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RESUMEN

La sardina es un recurso masivo que se distribuye en zonas costeras y forma
grandes cardumenes, lo que ha propiciado a que sea aprovechado de manera
industrial y es la pesqueria mas importante a nivel nacional en cuanto a volumen de
captura. Se lleva a cabo en el noroeste del pais, y actualmente en la zona centro y
sur del Golfo de California se cuenta con una certificacion internacional por la MSC
(Marine Stewardship Council) como pesqueria sustentable. Para el manejo de esta
y cualquier pesqueria uno de los aspectos mas importantes a considerar son los
aspectos reproductivos, entre ellos el diagnostico del desarrollo gonadico (DDG).
Para ello, la histologia es el método mas preciso, pero es tardado y costoso. Por lo
cual, en pesquerias como la de sardina crinuda (Opisthonema bulleri, O. libertate y
O. medirastre) donde se realizan miles de observaciones anualmente, el DDG se
ha realizado a partir de la escala de Nikolsky (1963), modificada por Cisneros-Mata
(1987), en la que se incluyen caracteristicas morfocrométicas (CM), a pesar de
dificultades debido a la necesidad de validar la interpretacion de algunos rasgos. En
ese sentido, el objetivo del presente estudio es describir el desarrollo gonadico (DG)
de la sardina crinuda mediante CM, sustentado en un andlisis histologico. Un total
de 745 ejemplares fueron obtenidos de la costa de Mazatlan de julio de 2018 a
septiembre de 2019. Las génadas fueron extraidas, pesadas, fotografiadas, sus CM
en fresco fueron registradas, se realiz6 un diagnéstico morfocromatico preliminar y
se fijaron en formalina al 10%. Se procesaron a partir de técnicas histolégicas, se
realizo el diagndstico histologico (DH) y se definié una escala donde el desarrollo
gonadico fue dividido en fases. La interpretacion de las CM fue validada mediante
cotejo y se evaluo la precision de la escala ya existente con las descritas mediante
histologia. Las génadas se posicionan en la parte media inferior de la cavidad
visceral, sostenidas por un mesenterio, son bilobuladas y su DG se clasifico en siete
fases para hembras (Q) y cinco para machos (J): desarrollo inicial (DI)%,d,
desarrollo avanzado (DA)%,d, madurez (M)Q, desove parcial/eyaculacién con
desarrollo (DP)?,d, desove/eyaculacion (D)?,d, recuperacién (Rc)? y reposo
(Rp)2,d. El ciclo gonadico inicia con DI, y evoluciona continuando con DA, M, DP,
D, Rc, R y reiniciando en DI, con rutas alternas como la secuencia periodica de M,
DP, M antes de cambiar a D en las hembras por ser desovadores parciales. Se
presentaron 0.79% de anomalias en O. libertate. No se encontraron diferencias
interespecificas ni se logré distinguir a escala morfocromatica la atresia masiva. El
porcentaje de asertividad y el nivel de concordancia entre la designacién con la
escala de Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata (1987) y lo observado
histolégicamente fueron en su mayoria de “leve” a “aceptable” de acuerdo al indice
de Kappa. Se hizo una propuesta de redisefio de la escala de DG para la sardina
crinuda del sureste del Golfo de California, en la que se agregan mas detalles en
las CM, asi como imagenes representativas para cada fase.

Palabras clave: Clupeidae, gonadas, escala morfocromatica, gametogénesis,

analisis histolégico.



ABSTRACT

The thread herring is a massive resource that is distributed in coastal areas and
forms large schools, which has led to its being exploited industrially and is the most
important fishery at the national level in terms of catch volume. It takes place in the
northwest of the country, and currently in the central and southern Gulf of California
there is an international certification by the MSC (Marine Stewardship Council) as a
sustainable fishery. For the management of this and any fishery, one of the most
important aspects to consider are the reproductive aspects, including the diagnosis
of gonadal development (DDG). For this reason, in fisheries such as the thread
herring (Opisthonema bulleri, O. libertate and O. medirastre) where thousands of
observations are made annually, the DDG has been carried out using the Nikolsky
scale (1963), modified by Cisneros-Mata (1987), in which morphochromatic
characteristics (CM) are included, despite difficulties due to the need to validate the
interpretation of some traits. In this sense, the objective of this study is to describe
the gonadal development (GD) of the thread herring by means of MC, supported by
a histological analysis. A total of 745 specimens were obtained from the coast of
Mazatlan from July 2018 to September 2019. The gonads were extracted, weighed,
photographed, their fresh MC were recorded, a preliminary morphochromatic
diagnosis was performed and they were fixed in 10% formalin. They were processed
from histological techniques, the histological diagnosis (HD) was made and a scale
was defined where the gonadic development was divided into phases. The
interpretation of the MC was validated by comparison and the accuracy of the
existing scale was evaluated with those described by histology. The gonads are
positioned in the lower middle part of the visceral cavity, supported by a mesentery,
they are bilobed and their DG was classified into seven phases for females (¢) and
five for males (J): initial development (ID)?,J, advanced development (AD)?,d,
maturity (M)Q, partial spawning/ejaculation with development (PS)?,J,
spawning/ejaculation (S)2,d, recovery (Rc)Q and resting (Rp) ¢ ,&. The gonadal
cycle begins with ID, and evolves continuing with AD, M, PS, S, Rc, R and restarting
at ID, with alternate routes such as the periodic sequence of M, DP, M before
changing to D in females due to being partial spawners. There were 0.79%
abnormalities in O. libertate. No interspecific differences were found, nor was it
possible to distinguish massive atresia on a morphochromatic scale. The percentage
of assertiveness and the level of concordance between the designation with the
Nikolsky scale (1963) modified by Cisneros-Mata (1987) and what was observed
histologically were mostly from "mild" to "acceptable" according to the Kappa index.
.A proposal to redesign the GD scale for the thread herring from the southeastern
Gulf of California was made, in which more details are added in the MC, as well as
representative images for each phase.

Keywords: Clupeidae, gonads, morphochromatic scale, gametogenesis,
histological analysis.
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1. INTRODUCCION

La pesqueria de sardina en México esta dirigida a un grupo de peces
pelagicos menores que habitan en aguas costeras y forman grandes cardimenes,
lo que ha propiciado llevar esta pesqueria a nivel industrial (Rodriguez-Sanchez et
al., 1996). Este recurso es aprovechado principalmente en el noroeste del pais, en
la costa del Pacifico occidental en la Peninsula de Baja California y dentro del Golfo
de California, incluyendo Sonora, Sinaloa y Nayarit (Rodriguez-Sanchez et al.,
1996). Actualmente, la pesqueria de sardina se posiciona en el primer lugar de
produccion pesquera en México en cuanto a volumen de captura, obteniendo cifras
de hasta 721,571 toneladas de peso vivo en el 2017 (SAGARPA, 2017). Su volumen
de produccion contribuye hasta un 30% a la produccion pesquera total anual a nivel
nacional y un 10% en cuanto a valor econémico (D.O.F., 11/06/18).

La sardina es una importante fuente de energia y proteinas de calidad,
ademas de su valor econémico tiene un importante valor ecolégico, ya que es
consumidor primario y se coloca en los niveles basicos de la red alimentaria, que es
consumida por algunas especies de mamiferos marinos, grandes pelagicos,
tiburones, aves, etc. (Merino et al., 2014). Por parte de la industria, aprovechan su
alto valor proteico, la mayor proporcion de las capturas es destinada para la
elaboracion de harinas y aceites de pescado, comercializados para la industria
avicola, acuicola y porcina. Y sélo 25% aproximadamente es procesado para el
consumo humano, ya sea enlatado o congelado (D.O.F., 11/06/18). Otro uso que
se le da a las sardinas es en la pesca deportiva como carnada y en los ranchos de
engorda de atin como alimento fresco (Rodriguez-Sanchez et al., 1996; Del Moral-
Simanek et al., 2010).

Esta pesqueria es multiespecifica, ya que dentro de los catalogados como
peldgicos menores podemos encontrar gran variedad de especies (Rodriguez-
Sanchez et al., 1996; Martinez-Zavala et al., 2010). En México, esta pesqueria esta
conformada por alrededor de doce especies que presentan habitos y parametros

poblacionales similares y son del mismo interés comercial (D.O.F., 11/06/18). Las



gue se extraen en mayor proporcién son la sardina monterrey (Sardinos sagax) que
representa un 38% de la captura nacional total, seguida de la sardina crinuda
(Complejo Opisthonema: O. bulleri, O. libertate y O. medirastre) con el 28.1% y la
sardina bocona (Cetengraulis mysticetus) con un 17.5% (D.O.F., 11/06/18). La
composicion de las especies en la captura, asi como su abundancia y disponibilidad
varia de acuerdo a las zonas de pesca y a la variabilidad ambiental (D.O.F.,
11/06/18).

En Mazatlan Sinaloa, desembarcan las capturas de sardina del sur del Golfo
de California, que incluye areas de pesca en el sur de Sinaloa y parte de Nayarit.
Estas capturas estan constituidas principalmente por sardina crinuda en un 71% de
la captura total y el resto por sardina bocona (Jacob-Cervantes et al., 2012).

En si, el género Opisthonema esta compuesto por cinco especies de peces
gue se encuentran solamente en aguas tropicales y subtropicales en ambas costas
del continente americano (Berry y Barrett, 1963). En las costas del Pacifico
mexicano se encuentran el denominado en la zona como complejo Opisthonema, el
cual esta integrado por tres especies (O. bulleri, O. libertate y O. medirastre) que
son fenotipicamente muy similares, aparecen entremezcladas y su distribucion
comprende desde México hasta Peru (Berry y Barrett, 1963). Para su identificacion
taxondmica a nivel especie, la forma mas inmediata es por medio del conteo de
branquiespinas con relacion a la longitud del pez (Berry y Barrett, 1963). Ademas,
también se emplean otras claves de identificacién como la forma de insercién de la
branquiespina en la base del segmento ceratobranquial y la cantidad de espiculas
en el cuerpo de la branquiespina (Torres-Ramirez, 2004), la forma de la base de las
branquiespinas (Pérez-Quifionez, 2014) y mas recientemente mediante métodos
genéticos (Pérez-Quifidnez et al., 2020).

Actualmente, de acuerdo a la Ultima actualizacion de la Carta nacional
pesquera, el estatus de esta pesqueria se encuentra como aprovechado al maximo
sustentable (D.O.F., 11/06/18). A pesar de que el manejo de esta pesqueria ha sido
todo un reto, debido a la gran variabilidad de las capturas qué se ven afectadas por

los factores ambientales (Lluch-Belda et al., 1986). Sin embargo, se han logrado



establecer medidas de manejo efectivas, tanto que en el afio 2016 se logré certificar
la pesqueria de sardina como una pesqueria sustentable y bien manejada bajos los
estandares de la MSC (Marine Stewardship Council), en el norte y sur del Golfo de
California (Pérez-Ramirez et al., 2015).

Son muchos los aspectos a considerar en el manejo y evaluacion de las
pesquerias, y uno de los mas importantes son los estudios sobre sus aspectos
reproductivos debido a que estos se relacionan directamente con la ecologia y la
dinamica de las poblaciones (Garcia-Cagide et al., 1994). Estudios como el
desarrollo gonadico, maduracién sexual, ciclo reproductivo y fecundidad, son
indispensables para el mejoramiento del manejo de los recursos. La base para la
evaluacion de estos aspectos es el desarrollo gonadico, para lo que la técnica de
mayor precision es la histologia (West, 1990; Lowerre-Barbieri et al., 2011). Sin
embargo, esta técnica no es muy practica ya que consume mucho tiempo y es
costosa (West, 1990), por lo que algunos investigadores optan por utilizar escalas
generalizadas para peces basadas en la forma, tamafio y coloracién de los 6rganos
reproductores y una de las mas utilizadas en peces es la propuesta por Nikolsky
(1963). Este tipo de escalas tiene un uso practico en campo, no obstante, se ha
demostrado que esas escalas si no son especificas y no estan validadas
histologicamente podrian causar errores de interpretacion de hasta el 100%
(Denton-Castillo, 2018). Esto debido a que cada especie presenta sus
particularidades, ademas que el diagnéstico es muy subjetivo. Por tales motivos, es
necesario realizar andlisis histolégicos cuando se requiere la informacion para la
toma de decisiones en el manejo de los recursos pesqueros. Lo cual se ha tenido
que hacer en la pesqueria de sardina crinuda.

Debido a esto, el presente trabajo de investigacion tiene como objetivo
disefiar una escala morfocromatica de desarrollo gonadico validada
histologicamente para las tres especies de sardina crinuda (O. bulleri, O. libertate y
O. medirastre) del sureste del Golfo de California, ya que actualmente se utiliza una

escala generalizada no validada. Esto con la finalidad de obtener una herramienta



sencilla de usar en campo, pero que representa mayor certeza para la evaluacion

del recurso.

2. ANTECEDENTES

2.1 GENERALIDADES DEL COMPLEJO OPISTHONEMA

En México, se conocen comunmente como sardina crinuda a las tres
especies del género Opisthonema que se pueden encontrar en el pais. Este género
pertenece a la familia Clupeidae y comprende cinco especies, de las cuales una
habita en el océano Atlantico occidental y las otras cuatro en el océano Pacifico
(Berry y Barrett, 1963). De ellas, Opisthonema berlangai es encontrada Unicamente
en las islas Galapagos y las otras tres especies (O. bulleri, O. libertate y O.
medirastre) se distribuyen desde México hasta Perq, incluyendo el Golfo de
California (Berry y Barrett, 1963; WoRMS, 2020) (Figura 1).

Figura 1. Especies de sardina crinuda presentes en la pesqueria de pelagicos
menores del sur del Golfo de California. A) Opisthonema libertate, B) O.
bulleri, C) O. medirastre (Imagenes tomadas de Fisher et al., 1995).



Estas tres especies conocidas también como complejo Opisthonema son la
especie objetivo en la pesqueria de pelagicos menores en el sur del Golfo de
California (D.O.F., 11/06/18). Presentan caracteristicas fenotipicas muy parecidas y
suelen presentarse traslapes en las caracteristicas meristicas y morfométricas,
ademas de gue se encuentran entremezcladas, lo cual dificulta su identificacién a

nivel especie (Berry y Barrett, 1963).

2.2 TAXONOMIA

Reino: Animalia
Filum: Chordara
Clase: Actinopterygii
Orden: Clupeiformes
Familia: Clupeidae
Género: Opisthonema

Especies: Opisthonema bulleri
Opisthonema libertate
Opisthonema medirastre

(World Register of Marine Species (WoRMS): http://www.marinespecies.org)

Debido a esas similitudes se han realizado estudios como el de Pérez-
Quifibnez et al. (2017), en el que muestra que las tres especies presentan
diferencias morfométricas, principalmente entre O. bulleri con respecto a O. libertate
y O. medirastre. Al igual que Pérez-Quifiénez et al. (2020) propone un nuevo método
para la identificacion genética de las tres especies del sur del Golfo de California.

Sin embargo, en el sentido practico estos métodos requieren de mucho
tiempo y dinero, por lo que para la discriminacion de las especies en los estudios
actuales se siguen utilizando las claves de identificacion a partir de caracteres
meristicos, principalmente la de Berry y Barrett (1963) y la de Torres-Ramirez
(2004).



En la clave de Berry y Barrett (1963) se realiza la discriminacion de las tres
especies a partir de la extraccion del primer arco branquial y el conteo de
branquiespinas que se encuentran dentro de la seccion ceratobranquial, con
relacion a la longitud del pez (Figura 2). En ese sentido, O. bulleri es la que presenta
menor cantidad de branquiespinas ceratobranquiales, de 1 a 39, O. medirastre de
40 a 75y O. libertate es la que presenta mas, de 76 a 120.

Figura 2. Arco branquial de sardina crinuda, las flechas indican el inicio y el final
de la seccidén ceratobranquial. (Imagen tomada de Berry y Barrett, 1963).

Por su parte, Torres-Ramirez en el 2004 propone una nueva clave de
identificacién de la sardina crinuda en la que se pone cierto énfasis en la forma de
interseccion de las branquiespinas en su base y la presencia/abundancia o ausencia
de espiculas en las mismas. Menciona que O. libertate y O. medirastre presentan

base recta de las branquiespinas y O. bulleri base oblicua (Figura 3).



-

Base 'de Ia
sbranquispina_ -

Figura 3. Forma de la base de las branquiespinas ceratobranquiales de la
sardina crinuda. A) base recta, B) base oblicua. (Imagenes tomadas de
Torres-Ramirez, 2004).

Con respecto a la presencia de espiculas en el cuerpo de las branquiespinas
O. medirastre presenta pocas, O. bulleri presenta muchas y O. libertate carece de

ellas (Torres-Ramirez, 2004) (Figura 4).

Figura 4. Abundancia de espiculas en el cuerpo de las branquiespinas
ceratobranquiales de la sardina crinuda. (Imdgenes tomadas de Torres-
Ramirez, 2004).



La sardina crinuda o complejo Opisthonema son peces de habitos pelagicos
que habitan en aguas costeras tropicales y subtropicales, que se distribuye
verticalmente en la columna de agua de los 0 a los 50-70m de profundidad, forma
generalmente grandes cardumenes (Lluch-Belda et al., 1995, Fishbase, 2020). Se
alimentan principalmente por medio de filtracién, aunque también tienen la facultad
de alimentarse por ingesta (Jacob-Cervantes et al., 1992). La talla maxima (Tmax)
varia por especie, se ha reportado una Tmax de 210 mm para O. libertate en el sur
del Golfo de California (Ruiz-Dominguez, 2015), de 220 mm para O. medirastre y
196 mm para O. bulleri en el Golfo de California (Fisher et al., 1995).

2.3 REPRODUCCION

De manera general Ganias et al. (2014) mencionan que las sardinas y
anchovetas son desovadores parciales, tienen periodos prolongados de desove en
los que van liberando ovocitos por lotes. La familia de los Cluipeidos ha sido muy
estudiada debido a la importancia que tiene como recurso pesquero. Existen
antecedentes acerca de aspectos reproductivos de Clupea harengus pallasi (Hay et
al., 1987), Opisthonema oglinum (Garcia-Abad et al., 1998), Sardinella aurita
(Guzméan et al., 2001), Sardina pilchardus sardina (Ganias et al., 2004), Clupea
harengus (Bucholtz et al., 2008), Herengula clupeola, H. humeralis (Pefia-Alvarado
et al., 2008) y Sardinops sagax (Torres-Villegas et al., 2007; Cotero-Altamirano et
al., 2015) en los que hablan sobre desarrollo gonadico, época reproductiva y tallas
de madurez.

De manera particular para las especies objetivo del presente trabajo, se han
realizado pocos estudios sobre aspectos reproductivos. Paez-Barrera (1976) realiz6
un estudio especificamente para O. libertate en la zona de Mazatlan Sinaloa, en el
que determindé la madurez, el desarrollo gonadal, el desove y la fecundidad,
basandose en andlisis histoldgico de las génadas. Asi como también establecié una
talla de primera madurez de 140 mm de longitud estandar para esta especie. Por

otro lado, se ha reportado que la sardina crinuda del norte del Golfo de California se



reproduce en primavera-verano con observaciones ocasionales en otofio, sin
embargo, se menciona que la muestra se compuso basicamente de O. libertate,
dejando a entender que se pudo tomar muestra a nivel complejo y no especifico
(Cisneros-Mata et al., 1989; Martinez-Zavala et al., 2000). En la regién del sureste
del Golfo de California, particularmente en Mazatlan, se ha reportado que O.
libertate desova en los meses de verano-otofio, mientras que O. bulleri lo hace en
primavera-verano. No asi para O. medirastre, ya que hasta el momento no se
conoce su época reproductiva, se ha sugerido que posiblemente es en invierno
(Rodriguez-Dominguez, 1987; Lyle-Fritch et al., 1997). Sin embargo, los estudios
sobre época reproductiva que se han realizado para sardina crinuda del Golfo de
California se han realizado por medio de indices y utilizan para el diagnéstico de
desarrollo gonadico escalas morfocromaticas generalizadas no validada
histologicamente.

