4' &, Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras Boletin de Investigaciones Marinas y Costeras ISSN 0122-9761
?} l “José Benito Vives de Andréis” Bulletin of Marine and Coastal Research e-ISSN 2590-4671
-- 50 (1), 163-170 Santa Marta, Colombia, 2021

[invam=ir;

NOTA /NOTE

Hermafroditismo en los bivalvos Anadara tuberculosa y Anadara similis
Sowerby 1883 (Arcidae) en los manglares del Pacifico colombiano

Hermaphroditism of bivalves Anadara tuberculosa and Anadara similis
Sowerby 1883 (Arcidae) in Colombian Pacific mangroves

. 1 . . 1 . . 2
Carlos H. Lucero Rincon'*, Jaime R. Cantera Kintz' y Diego L. Gil-Agudelo
® 0000-0002-0895-6176 ® 0000-0001-7873-4694 ® 0000-0002-4010-208x

1. Universidad del Valle, Facultad de Ciencias Naturales y Exactas, Departamento de Biologia. Cali, Colombia. carlucer01@gmail.com*
2. Texas A&M University at Galveston, Research and Graduate Studies Office. Galveston, Texas, USA
* Autor de correspondencia

RESUMEN

n este articulo se describe la condicion hermafrodita de la piangua Anadara tuberculosa y Anadara similis, especies gonocoricas que
Eviven en los manglares de la costa del Pacifico de Colombia. Las gonadas de 290 individuos de 4. tuberculosa y 336 individuos de

A. similis recolectados en cinco localidades de la costa del Pacifico colombiano fueron analizadas utilizando métodos histologicos.
Nuestros resultados mostraron que 3,1 % de los individuos de A. tuberculosa y 3,0 % de A. similis analizados presentaron signos de
ovulos y espermatozoides simultaneamente, asi como maduracion sexual simultanea. Con base en la frecuencia de aparicion de individuos
hermafroditas y el hecho que estos estuvieron presentes en casi todos los lugares de muestreo, concluimos que el hermafroditismo es una
condicion normal y no casual en estas dos especies. Sugerimos que futuros estudios dirigidos a comprender el hermafroditismo en estas

especies se centren en la determinacion de potenciales factores que determinen esta condicion.

PALABRAS CLAVE: Anadara tuberculosa, Anadara similis, Bivalvos, Hermafroditismo, Pacifico colombiano

ABSTRACT

Pacific coast of Colombia, are described in this paper. The gonads of 290 individuals of 4. tuberculosa and 336 individuals of 4.

similis collected in five localities of the Colombian Pacific coast were analyzed using histological methods. Our results exposed that
3.1 % of A. tuberculosa and 3.0 % of A. similis analyzed showed signs of both ovules and spermatozoids, as well as simultaneous sexual
maturation. Based on this frequency of occurrence of hermaphrodite individuals and the fact that hermaphrodite organisms were present
in most of the sampling sites, we conclude that hermaphroditism is a normal rather than casual condition of these two species. We suggest
that future studies in the hermaphroditism of these organisms center on the determination of factors potentially affecting this condition.

The hermaphrodite condition of the cockles Anadara tuberculosa and Anadara similis, gonochoric species living in mangroves of the
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Anadara tuberculosa y Anadara similis son dos
especies de bivalvos de la familia Arcidae que habitan las
llanuras lodosas de las zonas de manglares de la costa del
Pacifico de América tropical entre Baja California y la costa
norte de Peru. Estos bivalvos son dos de los moluscos mas
importantes comercialmente en la region del Pacifico Tropical
Oriental, siendo altamente explotados en las costas colombianas
y ecuatorianas (Cantera y Contreras, 1978; MacKenzie, 2001;
Gil-Agudelo et al., 2011; Lucero et al., 2013).

Tanto A. tuberculosa como A. similis carecen
de dimorfismo sexual, y el sexo solo puede determinarse
mediante la observacion directa del color de las gonadas y
las observaciones microscopicas después de la diseccion. Los
machos tienen una gonada blanca o de color crema, mientras
que las gonadas femeninas son amarillas o anaranjadas (Lucero-
Rincon et al., 2013; Manjarrés-Villamil et al., 2013). Aunque
la mayoria de los bivalvos son gonocoéricos o dioicos, algunos
pueden ser hermafroditas o cambiar de sexo con la edad (Breton
et al., 2017). Los estudios reproductivos en A. tuberculosa y
A. similis han demostrado que se reproducen durante todo el
afio, aunque se pueden identificar algunos picos reproductivos
(2 a 5) dependiendo de las condiciones ambientales como la
salinidad, la temperatura y la precipitacion (Squires et al.,
1975; Herran 1983; Cruz; 1984; Borda y Cruz, 2004; Lucero
et al., 2012; Lucero-Rincon et al., 2013; Manjarrés-Villamil
et al., 2013; Garcia-Dominguez et al., 2018).

