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GLOSARIO

Acidéfilo: afinidad de los compuestos de un tejido para captar colorantes acidos. En la
tincion Hematoxilina-Eosina son afines a la eosina, por lo que también se les conoce como

eosinofilos. Adquieren una coloracion de rosa a rojo (Ham 1975).

Alveolo cortical: estructura citoplasmatica, sintetizada por el oocito y compuesta
principalmente por polisialoglicoproteinas de alto peso molecular. Estas estructuras liberan
su contenido al momento de la fertilizacién, originando la reaccién cortical y evitando la

poliespermia (Tyler y Sumpter 1996).

Atresia: proceso mediante el cual se reabsorben los gametos no desovados. En los oocitos,
las células foliculares adquieren propiedades fagocitarias, reabsorbiendo el contenido del

oocito (Rodriguez-Gutierrez, 1992; Tyler y Sumpter 1996).

Basoéfilo: afinidad de los compuestos de un tejido para captar colorantes basicos. En la
tincibn Hematoxilina-Eosina son afines a la hematoxilina y adquieren una coloracién azul o

purpura (Ham 1975).

Desovador asincrénico: organismo en el cual los huevos son reclutados de una poblacién
heterogénea de oocitos en desarrollo y son desovados subsecuentemente durante cada
temporada de desove (Tyler y Sumpter 1996).

Eritrocitos: células nucleadas de la sangre, pertenecientes a la serie roja, encargadas del
transporte de oxigeno a los diferentes 6rganos y tejidos del organismo, con pigmentacion

originada por la hemoglobina (Fange, 1992).

Eritropoyesis: termino que se refiere a la formacién de las células sanguineas rojas o

eritrocitos y que en los peces ocurre principalmente en el baso (Fange, 1992).

Foliculo: tejido somético que rodea al oocito, compuesto principalmente por las células de la

granulosa y de la teca (Tyler y Sumpter 1996).

Goénada: 6rganos sexuales primarios en los cuales se producen las células germinales
(Webster y Webster 1974).

Granulosa, células de la: células de origen mesenquimal o epitelial, con posible funciéon

esteroidogénica (Nagahama 1983).
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Granulocitos: conjunto de células sanguineas de la serie blanca, que presentan como
caracteristica principal la presencia de granulos en el citoplasma y de acuerdo a su afinidad
a diferentes colorantes permite dividirlas en eosindfilas, basdfilas o neutréfilas (Fange,
1992).

Hematocrito: método utilizado para estimar la proporcion del paquete celular en la sangre
(Fange, 1992).

Hematopoyesis: término que se refiere a la generacién de los diferentes tipos de células

blancas y que ocurre en el tejido hematopoyetico (Fange, 1992).

Inclusion lipidica: cuerpo de lipidos originado durante el crecimiento secundario del oocito,
derivado de la vitelogenina, y que posteriormente forma la gota de lipido en algunas

especies de teledsteos con huevos pelagicos (Tyler y Sumpter 1996)

Linfocitos: células de la serie blanca o leucocitos que tienen como funcién principal la de
activar la respuesta humoral y la respuesta celular inmune en procesos infecciosos (Fange,
1992).

Leucocitos: termino colectivo de las células de la sangre que tienen como funcién primaria
combatir infecciones y en algunos casos fagocitar cuerpo extrafios al organismo (Fange,
1992).

Membrana basal: red de tejido conectivo, generalmente muy delgado, que soporta un
epitelio (Webster y Webster 1974).

Oocito: célula germinal, constituida por ooplasma rodeado por el oolema, la zona radiata, el

foliculo y tejido somatico (Tyler y Sumpter 1996).
Oolema: membrana celular del oocito (Balinski 1978).

Oogonias: células germinales primarias situadas en el epitelio germinal del ovario (Grier,
2002).

Ooplasma: matriz citoplasmatica en la cual se encuentran todas las inclusiones que se

desarrollan durante el proceso de maduracién del oocito (Balinski 1978).

VI



Oogenésis: Proliferacion de células germinales femeninas a partir de la divisién mit6tica de

las oogonias (Nagahama 1983).

Paquete celular: proporcion de células sanguineas en relacién al suero o plasma sanguineo
(Fénce, 1992).

Reaccién cortical: endurecimiento de la membrana del huevo, ya sea por accion de los

alvéolos corticales o por reaccién osmatica (Billard 1992).

Sangre: tejido compuesto de células circulantes en un medio liquido o plasma. Su funcién es
el transporte de oxigeno, nutrientes y productos excretados de los diferentes 6rganos y

tejidos del cuerpo (Fance, 1992).

Suero: liquido remanente después de la coagulacion de la sangre, el cual esta libre de

factores coagulantes (Fance, 1992).

Vitelo: reservas del oocito formadas de lipoproteinas y fosfoproteinas, derivadas

principalmente de la vitelogenina (Tyler y Sumpter 1996).

Vitelogénesis: periodo de crecimiento del oocito durante el cual las proteinas de origen
extraovarico, principalmente la vitelogenina sintetizada en el higado, son acumuladas en el

oocito (Tyler y Sumpter 1996).

Zona radiata: membrana del oocito de apariencia estriada, compuesta de una capa interna y
otra externa, y que se forma cuando las primeras inclusiones lipidicas aparecen en el

citoplasma (Matsuyama et al. 1991).
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LISTA DE ABREVIATURAS.

En este trabajo se utilizé una serie de abreviaturas que fueron empleados a lo largo del texto

y en las gréficas para hacer referencia al estadio de desarrollo mas avanzado en el ovario.
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RESUMEN
Se hizo el seguimiento de la maduracién gonadica en organismos silvestres de sardina

monterrey Sardinops sagax durante las temporadas reproductivas de 2003 a 2006, en la
zona de Bahia Magdalena, B.C.S., a bordo de la flota comercial sardinera de Puerto San
Carlos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar los factores endégenos como los niveles
de estradiol (E,) y calcio (Ca’*) en suero sanguineo, el hematocrito (Hc), indice
gonadosomatico (IGS) y el factor de condiciéon (FC) y su relacién con el crecimiento del
oocito y el desove. Se utilizaron el hematocrito y los conteos diferenciales de leucocitos,
asociados al factor de condicion (FC), como indicadores del estado de bienestar de los
organismos. Se recolectaron 2848 sardinas adultas, en campo se tomé una muestra de
sangre a 20 ejemplares por cada lance de pesca. Se tomé la muestra para Hc y frotis
sanguineo y el suero se conservé para las determinaciones de E, y Ca*". Se fijaron los
ejemplares en formalina y en el laboratorio se registraron la longitud patrén, peso total y peso
de la génada. Las muestras de génadas fueron fijadas y procesadas por la técnica de
inclusion en parafina para su andlisis histolégico. Los estadios de desarrollo de los oocitos se
asignaron siguiendo las escalas propuestas para otras especies de peces teledsteos. Se
seleccionaron 156 hembras en las que se determind la relacion entre los factores endégenos
y el crecimiento del oocito y el desove. Se encontrd que el E,, Ca*" e IGS presentaron
relacién directa asociada al crecimiento del oocito, mientras que el Hc presenté relacion
inversa. La presencia de hembras de S. sagax con atresia folicular en dos temporadas
reproductivas, permitieron hacer comparaciones de los factores enddgenos estudiados entre
hembras en desarrollo ovarico normal y con atresia folicular masiva. En 2003 y 2005 las
hembras con atresias se presentaron en los meses considerados de actividad reproductiva.
En 2003 se observé inactividad ovérica con atresia folicular en oocitos perinucleolares, en
2005 se observé reabsorcion con atresia folicular masiva de oocitos en vitelogénesis. Los
niveles de E, y Ca®* en las hembras con atresia presentaron valores bajos similares a los
obtenidos para hembras inmaduras, al igual que el Hc, IGS y el FC. Se concluye que los
factores enddgenos asociados al crecimiento del oocito y el desove de S. sagax,
determinados por primera vez en esta especie, pueden ser utilizados como indicadores del
proceso de madurez ovarica, permitiendo establecer las condiciones en las cuales se
presenta la interrupcion de la madurez gonadica y sus posibles efectos en la reproduccion de

S. sagax.



ABSTRACT

Gonadal activity of Pacific sardine Sardinops sagax was followed during the breeding
seasons at Bahia Magdalena, Baja California Sur., from 2003 to 2006. Collections of adult
Pacific sardines were taken from catches of commercial vessels of Puerto San Carlos.
Main goal was evaluate endogenous factors as estradiol (E,) and calcium (Ca®") serum
levels, haematocrit (Hc), gonadosomatic index (GSI), and condition factor (FC) and their
relation with the oocyte development and spawning. Haematology parameters such as
haematocrit and leucocytes differential counting (Hc), was associated to condition factor
(FC), as indicators of organisms welfare. A total of 2848 adult sardines were collected
trough the sample period. Blood samples were collected from 20 specimens each fishing
set, and Hc and blood smears were made at the field work. Remained blood sample was
preserved for measurements of E, and Ca?" serum levels. Complete fish were fixed in
formalin and morphological measurements data as standard length, total and gonadic
weights were taken at laboratory. Gonads were included and processed by wax inclusion
for histological process. Oocyte development stages were set following proposed scales
for other teleost species. A total of 156 females were selected to determinate the relation
between endogenous factors and oocyte growth and spawning. E, Ca®" and IGS were
directly related to oocyte development, whereas Hc was inversely related. Presence of
females with atretic follicles in two reproductive seasons has allowed comparisons of
endogenous factors measurements in females with a normal ovaries development and
females with atretic follicles. During 2003 and 2005 females with atretic follicles were
present in considered reproductive months. In 2003 ovaric inactivity were observed with
atretic follicles on perinuclear oocites stage, while in 2005 reabsortion there were massive
atretic follicles at vitellogenic oocyte stage. E, and Ca?" levels in atretic follicles females
showed low levels similar to immature females, as well as Hc, IGS and FC. In would be
concluded that endogenous factors related to oocyte development and spawning in S
sagax will be useful as indicators of ovarian growth allowing to establish those that are

present at ovarian growth interruption and it possible effects on S sagax reproduction.
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INTRODUCCION.

En la actualidad se conocen en gran medida los procesos que intervienen en la reproduccién
de los peces teledsteos. Los estudios que condujeron a ampliar los conocimientos de la
reproduccion en peces se han centrado en especies que representan un interés comercial o
gue se han adaptado al cautiverio (Baker et al., 2000; Planas et al., 2000; Rodriguez et al.,
2001; Zohar y Mylonas, 2001). Asi, los aportes realizados a través de la observacion bajo
condiciones controladas han demostrado la estrecha relacion que existe entre los
organismos Yy los factores que intervienen en la reproduccion. La manipulacion del eje
hipotalamo-hipofisis-génadas en diversos estudios ha permitido determinar que procesos
ocurren durante la maduracién gonadica y el desove (King y Pankhurst, 2003; Sund vy
Pankhurst, 2004, Garcia-L6pez et al, 2006).

Los trabajos relacionados con la biologia reproductiva de diferentes especies se han
realizado con miras al manejo de las poblaciones explotadas en la pesca industrial y a su
produccién en sistemas de cultivo y se ha considerado importante conocer la manera de
controlar la reproduccion en condiciones de laboratorio. En cultivos comerciales, los primeros
aspectos de interés que se abordan son los mecanismos del desarrollo de las gonadas y su
maduracion. A través de ellos se han podido establecer los ciclos de madurez, como en el
caso de Pagellus bogaraveo, en el cual se pudieron determinar tales aspectos y también
algunas caracteristicas de la reversion sexual en una especie que presenta hermafroditismo
protandrico (transformacion de machos en hembras) y que es explotada en cultivos
comerciales (Micale et al., 2002). En otras especies los estudios de biologia reproductiva
incluyen el seguimiento de los cambios hormonales y su efecto en la reproduccion, o bien se
manipularon dichos cambios mediante el uso de esteroides sexuales para estimular la
reproduccion. En Acipenser transmontanus (Lutes et al. 1987) y Oncorhynchus kisutch
(Fitzpatrick et al. 1987), el seguimiento de los cambios hormonales se ha utilizado como
predictor de la reproduccion, al estimular la respuesta ovulatoria mediante el uso de
esteroides sexuales, determinandose las concentraciones a las cuales estas especies logran

la ovulacion.

Si bien es cierto que la reproduccion de los peces esta relacionada con la edad y la
condicién fisiologica del organismo (Carrillo et al., 2000; Craig et al., 2000; lzquierdo et al.,
2001), el proceso en general también depende de otros factores (Cerda et al, 1994; Maisse y
Breton, 1996; Haddyd y Pankhurst, 2000; Furuita et al, 2001). Estos factores pueden



dividirse en exdgenos y endogenos. Los primeros incluyen factores tales como la
temperatura, fotoperiodo, caracteristicas fisicas y quimicas del agua (salinidad, oxigeno
disuelto, pH, etc.), factores sociales como la desproporcién de sexos, disponibilidad de
alimento, etc. (Munro, 1990). Cada uno de estos factores tiene influencia sobre los factores
enddgenos, que son todos los cambios fisioldgicos en el organismo, asociados a la accion de

los factores exdgenos.

El efecto que tienen los factores exdgenos sobre la reproduccion se ha documentado de
manera amplia (Carrillo et al., 1987; Zanuy et al., 2001, Suquet et al., 2005). Se considera
gue los factores ambientales mas importantes son la temperatura y el fotoperiodo, sobre todo
en las especies que tienen una temporalidad reproductiva marcada (Bye, 1990). Se sabe que
estos dos factores tienen un papel importante en la gametogénesis: mientras que el
fotoperiodo puede ser la sefal que inicia el proceso de maduracién, la temperatura es el

factor que acelera la maduracién del oocito y estimula el desove.

Otro factor importante en el proceso reproductivo es la alimentacién; aun si las condiciones
ambientales son Optimas para la reproduccion si el organismo no cumple con los
requerimientos metabdlicos la maduracién gonadica puede verse afectada. La reproduccién
utiliza la energia que ha sido obtenida y almacenada a partir de la alimentacion, por lo que
un organismo con deficiencias alimenticias no tiene suficientes reservas para la maduracion.
Se ha demostrado que en algunos peces peldgicos como Engraulis mordax, es necesario
que el organismo consuma de un 4 a 5 % de su peso por dia de alimento para sostener el

costo anual de crecimiento y reproduccion (Hunter y Leong, 1981).

En la mayoria de los vertebrados la actividad sexual esta restringida a periodos estacionales.
Cuando se presentan los factores externos y los factores enddgenos que estimulan la
reproduccion, se inician una serie de reacciones en el organismo en lo que se conoce como
el eje hipotalamo-hipdfisis-gbnadas (Sumpter, 1990). Como respuesta inmediata a los
factores externos, el ciclo hormonal se inicia con la produccién de factores liberadores
gonadotrépicos en el hipotdlamo. Dichos factores activan la produccion de hormonas
gonadotrépicas en la hipdfisis, estableciéndose un proceso de retroalimentacién a través de
la produccion de los esteroides sexuales en el eje hipotalamo-hipofisis-génadas (Nagahama,
1994; Schulz et al, 1994). En cada una de las etapas que implica el proceso reproductivo se
presentan cambios fisiolégicos y morfoldgicos en el organismo. En cultivos comerciales de

Mourone saxatilis, Oncorhynchus kisutch y Acipenser transmontanus, se han utilizado



algunos cambios morfofisiol6gicos, principalmente los niveles hormonales y las
caracteristicas de los oocitos en desarrollo, como predictores de la ovulacién (Fitzpatrick et
al. 1987, Lutes et al 1987, Weber et al. 2000). El uso de dichos predictores permitio
identificar a los organismos susceptibles de ser inducidos al desove mediante implantes
hormonales. Con esto se logré inducir la maduracién en organismos que se encontraban en
el proceso de vitelogénesis. Por otro lado, el seguimiento de los niveles de esteroides
sexuales y de otros compuestos en la sangre, como las vitelogeninas, también son utilizados
en el seguimiento de la madurez sexual (Marte y Lam, 1992; Mayer et al., 1992; Schulz et al.,
1994).

Aun cuando los factores ambientales sean los adecuados para la reproduccioén, el proceso
reproductivo podria verse interrumpido por los factores endogénos, los cuales se reflejan en
cambios morfologicos de los érganos que participan en la reproduccién (hipéfisis y génadas)
y en los cambios hormonales. La utilizaciéon de indicadores morfofisiol6gicos puede ser una
herramienta util en la prediccién del proceso reproductivo en organismos silvestres. En la
sardina monterrey es bien conocido el papel de los factores ambientales en la reproduccion,

no asi los factores enddgenos que intervienen en esta (Lynn, 2003).

En la biologia pesquera el estudio de la reproduccion se ha enfocado en las relaciones del
organismo y el ambiente, la temporalidad de la reproduccion y a la elaboracion de modelos
que ayudan a estimar la dinamica de las poblaciones explotadas. En este sentido, la sardina
monterrey Sardinops sagax ha sido objeto de amplio estudio. Los esfuerzos dirigidos a
comprender las variaciones en sus poblaciones han incluido el estudio del efecto que tienen
los factores ambientales y la pesca sobre su reproduccién. El programa CalCOFI (California
Cooperative Fisheries Investigations Program), se creé en 1948 en un esfuerzo por tratar de
explicar el colapso de la pesqueria de la sardina. A partir de esto se formularon diferentes
hipotesis para de explicar cuales son los factores que afectan el reclutamiento y por ende las

variaciones en el tamafio de la poblacion.

Las hipétesis denso-dependientes sefialan que las fluctuaciones de la poblacién recaen en
factores como la reproduccion, el reclutamiento y la mortalidad natural (Kim et al., 2006).
Clark y Marrk (1955), presentaron una discusion en la propusieron que las clases anuales
grandes provienen de grupos desovantes grandes, mientras que las clases anuales
pequefias pueden ser producto de un stock de cualquier tamafio. Sin embargo, no

encontraron una relacion clara entre el tamafio del stock y las clases anuales. Aln cuando



no llegaron a un acuerdo sobre la relacién que existe entre el tamafio de una clase anual y el
tamafio del grupo desovante que los produce, concluyeron que la respuesta a las variaciones
recae directamente sobre la factibilidad del manejo del recurso. Por otro lado, Hempel (1979)
menciona que la fecundidad, y por ende el reclutamiento, pueden verse afectados en
especies en las cuales los organismos que se integran al grupo reproductivo producen una
menor cantidad de huevos que los del siguiente grupo de edad. Por lo tanto, la produccion
de huevos estara en funcion de la estructura de edades y tallas de la poblacién reproductiva.
Entre otros factores que afectan la fecundidad sefialé también el efecto de las condiciones

alimenticias sobre el grupo reproductor y la produccion de huevos.

Las fluctuaciones en la biomasa también se han tratado de explicar mediante otras hipétesis.
Algunas de estas se basan principalmente en la vulnerabilidad de las larvas durante los
primeros estadios de vida, tiempo durante el cual diversos factores pueden incrementar la
mortalidad, afectando de esta manera el reclutamiento. Hjort (1914), sugiere que los
primeros estadios larvales son el periodo mas critico durante el cual el tamafio las clases
anuales posteriores queda determinado. Hjort (op. cit.), sugiri6 ademas un efecto importante
de dos factores en la taza de mortalidad: la disponibilidad de alimento en la etapa larval y el

transporte por corrientes hacia areas desfavorables.

Hunter (1984) describié algunos de los factores que afectan la sobrevivencia de las larvas.
Estos factores (tamafio y calidad del huevo, la relacion entre tamafio de la boca y la presa,
desarrollo de sistema locomotor, comportamiento alimenticio, etc.), inciden directamente en
el éxito o fracaso que pueda tener la larva en la busqueda de alimento en sus primeros
estadios de vida, antes de llegar a la etapa de inanicién. Bakun (1985), menciona que: la
inaniciéon y depredacion de las larvas, el esfuerzo fisioldgico, las enfermedades y los
patrones de corrientes, son los factores principales que afectan la mortalidad de las larvas en

sus primeros estadios de vida.

Las hipétesis propuestas para explicar las variaciones en el tamafio de las poblaciones de
los pelagicos menores estan basadas en resultados obtenidos de estudios que abarcan
periodos de tiempo que pueden ser mensuales, anuales o de mayor escala. El efecto que
tiene el ambiente sobre los organismos (temperatura, fotoperiodo y disponibilidad de
alimento, sefialados como los mas importantes), han permitido asociar estos factores con
variaciones o0 cambios en ciertas caracteristicas de la poblacion como la actividad

reproductiva, la condicién de los organismos Y las fluctuaciones en la biomasa (Lluch-Belda



et al., 1989; Lluch-Belda et al., 1991; Lluch-Belda et al., 1992; Yatsu el al., 2005; Kim et al.,
2006). Sin embargo, estos estudios muestran los cambios que ocurren en la poblacion a
largo plazo, desconociéndose cuales son los cambios que se dan en los organismos de

forma més inmediata en respuesta a cambios mas puntuales en el ambiente.

En la costa occidental de Baja California Sur y el Golfo de California, Torres-Villegas et al.
(1986, 1995a y 2007) han establecido las variaciones y el ciclo reproductivo de Sardinops
sagax mediante el seguimiento de la madurez gonéadica utilizando el método histolégico, y se
han determinado algunos parametros como la fecundidad parcial, el ciclo diario de puesta y
la incidencia de atresia mayor. Sin embargo, poco se conoce sobre los procesos fisiolégicos
gue intervienen en la reproduccion de S. caeruleus. Los trabajos mas cercanos dentro del
género Sardinops fueron realizados en S. malanostictus por Murayama et al. (1994) y
Matsubara et al. (1995), quienes hicieron un seguimiento de los cambios en la madurez
gonadica y los niveles de hormonas esteroides en plasma, relacionandolos con el desarrollo
del oocito. El objetivo de ambos trabajos fue conocer los ciclos del desarrollo ovarico y los
cambios hormonales que los acompafan, concluyendo que la informacién obtenida podria
ser aplicada a las estimaciones de desoves potenciales reflejados en la fecundidad y los

stocks de la especie.

Debido a la importancia de la sardina monterrey como un recurso pesquero y los esfuerzos
realizados para tratar de explicar las variaciones en la abundancia del recurso, el objetivo de
esta investigacion fue relacionar el desarrollo ovarico asociado a los niveles de esteroides
sexuales, y esto a su vez relacionarlo con indicadores fisiolégicos que reflejen la condicién
gonadica del organismo. Las caracteristicas de estos indicadores fisiolégicos podrian
proporcionar evidencias de cambios en el proceso de maduraciéon gonadica, lo cual tendra
un efecto directo en la produccion de oocitos y que a su vez afectara, de manera negativa o
positiva, el tamafio de la poblacién. Con esto podrian proponerse hipotesis alternas que
ayuden a explicar las variaciones en el tamafio del stock, ya que como sugieren Murayama
et al (1994), la maduracién y el desove son caracteristicas bioldgicas importantes
estrechamente relacionadas a los cambios endocrinolégicos y su conocimiento debe de

considerarse un prerrequisito en la valoracion de las poblaciones sujetas a explotacion.



ANTECEDENTES

Los estudios relacionados con los factores que afectan a la reproduccién de los peces
marinos en el medio silvestre son escasos, particularmente aquellos que se refieren al
control endocrino de la reproduccion. En la Ultima década los trabajos siguen
documentandose principalmente en especies dulceacuicolas y algunas especies marinas
utilizadas en cultivos comerciales (Marte y Lam, 1992). El objetivo principal de estos trabajos
ha sido entender los mecanismos que controlan la reproduccion, por lo que muchas de estas
investigaciones se han realizado bajo condiciones de laboratorio, las cuales son dirigidas a
estudiar el efecto de variables especificas y su importancia en la reproduccion. Sin embargo,
las condiciones controladas no pueden ser equivalentes a las condiciones silvestres, aunque
en buena medida esto permite una comprensién aproximada de los procesos fisioldgicos que
controlan la reproducciéon y como los diferentes factores ambientales afectan dichos

procesos.

Una de las principales lineas de investigacién en la reproduccion de los peces teledsteos es
el estudio de la funcién de las gbénadas y los ciclos reproductivos en diferentes especies
(Bromage et al.,, 2001). Se ha demostrado que las génadas de los teledsteos presentan
diferencias anatdmicas entre especies, pero la estructura fundamental es basicamente la
misma en cuanto a los elementos que constituyen el tejido gonadico. Ademas de la
produccion de gametos viables, las gonadas también presentan una funcién glandular al
secretar hormonas esteroideas por el estimulo de las hormonas producidas en la hipdfisis, y
que en su conjunto regulan el crecimiento y desarrollo de las células germinales (Nagahama,
1983). La morfologia del ovario puede presentar caracteristicas propias en cada especie.
Generalmente es un 6rgano par similar a un saco cerrado, constituido por tejido conjuntivo
fibroso y el epitelio germinativo a partir del cual se diferencian las oogonias y los oocitos. Las
células foliculares rodean a los oocitos y lo soportan en el estroma, acompafiadas de vasos

sanguineos de menor calibre y terminaciones nerviosas.

De acuerdo a los diferentes patrones de desarrollo de los oocitos, los ovarios se han
clasificado en tres tipos (Zanuy, 1987; DeVlaming 1982; Nagahama, 1983):
- Sincroénicos totales, en los que todos los oocitos se encuentran en el mismo estadio de
desarrollo, caracteristico de especies semélparas o que presentan un solo desove en su

ciclo de vida.

- Sincrénicos por grupos, presentan al menos dos grupos de oocitos en diferentes

estadios de desarrollo, propio de peces que presentan un periodo reproductivo corto.



- Asincroénicos, presentan varios grupos de oocitos en diferentes estadios de desarrollo,
caracteristico de especies que tienen desoves multiples en la temporada de

reproduccion.

El proceso de maduracién del ovario es concomitante con el desarrollo y crecimiento del
oocito. Sin importar el tipo de desarrollo ovarico de la especie, los oocitos presentan
procesos de desarrollo y crecimiento que son comunes en los teledsteos, tanto de especies
marinas (Mayer et al, 1988; Kjesub et al, 1996; Rideout et al, 1999) como dulceacuicolas
(Coward y Bromage, 1998). Tyler y Sumpter (1996) retomaron el trabajo de Wallace y
Selman (1981) y modificaron el esquema establecido de la descripcién del crecimiento del

oocito.

Se ha considerado que los eventos mas notables que suceden durante el crecimiento del
oocito pueden ser clasificados en cuatro fases o periodos: crecimiento primario del oocito;
estadio de alvéolos corticales, inclusiones lipidicas y vitelogénesis. Hicieron una descripcion
mas detallada de los cambios que ocurren durante el crecimiento del oocito y mencionan que
los alvéolos corticales, que aparecen durante el crecimiento secundario, son las primeras
estructuras citoplasmaticas que se pueden distinguir con el microscopio compuesto y que
difieren de las vesiculas de vitelo, ademas de que no son precursores de estas Ultimas. Los
alvéolos corticales se componen de polisialoglicoproteinas, mientras que las vesiculas de
vitelo por glicolipofosfoproteinas (Tyler y Sumpter, 1996). Dichos autores consideraron dentro
de la segunda fase de crecimiento a las inclusiones lipidicas, considerando su presencia
como otro indicador del desarrollo del oocito y observaron que estos cuerpos de lipidos
coinciden con la aparicion de pigmentos carotenoides asociados a los componentes lipidicos
de la vitelogenina (VTG), consideraron la posibilidad de que estos cuerpos de lipidos fueran
derivados de las primeras moléculas de VTG sintetizadas por el higado, que comienzan a
acumularse en el oocito antes de darse una sintesis mas activa de VTG que de inicio a la
fase vitelogénica. Por ultimo, consideraron a la vitelogénesis como el principal factor de
crecimiento del oocito, debido a la acumulacidon de reservas en su interior. Sin embargo
mencionan que en los peces marinos que liberan huevos pelagicos, la vitelogénesis no

representa un incremento tan notable como el que es proporcionado por la hidratacion.