En la pesqueria de sardina crinuda del sur del Golfo de California se han
realizado esfuerzos por mejorar la calidad de los diagnésticos de desarrollo
gonadico que se realizan sistematicamente en la evaluacion y manejo de la
pesqueria. Cisneros-Mata (1987) basandose en la escala morfocroméatica
generalizada para peces propuesta por Nikolsky (1963), realiz6 modificaciones en
las que se incorporé informacion para que esta escala fuera mas especifica para la
sardina crinuda. Actualmente, esta escala es la utilizada por parte del Centro
Regional de Investigaciones Acuicolas y Pesqueras (CRIAP) de Mazatlan para esta
pesqueria de acuerdo a Jacob-Cervantes (2010) y que ha funcionado de manera
correcta hasta el momento, a pesar de no estar validada histologicamente. Sin
embargo, con el objetivo de sentar las bases para la mejora de esta escala y reducir
mas la subjetividad de los diagndsticos realizados, se realizd6 un ejercicio para
incorporar informacion adicional a la escala con base al conocimiento empirico de
los técnicos a cargo del diagnéstico del desarrollo gonadico en la pesqueria. Esto
se realiz6 en un taller de capacitacion para observadores abordo de embarcaciones

sardineras por medio del programa de pelagicos menores del CRIAP Mazatlan, con



la finalidad de detallar mas la descripcién del desarrollo ovarico e incorporar
atributos del desarrollo testicular (Tabla I).

En esta escala se siguen manteniendo las seis fases de desarrollo gonadico
de la escala de Nikolsy (1963) modificada por Cisneros-Mata (1987), las cuales son:
la fase O que es indiferenciado, fase | inmaduro, fase Il desarrollo, fase Ill en proceso
de maduracion, fase IV predesove y fase V postdesove. No obstante, estas escalas
no estan validada histologicamente ni se basa en un estudio sistematico enfocado
para tal fin y cuenta con variaciones de coloracion intrafase que podrian deberse a
diferencias interespecificas debido a que son tres especies (O. bulleri, O. libertate y
O. medirastre) y que es necesario aclarar y evidenciar para mayor precision en el

diagnéstico.

Tabla I. Escala morfocromética del desarrollo gonadico de la sardina crinuda
modificada a partir de la de Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata (1987).
Fase Longitud Color externo Ovocitos Emana Otras
CRLCA visibles semen
0 (o Blanco (sexo indefinido). NO NO Lobulos delgados con apariencia de hilo.
menos
Ylo<¥s) Rojizo, beis traslicido O beis- | NO NO

traslticido con éreas rojizas
(ovarios y testiculos).

1l 3a% Ovarios: rojo o rosaceo NO NO La parte anterior de los testiculos es mas
Testiculos: blanco-opaco, ancha que la parte posterior
blanco-grisaceo O blanco-beis

1] (o Ovarios: rosaceo-palido, sl NO si los testiculos son cortados

mayor) amarillo-paja O naranja- transversalmente y presionados emanan
palido. una pequefa cantidad de liquido
Testiculos: blancos
v % (o Ovarios: amarillo-hrillante, Sl (mayor | Sl Los ovocitos estan hidratados. Si se
mayor) naranja-brillante O rojo- tamano) y presiona ligeramente el ovario, los
brillante (intensos). libres en ovocitos se emanan facilmente.

Testiculos: blanco-lechoso O el lumen.
blanco-brillante.

v mayor de Ovarios: amarillo-oscuro, sl NO Al abrir el I6bulo del ovario se observan
Ya naranja-oscuro O rojo- remanentes de ovocitos hidratados en el
oscuro. lumen y al hacer un raspado de los
Testiculos: blanco-amoratado remanentes se observan ovocitos en
0 blanco-oscurecido. diferentes tamafios.

Sin embargo, debido a la gran variedad de estrategias reproductivas y

peculiaridades de cada especie se ha demostrado que utilizar escalas
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generalizadas para peces, basadas Unicamente en caracteristicas morfocromaticas
sin validacidon histolégica podria conllevar grandes errores de interpretacion y
comprometer el futuro estado de un recurso (Garcia-Cagide et al., 1994; Helfman et
al., 2009).

Un ejemplo para ello, es el caso del estudio realizado por Denton-Castillo
(2018) para la merluza del Pacifico (Merluccius productus). En este estudio se
designaron fases de desarrollo gonadico de acuerdo a caracteristicas
morfocrométicas, utilizando la escala generalizada de Nikolsky (1963). Al realizar
los analisis histoldgicos sus resultados mostraron que las designaciones tuvieron
errores de hasta del 100% en algunas fases (madurez y reposo), lo que implica que
las decisiones de manejo que se puedan tomar para la pesqueria de merluza a partir
de dicha informacion podrian no ser adecuadas. Otro ejemplo, es el estudio de
Cotero-Altamirano et al. (2015), quienes trabajaron con sardina monterrey
(Sardinops sagax), encontrando diferencias significativas entre la asignacion de la
madurez gonadica de manera visual con respecto a la asignada histol6égicamente.

De ahi radica la importancia de realizar estudios especificos para cada
especie ya que los aspectos reproductivos tienen una influencia directa sobre la
dinamica de las poblaciones y por ende el futuro de una pesqueria (Garcia-Cagide
et al., 1994). En ese sentido, algunos autores coinciden en que la técnica de mayor
precision para evaluar el desarrollo gonadico es la histologia (West, 1990; Lowerre-
Barbieri et al., 2011).

2.4 ESTUDIOS A NIVEL HISTOLOGICO

Se han realizado algunos estudios histolégicos sobre el desarrollo gonadico
de algunos clupeidos, tal es el caso de la sardina monterrey S. sagax en el cual se
describieron cinco fases de desarrollo ovarico y testicular, las cuales son inmaduro,
madurando, maduro sin desove, maduro con desove y recuperacion o reabsorcion
para hembras e inmaduro, madurando, maduro sin liberacion, maduro con

liberacion y recuperacion para machos en la costa occidental de Baja California,

11



México (Cotero-Altamirano et al., 2015). Sin embargo, en este estudio no se
presenta el analisis morfocromatico de las génadas.

Bucholtz et al. (2008) realizaron un manual para la determinacion de la
madurez gonadal del arenque comun Clupea harengus, en el cual determinaron por
medio de macroscopia e histologia el ciclo gonadico y las fases de desarrollo
gonadal para hembras y machos (juvenil, maduracién temprana, maduracion media,
maduracion final, preparado para desovar, desove, gasto-recuperacion vy
adicionalmente gonadas anormales), realizando una aparente validacion entre
ambos métodos.

Por su parte, Maldonado-Amparo et al. (2017) realizaron un estudio sobre el
desarrollo gonadico de Peprilus medius en Mazatlan que es pez de habitos
epipelagicos con historia de vida similar a la de la sardina crinuda. En él, se realiz6
una escala morfocromatica de desarrollo gonadico, validada histolégicamente,
demostrando que los patrones morfolégicos y colorimétricos de la gbnada de P.
medius son buenos indicadores de la fase de madurez. Se describieron cinco fases
de desarrollo testicular (inmaduro, desarrollo, eyaculacion, eyaculada y reposo),
presentandose una baja incidencia de reposo (menor al 5 %). Para ovarios, se
describen seis fases de desarrollo que se pueden diferenciar mediante sus
caracteristicas morfocromaticas (inmaduro, desarrollo, madurez, desove,
postdesove y recuperacion) y adicionalmente dos subfases a nivel histoldgico para
la fase de desarrollo: desarrollo inicial y desarrollo avanzado; y para la fase de
desove: desove parcial y postdesove parcial. Cabe mencionar que la subfase
postdesove parcial (diapausa) no se puede distinguir del desove parcial a nivel
morfocromatico.

De la misma manera, Sanchez et al. (2013), realizaron una escala de
madurez gonadal del jurel Trachurus murphyi, en Pera. En dicho estudio se realiz6
la validacion de las fases macroscOpicas de desarrollo gonadico mediante
histologia. Las fases propuestas por el autor son: virginal, reposo, en maduracion,
maduro, desovante y en recuperacion para hembras y virginal, reposo, en

maduracion, maduro, expulsante y postexpulsante para machos. Este tipo escalas
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se han realizado también para otras especies de peces con historias de vida
diferentes a las de la sardina crinuda, en donde evidentemente las gdénadas
presentan un patron morfocromatico que lo hace idoneo para identificar las fases de
desarrollo gonadico. Como ejemplo, esta el estudio realizado por Sanchez-
Céardenas (2007) para Sphoeroides annulatus y el de Denton-Castillo (2016) para

Occidentarius platypogon.

Por otro lado, se ha documentado acerca de que algunos peces de la familia
Clupeidae pueden verse altamente afectados por los cambios de las condiciones
ambientales (Lluch-Belda et al., 1986; Torres-Villegas et al., 2007). Uno de las
consecuencias que se ha reportado que podria ser provocada por dichos cambios
es el fenomeno de atresia mayor. Este consiste en que mas del 50 % de los ovocitos
de cada ovario entran en atresia, es decir, reabsorcion, y si esto se presenta cuando
los ovocitos aun no han entrado en el estadio de madurez, puede traer como
consecuencias falla en el reclutamiento, baja productividad en la poblacién, por lo
tanto, una baja en el potencial pesquero (Torres-Villegas et al., 2007). Este
fendmeno se presento en la temporada de pesca de sardina monterrey (Sardinops
sagax) de 1999 al 2000 en Bahia Magdalena, Baja California Sur y se realiz6 el
estudio al detectar alta incidencia de organismos menores a la talla de primera
madurez (< 150 mm) en las capturas (Torres-Villegas et al., 2007). Con base a los
analisis histologicos se encontraron altas frecuencias de ovarios en atresia mayor,
indicando que la temporada reproductiva finalizé, siendo interrumpida, sin poder
diferenciar el dafio en las gonadas a nivel morfocroméatico (Torres-Villegas et al.,
2007). Sin embargo, los mismos autores mencionan que la atresia mayor se puede
considerar normal en frecuencias menores al 2 % en temporada reproductiva de
sardina monterrey, y mayor al 6% indican el final de la temporada (Torres-Villegas,
1997 en Torres-Villegas et al., 2007).

Cabe mencionar que la posibilidad de identificar in-situ a la “atresia mayor”
podria generar informacion adicional y trascendental durante las evaluaciones
pesqueras en vias a comprender las altas fluctuaciones de la biomasa que ha

caracterizado a este recurso y la dinamica del reclutamiento.
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Los multiples estudios que hay de peces en donde se desarrollan escalas de
maduracion ha llevado a una gran diversificacion de términos para llamar a las fases
de desarrollo gonadico, por lo que Brown-Peterson et al. (2011) hacen unas
recomendaciones para tratar de estandarizar los términos a nivel mundial.
Recomienda utilizar terminologia simple y universal, que sean pocas fases y que se
resalten las caracteristicas mas distintivas. Propone las fases de inmaduro,
desarrollo, capacidad de desove, regresion y regeneracion y junto con ello un
modelo conceptual del ciclo gonadico.

Como datos complementarios a la parte descriptiva y para entender mejor el
proceso del desarrollo gonadico, algunos autores describen las caracteristicas
anatomicas de los drganos reproductores, asi como su ubicacion. Cotero-
Altamirano et al. (2015), describen que tanto ovarios como testiculos de S. sagax
son bilobulados, de morfologia alargada y fusiforme. Se encuentran en la cavidad
abdominal, entre la vejiga natatoria y el intestino, unidos a la pared celémica por
mesenterio y se unen en el extremo posterior a los conductos por los que seran
expulsados los gametos. Bucholtz et al. (2008) mencionan que C. harengus
presenta gonadas bilobuladas, el l6bulo izquierdo es méas grande que el I6bulo
derecho, de manera normal y presentan caracteristicas distinguibles como la arteria
principal que une a los dos Iébulos en la parte media-superior y en la parte inferior
se encuentran los conductos ovaricos y espermaticos. Por su parte, Maldonado-
Amparo et al. (2017), mencionan que las gonadas de P. medius estan compuestas
de dos lobulos y en fases avanzadas se logra diferenciar que uno es mas ancho
que el otro y documentaron una deformidad que se presenté en el I6bulo inferior de
un ovario. Ademas, las gonadas estan unidas al poro genital en la parte media
ventral de la cavidad abdominal y se desarrollan hacia la parte posterior del pez, y
se desarrollan mas hacia lo ancho que hacia lo largo debido a la morfologia del pez.

Hasta el momento no existen estudios sobre desarrollo gonadico especifico

para sardina crinuda a nivel histologico.
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3. HIPOTESIS

1. Los patrones de coloracion de las gonadas son diferentes entre las tres
especies de sardina crinuda (O. bulleri, O. libertate y O. medirastre).

2. Lasardina crinuda presenta diapausa (postdesove parcial) y puede presentar
atresia mayor y estos fendmenos son indistinguibles a escala morfocromatica.
3. La sardina crinuda presenta un bajo porcentaje de reposo (<5%).

4. El diagnoéstico morfocromatico es preciso para distinguir las fases gonadicas:
inmaduro, desarrollo, en proceso de maduracion, predesove y postdesove en la
sardina crinuda; a partir de la escala de Nikolsky (1963) modificada por
Cisneros-Mata (1987).

4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL
Estudiar el patron de desarrollo de los érganos reproductores de la sardina
crinuda (Opisthonema bulleri, O. libertate y O. medirastre) del sureste del Golfo de

California.

4.2 PARTICULARES

1. Describir el aparato reproductor de hembras y machos.

2. Describir histolégicamente las fases ovéricas y testiculares.

3. Describir el ciclo ovarico y testicular.

4. Estimar la precisién del desarrollo gonadico a partir de la escala de
Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata (1987).

5. Redisefiar la escala morfocromatica para el diagnéstico de las fases

ovaricas y testiculares.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 MUESTREOS

Se realizaron muestreos mensuales de un promedio de 60 organismos durante

un ciclo anual. Los especimenes se obtuvieron con apoyo de pescadores que

operan en la lonja pesquera de la Isla de la Piedra, la cual opera en la zona costera

de Mazatlan, Sinaloa (Figura 5). Los organismos se trasladaron inmediatamente al

laboratorio de Biologia Pesquera de la Facultad de Ciencias del Mar de la

Universidad Auténoma de Sinaloa para su procesamiento.

Area de estudio
Sureste del Golfo de California

-1 DBI.OOO

-110.000 -108.000
Sonora
2
=+
Sinaloa
8
&+ +
Baja California Sur ~ Golfo de
California

0 25 50km
[ Q [l Zona de muestreo

_|_

{zatlén

T T
-110.000 -108.000
Autor: Diana Laura Cervantes Rendén

T
-106.000

Figura 5. Area de estudio; sureste del Golfo de California.
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Una vez en laboratorio, se procedi6 a realizar el muestreo masivo y
posteriormente el bioldgico, de acuerdo al protocolo de muestreo estandarizado
para pelagicos menores establecido por el CRIAP-Mazatlan. El muestreo masivo
consisti6 en medir la longitud patron de todos los organismos de la muestra y
separarlos por intervalos de tallas de 5 mm. Ya separados todos los ejemplares se
registr6 el niamero de organismos encontrado en cada intervalo, asi como la
cantidad total. Posteriormente, se seleccionaron diez organismos de cada intervalo
para realizar el muestreo biologico, el cual consisti6 en tomar las mediciones
biométricas estandar, es decir la longitud total y longitud patron de cada individuo a
una precision de 1 mm, y el peso total con una precision de 0.1 g. Ademas, se
extrajeron las génadas de cada organismo, se pesaron, se identificd el sexo y se
asigna una fase de desarrollo gonadico a partir de las caracteristicas
morfocrométicas de acuerdo a la escala de Nikolsky (1963) modificada por
Cisneros-Mata (1987).

Adicionalmente al protocolo establecido, se disefié una bitacora en donde se
registraron datos de interés sobre las caracteristicas morfocromaticas de las
gbnadas, tales como coloracion, consistencia, apariencia y vascularizacion y se
tomaron fotografias de cada gonada junto a una regla milimétrica. Finalmente, las
gonadas se fijaron en formalina al 10 % y transcurridas 72 h se lavaron en agua
corriente y se conservaron en alcohol etilico al 50 % hasta su posterior

procesamiento histologico.
5.1.1 Identificacion taxondmica

Para la identificacion taxondmica de las especies se extrajo el primer arco
branquial de cada ejemplar durante el muestreo biolégico, se preservaron en seco
con su debida etiqueta y se trasladaron al departamento de pelagicos menores del
CRIAP-Mazatlan para el diagnéstico de acuerdo a distintas claves taxonomicas
como la de Berry y Barrett (1963) y Torres-Ramirez (2004).
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5.2 DESCRIPCION DEL APARATO REPRODUCTOR

Se describi6 la estructura morfologica y anatomica de ovarios y testiculos, su
posicion dentro de la cavidad visceral, érganos adyacentes y sus conexiones
mediante observacion directa y se obtuvieron fotografias. Como referencia se
utilizaron los documentos de Bucholtz et al. (2008), Helfman et al. (2009), Cotero-

Altamirano et al. (2015), Maldonado-Amparo et al. (2017), entre otros.

Se realizaron diagramas sobre la morfologia de los érganos reproductores

mediante el programa CorelDRAW 2020.
5.3 PROCESO HISTOLOGICO

Se realizaron pruebas del proceso histolégico completo, en el cual se
realizaron cortes transversales en la parte anterior, media y posterior de quince
ovarios y quince testiculos. Esto con la finalidad de observar si el desarrollo
gonadico es homogéneo a lo largo de todo el 6rgano y seleccionar la seccion para
analizar en el resto de las gbénadas, asi como ajustar los tiempos de exposicion del
tejido a los diferentes reactivos durante el procesamiento. Con los resultados de las
pruebas se comprobd que el desarrollo es homogéneo a lo largo del 6rgano (Figura
6), lo que nos permitié trabajar el resto de las muestras con la seccibn media

transversal de uno de los Iébulos de las gonadas.
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Figura 6. Prueba de homogeneidad del desarrollo testicular y ovarico a lo largo
de las gonadas de sardina crinuda (Opisthonema spp.). A) Machos, B)
hembras.

La seccion media de ovarios y testiculos sometieron al proceso de
deshidratacion mediante cambios graduales con concentraciones de menor a mayor
de alcohol etilico e isopropilico, se aclararon con aceite mineral y finalmente se

impregnaron en parafina (Humason, 1979; Buesa y Peshkov, 2009) (Figura 7).
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Figura 7. Secuenciay tiempos de exposicion de tejido gonadal de Opisthonema
bulleri, O. libertate y O. medirastre durante el proceso de deshidratacion,
aclarado e impregnacion en parafina, basado en Buesa y Peshkov (2009).

Una vez impregnadas las muestras en parafina, se colocaron en moldes para
su inclusién en bloques. Posteriormente se realizaron cortes histolégicos de 5um de
espesor mediante un microtomo semiautomatico, se colocaron en flotacion en agua
con grenetina en bafio maria, a una temperatura de alrededor de 35°C y se

recibieron con un porta objetos.

Los cortes se tifieron mediante la técnica de tincion hematoxilina-eosina, con
su previa desparafinacion en xilol (Humason, 1979; Mufieton-Gomez et al., 2000)
(Figura 8). Finalmente, los cortes tefildos se montaron en resina sintética para su

preservacion y posterior analisis.
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Figura 8. Reactivos y tiempos de exposicidbn para el proceso de tincion
hematoxilina-eosina (Humason, 1979; Mufieton-Gémez et al., 2000).

5.4 DIAGNOSTICO HISTOLOGICO

Se realizaron observaciones de los cortes histolégicos mediante un
microscopio oOptico, se describieron las caracteristicas celulares y tisulares mas

distintivas de ovarios y testiculos y se dividi6 el desarrollo en fases.

Para la designacion de las fases de desarrollo ovarico y testicular se tomo en
cuenta la presencia, ausencia y/o abundancias de las células gametogénicas, asi
como los criterios de autores como Torres-Villegas et al. (2007) y Cotero-Altamirano
et al. (2015) para Sardinops sagax, ademas de los trabajos de Wallace y Selman
(1981), Schulz et al. (2010), Ganias et al. (2014) y Reading et al. (2017). Con
respecto la terminologia se tomé en cuenta los trabajos de Brown-Peterson et al.
(2011) y Lowerre-Barbieri et al. (2011).

5.4.1 Estadio de crecimiento de ovocitos

Se identificaron y clasificaron los estadios de crecimiento de los ovocitos, en

los que se consideran las caracteristicas observadas y tomando en cuenta los
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estudios realizados por Ganias et al. (2014), Cotero-Altamirano et al. (2015),
Maldonado-Amparo et al. (2017) y Reading et al. (2017).

