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RESUMEN

El lenguado de California Paralichthys californicus (Ayres) es un pez de importancia
comercial que tiene gran demanda internacional por la textura y sabor de su carne. Durante
los tultimos afios, su abundancia ha fluctuado y tiende a disminuir. Se distribuye desde el rio
Quillayute en la Columbia Britanica, Canada hasta Bahia Magdalena Baja California, México.
Al igual que otras especies de peces, el lenguado de California no se reproduce en cautiverio
aun cuando los ovocitos llegan a su madurez, posiblemente por la ausencia o modificacion de
algtin factor ambiental que actiia como una sefial para los organismos, entonces se inhibe la
maduracion final, la liberacion de feromonas, el cortejo y consecuentemente el desove. El
objetivo de este frabajo fue estandarizar una técnica de muestreo de ovocitos intraovaricos
para estimar la madurez sexual de las hembras de Paralichthys californicus, para ello se
recolectaron 66 hembras y se calculd el indice gonadosomatico (IG) cuyo promedio fue 2.861
con una desviacion estandar de 2.8. Se realizo una descripcion macroscdpica y microscopica
del ovario y se efectuaron muesireos intraovaricos de ovocitos. A diferencia de otros grupos de
teleosteos, en el lenguado de California el ovario se proyecta en direccion posterior a partir del
poro genital y el conducto ovdrico se encuentra en diferentes posiciones a lo largo de la
gonada, En los ovarios inmaduros solo existieron ovocitos menores a 408 um y se observo un
gradiente de madurez que se incrementa de la periferia hacia el conducto ovarico. Existe una
mayor cantidad de ovocitos maduros en la parte anterior de las gonadas maduras y
transversalmente se encuentran repartidos en forma aleatoria. Las frecuencias de ovocitos de
diferentes didametros observados en las distintas secciones del ovario tienen una distribucion
bimodal que coincidio con la distribucién de los ovocitos extraidos con el catéter y que en
forma conjunta con los resultados del andlisis histoldgico se establecid el criterio para
clasificar a las hembras como maduras o inmaduras. Los resultados de este trabajo indican que
cuando se analiza el estado de madurez sexual de una hembra de P. californicus una

proporcion de ovocitos maduros (>500 um) de 30% o mayor indican que el organismo estd
listo para ser inducido al desove mediante una estimulacién hormonal.



11

DEDICATORIA

A Dios, que me di6 la vida y un suefio por alcanzar.

A mis papas Rosa Elena Balcorta y Eleazar Chapa Ramos, son los
cimientos de mi vida, y mi fuerza interior. Gracias a ustedes he llegado hasta
aqui, me han dado su carifio y apoyo en todos los sentidos, es mi turno de forjar
el camino.

A mis hermanas Gabriela y Wendy Celeste, el chiste es encontrar tu
suefio de ahi en adelante solo hay que seguirlo, el camino no es facil y los golpes
duelen bastante, pero vale la pena.

Ragi, eres mi presente y mi futuro. Ilegaste a mi vida para llenarla de
amor, felicidad y plenitud. Gracias por ayudarme a encontrarme a mi misma.

Ni atras, ni adelante.... juntos de la mano por siempre.

Mar... por ti estoy aqui, eres mi motivo y mi razon.



III

AGRADECIMIENTOS

A mi director de tesis M. en C. Benjamin Bardn Sevilla por todo el apoyo, la
confianza y la paciencia que me brindo para poder salir adelante, mejor director no puede
existir.

A mis sinodales, la M. en C. Olivia M. Tapia-Vazquez y a la Oc. Guillermina Chi
Barragan gracias por su comprension y apoyo y una disculpa por todas las prisas.

Al Centro de Investigacion Cientifica y Educacion Superior de Ensenada (CICESE)
ya que fodos los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Ecofisiologia del
Departamento de Acuicultura.

Al Dr. Fernando Bukele por todo su apoyo durante el desarrollo de esta tesis.

Al personal del laboratorio de Patologia de moluscos bivalvos dirigido por el Dr.
Jorge Céceres por que siempre que necesite su ayuda alli estuvieron. Quiero agradecer
especialmente a Rebeca Vazquez pues fue una ayuda fundamental en la elaboracién de los
cortes histologicos de esta tesis. :

A la Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad Auténoma de Baja California
que fue mi casa por 5 afios y gracias a ella logré alcanzar mis metas y concebir otras
nuevas.

A todas las personas que laboran en el Mercado de Mariscos (Mercado Negro) de
esta ciudad por donar las muestras utilizadas en el presente estudio. A las personas que
trabajan en la pesca deportiva gracias por los intentos para encontrar organismos vivos.

A mi familia, gracias por todo el carifio y por siempre creer en mi y estar conmigo
en las buenas y las malas.

A Surgencia, que fue una parte importante en mi vida y en mi formacion
profesional, gracias por todo equipo!

Por todo su apoyo y carifio a todas las personas que conforman las Joyerias de Los
Castillo: Sefiora Margarita Mcfarland, Margarita Sinchez, Dr. Mario Sanchez, a la sefiora
Katy, Claudia, Angélica, Ramona, Angel, Keyla, Mary, Ariana y Brenda.

A Tania, eres la mejor amiga que he tenido en toda mi vida.

A Alcira Portillo, Tania Camiro, Claudia Moreno, Edgar Saldafia, Steephen, Iris,
Paty Cambero, Jessy Montafio, Dania, Cecy y Arturo Cerdn, Canek Villanueva, Betty
Guatanave, Corpus Zetina, Miguel Torres, Graciela Guerra, Ana Maria Ifiiguez, Jests
Villavicencio, Darla, Jessy, Gisela Escalante y mis compafieros de generacion, todo el
personal y estudiantes del Departamento de Acuicultura, los chicos del almacén y todas
aquellas personas que me brindaron su carifio, amistad y apoyo, siempre estardn en mi
recuerdo.



v

INDICE

SECCION PAGINA

INTRODUCCION 1

OBJETIVOS i

MATERIALES Y METODOS 8
Muestreo de las hembras del lenguado 8
Conservacion de los ovocitos 9
Descripcion macroscopica del ovario 10
Descripcidon microscopica del ovario 11

RESULTADOS 20
Efecto de la solucion conservadora en el didmetro de los ovocitos 22
Descripcion macroscopica del ovario 24
Descripcion microscopica del ovario 28
Anadlisis de frecuencias de los ovocitos 30
Descripcion de la distribucidn transversal de los ovocitos por o 4]
grados de desarrollo
Analisis de ovocitos intraovaricos 43
Escala propuesta para la interprestacion del analisis de ovocitos 46

intraovaricos

DISCUSION 48

CONCLUSIONES 56

LITERATURA CITADA 58




INDICE DE TABLAS

TABLA

TITULO

PAGINA

I

III

v

Vil

VIII

Comparacion del indice gonadosomético de Paralichthys californicus
calculado con tres métodos contrastados con una prueba de Mann-
Whitney.

Pruebas de correlacion de Spearman para las distintas medidas de las
gonadas de FParalichthys californicus.

Efecto de Ia solucion de Formol al 1% y fres distintas concentraciones

de NaCl sobre el didmetro de los ovocitos (um) de FParalichthys
californicus. Prueba de Wilcoxon

Efecto de la solucion de Formol al 1% y dos distintas concentraciones

de NaCl sobre el didmetro de los ovocitos (um) de Paralichthys
californicus. Prueba de Wilcoxon

Valores de peso seco unitario promedio de los ovocitos de F.
californicus por intervalos de tallas calculados a partir de la regresion
lineal.

Pruebas de independencia resultantes de la tabla de contingencia
utilizada en la comparaciéon de las frecuencias de ovocitos de tres
ovarios maduros de Paralichthys californicus. El color azul indica la
hipodtesis que fue aceptada.

Pruebas de independencia resultantes de la tabla de contingencia
utilizada en la comparacion de las frecuencias ovocitos de
Paralichthys californicus entre un ovario maduro mds avanzado y
uno inmaduro. El color azul indica la hipdtesis que fue aceptada.

Escala propuesta para la interpretacion de los andlisis de ovocitos
intraovaricos de Paralichthys californicus.

21

22

23

23

28

31

32

47




INDICE DE FIGURAS

Vi

FIGURA

TITULO

PAGINA

1

10

Longitudes medidas en cada gonada de Paralichthys californicus.
LTG, longitud total de la génada; PP, longitud de la rama posterior
izquierda; PPD, Longitud de la rama posterior derecha; HPS, altura
maxima del ovario.

Esquema de los tamices utilizados para separar los ovocitos de
Paralichthys californicus en diferentes intervalos de didmetro. 1,
cople de PVC de 8.89 cm (3.5”); 2, tubo de PVC de 7.62 cm (37); 3,

malla para separar los ovocitos (132 pm - 761 pm).

A. Tamices ensamblados verticalmente de mayor (parte superior) a
menor apertura de malla (parte inferior). B. Tubo en el que se
introdujo la columna de tamices para realizar la separacion.

Cdmara utilizada para el conteo de los ovocitos. La cdmara esta
formada por una seccién de jeringa de polietileno adherida a un
portaobjetos. P, portaobjetos utilizdo para tapar la cdmara con
ovocitos y llena con la solucion conservadora.

Secciones muestreadas para el estudio de la distribucion de las
frecuencias de ovocitos por didmetro en ovarios de Paralichthys
californicus.

Secciones donde se obtuvieron los cortes histologicos en el ovario
inmaduro de Paralichthys californicus.

Recoleccion de muestras intraovaricas de Paralichthys californicus. A.
maxima profundidad a la que se puede introducir el catéter (sefialada
con una flecha). B. Detalle de la region anal, con el catéter
introducido en el poro genital. Ape, Aleta pectoral; Ap, Aleta pélvica;
Gn, poro genital; C, Catéter.

Indice gonadosomatico de las hembras de Paralichthys californicus
calculado restando el equivalente de la masa que representan las
visceras.

Relacién de las diferentes medidas de la longitud del ovario de
Faralichthys californicus con respecto a la longitud total de la gonada

(LTG). ™ Rama posterior derecha (PPD); e Altura maxima del
ovario (HPS); Rama posterior izquierda (PPI). Las lineas solidas y
las ecuaciones indican la regresion lineal de cada medida segiin su
color.

Diseccion de la cavidad abdominal de Faralichthys californicus. A.
Ubicacion del ovario. B. Remocion de la rama izquierda para
evidenciar el acomodo del ovario con respecto a la osamenta. Aa,
aleta anal; E, estomago; Eh, espinas hemales; Ei, espina interhemal; G,
ovario; Gp, poro genital; Hp, hepatopancreas; Op, opérculo; R, rifidn;
Rd, rama derecha; Ri, rama izquierda.

10

12

13

13

15

17

19

21

22

26




VII

FIGURA

TITULO

PAGINA

11

12

13

14

15

16

17

- 18

19

20

Ubicacion del conducto ovédrico en cada rama del ovario de
Paralichthys californicus. B1, seccion del conducto que se dirige hacia
las prominencias; B2, seccion donde el conducto ovdrico se ubica en
el extremo exterior de cada rama; B3, Seccion donde el conducto
ovarico se observa en el centro del ovario.

Diagrama de los cortes transversales del ovario de Faralichthys
californicus en donde se aprecia la posicion del conducto ovarico. A,
conducto ovarico en la region que va desde el extremo anterior del
ovario hasta después de las prominencias; B, conducto ovarico del
final de las prominencias-al extremo posterior del ovario.

Relacion entre el didmetro y la raiz cuadrada del peso seco unitario

(PSU) de los ovocitos de Paralichthys californicus. e Observaciones;
...Intervalo de confianza; ...Intervalo de prediccion.