Grier (2002) y Patifio y Sullivan (2002) discutieron sobre la inconsistencia que existe en la
utilizacion de diferentes estadios del crecimiento folicular y del oocito, propusieron utilizar
dichas terminologias para describir procesos fisioldgicos y celulares mas que estadios de

desarrollo, los cuales pueden ser especificos para cada especie. Sin embargo, el uso de esta



terminologia podria servir de referencia en cuanto a tratar de relacionar variaciones de los
ciclos hormonales con los cambios morfolégicos del oocito. Se ha reconocido que en los
primeros estadios de desarrollo del oocito o previtelogénesis no hay una influencia hormonal,
aunque algunos trabajos reportan la presencia de picos de gonadotrofinas hipofisiarias en
salmonidos (Prat et al., 1985). Lo que si esta bien establecido es que al inicio de la
vitelogénesis las hormonas gonadotropas de la adenohipdfisis estimulan la secrecion de
hormonas esteroides en los foliculos ovaricos. Se ha discutido sobre la posible presencia de
dos tipos de hormonas gonadotrépicas en los teledsteos, de las cuales el tipo | (GtH-I) es
responsable de estimular el crecimiento folicular y tendria una estructura similar a la LH,
mientras que el tipo Il (GtH-II) estaria implicada en el proceso de la vitelogénesis (van Oortd
y Peute, 1983, Nagahama 1994).

Los procesos hormonales que intervienen en la maduracion de los gametos son el resultado
del estimulo de los factores ambientales que activan mecanismos enddgenos e intervienen
en el crecimiento y la maduracién de las gonadas, el desove y la fertilizacién de los gametos
(Barrell et al., 2002). Los estimulos ambientales como la temperatura y el fotoperiodo son
percibidos por el sistema nervioso, convertidos en sefiales eléctricas que a su vez son
traducidas a sefiales hormonales, incidiendo sobre el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas
(HHG) a través del sistema neuroendocrino. Una vez que los factores ambientales han
desencadenado el proceso de desarrollo y maduracion de las génadas, se inicia con esto un
ciclo hormonal que se mantiene mediante retroalimentacion, ya sea de forma negativa o
positiva, y controla todos los componentes del sistema, en el eje HHG que es el centro de
control de la reproduccion (Figura 1). Por lo tanto es importante conocer las relaciones que
existen entre cada uno de estos 6rganos para establecer los puntos criticos en los cuales se

puede ver interrumpido el proceso de la maduracién gonadica.

Aunque no se incluye como parte del eje HHG, la glandula pineal también posee un papel
fundamental en la reproduccion. Esta glandula presente en todos los vertebrados, posee
elementos sensoriales con funcion fotorreceptora. No ha sido bien establecido el papel de la
glandula pineal en la reproduccién de los peces. Algunas investigaciones han demostrado
que la informacion relacionada con la reproduccion es transmitida a diferentes centros en el
cerebro, sincronizando el evento reproductivo con las condiciones mas favorables para la
supervivencia de las crias (Mayer et al., 1997; Bromage et al., 2001). La melatonina es la
principal hormona producida por la glandula pineal y se encarga de regular diferentes

funciones durante los ciclos estacionales y circadianos. Sin embargo, aun no esta bien



establecido como se produce la interaccion entre la reproduccion y el crecimiento y los
mecanismos de interaccion entre la melatonina y el eje hipotalamo-hipdfisis (Mazurais et al.,
1999). Existe una relacién directa entre la produccién de melatonina con el ciclo circadiano,
el fotoperiodo y en menor medida con la temperatura (Max y Menaker, 1992; Porter et al.,
2001). Los niveles de melatonina en la sangre estan relacionados con los periodos diarios de
horas luz/oscuridad, que se incrementan durante la noche y decrecen en el dia,
traduciéndose estas variaciones en informacién que el organismo interpreta para establecer

los cambios estacionales (Zanuy y Carrillo, 1987; Bromage et al., 2001).
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Figura 1. Esquema del control de la reproduccién en los peces teledsteos. Este proceso es desencadenado por
factores externos (temperatura, fotoperiodo, salinidad, etc.) que a su vez promoveran los factores internos
(cortejo, liberacion de feromonas, etc.), desembocando finalmente en la maduracién de las goénadas y la
liberacion de los gametos sexuales (Zanuy y Carrillo 1993).

Los principales sitios receptores de melatonina se encuentran dispersos en el cerebro y
concentrados en diferentes zonas como el téctum optico, el talamo y el cerebelo, los cuales

se encargan del manejo de la informacion visual. En la hipdfisis y las zonas cerebrales donde



se encuentran las neuronas productoras de GnRH los receptores de melatonina son
escasos, por esto Ultimo, los mecanismos de accion no estan bien identificados. Se cree que
la interaccién se lleva a cabo de manera indirecta a través de conexiones interneuronales
entre las neuronas GABA (receptoras de neurotransmisores) y las células productoras de
GnRH (Bromage et al., 2001).

Los grupos de células que conforman el hipotdlamo responden a las sefales generadas en
el cerebro por los estimulos de la glandula pineal, mediante la liberacién de mensajeros
quimicos conocidos como hormonas liberadoras. Los axones de las células hipotalamicas
estan en estrecha relacion con la hipéfisis y en su conjunto forman lo que se conoce como

neurohipdfisis, transmitiendo a su vez la informacién a la adenohipdfisis.

Lafauire y Pauli (1972) demostraron que existen diferencias anatémicas de la hipdfisis en
diferentes especies de teledsteos y en ciertos casos entre juveniles y adultos de la misma
especie, sin embargo, en todas las especies se conserva la estructura basica de la hipdfisis.
Como se menciond con anterioridad, la hipdfisis esta compuesta por la neurohipdfisis y la
adenohipdfisis, y cumple diversas funciones en el sistema endocrino. Cada una de estas
partes tienen origenes embrionarios diferentes: la neurohipodfisis se genera a partir de la
invaginacion del proceso ventral del diencéfalo, mientras que la adenohipdfisis se genera por
una evaginacion ectodérmica del techo de la cavidad bucal embrionaria. De estas dos
secciones de la hipdfisis, la adenohipdfisis es la que interviene de forma directa en el eje
HHG mediante la secrecion de hormonas, y su estructura esta conformada por tres I6bulos:
el I6bulo rostral o pars distalis rostral (PDR), el I6bulo caudal o pars distalis proximal (PDP) y
el I6bulo intermedio o pars intermedia (Pl) (Zanuy y Carrillo, 1987).

Dentro de los diferentes grupos de células que conforman la adenohipdfisis, las células
gonadotropas juegan un papel sumamente importante en el ciclo gonadal y por lo tanto en la
reproduccion. Estas células, de tipo basofilo, localizadas en la pars distalis, y presentan
cambios morfoldgicos que estan asociados al desarrollo gonadal (Borg et al., 1987). La
secrecion de las gonadotropinas (GtH) en la adenohipdfisis, que es estimulada por las
neurohormonas del hipotalamo (GnRH. y LHRH), establece un ciclo de retroalimentacion con
las gbénadas y el hipotalamo. La secrecién de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) y de la hormona liberadora de hormona leutinizante (LH-RH), tienen un efecto en la

retroalimentacién que se establece en el eje HHG durante el proceso reproductivo. Es
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importante sefalar que tanto la GnRH y la LHRH de los teledsteos parecen no presentar
muchas diferencias en sus cadenas de péptidos, por lo que puede existir sobreposicion de la

actividad bioldgica de estas hormonas (Peter, 1983).

El proceso hormonal de la reproduccion, tanto en hembras como en machos, inicia con la
produccién de hormonas liberadoras en el hipotadlamo (GnRH y LHRH), que a su vez
estimulan la producciéon de hormonas gonadotropas en la adenohipdfisis. Estas hormonas
tienen su blanco en las células somaticas de las génadas que presentan funcién glandular y
que producen hormonas esteroideas, ya sea estrogenos en el caso de las hembras o
andrégenos en el caso de los machos. En el caso particular de las hembras se ha observado
que hay un incremento en los niveles de testosterona circulante, anticipada al incremento en
los niveles de estrogenos, o bien, estas dos hormonas pueden presentarse de manera
simultanea durante la vitelogénesis (Mayer et al.,, 1992; Marte y Lam, 1992). Nagahama
(1994) menciona que la presencia de testosterona se debe a que este es un precursor de los
estrogenos, y que las células de la teca son las encargadas de producir este andrégeno,
sintetizado a partir del colesterol en respuesta de las gonadotropinas. La testosterona es
transportada a las células de la granulosas y por proceso de aromatizacion en transformada
a 17B-estradiol.

La sintesis de estrogenos en el foliculo ovarico tiene un efecto directo en el higado: el
estradiol circulante promueve la sintesis de vitelogéninas en el tejido hepatico, las cuales son
vertidas al torrente sanguineo y son incorporadas por micropicnocitosis al interior del oocito.
Cuando el oocito ha completado sus reservas vitelégénicas o ha alcanzado un tamano que
es particular para cada especie (Tyler y Sumpter, 1996), comienza el proceso de
maduracion. La subita caida de los niveles de estrogeno circulante esta asociada a una
pérdida de la actividad aromatasa de la granulosa, y por consecuencia se rompe la
retroalimentacién negativa establecida entre los esteroides y la secrecion de gonadotropinas
(Zanuy y Carrillo, 1987). La presencia de hormonas inductoras de la maduracién se da justo
en el momento en que los niveles de gonadotropinas se incrementan al detenerse la sintesis
de estradiol, y coinciden con el rompimiento de los granulos de vitelo, de la migracion de la
vesicula germinal y del rompimiento de esta misma al terminar su migracion. El proceso final
es la ovulacion, que es la accidon mecanica que provoca el desprendimiento del oocito de las
células foliculares que lo rodean, esta asociada a la presencia de ciertos tipos de

progestinas, siendo la mas comun la 17a—20 B—dihidroxiprogesterona. El mecanismo para la
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produccion de esta hormona seria muy similar al de la sintesis de estradiol, pero en este
caso las gonadotropinas se unirian a los receptores de la granulosa, activando el sistema
adenil-ciclasa/AMPc, que promoveria la sintesis de la 20B3—dihidroxiesteroideshidrogenas, y
en presencia de esta enzima la 17a-hidroxiprogesterona se transformaria en 170-20 B—

dihidroxiprogesterona (Nagahama, 1994).

DHP
DHP
LH
Estradiol (E2) LH
Testosterona

FSH e / /\

i~
Testosterona 11- ceto-
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Hembra Macho

Figura 2. Principales hormonas que intervienen en el crecimiento y maduracién gonadica en machos y
hembras de salmones y su sucesion en los diferentes eventos gonadicos. FSH hormona foliculo
estimulante; LH hormona luteinizante; DHP hormona desoxiprogesterona. Tomado y modificado de
Sullivan (2003).

Mantener todo este mecanismo para lograr la reproduccion demanda al organismo un gasto
energético considerable. La reproduccion de los peces, como en los demas vertebrados,
esta limitada a un periodo del tiempo y un lugar definido en su ambiente, y a través de los
procesos evolutivos los organismos se han adaptado a las condiciones que aseguraban el
éxito reproductivo, en términos tanto del costo energético de los reproductores como de la
supervivencia de la progenie (Bell, 1980). Identificar los periodos en los cuales los costos y
las ganancias para la produccion de nuevos organismos eran convenientes, llevd a una
sincronizacién regulada por la periodicidad con que se presentaban dichas condiciones. La
estacionalidad de la reproducciéon es mas evidente en las zonas templadas o frias que en las
zonas tropicales, se acompana por una serie de eventos que influyen en ella tales como la
maduracion de las génadas, migraciones, variaciones en la disponibilidad de alimento y

crecimiento (Sumpter, 1990).
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Esto mantiene al organismo en una relacién muy estrecha con su ambiente, que funciona
como un conjunto de sistemas a través de los cuales existe un flujo constante de materia y
energia (Fry, 1971). El organismo, como un sistema abierto, mantiene el equilibrio interno
mediante los procesos fisiolégicos que regulan las entradas y salidas de energia y su
capacidad de adaptarse al entorno. Por otro lado, el ambiente limita al organismo a través de
los recursos y las condiciones necesarias para la existencia del mismo. Desde el punto de
vista de la teoria de sistemas, cuando un sistema experimenta perturbaciones éste tendera a
manifestar fuerzas o cambios que trataran de contrarrestar la perturbacion y regresar al
estado estable, esto se interpreta en términos bioldgicos como la adaptacién de los sistemas
a nuevas situaciones, como una de las principales caracteristicas de los sistemas abiertos: la

auto-regulacion (von Bertalanffy, 1950).

El organismo, las poblaciones o especies viven dependientes del ambiente, puesto que no
pueden existir sin interactuar con el medio que les rodea (Nikolsky, 1963). La presion
ejercida por el ambiente serd la causa directa de los cambios en la fisiologia de los
organismos para asegurar su subsistencia, a través de procesos que pueden conllevar
modificaciones en todas las escalas de organizacion del individuo, desde la respuesta
enzimatica a nivel celular como reaccion inmediata a un estimulo ambiental, hasta las
modificaciones genéticas en escalas de tiempo mayor. Esto tiene como objetivo final
mantener constante el medio interno del organismo para minimizar los efectos del ambiente

sobre sus funciones basicas, lo que le permite cierta independencia del ambiente.

Las ciencias pesqueras han tratado de establecer la relacion y el efecto que el ambiente
tiene sobre los organismos y se han desarrollado diferentes métodos para valorar dichas
relaciones. El método mas empleado es el factor de condicion que proporciona una medida a
grosso modo de la condicion de salud o nutrimental de los peces, asociando por lo general la
variacion de estos parametros con los cambios ambientales o algunos procesos fisiolodgicos,
principalmente la reproduccién. Estudios realizados en especies como Serranus scriba
(Zorica et al., 2006) y Mystus vittatus (Hossain et al., 2006) sefialan una relacion directa
entre el cambio en el factor de condicion y la maduracion gonadica. Sin embargo, el factor de
condicién no puede mostrar cambios en la condicion de los organismos en escalas de tiempo
menores, ya que estos estudios se resumen a variaciones en escalas de tiempo mayores

que pueden ser mensuales o anuales.
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El estado de bienestar de los organismos en un periodo de tiempo mas corto puede ser
evaluado a través de otro tipo de indicadores fisioldgicos, por ejemplo la proporcién de
células sanguineas maduras/inmaduras puede verse influenciada por las condiciones
fisiologicas y/o ambientales (Gallaugher y Farell, 1998). Se ha demostrado en especies como
Helostoma temmincki (Weinberg et al., 1976) y en Oncorhynchus mikyss (Lane, 1979) que la
anemia inducida activa la eritropoyesis. Al igual que en los mamiferos, la eritropoyesis en los
peces se activa cuando la relacion entre la demanda de oxigeno y el oxigeno suministrado
se incrementa. Esta relacion puede verse afectada, entre otras causas, por el incremento de
la temperatura que implica una mayor demanda de los peces en el consumo de oxigeno.
Houston y Murad (1992) han demostrado que la maduracion de los eritrocitos jévenes de
Carassius auratus se ve acelerada por el incremento de la temperatura. Algunos cambios
estacionales como el fotoperiodo y la reproduccion pueden influir en el proceso de
eritropoyesis. Pottinger y Pickering (1987) observaron un incremento en la eritropoyesis que
coincidié con el incremento en los niveles de andrégenos en plasma, principalmente 11-

cetotestosterona en los machos de Salmo truta.

El uso de indicadores morfofisiolégicos ha sido implementado para conocer el estado o
condicidon de organismos bajo condiciones de cultivo para manipular la reproduccion. Los
principales indicadores que se han utilizado en especies de cultivo como Oncorhynchus
kisutch (Fitzpatrick et al. 1987) Acipenser transmontanus (Lutes et al., 1987) y Morone
saxatilis (Weber et al., 2000) son los perfiles hormonales y los cambios morfoldgicos
asociados al desarrollo del oocito. Estos indicadores podrian complementarse con el uso de
otros indices utilizados en la evaluacién del proceso reproductivo en poblaciones silvestres
como el factor de condicién y el indice gonadosomatico, y en su conjunto proveer
informacion complementaria que ayude a entender la dindmica de la reproduccion en

especies de importancia comercial.

Un ejemplo de esto podria ser la sardina monterrey Sardinops sagax, que es un recurso
pesquero de importancia comercial el cual presenta grandes fluctuaciones en su biomasa y
los volumenes de captura. A partir de 1945 la captura de la sardina del Pacifico se colapso,
desarrollandose diferentes proyectos de investigacion que trataron de explicar en términos

pesqueros la drastica caida en los volumenes de captura.
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Trabajos realizados por MacGregor (1957), Macewicz et al. (1996) Butler et al. (1996),
Torres-Villegas et al. (1995a, 1995b, 2007) en las poblaciones de adultos, proporcionan
informacion sobre crecimiento, edad de primera madurez, ciclos de madurez gonadica,
frecuencia de desove y fecundidad de la especie en el Pacifico Oriental. A pesar de los
numerosos estudios pesqueros y de la biologia reproductiva de S. sagax, es minimo lo que
se conoce en relacion a los procesos fisiolégicos o factores enddgenos inherentes a la

reproduccion de la especie.

JUSTIFICACION

Desde hace 25 afos se ha realizado el seguimiento de la reproduccion de la sardina
monterrey en la zona de Bahia Magdalena, B.C.S. (Torres-Villegas et al., 1995a). Como
resultado de estos trabajos se ha descrito el ciclo reproductivo de la especie a través de
indicadores morfolégicos de la madurez sexual, estimandose las tasas de produccion de
oocitos durante las temporadas de puesta. En otros estudios se ha hecho un seguimiento de
los factores ambientales en la zona, tratando de establecer la relacion de las variaciones del
ambiente y la variacion con la reproduccién y el comportamiento de Sardinops sagax
(Torres-Villegas, et al., 1995b; Lluch-Belda et al., 1991; Lynn, 2003; Yatsu et al., 2005;
Robinson et al., 2007). Aunque se han hecho grandes esfuerzos por explicar y predecir la
abundancia del recurso, en la actualidad aun no se esclarecen las causas de las grandes
fluctuaciones de las poblaciones de los pelagicos menores en el mundo. Por este motivo, se
hace indispensable encausar y realizar investigaciones sobre los mecanismos enddgenos,

relacionados con la reproduccion de la especie.

La necesidad de conocer la fisiologia de la reproduccién de la sardina monterrey motivé el
presente trabajo. Se buscdo establecer valores de parametros fisioldgicos y sus variaciones
durante la temporada reproductiva, para validar los indicadores fisioldgicos de bienestar
durante el desarrollo de los oocitos. El establecer indicadores morfofisiolégicos precisos del
mecanismo funcional de la maduraciéon gonadica de S. sagax podria dar evidencias que
hasta la fecha solo existen en especies sometidas a cultivo. Esto permitiria proponer nuevas
hipotesis sobre la reproduccion de la especie, su relacién con el ambiente y la relacion de
estos dos con las variaciones de la poblacion. De manera adicional, complementaran la
informacion, utilizacién y validacion de indices como el gonadosomatico y el factor de
condicién, que de forma tradicional se han empleado en biologia pesquera sin un

fundamento fisiolégico que los sustente.
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HIPOTESIS

Puesto que se conoce la dinamica del ciclo ovarico de la sardina monterrey a escala
microscoépica y la temporalidad de la puesta, es posible asociar de manera directa las
caracteristicas morfologicas los diferentes estadios de desarrollo del oocito con los
indicadores fisiolégicos que intervienen en el proceso de maduracion gonadica. De tal forma
que las concentraciones de hormonas esteroides y los parametros hematoldgicos permitiran
establecer el estatus de las hembras durante el proceso de maduracién gonadica y sus

variaciones a lo largo de la temporada reproductiva.

OBJETIVO GENERAL
Analizar la relacién entre los factores enddgenos asociados al desarrollo del oocito a nivel
celular y sus posibles variaciones durante cuatro temporadas reproductivas de la sardina

monterrey Sardinops sagax.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Validar los cambios morfoldgicos del crecimiento y la maduracion de los oocitos en la
fase preovulatoria, asi como la fase posovulatoria y la atresia durante la temporada
reproductiva.

- Determinar los niveles de estradiol en suero sanguineo en diferentes temporadas
reproductivas.

- Determinar los niveles de calcio en suero sanguineo en diferentes temporadas
reproductivas.

- Asociar los niveles de estradiol y calcio con los cambios morfolégicos de las gonadas
durante la maduracion sexual.

- Caracterizar la morfologia de las células sanguineas periféricas de la serie blanca y
serie roja.

- Determinar las variaciones del hematocrito en relaciéon con los diferentes estadios de
desarrollo del oocito.

- Relacionar el factor de condicién con el hematocrito y la presencia diferencial de

leucocitos en la temporada reproductiva de S.sagax.
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MATERIAL Y METODOS

OBTENCION, SELECCION Y PROCESAMIENTO DEL MATERIAL BIOLOGICO.

Para esta investigacién se realizaron muestreos a bordo de la flota sardinera que opera en
Puerto San Carlos, Baja California Sur en la zona de influencia de pesca que comprende las
zonas de Bahia Magdalena, Bahia Almejas y Bahia de Santa Maria (Figura 3). Durante las
temporadas reproductivas de los afios 2003 al 2006 se hicieron campanas de muestreo
mensuales de cinco dias durante la fase de luna nueva, de diciembre a abril, con mayor

énfasis durante febrero y marzo.
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Figura 3. Area de estudio.
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TRABAJO DE CAMPO

Los organismos fueron obtenidos de la red de pesca, tomandose 70 ejemplares de sardinas
por cada lance de pesca realizado. De la muestra obtenida de la red se tomo una
submuestra al azar de 20 ejemplares y se colocaron en una solucién anestésica de 2-
fenoxietanol (Sigma-Aldrich P 1126) a 400 p.p.m. (Summerfelt y Smith, 1990). Cada uno de
estos 20 ejemplares fue etiquetado a modo de hacer un seguimiento individual de cada una
de las muestras tomadas. Se les tomo una muestra de sangre por puncién caudal, utilizando
jeringas de 3 ml, con agujas 21 G, tratando de obtener un minimo de 1.5 ml de sangre. La
muestra se colocd en un tubo vial de 2 ml, sin anticoagulantes. En cuanto se deposit6 la
sangre en el tubo se tomaron las muestras para la determinaciéon del hematocrito (Hc),
introduciendo los capilares con heparina por duplicado en el tubo vial, haciéndose de forma
rapida para evitar la formacion de coagulos. Los capilares se etiquetaron con el niumero
correspondiente del organismo y se mantuvieron a una temperatura aproximada de 4°C para

su posterior procesamiento en laboratorio.

Después se tomoé el frotis sanguineo correspondiente, colocando una gota pequefa de
sangre en un extremo del portaobjetos, previamente numerado y lavado en alcohol etilico
absoluto. La gota se extendié sobre la superficie del portaobjetos con la ayuda de otro
portaobjetos. El frotis se dejo secar, se fijo en alcohol etilico absoluto (Martoja y Martoja,
1970) para su posterior procesamiento en laboratorio. El resto de la muestra de sangre se
mantuvo en el tubo vial y se conservaron todas las muestras en hielo para ser procesadas en

el laboratorio después del desembarque.

Los 70 organismos recolectados, fueron fijados de acuerdo con el procedimiento indicado en
el manual del programa de muestreadores a bordo (PROMA) (Torres-Villegas et al. 2002). A
los 20 ejemplares que se les tomo muestra de sangre se les colocd una etiqueta con el
namero correspondiente para su identificacion durante el procesamiento en laboratorio. A
cada ejemplar se le realiz6 un corte ventral desde el ano hasta la regién opercular y dos
cortes laterales a la altura de las aletas pélvicas, esto con el fin de que la solucién de
formalina (al 10% amortiguado con fosfatos) penetrara en la regién abdominal y permitiera la

correcta fijacion de los 6rganos internos.
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TRABAJO DE LABORATORIO.

En el laboratorio se registraron los datos morfométricos de todos los ejemplares: longitud
patrén (LP) con ictibmetro (0.01mm), peso total (PT) y peso de la gbénada (PG) por medio de
una balanza granataria (0.001 g). A partir de los datos morfométricos se obtuvieron los

siguientes pardmetros de la poblacién muestreada:

- Distribucién de frecuencia de tallas.

Se hizo el seguimiento de la composicion por tallas de los ejemplares capturados para cada
uno los meses en las diferentes temporadas reproductivas. Los datos de longitud patrén se
agruparon en intervalos de 10 mm, entre un valor minimo de 110 hasta un maximo de 210
mm y fueron graficados en histogramas como frecuencia relativa de cada intervalo. También
se obtuvo el valor de la talla promedio mensual y la desviacion estandar por sexos para cada

temporada reproductiva.

- Relacion peso-longitud.

Se determiné la relacion peso-longitud con el grupo de ejemplares recolectados durante las
diferentes temporadas reproductivas. La estimacion se realizd para cada mes de muestreo y

por sexos. Se utilizo la formula propuesta por Keis (1928) (Froese, 2006):
w=al’

Donde:
W= peso total
L= longitud patrén

a y b= parametros determinados por la regresion lineal.

Debido a que la relacion peso-longitud no es lineal en los cupleidos, fue necesario
transformar los datos, obteniendo los logaritmos del peso y la talla para aplicarlos a la

ecuacion lineal:
InW=Ina+bInL

Los parametros y las variables son las mismas que se definieron para la relaciéon peso-
longitud. Se considerd que el crecimiento fue isométrico si el valor del parametro b fue igual a
3 y alométrico cuando el valor fue menor o mayor a 3. Para determinar si habia diferencias

significativas respecto al valor de 3 se aplico la prueba t-student y se realizdé un analisis de
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varianza para determinar si habia diferencias significativas entre las relaciones peso-longitud

mensual y entre sexos.

- Factor de condicion

El factor de condicién (FC) fue utilizado como un indicador del estado de bienestar de un
organismo, asumiendo que un organismo con un peso mayor en una longitud determinada
se encuentra en mejor condicion (Froese, 2006). Para estimar la condicién de los organismos

se utiliz6 el factor de condicion de Fulton:
K= 100 (W/L"),

Donde:

K= valor del factor de condicién

W= peso del organismo sin gbnadas

L= longitud patrén

b= coeficiente de crecimiento alométrico

El valor es multiplicado por 100 para aproximar K a la unidad.

