Gnico compacto de forma circular en la parte central del otolito, los cuales fueron
visibles mediante un pulido previo. El primordio midi6 en promedio 11,23 + 4,07 um en
sagittas derechos y 11,24 + 1,25um en sagittas izquierdos. Se observé una marca
prominente luego del primordio, la cual puede hacer referencia a un primer anillo o
marca de eclosion, presentdndose de forma clara y definida, formada a los 8,24+0.69
pm. En otros casos se apreci6 ademds una marca de primera alimentacién de manera
notoria (Figura 11).

Ao ",
~

;

Figura 11. Vista interna de un otolito sagitta (A) y sus diversas estructuras (B). Mp= marca

prominente, Pr= primordio. Aumento: A: 40x, B: 400x.
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Debido a las caracteristicas y resolucién que presentan los micro-incrementos se
observaron 3 zonas: una Zona A, la cual se forma después de la zona difusa rodeando al
primordio central y opaco, caracterizada por presentar micro-incrementos definidos,
finos, de baja resolucién y sin mucha presencia de anillos sub-diarios. Una Zona B en la
cual se aprecia un patrén de formacion més irregular con presencia de anillos dobles,
sub-diarios y otras discontinuidades del crecimiento, en la cual no se logran visualizar
de manera clara los anillos generando dificultades en la interpretacién y en muchos
casos se¢ impidid distinguir los micro-incrementos diarios en un eje de medici6n tnica.

Una Zona C caracterizada por anillos més finos de mejor resolucién seguido de
una notoria disminucion en el grosor de los micro-incrementos, que dificulté la lectura

en dreas con exceso de pulido (Figura 12).
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Figura 12. Fotografias bajo luz transmitida de andlisis micro-estructural de otolitos sagittas
ilustrando las tres zonas caracteristicas (A-B-C). Ad= anillo doble, Pr= primordio, Asd=

anillo sub-diario. Aumento: A-B-C: 400x.

5.1.3. Lapillus

Presentaron una forma angular alargada con la presencia de un tinico primordio
bien demarcado en uno de sus extremos conformando el rostro, rodeado por una zona
difusa en donde no se apreciaron micro-incrementos. Se observé de manera clara la
presencia del primer anillo concéntrico (marca prominente) alrededor del primordio,
conformando el nucleo del otolito. En estos el promedio registrado que presenté el
nicleo fue de 17, 40 + 1,46 um en lapillus derechos y de 16,96 + 1,27 um en lapillus

izquierdos (Figura 13).

Figura 13. Vista externa de un otolito lapillus y sus diversas estructuras (A). MA=

margen anterior, MP= margen posterior (B). Pr= primordio, Mp= anillo prominente.
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En la mayoria de los otolitos hubo presencia de un tnico primordio cuya forma
es circular, situado en el extremo del margen anterior. En algunos casos hubo presencia
de dos o tres primordios situados de forma adyacente en la parte central del otolito. El
didmetro promedio que presents el primordio fue de 6,43 % 0,92 pm en lapillus derechos

y de 6,34 £ 1,14 pum en lapillus izquierdos (Figura 14).

Figura 14. Presencia de primordios en otolito lapillus (A-B-C). Pr= primordio. Aumento; A-

B-C: 400x.

El patrén de micro-incrementos primarios fue relativamente homogéneo
observandose anillos bien definidos y finos con una buena resolucién en una primera
instancia (Zona A). Luego de la presencia del primordio y del anillo concéntrico
predominante se observaron anillos dobles, ademés de micro-incrementos de mayor
contraste y grosor (Zona B).

Hacia los bordes los micro-incrementos se apreciaron con una mejor resolucién,
observandose solo anillos finos, los cuales tienden a ser gruesos con el cambio de foco
tomdndose en anillos falsos los que confunden la lectura de micro-incrementos

dificultando el conteo correspondiente (Zona C) (Figura 15).
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Figura 15. Fotografias bajo luz transmitida de anélisis micro-estructural de otolito
lapillus ilustrando las tres zonas caracteristicas (A) y sus diversas estructuras (B-C). Ad=

anillo doble, Pr= primordio, Af= anillo fino. Aumento: A-B-C: 400x.

5.1.2. Asteriscus

Estos presentaron una forma semi-discoide o de media luna, con un extremo de
mayor tamaiio formando el rostro, siendo el otro extremo més redondeado dando lugar
al cauda. Se presentd alrededor del primordio una zona difusa con una alta
discontinuidad micro-estructural, cuya forma era bastante irregular. A pesar de esto se
observé de manera clara en casi toda la totalidad de las muestras la presencia del primer

anillo concéntrico, denominado como la primera marca alrededor del primordio,
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conformando el nicleo del otolito. En estos el promedio registrado que presentd el
nicleo fue de 35,63 + 8,34 um en asteriscus derechos y de 43,03 + 4,71 pm en

asteriscus izquierdos (Figura 16).

Figura 16, Vista externa de un otolito asteriscus y sus diversas regiones (A). MD=
margen dorsal, MA= margen anterior, MV= margen ventral, MP= margen posterior, (B).

Zd= zona difusa. Pr= primordio. Ac= anillo concéntrico. Aumento: A: 100x. B: 400x.