5.4.2 Estadio de los ovocitos

Se digitalizaron fotografias de todos los cortes histoldgicos de ovarios
mediante el software digiCamControl y una camara Nikon (D5200) adaptada a
microscopio. A partir de las imagenes se midio el area de cien ovocitos por mes con
nacleo claramente distinguible en diferentes estadios de crecimiento a través del
software SigmaScan Pro (versién 5.0). Las areas obtenidas se transformaron a
diametro despejando el radio de la formula general del area de una circunferencia

(A=1rr?) (Thema, 2003) y posteriormente se multiplicé por dos para obtener el

A
Dz\[—*Z
T

donde: D es el diametro; A es el area y T es igual a 3.1416. Se calculé la

diametro:

desviacion estandar por estadio de crecimiento de los ovocitos.

El calculo del diametro de los ovocitos hidratados se estimd a partir del
perimetro, el cual nos permiti6 calcular el radio y finalmente el diametro con las

siguientes formulas:

r= =L D= 2r
2T

donde: r es el radio; p es el perimetro; D es el didmetro y 7 es igual a
3.1416.

Adicionalmente, se midi6 el ancho de la pared de los ovarios, con la finalidad
de comparar entre fases y conocer si existe diferencia entre ellas, con ayuda del

mismo programa.
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5.5 DESCRIPCION DEL CICLO OVARICO Y TESTICULAR

Se definio la secuencia de las fases de desarrollo que experimentan los
ovarios y testiculos, considerando la secuencia logica del desarrollo gonadico en
congruencia con la gametogénesis (Wallace y Selman, 1981; Schulz et al., 2010;
Reading et al., 2017). Ademas, se realizaron las lecturas de los cortes histologicos

siguiendo un orden temporal para establecer las diferentes rutas que puede tomar
el desarrollo circunstancialmente.

Se tomaron en cuenta los criterios de algunos autores como Bucholtz et al.
(2008), Brown-Peterson et al. (2011) y se represent6 el ciclo mediante un diagrama
como el propuesto por Maldonado-Amparo (2017) (Figura 9).
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Figura 9. Ciclo ovarico y testicular de Peprilus medius.

5.6 PRECISION DE LA ESCALA DE NIKOLSKY (1963) MODIFICADA
POR CISNEROS-MATA (1987).

Durante el muestreo se realizaron designaciones previas al diagnostico
histolégico de acuerdo a la escala de Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata
(1987). Estas designaciones se compararon con las fases definidas a partir del

diagndstico histologico para evaluar la precision en la distincion de los tipos
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morfocromaticos a partir de la escala que se habia estado aplicando sin validacion

histologica.

Se calcul6 el porcentaje de asertividad para cada fase por sexo, de acuerdo
al numero de organismos asignados inicialmente con la escala de Nikolsky (1963)
modificada por Cisneros-Mata (1987) que concordaran con la fase histolégica

observada, con la féormula:

o No. de organismos que concordaron entre ambas escalas
Asertividad = - * 100
No. total de organismos de la fase

Ademas, se estimé el indice de Kappa para la evaluacion de la concordancia
entre las fases asignadas previamente con la escala de Nikolsky (1963) modificada
por Cisneros-Mata (1987) y las observadas mediante los analisis histolégicos, a
partir de la siguiente ecuacion (Cerda y Villarroel, 2008):

_ PA — PE
~ 1-PE
Donde: PA es la proporcion de concordancia y PE es la probabilidad hipotética de

concordancia por azar.

La interpretacion del indice de kappa se realiz6 mediante los criterios
establecidos por Landis y Koch (1997) y Cerda y Villarroel (2008) (Tabla II).

Tabla ll. Valores e interpretacion del coeficiente de Kappa.
Coeficiente de Nivel de
Kappa concordancia
0.00 Pobre
0.01-0.20 Leve
0.21-0.40 Aceptable
0.41-0.60 Moderada
0.61-0.80 Considerable
0.81-1.00 Casi perfecta
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5.7 REDISENO DE LA ESCALA MORFOCROMATICA

Para el redisefio de la escala se utilizaron como base las propuestas por otros
autores como Bucholtz et al. (2008) para Clupea harengus L., Denton-Castillo
(2016) para Occidentarius platypogon y Maldonado-Amparo et al. (2017) para P.
medius. Ademas, se tomé en cuenta la escala de Nikolsky (1963) modificada por
Cisneros-Mata (1987) para reconsiderar los atributos morfocromaticos que se han

venido utilizando.

Adicionalmente se obtuvieron los valores de color RGB y se calcularon el
indice gonadosomético y el indice gonadoalométrico para afiadirlos a las

descripciones de cada fase de desarrollo mediante los siguientes métodos:
5.6.1 Valores de color RGB

Se obtuvieron los valores de color RGB (Red, Green and Blue) a partir de las
fotografias de las génadas tomadas durante los muestreos, mediante la herramienta
de goteo del software de edicion Photoshop Cs6, (Maldonado-Amparo et al., 2017).
Se dividieron las imagenes en los canales RGB para obtener los respectivos valores

en cada canal

Con base a los valores de color RGB obtenidos se realizé un ajuste manual

y se cred un gradiente de colores en el software Excel.
5.6.2 indice gonadosomatico

El indice gonadosomatico (IGS) indica el incremento de tamafio en peso de
la gonada conforme su estado de desarrollo, tomando en cuenta el peso del

organismo, el cual se calcul6 mediante la siguiente formula (Lasker y Giese, 1983):

IGS = -2 (100
= pg (100)
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donde: PG es igual al peso de la gbnada y PE es igual al peso eviscerado del
organismo. Se calcul6 la desviacién y error estandar por fase de desarrollo

gonadico.
5.6.3 Indice gonadoalométrico

Al igual que el IGS el indice gonadoalométrico (IGA) indica el incremento en
tamano de las génadas, pero en este caso con respecto a la longitud de la gonada

y su grado de desarrollo, tomando en cuenta la longitud patron del organismo.

Se estim6 la longitud y el ancho de las gbnadas a partir de las imagenes de
las gonadas en fresco obtenidas durante el muestreo, con el software SigmaScan

Pro (version 5.0).

Se calculé el IGA de manera independiente para cuatro variantes de
medicidn; longitud del I6bulo izquierdo, longitud del I6bulo derecho, ancho del I6bulo
izquierdo y ancho del I6bulo izquierdo mediante la siguiente formula:

IGA = MG 100
N LPO( )

donde: MG se refiere a la medicién de la gbnada seleccionada y LPO es igual
a la longitud patrén del organismo. Se calculdé de esta manera sustituyendo los
valores de MG, con la longitud del I6bulo izquierdo, longitud del I6bulo derecho,

ancho del I6bulo izquierdo y ancho del I6bulo derecho.

Se calcul6 el promedio del todos los indices estimados por fase de desarrollo
ovarico y testicular, junto con su desviacion estandar. Se realizaron andlisis de
comparacion de los indices entre fases y se graficé todo de manera independiente

en el software SigmaPlot 11.0.

Finalmente se cred una tabla en donde se describieron a detalle los atributos
morfocromaticos mas representativos y que mas aportan a la discriminacion de cada
fase a nivel morfocromético junto con fotografias, indice gonadosomaético, indice

gonadoalométrico, los valores de color RGB y su gradiente de color.
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Como informacién adicional se calcul6 el porcentaje de cada fase ovarica y
testicular con respecto al total de las muestras colectadas durante todos los meses

de muestreo (julio 2018 a septiembre de 2019).
5.7 ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos cuantitativos (diametro de los ovocitos e indices) fueron
comparados entre fases gonadicas. Con el paquete estadistico Statistica version
7.0 se aplicaron pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Debido a que
algunos de los datos no cumplieron con el supuesto estadistico de normalidad, se
procedio a aplicar una prueba no parameétrica de comparaciones de Kruskal-Wallis
y el Post-hoc con la prueba de Scheffer, todo con un nivel de significancia de 0.05.
Los resultados se graficaron mediante el software SigmaPlot version 11.0.
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6. RESULTADOS

6.1 COMPOSICION DE LA MUESTRA

Se realizaron catorce meses de muestreo, de julio de 2018 a septiembre de
2019, excepto en el mes de febrero de 2019 debido a la indisponibilidad de la
muestra. Se obtuvo un total de 745 ejemplares, de los cuales 680 fueron
identificados a nivel especie y 65 no.

La especie de mayor abundancia en la muestra fue O. libertate con 526
organismos, seguida de O. medirastre con 113 y la menos abundante fue O. bulleri
con 41 ejemplares. A pesar de las dificultades de adquirir especimenes suficientes
de O. medirastre y O. bulleri, se lograron obtener muestra de las tres especies

representadas en la mayoria de las tallas (Figuras 10, 11y 12).

Se obtuvieron organismos de O. libertate en tallas desde los 120 mm hasta
los 215 mm, de los cuales 165 fueron machos, 360 hembras y 1 no sexado (Figura
10). De O. medirastre también se obtuvieron ejemplares de entre los 120 mm, pero
hasta los 225 mm, de los cuales 47 fueron machos, 50 hembras y 16 no sexados
(Figura 11). Finalmente, de la especie menos abundante O. bulleri, se obtuvieron
ejemplares desde los 120 mm a los 210 mm, de ellos 8 fueron machos, 23 hembras
y 10 no sexados (Figura 12). Las hembras fueron mas abundantes en la muestra.

Los organismos no sexados se refieren a posibles organismos inmaduros en
los que no fue posible extraer las gonadas debido a diversos factores,

principalmente a su diminuto tamarnio.
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Figura 10. Distribucion de tallas de la muestra obtenida de Opisthonema
libertate. n, nimero total de la muestra; M, machos; H, hembras; NS, no
sexado.
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Figura 11. Distribucién de tallas de la muestra obtenida de Opisthonema

medirastre. n, niumero total de la muestra; M, machos; H, hembras; NS, no
sexado.
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Figura 12. Distribucion de tallas de la muestra obtenida de Opisthonema
bulleri. n, nimero total de la muestra; M, machos; H, hembras; NS, no
sexado.

6.1.1 Proporcion de fases ovaricas y testiculares

Se realiz6 el célculo de la frecuendia total de las fases ovaricas y testiculares
de los 704 organismos sexados en el muestreo que fue de julio de 2018 a

septiembre de 2019, en el sureste del Golfo de California.

Se registraron un total de 470 hembras, de las que el 76.6 % fueron O.
libertate, seguido de O. medirastre con el 10.6 % y O. bulleri con el 4.9 %. En
machos, se registraron 248 organismos, los cuales presentd el mismo orden de
abundancia por especie, variando los porcentajes de 66.5, 19 y 3.2 %

respectivamente (Figura 13).
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mmmm O. bulleri mmmm O. bulleri
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= O. medirastre mmss O. medirastre
Figura 13. Proporcion por especies de la muestra total de la sardina

crinuda obtenida de julio de 2018 a septiembre de 2019 en el sureste del
Golfo de California.
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6.2 APARATO REPRODUCTOR
6.2.1 Anatomiay posicion de ovarios y testiculos

Los ovarios y los testiculos de Opisthonema spp. son bilobulados, es decir,
se conforman por dos l6bulos 0 sacos ovaricos o esperméaticos, en donde se lleva
a cabo la gametogénesis. Los l6bulos son tubulares y son ligeramente asimétricos
con respecto a su grosor, siendo por lo regular el I6bulo derecho mas ancho que el
izquierdo. Ambos Iébulos estan unidos en la parte media-superior por medio de la
arteria principal, junto con el canal de eyaculacion (en machos), la cual es més
evidente en fases de desarrollo avanzadas (Figura 14).

En la parte inferior se unen mediante los gonoconductos, es decir, oviducto
en hembras y espermioducto en machos, y que a su vez finalizan en el poro genital,

por donde son expulsados los gametos al medio (Figura 14).

Superior
AP
AP
Media
LI LD 1 LD
Inferior
Ov <« Ep
Figura 14. Anatomia gonadal de Opisthonema spp. A) ovario, B) testiculo.

CA, conexion arterial;, AP, arteria principal; LI, I6bulo izquierdo; LD, l6bulo
derecho; Ov, oviducto; Ep, espermioducto. La barra de escala indica 10 mm.
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Se puede identificar entre ovarios y testiculos debido a que presentan en su
apariencia caracteristicas que permiten diferenciarlos entre si a simple vista. La
principal y mas evidente caracteristica es la coloracion, las hembras presentan
tonalidades por lo regular brillantes que van de rojo, anaranjado, rosaceo y amarillo,
ademas de que en la mayoria de las fases se pueden observar los ovocitos a simple
vista.

En los machos los colores varian muy poco entre fase, siendo principalmente
color beige, blanco y/o rosaceo claro, con presencia en ocasiones de manchas
oscuras. Sin embargo, cuando los ovarios y los testiculos son muy pequefios suelen
presentar tonalidades parecidas, principalmente rojizas y por lo general estas
gonadas son clasificadas como indiferenciados. No obstante, las gbnadas también
presentan caracteristicas morfolégicas que los hacen distintos entre si y de las
cuales es muy util su observacion debido a que podrian ayudarnos a clasificar esas
gonadas como ovarios inmaduros o testiculos inmaduros y no como indiferenciados.

Esas caracteristicas se basan principalmente en la forma de los I6bulos
gonadales, a pesar de que en ambos casos el I6bulo derecho esta mas desarrollado
que el izquierdo, las hembras presentan una prominencia en la parte media-superior
con forma triangular, mientras que en los machos es mas redondeada.

Otra caracteristica a observar la forma del tubulo, es decir, los I6bulos de las
hembras suelen ser mas cilindricos y en los machos son mas planos, disminuyendo
su grosor de mas grueso a mas delgado en direccién al borde exterior derecho. De
modo que si realizamos un corte trasversal se puede observar que los ovarios
forman un 6valo o circulo, mientras que los machos tienen una forma triangular o
semi triangular (Figura 15).

Esta ultima caracteristica es muy evidente y es observable desde los
organismos inmaduros, junto con que los I6bulos de hembras suelen ser mas
traslicidas incluso sin color y los machos no suelen ser traslicidos. Sin embargo,
algunos casos donde las gbnadas son extremadamente pequefias es dificil evaluar

su forma y por lo cual no es posible distinguir el sexo.
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Hembra Macho e
. Corte transversal
Hembra
Macho
Figura 15. Descripcién grafica de la morfologia longitudinal y transversal

de ovarios y testiculos de la sardina crinuda (Opisthonema bulleri, O. libertate
y O. medirastre) del sureste del Golfo de California. (Dibujo propio).

En cuanto a la ubicacién, podemos encontrar a ovarios y testiculos
posicionados dentro de la cavidad visceral, en la parte media de la cavidad y
adheridas a la pared celdmica, sostenidas por el mesenterio y paralelos a los
intestinos (Figura 16). Conforme las gbénadas van creciendo se van extiendo por
toda la cavidad, principalmente hacia la parte posterior, culminando en el poro
genital, en donde desemboca el gonoconducto (Figura 16).

Asimismo, cuando el desarrollo gonadico es muy avanzado, la gbnada puede
abarcar la mayor parte de la cavidad visceral, extendiéndose a todo lo largo,
topando en la parte anterior con el estbmago, higado y la vesicula biliar y en la parte

posterior con la vejiga natatoria (Figura 17).
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Porogenital % Higado
Intestino

Figura 16. Posicion de la gonada dentro de la cavidad visceral de la
sardina crinuda Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California.

(Imagen propia).

Figura 17. Posicion extendida de las gbnadas en fase avanzada por toda
la cavidad visceral de la sardina crinuda Opisthonema spp. A) macho, B)
hembra. AP, area posterior; AA, area anterior; LI, I6bulo izquierdo; LD, 16bulo
derecho. (Imagen propia).
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6.2.2 Anomalias

Se encontré un 1.99 % de anomalias en ovarios de O. libertate con diferentes

caracteristicas que se describen a continuacion.

La primera de ellas se presenté en un ovario con un peso de 0.66 g y 5.05
cm de longitud. El ovario present6 caracteristicas morfocromaticas tipicas de una
hembra en postesove, sin embargo, presenté un agente blanco dentro del mismo
tejido del I6bulo izquierdo, en la parte media-superior (Figura 18A).

Se realizaron analisis histolégicos de la zona y se demostré que ese agente
blanco se trataba de tejido masculino, es decir, era tejido conformado por vasos
eferentes con presencia de espermatogénesis y espermatozoides (Figura 18B).

Solo se encontré un ovario con estas caracteristicas, por lo cual podriamos
denominar a este caso como un hermafroditismo anormal.
Cabe mencionar que la presencia del tejido testicular a nivel histolégico solo
se encontré en la parte en donde se observo el agente blanco, no asi en el resto del
ovario, ya que se desarroll6 normalmente como hembra en esos momentos en

reposo.
A
: B
Superior 7
f
Media %
f
I ¢ :
| @0
Inferior j it
|
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Figura 18. Caracteristicas morfocromaticas e histologicas de ovario de
Opisthonema libertate con anomalias, con hermafroditismo anormal. A)
ovario con agente blanco (la barra de escala indica 10 mm); B) corte
histologico del agente blanco (la barra de escala indica 100 um; tincion HE).
AB, agente blanco; Sz, espermatozoides; Eg, espermatogénesis; VE, vaso
eferente; LO, lamela; Ocp, ovocitos en crecimiento primario.

Otra de las anomalias encontradas fue un ovario de 9.28 g, y 13.12 cm de
longitud, este presentd apariencia completamente deforme, ambos I6bulos se
encontraban semifusionados, el izquierdo mucho mas pequefio que el derecho y
con aparentes divisiones como si estuviera ligado. Se lograban ver ovocitos a simple
vista, pero su consistencia era muy dura (Figura 19A). A nivel histologico se
realizaron cortes en el I6bulo izquierdo y de la parte superior, media y posterior del
|6bulo derecho (Figura19B, C, Dy E).

Los resultados muestran que el ovario se desarroll6 como en condiciones
normales en todo el 6rgano, con abundantes ovocitos en vitelogénesis tres, a poco
de pasar a la madurez, a pesar de que se pensara lo contrario. Sin embargo, se
lograron observar algunas atresias iniciales en la periferia de ovario, lo que podria
indicar que probablemente ese ovario pasaria posteriormente a reabsorberse
completamente, pues aparentemente no se observé un oviducto por donde pudiera

desovar.
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Media

Inferior

Figura 19. Ovario de Opisthonema libertate con anomalias: semifusion. A)
caracteristicas morfocrométicas (la barra indica 10 mm), B) caracteristicas
histolégicas del l6bulo izquierdo, C, D y E) caracteristicas histolégicas del
I6bulo derecho de la parte superior, media e inferior, respectivamente (la
barra indica 100 um; tincion HE). LI, I6bulo izquierdo; LD, I6bulo derecho;
Vg3, ovocito en vitelogénesis 3.

Se encontraron cinco ovarios de O. libertate (1.42 %) con la presencia de
pequefios puntos oscuros (rojizo-negro) distribuidos en toda la génada y se lograban
distinguir a simple vista (Figura 20A). Los cinco ovarios observados presentaron
caracteristicas morfocromaticas tipicas de la fase en la que se encontraban y
adicionalmente los puntos. Dos de los ovarios se encontraban en la fase de
desarrollo avanzado, otros dos en reposo y el quinto en madurez.

El resultado de los andlisis histologicos mostré que la mayor proporcién de
ovocitos presentes en los ovarios se encontraron en buen estado, sin embargo, se
observo la presencia de atresias comunes (de pocas a muchas) y otras estructuras
de apariencia ovalada o redonda bordeado por una capa de células que lo cubre, la
parte interna tiene apariencia poco granular y de color amarilloso con tincién

hematoxilina-eosina (Figura 20B y C). Estos cuerpos se observaron por lo regular
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cercanos a la pared del ovario, por lo que es posible que se trate de los puntos
oscuros gque se observaron a escala morfocromatica. Por la presencia de atresias
comunes, estos ovarios podrian estar entrando al fendmeno de atresia mayor, y la
presencia de puntos en su apariencia externa podria ser un atributo ocasional que
permita distinguir este fenomeno a escala morfocromatica, sin embargo, no es un

atributo preciso ya que no se observaron en todos los ovarios atrésicos encontrados.