Distribucion de frecuencias de ovocitos de diferentes didametros por
secciones de un ovario maduro de Paralichthys californicus rama
izquierda (IG = 4.48). La linea clara en cada seccion indica el
diametro promedio.

Distribucidn de frecuencias de ovocitos de diferentes diametros por
secciones de un ovario maduro de Paralichthys californicus rama
derecha (1G=4.48). La linea clara en cada seccion indica el diametro
promedio.

Distribucion de frecuencias de ovocitos de diferentes didmetros por
secciones de un ovario maduro de Paralichthys californicus
(IG=6.127). La linea clara en cada seccion indica el didmetro
promedio.

Distribucién de frecuencias de ovocitos de diferentes didmetros de la
seccidn 1 de una génada madura de Paralichthys californicus (IG=
6.127). '

Distribucion de frecuencias de ovocitos de diferentes didmetros por
secciones de una gonada inmadura de Paralichthys californicus. (1IG=
1.686) La linea clara en cada seccidn indica el didmetro promedio.

Corte transversal de una gonada inmadura de Paralichthys
californicus, Seccion 1 (12.5x) tincion: hematoxilina-eosina. EE,
tejido ovarico superficial (compuesto de tejido muscular y conectivo);
PE, tejido germinativo; CO, conducto ovarico, Ge, gradiente de
coloracion.

Lamelas que conforman el ovario inmaduro de PFParalichthys
calitornicus. Seccion 11, (12.5x) tincidn: hematoxilina-eosina; PE,
tejido germinativo; EE, tejido ovdrico superficial.

27

27

29

32

33

33

34

34

36

36




Vil

FIGURA

TITULO

PAGINA

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Corte transversal de un ovario inmaduro de Paralichthys californicus.
Seccion III. (200x) tincidon: hematoxilina-eosina; NV, ovocito no
vitelado; PV, ovocito parcialmente vitelado; IS, vaso sanguineo.

Corte transversal de un ovario maduro de Paralichthys californicus.
Seccion IIT (12.5x) tincidon: hematoxilina-eosina. EE, tejido ovarico
superficial, NV, ovocitos no vitelados; V, ovocito vitelado; CO,
Conducto ovarico.

Corte transversal de un ovario maduro de Paralichthiys californicus.
Seccion II. (50x) tincion: hematoxilina-eosina. EE, tejido ovarico
superficial, NV, ovocitos no vitelados; PV, ovocito parcialmente
vitelado; V, ovocito vitelado, GA, gota de aceite; N, nticleo; n,
nucléolos.

Ovocito de FParalichthys californicus en la etapa de maduracion final.
Seccion III. (Z00x) tincion: hematoxilina-eosina; GA, gola de aceite;
Pvi, plaqueta vitelina; N, nticleo; n, nucléolos; ZR, zona radiata; FO,
foliculo preovulatorio.

Ovulos de Paralichthys californicus colectados en el conducto ovarico
cerca del poro genital, deformados en su esfericidad por efecto del
proceso histoldgico. (200x) tincion: hematoxilina-eosina. A, gota de
Aceite; Vit, vitelo; CO, corion.

Corte transversal de un ovario maduro de Paralichthys californicus
con un foliculo postovulatorio. Seccidon V. (200x) tincion:
hematoxilina-eosina. Fpo, foliculo postovulatorio; NV, ovocito no
vitelado; N, ntcleo; n, nucléolo.

Escala de maduracion y crecimiento de los ovocitos de Paralichthys
californicus.

Frecuencia relativa por intervalos de didmetro de los ovocitos de
Paralichthys californicus extraidos mediante muestreo intraovérico a

10.7 em de profundidad. I error estandar.

Frecuencia relativa por intervalos de didmetro de los ovocitos de
Faralichthys californicus extraidos mediante muestreo intraovarico a

8 cm de profundidad. I error estandar.
Frecuencia relativa por intervalos de didmetro de los ovocitos de
Faralichthys californicus extraidos mediante muestreo intraovarico a
4 cm de profundidad. I error estandar.

38

38

40

40

41

41

44

14

45




INTRODUCCION

El lenguado de California Paralichthys californicus (Ayres) es un pez comercial que
tiene gran demanda a nivel internacional por la textura y sabor de su carne. Sin embargo,
durante los ultimos afios, la abundancia de este recurso ha fluctuado y tiende a disminuir por
causa de la sobrepesca (Barsky, 1990). Garcia-Franco ef al. (1998) observaron en el estado de
Baja California un decremento aproximado del 81% en la pesqueria multiespecifica del
lenguado entre 1991y 1994, Esta tendencia poblacional, aumenta la necesidad de conocer la
biologia de estas especies, para desarrollar los métodos adecuados de cultivo ya sea con fines de
repoblamiento o para la produccion comercial que satisfaga las demandas sin que el recurso se
vea en peligro de extincion y que con el tiempo sustituya los productos provenientes de la

pesca.

F. californicus pertenece al orden Pleuronectiformes (Ahlstrom y Moser, 1975) y a la
familia Paralichthydae. Se distribuye desde el rio Quillayute en la Columbia Britdnica, Canada
hasta Bahia Magdalena Baja California, México (Miller y Lea, 1972). Es un pez benténico que
habita en fondos arenosos y se distribuye verticalmente desde la superficie hasta profundidades
de 91.5 m (Miller y Lea, 1972). Su cuerpo es aplanado y tiene los dos ojos en uno de sus lados
(lado izquierdo en el 60% de los casos). Su color es café verdoso o negro con puntos oscuros en
el lado superior del cuerpo (el que tiene los gjos), la regiéon ventral es blanca y lisa. Las
caracteristicas principales que lo diferencian de otros lenguados son su boca larga, un maxilar
que sc extiende posteriormente mds alld del ojo; su linea lateral que se extiende
longitudinalmente a todo el cuerpo, formando un arco sobre Ia region de la aleta pectoral y
posee menos de 77 radios en la aleta dorsal. P, californicus llega a medir hasta 1.5 m de

longitud total (LT) y a pesar 32 Kg (Miller y Lea, 1972).



La alimentacién de los adultos de P. californicus es principalmente a base de peces y
calamar. Caddel ef al (1990) realizaron experimentos con esta especie en California E.U.A.y

mencionan que su temporada de reproduccién es de Abril a Julio cuando la fotofase aumenta.

Carrillo-Cortés (1994) realizé muestreos de F. californicus en la Bahia de Todos Santos,
B.C. y encontr6 una proporcion sexual hembra : macho de 1.54:1; Ademds encontrd la mayor
proporcion de hembras durante Abril de 1992 y Marzo de 1993. También registrd desoves

durante Abril y Mayo por medio de muestreos del ictioplancton.

En la mayoria de las especies de peces, el desarrollo de los ovocitos comprende tres
etapas: de proliferacion, crecimiento y maduracion. En la etapa de proliferacion las células
germinales se dividen mitéticamente (2n) produciendo gran niimero de ovocitos. En la etapa
de crecimiento comienza la division meidtica, después de la profase I el proceso se detiene y
comienza la vitelogénesis y el ovocito acumula sustancias nutritivas (vitelo). La molécula
precursora de las reservas vitelinas es la vitelogenina (VTG), una glucolipofosfoproteina
secretada por el hepatopancreas; los hepatocitos son estimulados por los estrogenos secretados
por el foliculo ovarico en respuesta a las hormonas secretadas por la glindula pituitaria
(Jobling, 1995). La VTG es fransportada por la sangre hacia el ovario y por medio de
pinocitosis entra a los ovocitos en desarrollo (estimulados por las hormonas gonadotrdpicas,
tiroideas y la insulina), ya dentro de los ovocitos es transformada y depositada como vitelo

(Goetz, 1983; Jobling, 1995).

En la etapa de maduracion, el nucleo mig_ra a la periferia del ovocito y se reanuda el
proceso meiotico, despucs la membrana nuclear se rompe y los cromosomas se mezclan con el
citoplasma. (Balinsky, 1978; Evans, 1993; Goetz, 1983). Durante estos procesos, las gotas de
aceite sec unen en una sola, las plaquetas vitelinas coalecen, esto provoca que el ovocito tenga
una apariencia tansliicida; entonces expulsa el primer cuerpo polar y comienza a hidratarse

(Evans, 1993; Goetz, 1983; Tucker, 1998).



La ovulacion y el desove ocurren como respuesta a los estimulos externos, como el
cortejo y la formacion de parejas. Las feromonas liberadas por la hembra juegan un papel
importante en este proceso, ya que estimulan la espermatogénesis en los machos y el
comportamiento de cortejo. Este wiltimo, a su vez, estimula a las hembras para que ocurra el

desove y la fertilizacion de los ovocitos. (Jobling 1995).

El proceso de desove comienza cuando el foliculo se separa del ovocito mediante la
remocion de las microvellosidades del foliculo en la zona radiata del ovocito. El foliculo
comienza a ser digerido por enzimas proteoliticas en una pequeiia region para facilitar la salida
del ovulo. Después el foliculo libera prostaglandinas, estimulado por el efecto de las
gonadotropinas producidas en la glandula pituitaria, entonces, el foliculo se contrae por efecto

de las prostaglandinas y el évulo es liberado (Goetz, 1983; Tucker, 1998).

En los 6vulos de los peces, existe una estructura celular en forma de canal llamada
micopilo, que es el tinico acceso hacia el interior del évulo, su didmetro esta disefiado para que
solo un epermatozoide pueda cruzarlo. El ovulo fecundado reacciona a la entrada del
espermatozoide, el micropilo se cierra y la permeabilidad de la membrana del huevo cambia
para proteger al embrion contra patdgenos y lesiones. El dvulo fecundado termina su proceso

meiotico y expulsa el segundo cuerpo polar para continuar con su desarrollo (Evans, 1923).

El lenguado de California es un desovador parcial, es decir, desova mas de una vez
durante la época de reproduccion. En este tipo de reproduccion el ovario se caracteriza por la

presencia de ovocitos en diferentes estados de desarrollo (Jobling, 1995; Caddel ef al, 1990).

Algunas especies de peces no se reproducen en cautiverio atun cuando los ovocitos
llegan a su madurez, posiblemente por la ausencia o modificacion de algun factor ambiental
que actua como una sefial para los organismos, entonces se inhibe la maduracion final, la

liberacion de feromonas, el cortejo y consecuentemente el desove (Jobling,1995).



Para F. californicus, el decremento de la fotofase y de la temperatura del agua actiian
como factores exdgenos que estimulan las primeras etapas de la ovogénesis, mientras que el
incremento de la fotofase induce la maduracion final y el desove (Caddel ef al, 1990; Jobling,

1995).

El lenguado de California no se reproduce espontdneamente en cautiverio a menos que
se encuentre en estanques de gran volumen de agua. Caddel ef al. (1990) experimentaron la
reproduccion en 1986 con hembras de P, californicus, colocdndolas en un estanque de 20000 |
a la intemperie y obtuvieron un promedio de 13 desoves por hembra con intervalos

aproximados de 7 dias.

Caddel ef al (1990), también lograron reproducir a P. californicus en estanques de
menor volumen, combinando la estimulacion de hormonas exdgenas con una fotofase de
aproximadamente 10.5 h y una temperatura méxima de 15 °C, caracteristicas de Ia época de
reproduccion. Sin embargo, la aplicacién de hormonas para inducir el desove de P, californicus
en estanques de 3000 1, tuvo un éxito limitado, ya que la viabilidad de los ovocitos fue baja yen

algunos existieron anormalidades.