En la formula original el valor de la longitud patrén se eleva al cubo puesto que se
consideraba que el crecimiento tenia un incremento al cubo respecto al incremento en la talla
(crecimiento isométrico), pero para especies en las que el crecimiento ocurre de manera
alométrica se utiliza el parametro b resultante de la regresién peso-longitud (Olim y Borges,
2006). Se obtuvieron los valores promedio del factor de condiciéon por mes de muestreo y por

sexos, utilizando el andlisis de varianza para determinar diferencias significativas.

- Proporcién de sexos.

Se estimo la proporcion de sexos para cada mes de muestreo, contabilizando el nimero total
de machos y hembras obtenidas.

- Indice gonadosomatico

El indice gonadosomatico (IGS) se utiliz6 como un indicador del crecimiento de las génadas,
siendo esto una estimacién aproximada del grado de madurez de los organismos. Para esto
se utilizaron los datos del peso del organismo y el peso de las génadas, con los cuales se
calculo el IGS mediante la siguiente formula:
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IGS= (Wg/Wt-Wg) 100
Donde:
Wg= peso de la génada

Wt= peso total del organismo

El producto fue multiplicado porl00 para expresar el resultado de la proporcién en valores
enteros. Este indice fue aplicado para ambos sexos en todos los lances de pesca
recolectados, haciendo el seguimiento mensual obteniendo los valores promedio y su
desviacion estandar y aplicando el analisis de varianza para determinar diferencias

significativas en las variaciones del IGS entre las diferentes temporadas reproductivas.

ANALISIS HISTOLOGICO

Se disectaron las génadas de 2848 ejemplares, conservandose en solucién reguladora de
fosfatos con formalina al 10 %. Se tomaron submuestras de la parte media de las gdnadas,
las cuales se procesaron con la técnica de inclusion en parafina para su estudio histoldgico.
Las piezas se lavaron con agua corriente para eliminar el exceso de fijador, después se
procedid a la deshidratacion en un procesador automatico de tejidos Marca Sakura
utilizandose alcohol etilico en concentraciones crecientes (80°, 96° y 100°. La
transparentacion se realiz6 en una mezcla 1:1 de alcohol absoluto-cloroformo, y después en
cloroformo. Las muestras se pasaron a parafina a 56° C (PF), y la inclusion definitiva se hizo
en parafina de 60 °C (pF). Se hicieron cortes finos a 3 um aproximadamente en un
micrétomo MICROM HM 355S. Los cortes se colorearon utilizando las técnicas de
hematoxilina-eosina, tricromica de Mallory y de van Gieson para la exploracién microscépica
(Martoja y Martoja, 1970). Las laminillas etiquetadas se clasificaron y registraron en la
coleccion del laboratorio de Morfofisiologia del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas
del IPN.

DETERMINACION DE LOS ESTADIOS DE MADUREZ GONADICA.

Los criterios para asignar los estadios de maduracion gonadica en peces teledsteos han sido
establecidos para las hembras de diferentes especies, por diversos autores (Wallace y
Selman, 1981; Hunter y Macewicz, 1985; Tyler y Sumpter, 1996; Ochoa-Baez, 1998). En el
caso de las hembras de sardina monterrey también fueron utilizadas las descripciones de
Torres-Villegas et al. (1997).
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Con la finalidad de seguir los cambios morfoldgicos durante el crecimiento y maduracion de
los oocitos en la fase preovulatoria se utilizaron como indicadores la presencia de estructuras
intracelulares en el ooplasma y del foliculo, en cada estadio del crecimiento de los oocitos.
Las estructuras intracelulares utilizadas fueron: nudcleos, nucléolos, ooplasma, alvéolos
corticales, inclusiones lipidicas, vitelo primario, vitelo intermedio, formacion de gota de aceite
o protedlisis y la hidratacion del vitelo; descrito en otras especies de teledsteos (Wallace y
Selman, 1981; Hunter y Macewicz, 1985; Tyler y Sumpter, 1996; Ochoa-Baez, 1998). Y para
la sardina monterrey, se utilizé la propuesta de Torres-Villegas et al. (1997). En el caso del
foliculo se hizo una caracterizacion haciendo el seguimiento los cambios en la formacion de
la capa granulosa y la transformacion de de células granulosas columnares, posterior al
estadio de vitelo intermedio, descrita como una caracteristica particular de la especie
(Torres-Villegas, 1997).

De acuerdo con estos autores, durante el crecimiento del oocito se distinguen tres etapas
progresivas: el crecimiento primario, crecimiento secundario y maduracion, notandose
diferencias en cuanto a los estadios que se presentan en las diferentes fases de crecimiento.
Siguiendo los criterios establecidos por estos autores en el seguimiento de la maduracién de
los oocitos se consideraron los siguientes estadios de desarrollo para cada fase de
crecimiento del oocito: para el crecimiento primario se consideré el estadio de oocitos
perindcleolares; para el crecimiento secundario se consideraron los estadios de alvéolos
corticales, inclusiones lipidicas, vitelogénesis dividida en inicial e intermedia y el estadio de
células de la granulosa columnares; en la fase de maduracidn se consideraron los estadios

de integracidn de la gota de aceite o protedlisis, nacleo migratorio e hidratacion.

También se considerd dentro del analisis histolégico, la atresia folicular, como un indicador
de la suspension o inhibicién del crecimiento y desarrollo normal de la actividad reproductiva
de los organismos, por lo que la presencia de atresia en el ovario de la sardina monterrey
también fue registrada para asociarla al resto de los indicadores morfofisiologicos analizados.
De igual manera se registro la presencia de los foliculos postovulatorios como evidencia de

actividad reproductiva o desove.

El seguimiento de la proporcion de los estadios de desarrollo mas avanzado de los oocitos
solamente se realizd en los meses en que se obtuvieron muestras de sangre para los

analisis hormonales, esto con la finalidad de presentar de manera puntual cuales eran los
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estadios que dominaban al momento de ser tomadas las muestras y su posterior relacién con
los demas pardmetros tomados. Estos datos se presentaron como frecuencias relativas para

cada mes de muestreo de las diferentes temporadas reproductivas.

DETERMINACION DE ESTRADIOL Y CALCIO EN SUERO SANGUINEO.

Las muestras de sangre obtenidas a bordo de la embarcacion fueron procesadas
inmediatamente después del desembarque, manteniéndose todo el tiempo en hielo para
evitar la hemolisis. El suero se obtuvo dejando coagular la sangre en el tubo, posteriormente
se centrifugaron todas las muestras para separar completamente el suero y el coagulo a
3500 r.p.m durante 5 minutos. Las muestras de suero se mantuvieron en hielo hasta un
maximo de 24 horas y después de este tiempo se conservaron a — 20°C, hasta por un
méximo de 60 dias de acuerdo con las especificaciones de los equipos utilizado para las

cuantificaciones de estradiol y calcio.

Las cuantificaciones de estradiol (E) se realizaron a 154 muestras de suero sanguineo de
hembras, utilizando la técnica de inmunoensayo de enzimas competitivo (ELISA) en un
equipo AIA-PACK E2 (No. Cat. 020274). De acuerdo al fundamento de la prueba el estradiol
presente en la muestra compite con la enzima por el sustrato, el cual es un anticuerpo
especifico adherido a esferas magnéticas. El exceso de enzima es eliminado y se incuba la
muestra con un sustrato fluorogénico. La cantidad de enzima unida al sustrato es
inversamente proporcional a la cantidad de estradiol en la muestra. La especificidad de la
muestra fue probada por reaccidn cruzada, la cual se expresa en términos del porcentaje de
concentracién de cada sustancia que pueda causar un 50% de desplazamiento. En esta
prueba no se considera un desplazamiento significativo por otro tipo de estrégenos, siendo el
mas alto la estrona con un 8.8% de desplazamiento. El valor minimo que detecta la prueba

es de 15 pg*mL™, con un coeficiente de variacién de 4%.

Las determinaciones de calcio (Ca®") se realizaron mediante espectrofotometria reflejante a
680 nm en un equipo Vitros DT (Johnson y Johnson). El andlisis se basa en la reaccion del
calcio con un indicador seco (arsenazo lll), con el que forma un compuesto coloreado. La
densidad del compuesto esta relacionado con la concentracion de calcio en la muestra. El
valor minimo que detecta el equipo es de 3 mg*dL™, con un coeficiente de variacion

aproximado de 1.3%.
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Con los resultados obtenidos de las cuantificaciones de estradiol y calcio en suero sanguineo
se obtuvieron los valores promedio y la desviacién estandar para cada mes de muestreo.
Posteriormente se hizo un analisis para determinar las variaciones en las concentraciones de
estradiol y calcio asociando los valores obtenidos al estadio de desarrollo mas avanzado del
oocito determinado para cada una de las hembras de las que se obtuvo muestra de sangre.
Dentro del analisis de estos parametros se hizo una agrupacion de los datos por la hora de
colecta para determinar si existe variacion en las concentraciones a lo largo del dia. En cada
uno de los analisis realizados se utilizd6 el ANDEVA para determinar las diferencias

significativas que pudieran presentarse.

PARAMETROS HEMATOLOGICOS.

Para la obtencion de los parametros hematoldégicos se emplearon un total de 156
organismos en los que se procedié de la siguiente manera. Los tubos capilares para la
determinacion del HC se centrifugaron a 3500 r.p.m. durante 7 minutos para separar el suero
del paquete celular, midiéndose la proporcién suero-paquete celular, obteniendo el promedio
de las dos muestras (Houston, 1990). Los resultados obtenidos fueron asociados al estadio
de desarrollo mas avanzado de los oocitos para cada hembra, obteniéndose los valores

promedio por estadio y su desviacién estandar.

CARACTERIZACION DE LAS CELULAS SANGUINEAS Y CONTEOS DIFERENCIALES
EN EXTENSIONES SANGUINEAS.

Para los conteos diferenciales de eritrocitos y leucocitos se realizaron los frotis o extensiones
sanguineas de 156 hembras. Se utilizo el método de Romanowsky para describir la
morfologia de las células sanguineas (Cannon et al., 1980; Houston, 1990). Los criterios
empleados para la descripcion se basaron en las caracteristicas de coloracion de la serie de
células rojas y blancas, asi como la coloracion de los nucleos y granulos citoplasmaticos
descritos en otras especies de peces teledsteos (Hamers, 1995a;Hamers, 1995b; Rough et
al., 2005; Tavares—Dias, 2006a; Tavares-Dias, 2006b; Shigdar et al.; 2007). También se
tomaron medidas para obtener las tallas promedio de los diferentes tipos de células, tanto de
la serie roja como de la serie blanca, para la caracterizacion morfologica. Las observaciones
microscépicas se hicieron en un microscopio Axioscope. Esto se realizé utilizando el

programa de andlisis de imagenes AxionVision de Carl Zeiss.
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Los conteos diferenciales de eritrocitos se hicieron realizando conteos de 500 células de la
serie roja, determinandose la proporcién de células maduras (eritrocitos) y de células
inmaduras (eritroblastos policromatofilos), reportdndose como proporcién relativa. Los
conteos diferenciales de leucocitos se realizaron contando un minimo de 100 células de la
serie blanca. Se cuantificaron los linfocitos, los granulocitos (se agruparon los granulocitos
baséfilos y eosindfilos), neutréfilos y monocitos, reportandose como proporcion relativa
(Sherburne, 1973). En ambos conteos se buscaron los campos del frotis que tuvieran una
distribucién uniforme de las células, haciendo las observaciones al microscopio en objetivo

de inmersién a 1000 aumentos nominales, en diferentes campos y en muestreos en zig-zag.

ANALISIS ESTADISTICOS.

Se realizaron pruebas de distribucién normal y homocedasticidad de los datos obtenidos. En
los casos en que los datos no presentaron distribucion normal estos fueron transformados a
logaritmo natural. Se realizaron andlisis de varianza de una via (ANDEVA) utilizando como
variables independientes el tiempo y los estadios de desarrollo de los oocitos, asociados a
cada uno de los parametros fisiolégicos (concentraciones de estradiol y calcio y parametros
hematoldgicos). En caso de encontrarse diferencias significativas se utilizaron pruebas a
posteriori para comparaciéon de medias. La correlacion de Spearman se utilizé para
determinar las correlaciones existentes entre el desarrollo del oocito y los indicadores
fisiologicos. Las pruebas estadisticas y los graficos se realizaron utilizando el programa
Statistica 7.0 (1984-2004). .
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Tabla 1. Indicadores morfolégicos propuestos por Hamers (1995) y Rough (2005) en dos especies diferentes de
peces teledsteos.

Cyprinus carpio, Hamers (1995).

Tipos
celulares

Neutroéfilo

Heterofilo

Eosindfilo

Basofilo

Forma
de la
célula

Redonda

Redonda

Redonda

Redonda

Nucleo

Periférico,
con uno o
dos I6bulos.

Nucleo
grande y
periférico
sin I6bulos.

Ndcleo
periférico
pequefio

Ndcleo
redondo y
periférico.

Citoplasma

Con granulos
redondos,
ligeramente
coloreados y
vacuolas
ocasionales.

Con granulos

gue varian en

tamario, forma
y reaccion a la
coloracion.

Gréanulos mas
pequefios y
fuertemente
eosinofilicos.

No presentan
coloracion en
los granulos,
presentan
estructuras
alveolares.

Thunnus maccoyii, Rough et al. (2005)

Tipos
celulares

Eritrocito

Reticulocito

Neutrofilo

Eosindfilo

Linfocito

Monocito

Trombocito
s

Forma
de la
célula

Eliptica

Redonda

Redonda

Redonda

Redond0
-ovalada
pseudop
odia

Redonda
a
irregular

Elongada
, oval,
espiculad
a(en
punta) o
en huso

Nucleo

Central,
eliptico,
basobfilo,
cromatina
compacta,
densamente
teflida
Central,
redonda a
oval,
basofilico,
perdida de
cromatina
organizada.

Excéntrico, o
ligeramente
fura del
centro,
basofilico,
monolobulado
, ocupa el
30% de la
célula.

Excéntrico,
basofilico,
monolobulado
, tipicamente
ocupa mas del
30% de la
célula, en
eosinofilos
pequefios
puede ser
hasta el 50%.

Redondo,
basofilico,
ocupa
practicamente
toda la célula

Excéntrico,
basofilico,
monolobulado
, ocupa del
40-50% de la
célula
Eliptico,
compacto y
fuertemente
basdfilo,
ocupa la
mayor parte
de la célula.

Citoplasma

Puede
contener
granulos de
hierro

Generalmente
coloracién
azul grisacea

Azul claro con
Giemsa o
granulos
fuertemente
coloreados
con negro
Sudan y PAS
positvos.

Granulos
gruesos y
fuertemente
eosinofilicos
con Giemsa o
negro Sudan.
El citoplasma
tiene material
PAS positivo,
los granulos
son negativos.

Halo delgado
de azul palido,
con frecuencia
granulos
basofillicos
con negro
sudan, sin
reaccion PAS
positiva.

Azul grisaceo,
con una o
mas vacuolas.
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RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION MUESTREADA

Los muestreos analizados procedentes de la zona de Bahia Magdalena confirmaron la
temporada reproductiva desde diciembre a abril en los diferentes afios de muestreo, con el
méaximo de desove en febrero y marzo. Las caracteristicas de las muestras recolectadas,
como longitud patrén (LP), peso total (PT), factor de condicion (FC), indice gonadosomético

(IGS), expresados todos en valores promedio mensuales, se describen a continuacion.

1.1. DISTRIBUCION DE FRECUENCIA DE TALLAS.

De enero de 2003 a abril de 2006 se obtuvieron 13 lances de pesca, con un total de 2848
ejemplares de S. sagax; de los que se obtuvieron datos longitud y peso. Los datos del
namero de lances y ejemplares recolectados por cada temporada reproductiva se presentan
en la tabla 2. Son evidentes las diferencias en el tamafio de muestra obtenido en los
diferentes lances de pesca, la captura minima fue en febrero de 2005 representado tan solo

por 18 ejemplares mientras que en abril de 2003 se obtuvo el maximo con 551 ejemplares.

Tabla 2. Relacion de los lances de pesca comercial obtenidos durante las temporadas reproductivas de 2003 a
2006 en Bahia Magdalena, Baja California Sur.

FECHA No DE LANCES No DE
DE PESCA  EJEMPLARES
Ene-03 1 90
Feb-03 1 70
Abr-03 8 551
Feb-04 3 184
Mar-04 5 321
Dic-04 7 348
Ene-05 1 66
Feb-05 1 18
Mar-05 4 222
Abr-05 4 274
Feb-06 4 280
Mar-06 1 70
Abr-06 5 350

Los gréficos de la distribucién de frecuencia de tallas se presentan por mes, de enero a abril,
incluyéndose un unico muestreo de diciembre de 2004 (Figura 4). En los meses de enero y
febrero de 2003 al 2006 se observo que los intervalos de tallas van de 110 a 180 mm de LP,
con una media que se encontré entre los 130 y 140 mm. Para el mes de marzo se
observaron intervalos de tallas diferentes. En 2004 el intervalo va de 120 a 150 mm, en 2005
es de 130 a 190 mm y en 2006 de 150 a 200 mm de LP, con medias de 140, 150 y 180 mm

respectivamente. En abril se observé que la distribucion de frecuencia de tallas presenta un
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patrén similar en las diferentes temporadas reproductivas. El intervalo de tallas fue de 130 a
180 mm para 2003 y 2005, mientras que en 2006 el intervalo se recorrié de 140 a 200 mm.
Durante el periodo de estudio solo se pudo realizar un muestreo en diciembre en el 2004. En

este mes las tallas fueron de 120 a 180 mm y la media se ubic6 en los 130 mm.

Al comparar los valores promedio mensuales de LP se observaron diferencias significativas
(p <0.001). Las diferencias mas importantes se encontraron en cuatro meses que difieren
entre ellos y con el resto de los meses de muestreo. El primer grupo es el de febrero y marzo
de 2004 con talla promedio aproximada a 160 mm, el segundo grupo es marzo de 2006 con
la talla promedio mas alta de 183 mm vy el tercer grupo es abril de 2006 con 163 mm de LP.
El resto de los valores promedio oscilaron entre los 134 y 148 mm. La comparacién de la
distribucién de frecuencia de tallas y de los valores promedio mensuales permitidé observar
gue hay variaciones interanuales en las tallas. De manera general se observd que en 2003 y
2005 la pesca incidié sobre organismos con tallas entre los 138 y 151 mm, en 2004 la talla

fue de los 151 a 161 mm y en 2006 se encontr6 entre 134 y 183 mm de LP.

Al analizar las tallas por sexos se observaron diferencias significativas entre machos y
hembras en febrero y diciembre de 2004, marzo de 2004, abril de 2005 y febrero de 2006
donde las hembras alcanzaron una talla promedio mayor que la de los machos. El resto de

los meses no presentaron diferencias significativas (p >0.05) de tallas entre sexos.

1.2. RELACION PESO-LONGITUD

En las Figuras 6 y 7 se presentan las tallas y pesos promedio de cada uno de los lances de
pesca muestreados. Se observaron diferencias significativas (Tabla 3) en cuatro meses que
difieren entre ellos y con el resto de los meses de muestreo: febrero y marzo de 2004 con
talla promedio de 160 mm, el segundo grupo es marzo de 2006 con la talla promedio de 183
mm y el tercer grupo es abril de 2006 con 163 mm de LP. Los datos de peso promedio
también presentaron la misma tendencia: se observaron diferencias significativas (Tabla 4)
en los meses de febrero y marzo de 2004 con 61.7 y 63.6 g de peso promedio
respectivamente, marzo de 2006 con 76.4 g que fue el peso promedio mas alto del periodo
de estudio y abril de 2006 con 63.7 g. El peso mas bajo se observé en febrero de 2005 con
32.44q.
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Figura 4. Distribucion de frecuencia de tallas de la captura comercial de S. sagax durante las temporadas reproductivas de 2003 a 2006.
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Tabla 3. Resumen del andlisis de varianza de la longitud patrén (LP) de S. sagax durante las temporadas
reproductivas de 2003 a 2006.

N Promedio Minima Maxima Desv estandar
2842 149.3936 116.0000 210.0000 13.63064
SS df MS F p
287577.9 12 23964.82 282.1755 0.00
170 1
ef f

165 € T @

160 | d
s | EN
c c
E 150 = =
r
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Figura 6. Longitud patron promedio mensual de S. sagax para las temporadas reproductivas de 2003 al 2006. La
linea sefiala la talla de primera madurez establecida para la sardina monterrey.

El andlisis de la relacién peso-longitud (W=a L") se realiz6 de manera mensual por
temporada reproductiva para obtener los valores de la relacién (Tabla 5). Se observaron
variaciones de los valores de b en las diferentes temporadas reproductivas con valores que
van de 2.244 (febrero de 2005) hasta 2.943 (abril de 2006). En todas las muestras
analizadas el valor de b es menor de 3, que puede considerarse como un crecimiento
alométrico negativo. Los valores del coeficiente de correlacion de la regresion (r?)
presentaron una relacion directa, con valores que van desde 0.59 hasta 0.96, observandose
una correlacion mas alta en marzo de 2004 y febrero y marzo de 2006 (r> > 0.90) y la mas
baja en febrero de 2005 (r?= 0.59).
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Tabla 4. Resumen del andlisis de varianza de la longitud patrén (LP) de S. sagax durante las temporadas
reproductivas de 2003 a 2006.

N Promedio Minima Maxima Desv estandar
2842 52.41414 18.20000 147.6000 16.00401
SS df MS F p
389610.1 12 32467.50 271.7065 0.00
75t e
T e
70
. . |
65 @ l:tgl J_
60
c
55 ]
o c
— 50 | =
o
45 1 b b
b = p =
40
I = b
35| ) a o]
30
25

Ene03 Feb03 Abr03 Feb04 Mar04 DicO4 Ene05 Feb05 Mar05 Abr05 Feb06 Mar06 Abr06

Periodo de muestreo

Figura 7. Peso total promedio mensual de S. sagax para las temporadas reproductivas de 2003 al 2006.

Al analizar la relacidon peso-longitud por sexos se observaron valores diferentes en los
parametros b y r? a los obtenidos en el anélisis poblacional (tabla 6). En la temporada
reproductiva de 2003 al inicio las hembras presentaron un valor de b mas bajo que el de los
machos, en los meses siguientes las hembras presentaron valores mayores. Se pudo
observar un incremento de enero a febrero y su posterior descenso en abril, lo que implicé un
cambio en la condicion de los organismos. En ambos sexos el valor mas alto se presentd en
febrero: 2.89 para los machos y 3.0 en hembras, lo que significa un peso proporcional
respecto a la talla para estas ultimas. Los valores de correlacion no fueron mayores a 0.77
en ambos sexos, presentandose en esta temporada la correlacién mas baja del periodo de
estudio para los machos que fue de 0.59.
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Tabla 5. Parametros de la regresion peso-longitud de los muestreos mensuales de las temporadas reproductivas
de 2003 a 2006. Longitud patrén (LP) y peso (PT) maximos y minimos, tamafio de muestra (n), ordenada al
origen (a) y pendiente (b) de la regresion, coeficientes de correlacion (r2) y error estandar de b.

LP LP PT PT

max min m ax min n a b r? Eesthb
Ene-03 176 125 81.1 30.5 90 1.61E-04 2.51 0.646 8.579
Feb-03 152 126 47.8 25.6 70 1.88E-05 2.928 0.725 10.615
Abr-03 182 130 93.1 34.2 551 1.31E-04 2.585 0.664 3.767
Feb-04 186 127 96.3 31 182 2.10E-05 2.934 0.899 4.144
Mar-04 194 137 105.6 41 321 8.68E-05 2.65 0.903 3.586
Dic-04 187 122 93.7 24.7 348 3.89E-04 2.343 0.673 3.633
Ene-05 151 126 48.1 27.5 66 4.49E-04 2.295 0.688 11.073
Feb-05 145 126 35.6 25.8 18 5.29E-04 2.244 0.591 24.877
Mar-05 180 122 73.4 29.2 222 6.28E-05 2.698 0.752 5.807
Abr-05 168 134 66.4 35.1 274 2.06E-05 2.932 0.832 5.651
Feb-06 173 116 75.9 18 280 2.27E-05 2.893 0.926 3.045
Mar-06 210 136 128.2 39.1 70 3.49E-05 2.829 0.966 5.064
Abr-06 204 141 146.2 35.6 350 1.97E-05 2.943 0.808 2.992

En 2004 el valor de b fue mas alto en las hembras, observandose un decremento de febrero
a marzo. En esta temporada los valores de correlacion fueron mayores a 0.88, con un valor
maximo de 0.91 en los machos de marzo. La siguiente temporada reproductiva inicié en
diciembre de 2004 con valores bajos de b: en machos de 2.09 y en hembras de 2.5. En esta
temporada fueron muy evidentes los cambios en cuanto a la relacién peso-longitud: se
observé un valor minimo en las hembras de 1.96 en febrero en tanto que los machos
alcanzaron su valor maximo en ese mes (2.84). Después se dio un incremento en los valores

de b, alcanzando el maximo en abril en ambos sexos (2.96).

En 2005 se presentaron los valores mas bajos de r? registrados durante todo el periodo de
estudio, en los machos en enero (0.47) y en las hembras en febrero (0.56), lo cual implica
una relacién peso-longitud mas variable. Para la temporada reproductiva de 2006 se observé
en los machos un incremento en los valores de b, siendo en febrero de 2.74 y alcanzando en
abril 2.9. En el caso de las hembras se presenté un ligero descenso en marzo (2.81), en
febrero y abril se encontrd por arriba de 2.94. En ambos sexos los valores de correlacion

fueron altos (> 0.78).
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Tabla 6. Parametros de la regresion peso-longitud en machos (A) y hembras (B) de las temporadas reproductivas
de 2003 a 2006. Se presentan la longitud patrén (LT) y peso (PT) maximos y minimos, el tamafio de muestra (n),
intercepcién (a) y pendiente (b) de la regresion, coeficientes de correlacion (r2) y error estandar de b.

