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RESUMEN

Merluccius productus forma agregaciones reproductivas en el centro y alto Golfo de
California (CAGC) durante inverno-primavera, donde se pesca y es objeto de
continua investigaciéon para apoyar el manejo de su pesqueria. Un estudio de esta
especie demostrd que los diagndsticos de las fases gonadales (FG) a partir de una
escala morfocromatica (EM) generalizada para peces tenian error de hasta el 100%
en algunas fases, por lo que la informacién era inapropiada para propésitos de
evaluacion y manejo. La EM permite obtener informacion del estatus gonadal de
forma rapida y a bajo costo, facilitando la gestién pesquera oportuna, sin embargo,
su precisién depende de la consideracion de caracteristicas especificas y validacion
histologica de las FG. Por ende, el objetivo de este trabajo es disefiar y validar una
EM para el diagnostico del estatus gonadal de M. productus en el CAGC. Durante
la temporada de pesca en febrero y marzo de 2019 en el CAGC, se registraron las
longitudes total y patrén de 799 peces y las caracteristicas morfocromaticas (CM)
de sus gbnadas, estas, fueron fotografiadas y fijadas en solucion Davidson. En
laboratorio, las gonadas se fotografiaron nuevamente, se procesaron con
metodologia histologica y se realizé el diagndstico. M. productus presenta ovarios y
testiculos bilobulados con diferencia morfoldgica entre sexos. A nivel histolégico se
clasificaron seis fases y seis subfases ovéricas, y cinco fases y cuatro subfases
testiculares. Se realizaron biometrias de las gonadas a partir de las imagenes
digitales y se estimo el indice gonadoalométrico (IGA); los analisis sugieren que al
utilizar las medidas de la longitud del I6bulo gonadal mayor en hembras y el ancho
del I6bulo gonadal derecho en machos, aporta informacion objetiva para la distincion
de las FG. Para la EM se definieron cinco tipos morfocromaticos, validados para la
representacion de las FG denominadas como inmaduro, desarrollo, madurez,
desove parcial/eyaculacion parcial y postdesove/posteyaculacion.

Palabras clave: Merluza del Pacifico, Escala morfocroméatica, validacién
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ABSTRACT

Merluccius productus forms reproductive aggregations in the central and upper Gulf
of California (CUGC) during winter-spring, where it is fished and is the subject of
continuous research to support the management of its fishery. A study of this species
showed that diagnoses of gonadal phases (GP) from a generalized morpho-
chromatic scale (MS) for fish had errors of up to 100% in some phases, making the
information inappropriate for evaluation purposes and management. MS allows
information on gonadal status quickly and cheaply, facilitating fishing management;
however, its accuracy depends on the consideration of specific characteristics and
histological validation of the GP. Finally, this work aims to design and validate an
morphochromatic scale to diagnose the gonadal status of M. productus in CUGC.
During the fishing season in February and March 2019 at the CUGC, the total and
standard length of 799 fish and the morpho-chromatic characteristics (MC) of their
gonads were recorded, which were photographed and fixed in the Davidson solution.
In the laboratory, the gonads were photographed again, processed with histological
methodology and the diagnosis was made. Pacific Hake (M. productus) presents
bilobed ovaries and testes with morphological differences between sexes. At the
histological level, six ovarian phases and six subphases were classified, and also
five testicular phases and four subphases. Biometrics of the gonads were performed
from the digital images and the gonadoallometric index (GAI) was estimated; The
analysis suggests that using the measurements of the length of the longest gonadal
lobe in females and the width of the right gonadal lobe in males, it provides objective
information for the distinction of GP. For the MS, five morphochromatic types were
defined, validated for the representation of the GP called immature, development,
maturity (only females), spawning/ejaculation and post-spawning/post-ejaculation.