Entre agosto de 2009 y agosto de 2010, se colectaron
los organismos descritos en este documento en cinco areas de
manglares de la costa del Pacifico de Colombia (Figura 1). El
muestreo original se dirigié a establecer la abundancia y los
ciclos reproductivos de las especies, por lo tanto, el presente
trabajo no presenta una imagen completa de la frecuencia
de hermafroditismo en estas especies, sino mas bien una
aproximacion basada en observaciones oportunistas.

A nivel macroscopico, la madurez sexual de los
organismos fue evaluada usando la metodologia descrita
por Lucero-Rincén er al (2013). A nivel microscopico,
los organismos colectados fueron preservados usando
formaldehido tamponado; deshidratandolos y embebiéndolos
en parafina siguiendo técnicas histologicas tradicionales
(Luna, 1968). Se realizaron analisis histologicos de secciones
transversales y longitudinales de un ancho de 7 um (incluyendo
manto, gonada, glandula digestiva, intestino y branquias) que
fueron tefiidos con hematoxilina-eosina (Herran, 1983; Ampie

y Cruz, 1989).

El analisis macroscopico del estado gonadico de
3 545 individuos de A. tuberculosa mostrd que 16 individuos
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Anadara tuberculosa and Anadara similis are two
species of cockles of the family Arcidae that inhabit the
muddy plains of mangrove areas of the Pacific coast of tropical
America between Baja California and the northern coast
of Peru. These bivalves are two of the most commercially
important mollusks in the Eastern Tropical Pacific region,
being highly exploited in the Colombian and Ecuadorian
coasts (Cantera y Contreras, 1978; MacKenzie, 2001; Flores
y Lincadeo, 2010; Gil-Agudelo et al., 2011; Lucero et al.,
2013).

Both A. tuberculosa and A. similis lack sexual
dimorphism, and sex can only be determined by direct
observation of the color of the gonads and microscopic
observations after dissection. Males have a white or creamed-
colored gonad, while female gonads are yellow or orange
(Lucero-Rincon et al., 2013; Manjarrés-Villamil ez al., 2013).
Although most bivalves are gonochoric or dioecious, some
can be hermaphrodites or change sexes with age (Breton
et al., 2017). Reproductive studies in A. tuberculosa and A.
similis have shown that they spawn yearlong, although some
reproductive peaks can be identified (2 to 5) depending on
environmental conditions such as salinity, temperature, and
precipitation (Squires ef al., 1975; Herran 1983; Cruz; 1984;
Borday Cruz, 2004; Lucero et al., 2012; Lucero-Rincon et al.,
2013; Manjarrés-Villamil et al., 2013; Garcia-Dominguez
etal.,2018).

Between August 2009 and August 2010, organisms
described in this paper were collected in the intertidal zone
of five mangrove areas of the Pacific coast of Colombia
(Figure 1). Original sampling was directed to establish the
abundance and reproductive cycles of the species; thus, the
present paper does not present a complete picture of the
frequency of hermaphroditism on these species, but rather an
approximation derive by the opportunity of the observations.

At macroscopic level, organisms were evaluated for
sexual maturity using the methodology described by Lucero-
Rincon et al. (2013). At microscopic level, organisms were
preserved using buffered formaldehyde, dehydrated, and
embedded in paraffin wax following traditional histology
techniques (Luna, 1968). Histological analyses of transversal
and longitudinal sections of a width of 7 pm (including
mantle, gonad, digestive gland, intestine, and gills) were
performed and stained using Hematoxylin-Eosin (Herran,
1983; Ampie y Cruz, 1989).