Se observaron cerca del primordio, anillos bien definidos y finos con una buena
resolucion (Zona A). Luego de la zona difusa se observé la presencia de anillos dobles
siendo de menor cantidad en comparacién con el sagitta y el lapillus, ademés de micro-
incrementos de mayor grosor pero de baja resolucién (Zona B). Hacia los bordes se
visualizaron aquellos anillos finos que se caracterizaron por tener una mejor resolucién,
lo cual se pudo apreciar al realizar un cambio de foco en el microscopio (Zona C). Sin
embargo fue dificil realizar una lectura de los otolitos en su totalidad debido a la
dificultad que se presenta en la Zona B por distintas irregularidades y estructuras

discontinuas (Figura 17).
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Un rasgo distintivo fue la presencia de microincrementos muy finos e
irregulares, los cuales se pudieron distinguir en ciertas regiones del otolito, a diferencia

del marcado grosor que presentaron los micro-incrementos regulares.

Figura 17. Fotografias bajo luz transmitida de analisis micro-estructural de los otolitos
asteriscus ilustrando la presencia de anillo dobles (A-B) y las tres zonas caracteristicas

(C). Ad= anillo doble, A= anillo fino. Aumento: A-B-C-D-E: 400x, D: 100x.

En la mayoria de las muestras se observé un tinico primordio cuya forma era
circular u ovalado situado al centro del asteriscus. En algunos casos hubo presencia de

dos primordios difusos situados unos al lado del otro también en la parte central del
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otolito. El didmetro promedio que present6 el primordio fue de 13,30 + 4,84 um en

asteriscus derechos y de 14,08 + 3,69 um en asteriscus izquierdos (Figura 18).

Figura 18. Presencia de primordios en otolito asteriscus (A-B). Pr= primordio. Aumento:

A-B: 400x.

5.2. Morfometria

5.2.1 Sagittas y lapillus

No sc encontraron diferencias significativas al relacionar el otolito sagitta
derecho con el izquierdo en didmetro, perimetro y radio (p> 0,05; test Wilcoxon,
didmetro= 0,44; radio= 0,10; perimetro= 0,20), pero no asi con respecto al drea (test
Wilcoxon, p=0,00001). En cuanto al lapillus no se encontraron diferencias significativas
al relacionar el otolito derecho con el izquierdo en didmetro y drea (test Wilcoxon,
didmetro= p= 0,247; drea= 0,43), no presentindose el mismo caso para el perimetro y el

radio (test Wilcoxon, perimetro= p= 0,08; radio=0,06). Cabe destacar que los otolitos
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sagittas y lapillus derechos en relacion a los izquierdos presentaron valores similares en

sus descriptores basicos (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de las medidas morfométricas obtenidas a partir de los otolitos

sagittas y lapillus izquierdos y derechos. Prom= promedio, DS= desviacion estandar.

Sagitta

Variable Derecho Izquierdo

morfométrica N Prom=DS Rango n PromzDS Rango

Diimetro(mm) 100 2600532 178403 100 260033 1854.08
Radio (mm) 100 1422016 100-214 100 141016 103215
Area(mm? 100 2,05£048 123448 100 207048 124419

Perimetro (mm) 100 677=0,87 479-1145 100 6,79=092 499-11383

Lapillus

Didmetro(mm) 20 037004 043-062 100 057004 043-062
Radio (mm) 20 031£002 0240134 100 031=002 023-0.135
Area (mm? 20 1552002 009-0.19 100 0,15+002 0,09-0.19

Perimetro (mm) 20 1,69=013 134-188 100 172155 130-2,02

5.2.2. Crecimiento somatico sagitta

Al comparar las medidas morfométricas de los otolitos mediante el modelo de
regresion lineal se observo que el didmetro, radio, perimetro y drea se relacionaron
positiva y significativamente con la longitud total de los peces (didmetro= r70,63;
radio= > 0,63; perimetro= % 0,64; area= 0,66), por lo tanto se deduce una
proporcionalidad entre el crecimiento del otolito y el crecimiento somatico del pez. Al

observar el valor de las pendientes se infiere que por cada centimetro que aumenta el
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pez los otolitos derechos aumentan en 0,20 mm su didmetro, 0,09 mm su radio, 0,54
mm su perimetro y 0,12 mm su 4rea, mientras que los otolitos izquierdos aumentan en
un 0,20 mm su didmetro, 0,09 mm su radio, 0,56 mm de perimetro y 0,12 mm su érea

(Tabla 2, Figura 19).

Tabla 2. Resumen de los parametros del modelo lineal simple de los otolitos sagittas
entre la longitud total del pez (LT) versus las variables morfométricas (diametro, radio,

perimetro y érea) de Engraulis ringens. a= intercepto, = pendiente, EE= error estandar.

Modelo Sagtta . N« EE B EE U F P

Diametrov/sLT Derscho 100 0,339 0,172 0201 0015 0,642 175,89 <0,001

Radio v LT 100 0299 0,087 0,09 0,007 0,630 167,15 <0,001
Perimetro v/s LT 100 06495 0462 0,544 0,040 0645 17828 <0001
Areavis LT 100 -0.684 0099 0,123 0,008 0,665 18461 <0,001

Didmetrov/sLT Izquierdo 100 0312 0,178 0,204 0,015 0631 167,69 <0,001

Radiov/s LT 100 029 0,087 0,099 0,007 0,629 16632 <0001
Perimetro v/s LT 100 0412 04%0 0567 0,043 0,636 171,68 <0,001
Areav/s LT 100 0668 0,102 0,122 0,009 0,650 182,80 <0,001
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Figura 19. Relaciones morfométricas entre la longitud total (cm) versus los descriptores
basicos (didmetro, radio, perimetro y édrea) de otolitos sagittas derecho e izquierdo de

Engraulis ringens.
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5.2.3. Crecimiento somatico lapillus

Las medidas morfométricas de los otolitos lapillus al ser comparadas mediante
un modelo de regresion lineal arrojo que so6lo el perimetro obtuvo una alta regresién
significativa en relacion con la longitud total de los peces (perimetro= r: 0,14), por lo
tanto se deduce una proporcionalidad entre el crecimiento del otolito y el crecimiento
del pez (a medida que aumenta la longitud total aumenta a la vez la medida

morfométrica estudiada) (Tabla 3, Figura 20).