La talla, estado nutricional y el manejo de los reproductores afectan la calidad de los
ovocitos. Sin embargo, aun cuando estas condiciones sean las optimas, si el momento del
desove no es el adecuado, porque el organismo no esté maduro sexualmente, o si los ovocitos
han sobremadurado, los gametos serdn de mala calidad y por consecuencia tendrdn un bajo
indice de fecundacion (Bromage ef al 1991). Para resolver este problema es necesario conocer
el momento adecuado en que los organismos se encuentran en plena madurez sexual y los
ovocitos estan listos para ser expulsados de la génada. La estimacién del estad@o de la madurez
sexual adecuado es un requisito esencial en la seleccién de los reproductores dedicados a la

induccion hormonal de un desove (Alvarez-Lajonchere ef al, 1983).



Love y Brooks (1990), realizaron un andlisis de la madurez sexual en F. californicus
muestreados en distintos puntos a lo largo de la costa del Pacifico, desde Ventura hasta Punta
Dana, California y encontraron que la primera madurez (la edad o longitud total [LT] en que el
50% de los 01'ganismos llegan a la madurez sexual) en las hembras ocurre aproximadamente a
los 4 afios de edad (47 cm LT) y en los machos al primer afio de edad (23 cm LT). En la Bahia
de Todos Santos, B.C., Carrillo-Cortés (1994) estudié la talla de primera madurez de P,
californicus mediante una modificacion del indice de madurez sexual de Nikolski (1963), que
consiste en la observacion del ovario y otras caracteristicas de la hembra y estimé con mayor
precision el intervalo de longitud en ¢l que ocurre la primera madurez. Ademds encontré que la
mayor proporcion de organismos maduros ocurre en los meses de Septiembre, Octubre y Enero
en la Bahia Todos Santos y en el estero de Punta Banda B.C. y que la longitud de los machos al
llegar a la primera madurez es Mayor a la estimada por Love y Brooks (1990) y que las
hembras maduran por primera vez cuando miden de 30 a 32 cm de longitud total. Buenfil-
Lopez (1990) estudio la madurez sexual de esta especie en el Estero de Punta Banda, B.C. y con
base en la observacion del color, tamario y textura de los ovarios y de la facilidad con la que los
gametos femeninos eran expulsados al aplicar presion en la regién abdominal, encontrd que el
periodo de madurez ocurri6 en los meses de Noviembre y Enero de 1985 y 1986

respectivamente.

Carrillo-Cortés (1994) utiliz6 el indice gonadosomatico (IG) para estimar el grado de
maduracion, sin ningun analisis directo de los ovocitos. El indice gonadosomético, expresa la
relacion entre el tamafio del ovario, el tamafio corporal y grado de madurez de la hembra.
Aun cuando el IG es frecuentemente utilizado, éste método es indirecto y no provee ninguna
informacidn sobre el estado de desarrollo de los ovocitos, que dé certeza de que los organismos
destinados a la reproduccion se encuentran listos para la adnﬁnistracién de hormonas que
induzcan el desove. Es importante enfatizar que éste método, asi como el método de observacion
de las caracteristicas fisicas propuesto por Nikolski (1963) es de tipo invasivo, ya que para

observar las caracteristicas morfoldgicas del ovario es necesario sacrificar al organismo.



Shehadeh ef al (1973) desarrollaron una técnica para estimar la madurez sexual in
vivo en Mugil Cephalus, mediante el analisis microscopico de una muestra extraida del ovario
con un catéter. Al comparar la composicion de los didmetros de los ovocitos con un analisis
previo de distintas secciones el ovario encontraron que éste método es apropiado para dicha

especie.

Alvarez-Lajonchere ef al (1983) aplicaron el método propuesto por Shehadeh ef al.
(1973) en Mugil lisa, Mugil curema y Eugerres brasilianus y encontraron que el muestreo in

vivo de ovocitos es una herramienta precisa para estimar el grado de madurez en estas especies.

Si el muestreo inm vivo es continuo, pueden ocurrir como consecuencia infecciones
bacterianas que dafien el ovario, sin embargo estos problemas se pueden evitar, con una
profilaxis adecuada de los utensilios de muestreo y estableciendo como maximo un muestreo

semanal por un periodo de 60 dias (Shehadeh ef a/, 1973).

El muestreo in vivo de ovocitos intraovaricos puede ser aplicado a cualquier especie
mediante la estandarizacion del método, que consiste en comparar la proporcidon de ovocitos
maduros con respecto a la proporcion de ovocitos en otros estados de desarrollo y contrastarla
con las proporciones caracteristicas de una gonada en el estado de maxima madurez sexual. En
este trabajo se pretende estandarizar una técnica para estimar el estado de madurez sexual in
vivo de las hembras de Paralichthys californicus, condicion necesaria para mejorar las técnicas

de induccion hormonal de la reproduccion.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Estandarizar la técnica de muestreo de ovocitos intraovaricos iz vivo para la estimacion
de la madurez sexual en las hembras del lenguado de California Paralicithys californicus como

auxiliar en la reproduccién inducida con hormonas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
® Estudiar la estructura macroscopica del ovario.
® Caracterizar la distribucion de los ovocitos en el ovario seguin su grado de madurez.

® Describir microscopicamente los diferentes estados de desarrollo de los ovocitos en

relacion con su didametro.

® Definir un procedimiento para estimar la madurez sexual de los organismos, con

base en la relacién frecuencia~didmetro de los ovocitos.



MATERIALES Y METODOS

MUESTREO DE LAS HEMBRAS DE LENGUADO

\ Las hembras de Paralichthys californicus se obtuvieron de la captura comercial de la
\ costa occidental del estado de Baja California durante los meses de Enero a Julio. Fueron
identificadas tomando en cuenta los criterios de Miller y Lea (1972). Se muestrearon 66
hembras a las cuales se les midi6 la masa corporal y de los ovarios (g), que fueron extraidos y
colocados en una bolsa previamente etiquetada. Debido a las politicas de trabajo entre los
comerciantes de las pescaderias, en la mayoria de las hembras muestreadas no fue posible

obtener el peso sin visceras. Solamente se contd con esta informacion para 12 organismos.

Para conocer si existia alguna relacion entre la madurez, la masa de los peces y la masa
del ovario y como auxiliar para seleccionar los ovarios que se utilizarian en posteriores
analisis se calculd el indice gonadosomatico (IG) de las 66 muestras en tres formas distintas,
utilizando el peso de los 12 organismos sin visceras de acuerdo con la siguiente relacion

(Nikolsky, 1963):

Donde:

Po = Peso del ovario.
Pv = peso del organismo sin visceras.

G :[ﬁ}doo
Pv

También se calculd utilizando el peso de los organismos incluyendo las visceras y
restando al peso total de los organismos el porcentaje equivalente al peso promedio de las
visceras calculado para los 12 organismos. Para comparar las estimaciones del IG calculado

con los tres métodos, se realizaron pruebas por rangos de Mann-Whitney (Zar, 1984).



Para saber si el crecimiento del ovario es proporcional en todas sus dimensiones, a
cada ovario se le midi6 su longitud total (LTG) y las longitudes de las ramas posteriores (PPD y
PPI) asi como las longitudes de las dos prominencias anteriores (HPS) (figura 1). Las
mediciones se compararon con un analisis de correlacion de Spearman mediante el programa

de computo Sigma Stat version 2.0

CONSERVACION DE LOS OVOCITOS

El andlisis de los didimetros de los ovocitos requiere mucho tiempo, por lo tanto fue
necesario preservar las muestras con alguna solucién que ejerciera el menor efecto en el
diametro de los gametos. Shehadeh ef al (1973) preservaron los ovocitos con una solucion de
formaldehido al 1% y NaCl al 0.6%. Para conocer el efecto de la solucion conservadora en los
ovocitos de P californicus, se realizaron ensayos de preservacion con tres distintas
concentraciones de NaCl (0.2, 0.4 y 0.6%). Se midio el didmetro de 10 ovocitos que se
colocaron individualmente en microtubos de centrifuga con la solucion preservadora de
formaldehido al 1% y su correspondiente concentracion de NaCl. Después de siete dias se
volvid a medir el didmetro de cada ovocito. Para saber si existieron diferencias significativas al
conservar los ovocitos en alguna de las soluciones con diferentes concentraciones de sal, se
aplicéd una prueba por rangos de Wilcoxon con la ayuda del programa de computo Sigma Stat
version 2.0. Sélo la solucion de formaldehido al 1% y NaCl al 0.2% alter6 significativamente el
didmetro de los ovocitos (ver resultados). Se repitid el procedimiento utilizando las dos
soluciones de formaldehido al 1% con NaCl al 0.4 y 0.6% con un tamafio de muestra de 30

ovocitos.
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Figura 1. Longitudes medidas en cada goénada de Paralichthys californicus. LTG, longitud
total de la génada; PPI, longitud de la rama posterior izquierda; PPD, Longitud de la rama
posterior derecha; HPS, altura méaxima del ovario.

DESCRIPCION MACROSCOPICA DEL OVARIO

Tomando en cuenta la observacion de los 66 organismos disecados durante el muestreo,
en el laboratorio se hizo la descripcidn macroscépica del ovario considerando la forma, la
posicién en la cavidad abdominal, color, textura del ovario y los criterios propuestos por
Nikolsky (1963) que se refieren al tamariio de la gonada y la facilidad de observar los ovocitos
a simple vista. Para ello se disecaron dos hembras que tenian menos de una hora de haber
muerto. Primero se removieron los musculos que cubren la cavidad abdominal junto con el
peritoneo. Para describir la posicién del ovario se movieron y observaron de cerca los tejidos
que dan soporte al ovario asi como los 6rganos que lo rodean. Para conocer como se sostenia el
ovario en la espina interhemal se removidé de su lugar una de las ramas de la gonada.

Finalmente para observar cualquier detalle por debajo del ovario, éste se removio de su lugar.
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La posicion y caracteristicas generales del ovario se describieron por medio de fotografias y

esquemas.

DESCRIPCION MICROSCOPICA DEL OVARIO

Curva de Calibracién

Para conocer la distribucién longitudinal de los ovocitos segun su didmetro se
analizaron muestras de distintas secciones del ovario. Para estimar la cantidad de ovocitos en
las muestras, se midi6 su peso unitario en base seca y para correlacionar el nimero de ovocitos
con su peso en base seca se prepard una curva de calibracion. Para ello se separaron los

ovocitos por clase de tamafio con el uso de un aparato ultrasonico marca Branson modelo 875
colocado sobre una columna de tamices de 925, 761, 526, 408, 292, 184 y 132 pm de

apertura de malla, hechos con tubos de PVC de 7.62 cm (3”) y coples de 8.89 cm (3.57)

(Figura 2).

Los tamices se ensamblaron secuencialmente formando una columna de mayor apertura
de malla en la parte superior a menor apertura en el extremo inferior (Figura 3A), dentro de
un tubo de ABS de 12.7 cm (5”) sellado en su base por una pequefia lamina de PVC (Figura
3B); La columna se llend con la solucion conservadora (formaldehido 1% y NaCl 0.6%). Para
evitar lesiones en los ovocitos mads hidratados se ufilizo el aparato ultrasénico en poder 1 por

un minuto, entonces se removieron los ovocitos de los tamices de 761 y 526 pm.

Para disgregar el resto de los ovocitos y separarlos en los tamices, se repitio el
procedimiento anterior hasta alcanzar la magnitud 5 del aparato ultrasénico. Después de

remover los ovocitos separados se volvio a encender el aparato ultrasonico en el poder 5 hasta
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que los ovocitos mas pequerios se separaron del tejido ovarico. Se removieron los ovocitos de

los tamices y se contaron en un microscopio estereoscopico.