Superior

Media

Inferior

Figura 20. Ovario de Opisthonema libertate con anomalias: puntos
oscuros. A) caracteristicas morfocromaticas (la barra indica 10 mm), B y C)
caracteristicas histoldgicas (la barra indica 100 um; tincion HE). PO, puntos
oscuros; EA, estructura amarilla; Vg2, ovocito en vitelogénesis 2; Cn,
cromatina nucleolar.
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6.3 DESARROLLO GONADICO
6.3.1 Hembras

Para definir las fases de desarrollo ovarico de la sardina crinuda
(Opisthonema spp.) fue necesario identificar previamente los estadios de
crecimiento de los ovocitos a partir de las caracteristicas histoldgicas, pues su
presencia, ausencia y/o abundancia son uno de los principales criterios a considerar
al designar la fase de desarrollo en la que se encuentre el ovario. Como resultados
se logro identificar ocho estadios de crecimiento de los ovocitos y se describen més
a detalle mas adelante.

Asimismo, se lograron identificar otras estructuras que ayudaron a la
clasificacion de las fases de desarrollo ovarico como los foliculos postovulatorios
recientes y antiguos que indican un desove y los granulos amarillos que indican una

recuperacion y reposo.

6.3.1.1 Estadio de crecimiento de ovocitos y su didmetro

El crecimiento de los ovocitos involucra una serie de cambios estructurales
que permiten diferenciarlos entre ellos y se pueden dividir en tres grupos, 1)
crecimiento primario, 2) crecimiento secundario y 3) maduracion final. El crecimiento
primario consta de tres estadios (cromatina nucleolar, perinucleolar y alveolo
cortical), el crecimiento secundario de otros tres estadios mas (vitelogénesis 1, 2 y
3) y finalmente los ovocitos se preparan para ser ovulados a través de la maduracion
final, mediante los estadios de nucleo migratorio, fusion de vitelo e hidratacion.

Estos ultimos dos estadios (fusién de vitelo e hidratacién) ocurren tan rapido
gue es muy dificil observarlos. Los estadios encontrados en el presente estudio se

describen mas a detalle en la Tabla Ill.
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Tabla lll.

Descripcion y caracterizacion de ovocitos por estadio de crecimiento.

Estadio

Diametro promedio

Descripcion

Crecimiento primario

Cromatina
nucleolar
(CN)

52.24+0.76 pm

Son los ovocitos mas pequefios
después de los ovogonias, presentan
citoplasma basodfilo el cual se tifie
intensamente de morado. Presenta
un gran nucleo con abundante
cromatina y un nucleolo Vvisible
altamente basdfilo. Tincion HE.

Cromatina
perinucleolar
(CP)

&

89.62+0.89 ym

Ovocito de mayor tamafio con
respecto a CN, sigue siendo basofilo
y con un gran nucleo. Dentro del
ndacleo, en la periferia contiene
multiples nucleolos pequefios vy
altamente basofilos. Tincion HE.

Alveolo
cortical
(AC)

El ovocito aumenta de tamafio, es
menos basofilo por lo que el morado
ya no es tan intenso, aun conserva el
gran nlcleo y los nucleolos
periferiales se distinguen muy poco.
Dentro del citoplasma, en la perideria
del ovocito se presentan unas
estructuras circulares sin tefiir. En
este estadio comienzan a ser
evidentes la zona radiata y las
células foliculares. Tincién HE.

Crecimiento secundario

Vitelogénesis
1
(Vagl)

226.31+2.81 ym

A partir de este estadio se logra
observar granulos de vitelo en el
citoplasma de los ovocitos. En este
ovocito las estructuras circulares sin
tefir aumentan de tamafio Yy
abundancia, y entre ellas se logran
distinguir los granulos de vitelo mas
aciddfilos (tefiido rosa). El nucleo
sigue siendo grande pero de menor
tamafio con respecto a los estadios
anteriores y la zona radiata y celulas
foliculares son claramente
identificables. Tincion HE.
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Vitelogénesis
2
(Vg2)

293.65+2.0 p

En este estadio el ovocito ya alcanza
casi el doble de didmetro de AC y el
color se vuelve més rosa (acidoéfila)
por la presencia de granulos de vitelo
en mayor cantidad. Se siguien
observando las estructuras
circulares sin tefiir en la periferia del
ovocito y nucleo. Ya se observa
claramente las capas de la teca y
granulosa. Tincion HE.

Vitelogénesis
3
(Vg3)

369.33+£2.29 ym

Este ovocito es alrededor de 21 %
mas grande que Vg2, la abundancia
de granulos de vitelo aumenta,
cubriendo casi todo el citoplasma.
Las estructuras circulares sin tefiir se
observan Unicamente alrededor del
ndcleo. La zona radiata, la teca y la
granulosa son evidentes. Tincion HE.

Maduracion final

Nucleo
migratorio
(NM)

438.87+4.74 ym

El ahora ovocito comienza su
maduracién final. El tamafio es
aproximadamente 15 % mas grande
gue Vg3, el citoplasma se encuentra
cubierto casi en su totalidad de
granulos de vitelo que comienzan a
fusionarse. Las estructuras cirulares
sin tefiir se acumulan alrededor del
nucleo, principalmente en la parte
baja y juntos comienzan a migrar
hacia el polo animal de la célula.
Tincién HE.

Hidratado
(Hd)

739.52+23.75

Ovacito de mayor  tamafo,
aproximadamente 50 %, sin
embargo, por la deshidratacion del
proceso histolégico pierden forma y
tamafio. Dentro del citoplasma se
puede observar el vitelo fusionado
y/lo algunas vacuolas, pero por lo
regular los Ovulos se observan
comprimidos. Tincién HE.
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6.3.1.2 Estadio de los ovocitos

El didametro de los ovocitos vario evidentemente entre estadio de crecimiento,
yendo desde el ovocito mas pequefio, cromatina nucleolar (52.24+0.76 um) hasta
el de mayor grado de madurez encontrado en buen estado, es decir, nucleo
migratorio (438.87+4.74 um). También se calculdé el didmetro de los ovocitos
hidratados (739.52+23.75 um) a partir de otro método debido a que estos ovocitos
al ser sometidos a la deshidratacion en el proceso histologico pierden forma y
tamafio, obteniendo asi una estimacion mas acercada a la medida real (Tabla 1V).
Se encontré diferencia estadisticamente significativa del didmetro de los ovocitos
entre todos los estadios de crecimiento, excepto entre vitelogénesis tres y nucleo
migratorio (p<0.05) (Tabla IV y V) (Figura 21).

Tabla IV. Promedio del didmetro de los ovocitos por estadio de crecimiento.
SEbly pro%aergi(aotr(?im) eslfgr%ar
Cromatina nucleolar 52.25 0.76
Cromatina Perinucleolar 89.62 0.89
Alveolo cortical 151.74 2.14
Vitelogénesis 1 226.31 2.81
Vitelogénesis 2 293.65 2.00
Vitelogénesis 3 369.33 2.29
Nicleo migratorio 438.87 4.74
Hidratado 739.52 23.75
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Tabla V.

Prueba de comparacion del didmetro de los ovocitos por estadio de

crecimiento (Kruskal-Wallis, post-hoc Scheffer, a=0.05). CN, cromatina nucleolar;
CP, cromatina perinucleolar; AC, alveolo cortical; Vgl, vitelogénesis uno; Vg2,

vitelogénesis dos; Vg3, vitelogénesis tres; Nn, ndcleo migratorio; Hd, hidratado.

Estadio CN CP AC Vgl Vg2 Vg3 Nm
CN 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00*
CP 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00*
AC 0.00* 0.00* 0.01 0.00* 0.00*  0.00*
Vgl 0.00* 0.00* 0.01* 0.02* 0.00* 0.00*
Vg2 0.00* 0.00* 0.00* 0.02* 0.00*  0.00*
Vg3 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 1.00
Nm 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 1.00
(*) representa las diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 21. Diametro de los ovocitos por estadio de crecimiento. Las letras

indican diferencias significativas (p<0.05).

44



6.3.1.3 Fases de desarrollo ovéarico

Con base a las caracteristicas histoldgicas se encontré que los ovarios de la
sardina crinuda (O. bulleri, O. libertate y O. medirastre) presentan desarrollo
asincronico debido a que es posible observar mas de una cohorte de ovocitos en
sus diferentes estadios al mismo tiempo (CN, CP, AC, Vgl, Vg2, Vg3). La
predominancia de los diferentes estadios de los ovocitos, las caracteristicas
estructurales y tisulares, asi como el ancho de la pared del ovario fue lo que nos
permitié definir las fases de desarrollo, dividido en desarrollo inicial y desarrollo
avanzado, madurez, desove parcial, recuperacion y reposo. Las caracteristicas

histologicas de cada fase se describen mas a detalle en la tabla VI.

Cabe mencionar que existe similitud en las caracteristicas de algunas fases,
sobre todo en la etapa de transicion de la gonada entre una fase y la siguiente. Al
igual que entre la fase de inmaduro y reposo, ya que en ambos casos el ovario se
encuentra inactivo, pero gracias a la presencia de algunas estructuras y a la
medicidn de la pared del ovario fue posible sostener la diferencia a nivel histolégico
entre las dos fases. Otra de las caracteristicas es que es posible observar un gran
vaso sanguineo unido al tejido de la pared gonadal sobre el extremo anterior del
I6bulo, y esto se puede distinguir casi siempre desde que las gdnadas son

inmaduras hasta en las que ya pasaron por al menos un evento reproductivo.

Tabla VI. Descripcion microscopica del desarrollo ovarico de Opisthonema spp.
en el sureste del Golfo de California. CN, cromatina nucleolar; CP, cromatina
perinucleolar; AC, alveolo cortical; Vg1, vitelogénesis uno; Vg2, vitelogénesis dos;
Vg3, vitelogénesis tres; Nm, nucleo migratorio; Hd, hidratado.
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Fase

Descripcién histolégica

Inmaduro

Ovario comprimido con la presencia Unicamente de ovocitos en crecimiento
primario, principalmente en el estadio de cromatina nucleolar y
perinucleolar, pero puede haber presencia de pocos ovocitos en alveolo
cortical. La pared del ovario es delgada (10.66+1.34 um), apenas aparente
y las lamelas ovaricas estan bien definidas (Figura 22A).

Desarrollo
inicial

Abundantes ovocitos en cromatina nucleolar, perinucleolar, pocos alveolos
corticales y pocos ovocitos en vitelogénesis 1 y 2. La pared ovarica se
encuentra mas engrosada con respecto a la fase anterior (23.72+2.27 pm)
(Figura 22B).

Desarrollo
avanzado

Pocos ovocitos en crecimiento primario con respecto a los ovocitos de
crecimiento secundario (Vgl Vg2 y Vg3). Se observan al menos tres
cohortes de ovocitos, principalmente Vg2 y Vg3. No hay presencia de
ovocitos maduros (Nm, fusion de vitelo o Hd) ni foliculos postovulatorios
(pared del ovario 24.94+1.50 um) (Figura 22C).

Madurez

Se pueden observar varias cohortes de ovocitos, principalmente Vg3, de
pocos a muchos ovocitos en ndcleo migratorio y/o hidratados. Lamelas
ovaricas poco ensanchadas, ovocitos comprimidos y no hay presencia de
foliculos postovulatorios (pared del ovario 21.20+1.12 um) (Figura 22D).

Desove
parcial

Abundantes foliculos postovulatorios recientes, mucho espacio intraovarico
y lamelas no muy definidas. Se pueden observar otras cohortes de ovocitos
en crecimiento primario y secundario y Nm (pared del ovario 25.65+£2.42
pm) (Figura 22E).

Recuperacion

Abundantes ovocitos en crecimiento primario, principalmente cromatina
nucleolar. Se pueden observar de pocos a muchos foliculos postovulatorios
de mas de 24 horas, ovocitos vitelogénicos remanentes y/o atresias.
Pueden o no comenzar a aparecer granulos amarillos (pared del ovario
28.92+2.86 um) (Figura 22F).

Reposo

Esta fase presenta caracteristicas similares a los inmaduros. Abundancia
de ovocitos en cromatina nucleolar y perinucleolar y muy pocos o nulos
alveolos corticales y ausencia de atresias y foliculos postovulatorios. Sin
embargo, las caracteristicas que lo distinguen de la fase de inmaduro son:
restiramiento de las lamelas, presencia de pocos o muchos granulos
amarillos entre el tejido y los ovocitos (Figural6H) y el engrosamiento de la
pared del ovario, que es aproximadamente el doble de gruesa (20.56+1.24
pm), lo que indica que estos organismos ya pasaron por previos eventos
reproductivos (Figura 22G).
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Figura 22. Fases microscépicas de desarrollo ovarico de Opisthonema
spp. A) inmaduro, B) desarrollo inicial, C) desarrollo avanzado, D) madurez,
E) desove parcial, F) recuperacién, G) reposo, H) reposo. TG, tejido germinal;
PO, pared ovarica; Cn, cromatina nucleolar; Ac, alveolo cortical; Vgl,
vitelogénesis 1; Vg2 viteloénesis 2; Vg3, vitelogénesis 3; Nm, nucleo
migratorio; At, atresia, FPOh, foliculo postovulatorio de menos de 24 horas;
FPO1, foliculos postovulatorios de méas de un dia; Ga, granulos amarillos. De
la imagen A a la G la barra de escala indica 100 um, en la imagen H la barra
de escala indica 50 pm. Tincion HE.

Adicionalmente se encontré un bajo porcentaje de ovarios en estado de
atresia mayor (0.92 %), en el que el 50 % o mas de los ovocitos en estadio avanzado
se encontraban en reabsorcién, sin la presencia de foliculos postovulatorios ni
evidencia de desove reciente (Figura 23).

Figura 23. Ovarios de sardina crinuda (Opisthonema libertate) en estado
de atresia mayor. At, atresia. La barra de escala indica 100 um. Tincion HE.
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6.3.1.4 Diametro de los ovocitos por fase ovarica

Se calculo el diametro promedio de los ovocitos en las diferentes fases de

desarrollo ovérico, los valores mas altos se presentaron en las fases de desarrollo

avanzado (139.61+4.48) y madurez (151.55+3.33), mientras que los mas bajos

fueron en inmaduro (48.48+5.15) y reposo (41.90+0.78) (Tabla VIl y Figura 24).

Tabla VIl.  Didmetro promedio de los ovocitos por fase de desarrollo ovarico de
Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California.
diamerro ) Pesieeln Ere
Inmaduro 85.92 46.57 9.13
Desarrollo inicial 179.81 71.60 8.27
Desarrollo avanzado 247.44 113.31 7.95
Madurez 317.45 192.49 8.77
Desove parcial 204.59 85.53 8.31
Recuperacion 129.66 73.30 8.82
Reposo 74.27 25.66 1.40
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Figura 24. Diametro promedio por fase de desarrollo ovarico de

Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California. La barra muestra el
error estandar y las letras las diferencias significativas (p<0.05) en la prueba
post-hoc de Scheffer.

En la comparacion del diametro de los ovocitos entre fases de desarrollo
ovérico se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre la fase de madurez
con todas las fases excepto desarrollo avanzado; desarrollo avanzado con todas
menos con madurez y desove parcial; desove parcial con todos menos con
desarrollo inicial; inmaduro con todos menos con recuperacion y reposo (Tabla VIII

y Figura 24).
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Tabla VIlIl. Comparacion del diametro promedio de los ovocitos entre fases de
desarrollo ovarico de Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California.

Desarrollo Desarrollo Desove .,
Fases Inmaduro L Madurez : Recuperacion Reposo
inicial avanzado parcial
Inmaduro 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 1.00 1.00
Desarrollo 0.00* 0.06 0.00* 1.00 0.08 0.00*
inicial
Desarrollo 0.00* 0.06 0.05 0.56 0.00* 0.00*
avanzado
Madurez 0.00* 0.00* 0.05 0.00* 0.00* 0.00*
Desove 0.00* 1.00 0.56 0.00* 0.00* 0.00*
parcial
Recuperacion 1.00 0.08 0.00* 0.00* 0.00* 0.00*
Reposo 1.00 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00*

Valores de probabilidad de la prueba post-hoc de Scheffer. (*) representa diferencias
significativas (p<0.05).

6.3.1.5 Pared de los ovarios

Con respecto a la pared de los ovarios, el ancho promedio varié poco entre
las fases de desarrollo ovarico, oscilando entre 20.6 y 28.9 um, excepto la fase de
inmaduro, la cual fue la que obtuvo mayor diferencia con respecto a las otras fases
presentando el valor més bajo (10.7 um) (Figura 22A).

El ancho promedio de la pared de los ovarios inmaduros representa alrededor
de un 50% menos de lo que mide la fase de reposo, la cual presenté en promedio
la segunda longitud de la pared mas baja después de él (20.6 um) (Figura 22G)
(Tabla IX y Figura 25).
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Tabla IX. Promedio del ancho de la pared ovarica por fases ovaricas de
Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California.
Ancho pared Desviacion Error
Fase : . z
promedio (um) estandar estandar
Inmaduro 10.7 2.7 1.3
Desarrollo inicial 23.7 8.2 2.3
Desarrollo avanzado 24.9 104 15
Madurez 21.2 8.9 1.1
Desove parcial 25.7 8.0 24
Recuperacioén 28.9 10.3 2.9
Reposo 20.6 10.2 1.2
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Figura 25. Promedio del ancho de la pared ovarica por fases de desarrollo

de Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California.

La
muestra el error estandar y las letras las diferencias significativas (p<0.05)
en la prueba post-hoc de Scheffer

barra

52



Sin embargo, la prueba de comparacién no mostré diferencias significativas
entre el diametro de los ovocitos por fase de desarrollo ovérico, en ninguno de los
casos. A pesar de que aparentemente existe una diferencia del doble de ancho entre
la pared de los ovarios inmaduros entre el resto de las fases, no se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) (Tabla X), pero de manera visual es un buen
indicador para diferenciar a nivel microscopico ovarios inmaduros y en reposo, los

cuales a nivel morfocromatico pueden causar confusion.

Tabla X. Comparacién del ancho de la pared del ovario entre fases ovéricas de
Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California.
Fases Inmaduro De.sgr.rollo Desarrollo Madurez Deso-ve Recuperacion  Reposo
inicial avanzado parcial

Inmaduro 0.70 0.59 0.84 0.55 0.32 0.88

Desarrollo 0.70 1.00 0.99 1.00 0.97 0.97
inicial

Desarrollo 0.59 1.00 0.87 1.00 0.94 0.70

avanzado

Madurez 0.84 0.99 0.87 0.91 0.49 1.00
Desove 0.55 1.00 1.00 0.91 1.00 0.83
parcial

Recuperacion 0.32 0.97 0.94 0.49 1.00 0.37

Reposo 0.88 0.97 0.70 1.00 0.83 0.37

Valores de probabilidad de la prueba post-hoc de Scheffer.

6.3.2 Machos

6.3.2.1 Fases de desarrollo testicular

Con base a las carateristicas hislogicas se sustenta que la sardina crinuda
(Opisthonema spp.) presenta desarrollo testicular asincrénico, con presencia de
eyaculaciones parciales pues se observo testiculos con eyaculacion y proliferacion
espermatogénica simultaneamente. A partir de las observaciones fue posible
identificar cinco fases de desarrollo testicular; la fase de desarrollo, la cual se dividid
en desarrollo incial y desarrollo avanzado y las fases de eyaculacién con desarrollo,
eyaculacion y reposo. Sus caracteristicas mas relevantes se muestras mas a detalle

en la table XI.
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Al igual que en las hembras, es posible observar un gran vaso sanguineo
cercano al borde interior del testiculo, casi junto al canal de eyaculacion. Se puede
ver el vaso con células sanguineas desde que el testiculo es inmaduro hasta cuando
ya ha pasado eventos reproductivos. También es posible identificar los vasos
eferentes (en donde se lleva a cabo la proliferacién de la espermagénesis) desde
que los testiculos son inmaduros, presentando una arquitectura que permite

diferenciarlo facilmente de los ovarios.

Con respecto al canal de eyaculacion, este suele ser dificil de ubicar a pesar
de estar cerca del vaso sanguineo, pero no es completamente distinguible con
respecto a los vasos eferentes a menos que se encuentren espermatozoides dentro
de él, es posible que mientras esté vacio este se comprima, ademas de que abarca

una proporcion muy pequefia del testiculo.
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Tabla XI. Descripcién microscopica del desarrollo testicular de la sardina crinuda
Opisthonema spp. en el sureste del Golfo de California.