Tabla 3. Resumen de los pardmetros del modelo lineal simple de los otolitos lapillus
entre la longitud del pez (LT) versus las variables morfométricas (didmetro, radio,

perimetro y érea) de Engraulis ringens. o= intercepto, = pendiente, EE= error estdndar.

Modelo Lapillus N a EE B EE R F 13

Diimetrov/sLT Daecho 20 0362 0,172 0020 0016 0077 15138 <0,001
Radio v/s LT 20 0198 0097 0010 0009 0072 13996 <0,001
Perimetro v/s LT 20 1025 0511 0063 0048 0086 17106 <0,001
Areav/sLT 20 261 0619 0070 0058 0074 14491 <0001

Diimetro v/sLT Izquierdo 20 0393 0172 0017 0016 0.060  1,1634 <0,001

Radio v/sLT 20 0205 0098 0010 0009 0071 13825 <0001
Perimetro v/s LT 20 0,727 0564 0094 0053 0,148 31313 <0,00!
Areav/s LT 100 -2508 0582 0061 0055 0064 12380 <0001
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Figura 20. Relaciones morfoméiricas entre la longitud total (cm) versus los descriptores bésicos
(diémetro, radio, perimetro y érea) de los otolitos lapillus derecho e izquierdo de Engraulis

ringens.

5.3. Simetria de los otolitos

5.3.1. Sagittas
En relaci6n al rasgo simétrico y el tamafio del rasgo se mostré que en cada una
de las variables morfométricas existe una correlacién positiva, por lo tanto las variables

son directamente proporcionales (Tabla 4, Figura 21).

Tabla 4. Correlacion de Spearman ente la asimetria del rasgo y el tamafio del rasgo de

los otolitos sagittas de la anchoveta Engraulis ringens.
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Comelacion (tamafio del rasgo v's Spearman P

simetria del rasgo)

Didmetro 0,177690 <0,005
Radio 0,202088 <0.005
Perimetro 0243444 <0,003

Area 0.033069 <0,005
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Figura 21. Correlacion de rangos de Spearman entre la simetria del rasgo y el tamafio del

rasgo de los otolitos sagittas de Engraulis ringens.

Se descart6 la existencia de asimetria fluctuante en otolitos sagittas debido a que
los valores no presentaron normalidad ni homocedastididad en los datos.

Los valores del sesgo indicaron asimetria direccional hacia la izquierda con una
curtosis leptocurtica para todos los rasgos, es decir, los otolitos izquierdos tienden a ser

mis grandes que los otolitos derechos (Tabla 5, Figura 22).
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Tabla 5. Datos morfométricos de otolitos sagittas en Engraulis ringens. Se muestra

valor de p-valor, sesgo y curtosis para cada variable analizada.

Variable N Curtosis  Errorcurtosis  Sesgo  Errorsesgo  Shapire-Wilk P

Didmetro 100 21922 0478 3988 0,241 0,799 <0,01
Radio 100 0,845 0478 1059 0241 0,799 <0,01
Perimetro 100 7,004 0478 2211 0,241 0,799 <0,01
Area 100 2476 0478 1512 0241 0,799 <0,01
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5.3.2. Lapillus

Los analisis de correlacion entre el rasgo simétrico y el tamarfio del rasgo
mostraron que solo en las variables morfométricas de didmetro y radio existe una
correlacion positiva, por lo tanto las variables son directamente proporcionales. En

cambio en el perimetro y en el drea existe una correlacion negativa (Tabla 6, Figura 23).

Tabla 3. Correlacion de Spearman ente la asimetria del rasgo y el tamaiio del rasgo de

los otolitos lapillus de la anchoveta Engraulis ringens.

Correlacion (tamafio del rasgo v/s Spearman P
simetria del rasgo)

Didmetro 0.027068 <0,05
Radio 0,093233 <0,05
Perimetro -0,040602 <0.05
Area -0,434586 <0,05
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Figura 23. Correlacion de rangos de Spearman entre la simetria del rasgo y el tamaifio del

rasgo de los otolitos lapillus de Engraulis ringens.
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Se descarto la existencia de asimetria fluctuante en otolitos lapillus al igual que
en sagittas, debido a que los valores no presentaron normalidad ni homocedastididad en
los datos.

Los valores del sesgo indicaron asimetria direccional hacia la izquierda con una
curtosis leptocurtica para todos los rasgos al igual que en los otolitos sagittas, es decir,
los otolitos izquierdos tienden a ser més grandes que los otolitos derechos (Tabla 7,

Figura 24).

Tabla 4. Datos morfométricos de otolitos lapillus en Engraulis ringens. Se muestra

valor de p-valor, sesgo y curtosis para cada variable analizada.

Variable N Curtosis Errorcurtosis Sesgo Errorsesgo Shapiro-Wik P

Didmetro 20 5,202 03992 1883 0512 0932 <001
Radio 20 6.370 0992 2338 03512 0884 0,01
Perimetro 20 1,043 0992 1296 0512 0.926 <01
Area 20 0.694 0.992 1190 0,512 0972 <01
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Figura 24. Histogramas de frecuencias representando asimetria direccional con curtosis
leptocurtica en otolitos lapillus de la Engraulis ringens.