The macroscopic analysis of the gonadic state of
3,545 individuals of 4. tuberculosa showed that 16 individuals
(0.45 %) presented signs of hermaphroditism. These



Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras

00w T8UTW 7UowW
£ z
8 3
Lo N ~
w +E
S
g £
4 &
- ©
CHOCO
E z
8 L5
L S
Pizarro
OCEANO PACIFICO
PACIFIC OCEAN
g g
- 1 Bahia —3
Malaga
Malaga Bay
fALLE DEL CAUCA
£ z
2 L5
4 I &
L "
Cuerval
Amarales
£ z
2 L&
& E 4
Leyenda " 4
¥ Tumaco NARIRO
- Bosque de Manglar / Mangrove Forest
L] = =0 100 150 0
L]
8000w T9°00W T8 00W oW

Figura 1. Sitios de estudio a lo largo de la costa pacifica de Colombia.
Sitios de muestreo estan marcados con una estrella.

(0,45 %) tenian signos de hermafroditismo. Estos individuos
fueron observados en las localidades de Cuerval (un caso
presente en 576 individuos analizados), Bahia Malaga (7 casos
entre 1 093 individuos) y Tumaco (8 casos en 1 071 individuos).
La longitud media de los organismos hermafroditas fue de
4745 £ 7,74 mm, con los organismos tanto mas grandes
como mas pequefios registrados en Bahia Malaga con 62,93
mm y 32,83 respectivamente. Estos individuos mostraron una
gonada alargada y delgada, de color crema, tipica de individuos
masculinos, mientras que la génada opuesta era de color naranja
brillante, en forma de saco, tipica de organismos femeninos
(Figura 2). Estos organismos se consideraron maduros, ya
que la gonada ocupaba mas de 50 % de la cavidad corporal,
con lobulos gruesos irregulares que se extienden sobre toda la
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Figure 1. Study sites along the Pacific coast of Colombia. Sampling sites
are denoted by a star symbol.

individuals were observed in the locations of Cuerval (one
case out of 576 individuals analyzed), Bahia Malaga (7 cases
amongst 1,093 individuals), and Tumaco (8 cases in 1,071
individuals). The mean length of hermaphrodite organisms
was 47.45 £ 7.74 mm, with both the largest and smallest
organism registered in the Bahia Malaga site with 62.93 mm
and 32.83 mm respectively. These individuals showed one
elongated and thin gonad, cream in color, typical of male
individuals, while the opposite gonad was bright orange, in
the form of a sack, typical of female organisms (Figure 2).
These organisms were considered as mature, since the gonad
occupied more than 50 % of the body cavity, having irregular
thick lobs that extent over the entire ventral surface from the
anterior adductor muscle to the limits with the foot muscle
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superficie ventral desde el musculo aductor anterior hasta los
limites con el musculo del pie (Figura 3). La longitud de las
valvas de la primera madurez de esta especie se ha estimado en
39,5 mm en el area (longitud total) y la curva de crecimiento
mostré que la mayoria de los organismos analizados tenian
aproximadamente dos afios (Lucero et al, 2012, 2013;
Manjarrés-Villamil ez al, 2013). Ningtn individuo de A. similis
fue analizado macroscopicamente para hermafroditismo en
este estudio.

De un total de 290 individuos de 4. tuberculosa
analizados utilizando técnicas histologicas estandar, 3,1 %
(nueve individuos) mostrd signos de hermafroditismo. Estos
organismos fueron colectados en Pizarro (99 individuos
analizados con 1 hermafrodita encontrado), Bahia Malaga
(35 analizados y 4 hermafroditas encontrados), Cuerval
(2 hermafroditas de 52 organismos analizados) y Tumaco
2 hermafroditas). Estos
individuos mostraron tibulos seminiferos, células germinales

(104 organismos analizados,
y espermatidas en cantidades variables; los centros de
los tabulos seminiferos se encontraban vacios y el tejido
conjuntivo interfolicular también eran claramente visible
(Figura 4). Las células reproductivas también presentaron un
nucleo grande en una posicion central, segiin lo descrito por
Ortiz et al. (2003) durante la espermatogénesis. Estos mismos
individuos mostraron, en la otra gonada, foliculos en desarrollo
con un centro vacio y ovocitos no abundantes en su interior.
Algunos ovocitos eran piriformes y estaban unidos a la pared
del foliculo, mostrando su etapa de desarrollo. El tamafio de
las células vario entre 37 y 74 um, algunas de estas células
mayores de 70 um. Los ovocitos secundarios mostraron una
membrana nuclear definida y un nucleo central, lo que indica
una transicion hacia 6vulos maduros (Figura 4). Se observo
tejido conjuntivo interfolicular y células sexuales masculinas
bordeando la pared folicular.