Fara evitar el movimiento de los ovocitos durante el conteo, éste se realizé dentro de una
camara cerrada. La cdmara fue construida con una seccion de una jeringa de polietileno
adherida a un portaobjetos. Dentro de la cdmara se colocaron los ovocitos, se llend con la

solucidn conservadora y se cerrd con un portaobjetos eliminando las burbujas (Figura 4).

Los ovocitos que se contaron en cada intervalo de diametro, fueron separados de la
solucién fijadora mediante filtracién al vacio en papel filtro (Whatman # 1) con poros de

aproximadamente 11 pm, se enjuagaron con formeato de amonio 0.03 mg/ml para eliminar

las sales de la solucion conservadora (Sorokin, 1973).

Los filtros con las muestras se colocaron en una estufa de conveccion a 45 °C  por cinco

dias dentro de navecillas tapadas con papel aluminio para evitar cualquier contaminacion. Este

procedimiento se realizd por quintuplicado.

T T

Figura 2. Esquema de los tamices utilizados para separar los ovocitos de FParalichthys
californicus en diferentes intervalos de didmetro. 1, cople de PVC de 8.89 cm (3.57); 2, tubo

de PVC de 7.62 cm (3”); 3, malla para separar los ovocitos (132 pm - 761 pum).



Figura 3. A. Tamices ensamblados verticalmente de mayor (parte superior) a menor
apertura de malla (parte inferior). B. Tubo en el que se introdujo la columna de tamices
para realizar la separacion. '

Figura 4. Camara utilizada para el conteo de los ovocitos. La camara estd formada por una
seccion de jeringa de polietileno adherida a un portaobjetos. P, portaobjetos utilizdo para
tapar la cAmara con ovocitos y llena con la solucién conservadora.

13
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Todos los pesos secos se midieron en una balanza analitica de precision marca A&D
modelo ACT15V, con un limite de deteccion de peso de 0.00001 g. En todos los casos, tanto
para la curva de calibracién como durante el anélisis de la distribucion de frecuencias de los
ovocitos, se utilizé silica gel (previamente deshidratada a 200 °C y a temperatura ambiente)
dentro del desecador y en la balanza analitica para cvitar que la hidratacion pudiera
modificar los resultados. Para relacionar el peso y el didmetro de los ovocitos, se hizo un
analisis de regresion lineal, a partir de los datos del peso seco unitario normalizados
(transformacion por medio de raiz cuadrada) utilizando el programa de cémputo Sigma Stat

version 2.0.

Analisis de la distribucidn de frecuencias de los ovocitos

Para conocer si existian diferencias entre el grado de madurez en diferentes secciones
del ovario y definir un criterio de muestreo para el analisis in vivo, estableciendo cudl es la
seccion del ovario que representa con confiabilidad el estado de maxima madurez, se
analizaron tres ovarios maduros y uno inmaduro que fueron seleccionados tomando en cuenta
su indice gonadosomatico y las caracteristicas descritas por Nikolsky (1963) para las gonadas
maduras (tamafio, peso y la observacion de los ovocitos hidratados a través del tejido ovarico
superficial) e inmaduras (tamafio reducido, los ovocitos no se distinguen a simple vista)

ademas se tomaron en cuenta otras caracteristica como son el color y la textura el ovario.

Para la medicion de la frecuencia de ovocitos de diferentes grados de desarrollo (con
base en el didmetro), los ovarios se dividieron en 5 secciones (figura 5) siguiendo la
metodologia descrita por Shehadeh ef al (1973). Las muestras separadas en cada tamiz

fueron tratadas de la misma forma descrita para la curva de calibracion. Las muesiras se
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filtraron en mallas de 40 pm, ya que la gran cantidad de ovocitos de algunas secciones

tapaban los filtros Whatman. La muestras fueron enjuagadas con la solucion de formeato de
amonio (0.03 mg/ml). Con base en el peso seco de las muestras se estimé el ntimero
correspondiente de ovocitos utilizando la curva de calibracién hecha previamente.  Se
contrastaron las frecuencias de ovc;citos de diferentes didametros en las diferentes zonas de cada
ovario maduro mediante una prueba de X? para una tabla de contingencia de 4 x 5 x 6

(Apéndice) (Zar, 1984) utilizando el programa Microsoft Excel 97.

Para saber si existe una relacion entre los ovarios maduros e inmaduros que expﬁque
si el diametro de los ovocitos depende del estado de madurez sexual, Se utilizé una prueba de
XZ para una tabla de contingencia de 2 x 5 x 6 en la que confrastaron las distribuciones de
frecuencias de los ovocitos de un ovario inmaduro y del ovario que tuvo un grado méds

avanzado de madurez sexual (IG = 6.127) (Tabla VII).

Figura 5. Secciones muestreadas para el estudio de la distribucion de las frecuencias de
ovocitos por didmetro en ovarios de Paralichthys californicus.
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Descripcion de la distribucion transversal de los ovocitos por grados de desarrollo

Para conocer la disposicion que tienen los ovocitos por grados de desarrollo a lo ancho
del ovario y para correlacionar su didmetro con los diferentes grados de madurez, se
analizaron diferentes secciones de los ovarios maduros e immaduros con una técnica
histologica estidndar. Las muestras de tejido maduro se obtuvieron de dos ovarios de 20 y 22
cm de longitud total y de cada una de las secciones consideradas en la estimacion de la
frecuencia de ovocitos por intervalos de didmetro (Figura 5). El ovaﬁo inmaduro utilizado
midio 5.5 cm de longitud total. La ubicacién de la zonas analizada cambio6 con respecto a los
ovarios maduros debido a las diferencias de tamaio (Figura 6). Las muestras de tejido ovadrico
se colocaron en la solucion fijadora de Davidson por 24 h y después se transfirieron a una
solucion conservadora de Davidson (NOAA, 1983) (Apéndice), donde permanecieron
aproxjmadamente dos dias. Posteriormente se deshidrataron en soluciones alcoholicas de

diferentes concentraciones (Apéndice).

Los tejidos deshidratados se incluyeron en parafina y se cortaron secciones de Sum.
Después se tifieron con hematoxilina y eosina (Apéndice). También se realizaron cortes
histoldgicos de dvulos que fueron encontrados en los conductos ovéricos de la gonada madura,

probablemente listos para ser desovados.
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Figura 6. Secciones donde se obtuvieron los cortes histologicos en el ovario inmaduro de
Paralichthys californicus.

ANALISIS DE LOS OVOCITOS INTRAOVARICOS

Debido a la falta de organismos vivos mayores de 50 cm aptos para este estudio, los
analisis se realizaron en organismos que tenian menos de una hora de muertos. Debido al
largo tiempo que requieren los andlisis de distribucidon de frecuencias de los ovocitos
(aproximadamente 45 dias por ovario), en uno de los ovarios analizados, primero se
extrajeron muesiras intraovaricas de la hembra antes de la diseccion, utilizando Ia
metodologia de Shehadeh ef all (1973). La hembra utilizada midié 60 cm de longitud total y
pesd 2100 g. Por el poro genital se introdujo un catéter de 1.63 y 3.25 mm de didmetro
interior y exterior respectivamente (Figura f) a 4, 8 y 10.7 cm medidas hacia el extremo
posterior del organismo, y por succion se obtuvieron por triplicado muestras de los ovocitos y

para medir su diametro fueron colocadas en 10 ml de la solucién conservadora (formaldehido
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1% y NaCl 0.6%). La longitud maxima a la que entro el catéter fue aproximadamente el 16%

de la longitud total del organismo.

Para analizar la composicion de las muestras extraidas del ovario, los ovocitos maduros
(hidratados y con una sola gota de aceite) se separaron de los ovocitos de menor grado de
madurez y el resto de los tejidos del ovario que se colocaron en un vaso de precipitado de 25
ml con un solucién conservadora y se separaron con el aparato ultrasénico. Posteriormente, se
mezclaron todos los ovocitos de la muestra (incluyendo los maduros) y se tomo una alicuota

de 1 ml Todos los ovocitos mayores a 132 pm en el mililitro de muestra fueron contados y

medidos en un microscopio estereoscopico.

Las frecuencias de ovocitos de diferentes didmetros de l_as tres muestras tomadas con el
catéter éstas se contrastaron con una tabla de contingencia de 3x6 (Zar, 1984). Después las
frecuencias de los ovocitos extraidos se compararon con las frecuencias de los ovocitos
observadas en las gonadas maduras. Con los resultados del andlisis de los didmetros de los
ovocitos y la descripcion de la estructura gonadal se elabord un procedimiento para estimar el

estado de madurez sexual del lenguado de California Paralichifiys californicus.



Figura 7. Recoleccion de muestras intraovéricas de Paralichthys californicus. A. méxima
profundidad a la que se puede introducir el catéter (sefialada con una flecha). B. Detalle de
la region anal, con el catéter introducido en el poro genital. Ape, Aleta pectoral; Ap, Aleta
pélvica; Gn, poro genital; C, Catéter.

19
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RESULTADOS

No se encontraron diferencias significativas entre las tres formas en que se calculd el
indice gonadosomatico (Tabla I), sin embargo, los resultados indican que el valor de p fue

mayor enire el IG calculado incluyendo las visceras y el calculado restindolas (Tabla I).

Se observé que no existe una relacion lineal, entre la masa de los organismos y sus
gonadas ya que en organismos mayores a 10 y hasta 20 kg sus indices gonadosomaticos son
muy pequerios en comparacion a otros peces de menor tamafio con altos valores del IG. El
95.2% de los organismos muestreados pesaron de 0.400 hasta 5 kg y fuvieron un IG de 0.065

a 6.50. El IG promedio es de 2.861 con una desviacion estdndar de 2.8.

Para el analisis de las frecuencias de ovocitos se seleccionaron las hembras con un IG de
6.127,4.48,4.48 y 1.686. Las primeras dos gonadas se observaron grandes, un poco blandas
y de color anaranjado (Figura 5), mientras que la tercera era pequefia y dura con un color

rojizo mas homogéneo (Figura 6).

Las diferentes medidas de los ovarios tienen una fuerte correlacion entre si. A medida
que aumenta la longitud total de la gonada (LTG), aumenta la altura (HPS) y la longitud de la
ramas derecha (PPD) e izquierda (PPT) (Figura 9). Se observa que el ovario crece de forma
proporcional en direccion longitudinal y ventrodorsal con una relacion de 4.68:1 (Figura 9).
En todos los ovarios la rama que coincidio con el lado que presentaba los ojos fue mayor que la
otra. Se observo que las ramas derecha e izquierda tienen aproximadamente la misma tasa de
crecimiento (Figura 9). Todas las variables se correlacionaron entre si positivamente (Tabla
II). La mayor correlacion fue la encontrada entre las dos ramas posteriores (izquierda y

derecha) de cada ovario.
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Figura 8. indice gonadosomdtico de las hembras de Paralichthys californicus calculado
restando el equivalente de la masa que representan las visceras.

Tabla I. Comparacion del indice gonadosomatico de Faralichthys californicus calculado con
tres métodos contrastados con una prueba de Mann-Whitney.

Par comparado p
IG con visceras — IG sin visceras 0.200
IG con visceras — IG sin la masa equivalente a las visceras 0.755

IG sin visceras — IG sin,la masa equivalente a las visceras 0.168
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Figura 9. Relacién de las diferentes medidas de la longitud del ovario de Paralichthys
californicus con respecto a la longitud total de la gdénada (LTG). B Rama posterior
derecha (PPD); e Altura maxima del ovario (HPS); Rama posterior izquierda (PPI). Las
lineas solidas y las ecuaciones indican la regresion lineal de cada medida segun su color.

Tabla II. Pruebas de correlacion de Spearman para las distintas medidas de las gonadas de
FParalichthys californicus.