5.4. Reproducibilidad de las lecturas

Se efectuaron ejercicios de reproducibilidad de lecturas, utilizando los criterios
GBR e IMR, en 21 otolitos sagittas y lapillus de juveniles que fluctuaron entre 9,5 y
11,8 cm de LT. La determinacion de edad fluctud entre 76 y 154 dias y entre 76 y 337
dias en los criterios GBR e IMR, respectivamente. Las estadisticas generales de la

datacion se resumen en la Tabla 8.

Tabla 5. Resumen de las estadisticas bésicas efectuadas en un ejercicio de
reproducibilidad de lecturas de otolitos sagittas y lapillus de juveniles de la anchoveta

Engraulis ringens, recolectados en la zona norte de Chile.

Método Lector Otolito Media + DE Rango cv N
GBR 1188 + 16,05 76 - 154 13,51 168
LE 1241 + 10,81 93 - 150 8,71 42

LAP 1211 + 94 3 - 13 7,80 21

SAG 1272 + 11,44 107 - 150 9,00 21

LM 1219 + 1377 101 - 151 11,30 42

LAP 1148 + 7,89 102 - 129 6,87 2

SAG 129,0 + 14,86 101 - 151 11,52 pal

LP1 1084 + 20,13 76 - 151 18,57 42

LAP 937 + 1248 76 - 120 13,32 21

SAG 1231 + 1490 9 - 151 12,10 2

LP2 1208 + 13,57 100 - 154 1,24 42

LAP 1120 + 8,67 100 - 134 7.74 21

SAG 1296 + 11,85 112 - 154 9,14 21

IMR 152,8 + 35,09 109 - 337 297 168
IE 1407 + 15,12 112 - 174 10,75 42

LAP 131,7 + 8,08 12 - 146 6,14 21

SAG 1498 + 1522 12 - 174 10,16 21

LM 1385 + 17,42 112 - 198 12,58 42

LAP 131,7 + 8,08 12 - 146 6,14 21

SAG 1453 + 21,43 118 - 198 14,75 21

LP1 188,3 + 49,16 121 - 337 26,11 42

LAP 1547 + 15% 121 - 185 10,32 21

SAG 219 + 4831 140 - 337 9,77 2

LP2 1435 + 18,14 109 - 181 12,64 42

LAP 1336 + 11,95 109 - 156 8,94 21

SAG 1534 + 18,06 115 - 181 1,77 21

Total general 1358 + 32,11 76 - 337 23,85 336

58



El ANOVA multifactorial demostré que tanto los efectos principales de cada
factor como sus interacciones fueron significativas (Tabla 9a), no obstante se observé
que los registros de uno de los lectores principiantes (LP1) en el método IMR en sagitta
se escapo notoriamente del patron general, lo que pudo afectar un disefio multifactorial
balanceado. Al reducir la data sélo a tres lectores se observaron diferencias
significativas s6lo en el método (GBR vs IMR) y entre el tipo de otolito (Sagita vs
Lapillus), donde la edad en otolitos sagittas fueron significativamente mayores en un
promedio de 13 dias que en lapillus cuando se utiliz6 el criterio GBR y entre 17 dias
cuando se utiliz6 el criterio IMR, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas en todos lectores en ambos métodos (Tabla 9b; Figura 25; Interaccion
triple), sobre todo cuando la experticia aumentd. Es importante destacar que las
diferencias entre el criterio GBR vs IMR tendieron a disminuir en un promedio de 5

dias cuando se utiliz6 lapillus en vez de sagitta.

Tabla 6. Andlisis de varianza (ANDEVA) multifactorial para evaluar la hipotesis de
diferencias significativas en las lecturas promedios en otolitos sagittas y lapillus en
juveniles de la anchoveta Engraulis ringens, recolectadas en el norte de Chile. (a)
ANDEVA incluyendo los cuatro lectores: (b) excluyendo uno de los lectores
principiantes (LP1). SCE: suma de cuadrados del error, GL: grados de libertad, CM:

cuadrados medios; F: estadistico; F-Fisher; P: probabilidad de cometer error Tipo 1.
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Source (a) SCE GL CM F P
Méiodo %76430 1 218877 311,20 <0,001
Tipo de Oblib 4536076 1 1398067 14588  <0,001
Lecbr 1708420 3 125184 1928 <0,001
Méiodo X Tipo de Ololio 347143 1 3681 11,16 <0,001
Meélodo X Leclor 5062716 3 206134 63.%2  <0,00
Tipo de Obilo X Lecor 18.02107 3 243861 19,32 <0,001
Méiodo x Tipo de Ololilox Lecior 479888 3 2285715 515  <0,001
Error 9949991 320 167,412
Source (b) SCE GL cM F P
Mélodo 185877 1 218877 130,57 <0,001
Tipo de Oblio 1398067 1 1398067 8351 <0,001
Lechor 250389 2 12514 075 0474
Meébodo X Tipo de Ololito 36861 1 326,861 195 0,164
Mébodo X Leclor 532389 2 266194 15 0,206
Tipo de Obilo X Lector 8172 2 243861 146 0235
Mélodo x Tipo de Otolio x Leclor 457150 2 28575 137 0251
Error 4017895 240 167,412
o Sagitta o Lapillus
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Figura 25. Ilustracion de los cambios en la lectura media de edad en otolitos sagittas y lapillus
en juveniles de la anchoveta Engraulis ringens recolectadas en el norte de Chile. Las lecturas

fueron efectuadas por cuatro lectores con diferente grado de experticia.
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5.5. Indice de porcentaje de error promedio

La reproducibilidad de las lecturas en 21 otolitos sagittas para la estimacién de la
edad mostré un indice de variacion promedio (APE) de 4,8 %, con un coeficiente de
variacion (CV) de 6,4% dentro de un rango de edades de 98 y 160 dias (conteo GBR) y
un APE de de 15,0 % con un CV de 20,6% dentro un rango de edades de entre 112 y
337 dias (conteo con IMR) (Figura 26).