LP LP PT PT

A m ax min max min n a b r2 E esthb
Ene-03 176 130 80.3 33.1 32 5.24E-05 2.7359 0.693 14.3465
Feb-03 152 128 47.8 25.6 38 2.17E-05 2.8985 0.728 14.3587
Abr-03 170 132 81.6 38.6 277 1.95E-04 2.506 0.598 5.7962
Feb-04 175 127 87.8 31 95 3.28E-05 2.8428 0.897 6.0619
Mar-04 190 137 91.4 41 155 1.19E-04 2.5871 0.912 5.2176
Dic-04 155 122 58.2 24.8 156 1.29E-03 2.0995 0.606 5.7609
Ene-05 151 133 43.9 29.1 24 1.46E-03 2.0538 0.474 23.885
Feb-05 136 126 35.6 25.8 9 7.98E-05 2.63 0.617 43.5809
Mar-05 180 122 73.4 29.2 111 9.66E-05 2.6076 0.755 7.4998
Abr-05 165 134 66.1 35.1 149 1.74E-05 2.9665 0.827 7.5801
Feb-06 172 116 64.1 22.2 99 4.66E-05 2.7455 0.942 5.5067
Mar-06 187 137 91.1 39.5 28 2.94E-05 2.8629 0.969 8.3812
Abr-06 196 142 119.1 40 167 2.45E-05 2.902 0.821 4.1737

LP LP PT PT

B max min max min n a b r2 Eestb
Ene-03 164 125 61.2 30.3 58 3.22E-04 2.3691 0.616 10.8469
Feb-03 147 126 44.4 25.9 32 1.28E-05 3.0085 0.726 15.9486
Abr-03 183 130 93.1 34.2 274 9.84E-05 2.642 0.717 4.9566
Feb-04 186 127 96.3 32.7 87 2.78E-05 2.8821 0.883 6.2487
Mar-04 194 145 105.6 42.5 166 7.32E-05 2.6847 0.894 5.0162
Dic-04 187 125 93.7 26.7 192 1.77E-04 2.5023 0.712 47701
Ene-05 151 126 48.1 27.5 42 3.37E-04 2.354 0.772 12.4989
Feb-05 145 127 35.6 26.6 9 2.05E-03 1.9696 0.562 31.049
Mar-05 157 130 52.1 29.3 111 2.49E-05 2.8888 0.787 9.1955
Abr-05 168 137 66.4 36.3 125 1.77E-05 2.9607 0.844 8.7967
Feb-06 173 117 75.9 18 181 1.75E-05 2.9466 0.919 3.7581
Mar-06 210 136 128.2 39.1 42 3.80E-05 2.8118 0.963 6.419
Abr-06 204 141 146.2 35.6 182 1.57E-05 2.9852 0.798 4.2913

1.3. FACTOR DE CONDICION

El factor de condicién (FC) se calculd utilizando los valores de b obtenidos a partir de la
regresion peso-longitud para cada sexo, las tendencias se muestran en la figura 8 para cada
temporada de muestreo. Un valor alto del FC implica un peso mayor en una talla determinad
y por tanto una mejor condicién del organismo, dicho valor es inverso al valor del exponente
b. Se encontraron diferencias muy marcadas entre las diferentes temporadas reproductivas.
Para 2003 se observaron diferencias significativas entre los meses de muestreo y entre
sexos en enero y abril (p <0.001), el valor maximo se observé en las hembras de enero
(0.032) y el minimo en las hembras de febrero (0.0012), la tendencia fue una disminucion del

FC para ambos sexos de enero a febrero y una recuperacion de los organismos para abril.

En el 2004 el FC present6 valores bajos en los meses de actividad reproductiva. En febrero
no hay diferencias significativas del FC entre sexos, pero en marzo si se encontré diferencia

siendo mejor la condicién de los machos. Diciembre de 2004 presenté una diferencia muy
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marcada entre sexos: en los machos alcanzé un valor de 0.146 mientras que el de las
hembras fue de 0.033. En enero de 2005 la tendencia se mantuvo, siendo mas alto el FC en
los machos que en las hembras, invirtiéndose en febrero con un valor de 0.20 en las
hembras y de 0.033 en los machos. El resto de la temporada los valores fueron bajos con

tendencia a disminuir al final de la temporada reproductiva.

La temporada reproductiva de 2006 fue la que presento6 los valores mas bajos de FC. Se
observaron diferencias significativas entre sexos (p <0.001), el valor maximo en los machos
para esta temporada se observd en febrero (0.0046) y el minimo en marzo (.0025), en las
hembras el maximo fue en marzo (0.0038) y el minimo en abril (0.0015). La variacién en la
condicién de machos y hembras fue diferente ya que en los machos los valores disminuyeron
de febrero a marzo mientras que en las hembras la condicién mejor6é de febrero a marzo y

disminuyo en abril.
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Figura 8. Variaciones del factor de condicion de S. sagax durante las temporadas reproductivas de 2003 a 2006.

1.4. PROPORCION DE SEXOS
Mediante el andlisis visual de las gdnadas se pudo asignar el sexo a cada organismo, sin
encontrar organismos indiferenciados a lo largo del periodo de muestreo. Durante las

diferentes temporadas reproductivas se pudieron observar variaciones en la proporciéon de
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machos y hembras (M:H) (Tabla 7). En 2003 se observé una proporcion baja de M:H, donde
las hembras representaron el 64.4% del total de los organismos, mientras que en febrero la
proporcién fue mayor para los machos con un 54.3% y en abril la proporcion fue cercana a
1:1.

En 2004 la proporcion se mantuvo cerca de 1:1. En febrero los machos representaron el
52.2% y para marzo las hembras alcanzaron el 51.7% de los organismos muestreados.
Puesto que la temporada reproductiva en la zona de estudio ocurre de diciembre a abril, en
la temporada del 2005 se considerd el muestreo de diciembre de 2004. Al inicio de la
temporada la proporcion fue mayor para las hembras con un 55.2%. En enero la proporcion
cambio, las hembras representaron el 63.6% de la muestra; en febrero y marzo la proporcion
se encontr6 1:1 y para abril la proporcion cambia a 54.4% de machos en la muestra. En 2006
la proporcion varié en los diferentes meses pero siempre fue mayor la proporcién de

hembras: en febrero la proporcion fue de 64.6%, en marzo de 60% y en abril fue de 52.1%.

Como tendencia general se observé que la proporcion de machos es menor al inicio de la
temporada reproductiva, mientras que para los meses gque se considera de mayor actividad
reproductiva (febrero-marzo) la proporciébn se mantuvo cercana a 1:1, a excepcion de la
temporada de 2006 en la que no se observé en ninguno de los meses de muestreo la

proporcién 1:1 de machos y hembras.

Tabla 7. Proporcion de sexos de S. sagax durante las temporadas reproductivas de 2003 a 2006.

Mes n Frec. machos  Frec. hembras  Proporcion X2 P
Ene-03 90 32 58 0.6:1 7.511 0.006132332
Feb-03 70 38 32 1.2:1 0.514 0.473412397
Abr-03 551 277 274 1.:1 0.016  0.899343189
Feb-04 184 97 87 1.1:1 0.543  0.461192085
Mar-04 321 155 166 0.9:1 0.376  0.539751782
Dic-04 348 156 192 0.8:1 3.724  0.053635742
Ene-05 66 24 42 0.6:1 4909 0.026717107
Feb-05 18 9 9 1.0:1.0 0 1
Mar-05 222 111 111 1.0:1.0 0 1
Abr-05 274 149 125 1.2:1 2.102 0.147106668
Feb-06 280 99 181 0.5:1 24.014 0.00000096
Mar-06 70 28 42 0.7:1 2.8 0.094264331
Abr-06 350 167 182 0.9:1 0.644  0.422266041
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1.5. INDICE GONADOSOMATICO

El andlisis del indice gonadosomatico (IGS) se realizé en cada una de las temporadas
reproductivas, presentdndose los valores promedio mensuales por sexos (Figura 9),
encontrdndose diferencias significativas (Tabla 8). La temporada de 2003 presentd valores
bajos de IGS en ambos sexos, particularmente en febrero, que se considera mes de maxima
actividad reproductiva, los valores del IGS en machos y hembras presentaron valores
menores a 1, mientras que en los meses de enero y abril se presentaron valores mas altos,
con maximo de 1.8 en las hembras y de 1.1 en los machos. El comportamiento del IGS fue

inverso, los valores decayeron por completo en el mes en que se esperaba un valor alto.

En 2004 se registraron los valores mas altos de IGS de todo el periodo de estudio, con
valores en machos de 6.4 y en hembras de 5.6 en febrero, mientras que en marzo los
valores fueron de 4.8 y 3.9 para machos y hembras. En la temporada 2005 se incluy6
diciembre de 2004 por ser el inicio de la temporada reproductiva, se observaron valores
bajos de IGS al inicio de la temporada (diciembre) con valores de 0.9 en machos y 1.4 en
hembras. Para enero se dio un incremento de 2.7 machos y 2.2 hembras. En febrero los
machos alcanzaron el valor mas alto de la temporada (5.6), mientras que las hembras lo
alcanzaron en el mes de marzo (4.1). Al final de la temporada reproductiva (abril) los valores

de IGS no fueron mayores a 1.5.

Para la temporada de 2006 se observé un cambio en el comportamiento de la curva, ya que
los valores de IGS més altos se presentaron el marzo a diferencia de las temporadas
anteriores. En febrero los valores fueron de 3y 3.7 y en marzo de 5.7 y 6.6 para machos y
hembras. En abril se observé una caida drastica en los valores: en los machos llegé a 0.5 y
en las hembras a 0.8.

Tabla 8. Resumen del andlisis de varianza del IGS en hembras (IGSH) y en machos (IGSM) durante las
temporadas reproductivas de 2003 a 2006.

N Promedio Minimo Maximo Desv estandar
IGS H 1501 2.545472 0.002660 12.45847 2.180129
IGS M 1341 2.466904 0.002079 13.09524 2.775063
SS df MS F p
IGSH 4262.866 12 355.2388 184.3996 0.00
IGS M| 7996.329 12 666.3607 380.9450 0.00
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Figura 9. Variaciones del indice gonadosomético de S. sagax durante las temporadas reproductivas de 2003 a
2006.
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1.6. RELACION DEL INDICE GONADOSOMATICO Y EL FACTOR DE CONDICION.

El analisis de la correlacién entre el IGS y FC demostrd que la correlacion negativa en ambos
sexos solo se presentd en marzo de 2004 y febrero de 2005, en enero de 2003 solo en
hembras y enero de 2005 en machos, sin ser significativas. En el resto de los meses se
observaron correlaciones positivas, siendo estas significativas solo en algunos meses
(Tabla9).

Tabla 9. Parametros de la correlacién entre el IGS y FC por sexos para las diferentes temporadas reproductivas.

Mes Sexo n FC IGS r p
Ene-03 H 58 0.032431 1.847435 0.023 0.8642
M 32 0.005270 1.073550 -0.2804 0.12
Feb-03 H 32 0.001286 0.983344 0.2587 0.1528
M 38 0.002181 0.615825 0.4597 0.0038
Abr-03 H 274 0.009898 1.244458 0.0574 0.3436
M 277 0.019596 0.844314 0.0643 0.2861
Feb-04 H 87 0.002792 6.406606 0.1532 0.1591
M 97 0.003292 9.184522 0.0031 0.9761
Mar-04 H 166 0.007343 3.926630 -0.0456 0.5597
M 155 0.011922 4.829804 -0.1329 0.0992
Dic-04 H 192 0.017861 1.395704 0.2785 0.00009
M 156 0.130267 0.916482 0.0742 0.3573
Ene-05 H 42 0.033807 2.259790 0.034 0.8308
M 24 0.146258 2.754716 -0.0721 0.7379
Feb-05 H 9 0.205981 3.860459 -0.498 0.1725
M 9 0.008008 5.582364 -0.1948 0.6155
Mar-05 H 111 0.002494 4.064071 0.1783 0.0612
M 111 0.009706 3.876692 0.2518 0.0077
Abr-05 H 125 0.001774 1.537687 0.1411 0.1166
M 149 0.001749 1.197896 0.084 0.03082
Feb-06 H 181 0.001756 3.698021 0.2335 0.0016
M 99 0.004664 2.923772 0.0278 0.7845
Mar-06 H 42 0.003813 6.462574 0.0548 0.7301
M 28 0.002948 5.737146 0.122 0.5364
Abr-06 H 182 0.001590 0.825465 0.0365 0.6244
M 167 0.002476 0.461687 0.0136 0.8616
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2. CARACTERIZACION MOROFOLOGICA DEL DESARROLLO DE LOS OOCITOS.
2.1. CRECIMIENTO PRIMARIO.

En esta fase se identificaron los estadios oogonias y oocitos perinlcleolares. Las oogonias
fueron dificiles de localizar debido a su tamafo, observandose algunas agrupaciones de
estas células, denominadas nidos, en el epitelio germinal y en el cual permanecen antes de
pasar a formar parte del estroma (Figura 10). No se encontraron hembras que en sus ovarios

presentaran de forma exclusiva el estadio de oogonias.

Figura 10. Microfotografia de ovario de Sardinops sagax. Se observan oogonias (Og) en diferentes etapas de
desarrollo. Opi: oocito perinucleolar inicial; N: ndcleo; nu: nucleolos; cg: células de la granulosa; zp: zona
pellcida. Técnica van Gieson. Aumento 1000X.

ESTADIO DE OOCITOS PERINUCLEOLARES.

Los oocitos perinucleolares iniciales de S. sagax fueron células de forma poligonal, el
citoplasma presentd una fuerte basofilia a la coloracion de hematoxilina-eosina (Figura 11A).
Los oocitos en este estadio presentaron un diametro promedio de 85.5 pym (£ 22.75 ym). El
diametro promedio del nucleo fue de 41.83um (x 11.02 uym). Presentaron varios nucleolos en
su interior que variaron entre los 2.5 y 9.9 ym, aunque en algunos oocitos se observaron
pocos nucleolos pero de un diametro mayor. En este estadio los nucleolos, de forma
redondeada, se localizaron en la periferia interna del ndcleo. Los oocitos perindcleolares
terminales mostraron nucleolos de un tamafo mas uniforme, con forma ovoide, localizados
junto a la parte interna de la membrana nuclear y se observé una disminucion en la basofilia
del citoplasma. Las células que conforman el foliculo del oocito solo pudieron observarse a
gran aumento como una capa de células planas que no permitieron distinguir entre las

células de la teca y las de la granulosa (Figura 11B). Los estadios de oocitos perinucleolares
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iniciales y terminales se pudieron observar de manera consistente en todos los ovarios

analizados, independientemente del grado de desarrollo gonadico del organismo.

Figura 11. Microfotografia de oocitos en estadio perindcleolar. A) Vista general de lamela ovarica. B) Grupo de
oocitos perinlcleolares iniciales y terminales. Im: lumen; Opi: oocitos perinlcleolares iniciales; Opt: oocitos
perinicleolares terminales; N: nucleo; un: nucleolos;*: células de la granulosa. Técnica hematoxilina-eosina.
Aumento 100 y 400 X.

2.2. CRECIMIENTO SECUNDARIO.

En la segunda fase de crecimiento del oocito se advirtieron los cambios mas evidentes en la
morfologia intracelular debido a la presencia de diferentes inclusiones citoplasmaticas
caracteristicas de cada estadio de crecimiento en particular. Estas inclusiones fueron
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observadas de manera consistente, de tal forma que pueden encontrarse de manera discreta

antes de finalizar el estadio préximo anterior.

ESTADIO DE OOCITOS EN ALVEOLOS CORTICALES.

En este estadio de crecimiento el oocito adquirié una forma mas redondeada e incremento
su diametro promedio a 159.06 uym (+ 11.84 um). El ndcleo permanecié en posicién central,
con un diametro de 71.15 ym (x 10.5 uym); los nudcleolos se mantuvieron en la periferia del
nucleoplasma. En este estadio disminuyé de forma considerable la basofilia y aparecieron las

primeras inclusiones en el citoplasma, denominados alvéolos corticales (Figura 12A).

Aunque no se realizaron técnicas especificas para la identificacion de los alvéolos corticales
si se pudieron observar sus precursores con las diferentes técnicas de coloracion utilizadas.
Estas primeras inclusiones citoplasmaticas se observaron como pequefios espacios en la
periferia del citoplasma, dentro de los cuales se encontraron los alvéolos corticales, muy
cercanos a la zona pellucida, que en este estadio se pudo apreciar como una banda
localizada entre las células de la granulosa y el citoplasma del oocito, con cerca de 0.67 uym
de grosor. Las células que rodean al oocito han formado un epitelio en el cual las células de
la granulosa alcanzaron midieron en promedio 1.67 um, siendo mas evidentes que las de la

teca, las cuales se mantuvieron como una capa de células planas (Figura 12B).

ESTADIO DE OOCITOS EN INCLUSIONES LIPIDICAS.

En este estadio se dio un incremento en el diametro de los oocitos (245.53 + 24.04 um),
manteniéndose el nucleo en posicion central con un diametro promedio de 84.04 uym (+ 5.22
pm), observandose alrededor de este la presencia de una zona de material ligeramente
basdfilo. Los nucleolos se observaron en la misma posicién que en los estadios anteriores,
presentando una forma irregular y una coloraciéon mas fuerte que el nucleoplasma (Figura
13A).
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Figura 12. Microfotografia de oocitos en estadio de alvéolos corticales. A) Opi: oocitos perindcleolares iniciales;
Opt: oocitos perinucleolares terminales; Oac : oocitos en alvéolos corticales. Técnica hematoxilina-eosina. B)
Detalle de oocito en el que se aprecia el alvéolo cortical (ac). Opi: oocito perinucleolar inicial N: nucleo; un:
nucleolo; cg: células de la granulosa; zp: zona pelucida. Técnica Van Gieson. Aumentos a 100 y 1000 X.

La aparicion de las inclusiones lipidicas pudo apreciarse ya en el estadio anterior, sin
embargo es en este estadio donde se hacen mas evidentes. A diferencia de los alvéolos
corticales estas inclusiones son de mayor tamafo y se localizan en la parte intermedia del
citoplasma, apreciandose como espacios vacios, sin afinidad a los colorantes. Esta
caracteristica se debe a su composicion de origen lipidico y a que buena parte de estos
compuestos se pierden durante el proceso histolégico. Otros cambios notables son el

43



engrosamiento de la zona pelicida que aumento a 2.35 pm (£ 0.23 ym) y de las células de la
granulosa (6.13 £ 0.47 um) (Figura 13B). En etapas mas avanzadas de este estadio es
posible apreciar la presencia de otro tipo de inclusiones que por su coloracion y ubicacion se

consideran como los primeros granulos de vitelo.

Figura 13. Microfotografia de oocitos en estadio de inclusiones lipidicas. A) Opi: oocitos perinucleolares; Oac:
oocitos en alvéolos corticales; Oil: oocitos en inclusiones lipidicas. B) Detalle de oocitos en estadio perinucleolar
tardio (Opt) y en inclusiones lipidicas (Qil). N: nucleo; nu: ndcleolos; ac alvéolos corticales; il: inclusiones lipidicas;
zp: zona peldcida; cg: células de la granulosa; ec: eritrocitos. Técnica van Gieson. Aumentos 100 y 1000 X.
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ESTADIO DE OOCITOS EN VITELOGENESIS.

La vitelogénesis es un proceso de acumulacion de reservas del oocito que ocurre de manera
continua, por lo que este estadio se inicia con la aparicion de los primeros granulos de vitelo
y concluye hasta que todo el oocito se encuentra lleno de granulos, dandose ademas de esto
un incremento considerable en la talla del oocito. En este trabajo el proceso se dividié en los
estadios de vitelogénesis inicial y vitelogénesis avanzada para simplificar en cierta forma un

proceso que es continuo.

ESTADIO DE VITELOGENESIS INICIAL.

En la vitelogénesis inicial los oocitos un diametro promedio de 310.44 ym (+ 20.97 um). El
ndcleo permanece en posicién central con un diametro de 109.28 ym (+ 13.98 pm) y en su
interior se observd material que por su coloracion se consideraron como nucleolos,
localizados cerca de la membrana nuclear y de forma irregular. Alrededor del nucleo se
observé material de coloracion mas basofila que el resto del citoplasma.La cantidad de
inclusiones citoplasmaticas aumentd, en la parte mas externa del citoplasma se pudo
apreciar los alvéolos corticales; las inclusiones lipidicas fueron mas abundantes,
localizandose en la parte media del oocito (Figura 14A). Junto con estas inclusiones se
encontraron los granulos de vitelo, caracterizadas por su forma a manera de vesiculas

esféricas con un diametro promedio de 5.53 + 0.96 um.

Tanto en la coloracion con hematoxilina-eosina y la tricromica de Mallory los granulos de
vitelo presentaron fuerte afinidad por los colorantes acidos. La zona pelicida también
aumento en grosor (3.42 + 0.39 pm), al igual que las células de la granulosa que se
observaron como un epitelio cubico (5.95 + 0.9 pm), con nucleos en posicion central; las
células de la teca permanecieron como una capa de células alargadas y con nucleo en

posicion central (Figura 14B).

ESTADIO DE VITELOGENESIS AVANZADA.

En el estadio de vitelogénesis avanzada incrementé en el tamano del oocito alcanzando un
diametro promedio de 357.36 um (x 35.57 um). El diametro del nucleo midié 110.65 ym (
13.46 pum), se mantuvo en posicion central, con forma irregular y material granular
acumulado cerca de la membrana nuclear. Aun en este estadio se observd la zona de

material basofilo alrededor del nucleo (Figura 15A).
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Figura 14. Microfotografia de oocitos en vitelogénesis inicial. A) Opn: oocitos perinicleolares; Ovi: oocitos en
vitelogénesis inicial. Técnica tricromica de Mallory. B) Detalle de oocitos en vitelogénesis inicial: gv: granulos de
vitelo; il: inclusiones lipidicas; cg: células de la granulosa; cf: células foliculares; zp: zona pelucida; ev: envoltura
vitelina. Técnica hematoxilina-eosina. Aumentos 100 y 400 X.

Las inclusiones citoplasmaticas también presentaron algunos cambios: los alvéolos corticales
fueron dificiles de observar; en cambio las inclusiones lipidicas fueron mas abundantes y se
encontraron distribuidas por todo el ooplasma, localizandose inclusiones mas pequefias
cercanas a la zona pelucida. En la regién cercana al nucleo las inclusiones lipidicas se
encontraron formando algunas inclusiones o vesiculas de mayor tamafo (Figura 15B). Los

granulos de vitelo ocuparon la mayor parte del ooplasma, mantuvieron su forma esférica,
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aumentando su diametro (6.31 + 0.93 ym) y conservando su afinidad por los colorantes
acidos. La zona pelucida incrementoé su grosor a 4.19 £ 0.35 uym. Las células de la granulosa
incrementaron su altura (11.58 + 1.74 um), observandose los nucleos en posicion central. El
citoplasma de estas células presento poca afinidad a los colorantes, coloreandose solo los

nucleos. Las células de la teca permanecieron sin cambios en su forma y tamafno.

Figura 15. Microfotografia de oocitos en estadio de vitelogénesis avanzada. Opt: oocito perindcleolar terminal;
Oac: oocito en alvéolos corticales; Ova: oocitos en vitelogénesis avanzada. B) Detalle de oocito en vitelogénesis
avanzada. N: nucleo; il: inclusiones lipidicas; gv: granulos de vitelo; zp: zona pelucida; cg: células de la granulosa.
Técnica tricromica de Mallory. Aumento 100 y 400 X.
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ESTADIO DE OOCITOS CON CELULAS DE LA GRANULOSA COLUMNARES.

Este estadio se denomindé de células de la granulosa columnares por el notable incremento
en la altura de dichas células, las cuales en este estadio constituyeron un epitelio columnar
(Figura 16). El oocito incrementé su diametro, mientras que el nucleo no presenté cambios
respecto al estadio anterior. El espacio citoplasmatico se encontré ocupado en su totalidad
por los diferentes tipos de inclusiones. Los alvéolos corticales fueron dificiles de observar por
la cantidad de material acumulado al interior del oocito; las inclusiones lipidicas se
localizaron cerca de la zona pellcida y del nucleo, estas ultimas formaron vesiculas de
mayor tamafio que se ubicaron en la zona de material basdfilo que rodeaba al nucleo. Los
granulos de vitelo se encontraron distribuidos por todo el espacio citoplasmatico. A una
amplificacién de 1000 aumentos fue posible distinguir tres diferentes tipos de granulos de
vitelo: los granulos mas grandes presentaron una coloracion mas fuerte mientras que en los

otros dos tipos la coloracién fue mas débil conforme se reducia el tamafio de los granulos.

Figura 16. Microfotografia de oocitos en estadio de células de la granulosa columnares. Opi: oocito perinucleolar
inicial; Oac: oocito con alvéolos corticales, Occ: oocitos con células de la granulosa columnares; cg: células de la
granulosa; N: nucleos. Técnica tricromica de Mallory. Aumento 100 X.

La zona pelucida alcanzé un grosor de 4.29 um (x 0.42 ym) notandose las estrias
transversales. Entre el lado interno de la zona pelucida y el ooplasma se observé una banda
de material granular que corresponde a la envoltura vitelina y que fue mas evidente que en
estadios anteriores. Las células de la granulosa presentaron una longitud de 19.13 uym (z

2.39 um). Con la coloracién tricromica de Mallory se pudo apreciar en estas células la
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acumulacién de material que presentd una coloracién similar a la de los granulos de vitelo

mas pequenos (Figura 17). Las células de la teca permanecieron sin cambios en su grosor.

Figura 17. Microfotografia de oocito en estadio de células de la granulosa columnares. Se pueden apreciar las
células de la granulosa (cg) y las células foliculares (cf); la zona pellcida estriada (zp); la envoltura vitelina (ev) y
los granulos de vitelo de diferentes tamafios (gv). Técnica tricrémica de Mallory. Aumento 1000 X.

2.3. MADURACION.

En esta ultima fase de crecimiento se presentaron cambios en la organizacion interna del
oocito, las mas notables fueron la modificacion de las inclusiones citoplasmaticas, la capa de
células de la granulosa, la transformacion del nucleo y de los granulos de vitelo, cada una de

las cuales constituyd un estadio diferente en esta fase.

ESTADIO DE OOCITOS EN PROTEOLISIS. El cambio mas caracteristico que se presentd
en este estadio fue la fusion de las inclusiones lipidicas en vacuolas de un tamafo mayor
que se acumularon cerca del nucleo, que invadieron de manera gradual la region del material
baséfilo que rodeaba al nucleo. El nucleo todavia se encontraba en posicion central y en su
interior se presentd material compacto localizado préximo a la membrana nuclear. Conforme
se dio la acumulacion de las vesiculas de lipidos el nucleo adquiri6 un aspecto estrellado,
debido a que las vesiculas se encontraban cerca de la membrana nuclear (Figura 18A). La
formacion total de la gota de aceite ocurrié en el estadio siguiente después de completarse la
migracioén nuclear. Ceca de la envoltura vitelina se pudieron observar algunos precursores de

alvéolos corticales; por su parte los granulos de vitelo no presentaron cambios evidentes
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distinguiéndose los tres tipos diferentes de granulos observados en el estadio de
vitelogénesis avanzada.

La zona pelucida incrementé su espesor a 5. 56 uym (+ 0.31 pym); las células de la granulosa
aumentaron su altura a 28.48 ym (+ 5.96 pm), mientras que las células de la teca
permanecieron como una capa de células planas (Figura 18B).

Figura 18. Microfotografia de oocitos en estadio de protedlisis. A) Opi: oocito perintcleolar inicial; Oil: oocito en
inclusiones lipidicas; Ovi: oocitos en vitelogénesis inicial; Opl: oocitos en protedlisis. Técnica tricrémica de
Mallory. B) Detalle de oocito en protedlisis: N: nacleo; nu: nucleolos; vl: vesiculas de lipidos; gv: granulos de
vitelo; zp: zona pellcida; cg: células de la granulosa. Técnica hematoxilina-eosina. Aumento 100 y 400 X.
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ESTADIO DE OOCITOS CON NUCLEO MIGRATORIO. Después de iniciarse la
acumulacién de las vesiculas de lipidos alrededor del nucleo estas comenzaron a ubicarse
hacia un polo del oocito, desplazando al nicleo de su posicién central (Figura 19). En las
primeras etapas de la migracién nuclear las vesiculas de lipidos aun no han terminado de
fusionarse para formar la gota de aceite. Se pudo observar que entre las vesiculas y el
nucleo se observd una zona de material basdéfilo al centro del oocito mientas el nucleo se
desplazaba. Este ultimo adquiri6 una forma ovalada y en el nucleoplasma se observo

material granular.