Par comparado R P
PPD-PPI 0.918 0
PPD-HPS 0.755 0
PFD-LTG 0.898 0
PPI-HPS 0.724 0
PPI-LTG 0.843 0
HPS-LTG 0.737 0

EFECTO DE LA SOLUCION CONSERVADORA EN EL DIAMETRO DE LOS OVOCITOS

Las medidas de los didmetros de los ovocitos preservados en formol al 1% y NaCl al 0.2%
cambiaron significativamente con respecto al didmetro medido en fresco (Tabla IIT). Las

concentraciones de formol al 1% y NaCl al 0.6% y formol al 1% y NaCl al 0.4% no alteraron
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significativamente el didmetro de los ovocitos, como lo demostré una comparacion por medio
de la prueba de Wilcoxon para muestras dependientes. Para corroborar el resultado anterior,
se midio una mayor cantidad de ovocitos preservados en la solucién de formol al 1% y NaCl al
0.4% y 0.6% (solucion conservadora) y se aplico la misma prueba de comparacion (Tabla 1V).
La solucion de formol al 1% y NaCl al 0.6 % demostro ser la mds adecuada (p=0.861) (Tabla

IV) por lo tanto fue la solucién utilizada en la preservacion de todas las muestras.

Tabla III. Efecto de Ia solucion de Formol al 1% y tres distintas concentraciones de NaCl sobre
el didmetro de los ovocitos (um) de Paralichthys californicus. Prueba de Wilcoxon.

No. NaCl 0.2% NacCl 0.4% NaCl 0.6%
Antes Después Antes Después Antes Después
X 4432 501.8 423.7 4446 446 461.3
n 7 7 7 _ 7 7 7
W 28 3 3
p 0.016 0.786 0.833°
X=diametro promedio n=nimero de ovocitos W=constante de Wilcoxon calculada p=probabilidad

Tabla IV. Efecto de la solucion de Formol al 1% y dos distintas concentraciones de NaCl sobre
el didmetro de los ovocitos (um) de Paralichthys californicus. Prueba de Wilcoxon.

No. NaCl 0.4% NacCl 0.6%
Antes Después Antes Después
X 372.1 348.6 446.4 449.1
n 30 30 29 29
w -40 ~11
P 0.599 0.861

X=diametro promedio n=numero de ovocitos W=constante de Wilcoxon calculada p=probabilidad
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DESCRIPCION MACROSCOPICA DEL OVARIO

A diferencia de otros peces, que tienen el (;*-vario en la region dorsal de la cavidad
abdominal, siguiendo una trayectoria anteroposterior paralela al rifion, en el lenguado de
California, el ovario estd en la region ventral media posterior y se prolonga ‘en direccion
posteroanterior hacia el poro genital. Se encuentra aledafio en su parte anterior al estémago y
al hepatopancreas (Figura 10A). En todos los peces analizados (n=66) la rama del ovario que
coincide con el lado superior del organismo (el que tiene los ojos) es mayor o igual a la
longitud de la otra rama. Aunque se proyecta posteriormente mas alld de la cavidad

abdominal, el ovario estd en su totalidad aislado del tejido muscular por el peritoneo.

El ovario se encuentra sostenido en diversos lugares de la cavidad ovarica por tejido
conectivo y ligamentos Ilamados mesovarios (Rojo, 1988). Ademds presenta un grueso
ligamento que une la region media de la génada con la zona posterior del rifién y por este
lugar son irrigadas las dos ramas que conforman el ovario, cada una por una arteria que

luego se ramifica a todo el 6rgano (Figuras 10B y 11B2).

La region anterior la génada se divide internamente en dos secciones unidas por el conducto
ovarico. Hacia la region posterior cada rama del ovario tiene una prominencia que se proyecta
en direccion dorsal y disminuye abruptamente hasta desaparecer en la parte media, donde las
ramas posteriores de la gonada se separan por una estructura ésea, la espina interhemal

(Norman, 1966) (Figuras 10y 11B3).

El conducto ovarico desemboca en la cloaca (orificio comun para el desove y la
excrecion de heces fecales) que se encuentra en la parte anterior del pez, justo debajo de la
aleta pélvica (Figuras 7y 10A,Gn). A medida que el ovario madura, su tamafio aumenta y se
desarrolla en relacion con los demds 6rganos de la cavidad abdominal. Ademas del tamario, el

color del ovario varia con el grado de madurez. En organismos inmaduros, el ovario es rojizo y
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paulatinamente el color rojo se transforma en anaranjado lechoso cuando la goénada estd
madura, entonces se pueden observar los ovocitos maduros como esferas translicidas dentro
de la génada. En algunos ovarios maduros que tenian una consistencia flaccida, se observo una
aglomeracion de 6vulos en los conductos ovdricos. La presencia de graﬁ cantidad de ovulos
en estos conductos probablemente indique que este organismo se enconiraba en un momento

cercano al desove.

Interiormente, el ovario tiene un conducto que se bifurca en cada rama, uno se dirige
hacia el extremo de cada prominencia (Figura 11, B1) y otro que recorre el ovario a lo largo
hasta el extremo posterior (Figura 11, B2 y B3). El conducto ovérico se encuentra en la orilla
exterior de cada rama, desde el poro genital hasta después de las prominencias (Figuras 11,82
y 12,A) y posteriormente se desvia hacia el centro a lo largo de cada rama y sigue en direcciéon
posterior en esa posicion a lo largo del resto de la gonada (Figuras 11, B3 y 12,B). Se observan
arterias y venas en el exterior de la génada que se van adelgazando a medida que se dirigen a

la region posterior del ovario.
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Figura 10. Diseccion de la cavidad abdominal de Paralichthys californicus. A. Ubicacion del
ovario. B. Remocién de la rama izquierda para evidenciar el acomodo del ovario con respecto a
la osamenta. Aa, aleta anal; Ap, aleta pélvica; E, estomago; Eh, espinas hemales; Ei, espina
interhemal, ; G, ovario; Gp, poro genital; Hp, Hepatopédncreas; Op, opérculo; R, rifidn; Rd,
rama derecha; Ri, rama izquierda.
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Figura 11. Ubicacién del conducto ovarico en cada rama del ovario de Paralichthys californicus.
B1, seccién del conducto que se dirige hacia las prominencias; B2, seccion donde el conducto
ovdrico se ubica en el extremo exterior de cada rama; B3, Seccién donde el conducto ovarico se
observa en el centro del ovario.

Figura 12. Diagrama de los cortes transversales del ovario de Paralichthys californicus en
donde se aprecia la posicion del conducto ovarico. A, conducto ovérico en la regién que va
desde el extremo anterior del ovario hasta después de las prominencias; B, conducto ovérico
del final de las prominencias al extremo posterior del ovario.
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DESCRIPCION MICROSCOPICA DEL OVARIO

Curva de Calibracion

El modelo lineal calculado (Figura 13) tuvo una R? de 0.789, atin cuando el modelo
s6lo explica el 79% de los datos, un andlisis de varianza indicé que los pesos varian
significativamente con respecto a los didmetros (p< 0.001). La ecuacién de la curva de
calibracion fue :

Donde:
PSU/2= 0.000207 * D + 0.00711

PSU/2 = Raiz cuadrada del peso seco unitario

D = Didmetro de los ovocitos

Los pesos unitarios utilizados en el cdlculo de las frecuencias de ovocitos se obtuvieron
a partir de la ecuacién de regresion para cada uno de los intervalos de didmetro medidos

(Tabla V).

Tabla V. Valores de peso seco unitario promedio de los ovocitos de P. californicus por
intervalos de tallas calculados a partir de la regresion lineal.

Intervalo de diametro Peso seco

(um) (pg)
132-184 0.0012
184-292 0.0020
292-408 0.0046
408-526 0.0084
526-761 0.0135

>761 0.0272
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Figura 13. Relacion entre el didmetro y la raiz cuadrada del peso seco unitario (PSU) de los
ovocitos de Paralichfhys californicus. e Observaciones ... Infervalo de confianza ...Intervalo
de prediccion,
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Analisis de frecuencias de los ovocitos

En las gonadas maduras la composicion por didmetros de los ovocitos entre las
secciones I-1V tuvieron un didmetro promedio que fluctué entre 300 y 400 pm mientras que
en la seccion V existio una marcada dominancia de las frecuencias de los ovocitos en el
intervalo de 132 a 184 pm ya que el diametro del 95% de los ovocitos de esta seccion

coinciden con el diametro promedio (Figuras 14 y 16).

Los ovocitos de 526 pum estuvieron presentes en los ovarios maduros, sin embargo

existid una marcada diferencia en su distribucion. La seccidn 1 tuvo una distribucion mds

amplia de frecuencias ya que existe la presencia de ovocitos en los seis intervalos de didmetro,
de los cuales, una gran cantidad correspondié al intervalo de 526 a 761 pm. En los tres

ovarios se encontraron ovocitos mayores a 761 pm al menos en las primeras dos secciones,

éstos tuvieron una frecuencia igual o menor al 5%. Cabe mencionar que los ovocitos que se
encueniran en estos dos intervalos de clase (526 — 761 y 762-~925) tienen la misma
apariencia, estdn hidratados, tienen una gota de aceite y son semitransparentes, la tnica

diferencia es el didmetro, debido tal vez al grado de hidratacion.

En todas las secciones de los tres ovarios maduros existié una distribucion bimodal de

los ovocitos por intervalos de didmetro. La seccion I del ovario con un IG de 6.127 tuvo una

mayor cantidad de ovocitos de didmetro igual o mayor a 526 pum (Figura 17).

En la gonada inmadura solamente se encontraron ovocitos de 132 a 408 um en las secciones

Il a V (Figura 18). En la seccidén I se enconird una mejor distribucion de los ovocitos en
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comparacion a las demds secciones. En las secciones I, I1 'y V el 95% de los ovocitos midio

entre 132 y 292 pm. Las secciones IIl y IV estdn compuestas casi en su totalidad por ovocitos

de 132 pm.

Las pruebas de X? demostraron que el didmetro de los ovocitos varia entre las
secciones estudiadas y entre las gonadas maduras e inmaduras y que el didmetro de los

ovocitos si depende del estado de madurez del ovario (Tabla VII).

Tabla VI. Pruebas de independencia resultantes de la tabla de contingencia utilizada en la
comparacion de las frecuencias de ovocitos de tres ovarios maduros de FParalichthys
californicus. El color azul indica la hipétesis que fue aceptada.

Prueba XZobservada v XZ¢ritica P

Ho: G, 8 y T son mutuamente independientes 523014 78  99.617 <0.001
Hi: G, Sy T no son mutuamente independientes

Ho: T es independiente de Gy S 880480 70 90.531 <0.001
Hi: T no es independiente de Gy S

H,: § es independiente de Gy T 644853 58  76.778 <0.001
Hi: S no es independiente de Gy T

Ho: G es independiente de Sy T 7569249 68 88.250 <0.001
H;: G es no independiente de Sy T
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Tabla VII. Pruebas de independencia resultantes de la tabla de contingencia utilizada en la
comparacion de las frecuencias ovocitos de Paralichthys californicus entre un ovario maduro

mads avanzado y uno inmaduro. El color azul indica la hipotesis que fue aceptada.