Para el caso de la lectura de micro-incrementos en 21 otolitos lapillus entre los
mismos cuatro lectores se presenté un APE de 6,2 % con un CV de 11,8% dentro de un
rango de edades 71 y 148 dias (conteo GBR) y un APE de de 8,5 % con un CV de
11,6% dentro de un rango de edades de 84 y 185 dias (conteo IMR). (Figura 26). Para
ambos otolitos (sagitta y lapillus) el método GBR arroja un menor porcentaje de error

en cuanto a la estimacion de la edad.
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Figura 26. Ilustracién del Porcentaje de Error en otolitos sagittas y lapillus en juveniles de la

anchoveta Engraulis ringens para el criterio GBR (A-C) ¢ IMR (B-D): IAPE: Indice del Porcentaje

de Error promedio.
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6. DISCUSION

Los resultados de esta tesis describen la morfologia y la micro-estructura de
ejemplares de entre 7 a 15 cm de LT (longitud total) de la anchoveta Engraulis ringens
de la Zona norte de Chile (Arica y Antofagasta) recolectados entre 2015y 2016.

Entre los principales resultados se destacan: tres zonas bien diferenciadas (Zona
A, B y C) en los tres pares de otolitos (sagitta, lapillus y asteriscus), una asimetria
direccional hacia la izquierda con una curtosis leptocurtica para ambos otolitos (sagitta
y lapillus), caracterizada principalmente por diversas perturbaciones y anillos dobles y
finalmente se concluye que el criterio GBR es el método mas preciso y confiable para la
determinacion de edad en otolitos sagittas y lapillus.

En consecuencia, la presente tesis es de suma importancia debido a que es el
Ginico trabajo realizado en Chile en base a otolitos lapillus en peces teledsteos,

reportando de esta manera, la primera caracterizacion de este recurso pesquero del pais.

6.1. Micro-estructura y rasgos micro-estructurales

La caracterizacion de los tres pares de otolitos de Engraulis ringens presento los
siguientes rasgos distintivos: (i) elevada resolucion de la micro-estructura en sagitta y
lapillus, (ii) presencia de micro-incrementos primarios desde el primordio hasta el borde
del otolito, (iii) disminucion de la resolucion de los micro-incrementos en zonas con
perturbaciones y anillos dobles y (iv) un claro y definido anillo diario o marca de

eclosion.
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Los resultados obtenidos en la presente tesis son similares a los descritos por
diversos autores en estudios de morfologia de los otolitos sagittas de juveniles y adultos
de anchoveta (Engraulis ringens) (Cerna et al. 2011, Plaza et al. 2012, Gémez 2013), ya
sea en la parte externa del otolito (morfologia) como en la parte interna del mismo
(anillos de crecimiento).

En el otolito sagitta se encontraron micro-incrementos visualizados como anillos
concéntricos alrededor del niicleo avanzando hacia la periferia, lo cual concuerda con lo
registrado por Morales —Nin (1992) para peces dseos. Asimismo, se distingui6 la marca
de eclosion que coincidié con la formacion del primer incremento y la marca de primera
alimentacién que en algunos casos se present6 como primer anillo diario. Iguales
caracteristicas concuerdan con las identificadas por el estudio de Geffen (1982) en las
larvas de arenque (Clupea harengus) y rodaballo (Psetta maxima) producidas en
cautiverio desde la eclosion hasta la metamorfosis.

Semejantes caracteristicas expuestas anteriormente, se apreciaron en otolitos asteriscus
y lapillus.

Por otro lado, debido a la dificultad que presentaron los anillos, no fue posible
describir y observar los microincrementos de los otolitos (sagitta y lapillus) a lo largo de
todo el eje de crecimiento. Misma situacién fue descrita por Morales-Nin (1989) en
donde los otolitos sagittas de peces marinos tropicales presentaron un recurrente patron
de anillos de crecimiento de manera difusa y por Plaza & Cerna (2013) en donde la
resoluciéon de los micro-incrementos de los sobrevivientes de la anchoveta Engraulis
ringens no sigui¢ un patron claro, sino mas bien una estructura compleja, con
abundantes perturbaciones, dificultando asi el proceso de lectura y de interpretacién. No
obstante, la dificultad descrita anteriormente, difiere a lo descrito por Plaza et al. (2012)

para E. ringens en donde la resolucion de los otolitos sagittas fue elevada, por lo que el
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patrén de deposito distintivo de los micro-incrementos fue evidente en afios con

condiciones ambiéntales diferentes.

Con respecto a la micro-estructura de los otolitos sagittas, lapillus y asteriscus
analizados en el presente estudio, se observd que en general presentaron una resolucion
muy baja, dificultando asi la lectura de sus anillos. Dicha situacion fue descrita
previamente por Plaza & Cerna (2013), en donde la resolucién de los micro-
incrementos primarios en los otolitos sagittas de ejemplares de Engraulis ringens de
tallas de 7 a 12 cm (juveniles), presentaron una evidente disminucion de la resolucion.
De acuerdo a Plaza & Cerna (2013), esta disminucion se deberia a que el patrén de
depésito complejo que es observado en los juveniles sobrevivientes pareciera estar mas

asociado a una condicién ambiental que a la ontogenia de la especie.