En estados mas avanzados de la migracion nuclear las vesiculas de lipidos se fusionaron por
completo, observandose como un espacio vacié rodeado de una zona de material basofilo en
el centro del oocito. En esta etapa el nicleo mostré una zona de material baséfilo excéntrico.
La migracion nuclear finalizé cuando el material del nucleo se localizé en el polo animal del
oocito. Al final de este estadio se observaron que algunos granulos de vitelo fraccionados, lo
cual fue indicativo del inicio de la hidratacion del oocito. Las células columnares granulosas
alcanzaron una altura de 30.65 um (+ 4.25 um). Las demas estructuras alrededor del oocito

permanecieron sin cambios notables.

Figura 19. Microfotografia de oocito en estadio de nucleo migratorio. Onm: oocito con nucleo migratorio; Ovi:
oocitos en vitelogénesis inicial; Oil: oocitos en inclusiones lipidicas; cg: células de la granulosa; gv: granulos de
vitelo; vl: vesiculas de lipidos; N: nucleo. Técnica tricromica de Mallory. Aumento 100 X.
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ESTADIO DE OOCITOS EN HIDRATACION. El proceso de hidratacién del oocito se inici6
con el rompimiento de los granulos de vitelo. En este estadio el oocito mostré zonas en el
ooplasma, principalmente en el lado opuesto al ndcleo que aun estaba en migracion al polo
animal, en donde los granulos de vitelo fracturados comenzaron a fusionarse formando
vesiculas de vitelo mas grandes (Figura 20). Conforme se dio la fusion de los granulos de
vitelo se observaron dos diferentes tipos de compuestos al interior del oocito, uno con
afinidad a los colorantes acidos y que correspondid al vitelo liquido y otro de afinidad basdfila
que se encontrd distribuido entre las vesiculas del vitelo liquido. A mayor aumento se
observaron los granulos fracturados e inclusiones lipidicas fusionandose para formar la gota

de aceite (Figura 21A).

Figura 20. Microfotografia de oocitos en hidratacion inicial. A) Oocitos en hidratacion inicial. Se puede observar el
nucleo migratorio (Nm) y la gota de lipidos (ga) que ocupa el centro del oocito. Técnica tricrémica de Mallory.
Aumento 100 X.

Al final de la hidratacion el oocito se observé como una estructura de forma irregular debido a
que durante el proceso histologico se elimind el agua contenida en el interior del oocito por el
uso de solventes utilizado para la inclusiéon en parafina. En los cortes histologicos se pudo
distinguir el polo animal y la gota de aceite completamente formada. El vitelo se encontrd
licuado en su totalidad, manteniéndose los dos tipos de compuestos separados (Figura 21B).
En las células de la granulosa se pudieron observar los nucleos en posicion distal con
respecto a la zona pellcida, las foliculares se encontraron mantuvieron su morfologia. La

zona pellcida se encontro distendida por la acumulacién de liquidos al interior del oocito.
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Figura 21. A) Detalle de oocito en hidratacion inicial con los granulos de vitelo fragmentados. Técnica tricromica
de Mallory. B) Oocitos en hidratacién avanzada. Se observa el vitelo fusionado, la gota de aceite y el polo animal.
Técnica de Van Gieson. Ohi: oocitos hidratados; Nm: nucleo migratorio; Opt: oocito perinucleolar terminal; Oil:
oocitos en inclusiones lipidicas; ga: gota de aceite; il: inclusiones lipidicas; gv: granulos de vitelo cg: células de la
granulosa, pa: polo animal. Aumento 400 y 100 X.

2.4. ATRESIA FOLICULAR.

Durante el analisis histologico de las muestras obtenidas en las diferentes temporadas
reproductivas se detectd la presencia de oocitos atrésicos o en degeneraciéon. Dichas
estructuras se presentaron en diferentes estadios de desarrollo del oocito, observandose
desde algunas atresias ocasionales hasta lo que se denominé como atresia folicular masiva

en la cual se presentaron oocitos atrésicos en una cantidad considerable y en diferentes
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estadios de desarrollo en el mismo ovario. En el presente trabajo solo se hizo el seguimiento
de las atresias de tipo a y B como indicadores de alteraciones en el proceso de maduracion
del ovario cuando se presentaron de forma masiva en el ovario. Los dos tipos de atresia se
observaron por lo general en los estadios de oocitos perinucleolares, de vitelogénesis y en

algunos casos en el estadio de células de la granulosa columnares.

Las atresias a y B en estadio de oocitos perinicleolares o atresias sin vitelo se
caracterizaron por la ausencia de los nucleos y nucleolos de los oocitos debido a la lisis
provocada por el proceso de reabsorcion (Figura 22A). En el inicio de la reabsorcién por
atresia se observd que las células de la granulosa invadian el interior del oocito, el cual
presentaba ooplasma de aspecto granular y sin nucleo, conservandose un tamarfio similar al
del oocito normal. Al entrar en atresia B el oocito en reabsorcion disminuyé en tamafio, se
hizo mas evidente la hipertrofia de las células de la granulosa y en el ooplasma se pudieron

observar algunas vacuolas y nucleos picnéticos (22B).

Las atresias a en estadios de vitelogénesis y células de la granulosa columnares se pudieron
identificar en estadios muy tempranos (22C). La ruptura de la zona pelucida fue el primer
indicador de la reabsorcidn del oocito. En esta etapa de la atresia las células de la granulosa
presentaron un aspecto normal al igual que los granulos de vitelo y aun se pudo observar el
ndcleo. En las atresias mas avanzadas fue mas evidente la fragmentacion de la zona
pelucida y la hipertrofia de las células de la granulosa, estas invadieron el interior del oocito a
través de los espacios de la zona pelucida, también fue notable la ausencia del nucleo (22D).
La reabsorcion de los granulos de vitelo inicid de la periferia hacia el interior del oocito,
presentaron el aspecto de una sustancia amorfa y de afinidad acidéfila. Se consideraron
como a a este tipo de atresias cuando todavia pudieron distinguirse restos de granulos de

vitelo en el oocito.

Las atresias B con vitelo se caracterizaron por la completa desintegracion de los granulos de
vitelo, acompafiados de una cantidad considerable de nucleos picnéticos, provenientes de
las células foliculares, afectandose toda la estructura de la atresia ademas de una
disminucion considerable de su tamafo. En esta etapa la coloracion de la atresia fue basofila
(Figura 22C).
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Figura 21. Microfotografia de oocitos en atresia. A) Oocitos perinucleolares en atresia a sin vitelo. B) Oocitos
perinucleolares en atresia B sin vitelo. C) Oocitos en vitelogénesis avanzada con atresia a (Aa) en diferentes
etapas y atresias beta (AB) con vitelos. D) Oocito en atresia a. Se observan las células de la granulosa (cg), la
zona pelucida fragmentada (zp), granulos de vitelo (gv), inclusiones lipidicas (il) y las células foliculares (cf). Opi:
oocitos perindcleolares iniciales; Opt: oocitos perinucleolares terminales. Técnica tricromica de Mallory. Aumento
A, By D400 X, C 100 X.

2.5. FOLICULOS POSTOVULATORIOS.

Los foliculos postovulatorios del dia 1 (PO1) fueron estructuras conformadas por las células
foliculares que rodeaban al oocito, presentaron la forma de un cordén continuo de células
plegadas con un lumen en el cual se encontraba el oocito(23A). En la etapa temprana es
posible distinguir células de la granulosa individuales de aspecto cubico con nucleo en
posicion central. En la etapa mas avanzada las células individuales son escasas, la mayor
parte de las células parecen fusionadas presentando nucleos separados. En la figura 23B se
observa un PO1 avanzado, en el que la mayor parte de las células se encuentran fusionadas

y comienzan a aparecer algunas vesiculas a lo largo del cordoén.
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En los foliculos postovulatorios del dia 2 (PO2) fue notable una disminucién considerable de
tamano, al igual que el lumen interno. El cordon de células se observd mas plegado,
formandose una estructura continua en donde el cambio mas notable fue la presencia de
abundantes nucleos picnéticos y algunos nucleos en cariorrexis. También se observaron
vacuolas mas grandes y una capilarizacion abundante alrededor del PO (figura 23 C). En la
etapa mas avanzada de los PO2 no fue posible distinguir individualidad celular, el lumen

interno fue mas reducido y se mantuvo la presencia de los nucleos picnoticos.

Figura 23. Microfotografias de diferentes etapas de foliculos postovulatorios. A) Fpo2 con oocitos en inclusiones
lipidicas (Oil) y alvéolos corticales (Oac). Se observan las diferencias de tamafio y forma conforme aumenta la
edad del fpo: B) Detalle de foliculo postovulatorio 1, C) foliculo postovulatorio 2 (fpo2) y D) foliculo postovulatorio
3 (fpo3). n: nucleos; np; nucleos picnodticos; vc: vacuolas; Im: lumen; cg: células de la granulosa; zp: zona
pelucida; Ovi: oocito vitelogénico inicial; Ova: oocito vitelogénico avanzado. A, B y D técnica tricrémica de Mallory;
D técnica de hematoxilina-eosina. Aumento A 100 X, B, C y D 400 X.
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En los foliculos postovulatoris de dia 3 (PO3) la estructura ha reducido su tamafo de forma
considerable en comparacién con los PO anteriores. En la etapa temprana del PO3, el lumen
ya no fue tan definido, se mantuvieron algunos nucleos picnéticos y vacuolas escasas.
Alrededor del foliculo se formé una capa de tejido fibroso. En su etapa final el PO3 presento
una estructura fibrosa, sin lumen interno, haciéndose evidente su reintegracion al resto del
tejido ovarico ya que estas estructuras se encontraron unidas a las paredes del estroma
(Figura 23 D). La estructura morfolégica de un PO3 puede llegar a confundirse con atresias

alfa sin vitelo.

3. INCIDENCIA DE ESTADIOS DE DESARROLLO MAS AVANZADO.

En 2003 fue consistente la presencia de los diferentes estadios de desarrollo del oocito, se
presentd el mismo patron en los tres meses de muestreo (figura 24). Se encontrdé que el
mayor porcentaje de hembras presentd en sus ovarios los estadios de menor desarrollo del
oocito a lo largo de esta temporada reproductiva. En febrero el 75% de las hembras
colectadas presentaron ovarios con oocitos en estadio perinucleolar, mientras que el maximo
estadio de desarrollo observado fue el de vitelogénesis avanzada, presente en solo el 4.2%
de las hembras. Al final de la temporada reproductiva, en abril, se observaron estadios de
desarrollo mas avanzados, encontrandose el estadio de protedlisis en el 4.7% de las
hembras recolectadas en ese mes. Sin embargo el 32.8% de las hembras presentaron
atresia folicular masiva (figura 24). La incidencia de foliculos postovulatorios (PO) fue baja en

esta temporada: en enero 4.2% y en abril 3.1%.

El muestreo de la temporada reproductiva del 2004 se inici6 en febrero. No se registraron
estadios tempranos de desarrollo del oocito, las hembras en vitelogénesis inicial
representaron el 32.4% de los ejemplares colectados. El siguiente grupo mas abundante
correspondié a hembras con oocitos en células granulosas columnares (29.4%). El grupo
menos abundante fue el de oocitos en el estadio de nucleo migratorio que solo se presentd
en el 5.9% de las hembras. Durante este mes se registré un 67.7% de hembras que

presentaron PO, sin registrarse la presencia de atresias en todos los ovarios analizados.
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Figura 24. Frecuencia de hembras en los diferentes estadios de desarrollo del oocito para la temporada
reproductiva de 2003. El numero en cada mes representa el nimero de hembras colectadas. pn: perinicleolares;
ac: alvéolos corticales; il: inclusiones lipidicas; vi: vitelogénesis inicial; va: vitelogénesis avanzada; ca: células de
la granulosa columnares; pl: protedlisis; nm: nucleo migratorio; hi: hidratacion; at: atresia mayor.

Para marzo se observd una alta incidencia en los estadios intermedios de desarrollo del
oocito. Las hembras en proceso de vitelogénesis fueron las mas abundantes con el 35.9%,
siguiéndole en proporcion las hembras cuyos oocitos presentaban células granulosas
columnares con el 27.2%. El estadio de desarrollo mas avanzado registrado en el analisis
histoldgico fue el de oocitos en nucleo migratorio que se present6 solo en el 3.5% de las
hembras. En diciembre hubo una mayor incidencia de hembras que contenian oocitos en los
primeros estadios de desarrollo. La incidencia mas alta fue en hembras con oocitos en
estadio de inclusiones lipidicas (41.1%), registrandose estadios tan avanzados como células
de la granulosa columnares (1.6%). Los foliculos postovulatorios fueron observados en el
30.7% de las hembras, mientras que la atresia masiva se encontré en el 2.4% de hembras

que se encontraban en el estadio de oocitos en inclusiones lipidicas (figura 25).
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Figura 25. Frecuencia de hembras en los diferentes estadios de desarrollo del oocito para la temporada
reproductiva de 2004. El numero en cada mes representa el nimero de hembras colectadas. pn: perinicleolares;
ac: alvéolos corticales; il: inclusiones lipidicas; vi: vitelogénesis inicial; va: vitelogénesis avanzada; ca: células de
la granulosa columnares; pl: protedlisis; nm: nicleo migratorio; hi: hidratacion; at: atresia mayor.

En diciembre de 2004 la incidencia de estadios de desarrollo fue muy similar a la de enero
de 2005, en donde también se encontré una mayor incidencia de hembras con estadios de
inclusiones lipidicas y vitelogénesis inicial, con 24.4% en cada uno, mientras que el estadio
de desarrollo mas avanzado que se registré fue el de oocitos en células de la granulosa
columnares en el 17 % de las hembras, mas alta que en el mes anterior. En este caso no se

registro la incidencia de atresia masiva.

En marzo la presencia de estadios de desarrollo iniciales fue nula. El estadio mas temprano
que se registro fue el de vitelogénesis inicial (15%). La mayor parte de las hembras se
encontraban en vitelogénesis avanzada (40.4%) y células de la granulosa columnares (28%).
En este mes también se registraron los estadios de protedlisis, nucleo migratorio e
hidratacion aunque en una proporcién baja, siendo el mas abundante el estadio de nucleo
migratorio con el 5.3%. La presencia de atresia masiva también se registro en el 5.3% de las

hembras, la cual ocurrié en hembras en estadios de vitelogénesis (figura 26).
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Figura 26. Frecuencia de hembras en los diferentes estadios de desarrollo del oocito para la temporada
reproductiva de 2005. El nUmero en cada mes representa el nimero de hembras colectadas. pn: perinucleolares;
ac: alvéolos corticales; il: inclusiones lipidicas; vi: vitelogénesis inicial; va: vitelogénesis avanzada; ca: células de
la granulosa columnares; pl: protedlisis; nm: nucleo migratorio; hi: hidratacion; at: atresia mayor.

En 2006 solo se obtuvieron muestras en febrero (figura 27). Sin embargo fue en este mes
cuando se encontraron en los ovarios todos los estadios de desarrollo de los oocitos. En la
Figura 26 se muestra el porcentaje de incidencia de los diferentes estadios. El estadio de
desarrollo temprano mas abundante fue el de oocitos en inclusiones lipidicas (14.7%); en la
vitelogénesis inicial la proporcién de hembras descendié (4.5%) y aumento en los estadios
de oocitos en vitelogénesis avanzada (22%) y con células granulosas columnares (20.3%)
donde se encontraba la mayor proporcién de las hembras. En este mes también fue posible
observar hembras con oocitos en hidratacion, las cuales representaron el 8.5%. Las hembras
que en sus ovarios presentaron foliculos postovulatorios también fue alta (20.9%), lo cual fue
un indicador y evidencia de la puesta activa. Las hembras que presentaron atresia fueron
escasas, solo el 1.1% presentd atresia masiva que ocurrio en los estadios de vitelogénesis

inicial y avanzada.
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Figura 27. Frecuencia de hembras en los diferentes estadios de desarrollo del oocito en febrero de 2006. El
numero en el mes representa el nUmero de hembras colectadas. pn: perinlcleolares; ac: alvéolos corticales; il:

inclusiones lipidicas; vi: vitelogénesis inicial; va: vitelogénesis avanzada; ca: células de la granulosa columnares;
pl: protedlisis; nm: nacleo migratorio; hi: hidratacion; at: atresia mayor.

61



4, CUANTIFICACIONES DE ESTRADIOL Y CALCIO EN SUERO SANGUINEO.

4.1. NIVELES DE ESTRADIOL EN SUERO SANGUINEO.

La cantidad de hembras de las cuales se obtuvo muestra de sangre para el andlisis de E; se
presenta en la Tabla 10. El nUmero de ejemplares varid entre las diferentes temporadas
reproductivas. Sin embargo, se pudieron obtener muestras de los meses que se consideran
de mayor actividad reproductiva, febrero y marzo, y de principio y fin de la temporada
reproductiva, diciembre y abril. Con esto se pudo obtener informacién de los perfiles

hormonales en diferentes momentos de la temporada reproductiva.

Tabla 10. Relacion de los lances de pesca comercial obtenidos durante las temporadas reproductivas de 2003 a
2006 y el numero de hembras de los que se obtuvo muestra de sangre para las cuantificaciones de estradiol en
suero sanguineo.

FECHA No DE LANCES DE PESCA No DE EJEMPLARES
ENERO 2003 1 2
FEBRERO 2003 1 8
ABRIL 2003 2 16
FEBRERO 2004 1 6
MARZO 2004 4 44
DICIEMBRE 2004 3 31
ENERO 2005 1 21
MARZO 2005 2 9
FEBRERO 2006 4 17

En la Figura 28 se presentan los valores promedio mensuales de estradiol para cada
temporada reproductiva. Se observaron diferencias significativas en los niveles de estradiol
en suero sanguineo, entre los meses de las diferentes temporadas reproductivas y entre
temporadas (Tabla 11). En el 2003 los niveles mas bajos de E, se registraron en abril, al final
de la temporada reproductiva con una concentracién promedio de 30.75 pg-mL™ mientras
que en enero el valor promedio fue de 423 pg-mL™. En febrero el valor promedio de estradiol

también fue bajo a pesar de considerarse el mes con mayor actividad reproductiva.

Para el 2004, febrero y marzo presentaron valores de E, mayores a los 620 pg-mL*,
presentandose una variacién mas amplia en marzo con respecto al valor promedio mensual
al encontrarse hembras con concentraciones de E, que variaron desde los 69 hasta 2827
pg-mL™. En diciembre el valor promedio fue de 134 pg-mL™* aunque ya se presentaban
hembras con concentraciones de E, mayores a los 500 pg-mL™. La tendencia para este mes
fue hacia el incremento en las concentraciones de estradiol. En enero de 2005, el valor

promedio fue de 477.8 pg-mL™, presentandose también una tendencia hacia el incremento
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en las concentraciones de estradiol en el suero sanguineo. En marzo se observé un
descenso en el valor promedio hasta 197.9 pg-mL™ sin mostrar una variacién tan amplia en
las concentraciones de estradiol. En febrero de 2006 se registro el valor promedio mas alto,
1088 pg-mL™, con una amplia variacién con respecto al valor promedio puesto que se

presentaron concentraciones desde 218 hasta 1996 pg-mL™.

Tabla 11. Resumen del andlisis de varianza de los niveles de E, durante las temporadas reproductivas de 2003 a
2006.

N Promedio  Minimo Maximo Desv estandar
154 447.4351 20.00000 2827.000 473.9831
SS df MS F p
181.1198 8 22.63997 44.99337 0.00
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Figura 28. Valores promedio en las concentraciones de estradiol en suero sanguineo durante las diferentes
temporadas reproductivas. Los valores se presentan transformados a logaritmo natural. Se presenta el valor
promedio, el error y la desviacion estandar.

Al comparar los valores promedio entre los meses que se corresponden en las diferentes
temporadas reproductivas se encontré que en enero del 2003 las muestras de 2 muestras
presentaron valores individuales de E, que correspondieron con los valores observados en

enero de 2005 en hembras que presentaron estadios de desarrollo del oocito similares.
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En el mes de febrero de las diferentes temporadas reproductivas se encontraron diferencias
significativas en los valores promedio de E,. Febrero de 2003 difiri6 con 2004 y 2006,
mientras que entre estos dos Ultimos afios no se observo diferencia significativa aun cuando
los valores promedio resultaron distintos. En el caso de los meses de marzo de 2004 y 2005
también se presentaron diferencias significativas en las concentraciones de E,. El valor
promedio fue mas alto en marzo de 2004, con una variacion mas amplia al presentarse
hembras con concentraciones de E, desde 69 hasta 2827 pg-mL™, en marzo de 2005 las

concentraciones de estradiol alcanzaron un valor méximo de 300 pg-mL™.

4.1.1 NIVELES DE ESTRADIOL ASOCIADOS A LOS ESTADIOS DE DESARROLLO DEL OOCITO.

En un analisis posterior se trataron de establecer los rangos en las concentraciones de E,
para cada uno de los estadios de desarrollo de los oocitos. Con este fin se agruparon a las
hembras que presentaron el mismo estadio de desarrollo del oocito en sus ovarios, para

cada una de las temporadas reproductivas (figura 29).

En la temporada reproductiva del 2003 los valores promedio de las concentraciones fueron
bajas en todos los estadios de desarrollo. En los tres meses el analisis histolégico demostré
gue se presentaron todos los estadios de desarrollo del oocito, incluida la presencia de
atresia masiva en abril, sin embargo en todos ellos, al asociarlos con la concentracion de E,,
se observo que el valor promedio por estadio no supero los 200 pg-mL™, aun en estadios tan
avanzados como el de células granulosas columnares, a excepcion de la hembra de enero

en el mismo estadio que tuvo una concentracion de E, de 754 pg-mL™.

En la temporada reproductiva del 2004, se observé en los meses de febrero y marzo una
tendencia al incremento en las concentraciones de E, conforme avanzaba el desarrollo de
los oocitos. En marzo se observaron concentraciones bajas de E, (> 300 pg-mL™) en
hembras en estadio de inclusiones lipidicas. A partir del estadio de vitelogénesis inicial se
incrementaron las concentraciones de E, en suero sanguineo. Se observd que la
concentracion durante la vitelogénesis avanzada fue mas alta en hembras que presentaron
foliculos postovulatorios. Las concentraciones en el estadio de células granulosas
columnares presentaron valores promedio mas altos para los dos meses, al pasar al estadio
de protedlisis descendieron los valores promedio de estradiol hasta llegar los 500 pg-mL™ en

el estadio de nucleo migratorio.
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Diciembre del 2004 fue el inicio de la temporada reproductiva del 2005, se observd la
tendencia a incrementar las concentraciones de E; junto con el crecimiento de los oocitos.
En los estadios tempranos de crecimiento se encontraron concentraciones por debajo de los
200 pg-mL™. A partir de la vitelogénesis inicial los valores aumentaron y llegaron hasta los
345.6 pg-mL™ en la vitelogénesis avanzada, que fue el estadio de desarrollo mas avanzado
registrado en diciembre. En enero de 2005, el incremento se observo a partir del estadio de
inclusiones lipidicas, con un valor promedio arriba de los 380 pg-mL™ y alcanzando el valor
maximo en la vitelogénesis inicial con un promedio de 943 pg-mL™. Las concentraciones de
E, decrecieron y en el estadio de células granulosas columnares llegé a 515.4 pg-mL™. En
marzo de 2005 se presentaron resultados diferentes a lo encontrado en los meses
anteriores. Los estadios de desarrollo del oocito que se registraron fueron desde
vitelogénesis inicial hasta el de células granulosas columnares y la presencia de atresia
masiva, presentandose en todos los estadios concentraciones de E, por debajo de los 250

pg-mL™,

En febrero de 2006, se obtuvieron muestras de sangre de hembras que se encontraban en
los estadios de vitelogénesis inicial con presencia de FPO, protedlisis e hidrataciéon, se
presentaron las concentraciones de E, mas altas observadas en las diferentes temporadas
reproductivas. En este caso también se present6 la tendencia al incremento en las
concentraciones de E,, la cual fue mas baja en la vitelogénesis inicial (1057.8 pg-mL™),
incrementando en el estadio de protedlisis (1261.5 pg-mL™) para descender durante la

hidratacion a 399 pg-mL™.
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Figura 29. Variaciones en las concentraciones de estradiol por estadios de desarrollo del oocito en las diferentes
temporadas reproductivas.

Aunque se observo que las concentraciones de E, variaron en los mismos estadios de
desarrollo para las diferentes temporadas reproductivas, se agruparon todos los ejemplares
por estadio de desarrollo mas avanzado de los oocitos. Un aspecto importante a resaltar es
la presencia de los diferentes estadios de desarrollo presentes en los ovarios. Hasta el
estadio de oocitos en vitelogénesis avanzada el estadio préximo anterior que se observé en
el mismo ovario fue el de inclusiones lipidicas, mientras que en hembras que presentaron
evidencias de un desove reciente por la presencia de FPO presentaron los estadios de
vitelogénesis inicial y avanzada. En los estadios de células granulosas columnares,
protedlisis, nicleo migratorio e hidratacion se observo el estadio de vitelogénesis inicial en

diferentes grados de desarrollo.

La tendencia observada fue hacia el incremento en las concentraciones de estradiol

conforme el oocito avanzaba en los diferentes estadios de desarrollo (figura 30),
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encontrandose diferencias significativas en las concentraciones de estradiol en diferentes
estadios de desarrollo del oocito (Tabla 12). Del estadio de oocitos perintcleolares hasta el
estadio de alvéolos corticales las concentraciones no fueron mayores a los 100 pg-mL™. A
partir del estadio de inclusiones lipidicas se da un incremento en la concentracién de E,, con
un valor promedio para este estadio de 189.45 pg-mL™, en un intervalo que vario desde los
20 pg-mL™* en hembras de abril de 2003 y diciembre de 2004, las cuales se encontraban al
final y al inicio de las temporadas reproductivas, hasta los 638 pg-mL™ en ejemplares de
enero de 2005.

En la vitelogénesis inicial y avanzada se observé que el valor promedio en la concentracién
de E, fue de 474.17 y 481.93 pg-mL™ para cada estadio. Los valores de estradiol fueron méas
alto en las hembras con FPO, que en hembras en vitelogénesis inicial fue de 531 pg-mL™y
de 721.05 pg-mL™ para las de vitelogénesis avanzada. Se encontr6 que los valores bajos en
las hembras en vitelogénesis que no presentaron FPO correspondieron a aquellas
recolectadas al inicio de la temporada reproductiva (diciembre) y los valores mas altos a
hembras de los meses de mayor actividad reproductiva (enero a marzo), con un intervalo que
fue desde los 20 hasta los 1093 pg-mL™. Las hembras en vitelogénesis que presentaron FPO
se encontraron en febrero y marzo, los intervalos que se presentaron en estas hembras

fueron ligeramente mayores, desde los 115 hasta los 1996 pg-mL™.