Fase Caracteristicas microscopicas

Solo se observan células en los estadios iniciales de la gametogénesis,
principalmente espermatogonias. En general el testiculo es pequefio,
comprimido, los tubulos seminiferos compactos y la pared muy delgada
(Figura 26A).

Pared de los tubulos seminiferos o vasos eferentes muy engrosados por
la abundancia de espermatogonias, espermatocitos primarios Yy
secundarios y espermatidas, con pocos espermatozoides. No se observa
el canal de eyaculacion (Figura 26B).

Inmaduro

Desarrol
lo inicial

Paredes de los vasos eferentes delgadas con poca espermatogénesis,
mayor abundancia de espermatozoides en todos los tubulos seminiferos.
No se ve el canal de eyaculaciéon o esta vacio (Figura 26C).

Desarrollo
avanzado

Pared de los tubulos seminiferos algo engrosados por la presencia
principalmente de espermatidas y abundantes espermatozoides. El canal
de eyaculacion ya contiene abundantes espermatozoides (Figura 26D).

Eyaculacién
con desarrollo

Paredes de los tubulos seminiferos delgadas, poca o nula presencia de
espermatocitos y abundante cantidad de espermatozoides. Canal de
eyaculacién lleno de espermatozoides y tdubulos seminiferos anteriores
con direccion al canal (Figura 26E).

Eyaculacién

Testiculo comprimido con un poco de estiramiento evidente de una
anterior eyaculaciéon, al igual que se pueden presentar 0 no pocos
espermatozoides remanentes en los tubulos seminiferos y en el canal de
eyaculacién. Las paredes de los vasos eferentes estan engrosadas de
tejido germinal, con espermatogonias y espermatocitos y la pared del
testiculo es gruesa (Figura 26F).

Reposo
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Figura 26. Fases microscopicas de desarrollo testicular de Opisthonema
spp. A) inmaduro, B) desarrollo inicial, C) desarrollo avanzado, D)
eyaculacion con desarrollo, E) eyaculacion, F) reposo, . Eg,
espermatogénesis; Ez, espermatozoides; CE, canal de eyaculacion; PT,
pared testicular. La barra de escala indica 100 pm.
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Finalmente, las fases descritas para hembras (inmaduro, desarrollo inicial,
desarrollo avanzado, madurez, desove parcial, recuperacion y reposo) y machos
(inmaduro, desarrollo inicial, desarrollo avanzado, eyaculacion con desarrollo,
eyaculacién y reposo) de la sardrina crinuda (Opisthonema spp.) basadas en sus
caracteristicas microscopicas fueron diferentes a las descritas en la escala de
Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata (1987) (inmaduro, desarrollo, en
proceso de maduracion, predesove y postdesove). Se lograron definir mas fases a
través del andlisis histologico dado que permite observar mayores detalles en
relacion al ciclo gonédico y dividirlo en mas etapas.
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6.4 CICLO GONADICO
6.4.1 Ciclo ovarico

El ciclo ovérico de la sardina crinuda (O. bulleri, O. libertate y O. medirastre)
comienza en la transicién de pasar de organismos juveniles sexualmente inmaduro
a adultos sexualmente maduros a partir de la proliferacion y activacion de la
gametogénesis dando como resultado el desarrollo inicial. Conforme el grado de
desarrollo de los ovocitos aumente, el ovario pasa a la fase de desarrollo avanzado

y posteriormente a la madurez (Figura 27).

Una vez que el ovario esté maduro continda el ciclo al realizar su primer
desove parcial, el cual se caracteriza por liberar una primer cohorte de ovocitos
maduros y contener otras cohortes de ovocitos en diferentes grados de desarrollo,
entre ellas en vitelogénesis avanzada, indicando que el ovario podrian entrar al
proceso de maduracion para desovar nuevamente. Debido a que se observan mas
de dos cohortes de ovocitos vitelogénicos es posible que el ovario pueda tener mas
de dos desoves parciales (Figura 27).

Una vez que ya no hay evidencia de que el ovario pueda presentar otro
desove, es cuando continda el ciclo y pasa a la fase de recuperacion, caracterizada
por presentar remanentes de ovocitos y atresias. Una vez culminada la recuperacion
el ovario pasa a un estado de reposo, en el cual la actividad gametogénica esta
inactiva. Consecutivamente, el ciclo se reinicia de nuevo cuando la gametogénesis

se activa y pasa de la fase de reposo a desarrollo inicial (Figura 27).

Cabe destacar que podrian presentarse rutas alternas e interrumpirse la
evolucion del ciclo antes descrito, ya que se observd una proporcion muy baja en la
cual los ovarios entran en una estado de atresia mayor (0.94 %), en el que mas del
50% de los ovositos se encuentran en atresia, y el cual puede provenir de la fase
del desove parcial, del desarrollo avanzado o de la madurez, interrumpiendo el ciclo
y posiblemente pasando después directo a la fase de recuperacion, es decir, no

desovar (Figura 27).
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Figura 27. Ciclo ovérico de la sardina crinuda Opisthonema spp. en el
sureste del Golfo de California. La linea punteada muestra las rutas alternas.

6.4.2 Ciclo testicular

En el caso de los machos, el desarrollo testicular inicia a partir de que el
testiculo pasa de ser inmaduro (juveniles) a su primer desarrollo inicial (adultos), en
el que se observa el inicio de la espermatogénesis con la notable proliferacién de
espermatocitos y espermatides, incluyendo espermatozoides, pero en pequefias
concentraciones. Consecutivamente el testiculo pasa al desarrollo avanzado donde
la cobertura de espermatocitos y espermatidas es menor con respecto a la gran
cantidad de espermatozoides, que se concentra en los vasos eferentes, sin
embargo no asi en el canal de eyaculacion. Una vez que los espermatozoides
abundan en el canal de eyaculaciéon se puede decir que el testiculo entré en
eyaculacion (Figura 28).

Sin embargo, se observaron dos fases de eyaculacion, la primera que es

eyaculacién con desarollo y es cuando los espermatozoides abundan en el canal de
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eyaculacion pero en la pared de los vasos eferentes sigue habiendo abundancia de
espermatocitos y espermatidas, por lo que esta fase podria equivaler a una
eyaculacion parcial puesto que el testiculo mantiene la produccion de
espermatozoides para posteriores eyaculaciones de forma simultanea con los

eventos de eyaculacion (Figura 28).

La siguiente fase es la eyaculacion y es cuando el testiculo se encuentra
completamente lleno de espermatozoides incluyendo el canal de eyaculacion y sin
proliferacion de espermatocitos y espermatidas en los vaso eferentes, por lo que no
hay evidencia de que pueda volver a eyacular posteriormente. Adicionalmente se
podria presentar como ruta alterna el pase del desarrollo avanzado a la eyaculacion,

dando fin al proceso de produccién de espermatozoides (Figura 28).

Una vez ocurrida la eyaculacién, el testiculo entra en una fase de reposo, en
la que ya no hay gametogénesis activa y soOlo se observan remanentes de
espermatozoides y asi permanece para despueés reiniciar el ciclo con la fase de

desarrollo inicial una vez dadas las condiciones 6ptimas para ello (Figura 28).

Inmaduro

Reposo Desarrollo inicial

Eyaculacién
Desarrollo
avanzado
Eyaculacion /
con desarrollo

Figura 28. Ciclo testicular de la sardina crinuda Opisthonema spp. del
sureste del Golfo de California.
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6.5 PRECISION DE LA ESCALA DE NIKOLSKY (1963) MODIFICADA
POR CISNEROS-MATA (1987)

6.5.1 Porcentaje de asertividad en hembras

Se realiz6 una comparacion entre las fases gonadicas asignadas previo al
andlisis histoldgico y basado en los criterios utilizados en la escala de Nikolsky
(1963) modificada por Cisneros-Mata (1987), encontrando los mayores porcentajes
de asertividad en los organimos inmaduros (95 %) gonadas en desarrollo (84.2 %)
y en madurez (42.2 %) (Tabla XVI) . En el resto de las fases se encontraron bajos
porcentajes, sin embargo estos errores no tienen gran repercucion debido a que las
fases con las que fueron confunidas son las fases subsecuentes, por lo tanto
presentan caracteristicas similares, sobre todo en el proceso de transicion de una
fase a la otra (por ejemplo desarrollo inicial y desarrollo avanzado) y en procesos
de re-maduracion debido a que son organismos de desove parcial. Los organismos
desovan unavez, y contintan desarrollando y madurando mas cohortes de ovocitos,
por lo tanto se dificulta diferenciar claramente entre fases, porque en realidad estan
ocurriendo ambos procesos, el de postdesove (ya que a nivel histolégico se obsevan
foliculos postovulatorios) y el de desarrollo (porque siguen creciendo las siguienres

cohortes de ovocitos (Tabla XII).

En el caso con menor porcentaje de asertividad fue el de reposo o post
desove, en donde unicamente el 3.5 % de las muestras fueron catalogadas
correctamente con respecto a su analsis histoldgico, y el 80.3 % fue confundido con
desarrollo inicial, esto tiene sentido debido a que los organismos en reposo, es decir,
que ya se reprodujeron al menos una vez, conservan la formay un poco del tamafio
de las gbnadas con respecto a los inmaduros, es por ello que la fase con las

caracteristicas mas similares son con las génadas en desarrollo incial (Tabla XII).
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Tabla Xll.  Porcentaje de asertividad en la designacion de fases ovaricas a partir

de la escala de Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata (1987).

Hembras
Escala de Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata (1987)
Fase histologica Gonadas en | En proceso de | Pre- Post- | Correcto | Incorrecto
n Inmaduro -
desarrollo maduracion | desove | desove
Inmaduro 20 5 5
Desarrollo inicial 19 5.3 10.5 15.8
Desarrollo avanzado 81 65.4 18.5 6.2 90.1
Madurez 102 32.4 16.7 8.8 57.8
Desove parcial 20 920 5 95
Recuperacion 55 3.6 72.7 7.3 83.6

Reposo 142 15.5 80.3 0.7 96.5
(*) porcentaje acertado.

Asi mismo, a continuacién se muestran algunas de las caracteristicas mas
distintivas que podria ayudar a discriminar entre fases con mayor asierto, sin
embargo siempre existira el factor de la subjetividad (Tabla XIII).

Tabla XIll.  Atributos distintivos y dificultades en el diagnostico de las fases
ovéricas de Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California.
HEMBRAS
Escala Nikolsky
Fase (1963) modificada Atributos distintuvos y dificultaddes en el %
histolégica por Cisneros- diagnéstico
Mata (1987)
La transparencia es un atributo importante para
diferenciar a una hembra en este caso, al igual
gue la dimensién tubular de los l6bulos (en el
caso de la confusion con indiferenciado).
En caso de la confusion con el desarrollo inicial
Inmaduro Inmaduro es sobre todo en la transicion de una fase a la 95
otra, sin embargo, un diferenciado es la
apariencia granular, de pocos a muchos de
ovocitos visibles.
Habra casos en los que no se pueda distinguir el
sexo por el tamafio tan diminuto, en forma de
hilo.
Desarrollo Godnadas en Visibilidad de ovocitos. 84
inicial desarrollo Los ovarios son un poco mas claros y 2
amoratados que los de recuperacion.
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Confundida principalmente con desarrollo inicial,
Desarrollo En proceso de y presentan caracteristicas muy similares sobre
avanzado maduracioén todo porque la transicién es larga.

Apariencia muy granular y consistencia firme.

9.9

La caracteristica que mas lo distingue es el
tamafio y en ocasiones desprendimiento de
ovocitos.

Madurez Pre-desove Es posible que en ocasiones presente
caracteristicas de los ovarios en desarrollo o
recuperacion debido a que como es desovador
parcial en la segunda, tercera, etc. Vez que
madura se pierde tamanio.

Dificil de distinguir, puede parecer cualquiera de

Desove Pre-desove / Post- los dos desarrollos porque en realidad si tiene

parcial desove ovocitos en desarrollo avanzado en lo que

desova, pero al tocarlo podrian sentirse en partes
como bolsa vacia.

Regularmente mas largos y traslicidos que los en
Recuperaci Post-desove desarrollo que son con los que mas se
on confunden.
Son mas largos y amoratados que los de
desarrollo inicial.

Trasldcida y sin ovocitos aparentes.

Reposo Post-desove
Mas largos que los inmaduros.

3.5

6.5.2 indice de Kappa en hembras

Se calcul6 el indice de Kappa por fase de desarrollo ovarico para evaluar la
concordancia entre las fases asignadas a los ovarios con la escala de Nikolsky
(1963) modificada por Cisneros-Mata (1987) y las observadas mediante los cortes

histologicos y se clasificaron de acuerdo a los criterios establecidos.

Los valores del coeficiente del indice de Kappa (k) fueron bajos en la mayoria
de las fases ovéricas, siendo la fase de inmaduro la que presentd un mayor nivel de
concordancia (k=0.54), categorizado como “moderado”. La fase de madurez fue la
segunda que presenté mejor nivel de concordancia (k=0.40) clasificada como
“aceptable”, seguido de desarrollo inicial, desarrollo avanzado y recuperacion, las

cuales presentaron valores de k de entre 0.01 y 0.20, catalogadas en el nivel de
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concordancia como “leve”. Finalmente, las fases de desove parcial y reposo

presentaron un nivel “pobre” (Tabla XIV).

Tabla XIV. Resultados del indice de Kappa por fase ovarica de la sardina crinuda
Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California.

HEMBRAS
Fase histolégica k corll\lci\(;ftljgr?cia
Inmaduro 0.54 Moderada
Desarrollo inicial | 0.03 Leve
23;2;2(:'8 0.06 Leve
Madurez 0.40 Aceptable
Desove parcial -0.06 Pobre
Recuperacion 0.13 Leve
Reposo -0.08 Pobre

6.5.3 Porcentaje de asertividad en machos

En el caso de los machos, la asertividad en la designacion de las fases
testiculares con la escala de Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata (1987)
con respecto al diagndstico histologico fue del 100 % en la fase de inmaduro,
seguido de desarrollo inicial con testiculos en desarrollo con 50 %. Las fases
histologicas de eyaculacion y eyaculacion con desarrollo (postdesove en la escala
de Nikolsky, 1963, modificada por Cisneros-Mata, 1987) fue entre 34.9 y 37.3 %
(Tabla XV). Finalmente los porcentajes mas bajos fue la fase de reposo, la cual fue
confundida principalmente con inmaduro y testiculos en desarrollo, y con 0 % la fase
de desarrollo avanzado fue en proceso de maduracién, sin embargo el mayor
porcentaje (66.7 %) fue catalogado como testiculos en desarrollo, por lo que se

podria tomar como parte del mismo proceso, solo que las caracteristicas
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morfocroméaticas no son tan distinguibles sobre todo cuando se encuentran en

transicion de una fase a la otra (Tabla XV).

Tabla XV. Porcentaje de asertividad en la designacién de fases testiculares a
partir de la escala de Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata (1987)
Mazatlan.
Machos
Escala de Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata (1987)
Fase histoldgica Goénadas en | En proceso de| Pre- Post- Correcto | Incorrecto
n Inmaduro Iy
desarrollo maduracion | desove | desove
Inmaduro 17 0
Desarrollo inicial 10 20 10 20 50
Desarrollo avanzado 12 66.7 33.3 100
Ey con desarrollo 83 1.2 41.0 20.5 62.6
Eyaculacién 63 1.6 36.5 4.8 22.2 65.1
Reposo 29 48.3 34.5 6.9 89.7

(*) porcentaje acertado.

Algunas de las caracteristicas que ayudan a la discriminacion de las fases

testiculares comparando ambas escalas se encuentra a continuacion, en donde se

resaltan los atributos clave para la distincion entre fases con caracteristicas

morfocrométicas parecidas (Tabla XVI).
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Tabla XVI. Atributos distintivos y dificultades en el diagndstico de las fases
testiculares de Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California.

MACHOS
Escala de
. . Nikolsky (1963 . o .
Designacion modificécga 02 Atributos distintivos y dificultades %
histolégica . P en el diagnéstico
Cisneros-Mata
(1987)
Inmaduro Inmaduro Testiculos plano y no traslucido 100
Desarrollo inicial Gonadas en Similitud con los testiculos en reposo 50
desarrollo pero estos mas rojizos
Desarrollo En proceso de En apariencia pqdrla Sermuy S.”T“.'ar
g al desarrollo inicial que sea dificil 0
avanzado maduracion ; :
diferenciar entre los dos.
Al confundirla con un post desove
(recuperacion o reposo) pues también
puede depender de cuantas
eyaculaciones lleve (aunque siga
. desarrollando y expulsando).
Eyaculacion con - . -
Pre-desove Se podria confundir con gonadas en | 37.3
desarrollo . .
desarrollo porque en realidad también
esta en ese proceso, pero se va
perdiendo tamario.
Es la fase de mayor tamafio y es
lechosa.
Eyaculacion Post-desove Tamafio medio, superficie amoratada. | 34.9
Reposo Post-desove Parecido a desafrrollo. inicial pero poco 10.3
mas beige.

6.5.4 indice de Kappa en machos

Los valores del coeficiente k del indice de Kappa para el desarrollo testicular
se encontraron en los niveles mas bajos, entre pobre, leve y aceptable. La fase de
inmaduro fue la que presenté mejor nivel de concordancia (k=0.65), catalogado
como “considerable”, seguido de eyaculacion (k=0.24) como “aceptable”. Las

siguientes fueron las fases de desarrollo inicial y eyaculacion con desarrollo que
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presenta valores de k de entre 0.01 y 0.20, es decir, concordancia “leve”. El resto

de las fases (desarrollo avanzado y reposo) presentaron un nivel de concordancia
“pobre” (Tabla XVII).

Tabla XVII.

Resultados del indice de Kappa por fase testicular de la sardina
crinuda Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California.

MACHOS
Fase Nivel de
. o k -
histolégica concordancia
Inmaduro 0.65 Considerable
De_sgr_rollo 0.02 Leve
inicial
Desarrollo .0.08 Pobre
avanzado
Eyaculacion 0.02 Leve
con desarrollo

Eyaculacion 0.24 Aceptable

Reposo -0.09 Pobre

6.6 REDISENO DE LA ESCALA MORFOCROMATICA

Las caracteristicas microscépicas y macroscopicas de ovarios y testiculos de

la sardina crinuda (O. bulleri, O. libertate y O. medirastre) no presentaron diferencias

entre especies, por lo que se describen las caracteristicas més distintivas de cada

fase para hembras y para machos en general, es decir a nivel complejo y se

describen detalladamente mas adelante.

Ademas, se anadid el

indice

gonadosomaético, el indice gonadoalométrico, los valores de color RGB de cada

fase, y su respectivo analisis de comparacion entre fases. Adicionalmemte se

afadieron fotografias de cada fase como apoyo visual.
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6.6.1 HEMBRAS

6.6.1.1 Caracterizacién morfocromatica

Siete fases ovaricas fueron descritas a partir de la escala morfocromadica
con su correspondiente validacion histoldgica. Las fases son: inmaduro, desarrollo
inicial, desarrollo avanzado, madurez, desove parcial, recuperacion y reposo, y sus
caracteristicas mas distintivas como tamanio, color, apariencia y consistencia se

describen a detalle para cada fase en la tabla XVIII y figura 29.

Morfocromaricamente se encontraron algunas similitudes entre fases, sobre
todo en las fases de desarrollo inicial con reposo, desarrollo avanzado con madurez,
desove parcial con desarrollo y reposo con recuperacion, las cuales podrian ser
confundidas a simple vista, sin embargo es posible diferenciarlas si se pone

atencion en las caracteristicas especificas.

Con respecto al tamanio, las hembras inmaduras pesaron menos de 0.01
gramos, y el peso minimo una vez entrando al desarrollo inicial fue de 0.24 g y el

maximo de 30 g en un ovario en fase de madurez.

Adicionalmente se realiz6 una escala de desarrollo gonadico resumida con

fines précticos para su uso en campo la cual se encuentra en el Anexo I.
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Tabla XVIII. Descripcion morfocromatica del desarrollo ovéarico de la sardina
crinuda Opisthonema spp. en el sureste del Golfo de California.