En cuanto a la micro-estructura de los otolitos (sagittas, lapillus y asteriscus) se
distinguieron claramente tres zonas bien diferenciadas, denominadas A, B y C. La
primera zona (A), para los otolitos sagittas y lapillus, se extendié desde la primera
marca de eclosién hasta los primeros 28 dias (aproximadamente). Aqui los otolitos
presentaron un nicleo central rodeado por micro-incrementos finos al igual que la
anchoveta europea Engraulis encrasicolus (Cermefio et al. 2008). Ademas el nucleo
aparece como una zona circular homogénea rodeado por una discontinuidad débil
seguido de incrementos de crecimiento més gruesos (Cermefio et al. 2008).

La segunda zona (B), se extendi6 desde los 28 a los 60 dias (aproximadamente)
en donde los micro-incrementos primarios son mas dificiles de apreciar debido a la
presencia de anillos dobles, sub-diarios y perturbaciones que hacen compleja la lectura.

Lo anterior, coindice con lo expuesto por Cermefio et al. (2008) para Engraulis
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encrasicolus, en donde encontr6 una mayor amplitud en los micro-incrementos,
haciendo dificil distinguir un patrén de incrementos de crecimiento ritmicos. De
acuerdo a lo descrito por este autor, las zonas de dobles incrementos hacen complicada
la interpretacion, dando lugar a una posible sub-estimacion de la edad, ademds pueden
corresponder a altas tasas de crecimiento durante el proceso de metamorfosis (transicién
de larva a juvenil) que por ende trae un mayor crecimiento y por consiguiente una
mayor existencia de micro-incrementos sub-diarios (Plaza et al. 2012). La existencia de
anillos dobles también fue reportada recientemente para la anchoveta en la zona norte
de Chile, tanto para ejemplares silvestres (Cerna et al. 2011) como en condiciones
experimentales (Plaza & Cerna 2014). Igualmente, fue descrita en otolitos sagittas de la
anchoveta Engraulis encrasicolus (Cermefio et al. 2008).

La existencia de estos anillos dobles corresponderia a anillos diarios que
debiesen ser considerados para obtener cuantificaciones confiables de edad diaria. Esto
es sumamente importante a nivel larval o durante el periodo de transicion de larva a
juvenil en donde se puede llegar a sub-estimar la edad en un promedio de 11 dias (Plaza
etal. 2012).

En cuanto a la formacién de los anillos sub-diarios identificados en el presente
estudio, Panella (1971) describe que son causados por periodicidades variables ya sea
por la ingesta de alimento, por variaciones en el medio o a causa del estrés. Por lo
demés, los primeros casos de anillos sub-diarios reportados en especies de engraulidos
se observaron en larvas de Engraulis japonicus y en la pre-metamorfosis de Engraulis
encrasicolus (Cermefio et al. 2008).

Finalmente, la tercera zona (C), se extiende desde los 60 dias
(aproximadamente) en donde los micro-incrementos son muy regulares y distintivos,

presentando una disminucién en el grosor, haciendo asi més compleja su identificacion
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y lectura. Esta disminucién pudo haber ocurrido por el desgaste en el proceso de pulido
(tendiendo a sobre-pulir las muestras), aunque algunos autores han reportado que
factores como el nivel de alimentacion, periodicidad de la alimentacion y la temperatura
también pueden influir en este proceso (Geffen 1982).

En base a lo expuesto anteriormente, se apoya la hipdtesis planteada
inicialmente debido a que es posible identificar microincrementos dobles en los 3 pares
de otolitos (sagittas, lapillus y asteriscus), es decir, que estas estructuras no son
meramente un resultado asociado a la preparacién de los otolitos. Similarmente, la
existencia de tres zonas micro-estructurales, independiente del tipo de otolito es una
evidencia sustantiva de la capacidad que tienen estas estructuras de registrar, tanto los
eventos ontogenéticos asociados al crecimiento somatico, como otras perturbaciones

presumiblemente gatilladas por factores fisiolégicos y/o ambientales.

6.2. Simetria de los otolitos

La inestabilidad del desarrollo puede definirse como la incapacidad de un
organismo para ajustar su desarrollo a un patron ideal. viéndose afectada por el estrés. el
cual estd relacionado con las condiciones ambientales o genéticas. (Fey & Hare 2008,
Palmer ¢f al. 2010). Sin embargo alin no se ha descrito cudl de las asimetrias (fluctuante
o direccional) refleja la inestabilidad del desarrollo (Briones & Guifiez 2008).

Las mediciones de la asimetria fluctuante (AF) se han convertido en una técnica
de referencia para examinar de forma rdpida el estrés (Allenbach 2011), sin embargo
todavia existe mucha controversia sobre los rasgos apropiados para dicha medicion
(Kenney & von Hippel 2014). Es considerada como la medida mds ampliamente usada
para la inestabilidad del desarrollo, tornandose importante en los estadios tempranos,

debido a que se ha demostrado que la existencia de asimetria se ha visto vinculada a una
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condicién fisiologica (Lemberget & McCormick 2009). En cambio la asimetria
direccional (AD) ha recibido considerablemente menor atencion por ende ha sido menos
estudiada que la asimetria fluctuante (Palmer et al. 2010).