Prueba Xzobscrvada v chrilica P

Ho: G, S y T son mufuamente independientes 1445266.5 49 66.339 <0.001
Hi: G, Sy T no son mutuamente independientes

Ho: T es independiente de Gy S 16097723 45 61.656 <0.001
H;: T no es independiente de Gy S

Ho: § es independiente de Gy T 824381 29 42.557 <0.001
Hi: S no es independiente de Gy T

Ho: G es independiente de Sy T 208925.3 44 60.481 <0.001

Hi: G es no independiente de Sy T
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Figura 14. Distribucion de frecuencias de ovocitos de diferentes didmetros por secciones de un
ovario maduro de Paralichthys californicus rama izquierda (IG = 4.48). La linea clara en cada

seccidn indica el didmetro promedio.
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Figura 15. Distribucion de frecuencias de ovocitos de diferentes didmetros por secciones de un
ovario maduro de Paralichthys californicus rama derecha (IG=4.48). La linea clara en cada
seccion indica el didmetro promedio.
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Figura 16. Distribucion de frecuencias de ovocitos de diferentes didmetros por secciones de
un ovario maduro de Paralichthys californicus (1IG=6.127). La linea clara en cada seccion
indica el diametro promedio.
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Figura 17. Distribucién de frecuencias de ovocitos de diferentes didmetros de la seccion 1
de una gonada madura de Paralichthys californicus (IG= 6.127).
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Figura 18. Distribucion de frecuencias de ovocitos de diferentes didmetros por secciones
de una gonada inmadura de Paralichthys californicus. (IG= 1.686) La linea clara en cada
seccion indica el diametro promedio.

34



35

Descripcion de la distribucion transversal de los ovocitos por grados de desarrollo

El ovario esta cubierto por un delgado epitelio que se proyecta hacia el interior de la
gonada formando lamelas que convergen en el conducto ovérico (Figuras 19 y 20). En la
porcién anterior de la génada, estas lamelas son mas largas en la porcion aﬁterior del ovario,
donde el conducto ovarico se encuentra mas cerca del epitelio ovarico (Figuras 11,BZ y 12A).
En direccion posterior a las prominencias, el conducto ovarico se encuentra en el centro de la
gonada, entonces las lamelas se disponen radialmente y son aproximadamente de igual
tamafio. En cada una de las lamelas se encuentran racimos de ovocitos en distintos estados de

madurez y por consecuencia de diferentes tamarios.

En las gonadas inmaduras se encontré que los ovocitos mas desarrollados (estadios
tempranos de la vitclogénesis) se localizaron en la parte central, en donde después se
localizard el conducto ovdrico. En los cortes histologicos se observa un gradiente de
coloracion que indica los diferentes grados de madurez, donde se observa que los ovocitos mas
pequerios se encuentl*a-n en la periferia del ovario y los menos inmaduros se encuentran en el
centro (Figura 19). Este patron de maduracion se observé en todas las secciones, donde se
encontraron ovocitos parcialmente vitelados. Sin embargo, éstos fueron mas frecuentes en las

secciones I a [11.

Los ovocitos tuvieron un arreglo mas compacto en los ovarios inmaduros que en los
maduros y aquellos no vitelados o en etapas tempranas de la vitelogénesis se tifien de color

azul, mientras que los ovocitos maduros se tifien de color rosa (Figura 21).



Figura 19. Corte transversal de una gonada inmadura de Paralichthys californicus, Seccion
[ (12.5x) tincién: hematoxilina-cosina. EE, tejido ovarico superficial (compuesto de tejido
muscular y conectivo); PE, tejido germinativo; CO, conducto ovarico; Ge, gradiente de
coloracion.
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Figura 20. Lamelas que conforman el ovario inmaduro de Paralichthys californicus.
Seccion II. (12.5x) tincién: hematoxilina-eosina; PE, tejido germinativo; EE, tejido ovarico
superficial.
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En el ovario maduro se encontraron ovocitos de todos los estadios de madurez
(Figuras 22 y 23). Se observo una menor cantidad de ovocitos de didmetros interimedios con
respecto a los otros didmetros (Figura 22 y 23). Existe gran cantidad de ovocitos que se
encueniran en los primeros estadios de la vitelogénesis agrupados aleatoriamente e
intercalados con otros que se encuentran en la etapa de maduracion final. No se observo
algiin acomodo predeterminado o gradiente de madurez en los ovarios maduros con respecto

al conducto ovarico (Figura 22).

Se observd una mayor cantidad de ovocitos maduros en el extremo anterior de la
goénada. En el otro extremo, se observaron ovocitos vitelados, pero en la mayoria, la vesicula
germinal no habia migrado a la periferia, lo que significa que no habian iniciado su

maduracion final, sin embargo, se encontraron évulos y foliculos postovulatorios.

En las secciones I y II se observaron mas ovocitos maduros o proximos a la madurez
(Figura 22), con las plaquetas vitelinas grandes y en algunos el nucleo estaba en el centro, en
tanto que en otros se encontraba en la periferia de la célula (Figura 23). También se
encontraron ovocitos maduros en los que la membrana nuclear se desintegro y el contenido
nuclear se mezclo con el citoplasma, estas caracteristicas corresponden a los ovocitos que se

encuentran en la fase de la maduracion final (Balinsky, 1978; Goetz, 1983; Tucker, 1998).
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Figura 21. Corte transversal de un ovario inmaduro de Pa‘mﬁcfitbys californicus. Seccion II1.
(200x) tincidon: hematoxilina-eosina; NV, ovocito no vitelado; PV, ovocito parcialmente
vitelado; IS, vaso sanguineo.

Figura 22. Corte transversal de un ovario maduro de Paralichthys californicus. Seccion III
(12.5x) tincion: hematoxilina-eosina. EE, tejido ovédrico superficial; NV, ovocitos no vitelados;
V, ovocito vitelado; CO, Conducto ovarico.
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En un corfe transversal del ovario maduro (Figura 22) se puede apreciar que los
ovocitos crecen a partir del tejido germinativo que se extiende radialmente de la parte exterior
de la gonada hacia el centro. También se encontraron évulos en el conducto ovérico que
presentaron una gran cantidad de vitelo que ya no se observa en forma de pequeiias plaquetas
sino como una sola plaqueta uniforme y granular y con sélo una gota de aceite, no se observa
la vesicula germinal como una estructura diferenciada del resto, ya que su membrana nuclear

se desintegré y el contenido se mezcld con el citoplasma (Figura 25).

En los cortes de los ovarios maduros también se encontraron foliculos postovulatorios
(Figura 26), en la Figura 25 se pueden observar las diferencias en tamafio y espesor entre un

foliculo preovulatorio y un postovulatorio.

La figura 27 muestra la relacion entre el grado de madurez de los ovocitos y su
didmetro, Los ovocitos crecen de tamano a medida que maduran. Los ovocitos maduros
aumentan mas de tres veces su didmetro en comparacion con los ovocitos no vitelados. A
partir de 526 pm se observa la migracion del nucleo a la periferia y la ruptura de la
meimmbrana nuclear. En estos diametros los ovocitos frescos son semitransparentes y es posible

observar la gota de aceite.
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Figura 23. Corte transversal de un ovario maduro de Paralichthys californicus. Seccion I
(50x) tincion: hematoxilina-eosina. EE, tejido ovarico superficial; NV, ovocitos no
vitelados; PV, ovocito parcialmente vitelado; V, ovocito vitelado; GA, gota de aceite; N,
nticleo; n, nucléolos.

Figura 24. Ovocito de Paralichthys californicus en la etapa de maduracion final. Seccidn I11.
(200x) tincion: hematoxilina-eosina; GA, gota de aceite; Pvi, plaqueta vitelina; N, nticleo; n,
nucléolos; ZR, zona radiata; FO, foliculo preovulatorio.



Figura 25. Ovulos de Paralichthys californicus colectados en el conducto ovarico cerca del
poro genital, deformados en su esfericidad por efecto del proceso histologico. (200x)
tincion: hematoxilina-eosina. A, gota de Aceite; Vit, vitelo; CO, corion.

Figura 26. Corte transversal de un ovario maduro de Paralichthys californicus con un
foliculo postovulatorio. Seccion V. (200x) tincidén: hematoxilina-eosina. Fpo, foliculo
postovulatorio; NV, ovocito no vitelado; N, nucleo; n, nucléolo.
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ANALISIS DE OVOCITOS INTRAOVARICOS

Al igual que en el analisis de las frecuencias de ovocitos de diferentes didmetros que se
realizé en la secciones de la génada, los ovocitos extraidos con el catéter fuvieron una

distribucion bimodal (Figuras 28, 29 y 30). Las modas se ubicaron en los intervalos de

diametro de 184-292 pum (moda 1) y 526-761 pum (moda 2) en todas las muestras.

La mayor longitud a la que se logrd introducir el catéter por el poro genital fue de 10.7
cm, aproximadamente entre las secciones I y III del ovario. Es posible que esto se deba al
cambio en la posicion del conducto ovarico cercano a la seccion III. En esta profundidad, Ia
moda 1 de la distribucion de frecuencias de ovocitos fue menor a la moda 2. Se observo mayor

abundancia de los ovocitos de didmefro igual o mayor a 526 pm. En las otras dos

profundidades de donde se tomaron las muestras de los ovocitos, la moda 1 fue mayor a la

moda 2.

Para conocer si existia alguna relacion entre las distribuciones de frecuencias de los
ovocitos por intervalos de didmetro de cada profundidad analizada se realizé un andlisis con
una tabla de contingencia de 3 x 6. Al comparar las frecuencias esperadas conira las
observadas con una prueba de Xz, resultd que la distribucion de frecuencias de los ovocitos

depende del lugar de donde se extrae la muesira (P<0.001).
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Figura 28. Frecuencia relativa por intervalos de didmetro de los ovocitos de Faralichthys

californicus extraidos mediante muestreo intraovarico a 10.7 ¢cm de profundidad. | error
estandar.
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Figura 29. Frecuencia relativa por intervalos de didmetro de los ovocitos de Paralichthys

californicus extraidos mediante muestreo intraovarico a 8 cm de profundidad. | error
estdndar.
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Figura 30. Frecuencia relativa por intervalos de diametro de los ovocitos de Paralichthys

californicus extraidos mediante muestreo intraovarico a 4 cm de profundidad. | error
estindar.
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ESCALA PROPUESTA PARA LA INTERPRETACION DEL ANALISIS DE OVOCITOS
INTRAOVARICOS

Para estimar cual es la frecuencia de ovocitos por grados de madurez de un ovario
maduro, se promediaron las frecuencias relativas de los andlisis de ovocitos intraovaricos y de
la seccién I del ovario que tuvo un estado de madurez més avanzado. Las frecuencias se
agruparon en categorias por intervalos de didmetro (Tabla VII). La categoria de ovocitos

inmaduros agrupa a los gametos que no han terminado la etapa de la vitelogénesis y van de

132 a 500 pum y la de los ovocitos maduros, que incluye a todos los gametos mayores de 500

pm e incluye a los ovocitos en la etapa de maduracion final y a los ovocitos maduros. Para
estimar el tiempo aproximado en el que se lleva a cabo la gametogénesis se tomaron en cuenta
los resultados de los desoves de P. californicus estudiados por Caddel ef al (1990). La

gametogénesis del lenguado de California toma aproximadamente de tres a cuatro meses.

Con base en los resultados, es posible establecer los criterios que fundamenten el andlisis del
estado de madurez sexual de Paralichthys californicus (Ayres). A continuacion se describe la

metodologia recomendada:

@ Para aumentar la probabilidad de obtener hembras maduras sexualmente, seleccione
organismos mayores de 2 kg (que ya pasaron su edad de primera madurez).
¢ Anestesie a los organismos antes del analisis. Puede ufilizar cualquiera de los dos
compuestos siguientes (Stoskopf, 1993):
» MS222 (Sulfonato de Tricainmetano). A una concentracién de 1:10,000
(anestesia quirargica).
» 2 Fenoxietanol a una concentracion de 0.1~ 0.5 ml/1.
@ El catéter a utilizar deberd tener un didmetro interno de 1.625 mm y de 3.25 mm de

diametro externo, para que los ovocitos pasen libremente.
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e Desinfecte el catéter con una solucién comercial (Isodine) antes de introducirlo en el
organismo. Enjuague el catéter en agua previamente esterilizada. En todos los casos
utilice guantes para disminuir las posibilidades de contaminacion.

e Introduzca el catéter por el poro genital aproximadamente 10 cm en direccion hacia la
aleta caudal (Figura 7).