Fase

Descripcién morfocromética

indices

Inmaduro

Gobnadas pequefia y delgada, podria presentar
caracteristicas morfolégicas de gonadas de adultos, es
decir, el 16bulo derecho méas engrosado que el izquierdo
con una leve prominencia en la parte superior derecha.
Son de color rojo-rosa o amarillo y son trasltcidas. Tienen
consistencia firme o ligeramente flacida, no hay ovocitos
visibles y la vascularizacion es nula o poco evidente
(Figura 29A).

1GS=0.5+0.12

IGA=1.9+0.16

Desarrollo inicial

Gonadas de mayor tamafio y pigmentacion que las
inmaduras, por lo regular son de tono rojo o rosa oscuro,
pero también presentan tonos amarillos o distintos colores
en la misma gonada y en ocasiones pueden presentar
traslucidez. La consistencia es de flacida a firme, puede
presentar unas partes mas firmes que otras. Se puede
observar la presencia ovocitos y la vascularizacion es de
poco a muy evidente, sobre todo la arteria principal
(Figura 29B).

1GS=1.2+0.07

IGA=2.9+0.10

Desarrollo
avanzado

Goénadas de tamafio medio a muy grande, de color rojo,
rosaceo, anaranjado o amarillo, a menudo presentan dos
0 mas colores en la misma génada, principalmente las que
son color claro podrian presentar enrojecimiento.
Generalmente de consistencia firme, pero podria
presentar secciones menos firmes. Es de apariencia
granular, los ovocitos son visiblemente grandes y la
vascularizacion es evidente, sobre todo la arteria principal
(Figura 29C).

1GS=2.9+0.19

IGA=3.5+0.07

Madurez

Gonadas de gran tamafo, tanto en largo como en ancho.
Presenta colores brillantes como amarillo, rosaceo o rojo,
pero también se pueden presentar varios colores en la
misma goénada como amarillo rojizo. Es de consistencia
firme, apariencia granular (se observan ovocitos de gran
tamano) y puede haber desprendimiento de ovocitos. La
vascularizacién suele ser evidente, sobre todo la arteria
principal, pero podria no distinguirse en algunos casos
(Figura 29D).

IGS=4.78+0.16

IGA=3.9+0.08
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Desove parcial

Ovarios delgados y regularmente largos. Presentan
tonalidades oscuras, principalmente rojo, pero también
puede ser amarillo, anaranjado o rosaceo y pueden
aparecer manchas oscuras, sin transparencias. Son de
consistencia de firme a flacida, o podria ser firme con
partes flacidas o podria presentar ambas consistencias a
lo largo del ovario. Es de apariencia lisa con pocos
ovocitos visibles y vascularizacion evidente (Figura 29E).

1GS=1.9+0.15

IGA=3.2+0.07

Recuperacion

Ovarios largos y delgados de color rojo o anaranjado
oscuro o amarillo rojizo y se puede observar cierta
transparencia. De consistencia regularmente flacidos o
ligeramente firme, de apariencia lisa, con sin ovocitos
visibles. La vascularizacion es de poco a nada evidente
(Figura 29F).

IGS=1.1+0.8

IGA=3.0+£0.07

Reposo

Gobnada de menor grosor que la de recuperacion, de color
rojo, rosa-anaranjado o amarillo. Presenta ligera
traslucidez principalmente en los contornos. Son de
consistencia flacida, apariencia lisa sin ovocitos visibles y
con vascularizacién no evidente o poco evidente (Figura
29G).

1GS=0.8+0.04

IGA=2.9+0.04
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R 238 234 219 157
G 198 199 11 42
B 110 183 100 45
R+G+B
Figura 29. Desarrollo ovarico morfocromatico y valores de color RGB de la

sardina crinuda Opisthonema spp. en el sureste del Golfo de California. A)
inmaduro, B) desarrollo inicial, C) desarrollo avanzado, D) madurez, E)
desove parcial, F) recuperacion, G) reposo. La barra de escala indican 10
mm.
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6.6.1.2 indice gonadosomatico e indice gonadoalométrico en hembras

Tanto el indice gonadosomético como el

indice gonadoalométrico

presentaron un comportamiento de ascenso con respecto a las fases ovaricas

tomando como punto de inicio el desarrollo inicial, un punto méaximo la fase de

madurez y posterior a el un decenso al acercarce al reposo (Tabla XIX y Figura 30).

Tabla XIX. Promedio del indice gonadosomatico (IGS) e indice gonadoalométirico
(IGA) de Opisthonema spp. por fase ovarica.

Fase de madurez IGS EE IGS IGA EE IGA
Inmaduro 0.5 0.12 2.0 0.16
Desarrollo inicial 1.2 0.07 3.0 0.10
Desarrollo avanzado | 2.9 0.19 3.6 0.07
Madurez 4.7 0.34 3.9 0.08
Desove parcial 1.9 0.15 3.3 0.07
Recuperacion 1.1 0.08 3.0 0.07
Reposo 0.8 0.04 3.0 0.05

(EE) representa el error estandar.
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Figura 30. Promedio del indice gonadosomatico (IGS) e indice
gonadoalométrico (IGA) de Opisthonema spp. por fase ovarica con error
estandar.

Los resultados de la comparacion del IGS por fases ovaricas indican
diferencias significativas (p<0.05) entre la fase de desarrollo avanzado con
madurez, recuperacion y reposo, y la fase de madurez con todas las fases (Tabla
XX).
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Tabla XX. Comparacion del indice gonadosomatico entre fases ovaricas de
Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California.

Fase Inmaduro De_sgr.rollo Desaniilo Madurez Deso.ve Recuperacion Reposo
inicial avanzado parcial
Inmaduro 0.01* 0.00* 0.00* 0.00* 0.02* 1.00
beeciilo 0.01* 0.01* 0.00* 1.00 1.00 0.07
inicial
EEONY 0.00% 0.01* 0.27 1.00 0.00% 0.00*
avanzado
Madurez 0.00* 0.00* 0.27 0.14 0.00* 0.00*
DESOUES 0.00* 1.00 1.00 0.14 0.11 0.00*
parcial
Recuperacion 0.02* 1.00 0.00* 0.00* 0.11 0.19
Reposo 1.00 0.07 0.00* 0.00* 0.00* 0.19

Valores de probabilidad de la prueba post-hoc de Scheffer. (*) representa
diferencias significativas (p<0.05).

El IGA se comportdé muy similar que el IGS, se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) de la fase de madurez con todas las fases, ademas de
inmaduro con desarrollo avanzado y desarrollo avanzado con recuperacion y reposo
(Tabla XXI).
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Tabla XXI. Comparacion del indice gonadoalométrico entre fases ovaricas de
Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California.

Desarrollo Desarrollo Desove .,
Fases Inmaduro S Madurez - Recuperacion Reposo
inicial avanzado parcial
Inmaduro 0.047* 0.000* 0.000* 0.000* 0.002* 0.002*
Desarrollo 0.047* 0.016* 0.000*  1.000 1.000 1.000
inicial
beseirolle 0.000* 0.016* 0.040+  1.000 0.000* 0.000*
avanzado
Madurez 0.000* 0.000* 0.040* 0.063 0.000* 0.000*
Pesoye 0.000* 1.000 1.000 0.063 1.000 0.328
parcial
Recuperacion 0.002* 1.000 0.000* 0.000* 1.000 1.000
Reposo 0.002* 1.000 0.000* 0.000* 0.328 1.000

Valores de probabilidad de la prueba post-hoc de Scheffer. (*) representa
diferencias significativas (p<0.05).

6.6.2 MACHOS

6.6.2.1 Caracterizacién morfocromatica

En el caso de los machos se describieron seis fases de desarrollo testicular,
las cuales son: inmaduro, desarrollo inicial, desarrollo avanzado, eyaculacion con
desarrollo, eyaculaciéon y reposo.

En los testiculos el peso minimo registrado después de los inmaduros (0.01 g)
fue la fase de desarrollo inicial con 0.32 g y el maximo en la fase de eyaculacion con
desarrollo que fue de 13.83 g.

Las caracteristicas morfocromaticas en los machos presenta menos
variaciones que las de las hembras, por lo que es mas propenso a confundir ciertas

fases, sobre todo el desarrollo inicial con el reposo, sin embargo (Figura XXII).
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Tabla XXII.

crinuda Opisthonema spp. en el sureste del Golfo de California.

Descripcion morfocromética de las fases testiculares de la sardina

Fase

Caracteristicas macroscopicas

Indices

Inmaduro

Testiculos de color beige, rosaceo, rojizo o blanco
enrojecido, con ligera transparencia. Morfolégicamente
es mas largo y ancho que los inmaduros, con forma de
testiculos adultos, pero casi planos. Es de consistencia
firme, apariencia lisa y con venas poco o0 nada evidente
(Figura 31A).

1GS=0.5+0.36

IGA=1.1+0.16

Desarrollo

inicial

Testiculos de mayor tamafio, regularmente de color
blanco con partes enrojecidas, o también puede
presentar tonos beige o rosa. Es de consistencia firme
con partes flacidas, de apariencia lisa sin
vascularizacion evidente ni expulsion de semen (Figura
31B).

1GS=2.1+0.51

IGA=2.5+£0.27

Desarrollo

avanzado

Testiculos de mayor tamafio y grosor, son de color
blanco y puede presentar manchas rojizas o rosaceas.
Son de consistencia firme, de apariencia lisa con
vascularizacion poco evidente, sin expulsion de semen
(Figura 31C).

1GS=2.3+0.30

IGA=3.3+0.16

Eyaculacion

con
desarrollo

Testiculos de gran tamafio, de colores blancos, beiges
0 rosaceo, generalmente con la superficie enrojecida.
Es de consistencia firme, apariencia lisa sin
vascularizacion o muy poca y con posible expulsion de
semen (Figura 31D).

1GS=3.9+0.25

IGA=4.1+0.40

Eyaculacion

Testiculo generalmente largo y con variacion de grosor
de medio a muy grueso. Es de color blanco, beige o
rosaceo con posible enrojecimiento y/o con manchas
rojo o gris oscuros. La consistencia varia entre firme y
flacida o puede presentar ambas consistencias en el
mismo testiculo. Es de apariencia lisa sin
vascularizacion evidente (Figura 31E).

1GS=1.8+0.23

IGA=2.9+0.10

Reposo

Testiculos pequefios y delgados, de tonalidades
rosaceos, beige, gris o ligeramente blancos, con posible
trasparencia, enrojecimiento o amoratamiento. Es de
consistencia flacida o en algunos casos firme con partes
flacidas, principalmente las zonas del enrojecimiento.
En apariencia es liso, sin vascularizacion evidente ni
emanacion de semen (Figura 31F).

1GS=0.6+0.28

IGA=2.0+0.15
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Figura 31. Fases testiculares a nivel morfocromético de Opisthonema spp. en el sureste del Golfo de

California. A) inmaduro, B) desarrollo inicial, C) desarrollo avanzado, D) eyaculacion con desarrollo, E)
eyaculacion final, F) reposo. La barra de escala indica 10 mm.
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6.6.2.2. Indice gonadosomatico e indice gonadoalométrico en machos

Al igual que en las hembras, los indices gonadosomatico y gonadoalométrico

se comportaron ascendentemente conforme avanza el grado de desarrollo

testicular, obteniéndoce los valores maximos en la fase de eyaculacion con

desarrollo (4.60+£1.02) y el mas bajo en las fases de inmaduro (0.21+0.30) y reposo
(0.80+0.21) (Tabla XXIll y Figura 32).

Tabla XXIIl. Promedio del indice gonadosomatico (IGS) e indice gonadoalométirico
(IGA) de Opisthonema spp. por fase testicular.

Fase IGS EE IGS IGA EE IGA
inmaduro 0.5 0.36 1.1 0.16
desarrollo 21 051 25 027

inicial
desarrollo
avanzado 2.3 0.30 3.3 0.16

I ECION | 025 41 0.0
con desarrollo

eyaculacion 1.8 0.23 2.9 0.10

Reposo 0.6 0.28 2.0 0.15

(EE) representa el error estandar.
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Figura 32. Promedio del indice gonadosomatico (IGS) e indice

gonadoalométrico (IGA) de Opisthonema spp. por fase testicular.

En cuanto a la comparacién del IGS entre las fases testiculares, no se
encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre las fases de inmaduro,
desarrollo inicial y desarrollo avanzado con ninguna fase, pero si se encontraron
diferencias (p<0.05) entre la fase eyaculacién con desarrollo y las fases de

desarrollo avanzado, eyaculacion y reposo (Tabla XXIV).
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Tabla XXIV. Comparacion del indice gonadosomatico entre fases testiculares de
Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California.

Desarrollo Desarrollo Eyaculacion L,
Fases Inmaduro N con Eyaculacion Reposo
inicial avanzado
desarrollo
Inmaduro 1.00 0.35 0.00* 1.00 1.00
Desarrollo
— 1.00 1.00 0.18 1.00 0.06
Desarrollo
- 0.35 1.00 0.97 1.00 0.00*
Eyaculacion
con 0.00* 0.18 0.97 0.00* 0.00*
desarrollo
Eyaculacion 1.00 1.00 1.00 0.00* 0.00*
Reposo 1.00 0.06 0.00* 0.00* 0.00*

Valores de probabilidad de la prueba post-hoc de Scheffer. (*) representa
diferencias significativas (p<0.05).

En el caso del IGA no se encontraron diferencias significativas entre las fases
testiculares (p>0.05) (Tabla XXV).

Tabla XXV. Comparacion del indice gonadoalométrico entre fases testiculares de
Opisthonema spp. del sureste del Golfo de California.

Eyaculacion
Fases Inmaduro Deselie iy Desiele con Eyaculacion Reposo
inicial avanzado y P
desarrollo
Inmaduro 0.13 0.00* 0.00~* 0.00* 1.00
Desarrollo 0.13 1.00 0.04 1.00 1.00
inicial
Desamels 0.00* 1.00 1.00 1.00 0.02
avanzado
Eyaculacién
con 0.00* 0.04* 1.00 0.00* 0.00~*
desarrollo
Eyaculacién 0.00* 1.00 1.00 0.00* 0.01
Reposo 1.00 1.00 0.02* 0.00* 0.01*

Valores de probabilidad de la prueba post-hoc de Scheffer. (*) representa
diferencias significativas (p<0.05).
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6.6.2.3 Representacién de fases por sexo

De manera general, la sardina crinuda (Opisthonema spp.) presento siete
fases de desarrollo ovérico, siendo la fase de reposo la de mayor abundancia (32.6
%), seguido de la madurez (23.1 %), desarrollo avanzado (18.1 %) y la recuperacion
(12.4 %). Las fases de inmaduro, desarrollo inicial y desove parcial se presentaron

en porcentajes menores al 5 % cada una (Figura 33).

De manera particular, las hembras de O. libertate y O. medirastre presentaron
las siete fases ovaricas, mientras que en O. bulleri no se logr6 observar la fase de

desarrollo inicial, pero si las otras seis.

Hembras

23.1%
5%
4.8%
4.5%
0
12.4% 32.6%
mmmm |nmaduro
=== Desarrollo inicial
=== Desarrollo avanzado
= Madurez
mmmm Desove parcial
mmmm Reabsorcion
mmmm Reposo
Figura 33. Proporcibn por fases ovéricas de la sardina crinuda
(Opisthonema spp.) de julio 2018 a septiembre 2019, del sureste del Golfo

de California.
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En el caso de los machos (Opisthonema spp.), se describieron seis fases
testiculares, teniendo mayor representacion la fase de eyaculacién con desarrollo
(40.7 %), seguida de eyaculacion (29.4 %) y reposo (12.6 %). Las fases de
inmaduro, desarrollo inicial y desarrollo avanzado se presentaron en porcentajes

menores al 7 % cada una (Figura 34).

Particularmente, se encontraron todas las fases testiculares en O. libertate y
O. medirastre, sin embargo en O. bulleri Unicamente se observaron las fases de

eyaculaciéon con desarrollo y eyaculacion.

Machos

Inmaduro

Desarrollo inicial
Desarrollo avanzado
Eyaculacion con desarrollo
Eyaculacion

Reposo

i

Figura 34. Proporcion por fases testiculares de la sardina crinuda
(Opisthonema spp.) de julio 2018 a septiembre 2019, del sureste del Golfo
de California.
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Por lo tanto, en ambos casos (hembras y machos), las fases de mayor grado
de desarrollo, es decir, madurez en hembras y eyaculacion con desarrollo en
machos, fue la mas abundande con respecto al resto de las fases de la sardina
crinuda (Opisthomena spp.). Asimismo, el reposo en ambos sexos se presento en

altos porcentajes (32.6 % en hembras y 12.6 % en machos).
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7. DISCUSION

7.1 APARATO REPRODUCTOR

La sardina crinuda presenta génadas bilobuladas fusiformes y alargadas con
caracteristicas de ovarios y testiculos muy similares a la sardina monterrey
Sardinops sagax (Cotero-Altamirano et al., 2015). La posicién de las gbénadas en los
clupeidos como S. sagax (Cotero-Altamirano et al., 2015) y C. harengus (Bucholtz
et al., 2008) se encuentra en la parte ventral media, extendiéndose hacia la parte
posterior del pez, de igual manera que en la sardina crinuda del presente trabajo.
Por su parte, Simén-Diaz (2009) realizdé un diagrama de la sardina S. sagax en
donde se explica graficamente como se lleva a cabo el crecimiento de la génada
dentro de la cavidad visceral y como va aumentando de tamafio y abarcando en la
fase de maximo grado de desarrollo hasta aproximadamente el 95 % de la cavidad,
tal como ocurre en las especies del presente estudio.

A diferencia de eso, P. medius (Maldonado-Amparo, 2017) aunque también
presenta gbénadas bilobuladas la posicién de estas dentro de la cavidad visceral
varia con respecto a la sardina crinuda, ya que esta se localiza mas cercana a la
parte anterior del pez y conforme el desarrollo se extiende hacia la parte dorsal, esto
atribuido a la morfologia del pez. Ademas, también se menciona que en P. medius
en todos los casos el I6bulo izquierdo es considerablemente mas pequefio que el
derecho. Esto también se observé en el complejo de sardina crinuda, sin embargo,
la variacion en el tamafio de los I6bulos es menos evidente comparada con P.
medius. La sardina crinuda presenta el I6bulo izquierdo mas delgado que el derecho
ya que este presenta una protuberancia en la parte superior que le da mayor grosor,
y en P. medius la diferencia entre un l6bulo y otro es lo largo y no en el grosor. En
los trabajos antes mencionados para S. sagax y C. harengus no se menciona que
exista una diferencia en el tamafio de los I6bulos (Bucholtz et al., 2008; Cotero-
Altamirano et al., 2015).

El acomodo y la ubicacion de las génadas podria indicar una estrategia en

cuanto a eficiencia de espacio dentro de la cavidad visceral, desarrollandose

85



dependiendo la morfologia de la especie para eficientizar espacio y que la génada
crezca lo mas posible para cumplir su funcién reproductiva.

De manera general, las caracteristicas anatomicas y morfocromaticas de las
gbnadas de sardina crinuda nos permitieron facilmente diferenciar hembras de
machos, sin embargo, bajo los criterios morfocrométicos no fue posible diferenciar

entre especies

7.2 DESARROLLO GONADICO

Las fases de desarrollo gonadicas propuestas en la escala de Nikolsky (1963)
modificada por Cisneros-Mata (1987) carecen de claridad en relacion a los términos
utilizados para las fases, los cuales son poco representativos de lo que ocurre
dentro de las génadas a nivel celular. Por lo cual, fue complejo cotejar la escala
morfocroméatica con respecto al diagndstico histolégico. La fase de inmaduro si se
ve claramente homologada entre ambas escalas; la fase Il - génadas en desarrollo
podria corresponder con la fase histolégica de desarrollo inicial; la fase Ill (en
proceso de maduracion) corresponde con desarrollo avanzado; la fase IV
(predesove) con madurez y desove parcial; y la fase V (postdesove) con las fases
histolégicas de desove parcial, recuperacion y reposo. Un aspecto a considerar para
comprender las variaciones que se pueden presentar en el diagndstico de las fases
gonadicas es que la sardina crinuda es un desovador parcial. Por lo cual podrian
presentarse mayores similitudes entre las fases gonadicas, esto debido a que
diferentes procesos que distinguen a una fase con respecto a otra podrian
presentarse simultaneamente en una misma fase. Por ejemplo, el desove parcial de
acuerdo con el diagndstico histolégico, identificado como postdesove en la escala
morfocromatica previa porque ya ovuld, pero a su vez esta desarrollando y
madurando otras cohortes de ovocitos por lo que también podria presentar
caracteristicas similares a un desarrollo, proceso de maduracion o predesove.