Los resultados de este estudio no presentaron asimetria fluctuante sino mas bien
asimetria bilateral hacia la izquierda con una curtosis leptocurtica para ambos otolitos
(sagitta y lapillus). Misma situacion fue reportada por Briones & Guifiez (2008) en
moluscos bivalvos, en donde los individuos pueden presentar una valva con la que se
adhieren al sustrato mis pequefia o de mayor tamafio, generandose una asimetria
direccional visible. Asimismo, en Perumytilus purpuratus (Chorito maico) se ha
encontrado evidencia de asimetria direccional de forma mas sutil en donde se aprecia
que la valva derecha es consistentemente mas elongada que la izquierda (Briones &
Guifiez 2008). Ademas, Somarakis et al. (1997) expone que los otolitos de peces planos
son un ejemplo extremo de asimetria direccional (dependiendo de la familia, los otolitos
de un lado en particular son siempre mas grandes que los otolitos del otro lado).
Igualmente se ha demostrado la asimetria direccional en los diversos esqueletos del
zorro plateado y en un diverso nimero de taxones (Kharlamova ef al. 2010).

Los resultados de Kenney & von Hippel (2014) también apoyan lo obtenido en
esta tesis, ya que indican que el espinoso de tres espinas (Gasterosteus aculeatus) para
la mayoria de los rasgos demostré AD significativa, por lo tanto esto sugiere que la AF
en este caso, no es buen indicador de la contaminacién acustica, ya que no se logré
encontrar una relacion entre AF en Gasterosteus aculeatus y los factores estresantes del
desarrollo. La explicacion de la existencia de la asimetria direccional puede deberse a
una base genética significativa y no ambiental (Somarakis et al. 1997, Palmer &

Strobeck 1986, Palmer 2004) por lo que no es considerada una eficiente medida de la



inestabilidad del desarrollo (Palmer et al. 2010), pero si para la estimacion de los
procesos adaptativos (Briones & Guifiez 2008)

La AD puede ser indicadora de procesos de cambio ontogénico evolutivo de la
AF, pero de cuyas causas se conoce muy poco (Palmer 2004, Lemberget & McCormick
2009). Entre las pocas causas conocidas se han sugerido mecanismos genéticos, que
ocurren cuando se rompen o se desacoplan los sistemas co-adaptativos de genes que
regulan la canalizacion de los rasgos bilaterales (Palmer & Strobeck 1986, Briones &
Guifiez 2008).

Con respecto a lo expuesto anteriormente se apoya la hipétesis planteada
inicialmente, ya que no fue posible encontrar AF en condiciones ambientales uniformes
(6ptimas) en los tres pares de otolitos de juveniles de Engraulis ringens.

No obstante, no se puede inferir que la asimetria direccional registrada para la
anchoveta Engraulis ringens realmente tenga un componente genético. Para esto se
deben considerar varios caracteres y no sélo uno, por ende esto sugiere que se deben
realizar mas estudios para identificar qué caracteres podrian ser mas (tiles y a su vez
incorporar nuevos métodos y herramientas de estudio. De esta manera se puede probar
si la asimetria direccional se mantiene durante la ontogenia (Servia et al. 2002). Por lo
tanto, se recomienda que en futuros estudios de asimetria bilateral y de inestabilidad del
desarrollo, se trabaje simultineamente con las tres formas de asimetria, o al menos con
las dos mds comunes (asimetria fluctuante y asimetria direccional) de tal modo de
generar un mayor conocimiento sobre las interconexiones entre ambas asimetrias
(Briones & Guifiez 2008).

Es importante destacar que se han propuesto varios indices, con sus respectivas
justificaciones, para evaluar la asimetria fluctuante, los cuales fueron revisados por

Palmer (2004). En el presente estudio se utilizé el indice FA2, recomendado cuando
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existe evidencia de que el rasgo medido cambia con la longitud del individuo, que es el
caso caracteristico del otolito que crece proporcionalmente con el tamafio del pez
(Panfili et al. 2001), y recientemente usado también en una especie litoral central
(Castillo 2016). No obstante, es muy recomendable que un estudio futuro se realice un
analisis comparativo de la asimetria fluctuante, utilizando varios indices, a fin de

verificar la consistencia en las conclusiones alcanzadas.

6.3 Edad

Ambos criterios de lectura de micro-incrementos en E. ringens han sido
utilizados con controversia, ya que existe una ausencia de validacion en esta especie,
debido a dificultades en la determinacion de métodos provenientes de la zona B, donde
la presencia de incrementos multiples con la aparicion de bandas dobles o bandas de
crecimiento ritmico hacen dificil la interpretacion. Por lo tanto, en este escenario, es
importante proveer de informacion necesaria para resolver esta controversia.

Los resultados del presente estudio, demostraron que la reproducibilidad en
otolitos sagittas y lapillus medida a través del IAPE fue menor cuando se utiliz el
criterio GBR (sagita: 4,8 %; lapillus: 6,2 %) en comparacién al IMR (sagita: 15,0 %;
lapillus: 8,5 %). Misma situacion fue reportada por Plaza (2012) en el otolito sagitta
para la anchoveta Engraulis ringens, indicando que el método GBR es el més confiable
para la determinacion de la edad.

Estos resultados concuerdan con los hallazgos de Cermefio et al. (2008) y de
Plaza & Cerna (2017), quienes demuestran que el mejor criterio para la determinacion
de la edad en esta especie corresponde al GBR, debido a que es el que recoge de mejor

forma el proceso de formacién diaria de micro-incrementos en otolitos y presenta
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resultados consistentes, siendo un criterio més sélido y confiable para la determinacion
de edad.