En el estadio de células granulosas columnares el valor promedio (600.71 pg-mL™) fue
mayor que en las hembras en vitelogénesis inicial, inicial con FPO y avanzada pero menor
gue en las hembras en vitelogénesis avanzada con FPO. Los valores observados en el
estadio de células granulosas fueron desde los 120 hasta 2827 pg-mL™. Al pasar al estadio
de protedlisis el valor promedio en la concentracion de estradiol alcanzé el maximo con
1028.06 pg-mL™. La variacién en las concentraciones de E, en este estadio fue desde los
218 hasta los 1821 pg-mL™. Al entrar en los estadios finales de maduracion los niveles de
estradiol decrecieron, hasta llegar a 399 pg-mL™ en el estadio de hidratacién. En el caso de
la atresia masiva el valor promedio de estradiol fue de 136.5 pg-mL™, el valor més alto fue de
300 pg-mL™ en atresia masiva en vitelogénesis avanzada y el minimo fue de 20 pg-mL™ en

atresia masiva en perinucleolares.
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Tabla 12. Resumen del andlisis de varianza de los niveles de E; asociado a los diferentes estadios de desarrollo
de los oocitos.

N Promedio  Minimo Maximo Desv estandar
152 5.445228 2.995732 7.946971 1.295144

SS df MS F p
146.9495 12 12.24579 16.00719 0.000000
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Figura 30. Valores promedio de estradiol en suero sanguineo asociado a los diferentes estadios de desarrollo del
oocito. Los valores de la concentracion se presentan transformados a logaritmo natural. Se presenta el valor
promedio, el error y la desviacion estandar.

4.1.2 VARIACIONES DE LOS NIVELES DE ESTRADIOL ASOCIADOS AL CICLO CIRCADIANO

La agrupacion de los diferentes estadios de desarrollo del oocito por el horario de captura
también mostrd una variacion con respecto a los niveles de estradiol (figura 31). Al dividir el
ciclo de 24 horas en periodos de 6 horas cada uno se encontré que de las 0 a las 6 horas los
niveles de estradiol fueron bajos en los estadios tempranos de desarrollo del oocito (< 300
pg-mL™Y), e incrementaron en los estadios de vitelogénesis inicial y avanzada. El valor

maximo se observo en el estadio protedlisis, con un posterior decremento en el estadio de
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ndcleo migratorio. Durante esta fraccion del dia los niveles de E, en estadios de desarrollo

avanzado se mantuvieron entre los 400 y 600 pg-mL™.

De las 6 a las 12 horas, los niveles de estradiol incrementaron durante la vitelogénesis, por
arriba de 700 pg-mL™, decrecieron en el estadio de células granulosas columnares y
alcanzaron un valor méaximo en el estadio de protedlisis (< 1500 pg-mL™), decreciendo en el
estadio de hidratacion (40 pg-mL™). Entre las 12 y 18 se presentd el mismo patron que en el
horario anterior pero con niveles de E; bajos: de los estadios de vitelogénesis inicial a células
granulosas columnares se encontraron entre 300 y 400 pg-mL™, con un méximo en el estadio

de células granulosas columnares (1700 pg-mL™).

De las 18 a las 24 horas los niveles de E, se mantuvieron por debajo de los 100 pg-mL™
hasta el estadio de vitelogénesis inicial. Durante la vitelogénesis avanzada incrementd y
alcanz6 el maximo en el estadio de células granulosas columnares (> 1400 pg-mL™) para
decrecer en el estadio de protedlisis (< 700 pg-mL™). Las hembras con atresia presentaron
valores por debajo de los 400 pg-mL™ en los diferentes horarios.
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Figura 31. Variaciones en la concentracion de estradiol asociado a los diferentes estadios de desarrollo del oocito
y a la hora de captura de los ejemplares.
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4.2. NIVELES DE CALCIO EN SUERO SANGUINEO.

En la figura 32 se observan las variaciones en las concentraciones de calcio en suero
sanguineo durante el periodo de muestreo. Se encontraron diferencias entre los diferentes
meses de muestreo de cada temporada reproductiva (Tabla 13). En enero y febrero de 2003
no hubo diferencia significativa entre los valores promedio de la concentracion de calcio que
fueron de 15.35 y 13.61 mg-dL™" para los meses mencionados. Sin embargo, en abril se dio
un incremento del valor promedio (18.74 mg-dL™) que si present6 diferencia significativa con

febrero.

En la temporada reproductiva de 2004, entre febrero y marzo no se presentaron diferencias
significativas, los valores promedio fueron de 20.45 y 17.10 mg-dL™ para cada mes. En
diciembre, el valor fue de 15.06 mg-dL™, que presenté diferencia significativa respecto a los
meses anteriores. En enero el promedio fue de 16.11 mg-dL™"y en marzo de 13.08 mg-dL™,
sin marcarse diferencia significativa entre ellos. En febrero de 2006 el promedio fue de 20.82

mg-dL™?, se presentd una variacién mas amplia que para cualquier otro muestreo.

Al hacer la comparacién entre los mismos meses pero de diferentes temporadas
reproductivas, también se observaron diferencias significativas en las concentraciones de
calcio en suero sanguineo. Febrero de 2003 presento diferencia significativa respecto a los
valores promedio de febrero de 2004 y 2006, mientras que entre estos dos Ultimos no se
observaron diferencias significativas. En febrero de 2003 el valor promedio de las
concentraciones fue bajo que en comparacion a las siguientes temporadas reproductivas,
presentandose los valores mas altos en febrero de 2006. Marzo de 2004 también presentd
diferencias significativas respecto a marzo de 2006, al observarse concentraciones de calcio
mas altas en 2004 que en 2006.

Tabla 13. Resumen del andlisis de varianza de los niveles de Ca?* durante las temporadas reproductivas de 2003
a 2006.

N Promedio Minimo Maximo Desv estandar
156 17.06603 9.400000 40.00000 3.951700

SS df MS F p
2.864410 8 0.358051 15.14873  0.000000
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Figura 32. Valores promedio en las concentraciones de calcio en suero sanguineo durante las diferentes
temporadas reproductivas. Los valores se presentan transformados a logaritmo natural. Se presenta el valor
promedio, el error y la desviacion estandar.

4.2.1 NIVELES DE CALCIO ASOCIADOS A LOS ESTADIOS DE DESARROLLO DE LOS OOCITOS.

Al realizar el analisis de la concentracién de calcio asociada al estadio de desarrollo mas
avanzado del oocito se observaron patrones diferentes en cada temporada reproductiva
(figura 33). Para la temporada del 2003, en enero se observé la tendencia del incremento en
los niveles de calcio, con un valor de 13.45 mg-dL™ en el estadio perintcleolar hasta 18
mg-dL™ en el estadio de células columnares granulosas. En febrero el valor minimo se
encontré en el estadio de alvéolos corticales con atresias (12.40 mg-dL™) y el maximo (14.60
mg-dL™) en el estadio de inclusiones lipidicas también con presencia de atresias. En abril los
valores de calcio en suero sanguineo fueron mas altos para los mismos estadios de
desarrollo del oocito que en los meses anteriores. En el caso de los ejemplares que
presentaron atresia masiva el calcio presento un valor similar a los que presentaron estadios

perinucleolares e inclusiones lipidicas con atresias.
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En febrero de 2004 las concentraciones de calcio se registraron a partir del estadio de
vitelogénesis inicial con un valor de 18 mg-dL™ y llegando a un maximo en el estadio de
protedlisis con 22.20 mg-dL™. Para marzo también se observo un incremento en los niveles
de calcio, el valor minimo se presentd en el estadio de inclusiones lipidicas con 13.40 mg-dL
! mientras que en el estadio de nicleo migratorio fue de 18 mg-dL™. Una particularidad
notable fue que los valores méas altos se presentaron en ejemplares con estadios de
vitelogénesis inicial (18.80 mg-dL™) y vitelogénesis avanzada con FPO (18.50 mg-dL™),
teniendo como comparacion a las hembras en estadio de vitelogénesis avanzada con un
valor por debajo de los 16 mg-dL™. Diciembre de 2004 presentd poca variacion, las
concentraciones de calcio se encontraron entre los 14.7 y 15.45 mg-dL™. Al parecer no hubo
una relacion entre el nivel de calcio y el estadio de desarrollo del oocito: los niveles altos se
encontraron en los estadios de oocitos perindcleolares y vitelogénesis inicial, mientras que
los niveles bajos se presentaron en los estadios de alvéolos corticales y vitelogénesis

avanzada.

En enero del 2005 los valores se encontraron entre 15.45 y 16.5 mg-dL™. En este caso se
observaron ligeros incrementos en la concentracion de calcio conforme ocurrié el desarrollo
del oocito, decreciendo al pasar del estadio de alvéolos corticales (16.5 mg-dL™) a
inclusiones lipidicas (15.87 mg-dL™), alcanzando el nivel méximo en el estadio de células
columnares granulosas (16.5 mg-dL™). En marzo los niveles de calcio fueron los mas bajos
gue se registraron. Los estadios de vitelogénesis inicial y avanzada con presencia de FPO
presentaron niveles de calcio de 12.4 y 12.1 mg-dL™ respectivamente, mientras que en el
estadio de células granulosas columnares fue de 13.5 mg-dL™. En este mes los ejemplares
con atresia masiva fueron los que presentaron la mayor concentracion de calcio al presentar

valores de 14.3 mg-dL™.

Para la temporada reproductiva de 2006 los niveles de calcio fueron los mas altos que se
registraron durante la temporada de estudio. Las hembras recolectadas presentaron niveles
gue se incrementaron con el estadio de desarrollo del oocito: en el estadio de vitelogénesis
inicial con presencia de FPO, la concentracion fue de 20.75 mg-dL™. Al pasar al estadio de
protedlisis la concentracién se incremento hasta alcanzar 24.2 mg-dL”? para después
decrecer al llegar al estadio de hidrataciéon a 17.5 mg-dL™.
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Figura 33. Variaciones en las concentraciones de calcio por estadios de desarrollo del oocito en las diferentes
temporadas reproductivas.

Al asociar los niveles de calcio en suero sanguineo con los diferentes estadios de desarrollo
y de manera independiente de la temporada, se encontrd un patrén que difirié del encontrado
para los niveles de estradiol en suero sanguineo (figura 34). En este caso la concentracion
promedio de calcio fue méas alta en el estadio de oocitos perintcleolares (16.25 mg-dL™) y
decrecid en el estadio de alvéolos corticales (14.86 mg-dL™), incluyéndose en este
decremento a los estadios de oocitos perindcleolares y de alvéolos corticales que
presentaron atresias. Al pasar al estadio de inclusiones lipidicas los niveles se incrementaron
a 15.85 mg-dL™.

En los estadios de vitelogénesis la concentracion promedio de calcio fue mas alta en las
hembras que presentaron FPO que en aquellas que no presentaron indicios de desoves: en

vitelogénesis inicial el valor fue de 16.56 mg-dL™ y en las que presentaron PO fue de 17.88

73



mg-dL™; en vitelogénesis avanzada fue de 15.71 mg-dL™ y con PO fue de 18.53 mg-dL™. En
el estadio de células columnares granulosas el nivel de calcio se encontré en 17.23 mg-dL™.
La concentracion mas alta se observo en el estadio de protedlisis con 21.72 mg-dL™ que fue
el estadio que presento diferencias significativas con otros estadios de desarrollo del oocito
(Tabla 14). Los valores de calcio descendieron en los estadios de nucleo migratorio (18
mg-dL™") e hidratacion (17.5 mg-dL™). En las hembras que presentaron atresia folicular

masiva los niveles de calcio en suero sanguineo fueron de 15.2 mg-dL™.

Tabla 14. Resumen del andlisis de varianza de los niveles de Ca?" asociado a los diferentes estadios de
desarrollo de los oocitos.

N Promedio Minimo Maximo Desv estandar
154 17.09026 9.400000 40.00000 3.958721

SS df MS F p
1.332634 12 0.111053 3.187958  0.000466
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Estadios de desarrollo del oocito
Figura 34. Valores promedio de calcio en suero sanguineo asociado a los diferentes estadios de desarrollo del

oocito. Los valores de la concentracion se presentan transformados a logaritmo natural. Se presenta el valor
promedio, el error y la desviacion estandar.
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4.2.2 VARIACIONES DE LOS NIVELES DE CALCIO ASOCIADOS AL CICLO CIRCADIANO

Al agrupar los estadios de desarrollo del oocito por horario de captura se observaron algunas
variaciones respecto a las concentraciones de calcio (figura 35). Entre las 0 y 6 horas el valor
mas bajo de calcio se encontr6 en el estadio de alvéolos corticales (12.4 mg-dL™) y alcanzé
el valor mas alto en hembras en vitelogénesis (18.8 mg-dL™) y manteniéndose entre 16.52 y
18 mg-dL™" en los deméas estadios de desarrollo. De las 6 a 12 horas se observé un ligero
incremento en los niveles de calcio. Desde el estadio de oocitos perindcleolares hasta el de
células granulosas columnares los niveles se incrementaron de 15.8 a 16.23 mg-dL™,
dandose un incremento notable en el nivel de calcio en el estadio de protedlisis hasta los
22.25 mg-dL'l. En la hidratacién, que fue el estadio de desarrollo mas avanzado, el calcio

descendi6 a 17.5 mg-dL™.

La concentracion de calcio en suero sanguineo fue baja entre las 12 y 18 horas del dia, los
valores se mantuvieron entre los 13.63 y 14.55 mg-dL™, el valor bajo se observé en el
estadio de inclusiones lipidicas y el valor alto en el estadio de células granulosas
columnares. En este horario el estadio de desarrollo mas avanzado que se observo fue el de
protedlisis, en el cual se encontré el valor mas alto de calcio en suero sanguineo con un
valor de 36 mg-dL'l. En el dltimo cuarto del dia, de las 18 a 24 horas, se encontraron los
niveles de calcio mas altos. Los niveles de calcio fueron similares para los estadios de
oocitos perintcleolares e inclusiones lipidicas (18.6 mg-dL™), decrecieron en el estadio de
vitelogénesis inicial (16.26 mg-dL™) y alcanzaron el valor mas alto en el estadio de protedlisis
(21.9 mg-dL™"). En el caso de los ejemplares con atresia masiva la concentracion de calcio
también present6 variaciones. El valor bajo se observo entre las 0 y 6 horas y el mas alto

entre las 18 y 24 horas.

Aunque se presentaron variaciones en los niveles de calcio en los diferentes horarios, la
tendencia general que se observo fue hacia un incremento conforme se dio el desarrollo del
oocito. La variacion fue mas amplia entre las 0 y 6 horas que corresponde a las horas
posteriores al maximo de desove. Entre las 6 y las 18 horas la variacion disminuyo,
registrdndose los valores mas altos después de las 12 horas. Después de las 18 horas,
previo al inicio del desove, los niveles de calcio descendieron a niveles mas bajos que en el

resto del dia.
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Figura 35. Variaciones en la concentracion de estradiol en suero sanguineo, asociado a los diferentes estadios de
desarrollo del oocito y a la hora de captura de los ejemplares.

76



4.3. RELACION DE LOS NIVELES DE ESTRADIOL Y CALCIO EN SUERO SANGUINEO.

La Tabla 15 resume los valores de estradiol y calcio encontrados en los diferentes estadios
de desarrollo del oocito. Con base a los resultados obtenidos se busco determinar la relacion
estradiol-calcio. La prueba de correlacion presentd un valor bajo al ser analizado el total de
los datos (Figura 35). Se demostré que el 54.5% de los ejemplares se agruparon en el
intervalo de 20 a 300 pg-dL™ de estradiol, con hembras en estadios desde perintcleolares
hasta protedlisis. A partir de los 300 pg-dL? de estradiol la frecuencia de ejemplares
disminuy6 conforme incremento la concentracion de estradiol y los estadios de desarrollo del

oocito que se presentaron fueron desde vitelogénesis inicial hasta la hidratacién (figura 36).

Tabla 15. Concentraciones de estradiol y calcio en suero sanguineo por estadio de desarrollo del oocito.

Estadio de N Concentraciéon Concentracién Estadio de
desarrollo del de E? de Ca2+ desarrollo
oocito anterior
Perintcleolares 15 60.23 16.25
Perlnucleplares 5 66.8 14.96
con atresias.
Alvéolos 11 74.04 14.86
corticales
Alvéolos
corticales con 5 166 12.4
atresias
Inclusiones 24 146.84 15.85
lipidicas
Inclusiones
lipidicas con 1 30 16.2
atresias
Vitelogénesis 8 474.18 16.57
inicial
Vitelogénesis 6 531 17.89
inicial con PO
Vitelogénesis 15 481.93 15.71
avanzada
Vitelogénesis 16 721.06 18 54
avanzada con PO
Células
granulosas 27 600.71 17.24 Vitelogénesis
columnares inicial
Lo Vitelogénesis
Protedlisis 16 1028.06 21.73 Lo
inicial
Vitelogénesis
Nicleo migratorio 1 530 18 inicial o
avanzada
. . Vitelogénesis
Hidratacién 2 399 17.5
avanzada
Atresia masiva 3 136.5 15.2

La frecuencia de hembras respecto al calcio alcanzo su maximo en el intervalo de 15 a 18
mg-dL™?, con el 46.8% de las hembras en estadios desde perintcleolares hasta hidratacion
(figura 37). En concentraciones mayores de calcio los estadios de desarrollo del oocito que

se presentaron fueron desde vitelogénesis inicial hasta protedlisis.
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Figura 36. Gréfica de dispersion de la correlacion entre los niveles de estradiol y calcio en suero sanguineo.
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Figura 37. Distribucion de frecuencia de hembras por concentraciones de estradiol y calcio en suero sanguineo.
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Aunque el valor de correlacion fue bajo, el valor de p fue significativo (figura 36), por lo que
se separaron los datos en grupos para definir que variables determinaba la correlacion. El
analisis demostrd que el mes de captura presentd una correlacion positiva en enero, febrero
y abril, mas baja en marzo y en diciembre la correlacién fue negativa (Figura 38, Tabla 16).
En este caso los diagramas de dispersion mostraron los cambios que se presentaron en lo
que se podria denominar temporada reproductiva promedio. Al inicio de la temporada
reproductiva, diciembre, los valores promedio de estradiol fueron de 134 pg mL™ mientras
que el calcio se encontré en un promedio de 14.9 mg mL™. En enero el promedio de E,
incrementé a 473 pg mL™ y el Ca?" a 16 mg mL™. En febrero los valores presentaron una
mayor dispersion, con un promedio del E, de 741 pg mL™* y el Ca®* de 19.7 mg mL™. En
marzo se observé una disminucién de los valores promedio, el E; se encontré en 573.6 pg
mL™ y el Ca? en 16.7 mg mL™; en abril los niveles decrecieron considerablemente llegando

el E; a 30.7 pg mL™, sin embargo el Ca?* se encontré en 18.8 mg mL™.

Tabla 16. Parametros de la correlacion de E-Ca agrupados por mes de muestreo de las temporadas
reproductivas de 2003 a 2006.

N a b r p
DICIEMBRE] 31 15.0119 -0.0005 -0.0597 0.7496
ENERO 23 15.529 0.0011 0.3809 0.0729
FEBRERO 31 16.5959 0.0043 0.4089 0.0224
MARZO 53 16.4147 0.0006 0.0849 0.5454
ABRIL 16 17.7181 0.0362 0.3939 0.1312

La agrupacion de los datos por fraccion del dia también mostré variaciones en la relacion E,-
Ca?" a lo largo del ciclo circadiano. Se observé que durante el dia la correlacién fue positiva,
siendo esta significativa entre las 6 y las 12 horas, con concentraciones promedio de E, de
496.5 pg mL* y Ca?" de 17.2 mg mL™. Entre las 12 y 18 horas se mantuvo positiva, la
concentracion de E, fue de 476.5 pg mL™* y Ca** de 14.4 mg mL™. De las 18 a 24 horas,
durante las horas del desove, la correlacién fue baja, los niveles promedio de E; bajaron a
220 pg mL™ y el Ca®* de 14.2 mg mL™. En las horas posteriores al desove, de las 0 a las 6
horas, la correlacion fue baja y negativa, con valores de E, de 390.8 pg mL™* y Ca®* de 19.5
mg mL™. Aunque en tres fracciones del ciclo el valor de p no fue significativo (Tabla 17),
nuevamente se observé que existe variacion y correlacién en los niveles de E, y Ca®* en

suero sanguineo (Figura 40).
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Figura 38. Gréfica de dispersion de la correlacién entre los niveles de estradiol y calcio, agrupados por mes de

muestreo.

La agrupacion de los datos por intervalos de tallas mostr6 también una variacion en la
relacion E, y Ca?" (Figura 40, Tabla 18) En los organismos con tallas entre los 120 y 140 mm
de LP la correlacién fue positiva. Las concentraciones promedio de E, fueron de 351.2 pg

mL? y Ca®" de 16.4 mg mL". De los 140 a 160 mm el valor de la correlacion bajo,
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manteniéndose positiva. Las concentraciones promedio incrementaron en E, a 401.3 pg mL™
y en Ca?* a 17 mg mL™. En las hembras que se encontraron entre los 160 y 180 mm la
correlacion fue baja e inversa. Los niveles promedio incrementaron en E, a 652.7 pg mL™' y
el Ca* a 18.2 mg mL™. En hembras con tallas superiores a los 180 mm la correlacion
aumento y se mantuvo inversa. Las concentraciones promedio de E, fueron de 671.5 pg mL™
y Ca?* de 17.5 mg mL™. A excepcion del intervalo de 160 a 180 mm de LP, el valor de p fue

significativo

Tabla 17. Parametros de la correlacion de E,-Ca®* agrupados por fraccion de dia en un ciclo de 24 horas.

N a b r p
18a24 25 19.403 4.20E-03 0.07032 0.738
Oa6 59 17.46 -5.00E-04 -0.0541 0.697
6al2 50 14.744 0.0036 0.4836 0.002
12a18 19 13.307 0.0043 0.43 0.0749
18-24 horas 0-6 horas
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Figura 39. Grafica de dispersion de la correlacion entre los niveles de estradiol y calcio agrupados por fraccion de

dia en un ciclo de 24 horas.
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Tabla 18. Parametros de la correlacion de E,-Ca®* agrupados por intervalos de tallas.

| N a b r p
120 a 140 41 13.7511 7.50E-03 0.6934 0.0000005
140 a 160 75 16.0827 0.0024 0.2868 0.0126
160 a 180 29 19.0908 -0.0013 -0.1946 0.3117
180 a 200 8 22.3145 -7.20E-03 -0.7873 0.0204
120-140 mm LP 140-160 mm LP
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Figura 40. Grafica de dispersion de la correlacion entre los niveles de estradiol y calcio en suero sanguineo.
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5. PARAMETROS HEMATOLOGICOS.

5.1 HEMATOCRITO

El hematocrito presento variaciones a lo largo del periodo de muestreo, en el cual los valores
promedio mensuales fueron desde 41.2 a 61.14% en la relacién suero-paquete celular. Se
encontraron diferencias significativas entre las diferentes temporadas reproductivas (figura
41, Tabla 19). Los valores promedio de hematocrito de la temporada 2003 presentaron
diferencias significativas con febrero y marzo de 2004 y marzo de 2005. La temporada
reproductiva de 2004 (febrero y marzo) presentdé diferencias significativas con las otras
temporadas reproductivas, presentando los valores de hematocrito mas bajos, con un valor
promedio de 41.2% en marzo. Para la temporada reproductiva del 2005 los valores de
hematocrito se encontraron por arriba del 50%, presentandose el valor mas alto en marzo
(61.14%). Febrero del 2006 solo presenté diferencia significativa con la temporada del 2004.

Tabla 19. Resumen del analisis de varianza de los valores de hematocrito durante las temporadas reproductivas
de 2003 a 2006.

N Promedio Minimo Maximo Desv estandar
141 51.08126 26.55075 70.80000 9.793353
SS df MS F p

7178.941 7 1025.563 21.82948 0.000000
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Figura 41. Variaciones del hematocrito de S. sagax durante las temporadas reproductivas de 2003 a 2006. Se
presenta el valor promedio, el error y la desviacion estandar.
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En relacidon al ciclo circadiano, el hematocrito mostré diferencias significativas entre las
diferentes fracciones del dia (Tabla 20). Durante las horas de oscuridad el valor minimo
observado fue de 46.92%, lo cual ocurrié en las horas previas al desove. Después de este
periodo el hematocrito incrementé alcanzando un valor promedio maximo de 57.15% entre
las 12 y 18 horas (figura 42).

Tabla 20. Resumen del analisis de varianza de los valores de hematocrito asociados al ciclo circadiano.

N Promedio Minimo Maximo Desv estandar
204 53.08 46.92 57.15 9.33
SS df MS F p
2581.427 3 860.4756 11.40164 0.000001
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Figura 42. Variaciones del hematocrito de S. sagax por fraccion de dia. Se presenta el valor promedio, el error y
la desviacion estandar.

El hematocrito también se vio influenciado por la talla de los organismos. Se encontré una
relacion inversa significativa (Tabla 21). Las hembras de menor talla presentaron una mayor
proporcién de suero en la sangre, siendo mas fuerte la correlacion entre los 130 y 150 mm
de LP. Conforme la talla fue incrementando esta proporcion fue disminuyendo,
encontrandose una mayor variacion en la proporcion de suero-paquete celular,
principalmente en hembras con tallas superiores a los 160 mm de LP (figura 43).

Tabla 21. Parametros de la correlacion del hematocrito vs. longitud patrén en las temporadas reproductivas de
2003 a 2006.

N a b r p
204 117.923 -0.4297 -0.5274  0.0001
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Figura 43. Diagrama de dispersion de los valores del hematocrito en relacion a la longitud patrén de S. sagax.
5.2. HEMATOCRITO ASOCIADO A LOS ESTADIOS DE DESARROLLO DEL OOCITO

Al asociar el valor del hematocrito a los diferentes estadios de desarrollo se pudo observar el
patron de cada uno de los meses de muestreo en las diferentes temporadas reproductivas
(figura 44). En la temporada del 2003 se encontraron valores de hematocrito que fueron
desde 44.68 hasta 58.1% en la proporcidon suero-paquete celular. EI hematocrito fue mas alto
en los primeros estadios de desarrollo, alcanzé el valor mas alto en el estadio de
vitelogénesis inicial (54.95%) y disminuyd en el estadio de células granulosas columnares
(50%). En esta temporada las hembras que presentaron atresias fueron las que tuvieron un

porcentaje mas alto de hematocrito (58%).