Por su parte, Rodriguez et al. (1986) describieron en su estudio cuatro fases
de desarrollo ovarico para la sardina Opisthonema libertate en el Golfo de Nicoya,

Costa Rica, las cuales son: (I) sardina virgen, (II) sardina madura, (Ill) sardina en
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desove y (IV) sardina desovada, y uUnicamente se describen a escala
morfocromatica sin validacion histoldgica. Las fases que Rodriguez et al. (1986)
describieron son muy generales pero la mayoria de las caracteristicas coinciden con
lo observado en el presente estudio.

Cotero-Altamirano et al. (2015) definieron seis fases de desarrollo ovarico para
S. sagax (inmaduro, madurando, maduro sin desove, maduro con desove Yy
recuperacion o reabsorcion) en donde si se toma en cuenta que los organismos son
de desove parcial, sin embargo, no se hace la descripcion morfocromética. Mientras
que Simon-Diaz (2009) describidé Unicamente cuatro fases (inmadura, en
maduracién, madura y en reabsorcion) para la misma especie (S. sagax) pero aqui
si incluyendo la descripcion macroscopica.

Para C. harengus, Bucholtz et al. (2008) fueron mas detallistas en su trabajo
pues describieron a nivel morfocromatico e histolégico ocho fases de desarrollo
gonadico. Las cuales para hembras fueron (1) juveniles, (II) maduracién temprana,
(1l maduracién media, (IV) maduracion tardia, (V) capacidad de desove, (VI)
desove, (VII) gastada-recuperacion y una octava que fueron las anormales. Esta
descripcion para C. harengus explica mejor lo encontrado en el presente trabajo
para la sardina crinuda del sureste del Golfo de California, presentando
practicamente las mismas fases, incluso las anormalidades.

Adicionalmente, se encontraron gonadas en estado de atresia folicular
mayor, es decir, que mas del 50 % de los ovocitos se encuentran en reabsorcion
(Torres-Villegas et al., 2007; Valdebenito et al., 2011). Cuando los ovarios llegan a
ese estado de degradacion se asume que la probabilidad de que esa hembra vuelva
a desovar es casi nula, por lo que este fendbmeno es comun observarlo al final de la
temporada reproductiva e indica el final de la produccion de ovocitos (Hunter y

Macewicz, 1985; Torres-Villegas et al., 2007).

El estado de atresia mayor se ha descrito para peces pelagicos menores de
la familia Clupeidae como S. sagax (Torres-Villegas et al., 2007; Cotero-Altamirano

et al.,, 2015) en costas mexicanas, en el cual no se observaron cambios
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morfocromaticos en los ovarios. No obstante, en ovarios de peces como la merluza
del Pacifico (M. productus) si presentan variacion en la coloracion de los ovocitos
cuando el ovario se encuentran en atresia mayor, mostrandose oscuros (entre café
y negro) y su consistencia al tacto se volvié dura. Cabe resaltar que la merluza del
Pacifico es de habitos muy distintos a los de la sardina crinuda, pues son peces de

habitos demersales.

En el presente estudio se encontré un bajo porcentaje (1.42 %) de ovarios de
O. libertate (n=5) con puntos oscuros observados a simple vista y que se
presentaron en dos ovarios en fase de desarrollo avanzado, uno en madurez y dos
en reposo, que podria ser similar a los ovarios de M. productus reportado por
Denton-Casillo (2018) y que se encontraban en estado de atresia generalizada. No
obstante, los analisis histologicos mostraron resultados diferentes a los observados
en atresia mayor reportados por Denton-Casillo (2018), Torres-Villegas et al. (2007)
y Cotero-Altamirano et al. (2015). Asi mismo, en el presente estudio se observé un
0.92 % de ovarios en atresia mayor que no presentaron cambios morfocromaticos
ni la presencia de puntos oscuros. Es por ello que los resultados observados en los
ovarios con presencia de puntos oscuros se catalogaron en el estado de anormales.
Se aborda detalladamente mas adelante en la seccién de anomalias del diagndstico
histolégico.

Dicho lo anterior, lo que se observa a simple vista (puntos oscuros)
corresponde a las estructuras amarillas y no a las atresias comunes, ademas estas
estructuras amarillas no se encontraron en cantidades masivas. Y si a esto le
afadimos que se encontraron ovarios en atresia mayor y que no presentaron los
puntos oscuros, no se puede concluir que el fendbmeno de atresia mayor se pueda
distinguir a simple vista. Por lo tanto, se acepta la segunda parte de la hip6tesis dos
en la que se menciona que el fenomeno de atresia mayor es indistinguible a escala

morfocromatica.

Por su parte, en el caso de los machos, es comun encontrar descritas menor

cantidad de fases de desarrollo testicular, como lo mencionan Maldonado-Amparo
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et al. (2018), quienes reportan seis fases para hembras y cinco para machos en P.
medius. La misma cantidad de fases encontradas en el presente estudio para la
sardina crinuda (O. bulleri, O. libertate y O. medirastre), aunque con algunas
diferencias. Por su parte Sanchez-Cardenas (2007) para S. annulatus y el de
Denton-Castillo (2016) para O. platypogon también reportan mas fases para
hembras que para machos (seis fases de desarrollo ovarico y cuatro de desarrollo
testicular). Esto se podria deber a que los cambios que se experimentan durante la
ovogénesis son mas distinguibles que los de la espermatogénesis, o que nos
permite establecer més fases.

Para peces de la familia Clupeidae como C. harengus (Bucholtz et al., 2008),
S. sagax (Simén-Diaz, 2009; Cotero-Altamirano et al., 2015) y la misma escala de
sardina crinuda (modificada a partir de la de Rodriguez-Dominguez, 1987 y de
Cisneros-Mata, 1987), se describen la misma cantidad de fases para machos que
para hembras. Incluso otros autores como Rodriguez et al. (1986) so6lo se centran
el desarrollo ovarico y dejan de prestar atencion al desarrollo testicular y no los
describen.

Otros de los procesos que nivel morfocromético son dificiles de distinguir por
su similitud son las fases de inmaduro y la fase de reposo, como lo reporta
Maldonado-Amparo et al. (2018) y como lo que se encontrd en el presente estudio.
En la sardina crinuda se podrian distinguir inicamente por la apariencia un poco
restirada, y en cuanto al tamafio, al menos en las hembras se podria discriminar a
partir del IGA, ya que presento diferencias significativas (p<0.05).

Otro dato a resaltar es que al parecer no es comuUn encontrar reposo en
clupeidos. Cotero-Altamirano et al. (2015) no reporta reposos, Unicamente reporta
reporta reabsorcion o recuperacion y Simoén-Diaz (2009) describe reabsorcion,
ambos trabajos para S. sagax. Bucholtz et al. (2008) tampoco documenta una fase
de reposo para C. harengus solo reporta la fase de gastado-recuperaciéon. En ese
sentido, se creia que la sardina crinuda al ser un organismo de habitos pelagicos,
desovador parcial y aparentemente época reproductiva larga tampoco presentaria

la fase de reposo o en un bajo porcentaje (<5%) como en P. medius (Maldonado-
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Amparo, 2017). No obstante, en el presente estudio para la sardina crinuda (O.
bulleri, O. libertate y O. medirastre) se encontrd alto porcentaje de reposo en la
muestra total del afio muestreado, con 32.6 % en hembras y 12.6 % en machos.
Esto podria deberse a que las muestras de sardina crinuda obtenidas en el presente
estudio fueron colectadas en zonas muy costeras y debido a que se sabe que
también desovan en zonas mas pelagicas se podria dar una posible explicacién de
que quizas algunas sardinas se refugian en la zona costera mientras estan en
reposo, no obstante, no se puede comprobar debido a que también hay actividad
reproductiva durante algunos meses en la zona de muestreo. Sin embargo, con
base en estas observaciones se rechaza la hipétesis tres, en la que se menciona

que la sardina crinuda presentaria un bajo porcentaje de reposo, menor al 5 %.

En cuanto al atributo de la coloracién, las génadas de las hembras fueron
muy variado, se presentaron gonadas con diferentes colores y estando en la misma
fase a nivel histoldgico, por ejemplo, organismos en desarrollo de color amarillo,
otros en rojos y otros en rosaceo, a diferencia de otros trabajos que se han realizado
en peces en los que se observa un solo patron de coloracion. Tal es el caso del
trabajo elaborado por Maldonado-Amparo et al. (2017) para la Chabelita P. medius,
en el que encontraron que la especie presenta un solo patrén de coloracién en
ovarios, que varid de entre tonos claros y oscuros de naranja. En el caso de S.
sagax por Simoén-Diaz (2009) también se respeta un patrén de coloracion de rosa-
rojizo al estar inmaduros anaranjado claro-medio en los maduros y amarillo oscuro
o marrén después de los desoves. Por tal motivo, y con el factor que el presente
estudio contempla tres especies del mismo género que no se pueden distinguir a
simple vista se sospechaba que los diferentes tonos observados se pudrian deber
a diferencias interespecificas, es decir, que cada especie presentara su propio
patron de coloracién, sin embargo, no fue asi. Lo que concuerda por lo descrito en
un manual de determinacion de madurez gonéadica elaborado por Bucholtz et al.
(2008) para C. harengus, en donde si encontraron variacién en los tonos que

presentaron los ovarios incluso en las mismas fases, como lo observado para
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sardina crinuda. No obstante, no se sabe a qué se puede deber esta variacion en
los colores de los ovarios. Por lo cual se rechaza la hipétesis uno, en la que se
menciona que los patrones de coloracion de las gonadas son diferentes entre las

tres especies de sardina crinuda (O. bulleri, O. libertate y O. medirastre).

En cuanto a la terminologia utilizada, se observé que algunas de las fases de
desarrollo gonadico descritas por distintos autores se pueden referir a los mismos
procesos que ocurren a nivel celular, sin embargo, es importante considerar que
termino utilizar para nombrar la fase, debido a que términos muy elaborados podria
cambiar el sentido de percepcion de lo descrito. En ese sentido, la escala
morfocromética modificada en el taller de peldgicos menores a partir de la de
Rodriguez-Dominguez (1987) y de Cisneros-Mata (1987) si explica de manera muy
general y concreta lo que pasa a nivel morfocromatico en los ovarios de la sardina
crinuda, sin embargo, la terminologia utilizada le cambia el sentido o no explica lo
que en realidad esta pasando en la gbnada a nivel celular. Es por ello, que como
Brown-Peterson et al. (2011) propone en su estudio, es mejor formular un cambio
en la terminologia que se utiliza en dicha escala respetando que sea una
terminologia simple y universal, que sean pocas fases y que se resalten las
caracteristicas mas distintivas, como se realizo en el presente estudio.

Cabe mencionar, que como uno de los principales objetivos del presente
estudio es aplicar los resultados directamente en las evaluaciones de la pesqueria
de la sardina crinuda de Mazatlan, Sinaloa, mediante los observadores a bordo de
las embarcaciones sardineras, se propone una escala que fue adecuada a las

necesidades y fines practicos de su uso.
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7.2.1 Diagnéstico histoldgico

A nivel microscoépico la sardina crinuda presentd las células tipicas de la
ovogénesis: ovogonia, cromatina nucleolar, cromatina perinucleolar, alveolo
cortical, vitelogénesis 1, 2 y 3, nlcleo migratorio e hidratacion y las de la
espermatogénesis: espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios,
espermatidas y espermatozoides, de acuerdo a las descripciones generales para
peces que se han realizado en estudios como el de Wallace y Selman (1981) y
Schulz et al. (2010). Al igual que con trabajos mas especificos para peces de la
familia Clupeidae como Ganias et al. (2014) para sardinas en general, Simén-Diaz
(2009), Torres-Villegas et al. (2007) y Cotero-Altamirano (2015) para S. sagax Yy
Bucholtz et al. (2008) para C. harengus.

Ademas, también se calculé el diametro de los ovocitos agrupado por fase
como un criterio mas a la descripcion, obteniendo que los ovarios en fase de
inmaduro presentaron un diametro promedio de 85.92 + 9.13 um, el desarrollo inicial
179.81 + 8.27 um, desarrollo avanzado 247.44 + 7.95 um, madurez 317.45 + 8.77
pum, desove parcial 204.59 + 8.31 um, recuperacion 129.66 + 8.82 um y reposo 74.27
+1.40 pm. Por su parte, Simon-Diaz (2009) también realiz6 mediciones del diametro
de los ovocitos de S. sagax, sin embargo, el utilizé para la medicion ovocitos en
fresco, tomando esas medidas como un criterio para la discriminacion de las fases
de desarrollo ovérico. El autor determind que los ovarios en fase de inmaduros
presentaban ovocitos con diametros menores a 200 um, la fase de en maduracion
entre 220y 699 um, la de madurez en 700 pum y la de reabsorcion alrededor de 200
um. En comparacion con lo obtenido en el presente estudio para sardina crinuda en
el gue se calculo el didmetro promedio, se encontré que estos fueron menores a los
reportados por Simoén-Diaz (2009).

Si bien, el diametro de los ovocitos si sigue la tendencia de la secuencia légica
de como a mayor madurez de la génada mayor el tamafio del diametro de los
ovocitos y algunos de los diametros calculados aqui concuerdan en el rango

propuesto por Simon-Diaz (2009) (por ejemplo, la fase de madurez). La variacion
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de los valores entre un trabajo y otro se debe a que Simén-Diaz (2009) hizo sus
mediciones en fresco, mientras que en el presente trabajo se midieron los ovocitos
ya fijados en las laminas histologicas. Por lo tanto, tiene sentido que los diametros
calculados en el presente estudio sean menores que en el de Simoén-Diaz (2009),
debido a que, para llegar a obtener la ldmina histologica, el tejido gonadal antes
paso por una serie de tratamientos de deshidratacién e impregnacion en parafina,
lo que lo que provoca una compactacion y disminucion en el tamafio de los tejidos
debido a la pérdida de agua. Sin embargo, aunque el tamafio se vea modificado en
el proceso, sigue siendo un buen indicador cuantitativo de lo que pasa a nivel celular
y para la descripcion y discriminacion de las fases, siempre y cuando siempre se
mida con el mismo método.

Cabe mencionar que, para obtener estos resultados se midio el area de los
ovocitos a partir de imagenes histolégicas, posteriormente se utilizé una férmula
para el calculo del diametro a partir del area en ovocitos desde cromatina nucleolar
hasta nucleo migratorio, en el que la forma casi redonda permitié la toma de esa
medida. Sin embargo, en el caso de los ovocitos hidratados en los que se perdio la
forma completamente, pero la zona radiata estd muy bien distinguida se decidi6
probar con la medicion del perimetro, y a partir de este se estimoé el didmetro. Esta
manera de calcular el diametro de los ovocitos aparentemente da un acercamiento
mas real a lo que podria ser un ovocito hidratado antes del proceso histologico, y
hasta el momento no se ha documentado. En ese sentido, el diametro promedio de
los ovocitos hidratados calculados en el presente estudio fue de 739.52 + 23.75 um,
sobrepasando un poco el valor maximo que reporta Simén-Diaz (2009) para su fase
ovarica madura, que es de 700 um, tomando en cuenta que los ovocitos hidratados
son el estadio de mayor tamafio, sustentando que las estimaciones a partir de
perimetros en las laminas histolégicas podrian ser muy aproximadas a las
mediciones en fresco. Es por ello que en el presente estudio se propone utilizar la
estimacion del diametro a partir del perimetro para tener una estimacion mas
aproximada a las estructuras en fresco, siempre y cuando la forma de los ovocitos

de la especie sea aproximadamente circular.
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Por su parte, Matus-Nivon et al. (1989) en su descripcion de los huevos de O.
libertate en la que menciona que son huevos de forma esférica y de corion liso,
estima un diametro promedio maximo en los meses de verano (julio-agosto) de 1640
pum, con un intervalo de entre 1340 y 1860 um, sin embargo, el también hizo las
mediciones en fresco. Ganias et al. (2004) en su estudio obtuvo que el diametro de
los ovocitos hidratados de Sardina pilchardus sardina, esta entre las 800 y 1000 um
en fresco también, pero con solo cinco muestras.

Por otro lado, a nivel histolégico se lograron observar granulos amarillos en los
ovarios en la fase de reposo, lo cual se ha reportado que es comun pues puede
tratarse de cuerpos residuales de desoves anteriores (Blazer, 2002). Dando esta
caracteristica como pauta para la separacion de esta fase de reposo con un
inmaduro (a nivel histolégico) que es con la que comunmente se confunde.

Otra de las caracteristicas que nos permitieron discriminar mejor la fase de
desarrollo ovarico fue el grosor de la pared del ovario, el cual se midié a parir de
imagenes histoldgicas, y en donde si se observa una notable diferencia entre un
ovario que ya paso por alguna madurez y un ovario virgen, sin embargo, los analisis
histolégicos no mostraron diferencias significativas, pero si se recomienda usar el
criterio como referencia visual. Esta observacion se ha realizado en muchos otros
trabajos como en el de Maldonado-Amparo (2017) para P. medius y Denton-Castillo
(2018) para M. productus, sin embargo, no muestran datos de mediciones en
micras, sélo quedd como observacion.

Adicionalmente, Maldonado-Amparo et al. (2017) reportaron para P. medius
una subfase ovarica adicional a las mas comunes, llamada postdesove parcial o
diapausa, en la que el ovario presenta foliculos postovulatorios con alto grado de
reabsorcion, ovocitos en vitelogénesis inicial y ovocitos en desarrollo avanzado pero
esta se en diapausa, sin signos de atresia ni maduracion final. Esto no se observé
en el presente estudio para la sardina crinuda, por lo que se rechaza la primera
parte de la hipotesis dos en la que se menciona que la sardina crinuda presenta

diapausa y se puede distinguir a escala morfocromatica.
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7.2.2 Anomalias

Bucholtz et al. (2008) en su estudio sobre desarrollo gonadico del arenque C.
harengus menciona que es comun encontrar anomalias en las gonadas de los
peces, pero en porcentajes menores al 2 %, lo cual coincide con lo encontrado en
O. libertate (0.78 %), que se encuentra dentro de lo comun. Bucholtz et al. (2008)
reporta en su estudio un ovario con caracteristicas similares a las encontradas en
un ovario de O. libertate. Un ovario con caracteristicas tipicas de la fase de reposo,
pero con un agente blanco introducido en uno de los l6bulos. En el caso de Bucholtz
et al. (2008) al igual que en el presente estudio encontraron un agente dentro de
uno de los I6bulos de un testiculo de C. harengus. En ambos casos ese demostro
mediante los analisis histoldgicos que se agente extrafio se trataba de tejido del
sexo opuesto, es decir, en O. libertate el artefacto se trataba de tejido testicular con
espermatogénesis activa y en el caso de C. harengus el artefacto era tejido
femenino. Lo que da como resultado la presencia de hermafroditismo ocasional.

Por otro lado, la otra de anormalidad encontrada podria tener parecido a lo
encontrado por Bernet et al. (2004), en ovarios y testiculos de Coregonus sp. en el
lago Thun de Suiza. Los observaron macroscépicamente gonadas con
constricciones, definiéndolas como una segmentacion de los I6bulos. A nivel
microscopico se observo que se comprimieron en la parte de la constriccion y las
paredes proliferaron. A diferencia del presente estudio, la mayor proporcion de
ovocitos se encontraron en buen estado, solamente se encontraron ovocitos
atrésicos en la periferia pegadas a la pared del ovario.

Con respecto a los resultados histolégicos obtenidos en los ovarios de O.
libertate con puntos oscuros, se observaron dentro del tejido unas estructuras de
medianas a grandes (hasta del tamafio de un ovocito avanzado), redondas u
ovaladas, rodeado por capas y con relleno de color amarillento de apariencia semi-
granular (con tincion hematoxilina-eosina). Se asume, que esas estructuras
observadas en los analisis histologicos se tratan de los puntos oscuros observados

a simple vista pues en los ovarios de apariencia normal no se observaron. Para
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determinar de que se trataban estas estructuras se realizé una exhausta revision

bibliogréafica y algunos ejercicios practicos.