Keywords: Pacific Hake, Morphochromatic scale, histological validation,

gonadoallometric index.
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1. INTRODUCCION

El recurso pesquero merluza del Pacifico (Merluccius productus) es parte de
las pesquerias comerciales establecidas en Canada, Estados Unidos (Hamel et al.,
2015) y México (Ramirez-Rodriguez, 2017; D.O.F., 11/06/2018). La merluza del
Pacifico es un pez demersal, con habitos pelagicos (Alverson y Larkins, 1969;
Cohen et al., 1990). Se encuentra en aguas poco profundas de la plataforma hasta
profundidades de 1000 m (Cohen et al., 1990). Las concentraciones comerciales se
encuentran entre los 50 y 500 m de profundidad (Alverson y Larkins, 1969; Cohen
et al., 1990) formando parte importante de los ecosistemas marinos en la region del
sistema de la corriente de California (Bailey et al., 1982). La pesqueria mexicana de
M. productus fue reconocida formalmente por la Carta Nacional Pesquera publicada
el 11 de junio de 2018 (D.O.F., 2018) y también se cred el proyecto de norma NOM-
020-SAG/PESC-2019 publicado el 27 de noviembre del 2019 con las
especificaciones para regular su aprovechamiento (D.O.F., 2019), por lo cual ha
sido objeto de creciente investigacion bioldgica pesquera para apoyar al manejo de
Su pesqueria. Su zona de captura abarca las aguas marinas del Golfo de California,
donde la biomasa se concentra principalmente en el centro, norte y en la costa
occidental de Baja California, con potencial de aprovechamiento en la costa
occidental de la Peninsula Baja California Sur, frente a Bahia Magdalena (D.O.F.,
11/06/18).

La sincronizacion de las actividades pesqueras con los procesos
reproductivos de las especies, asi como su predictibilidad en tiempo y espacio
constituyen informacion robusta, pertinente y Util en el disefio para el manejo de los
recursos donde se incorporen las interacciones del desove y la pesca (Erisman et
al., 2012), con el proposito de evitar la sobreexplotacion. Dentro de los objetivos de
las investigaciones pesqueras, algunos autores como Lowerre-Barbieri et al. (2011)
mencionan se debe tener un amplio conocimiento del proceso reproductivo de las

especies y una mayor comprension de los factores internos y externos que



determinan el éxito reproductivo, a su vez, proponen hacer uso de analisis y

terminologias estandarizadas.

En el caso de la merluza del Pacifico (M. productus) es necesario analizar
las caracteristicas de desove, ya que en el Golfo de California se captura de
diciembre a mayo en presencia de agregaciones especificamente por procesos de
reproduccién (Denton-Castillo, 2018). Las agregaciones son objetivos atractivos
para la pesca por ser reuniones masivas de organismos en tiempos y lugares
predecibles, sin embargo, cuando la pesca se lleva a cabo sin ninguna medida de
proteccion o regulacion pueden ser altamente vulnerables, es por ello que muchas
especies de peces de importancia comercial que exhiben agregaciones de desove
han sufrido graves disminuciones debido a la sobrepesca y falta de regulacion
(Sadovy, 2016). Ademas, las agregaciones tienen importancia a escala
ecosistémica, lo que obliga a que las areas de reproduccién de peces sean un punto
focal para el manejo pesquero y la conservacion marina a nivel global (Erisman y
Fulton, 2018).

Por lo visto, es de enorme interés conocer la biologia reproductiva y la serie
de cambios en ovarios y testiculos reflejados en las fases gonadicas que ocurren
durante el afio en las especies objetivo de la pesca, ya que tienen aplicacion directa
en proporcionar conocimientos fundamentales de la poblacion (Holden y Raitt,
1975) y por ende generar informacion que pueda contribuir en las evaluaciones del

recurso.

Para dichas evaluaciones se pueden utilizar escalas morfocromaticas de
maduracién gonadica las cuales son formatos textuales que describen y asignan las
fases del desarrollo ovérico y testicular del organismo, con base en la distincion
visual entre cada fase gonadal mediante atributos de forma (morfo) y color
(cromaticas) caracteristicos de los cambios que se van presentando en los ovarios
y testiculos conforme al ciclo reproductivo gonadal (Rodriguez-Gutiérrez, 1992).

Cabe mencionar, que es necesario agregar la asignacion visual mediante



fotografias de cada fase de las gbnadas para ayudar en la distincion entre cada una

de las fases de desarrollo gonadal en hembras y machos.