En la temporada de 2004 el patrén en ambos meses presentoé una tendencia similar: en los
estadios de desarrollo mas tempranos, de perindcleolares a inclusiones lipidicas, los valores
de hematocrito se encontraron en una proporcion por arriba del 50% de suero. En marzo de
dicha temporada se pudo apreciar esta relacion entre el hematocrito y los estadios de
desarrollo. En el estadio de inclusiones lipidicas el hematocrito se encontré cerca del 50%; al
entrar en el proceso de maduracion del oocito los valores variaron. Las hembras que
presentaron oocitos en vitelogénesis inicial con presencia de PO presentaron un hematocrito
bajo (32.8%), lo cual también se observé en el estadio de protedlisis (38%). En el primero de
los casos las hembras se encontraban en una fase posterior al desove y en el segundo caso

las hembras estaban al inicio del proceso de acumulacion de fluidos en el oocito. En el caso
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de los estadios de vitelogénesis avanzada y de células granulosas columnares los valores
fueron mas altos que en los estadios ya mencionados. El Unico ejemplar que se encontrd en
estadio de nucleo migratorio presento un valor de hematocrito mas alto que el de los
estadios anteriores, sin embargo este se encontré por debajo del 50% en la relacion suero-

paquete celular.

En 2005 se observaron valores altos del hematocrito que fueron desde 55.3 hasta 64% en la
relacion suero-paquete celular. La tendencia observada fue hacia el incremento conforme se
desarrollaba el oocito, el valor mas alto de hematocrito se presenté en las hembras con
atresia folicular masiva (64%). En 2006 también se presentaron valores de hematocrito altos,
se observd la tendencia en la disminucion del hematocrito al pasar del estadio de protedlisis
(57%) al de hidratacion (53.9%).
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Figura 44. Variaciones del hematocrito asociado a los diferentes estadios de desarrollo del oocito para las
diferentes temporadas reproductivas.

Al hacer una agrupacioén de los valores de hematocrito asociados a los diferentes estadios de

desarrollo se observaron diferencias significativas (Tabla 22). Desde el estadio de oocitos
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perinucleolares hasta la vitelogénesis inicial los valores promedio de hematocrito se
encontraron por arriba del 53% en la relacion suero-paquete celular. En las hembras que
presentaron vitelogénesis inicial con PO el valor promedio de hematocrito decrecié hasta
37%. A partir del estadio de vitelogénesis avanzada hasta el estadio de nucleo migratorio la
relacion suero-paquete celular se mantuvo por debajo del 50% y esta incrementd hasta
53.9% en el estadio de hidratacién. La atresia masiva se encontré asociada al valor mas alto
(62%) (Figura 45).

Tabla 22. Resumen del andlisis de varianza de los valores de hematocrito asociado a los diferentes estadios de
desarrollo de los oocitos.

N Promedio Minimo Maximo Desv estandar
139 51.14468 26.55075 70.80000 9.849556
SS df MS F p

3440.633 12 286.7194 3.631816 0.000111
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Figura 45. Valores promedio del hematocrito asociado a los diferentes estadios de desarrollo del oocito.
5.3 CARACTERIZACION DE LAS CELULAS SANGUINEAS
5.3.1 SERIE ROJA
Dentro del linaje de la serie roja se encontraron diferentes estados de madurez de las
células. El primer tipo de células que se identificd fueron los eritroblastos basofilos, estos se
encontraron escasamente en las extensiones sanguineas y se caracterizaron por ser células
de forma redondeada, con poco citoplasma el cual presentd una fuerte basofilia. El ndcleo

fue grande en proporcién al tamafo de la célula (figura 46), ubicado en posicién central y con
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basdfila ligeramente menor que el citoplasma, con cromatina fina y dispersa. La talla
promedio de estas células fue de um. Los eritroblastos policromatofilos presentaron una
forma mas redondeada con una talla promedio de 8.11 ym (£ 0.58 pm), con citoplasma
basofilo; el nudcleo presentd una cromatina laxa, de aspecto granular. La relacién nucleo-
citoplasma disminuyd, manteniéndose el nucleo en posicion central. Conforme las células se
aproximaron mas al estado maduro el citoplasma fue perdiendo la basofilia y adquiriendo la

forma ovalada.

Los eritrocitos, que son la forma madura de las células de la seria roja, presentaron forma
ovalada, el citoplasma adquirié afinidad aciddfila, con una talla promedio en el eje mayor de
pm. El nucleo se mantuvo en posicion central, de forma ovalada con talla promedio de um; la
cromatina se observd compacta y con una basofilia mas fuerte que en los estados inmaduros
(figura 46). En algunos casos se detectaron nucleos que presentaron una constriccion en la

parte media, dandole una forma de 8.
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Figura 46. Micrografia de extension sanguinea de S. sagax. Se observan los eritrocitos maduros (ec), eritrocitos
policromatofilos (ep) y linfocitos (If). Técnica de Romanowsky. Aumento a 1000X.

5.3.2 SERIE BLANCA

Dentro del linaje de células blancas o leucocitos se pudieron identificar dos principales
grupos de células: los que presentaron material granular en el citoplasma, denominados
granulocitos, los cuales se dividieron en neutréfilos, eosindfilos y baséfilos y los que no

presentaron material granular como los linfocitos, monocitos y trombocitos.
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Linfocitos

Los linfocitos son células esféricas, de afinidad basdfila con escaso citoplasma que en
algunos casos se observé como un halo de afinidad basdfila muy débil en células jévenes,
mientras que en células maduras el citoplasma fue mas escaso. En los linfocitos grandes el

nucleo presentd cromatina laxa y en linfocitos pequenos esta fue mas compacta (Figura 47).
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Figura 47. Micrografia de extensidon sanguinea de S. sagax. Se observan linfocitos de diferentes tamarfos (If) y el
halo de citoplasma (*), eritrocitos (ec) y eritrocitos policromatoéfilos (ep). Técnica de Romanowsky. Aumento
1000X.

Granulocitos

Granulocitos neutroéfilos

Los granulocitos neutréfilos presentaron citoplasma con escasa afinidad aciddéfila. En las
extensiones sanguineas se observaron diferentes estados de madurez de estas células. En
células jovenes se presentd un solo nucleo periférico, en forma semiesférica y en algunos
casos en forma de riidn, con material nuclear laxo; el citoplasma presenté granulos muy
finos con escasa afinidad a los colorantes con la técnica de Romanowsky. Otras células
presentaron un nucleo bilobulado o en banda, denominados asi por la forma en que se
encontraron unidos los lobulos, los cuales fueron de igual o diferente tamano. El estado mas
maduro los granulocitos neutréfilos se caracterizaron por la presencia de un nucleo polimorfo
con varios lébulos, por lo general de 3 a 4, de diferentes tamafios y unidos por bandas
delgadas de material nuclear. No se observaron cambios en la coloracion del citoplasma de

estas células conforme el nucleo se segmenté (Figura 48).
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Granulocitos eosino6filos

La caracteristica principal de este tipo de células fue la presencia de granulos en el
citoplasma con afinidad aciddfila. Con la técnica de Romanowsky los granulos presentaron
una coloracion rosa-anaranjado (Figura 49 A). El nucleo, de forma mas o menos redonda, se
observé en posicion periférica y con material nuclear laxo. Se pudo observar en algunos
casos granulocitos eosindfilos pequefios, con un citoplasma mas reducido pero con una

coloracién mas fuerte con tendencia al anaranjado (Figura 49 B).
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Figura 48. Micrografia de extension sanguinea de S. sagax. Se observan diferentes etapas de madurez de
granulocitos neutrdfilos: granulocito con nucleo en forma de rifién (gn), granulocito neutrofilo bilobulado (gnb) y
con nucleo polimorfo (gnp). Linfocitos (If), eritrocitos (ec) y eritrocitos policromatéfilos (ep). Técnica de
Romanowsky. Aumento 1000X.

Granulocitos basdéfilos.
Estas células también presentaron nucleo periférico de forma redondeada, con abundante
citoplasma en el que se pudieron observar granulos con fuerte afinidad basodfila y mas

grandes que los de los granulocitos eosindfilos (Figura 50).
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Figura 49. Micrografia de extension sanguinea de S. sagax. Se observan granulocitos eosindfilo (ge) de
diferentes tamanios. Linfocito (If), eritrocitos (ec). Técnica de Romanowsky. Aumento 1000X.

Figura 50. Micrografia de extension sanguinea de S. sagax. Se observa un granulocito basofilo (gb), eritrocitos
(ec) y eritrocitos policromatéfilos (ep). Técnica de Romanowsky. Aumento 1000X.

Monaocitos

Estos fueron los leucocitos de mayor tamafo. Los monocitos presentaron citoplasma
abundante de aspecto hialino que vario en la intensidad de la basofilia. El nucleo fue
excéntrico, varia desde una forma redondeada (Figura 51 A) a aquellos que presentan forma
de rifion (Figura 51 B), con cromatina que fue mas laxa en monocitos maduros que en los
inmaduros. En el citoplasma se pudieron observar vacuolas y la presencia de granulos con

afinidad basofila.
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Figura 51. Micrografia de extension sanguinea de S. sagax. A) Se observan monocitos (mc) con vacuolas. B)
Monocito con nucleo en forma de rifidn y cromatina mas compacta (mc). Linfocitos (If), eritrocitos (ec) trombocitos
(tc). Técnica de Romanowsky. Aumento 1000X.

Trombocitos

Los trombocitos presentaron tres formas: redondeados, ovalados de forma espiculada, estos
ultimos fueron los menos frecuentes. Los trombocitos de forma redonda fueron muy similares
a los linfocitos maduros, sin embargo estos se pudieron distinguir de los linfocitos por no
presentar practicamente citoplasma. Otra caracteristica de los trombocitos fueron las
agregaciones que se observaron en las extensiones sanguineas, en las cuales se pudieron

observar las diferentes formas de trombocitos (Figura 52).
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Figura 52. Micrografia de extension sanguinea de S. sagax. Se observan trombocitos (tc) ovalados, eritrocitos
(ec) y eritrocitos policromatéfilos (ep). Técnica de Romanowsky. Aumento 1000X.
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Tabla 23. Principales caracteristicas morfolégicas de las células sanguineas de S. sagax.

Tipo de célula

Eritrocito policromatéfilo

Forma de célula Nucleo

Citoplasma

Eritrocito

Neutréfilo

Eosindfilo

Basofilo

Linfocitos

Monocitos

Trombocitos

ligeramente redondeada central, eliptico, basdfilo y
cromatina laxa

ovalada central, ovalado, basofilo,
cromatina compacta
redondeada periférico, puede
presentar hasta 4 I6bulos
redondeada periférico, redondeado o
ligeramente ovalado
redondeada

periférico, redondeado o
ligeramente ovalado
redondeados o

Basofilo, cromatina
ligeramente ovalados

ligeramente laxa
Generalmente Periférico, basofilico, con

redondeados, algunos de cromatina laxa en células

formairregular maduras

redondeados, ovalados o

Basofilo, con cromatina
espiculados

compacta y heterogénea

ligeramente basofilo

perdida de la basofilia

Claro, con granulos muy
finos con escasa
coloracion

presenta granulos
eosindfilos

Presenta granulos

baséfilos grandes

escaso citoplasma
ligeramente basofilo

de aspecto hialino,
presenta vacuolas

practicamente no
presentan citoplasma

93



5.4. CONTEOS DIFERENCIALES DE LEUCOCITOS.

Se obtuvieron los conteos diferenciales de leucocitos de 42 hembras de diferentes
temporadas reproductivas. En estos conteos los leucocitos se dividieron en linfocitos,
granulocitos (agrupando a eosindfilos y basdfilos), granulocitos neutréfilos y monocitos. Los
linfocitos fueron los mas abundantes, con rangos entre 57 y 96.5%, con un valor promedio de
80.6% (£ 10%). Le siguieron los granulocitos neutréfilos con un rango desde 0 hasta 28.4% y
un promedio de 9.6 % (£ 7.7%); los granulocitos eosindfilos y basdfilos representaron el 7.3%
(£ 5.4%) y un rango de 0.8 hasta 24%. Los monocitos fueron los mas escasos, constituyeron
el 2.5% (x 2%) en un rango desde 0 hasta 7% (Figura 53).
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Figura 53. Frecuencia de los diferentes tipos de leucocitos en los conteos diferenciales. If: linfocitos; gr:
granulocitos; nf: neutrdéfilos ; mc: monocitos.

5.5. FACTOR DE CONDICION ASOCIADO A PARAMETROS HEMATOLOGICOS.

5.5.1. RELACION DEL FACTOR DE CONDICION Y HEMATOCRITO.

El analisis en conjunto de los datos de hematocrito y factor de condicién demostré que existe
una correlacion significativa entre dichos indicadores (Figura 54). El diagrama de dispersién
demostré que los datos se agruparon por mes de muestreo. La correlacion entre Hc y FC
para cada mes de muestreo mostré una tendencia a una relacion inversa, a excepcion de
abril de 2003, marzo de 2004 y febrero de 2006. Los valores de correlaciéon mas altos se
observaron en diciembre de 2004 y enero de 2005. Sin embargo en ningun mes de muestreo

fue significativa la correlacion (Tabla 24).
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Tabla 24. Parametros de la correlacion de Hc-FC agrupados por mes de muestreo de las temporadas
reproductivas de 2003 a 2006.

N a b r p
Feb-03 6 53.3801 -655.7052 -0.0126 0.9812
Abr-03 16 51.889 63.2803 0.0133 0.9611
Feb-04 6 64.7073 -6880.874 -0.1878 0.7215
Mar-04 42 18.041 3069.2477 0.1577 0.3186
Dic-04 27 68.5283 -744.9988 -0.2495 0.2096
Ene-05 21 92.927 -1024.5318 -0.3241 0.1518
Mar-05 9 75.9209 -6060.1949 -0.1166 0.7651
Feb-06 14 47.7512 3960.524 0.0418 0.8871
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Figura 54. Diagrama de dispersion del factor de condicion (FC) y hematocrito (Hc) durante las temporadas
reproductivas de 2003 a 2006.

5.4.2. RELACION DEL FACTOR DE CONDICION Y CONTEOS DE LEUCOCITOS.

Los conteos de leucocitos solo se pudieron realizar en algunos ejemplares de diciembre de

2004, enero y marzo de 2005 y febrero de 2006. El FC presento el valor mas alto en enero

de 2005 y el mas bajo en febrero de 2006. Los diferentes grupos de células de la serie

blanca presentaron una variacion amplia (figura 55), no se encontraron diferencias

significativas (p= 0.984) en los conteos de leucocitos para cada mes de muestreo, por lo que
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se considero que no hubo una relacién entre los conteos diferenciales y los valores de factor

de condicion.
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Figura 55. Frecuencia de conteos diferenciales de leucocitos en la temporada reproductiva de 2005 y 2006. La
barra representa el valor promedio y la linea la desviacion estandar.

6. VARIAICONES DE LOS INDICADORES DURANTE LAS TEMPORADAS REPRODUCTIVAS DE
2003 A 2006.

Con la informacion obtenida se pudo comprobar que durante el periodo de estudio hubo
variaciones en los indicadores morfofisiolégicos, con los cuales se demostré que en las
temporadas reproductivas de 2003 y 2005 el proceso de maduracion gonadica se vio
interrumpida (Figura 56). En el caso de febrero de 2003 se registraron valores bajos de E,,
Ca?*, FC e IGS y altos de Hc. El analisis histolégico demostré que en este mes las hembras
capturadas se encontraron en atresia en estadios de desarrollo del oocito muy tempranos.
En marzo de 2005 los valores de E,, Ca®* y FC decrecieron y el HC incremento. El valor de
IGS indicaba crecimiento de la génada, sin embargo la morfologia de los oocitos mostraba
evidencia de que estos habian entrado en atresia en estadios avanzados de desarrollo, lo
cual correspondia a los valores bajos de los indicadores fisioldgicos. Estos dos eventos

pudieron ser comparados con febrero y marzo de 2004 y febrero de 2006 en donde las
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condiciones para la madurez gonadica presentaron valores altos respecto a febrero de 2003

y marzo de 2005.
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Figura 56. Variaciones de los indicadores morfofisioldgicos asociados a la madurez gonadica de S. sagax durante
las temporadas reproductivas de 2003 a 2006. Las flechas sefialan los meses en los que se observo la presencia
de atresia masiva y la caida de los indicadores fisiolégicos.
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DISCUSION.

En la reunién celebrada en Noruega en el 2001, “Modern approaches to asses maturity and
fecundity of warm-and cold-water fishes and squids”, (Anénimo, 2001), se recomendo el uso
de indicadores o caracteristicas morfolégicas asociadas al desarrollo del oocito, que permitan
hacer comparaciones entre las escalas de madurez propuestas por diferentes autores. Esto
permitio la comparacion del desarrollo del oocito de la sardina monterrey con el de otros
teledsteos. Por esta razoén, la caracterizacion a nivel microscopico del desarrollo del oocito de
la sardina monterrey S. sagax, asociada al seguimiento de la funcién hormonal que regula la
produccion gametogénica, fue la base de esta investigacion.Se comprobé que el desarrollo
del oocito en la sardina monterrey presenta el mismo patrén de crecimiento reportado en
otras especies de teledsteos, tanto marinas (Mayer et al. 1988; Kjesbu et al. 1996; Ochoa-
Baez, 1998; Rideout et al. 1999; Tomkiewics et al., 2003) como dulceacuicolas (Coward y

Bromage, 1998), dividiéndose en crecimiento primario, crecimiento secundario y maduracion.

Durante cada estadio de desarrollo se presentaron cambios morfolégicos, que fueron
particulares a cada estadio y corresponden a eventos fisiolégicos especificos. Durante la
fase de crecimiento primario las oogonias se identificaron como nidos de células. Se ha
sugerido que los grupos de oogonias siempre estan presentes para el reclutamiento, lo cual
es importante en especies con desoves multiples (Coward y Bromage, 1998). En el estadio
de oocitos perinucleolares el desarrollo del oocito se hizo evidente por el cambio en el
namero y forma de los nucleolos, lo cual esta asociado a la acumulacion de sustancias como
ARNSs y proteinas (Wallace y Selman 1981; Tyle y Sumpter 1996; Ochoa-Baéz, 1998).

En S. sagax la presencia de los alvéolos corticales correspondio a las descripciones hechas
por Ochoa-Baez (1998) para Engraulis encrasicolus y por Motta et al. (2005) que
caracterizaron los alvéolos corticales en diferentes especies del género Trematomus vy
Cryodraco, encontrando diferencias en su composicion bioquimica entre especies. No
obstante estas diferencias, mencionan que el desarrollo de estas inclusiones se observo en
la misma zona del oocito en que se ha descrito en otras especies de peces 0seos, préximas
a la envoltura vitelina. El papel de los alvéolos corticales es el de evitar la poliespermiacion,
liberando su contenido en el momento de la fertilizacién al darse la reaccion cortical
(Wallace y Selman 1981; Billard 1992, Tyle y Sumpter 1996).
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Se observo la presencia de las inclusiones lipidicas en la sardina monterrey de forma
conjunta con pequefas inclusiones que dadas sus caracteristicas a los colorantes de la
tincién pueden ser consideradas como los primeros granulos de vitelo. En D. labrax, la
acumulacién de las inclusiones lipidicas, que estan compuestas por lipidos insaturados, se
da de manera conjunta con los primeros granulos de vitelo, que difieren en su morfologia,
propiedades de tincion y composicion quimica. La aparicion de ambas inclusiones marca el
inicio de la vitelogénesis enddgena y después de haberse completado la acumulacion de los

lipidos, se inicia inmediatamente la vitelogénesis exdgena (Mayer et al 1988).

Para el estadio de vitelogénesis, en este trabajo se hizo una division de la vitelogénesis en
inicial y avanzada, aunque diferentes autores generalmente la dividen en tres etapas (Mayer
et al. 1988; Coward y Bromage, 1998; Matsuyama et al. 1991; Tyler y Sumpter, 1996). Tyler
y Sumpter (1996) mencionaron que es en esta fase donde el oocito puede alcanzar hasta el
95 % de su diametro final en especies que desovan en nidos o sustratos, mientras que en
especies con huevos pelagicos el crecimiento del oocito por la vitelogénesis solo representa

entre el 11 % y el 40% de la talla final.

Una caracteristica morfolégica particular en esta especie fue lo que se denomino estadio de
células granulosas columnares. Esta caracteristica no ha sido reportada en otras especies
de teledsteos o no se ha considerado como un estadio de desarrollo del oocito, en otros
trabajos que han hecho descripciones histologicas del oocito de S. sagax. Torres-Villegas
(1997) menciona que durante el crecimiento de estas células se da una acumulacion de
material acuoso hialino en su interior, describiéndolo como un cambio citolégico importante,
considerandolo parte del estadio de hidratacion temprana. Asi mismo, menciona que esta
etapa del proceso de maduracién del oocito es una sefal de que las hembras han iniciado

un proceso que concluira con la ovulacion.

Los estadios de protedlisis, nicleo migratorio e hidratacion fueron la parte final del proceso
de crecimiento del oocito. En esta fase de crecimiento, los estadios se sucedieron de una
forma mas discreta. La fusion de las inclusiones lipidicas durante la protedlisis se vio
acompafiada por cambios en la morfologia del nucleo. Torres-Villegas (1997), menciona que
el cambio en la forma del nucleo y los nucleolos son indicios del proceso de hidratacion,
junto con la desapariciéon de la membrana nuclear. Aun antes de concluir la fusién de las

inclusiones lipidicas se pudo observar en algunas hembras el proceso de migracion nuclear.
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Al mismo tiempo ya se podian observar granulos de vitelo fraccionados en el polo vegetal,
indicador de la fusién del vitelo. Este proceso parece ser comun en especies asincronicas
que presentan desoves multiples, como Paralabrax maculatofasciatus (Ocampo-Cervantes,
2002) y Gadus morhua (Kjesbu et al., 1996), en las que se observaron las mismas

caracteristicas del proceso de maduracion final del oocito.

El ciclo del ovario durante la temporada de puesta concluye con la presencia de los FPO,
que fueron la evidencia directa del desove. La morfologia fue muy similar a la descrita para
E. encrasicolus (Ochoa-Baéz, 1998). De las cuatro fases propuestas para la anchoa
europea, solo pudieron ser identificados los PO del dia 1 al 3, ya que los de dia 0 no se
observaron en las hembras de sardina monterrey recolectadas durante las diferentes
temporadas reproductivas. Otro componente del ciclo ovarico fueron las atresias. En la
sardina monterrey se observd la presencia de atresia masiva en dos temporadas
reproductivas. En una de las temporadas ocurrié principalmente en hembras con estadios
tempranos del desarrollo del oocito, mientras que en la otra se observé en hembras que
habian iniciado el proceso de vitelogénesis. Diversos autores mencionan que la presencia
de dichas estructuras son mas frecuentes al final de la temporada reproductiva, sin
embargo, la atresia puede presentarse cuando las condiciones para la reproduccién se ven
modificadas por algun factor ambiental (Trippel y Harvey, 1990; Kjesbu et al., 1991; Rideout
et al., 2000; Rideout et al., 2005; Torres-Villegas et al., 2007)

Patifio y Sullivan (2002) y Grier (2002) discutieron sobre la inconsistencia que existe en la
utilizacion de diferentes estadios del crecimiento folicular y del oocito, pudiendo utilizar
dichas terminologias para describir procesos fisioldgicos y celulares mas que estadios de
desarrollo, los cuales pueden ser especificos para cada especie. El uso de estas
terminologias puede servir de referencia en cuanto a tratar de relacionar variaciones de los
ciclos hormonales con los cambios morfolégicos del oocito, que fue la finalidad del presente
estudio. En este sentido, la asociacion de los cambios morfolégicos durante el desarrollo del
oocito con los niveles de estradiol y calcio en suero sanguineo proporcioné resultados que

permitieron aportar informacion sobre la fisiologia reproductiva de la sardina monterrey.
En el caso del estradiol se observé que hay una relacion directa entre los niveles de la

hormona y el estadio de desarrollo del oocito de S. sagax. Durante los estadios iniciales de

desarrollo del oocito se encontraron niveles de estradiol bajos, lo cual concuerda con lo
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descrito en especies como D. labrax (Prat et al., 1990, Asturiano et al.,, 2000), S.
melanostictus (Matsubara et al., 1995) y Pleuronectes platessa (Scout el at, 1998). Sun y
Pankhurst (2004) mencionan que en los estadios previtelogénicos la acumulacién de
sustancias proviene de fuentes diferentes a las vitelogeninas y de la formaciéon de los
cuerpos de Balbiani y su crecimiento es independiente al nivel de hormonas esteroideas

circulantes.

La agrupacién de los oocitos y su posterior asociacién con los niveles de estradiol en suero
sanguineo mostré una amplia variacion. Sin embargo, se pudieron definir intervalos que
estuvieron asociados con los cambios morfolégicos en el oocito en sus diferentes estadios de
desarrollo. Se observé en el estadio de inclusiones lipidicas la presencia de pequefios
granulos que por su coloracién corresponderian a los primeros granulos de vitelo. Por lo
tanto se podria considerar que en este estadio comienza a haber un efecto hormonal en los
oocitos. En el caso de la sardina monterrey los niveles de estradiol incrementaron en el
estadio de inclusiones lipidicas con un valor promedio de 189.45 pg ml™”, lo cual concuerda
con lo reportado por Matsubara et al. (1995) en Sardinops melanostictus, en la cual los
niveles criticos a los que se promueve la sintesis de vitelogénesis se encontraron entre los
117 y 300 pg ml™.

Conforme ocurrié el desarrollo de los oocitos los niveles de estradiol en suero sanguineo
también incrementaron. A partir del estadio de vitelogénesis inicial los niveles aumentaron,
alcanzando el valor maximo en el estadio de protedlisis. La separacion de las hembras que
presentaron evidencias de desove por la presencia de FPO permiti6 demostrar que después
de ocurrido el desove los niveles de estradiol fueron mas altos que en hembras no
desovadas. Por otro lado, los niveles de estradiol en los estadios de células granulosas
columnares y protedlisis no deberian de ser mas altos que en los estadios de vitelogénesis,
ya que en estos estadios el proceso de acumulacién de vitelo deberia de haber concluido,
principalmente en el estadio de protedlisis. Murayama et al. (19994), mencionan que los
oocitos que han completado la acumulacién de vitelo no producen estradiol y los niveles de

170a,20B-diOH-P incrementan para promover la maduracion final y la ovulacion.
La presencia de diferentes grupos de oocitos en los desovadores multiples o asincronicos es

la razén por la cual los niveles de estradiol se mantienen elevados aun en estadios de

desarrollo tan avanzados. El analisis histolégico de los ovarios de S. sagax permitid
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comprobar que en hembras con estadios de células granulosas y protedlisis el grupo de
oocitos que les precedian se encontraban generalmente en vitelogénesis inicial, mientras
que en hembras con FPO, nucleo migratorio e hidratacion el grupo de oocitos que les
precedian se encontraban en estadio de vitelogénesis avanzada. Las observaciones hechas
en otras especies de peces asincronicos como S. melanostictus, Gadus morhua, Alburnus
alburnus, Rutilus rutilus, Blicca bjoerkna, D. labrax y Rhombosolea tapirina, han demostrado
que los niveles de estradiol se mantienen elevados durante la temporada reproductiva,
incluso si se ha llevado a cabo el desove. Esto se debe a que el reclutamiento de oocitos es
un proceso continuo y que los niveles hormonales se mantienen altos, en este caso el
estradiol, para mantener la produccion de vitelogeninas que seran utilizadas por el siguiente
grupo de oocitos (Murayama et al., 1994; Kjesbu et al., 1996; Rinchard et al., 1997; Asturiano
et al., 2000; Sun y Pankhurst, 2004).