Primeramente, se realizé un sencillo ejercicio de morfologia comparada a
partir de imagenes histolégicas capturadas de ovocitos sanos y dichas estructuras.
De manera visual se hizo la comparacién debido a que la estructura amarilla al igual
gue los ovocitos sanos, tiene capas que lo envuelven, y en algunos de ellos la capa
era muy similar a la zona radiata de ovocitos sanos. Sin embargo, al observarlas en
microscopio con un aumento de 100x, se detect6 que aparentemente la zona radiara
no estéa formada de la misma manera que la de los ovocitos sanos, no se lograron
distinguir los poros que tiene la zona radiata por donde se lleva a cabo la absorcion
de nutrientes. Por lo que se descartd parcialmente que se tratara de una atresia,
porque ademas las atresias comunes observadas presentan caracteristicas
diferentes, similares a las reportadas por Torres-Villegas et al. (2007), Simén-Diaz

(2009) y Cotero-Altamirano et al. (2015) para la sardina monterrey S. sagax.

Otra de las posibilidades a considerar es que se traten de ovocitos residuales
0 cuerpos lateos, aunque no se encontraron antecedentes de peces de la familia
Clupeidae que los presenten. Por su parte, Flores-Quintana et al. (2012) muestra
en su estudio realizado a ovarios de Prachiladus lineatus conocido comunmente
como sabalo en Sudamérica, unas imagenes de cuerpos residuales, las cuales
presentan caracteristicas similares, pero no idénticas a las estructuras observadas
en O. libertate, sin embargo, no se puede asegurar de que se trate de lo mismo. En
dicho trabajo, Flores-Quintana et al. (2012) mencionan que la ultima parte del
proceso de atresia se integra de componentes residuales una vez que el citoplasma
y el vitelo fueron reabsorbidos. Los autores nombran a estos cuerpos residuales
como “cuerpos atrésicos multicelulares” y se observé que estos pueden permanecer
en los ovarios por muchos meses. Otros autores (Hoar, 1969 en Flores-Quintana et
al., 2012) relacionan las caracteristicas de estos cuerpos con la biosintesis de
esteroides, sin embargo, en otros trabajos no se ha encontrado evidencia de ello.

Otra manera de gque los ovocitos pueden ser reabsorbidos es mediante la formacién

96



de quistes, los cuales son una forma tardia de reabsorcién segun lo documentado
por Ganias et al. (2014) para el bacalao del Atlantico (Gadus morhua) en donde se
presentan como una forma tardia de reabsorcion del ovocito. Sin embargo, las
caracteristicas de los quistes documentados por Ganias et al. (2014) no son
similares a los cuerpos encontrados en O. libertate.

Una opcidn mas que se decidid explorar es la posibilidad de que se tratara
de parasitos, no obstante, los documentos son parasitos en génadas de peces son
muy escasos. Sitja-Bobadilla (2009) documenta la presencia de parasitos Myxozoa
en la reproduccion de peces y anfibios y si la presencia de estos podria
comprometer el éxito reproductivo de ellos, enfocado principalmente a los cultivos
acuicolas. Sitja-Bobadilla (2009) documentdé la presencia de parasitos en el tejido
germinal de gonadas, especificamente el parasito Myxobulus dahomeyensis en
ovarios de tilapia, el cual produce la formacion de caries y destruccion de los
ovocitos. El ovario mantiene su integridad, pero la proliferacion de parasito dentro
de él conduce a un agotamiento y finalmente a la desintegracion de su membrana
y los granulos de vitelo se reducen por completo hasta que queda invadido en su
totalidad por etapas parasitarias de dimensiones incluso mayores a las de los
ovocitos sanos. Estas descripciones, ademas de la comparacién con sus imagenes
histolégicas nos indica que es poco probable que lo observado en O. libertate se

trate de ese parasito.

Dicho lo anterior, se podria concluir con alto grado de incertidumbre que las
estructuras amarillas que se encontraron en los ovarios de O. libertate podrian ser
cuerpos residuales de una reabsorcion tardia, sin embargo, hace falta continuar con

la investigacion para poder comprobarlo.
7.2.3 indices

Los indices morfofisiologicos han sido utilizados por muchos afios como
buenos indicadores de aspectos reproductivos en peces. El mas utilizado es el

indice gonadosomatico (IGS) porque a partir de su estimacion se puede conocer
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parcialmente la época o temporadas reproductivas segln sea su incremento y
decremento. Estos métodos representan ventaja en cuanto a practicidad, tiempo y
costo con respecto a otros métodos como los analisis histolégicos, los cuales son
mas precisos, pero requieren de mucho tiempo y dinero (West, 1990; Lowerre-
Barbieri et al., 2011). Las alternativas de validar el indice para cada especie es la

mejor opcion si se quiere llevar a cabo una evaluacion de los recursos mas precisa.

En la mayoria de los trabajos reportados en los que se incluye el IGS se
abordan desde un punto de temporalidad, con el cual validan que el indice
concuerda con la temporada reproductiva al compararlo con el ciclo reproductivo en
forma de la frecuencia relativa acumulada de las fases gonédicas por mes. Si los
valores del IGS incrementan conforme se acumulan las fases de madurez y
disminuyen conforme los desoves, se puede considerar que el IGS es valido. Tal es
el caso del IGS estimado para Sardinops sagax (Torres-Villegas et al., 2007; Simon-
Diaz, 2009) y P. medius (Maldonado-Amparo, 2017), los cuales tienen historia de
vida parecidas a las de la sardina crinuda (O. bulleri, O. libertate y O. medirastre) y
para muchos otros peces con estilos de vida diferente como el de M. productos
(Denton-Castillo, 2018), O. platypogon (Denton-Castillo, 2016), Sphoeroides

annulatus (Sanchez-Céardenas, 2008), etc.

Cabe mencionar que en el presente trabajo no se abordo la parte temporal,
por lo que la validacion del IGS se llevo a cabo bajo la comparacion de los valores
obtenidos con respecto a la fase gonadica. Obteniendo como resultado que, en
efecto, se observa un aumento de IGS conforme las gonadas se encontraban en su
fase de maxima madurez y un decaimiento del mismo cuando se comenzaron a

presentar los desoves y reposos.

Otro indicador que se tomo en cuenta en el presente estudio y que ha sido
muy poco o0 no aplicado es lo que se propone como indice gonadoalométrico (IGA),
el cual funciona bajo el mismo principio que el IGS, pero se estima a partir de los
valores de longitud de la gbénada con respecto a la longitud patrén del pez y no

utilizando medidas de peso como en el IGS. Obteniendo buenos resultados con un
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comportamiento similar al del IGS, incremento del IGA con la maxima fase de
madurez y decremento con los desoves y reposos. Es por eso que en el presente
estudio se propone la implementacion del uso del IGA como una herramienta util
para pesquerias como la de la sardina crinuda en la que constantemente se
monitorea el estado de las poblaciones y se obtienen datos por medio de los
observadores a bordo de las embarcaciones sardineras, en las cuales no se puede
tomar el peso de las gbnadas por el movimiento del barco, pero si se podria tomar
la longitud de la gonada con un vernier. De igual manera se realiz6 el calculo del
IGA con el ancho de los I6bulos los cuales respetaron la misma tendencia y también
podrian servir como indicador, sin embargo, el error aumenta de esta manera si la

medicion no se toma siempre en la misma seccion de la gbnada (Anexo Il).

De manera adicional, se obtuvieron los valores de color RGB (rojo, verde y
azul) como una medida cuantitativa de los colores que ademas nos permitio hacer
una barra de colores que permite mostrar con mayor claridad un aproximado de las
tonalidades que se pueden encontrar en las génadas de sardina crinuda (O. bulleri,
O. libertate y O. medirastre). Esta metodologia ya se ha utilizado en trabajos como

el de P. medius por Maldonado-Amparo et al. (2017).

7.3 CICLO OVARICO Y TESTICULAR

Conocer el ciclo gonadico nos sirve para entender la secuencia general que
siguen ovarios y testiculos durante su vida reproductiva y es importante describirlo,
aunque el objetivo es similar a la descripcion de las caracteristicas del desarrollo
gonadico (Brown-Peterson et al., 2011). La sardina crinuda (O. bulleri, O. libertate y
O. medirastre) es un desovador parcial la cual se ve altamente afectada por factores
ambientales tales como la temperatura, clorofila y fotoperiodo. Esto no se ha
estudiado de manera directa, pero se ha visto reflejado en las variaciones histéricas
de la pesca de este recurso. Por lo cual, su ciclo ovarico y testicular, ademas de
seguir el ciclo de: desarrollo inicial, desarrollo avanzado, madurez, desove parcial,
volver a madurar los siguientes lotes las veces que sean necesarias para

posteriormente pasar a la recuperacion y el reposo, pueden tener variaciones como
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pasar al estado de atresia mayor si las condiciones ambientales no son favorables
a su reproduccion. Como se ha documentado para otros peses de habitos pelagicos
como Sardinops sagax (Torres-Villegas et al.,, 2007) y epipelagicos como la
chabelita P. medius (Maldonado-Amparo, 2017) y muchos otros peces y de

organismos acuaticos como crustaceos, moluscos, etc.

7.4 PRECISION DE LA ESCALA DE NIKOLSKY (1963) MODIFICADA POR
CISNEROS-MATA (1987)

Se calcul6 la asertividad y el nivel de concordancia entre la asignacién de
fases previo al andlisis histolégico con los criterios de la escala de Nikolsky (1963)
modificada por Cisneros-Mata (1987) y lo resultado de los analisis histologicos. En
los andlisis de asertividad por fase ovarica, la fase de inmaduro fue la que obtuvo
un mayor porcentaje (95 %), siendo la fase con menor error a la hora de designar
con la escala de Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata (1987). Esto es
similar a lo reportado por Denton-Castillo (2018), quien realizé este ejercicio en
gonadas de la merluza del Pacifico (M. productus) quien también encontré que en
el caso de las hembras la fase de inmaduro fue la mas acertada (100 %). Esto tiene
coherencia debido a que por ser ovarios no desarrollados su caracteristica principal
suele ser un tamafio reducido. Sin embargo, en ambos casos esta fase suele ser
confundida con las ultimas del ciclo ovarico, somo lo son recuperacion y reposo. En
el caso de M. productus el 95 % de los catalogados como reposo, en realidad eran
inmaduros y el 15.5 % en el caso de la sardina crinuda.

Por otro lado, la fase de desarrollo inicial en ovarios de la sardina crinuda
fueron la siguiente fase con mejor porcentaje de asertividad (84.2 %), y mas bajo
(46 %) en la merluza del Pacifico (Denton-Castillo, 2018). De la misma manera, la
fase de madurez en sardina crinuda (42.2 %) obtuvo un mejor porcentaje de
asertividad que lo reportado para M. productus (13 %). El resto de las fases ovéricas
en sardina crinuda presentaron porcentajes muy bajos, menores al 17 % al igual

que en el trabajo de Denton-Castillo (2018).
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Con respecto al indice de Kappa en hembras, la mayoria de las fases
(desarrollo inicial, desarrollo avanzado y reposo) presentd un bajo valor del
coeficiente k (0.01-0.20), que de acuerdo a los criterios de Landis y Koch (1997), es
un nivel de concordancia “leve”. Dos fases mas (desove parcial y reposo) tuvieron
un nivel “pobre”, la madurez “aceptable” y la de mayor nivel de concordancia fue la
fase de inmaduro (0.54) catalogado como “moderada”.

En general, los machos de sardina crinuda presentaron porcentajes de
asertividad mas altos que las hembras, eso puede ser porque los atributos
morfocrométicos de los testiculos son més distinguibles entre fases. El porcentaje
de asertividad fue mayor en la fase de inmaduro, con un 100 % de acierto, igual que
en el caso de M. productus en hembras, pero no en machos, fue, al contrario, pues
el 0 % fue correcto, no obstante, cabe mencionar que en ese estudio de Denton-
Castillo (2018) solo dos organismos se encontraron en esa fase. La fase con mejor
aceptabilidad en testiculos de M. productus del estudio de Denton-Castillo (2018)
fue el desarrollo con 46 %, parecido al porcentaje que resulté en el desarrollo inicial
de la sardina crinuda (50 %).

Con el indice de Kappa en machos fue similar, se presentaron dos fases con
nivel de concordancia “podre” (desarrollo avanzado y reposo), segun los criterios de
Landis y Koch (1997), otros dos (desarrollo inicial y eyaculacién con desarrollo) con
nivel “leve”, uno (eyaculacion) “aceptable” y finalmente el de mayor nivel que fue el

inmaduro como “considerable”.
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De manera general en hembras y machos, el diagnéstico de las fases
gonadicas a partir de la escala de de Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata
(1987) presenta una precision en general “leve” de acuerdo a los resultados del
indice de Kappa. En ese sentido, se rechaza la hipétesis cuatro, en la que se
menciona que el diagndstico morfocromatico es precisa para distinguir las fases
gonadicas descritas en la escala de Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata
(1987). Sin embargo, la precision moderada (hembras) y considerable (machos) en
la fase de inmaduro, sustenta que la informacién que se ha obtenido a partir de la
mencionada escala, es confiable para la distincién de los organismos juveniles y por
lo tanto para el seguimiento de la madurez sexual en la poblacién. Ademas, la
precision aceptable en la fase de madurez y eyaculacion demuestra que la
informacion también es fiable para dar seguimiento al periodo donde ocurre la mayor
intensidad reproductiva. En ambos casos, es informacién importante para el manejo
de la pesqueria, y su generacién sistematica a partir de las evaluaciones anuales
ha apoyado a lograr el estatus actual de sustentable y bien manejada de la
pesqueria de sardina del Sur del Golfo de California.

Se espera que con las caracteristicas que se describieron en la escala
redisefiada ayuden a reducir la subjetividad y a mejorar la precision de la

designacion morfocromatica.

7.5 REDISENO DE LA ESCALA MORFOCROMATICA

Una de las ventajas de la escala morfocromatica redisefiada es que, al no
encontrarse diferencias morfocromaticas e histolégicas entre las génadas de las
tres especies de sardina crinuda, la escala puede ser utilizada indiscriminadamente
para el complejo compuesto por Opisthonema bulleri, O. libertate y O. medirastre.
Lo cual hara que su aplicaciébn sea mas practica y factible ya que es muy dificil
distinguir entre especies a simple vista, principalmente entre O. libertate y O.
medirastre, las cuales se identifican mediante el conteo de branquiespinas y la

forma de su insercién, usualmente haciendo uso de un microscopio estereoscopico
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(Berry y Barrett,1963; Torres-Ramirez, 2004). Por lo cual seria casi imposible
separarlas de manera rapida para poder hacer un diagnostico a partir de escalas
diferentes para cada especie.

Otra de las ventajas de la escala es que incluye caracteristicas adicionales
(IGS, IGA, RGB y apoyo visual) a las que presenta la escala de Nikolsy (1963)
modificada por Cisneros-Mata (1987), ademas de la descripcion para machos. Por
una parte, esto ayudara a mejorar nuestra comprension en relacion al desarrollo
testicular, y por otra parte provee de puntos de referencia cuantitativos a partir de
los cuales se podria apoyar el diagnostico de las fases gonadicas para hacerlo mas
objetivo.

La escala redisefiada presenta la descripcion de un mayor numero de fases
gondadicas (siete en hembras y seis en machos) con respecto a las fases que
presentes en la escala de Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata (1987)
(solo cinco en hembras). Dadas las similitudes entre algunas fases, podria
considerarse fusionar algunas, por ejemplo, el desarrollo avanzado con la madurez
y la recuperacion con el reposo en las hembras, y el desarrollo inicial con el
desarrollo avanzado en machos. Lo cual seria consistente con lo que presenta la
escala de Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata (1987), ademas, la escala
se integraria por un menor numero de fases, siendo esto mas adecuado de acuerdo
a las recomendaciones de Brown-Peterson et al. (2011), quienes proponen cinco
fases generalizadas.

La descripcion morfocromatica de las fases gonadicas se presenta como una
propuesta de escala redisefiada con validacidén histologica, cuyas descripciones
tienen el proposito de ayudar a mejorar la precision en el diagndstico de las fases,
y aunque algunas podrian ser confundidas a primera vista, se cree que con un

adecuado entrenamiento es posible diferenciarlas.
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8.

CONCLUSIONES

Los 6rganos reproductores de la sardina crinuda son bilobulados, tubulares y se
encuentran sostenidos por el mesenterio en la parte central de la cavidad
abdominal.

Los patrones de coloracion de las gbnadas son similares entre las tres especies
de sardina crinuda.

Se presentaron anomalias en ovarios de O. libertate en un bajo porcentaje
(0.79%).

El desarrollo ovéarico y testicular fue descrito a partir de siete y seis fases
respectivamente, con atributos morfocromaticos e histolégicos.

Se encontrg alto porcentaje de organismos en reposo reproductivo en hembras
(32.6 %) y en machos (12.6 %).

La sardina crinuda no presenta la fase de postdesove parcial (diapausa) durante
la época de desove ni como parte de las etapas de su ciclo ovarico.

La sardina crinuda presentd un bajo porcentaje (0.92 %) de ovarios en atresia
mayor, proceso que podria presentarse a partir de los ovarios en desarrollo
avanzado, madurez y desove parcial, interrumpiendo con ello la actividad
reproductiva en el ciclo ovarico y cuyo estado no fue posible distinguir a nivel
morfocromatico.

El diagnostico de las fases gonadicas a partir de la escala morfocromatica de
Nikolsky (1963) modificada por Cisneros-Mata (1987) presenta una precision en
general “leve” de acuerdo al indice de Kappa.

La descripcion morfocromatica de las fases gonadicas se presenta como una
propuesta de escala redisefiada con validacidn histolégica, cuyas descripciones

tienen el propdosito de ayudar a mejorar la precision en el diagnostico de las fases.
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10. ANEXOS/PRODUCTOS DE LA TESIS
l. Escala de desarrollo gonadico de la sardina crinuda (Opisthonema bulleri, O. libertate y O. medirastre) del
sureste del Golfo de California.
Ovocitos visibles/
Fase | LDCA | Sexo Coloracion Consistencia
Emanan semen
| <1/4 H |Rojo-rosa o amarillo y son traslicidas. No Flacida
M |Beige, rosaceo, rojizo, poco traslicidos. No Firme
Amarillos, naranja, rojo o mas de un color en ~ L . .
H . , Pocos y muy pequeiios | De flacida o ligeramente firme
I 1/4-1/2 la misma gdnada.
M |Beige, rosa o blanco con partes enrojecidas. No Firme con partes flacidas
Si, grandes, traslucidos
>1/2- H |Rojo, rosaceo, anaranjado o amarillo. y puede haber Firme
0l 3/4 desprendimiento
M Blarjco y puede presentar manchas rojizas o PoCO Firme
rosaceas.
Amarillo, anaranjado o rosaceo, manchas Si, grandes, pero . . .
H Firme con partes flacidas
oscuras. pocos
v >1/2 - , -
Blancos, beiges o rosaceo, con posible . .
M o . Si Firme
enrojecimiento o partes gris oscuro.
H ROJO o] anaranjado_ oscuro o amarillo rojizo, Pocos o nulos Flacido
ligera transparencia.
v >1/2 Rosaceo, beige, gris o ligeramente blancos
M , DEIGE, g g ' No Flacidas o con partes firmes

con posible trasparencia y/o amoratamiento.

H: Hembra @, M: macho &, LDCA: Longitud dentro de la cavidad abdominal. Fases: (I) inmaduro?J, (Il) desarrollo? &,
(1) madurez?, eyaculacién con desarrollod, (IV) desove parcial ¢ / eyaculacion &, (V) postdesove?QJ.
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Il

Figura a. Fases de desarrollo en hembras: (I) inmaduro, (Il) desarrollo, (lll) madurez, (IV) desove parcial y (V)
postdesove. Apoyo visual, la escala represena 1 cm.




Figura b. Fases de desarrollo en machos: (I) inmaduro, (II) desarrollo, (lll) eyaculacién con desarrollo, (IV) eyaculacion
y (V) postdesove. Apoyo visual, la escala represena 1 cm.



Il. Pruebas del indice gonadoalométrico (IGA) con la variable de longitud del I6bulo
izquierdo, longitud del I6bulo derecho y ancho de la parte media superior de

ambos I6bulos, en hembras y machos de Opisthonema spp.
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