Sobre A. similis, se analizaron 336 placas histologicas
para detectar signos microscopicos, encontrando 10 individuos
(3,0 %) con signos de esta condicién. Estos organismos
fueron colectados en Pizarro (5,72 %; 4 hermafroditas de 68
organismos analizados), Bahia Malaga (2,94 %; 2 casos de 70
organismos) y Cuerval (1,8 %; 2 casos de 111 organismos).
La descripcion del tejido reproductivo fue similar a la de 4.
tuberculosa.

Se hall6 que los organismos hermafroditas se
encontraban en la etapa de previtelogénesis, con gametos
masculinos y femeninos separados y la presencia simultanea
de espermatozoides y 6vulos funcionales (hermafroditismo
simultaneo). Los andlisis histolégicos mostraron células
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(Figure 3). The length of the shell of the first maturity for
the species in the area has been estimated at 39.5 mm (total
length) and the growth curve showed that most organisms
analyzed were approximately two years old (Lucero et al.,
2012, 2013; Manjarrés-Villamil et al, 2013). No A. similis
were macroscopically analyzed for hermaphroditism during
this study.

A total of 290 individuals of A. tuberculosa were
analyzed using standard histological techniques, 3.1 % (9
individuals) of them showed signs of hermaphroditism. These
organisms were collected in Pizarro (99 organisms analyzed
with one hermaphrodite found), Bahia Malaga (35 analyzed
and 4 hermaphrodite organisms), Cuerval (2 hermaphrodites
out of 52 analyzed organisms), and Tumaco (104 organisms
analyzed, 2 hermaphrodites). These individuals showed
seminiferous tubules, germinal cells, and spermatids in
variable quantities; the center of empty seminiferous tubules
and the interfolicular conjunctive tissue were also clearly
visible (Figure 4). Reproductive cells also presented a large
nucleus in a central position, as described by Ortiz et al.
(2003) during spermatogenesis. These same individuals
showed, in the other gonad, follicles in development with an
empty center and non-abundant oocytes inside. Some oocytes
were piriform and were attached to the follicle wall, showing
their development or previtelogenesis stage. Cell size varies
between 37 and 74 um, a few of these cells larger than 70
um. Secondary oocytes showed a defined nuclear membrane
and central nucleolus, indicating a transition towards mature
ovules (Figure 4). Interfollicle conjunctive tissue and male
sexual cells were observed bordering the follicle wall.

Regarding A. similis, histologic slides of 336
organisms were analyzed, finding 10 individuals (3.0 %)
with signs of this condition. These organisms were collected
in Pizarro (5.72 %; 4 hermaphrodites out of 68 organisms
analyzed), Bahia Malaga (2.94 %; 2 cases out of 70 organisms),
and Cuerval (1.8 %; two cases out of 111 organisms), as well
as 2 cases in Tumaco out of 87 analyzed organisms (2.30 %).
The description of reproductive tissue was similar to that of
A. tuberculosa.

Hermaphrodite organisms were found to be in the
previtelogénesis stage, with separate male and female gametes,
and the presence, at the same time, of functional spermatozoids
and ovules (simultaneous hermaphroditism). Histological
analyses showed active male and female reproductive cells,
indicating that organisms are reproductively functional,
which has been described in other mollusks (Olivares et al.,
2009). Other species of the genus Anadara have shown signs
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Figura 2. Corte transversal para observacion macroscopica de coloracion
y forma de la gonada en organismos maduros de A. tuberculosa en bahia
Malaga (longitud total = 58.0 mm) A: Hembra (génada naranja); B:
Macho (gonada crema). 1: Pie; 2: Glandula digestiva; 3: Gonada; 4:
Intestino; 5: hepatopancreas.

Figure 2. Transversal dissection for macroscopic observation of
coloration and gonad shape in mature organisms of A. tuberculosa in
Bahia Malaga (total length = 58.0 mm). A: Female organism (orange
gonad); B: Male organism (cream gonad). 1: Foot; 2: Digestive gland; 3:
Gonads; 4: Intestine; 5: Hepatopancreas.