® Succione suavemente por ¢l catéter y retirelo lentamente (puede ser con una perilla o
jeringa).

® Coloque la muestra de ovocitos en un recipiente con 10 ml de la solucion conservadora
de formaldehido al 1% y NaCl al 0.6% en donde permanecerd hasta su analisis.

e Disgregue los ovocitos aglomerados con agujas de diseccion.

® Separe los ovocitos a través de un tamiz de 500pum (tamiz 1) y después separe el resto a

través de un tamiz de 132 pm (tamiz 2).
e Cuente los ovocitos remanentes en cada tamiz.
e Determine el porcentaje de ovocitos que representa cada porcion.

® Comparelo con el siguiente criterio:

Tabla VIII. Escala propuesta para la interpretacion de los andlisis de ovocitos intraovdricos de

Paralichthys californicus.

132~-500 =>500 Estado de madurez del Accion recomendada
pm pm ovario
<70% =>30% Totalmente maduro Realice la induccion hormonal
75-80%  20~25% Ovario proximo a la Repita el analisis en un mes.
maduracion
85-90% 10-15% Ovario en maduracion Repita el analisis en 1.5-2 meses

95-100%  0-5%  Inmaduro Repita el analisis en 2-2.5 meses
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DISCUSION

En el presente trabajo se analizaron variables importantes para validar una técnica
para estimar la madurez sexual de Paralichthys calitiornicus in vivo. Se estudiaron el indice
gonadosomatico, el estado de madurez sexual (Nikolsky, 1963, Tucker 1998) y se analizo la

estructura macro y microscopica de las gonadas.

El indice gondadosomatico de Paralichthys californicus fue muy variable, ya que en
este estudio se obtuvo a partir de organismos maduros e inmaduros de diferentes longitudes y
masas (22 a 108 cm de longitud total y de 0.4 a 22 kg). Sin embargo el 95.2% de las muestras
correspondi6 a organismos de 0.4 a 5 Kg. El IG promedio para las muestrés obtenidas fue de
2.86 con una desviacion estindar de 2.8. Se encontraron algunos valores del IG ma4s altos que
los reportados por Carrillo-Cortés (1994), ya que su muestreo se ubicd dentro del Estero de
Punta Banda (zona somera) y en la Bahia de todos Santos a 5 y 10 m de profundidad y
correspondié en su mayoria a organismos menores de 1 kg, principalmente juveniles y
preadultos mientras que en este trabajo la mayoria de los organismos utilizados pesaron mas
de 1 kg. La presencia de organismos de estas tallas concuerda con lo informado por otros
autores, ya que es conocido que Faralichthys californicus utiliza las bahias como zonas de
crianza (Allen, 1990; Haaker,1975; Kramer, 1990; Kramer 1991a; Kramer, 1991b) incluida
la Bahia de Todos Santos (Ramirez-Gonzalez, 1990). Ademds, Kramer (1991a) encontrd que
en la distribucion del lenguado de California también existe una relacién entre la longitud
total de los organismos y la profundidad, los organismos mayores se encuentran a
profundidades mayores, Carrillo-Cortés (1994) realizé sus muestreos en zonas someras esto

contribuye al hecho de que haya encontrado principalmente organismos pequefios.
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En este trabajo se analizaron organismos que provienen de la pesca comercial y que
fueron capturados dentro de la Bahia de todos Santos a diferentes profundidades y en otros
sitios de pesca como San Quintin, Eréndira, El Rosario y Bahia Magdalena, B.C. por lo que el

tamarfio de los organismos es mayor.

Aun cuando no existieron diferencias significativas entre el didmetro de los ovocitos
que se preservaron en la solucion de 1%-~0.6% y 1%-0.4% de formaldehido y NaCl
respectivamente, la significancia de la prueba de Wilcoxon fue mayor en el primer caso (p =
0.861) por lo que fue la concentracion seleccionada para preservar las muesiras. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Shehadeh ef al (1973), que preservo ovocitos de
hembras de Mugil cephalus con la misma solucién. Alvarez-Lajonchere ef al. (1983) también
utilizaron esta solucion en el analisis de ovocitos de Mugil Iisa, Mugil curcma y Eugerres

brasilianus.

Las caracteristicas utilizadas por Nikolsky (1963) para estimar la madurez sexual y el
analisis del IG, son ttiles para conocer el estado de madurez sexual de los organismos y en
particular fueron muy utiles en la seleccidén de los ovarios analizados en este trabajo. Sin
embargo estas dos técnicas son invasivas ya que es necesario disecar la cavidad abdominal
para extraer el ovario, observar las caracteristicas morfologicas y medir el peso de cada
gonada por lo que estas técnicas no son convenientes cuando se desea monitorear el estado de
la madurez sexual cuando los organismos se dedicaran a la reproduccion controlada. Tucker
(1998) menciona que el abultamiento del abdomen y su dureza al tacto, la papila urogenital
turgente y rojiza son otras caracteristicas utilizadas como criterios para estimar la madurez,
Bjornsson (1995) considerd sexualmente maduras a las hembras de lenguado del Pacifico
(Hippoglossus hippoglossus) que presentaron el abdomen abultado. Sin embargo, todas estas
técnicas no dan informacion sobre el estado de desarrollo de los gametos e incluso se puede

sobreestimar el estado de madurez de los organismos. Alvarez-Lajonchere ef al (1983)
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aseguran que la presencia de este tipo de signos puede deberse también a otras causas no
relacionadas con la madurez de las génadas y por lo tanto estos resultados pueden confundir a
la persona que desea conocer el estado de madurez de las hembras que podrian ser destinadas

a la induccién hormonal de un desove.

A diferencia de los métodos antes mencionados, la estimacion de la madurez por medio
del muestreo in vivo de ovocitos intraovéricos da una certeza del estado fisioldgico en que se
encuentra el ovario (Shehadeh c¢f al. 1973) ya que es posible conocer en que etapa o etapas de
desarrollo se encuentra la mayoria de los ovocitos mediante un analisis directo. Por medio de
la medicion del diametro de los gametos se puede realizar la evaluacion del estado de madurez
si tener que recurrir a las técnicas histologicas para cada organismo (Shehadeh, ef al 1973;
Alvarez-Lajonchere, cf al. 1983). El crecimiento de los ovocitos es una caracteristica inherente
al proceso de maduracion, los que se encuentran en etapas tempranas de su desarrollo son de
menor tamano y conforme van madurando, su didmetro aumenta. Si se correlacionan las
caracteristicas fisicas que indican el grado de madurez de los ovocitos con su tamaifio, es

posible utilizar su didmetro como un indicador de la madurez sexual del organismo.

Sin embargo, para poder sustituir el andlisis histolégico de los ovocitos con el andlisis
por diametros es necesario correlacionar el estado de maduracion de los ovocitos con su
diametro para conocer cudl es el diametro adecuado que representa a un ovocito en la etapa de
maduraciéon final y asi evitar problemas de fertilizacion y sobrevivencia de los huevos
derivados de una induccion hormonal demasiado temprana. Caddel ef al (1990) realizaron
monitoreos de la madurez de F. californicus mediante extraccion de ovocitos intraovéricos y
aparentemente asumieron que los organismos estaban maduros por la sola presencia de

ovocitos esféricos, de un didmetro minimo promedio de 400 pum con el vitelo de color

amarillento-anaranjado. Sin embargo el color amarillento no translicido es caracteristico de

ovocitos cuyo nucleo atin no ha migrado a la periferia y es probable que ni siquiera hayan
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terminado su proceso de vitelogénesis. En el presente trabajo los ovocitos correspondientes al
intervalo de 408-526 pm aun no comenzaban su maduracion final ya que no aparecieron

ovocitos transhicidos.

Ademds de la estimacion de la madurez, con esta técnica no invasiva también es
posible hacer un monitoreo de la tasa de crecimiento de los ovocitos y del efecto que diferentes
factores ambientales pueden tener en la ovogénesis. Tamaru ef al (1994) utilizaron esta
técnica para estimar el efecto de la exposicion de M. cephalus a tres distintas salinidades en el

crecimiento de los ovocitos.

Las diferencias en la ubicacion del ovario en la cavidad abdominal de P, californicus
en comparacion con otros grupos de teledsteos deben ser consideradas en las técnicas de
evaluacion in vivo para saber la direccion en que serd introducido el catéter. En este caso debe
ser hacia la parte posterior del organismo, ya que si el catéter es dirigido hacia la parte
anterior como se hace generalmente, es posible que entre en el intestino del pez en vez de

recorrer el conducto ovarico.

La anatomia del ovario es la que determina el grosor del catéter, y la profundidad
maxima de muestreo. Shehadeh cf al. (1976) tomaron las muestras in vivo a 6.5 cm a partir
del poro genital y mencionan que en Muygil cephalus lo unico que se debe evitar es muestrear
en los extremos del ovario, es decir que las muestras son validas si se toman en cualquier otra
region. A diferencia de aquella especie, en F. californicus la forma del ovario solo permite
introducir el catéter hasta el lugar donde se encuentra la espina hemal que es
aproximadamente un 15 % de la longitud total del organismo. En cualquiera de los casos el
catéter debe introducirse despacio y cuidadosamente ya que si es forzado puede causar severos
darios en el organismo. A diferencia de M. Cephalus, 1a seccion 1l no es accesible por medio

del catéter ya que no es posible controlar la direccidén en la que penetra el catéter una vez
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introducido en el ovario de un organismo vivo. Estas aparentes limitaciones en la introduccion
del catéter contribuyen a disminuir las posibilidades de cometer algun error en la extraccion

de una muesira de ovocitos de P, californicus.

El conducto ovdrico cambia de posicion a lo largo del ovario, aunque se observa con
mayor claridad que en la parte anterior, se proyecta excéntricamente cerca del margen
exterior de la gonada, en los peces inmaduros es muy estrecho y su didmetro se incrementa
cuando los peces maduran, en algunos ovarios maduros se encontraron aglomeraciones de
ovulos. Rojo (1988), Hoar, (1969) y Nagahama (1983) describen al conducto ovarico como
una cavidad donde los évulos se mantienen temporalmente hasta que son desovados. Es posible
que en el lenguado de California en un tiempo previo al desove, la parte anterior del conducto
ovarico tenga la funcion de ser un almacén para los évulos. Esto puede ser una ventaja al
momento del desove ya que los évulos pueden ser expulsados con menos esfuerzo y con

mayor rapidez.