Las variaciones de los niveles de estradiol asociados al estadio del desarrollo del oocito
también se vieron influenciadas por otros factores. El seguimiento de las variaciones en las
concentraciones de estradiol en la sardina monterrey permiti6 demostrar que existen
variaciones en las concentraciones de estradiol en diferentes escalas de tiempo: en el ciclo
circadiano, a lo largo de la temporada reproductiva y entre temporadas reproductivas. En la
sardina japonesa, S. melanostictus, Murayama et al. (1994) mencionan que las
concentraciones altas de estradiol se presentaron previo al incremento de la 17a, 20B-diOH-

P, lo cual ocurre entre las 20:00 y 23:00 horas.

Las concentraciones bajas observadas en las temporadas reproductivas del 2003 y 2005
estuvieron relacionadas con problemas en la madurez gonadica. En el 2003 las
concentraciones de estradiol fueron particularmente bajas y se asociaron a hembras que no
presentaron desarrollo gonadico, manteniéndose los ovarios con oocitos en crecimiento
primario y con presencia de atresias foliculares en esta fase de crecimiento, mientras que en
el 2005 las hembras si presentaron cierto grado de madurez gonadica, evidenciado por la
presencia de oocitos en estadios avanzados de vitelogénesis, asociandose nuevamente este
evento con la presencia de hembras en atresia folicular masiva. Aunado a esto, también hay
una influencia de la edad de los organismos, ya que se ha demostrado que en hembras que
maduran por primera vez las concentraciones de esteroides sexuales generalmente no

alcanzan los niveles adecuados para llevar a cabo la maduracion gonadica (Sumpter, 1997;
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Scout et al., 1998; Lethimonier et al., 2000; Jalabert et al., 2000; Linares-Casaenave et al.,
2003; Sun y Pankhurst, 2004; Jalabert, 2005).

La presencia de hembras con atresia masiva permiti6 determinar cuales eran las
concentraciones de estradiol bajo dos condiciones diferentes. En febrero de 2003 las
hembras presentaron oocitos en estadios de desarrollo temprano con atresia. En este caso
los valores fueron menores a 100 pg mlI". En marzo de 2005 las hembras alcanzaron el
proceso de vitelogénesis, sin embargo se observo la presencia de atresia masiva con
concentraciones de estradiol cercana a los 400 pg ml”'. En especies como D. labrax
(Asturiano et al., 2000), Pagrus pagrus (Kokokiris et al., 2000), Maccullochella peelii peelii
(Newman et al., 2007) y Solea senegalensis (Garcia-Lopez et al., 2007), bajo condiciones de
cultivo, se ha reportado que la presencia de atresia esta relacionada con el final de la
temporada reproductiva y coinciden con concentraciones bajas de estradiol, muy similares a
las observadas en estadios de desarrollo tempranos del oocito. Torres-Villegas et al. (2007)
consideran un valor normal de 2% de atresia durante la temporada reproductiva de S. sagax,
y este valor llega hasta un 5% al final de la temporada reproductiva, considerando como
atresia mayor cuando mas del 50% de los oocitos presentan las caracteristicas de

reabsorcion.

El uso del Ca** como indicador asociado al crecimiento del oocito presenté una tendencia
parecida al estradiol. Los valores promedio asociados a los diferentes estadios de desarrollo
mostraron incrementos conforme el oocito maduré. La amplia variacion observada en los
diferentes estadios de desarrollo del oocito supondria que no existe una relacion directa
entre las concentraciones de calcio en suero y el desarrollo del oocito. Sin embargo, se
observé un comportamiento similar al ocurrido con el estradiol: los niveles de calcio fueron
mas altos en las hembras que presentaron de manera conjunta oocitos vitelogénicos y FPO
que en aquellas que no presentaron evidencias de desove y presentaban oocitos en alguna
etapa de la vitelogénesis. Es importante considerar también que las concentraciones en los
niveles de estradiol variaron en un orden de magnitud, mientras que el calcio se mantuvo en
el mismo orden, por lo que las variaciones en la concentracion de calcio no fueron tan

marcadas como el estradiol.

El calcio se ha utilizado como un indicador fisiolégico relacionado con la vitelogénesis debido

a que es un componente obligado en la vitelogenina, pudiendo ser evaluado como calcio
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total o como proteinas fosforiladas. Linares-Casenave et al., 2003, mencionan que en
Acipenser transmontanus los niveles de calcio pueden verse enmascarados por otras
proteinas transportadoras que contengan calcio y por la variacion individual en el calcio libre
en plasma. El incremento de las concentraciones de calcio en plasma lo reportan al inicio de
la vitelogénesis, mencionando que estas se mantienen altas, sin presentar diferencias desde
la vitelogénesis inicial hasta la migracion nuclear. En Salmo salar se ha demostrado que
existe una fuerte relacion entre los niveles de calcio total en plasma y el crecimiento ovarico,
que coinciden con la sintesis de vitelogeninas. Durante este proceso Persson et al. (1998),
observaron una concentracion constante de calcio y una acumulacién de este en los oocitos
conforme estos maduraban, sugiriendo que la remocién de calcio del fluido celular deberia
de ser compensado. Por un lado sugieren la utilizacién de fuentes endégenas, demostrado
por la reabsorcién de escalas que coinciden con el crecimiento del ovario y por otro lado,
sugieren que es posible que también incorporen calcio del medio ambiente, sin embargo, el
uso de cualquiera de estas dos fuentes estaran en funcién de su disponibilidad y del costo

energético que implique su movilizacién.

En el caso de los desovadores multiples los mecanismos de incorporacion de calcio en los
ovarios no ha sido tan detallado. Rinchard et al. (1997) hicieron una comparaciéon de las
variaciones en las concentraciones de proteinas fosforiladas en Rutilus rutilus como
desovador total y Alburnus alburnus y Blicca bjoerkna como desovadores asincronicos. Las
diferencias observadas entre los dos tipos de desovadores radicaron en el tiempo de
permanencia de las proteinas asociadas al calcio en el suero sanguineo. En el desovar total
los niveles de las proteinas asociadas al calcio incrementaron junto con los niveles de
vitelogeninas, pero decrecieron de manera mas rapida que estas ultimas. Los desovadores
asincronicos presentaron diferencias: en A. alburnus los niveles de proteinas decrecieron de
manera gradual después de concluir la acumulacion de vitelo en los oocitos, mientras que en
B. bjoerkna los niveles se mantuvieron altos durante toda la temporada reproductiva, lo cual
indicaba un reclutamiento sostenido de oocitos para nuevos desoves, asociando estas
diferencias con la capacidad de producir nuevos desoves en cada especie. La produccion
constante de oocitos en la sardina monterrey durante la temporada reproductiva explica
entonces el por que de niveles altos de estradiol y calcio en estadios avanzados de
desarrollo, como la protedlisis, y después de ocurrido el desove, que en este caso fue

evidenciado por las presencia de FPO.
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El hematocrito presento relacion inversa con el estadio de desarrollo del oocito. En este caso
los niveles de hematocrito altos se asociaron a estadios de desarrollo tempranos, mientras
que su disminuciéon correspondid a estadios de madurez avanzados. Esta relacion fue
notable en hembras que en presentaron de manera conjunta FPO y oocitos en vitelogénesis
inicial. Los resultados obtenidos mostraron un descenso progresivo desde la vitelogénesis
inicial hasta el estadio de protedlisis. En hembras con oocitos hidratados el hematocrito
incrementod, lo que sugiere que los fluidos necesarios para los oocitos se han acumulado y
los niveles de suero vuelven a recuperarse. Los valores menores del hematocrito en estas
hembras podrian deberse a que durante el proceso de maduracién del oocito se requiere de
la acumulacion de fluidos, lo que le confiere la flotabilidad a los huevos pelagicos (Tyler y
Sumpter, 1996). Torres-Villegas (1997), menciona que en los ovarios de la sardina monterrey

se acumula una gran cantidad de material mucoso en hembras proximas al desove.

Existe poca informacion en la que se aborde la relacion entre el hematocrito y la maduracién
del ovario. En especies como Salmo gairdneri (Lane, 1979), Tinca tinca (Guijarro et al.,
2003), D. labrax (Kavadias et al., 2004), Thunnus maccoyi (Rough et al., 2005) e Ictalurus
punctatus (Tavares y Moraes, 2007) se han reportado variaciones estacionales en los niveles
de hematocrito, relacionando estos cambios con diferentes condiciones de los organismos.
Dentro de estas condiciones se encuentra el estado nutrimental, la edad y el estado de
estrés de los organismos. Rough et al. (2005) mencionan que en organismos silvestres de
Thunnus maccoyi las variaciones en el hematocrito se vieron afectadas por las condiciones
del muestreo, ya que en condiciones de estrés puede ocurrir la liberacion de células
sanguineas del baso e incrementar el hematocrito hasta un 60% después de media hora de
la captura. Es posible que esto ocurra de igual manera en la sardina monterrey, ya que el
proceso de captura en la pesca industrial implica un fuerte estrés para los organismos, sin
embargo, los resultados encontrados demostraron que si hay una relacion entre los niveles

de hematocrito y el estadio de desarrollo del oocito.

Cada uno de estos indicadores fisioldgicos permitid establecer cierta relacién con el estadio
de desarrollo del oocito, a través de los cuales se identificaron alteraciones en el proceso de
maduracion gonadica. No obstante, estos indicadores se ven modificados por las
caracteristicas de los individuos, que también pudieron ser utilizados como indicadores de la

reproduccion de la sardina monterrey.
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La presencia de atresia folicular en dos periodos reproductivos permitié observar condiciones
diferentes en el proceso reproductivo de la sardina monterrey. En febrero de 2003 se
observo la presencia de hembras con atresia folicular masiva en estadios de desarrollo
tempranos, mientras que en marzo de 2004 las hembras habian entrado en vitelogénesis
avanzada, observandose la atresia masiva en estos estadios. Rideout et al. (2005)
mencionan que existen 3 eventos diferentes en la supresion del proceso reproductivo,
dependiendo en que fase del ciclo normal de madurez gonadica se presente. Estas tres
condiciones son inactividad del ovario, la reabsorcion y la retencion de los oocitos. En el
caso de la sardina monterrey se pudieron identificar los dos primeros casos. En 2003 se
identificaron hembras con ovarios en inactividad puesto que no hubo crecimiento de los
oocitos y en 2004 ocurrié la reabsorcion de oocitos en vitelogénesis. En ambos casos los
indicadores fisiolégicos fueron diferentes a aquellos que se observaron en hembras en las

que el proceso de maduracion se considerd normal.

Pero no solo los indicadores fisioldgicos fueron diferentes. Las temporadas reproductivas en
las que se registro la atresia masiva se caracterizaron por la presencia de hembras que se
encontraban por debajo de la talla de primera madurez, lo cual implica diferencias en la
fisiologia de los ejemplares, considerando que animales de tallas pequefias son de menor
edad que organismos de tallas grandes. En este estudio se observaron cambios en las
frecuencias de tallas: en 2003 y 2005, en los que las tallas fueron pequefias con un intervalo
reducido, mientras que en 2004 y 2006 la talla incremento y el intervalo de frecuencias fue
mas amplio. Aun con las variaciones observadas, las tallas de los ejemplares muestreados
se encontraron dentro de los intervalos reportados por los diferentes autores para la misma
zona de estudio. En Bahia Magdalena se ha demostrado que existe una sucesiéon de la
frecuencia de tallas en diferentes temporadas reproductivas (Félix-Uraga, 1986; Félix-Uraga
y Ramirez—Rodriguez, 1986; Torres-Villegas et al., 1995; Torres-Villegas et al., 1997;

Hernandez-Lépez, 2003), con un intervalo de 75 a 215 mm de longitud patrén.

El uso de algunas caracteristicas morfométricas como la relacion peso-longitud y el factor de
condicion se han asociado principalmente con la reproduccion, el crecimiento y cambios en
el ambiente. Esto se ha demostrado en Trachurus mediterraneus (Santi¢ et al., 2006),
Engraulis encrasicolus (Sinov€i¢, 2004; Basilone et al, 2006), Trachurus symmetricus,
Scomber japonicus, y Engraulix mordaz (Parrish y Mallicoate, 1995). En estas especies la

relacion peso-longitud y el factor de condicién decrecieron cuando alcanzaron los periodos
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de mayor actividad reproductiva y conforme concluia dicha actividad mejoraron su condicion.
Estas caracteristicas, empleadas como indicadores del bienestar de los organismos, también
presentaron cambios en las temporadas en las que se identificod la supresion del proceso de
maduracion ovarica de la sardina monterrey. Es pertinente sefalar que no siempre se
encontré una relacion tan clara entre estos indicadores. Se observé en algunos casos, como
en la temporada reproductiva de 2005, antes de observar la presencia de atresia masiva,
organismos de talla y peso bajos que presentaron un factor de condicién alto. Patterson
(1992) demostré en Sardinops sagax una relacion entre el factor de condicion y la actividad
reproductiva, sin embargo encontré casos en los que se dio una mejora en la condicion de
los organismos dentro del periodo reproductivo, lo cual menciona que es dificil de explicar y
lo atribuye a la hidrataciéon de la gonada. En su estudio menciona que tampoco hay una
relacion simple que explique los cambios anuales del factor de condicion y su relacion con
los cambios oceanograficos, a diferencia de otros autores en los que esta relacién es directa
(Parrish y Mallicote, 1995).

Buscar relaciones directas entre parametros bioldgicos de una especie, ya sea el factor de
condicién, indicadores de actividad reproductiva o el reclutamiento de nuevos organismos,
con factores abidticos, como surgencias o cambios ambientales, a menudo llevan a
resultados que no presentan una relacion clara o facil de explicar. Caso tipico en la biologia
pesquera, y particularmente en los pelagicos menores, es el reclutamiento de nuevos
organismos al stock. Diversos autores han tratado de demostrar una relacién entre el tamano
del stock y la produccion de nuevos organismos (Clark y Marr, 1955; Hempel, 1979; Kim et
al., 2006), suponiendo que las clases anuales grandes provienen de grupos desovantes
grandes, mientras que las clases anuales pequefias pueden ser producto de un stock de
cualquier tamafo. En este tipo de hipotesis pocas veces se contempla la fisiologia de los
organismos y el papel que puede desempefar en el tamafio de las poblaciones. Por ello es
importante integrar esta informacion para tratar de establecer una mejor relacion entre la
reproduccion y el reclutamiento de nuevos organismos (Murayama et a.l, 1994; Kurita et al.,
2003). En este sentido, los indicadores morfofisiologicos utilizados en el presente estudio
pueden ser una herramienta Util en cuanto a su aplicacién en el seguimiento de la madurez

gonadica de la sardina monterrey.

Se considera que el resultado mas importante encontrado fue la presencia de atresia masiva

en diferentes temporadas reproductivas, ya que las condiciones en las que se presentaron
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fueron diferentes. De haberse hecho el seguimiento rutinario, utilizando el IGS como principal
indicador de madurez, se habria llegado a conclusiones erroneas en su interpretacion. En el
2003 los valores bajos de IGS indicarian que no hubo actividad gonadica, mientras que en
2005 se podria considerar que si la hubo. Chavira-Nifio (2005) establecié una escala de IGS
para la sardina monterrey con ejemplares obtenidos en Bahia Magdalena, encontrando que
entre valores de 3 y 5 se considera a las hembras en plena madurez gonadica, sin embargo
dentro de este intervalo reporta la presencia de hembras con atresias foliculares. Torres-
Villegas (1997) menciona un rango de IGS entre 4 y 13, encontrando variaciones del IGS a lo
largo de su periodo de estudio e identificando periodos de poca actividad gonadica. En
ambos casos las escalas de IGS fueron validadas mediante analisis histologico de los
ovarios. Sin embargo en otros estudios la valoracion de la madurez gonadica solo se ha
sustentado en el uso del IGS y de escalas morfocromaticas, reportandose actividad
reproductiva de la especie durante todo el afo en la misma zona de estudio (Hernandez-
Lopez, 2003; Alvarez-Trasvifia, 2008).

El hecho de encontrar dos temporadas en las cuales el proceso de maduracion gonadica de
se vio interrumpido, evidenciados por la presencia de atresia masiva mediante el analisis
histolégico, fue un indicador contundente de cambios en el proceso de maduracion gonadica
de la sardina monterrey. Al encontrarse inactividad ovarica en una temporada reproductiva y
reabsorcion de oocitos vitelogénicos en otra, que son dos eventos diferentes de supresion
del proceso de maduracién como lo sefiala Rideout et al. (2005), se puede suponer que las
condiciones para completar el proceso de crecimiento y maduracion de los oocitos no fueron
las adecuadas. Por lo tanto, el esfuerzo fisiolégico que implica la produccion de oocitos no

reportaria ningun beneficio para la especie.

Durante el periodo de estudio no se observé un desequilibrio en la proporcion de sexos en S.
sagax al que se le pudiese atribuir la presencia de atresia en cualquiera de las dos
temporadas reproductivas, como en el caso de Catostomus commersoni (Trippel y Harvey,
1990), donde una mayor proporcion de hembras debida a la remocién de los machos por
efecto de la pesca, reporto una incidencia de atresia del 75%. Sin embargo, el FC si presento
cierta relacion con la atresia: en 2003 el FC fue bajo durante toda la temporada reproductiva,
sin embargo estos valores también fueron observados en las hembras de 2006, las cuales si
alcanzaron la maduracion gonadica. En la temporada reproductiva del 2005 el FC fue alto al

inicio de la temporada, lo cual deberia suponer un desarrollo gonadico normal. No obstante
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el subito descenso en el FC en marzo estuvo ligado a la presencia de atresia folicular masiva
y a bajas concentraciones de estradiol. La presencia de atresia masiva se ha reportado en
Gadus morhua en el medio natural y bajo condiciones experimentales (Kjesbu et al., 1991;
Rideout et al., 2000;) relacionando la presencia de la atresia con deficiencias nutrimentales.
Kurita et al. (2003), mencionan que el crecimiento del oocito y la fecundidad de Clupea
harengus se ven afectados por la presencia de atresia y esta a su vez esta estrechamente

relacionada con la condicién corporal de las hembras.

La falta de alimento puede conducir a un estrés en los organismos que implique
modificaciones fisiolégicas. Se ha demostrado que en algunos peces pelagicos como E.
mordax, es necesario que el organismo consuma de un 4 a 5 % de su peso por dia de
alimento para poder sostener el costo anual de crecimiento y reproduccion (Hunter y Leong,
1981). En la sardina monterrey la temperatura es el factor ambiental que mas se ha
relacionada con las variaciones en el FC y la reproduccién (Lluch-Belda et al., 1991; Torres-
Villegas, 1997; Hernandez-Lopez, 2003; Lynn, 2003; Yatsu et al., 2005; Robinson et al.,
2007), pero no hay reportes que senalen el efecto inmediato que pudiera tener la falta de
alimento a corto plazo. La privacién de alimento y el estrés generado podrian desembocar en
alteraciones a nivel hormonal. En Oncorhynchus mykiss, bajo condiciones de estrés, los
niveles altos de cortisol tienen un efecto inhibitorio en los receptores de estradiol en el
higado, ocasionando un descenso en los niveles de vitelogeninas en plasma y su
consecuente efecto en el crecimiento de los oocitos (Lethimonier et al., 2000). La proporcion
de hormonas proteicas que intervienen en el proceso de maduracion del oocito también

pueden verse afectadas.

El avance en las investigaciones sobre el papel de la atresia en el reclutamiento de oocitos y
su relacion con los factores ambientales ha llegado hasta niveles subcelulares para analizar
las causas que regulan estos procesos. En Solea senegalensis se han encontrado cambios
en las concentraciones de los receptores de vitelogeninas y de proteinas transportadoras de
lipidos. Estos compuestos se encontraron en concentraciones altas en oocitos
previtelogénicos, higado y tejido adiposo y sus concentraciones decrecen conforme madura
el ovario, pero en presencia de atresia folicular los niveles de ambos compuestos se
mantienen altos (Agulleiro et al., 2007). En Liza ramada, en condiciones experimentales y
bajo estrés inducido, se observo que la proporcion de activita e inhibina estan estrechamente

relacionadas con la presencia de atresia folicular. Se encontré una fuerte inmuno-reactividad
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de activina beta cuando las células de la granulosa adquieren funcion fagocitaria, mientras
que en oocitos con desarrollo normal la activina presento una mayor reaccién (Mousa y
Mousa, 2003).

En un intento por relacionar el proceso de maduracién gonadica con indicadores mas finos
del estado de bienestar de los peces fue que se hizo uso del hematocrito y de los conteos
diferenciales de leucocitos, ya que su uso es una herramienta util en la evaluacién del estado
de condicién de los peces (Guijarro et al, 2003; Kavadias et al, 2004; Congleton y Wagner,
2006; Tavares y Moraes, 2007). De todos los parametros reportados en la literatura solo
pudieron ser evaluados el hematocrito y el conteo diferencial de leucocitos en S.sagax
debido a las condiciones del muestreo. El hematocrito demostré ser un indicador critico
asociado al estadio de desarrollo del oocito, ademas de demostrar diferencias en la
proporcidn suero-paquete celular al relacionarse este parametro con los diferentes intervalos
de tallas. Se ha demostrado que estas diferencias de los niveles de hematocrito con respecto
a la edad influyen en el desempefio metabdlico de los organismos, puesto que el volumen y
densidad de las células sanguineas determinan la eficiencia del transporte de oxigeno,
ademas de la capacidad de osmorregulacién que es menos eficiente en organismos jévenes
(Nespolo y Rosenmann, 2002). Estas observaciones llevarian a suponer que las hembras
jévenes de S. sagax tendrian prioridades en cuanto a necesidades metabdlicas, mas
urgentes que la reproduccién, lo cual podria estar relacionado con los problemas de

maduracion gonadica observados durante el periodo de estudio.

En cuanto a la relacion de los conteos diferenciales de leucocitos con el FC, no fue posible
establecer una asociacion. Los conteos solo pudieron realizarse en hembras de dos
temporadas reproductivas sin encontrarse diferencias significativas en los conteos. Sin
embargo, esta bien establecido que ocurren cambios en los parametros hematoldgicos,
incluidos el hematocrito y los conteos diferenciales de leucocitos. Dichas variaciones estan
relacionadas con cambios en la alimentacion, el estrés y la disponibilidad de recursos
energéticos del organismo (Rios et al., 2002; Guijarro et al., 2003; Rough et al, 2005). En D.
labrax los cambios en los parametros hematolégicos se han relacionado con el estado
reproductivo, siendo mas notables las variaciones en las hembras que en los machos
(Kavadias, et al., 2004).
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En la sardina monterrey los trabajos fisioldgicos son escasos. Llegar a los niveles
subcelulares con los que se puedan determinar cambios fisioldgicos mas detallados
permitirian asociar cambios en los procesos de maduracion gonadica que afecten la
produccion de oocitos. Estas consideraciones han sido sugeridas ya por algunos autores, los
cuales proponen el uso de marcadores moleculares para identificar los factores involucrados
en la regulacion del crecimiento folicular y su degeneracion, ademas de considerar a la
atresia en los modelos de evaluacién de biomasa como un mecanismo de regulacion de
produccion de oocitos y su asociacion con factores enddgenos como la condicion de los
organismos, los procesos hormonales y su relacién con el ambiente (Kurita et al, 2003;
Agulleiro et al, 2007; Ganias et al., 2008).

Los resultados obtenidos en el presente estudio son una aproximacion a un proceso
sumamente complejo como es la reproduccién, en el cual intervienen factores exégenos y
endogenos que actuan en diferentes escalas de tiempo. No obstante, los indicadores
morfofisiolégicos relacionados al crecimiento del oocito y la madurez gonadica de la sardina
monterrey pueden ser utilizados como indicadores endégenos del proceso de maduracién
gonadica, aunque aun es necesario realizar estudios que profundicen en estas relaciones.
Caso particular es la presencia de atresia masiva y el papel que juega al presentarse durante
los meses en los que se consideran de mayor actividad reproductiva, como mecanismo de

regulacién en la produccion de oocitos y su efecto en el reclutamiento.
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CONCLUSIONES

Los cambios celulares en el crecimiento del oocito de S. sagax durante las fases
preovulatoria, postovulatoria y de atresia folicular, conservan una relaciéon directa
con la concentracion de E, y de Ca* en suero sanguineo. De la misma manera

sucedio para el hematocrito.

Se concluye que los intervalos de concentracion del estradiol entre 140pgmli™ y
240pgml™ son indicadores del inicio de la acumulacién de vitelo proteico en el

ooplasma y se mantienen en el nivel superior durante los desoves parciales.

La concentracion de estradiol y de calcio, demostraron variaciones en el tiempo:
anuales, mensuales y diarias. En el ciclo circadiano, dan evidencia de mayor
actividad antes y después del desove. En los meses de reproduccion, al inicio y al

final de la temporada reproductiva, llegan al minimo valor registrado.

En las variaciones anuales, las concentraciones de estradiol y de calcio
disminuyeron de manera notable, en las temporadas en que se encontrd la
presencia de atresia masiva. En tanto que el hematocrito se comporta de manera

inversa.

El hematocrito indica de manera directa y da evidencia de la puesta inmediata en
el ciclo diario.

El incremento del estradiol y calcio en la sangre en presencia de foliculos
postovulatorios simultaneos con oocitos en vitelogénesis inicial, se explica por el

reclutamiento de los oocitos que conformaran el siguiente desove.
Los indicadores endégenos en su totalidad estan relacionados en alguna medida

con la talla de los organismos. Por tanto, se concluye que la talla puede ser

utilizada como otro indicador intrinseco.
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La composicion de leucocitos conserva la estructura cualitativa y cuantitativa en
los meses analizados, sin expresar de manera directa la condiciébn de los

organismos en las temporadas de reproduccion analizadas.

El hematocrito tiene una relacién inversa con la talla y en consecuencia con la
edad.

Se concluye de manera general que los predictores enddégenos empleados en su
conjunto, pueden ser utilizados para inferir el estado de maduracion ovarica de

Sardinops sagax durante cualquier etapa del periodo reproductivo.
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RECOMENDACIONES.

- Es necesario una buena fijacion de los organismos y del proceso histolégico para
poder hacer una adecuada interpretacion y asignacion del estadio de desarrollo de

los oocitos.

- Las muestras de suero deben de ser procesadas lo mas pronto posible para evitar
alteraciones que modifiquen los resultados en las cuantificaciones de estradiol y
calcio, de igual manera el hematocrito debe de cuantificarse antes de que ocurra la

hemodlisis, ya que esto afecta la relacién suero-paquete celular.

- Seria recomendable incluir pruebas de bioquimica sanguinea y de incidencia de
parésitos que permitan establecer una mejor relacion entre los parametros

hematol6gicos y el factor de condicion de los organismos.

- Aunque ya se han determinado algunos indicadores endégenos en las hembras
con el presente estudio, es necesario realizar estos mismos estudios en los
machos, de manera conjunta, para tratar de establecer si ambos sexos se ven
afectados en su maduracion gonadica cuando se presentan eventos

extraordinarios como el caso de la atresia masiva en hembras.
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