Figura 3. Corte transversal de Anadara tuberculosa hermafrodita,
mostrando las diferencias de coloracion en el mismo organismo. A:
Gonada naranja; B: Génada crema. Organismo colectado en Tumaco
(longitud total = 53,0 mm).
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Figure 3. Transversal cut of hermaphrodite Anadara tuberculosa,
showing differences in gonad coloration in the same organism. A:
Orange gonad; B: Cream gonad. Organism collected in Tumaco (total
lenght = 53.0 mm).
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Figura 4. Microfotografias de las gonadas de Anadara tuberculosa
hermafrodita tefiidas con Hematoxilina y Eosina. Ay B objetivo 10x, C—F
objetivo 4x. TCI: tejido conjuntivo interfolicular; ESP: espermatozoides;
TS: tabulos seminiferos; CTS: centro del tabulo seminifero; FO: foliculo
ovarico; PF: pared folicular; OV: ovocitos vitelados; CSM: células
sexuales del macho alrededor del foliculo.
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Figure 4. Photomicrography of Anadara tuberculosa hermaphrodite
gonads. Hematoxylin-Eosin stain. A and B 10x magnification, C
— F 4x magnification. TCI: Interfolicular conjunctive tissue; ESP:
Spermatozoids; TS: seminiferous tubules; CTS: Center of the
seminiferous tubules; FO: Ovaric follicle; PF: Follicle wall; OV: Vitteline
oocytes; CSM: Male sexual cells around the follicle.



reproductivas masculinas y femeninas activas, indicando que
los organismos son reproductivamente funcionales, lo que se ha
descrito en otros moluscos (Olivares et al., 2009). Otras especies
del género Anadara han mostrado signos de hermafroditismo,
incluyendo Anadara granosa (Broom 1983), Anadara senilis
(Broom, 1985) y Anadara scapha (Baron y Clavier, 1992),
que se consideran gonocoricas. Mzighani (2005) analizaron
600 individuos de Anradara antiqua, encontrado 4,7 % de
hermafroditas,
protandrico debido a la dominancia de hembras en las clases

organismos indicando  hermafroditismo
de talla (41 mm). Flores y Lincadeo (2010) sugieren que un
hermafroditismo protandrico en A. tuberculosa y A. similis
podrian producir una fuerte variacion de la relacion sexual a
diferentes clases de talla, pero no proveen evidencia de tales

cambios.

Otros autores han descrito el hermafroditismo en 4.
tuberculosa. Pérez-Medina (2005) informo el desove de la
porcidn testicular y ovarica del organismo en Santo Domingo,
México, mientras que en Colombia Lucero-Rincon et al.
(2013) y en Ecuador Panta-Velez et al. (2020) mostraron
eventos similares, pero no dieron una descripcion detallada
de esta condicion. Debido a la mayor proporcion sexual
(2,46:1), el mayor tamafio y abundancia de hembras respecto
a machos (Lucero-Rincon et al. 2013) y a que los organismos
hermafroditas fueron encontrados en la mayoria de sitios de
muestreo, consideramos esta condiciéon de hermafroditismo
como una condicion normal para ambas especies,
potencialmente causada por mecanismos intrinsecos asi como
eventos extrinsecos (temperatura, salinidad, nutrientes u otros)
no estudiados durante este proyecto. Se sugiere que futuros
estudios en hermafroditismo de estos organismos se centren
precisamente en determinar los factores que potencialmente

afecten esta condicion.
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of hermaphroditism, including as Anadara granosa (Broom
1983), Anadara senilis (Broom, 1985), and Anadara scapha
(Baron and Clavier, 1992), which are considered gonochoric.
Mzighani (2005) analyzing 600 organisms of Anadara
antiqua, found 4.7 % of hermaphrodite organisms, indicating
protandrous hermaphroditism due to the dominance of
females by size class (41 mm). Flores and Lincadeo
(2010) suggested that a protandrous hermaphroditism of A.
tuberculosa and A. similis might produce a strong variation
of the sexual relation at different size classes, but provide no
evidence of such changes.

Other authors described hermaphroditism in A.
tuberculosa using macroscopic techniques. Pérez-Medina
(2005) reported spawning of both the testicular and ovarian
portion of the organism in Santo Domingo, Mexico, while in
Colombia Lucero-Rincén et al. (2013) and Ecuador Panta-
Velez et al. (2020) showed similar events, but not giving a
detail description of this condition. Due to the largest sexual
ratio (2.46:1), the larger size and abundance of female respect
to male organisms (Lucero-Rincon et al., 2013), and that
hermaphrodite organisms were found in most sampling areas,
we consider this condition of hermaphroditism as normal for
both species, potentially caused by intrinsic mechanisms
as well as extrinsic events (such as temperature, salinity,
nutrients or others) not studied in this project. We suggest
that future studies in the hermaphroditism of these organisms
center precisely on the determination of factors potentially
affecting this condition.
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