Al igual que otros lenguados como Hippoglossus hippoglossus (Holmefjord, 1991;
Lein, 1991) y Liopsetta abscura L. (Nagahama, 1983), Faralichthys californicus es un
desovador parcial ya que ademds de presentar ovocitos en diferentes estados de desarrollo,
desova mas de una vez en cada temporada (Caddel, ef al. 1990). La presencia de ovocitos en
todos los estados de madurez en el ovario no necesariamente implica que el pez sea un
desovador parcial, ya que en algunos peces los ovocitos menos desarrollados (no vitelados) o
en los primeros estadios de la vitelogénesis permanecen en el ovario después del desove y se
reabsorben gradualmete (Nikolsky, 1963). El analisis histologico de las gdnadas reveld la
presencia de foliculos postovulatorios, estructuras caracterizadas por tener la capa de teca
muy vascularizada y las células de la granulosa hipertrofiadas (Nagahama, 1983). Segin
Tapia-Vazquez ef al. (1997) la presencia de estas estructuras indica que los organismos

analizados ya habian desovado anteriormente en esta temporada.
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Ademads de ser un desovador parcial, P. californicus desova en forma sincrénica por
grupos, pues segin Nagahama (1983) este tipo de reproduccion se caracteriza por presentar
al menos dos poblaciones de ovocitos de diferentes estados de desarrollo. En las secciones de
las génadas maduras se observd una distribucion bimodal, con una moda en el intervalo de

292 a 408 pum y otro en el de 526 a 761 um. Este arreglo corresponde a un proceso de

maduracion por generaciones u oleadas de ovocitos. Caddel ef al. (1990) observaron que F.

californicus desovd 13 veces con intervalos de 7 dias.

Esta estrategia reproductiva tiene muchas ventajas adaptativas, segiin Nikolsky (1963)
los desoves parciales pueden contribuir a preservar la especie en ambientes donde la
sobrevivencia es baja. En las zonas templadas, la abundancia de alimento fluctia durante el
afio como una consecuencia de las variaciones estacionales y donde las tormentas pueden
acabar con una generacion de huevos peldgicos, un desove parcial, solo representa la pérdida
de una fraccién del potencial reproductivo de la poblacion. Ademds un desovador parcial
posee mayor fecundidad con respecto a los desovadores totales que solo pueden producir el

numero de ovocitos que son capaces de almacenar en sus ovarios (Nikolsky, 1963).

Shehadeh ef al (1973) estimaron las frecuencias de ovocitos por intervalos de
didmetros en Mugil cephalus y encontraron una distribucion unimodal . M. cephalus es un
desovador total o sincrénico, por lo que todos sus ovocitos maduran al mismo tiempo
(Nagahama (1983). Alvarez-Lajonchere cf al (1983) también encontraron una distribucion
unimodal de frecuencias de los didmetros de los ovocitos en M. lisa y M. curema, no
observaron diferencias significativas ente las secciones muestreadas de las génadas de estas dos
especies; ya que todas tuvieron una distribucion unimodal. En los ovarios de £. brasilianus
encontraron ovocitos en distintos estadios de maduracién, aquellos alojados en el centro del

ovario y el canal ovdrico tuvieron un didmetro mayor. Segun las consideraciones de
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Nagahama (1983) y Jobling (1995), es posible que este pez sea desovador parcial, ya sea
asincronico (presenta ovocitos en varios estados de desarrollo y desova muchas veces en una

temporada reproductiva corta) o sincronico por grupos (Nagahama, 1983)

También es necesario saber cudl es la frecuencia de ovocitos maduros con respecto a
los demés ovocitos presentes en un ovario maduro para decidir con precision el momento de la
induccion hormonal (Alvarez~Lajoﬁchere ef al. 1983). Las frecuencias de ovocitos de
distintos didmetros en el ovario de P californicus varia entre las secciones del ovario.
estudiadas, lo que indica que este arreglo depende de cada seccion, atun cuando en todos los
cortes histologicos de los ovarios maduros se observaron ovocitos en las ultimas fases de la
maduracion. Oda (1991) asegura que el didmetro de un huevo de FP. californicus mide de
640 a 830 pm, Ahlstrom y Moser (1975) afirman que miden 900 um. Sin embargo, la mejor
forma de correlacionar el didmetro de los huevos y de los ovocitos con su estado de

maduracién es observando sus caracteristicas por medio de cortes histologicos.

El criterio de interpretacion del andlisis i1 vivo que se propone en este trabajo se aplica
solo para F. californicus ya que el didmetro de los ovocitos y las caracteristicas anatomicas de

los organismos varian entre especies. Los ovocitos de Mugil lisa y Mugil curema son

aproximadamente de 600 pm de didmetro (Alvarez-Lajonchere, 1983) y en Mugil cephalus

son de 550 a 650 um (Shehadeh, 1973).

A diferencia de M. cephalus (Shehadeh, 1973), M. lisa y M. curema (Allvarez-
Lajonchere, 1983) la distribucion de frecuencias de ovocitos por intervalos de didmetro en F.
californicus varia a lo largo del ovario por lo que la muestra de ovocitos se debe extraer de la
seccion I, ya que las muestras extraidas con el catéter fueron representativas del grado de
madurez de las secciones donde fueron tomadas y tuvieron la misma tendencia bimodal, con

cada moda en el mismo intervalo de didmetro. Este comportamiento coincidié con el analisis



55

histoldgico, donde se encontrd una menor cantidad de ovocitos de didmetro intermedio. Por lo
que la técnica del muestreo in vivo de los ovocitos si puede ser ufilizada para estimar el grado

de madurez de P. californicus.

La tabla de interpretacion del andlisis in vivo contempla la separacion de las
frecuencias de ovocitos de diferentes diametros fijando como criterio de decision el término de
la vitelogénesis, que ocurre cuando su didmetro es de 500 pum aproximadamente. Sin embargo
Ia tabla considera solamente dos intervalos de didmetro, ya que esto permite que el método sea
aplicado mds facil y rapidamente, pues en cuestion de tiempo es mds conveniente analizar solo
dos fracciones por hembra, para poder analizar una mayor cantidad de organismos y detectar
el estado de madurez sexual de los organismos antes de que ocurra la sobremaduracion, en

caso de que sus ovarios se encuentren maduros y asi aplicar la induccién hormonal a tiempo.

Las cuatro alternativas en que se dividio la interpretacion del analisis iz vivo facilitan
el manejo de las muestras y el monitoreo de la madurez sexual. Las acciones sugeridas en cada
uno de los casos se basaron en el tiempo aproximado que dura la ovogénesis en esta especie, de
3 a 4 meses de acuerdo con los resultados de Caddel ef af (1990) para hembras que desovaron
al término de este periodo, contado a partir de los dias en que la temperatura y la fotofase

fueron mas bajas.
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CONCLUSIONES

El muestreo in vivo de ovocitos intraovaricos es la mejor opcidon no invasiva para
conocer la madurez sexual de las hembras del lenguado de California Paralichthys

californicus.

Los ovocitos de Paralichthys californicus se distriibuyen longitudinalmente con una

mayor frecuencia de ovocitos maduros en la parte anterior del ovario.

En los ovarios inmaduros de Paralichthys californicus existe un gradiente transversal
de madurez que se incrementa desde la periferia de la gonada hacia el conducto ovarico, este

patrén desaparece al madurar el ovario.

En Paralichthys californicus la presencia de ovocitos de didmetro igual o mayor a 500

jim en una proporcién mayor al 30% indica que el ovario esta completamente maduro.

La descripcién histologica de los ovarios demostrd que Paralichthys californicus es un

desovador parcial.
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RECOMENDACIONES

. [ . .
Como resultado de este trabajo, se propone complementar la informacion con otros
estudios relacionados con el proceso de maduracion sexual de las hembras de Faralichtliys
californicus, tomando como base la técnica de extraccion de muestras intraovéricas para

describir la ovogénesis a lo largo del ciclo reproductivo.

También se recomienda experimentar la induccion hormonal tomando como base los
criterios de madurez descritos en este trabajo para correlacionarlos con la viabilidad de los

huevos y el desarrollo de las larvas de Paralichthys californicus.
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APENDICE

Tabla I. Composicion quimica de la solucion fijadora de Davidson.

Sustancia Volumen (ml)
Etanol (96%) 330
Formaldehido 220
Acido acético glacial 115
Agua destilada 335

Tabla II. Técnica utilizada en la deshidratacion de los tejidos para la preparacion de cortes

histologicos
Sustancia Tiempo de Exposicién
Etanol al 70% Y2 hora
Etanol al 96% I 2 horas
Etanol al 96% 11 2 horas
Etanol al 100% I 2 horas
Etanol al 100% II 2 horas
Etanol : Benceno 50:50 3 horas
Benceno 1 2 horas
Benceno II 2 horas
Benceno-Parafina 2 horas
Parafina I 2 horas

Parafina II 2 horas




Tabla II1. Soluciones utilizadas en la desparafinacién de los tejidos para la preparacion de

cortes histolégicos de las muestras de P. californicus

Sustancia Tiempo de Exposicion
Xileno I 10 minutos
Xileno 11 5 minutos
Xileno III 5 minutos
Etanol 100% 1 5 minutos
Etanol 100% 1T 5 minutos
Etanol 96% 5 minutos
Etanol 10% 5 minutos
Agua destilada 5 minutos
Agua destilada 5 minutos
Agua destilada Hasta su tincion

Tabla 1V. Sustancias utilizadas en el proceso de tinciéon con Hematoxilina — Eosina de las

muestras de P. californicus.

Sustancia ' Tiempo de Exposicion
Agua destilada 2 minutos
Hematoxilina 30 minutos
Alcohol 4cido 3 segundos
Agua potable 7 minutos
Agua amoniacal B segundos
Agua destilada 3 minutos
Alcohol 96 % 3 minutos
Eosina 15 minutos
Alcohol 96 % 25 segundos
Alcohol 96 % 3 minutos
Alcohol 100% 90 segundos
Alcohol 100 % 3 minutos
Alcohol:Xileno 5 minutos
Xileno 5 minutos

Xileno 5 minutos

ii



Tabla V. Frecuencias absolutas de cada ovario maduro.

Tamiz Ovario 1 Ovario 2 Ovario 3
I 11 111 v v I 11 111 v v I 11 111 v v
1 129.42 319.76 632.96 0.00 0.00 8.51 2.06 0.00 Q.00 0.00 208.17 218.09 174.25 87.29 0.00
2 573.31 793.05 404.60 147.18 520.73 709.66 549.27 365.63 199.34 799.10 4877.50 887.37 889.25 112.00 4169.24
3 2219.89 1652.50 13674.69 323.12 15604.49 2408.36 2111.06 1596.93 1526.82 2224.48 128.86 306.95 8814.23 237.96 133.68
4 6490.38 6101.19 40619.48 1186.20 5804.48 5898.49 613846 8260.67 6807.33 5761.39 2005.39 2233.16  1452.58 2501.11 7466.69
5 2980.28 5075.64 23079.07 141.60 4462.18 3398.99 3845.60 1682.68 3939.42 3056.84 2333.87 2606.92 1029.45 2639.06 41265.68
6 676.22 399.02  5538.67 76.91 762.02 946.03 1251.83 610.75 603.38 225285.83 750.95 1158.69 87282.91 1676.49 2453.20
Suma 13070 14341 83949 1875.8 27153.9 13370 13905 12517 13076 237128 10305 7411.18 99642.7 7253.9 55488

Tabla VI. Formulas utilizadas en el cdlculo de Ia tabla de contingencia de tres dimensiones. (Zar, 1984)

Prueba Hipotesis fesperada X25pservada v

General Ho: G, Sy T son mutuamente independientes (T:iS;Gi) /N2 TET[(Fj-£02/ £l Sts-t-s-g+2
Hi: G, S y T no son mutuamente independientes

Parcial 1 H,: T es independiente de Gy S Ti(GS)k/N TE[(F-£)2/ £ gts~sg~t+1
H;i: T no es independiente de Gy S

Parcial Z  H,: S es independiente de Gy T Si(GT) /N TE[(Fix-£)2/ £ gts-ts~g+1
H;: 8 no es independiente de Gy T

Parcial 3  H,: G es independiente de Sy T Gi(TS);;/N SE[(Fy-£)2/ £ gts-tg-s+1
Hi: G es no independiente de Sy T ’

G=Gonada $=Seccion T=Tamiz g=# de gonadas s=# de secciones t=# de tamices