De igual forma, es semejante a lo descrito por Arneri et al. (2011), quien
concluyé que el método GBR fue el procedimiento més fiable en la determinacion de la
edad para los juveniles de E. encrasicolus.

Diversos autores (Plaza & Cerna 2017, Cermefio et al. 2008, Arneri et al. 2011)
describen que el criterio GBR es el método méas preciso y robusto, ya que permite
interpretar el patron ritmico de las bandas alternas de crecimiento como micro-
incrementos sub-diarios generados en las fases posteriores de las larvas y durante la
metamorfosis, ademds de producir altas tasas de crecimiento compatibles con
incrementos de crecimiento de larvas y con otros estudios para el mismo género a
temperaturas similares. En definitiva es el criterio mas recomendado por la literatura
para la mayorfa de las especies de peces. No obstante, la manera de contar los micro-
incrementos diarios ain est4 en controversia debido a la ausencia de un método
estandarizado para la validacion (Campana & Jones 1992).

Por otra parte, al comparar el criterio IMR con el GBR, resulté que el primero de
estos arroj6 diferencia significativa, la cual se asocia a la mayor cantidad de anillos
contados en relacion al criterio GBR. De acuerdo a Cermeiio et al. (2008) una mayor
cuantificacion de los anillos estaria relacionada al proceso de metamorfosis, ya que es
en dicho periodo donde se expresa la méxima presencia de bandas ritmicas dobles de
crecimiento, causando asi una discrepancia entre los dos métodos, y en consecuencia
una sub-estimacion de la edad.

Si bien, la anchoveta comienza a depositar micro-incrementos diarios al tercer
dia después de la eclosion, éstos debiesen ser muy delgados y practicamente

indetectables una vez que el otolito crece en el material calcareo en la etapa juvenil

66



(Plaza & Cerna 2017). Aunque diversos autores describen que la deposicion de micro-
incrementos puede usarse con seguridad para la determinacion de la edad, la validacién
suele ser necesaria para demostrar la interpretacion correcta de los incrementos (Begg
2005).

Hoy en dia esta disyuntiva es parte de un profundo debate, debido al potencial
impacto que puede provocar para el proceso de la evaluacién de stock de este recurso
(Arneri et al. 2011). No obstante, sélo un experimento controlado de anchoveta, que
permita la caracterizacién micro-estructural de sus otolitos de larvas hasta juveniles,
podria verificar definitivamente si las interpretaciones de GBR del patrén de
crecimiento de otolitos, durante la etapa de metamorfosis, son correctas.

Por otra parte, a pesar de que la mayoria de los autores prefieran utilizar el
otolito sagitta para estudios de micro-estructura, usar el otolito lapillus en la
determinacion de la edad, mediante la utilizacién de criterio GBR, trae consigo diversas
ventajas. Entre ellas se encuentran: (1) el bajo costo (tiempo) que presenta y (2) una
menor presencia de zonas micro-estructurales o diversas perturbaciones (anillos dobles),
lo que facilita la interpretacion.

A pesar de que atin no se han reportado estudios que utilicen el otolito lapillus en
la estimacién de la edad de la anchoveta E. ringens, existen diversos estudios para otras
especies en que si lo han utilizado; un caso en particular, fue descrito por Alonso &
Fabré (2014) para el pez dorado (Brachyplatystoma rousseauxii) de la cuenca
Amazonica, donde se realizaron cortes transversales de 0.07mm a los otolitos lapillus,
los cuales pasaban por el niicleo de la estructura de manera de facilitar el proceso de
lectura de los anillos para su posterior conteo de edad. Igualmente Ojeda (1994) para

determinar crecimiento y edad del Robalo Centropomus undecimalis de Puerto Rico
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utilizo la lectura de otolitos lapillus. En consecuencia, ambos autores demuestran que

este otolito es un buen indicador para la estimacion de la edad de diversas especies.

Finalmente, la ausencia de resultados de asimetria fluctuante y determinacion de
edad con el otolito asteriscus, se debe principalmente a su fragilidad ya que al extraerlo
de los sacos Gticos se desprendian partes de sus bordes y por ende se perdia su forma
original dificultando la determinacién de los descriptores bdsicos (drea, didmetro,
perimetro y érea). En cuanto a la edad, al presentar una forma semidiscoide, no

facilitaban el conteo ya que los anillos se interconectaban y se perdian en la Zona B.
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7. CONCLUSIONES

1. El crecimiento somatico de juveniles de Engraulis ringens, se reflejé en la micro-
estructura de sus otolitos, presentando relaciones significativas entre la longitud

corporal de los ejemplares y las medidas de sus otolitos.

2. Los otolitos sagittas, lapillus y asteriscus de Engraulis ringens presentaron micro-
incrementos distintivos a través de toda su estructura, desde el primordio al borde del

otolito.

3. La micro-estructura de los otolitos sagittas, lapillus y asteriscus estuvo caracterizada
por la presencia de tres zonas bien definidas, ya sea por la resolucién y grosores en los
micro-incrementos, asi como también por la presencia de anillos dobles o diversas

perturbaciones.

4. Actualmente atn existen muchos desacuerdos con respecto a la determinacion de la

edad tanto de peces peldgicos pequeios (larvales- juveniles) como en adultos.

5. Es recomendable que en estudios futuros se utilice el otolito lapillus, ya que ha
quedado demostrado ser una alternativa para la determinacion de la edad en la
anchoveta. debido a que su pequefio tamafio facilita la preparacion técnica y la posterior

interpretacion de la edad.
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