Sin embargo, estas escalas morfocromaticas pueden ser poco precisas al ser
generalizadas y basarse solo en caracteristicas como tamafio, forma y coloracion
de las gbnadas, por esto son apoyadas con analisis histolégico para validarlas de
acuerdo a los procesos microscopicos que ocurren en el estroma gonadal de cada
fase ovarica y testicular, utilizando criterios con base en la presencia de un tipo o
estadio de célula aliada a un grupo de caracteristicas tisulares de la génada que
indicaran que el 6rgano sexual ha entrado en una particular fase gonadal
(Rodriguez-Gutiérrez, 1992).

Es por esto, que, la evaluacion del desarrollo gonéadico y el diagnéstico a
partir de escalas morfocrométicas validadas de las gonadas en las especies es
particularmente til en investigaciones cuando se requiere aportar informacion
rapida y precisa que apoye la toma de decisiones de manejo pesquero, esto durante
los monitoreos pesqueros a largo plazo para detectar cambios en los patrones

reproductivos (Maldonado-Amparo et al., 2017).

En la evaluacion de la merluza del Pacifico en el Golfo de California, se ha
venido utilizando la escala morfocromatica gonadal generalizada para peces de
Nikolsky (1963), basada en la coloracion, la textura y en el espacio ocupado por las
gonadas en la cavidad abdominal para definir sus fases ovaricas y testiculares, sin
embargo y en marco de las mismas evaluaciones se concluyé que las
designaciones basadas en la escala de Nikolsky (1963) pueden tener error de hasta
el 100% en algunas fases (Denton-Castillo, 2018). Por lo cual, actualmente la
generacion de esta informacion para propésitos de toma de decisiones para su
pesqueria depende completamente de los analisis histologicos, ello para evitar
errores de designacion de las fases gonadales. Cabe mencionar que el analisis
histologico es considerado el método mas preciso para el diagnéstico de las fases

gonadales, no obstante, estos analisis suelen ser costosos y tardados (Lowerre-



Barbieri et al., 2011) como para realizarse en cada prospeccién pesquera del

recurso.

La alternativa al analisis histolégico es contar con una escala morfocromatica
con detalles precisos, disefiada especificamente para M. productus y validada, que
permita realizar un diagndstico histolégico in situ con una precision técnica
adecuada para la evaluacién del recurso y una oportuna toma de decisiones. Por
tal motivo, en el presente estudio se disefiara una escala morfocromatica de
desarrollo gonadico validada histologicamente para la merluza del Pacifico (M.
productus) del centro y alto Golfo de California. Misma que sera utilizada para los
muestreos de merluza y en embarcaciones durante las evaluaciones del recurso
que anualmente realiza el Instituto Nacional de Pesca y Acuacultura (INAPESCA)

para sustentar el manejo de la pesqueria.

2. ANTECEDENTES
2.1 Caracteristicas generales de Merluccius productus

La Merluza del Pacifico (Merluccius productus) nombrada por primera vez en
1855 por William Orville Ayres (Ayres, 1855), es color gris plateado del dorso y tiene
el vientre blanquecino, con una cabeza ligeramente alargada y dientes puntiagudos,
presenta de 18 a 23 branquiespinas en el primer arco branquial, son largas,
delgadas y con terminacién en punta, presenta dos aletas dorsales, la primera corta
con una espina 'y 9 a 12 radios, la segunda dorsal y la aleta anal presentan base
larga con 39 a 44 radios, las aletas pectorales terminan casi en el origen de la aleta
anal y su aleta caudal es concava (Cohen et al., 1990; Lloris et al., 2003;2005). Su
crecimiento es relativamente rapido, especialmente durante los primeros cuatro
afos con posibilidades de llegar a vivir hasta los 15 afios aproximadamente (Cohen
et al., 1990), en el centro y norte del Golfo de California se han encontrado que las
merluzas presentan dimorfismo sexual siendo las hembras mas robustas y
redondas en comparacion con los machos (Alvarez-Trasvifia et al., 2022), presenta

dieta carnivora, alimentandose de pequefios crustaceos, peces pelagicos, e incluso



canibalismo al depredar sobre organismos juveniles de su misma especie (Alverson
y Lankin 1969; Lloris et al., 2003; 2005).

Las merluzas en su jerarquia taxondmica pertenecen al filo de los cordados,
superclase Osteichthyes, subclase Actinopterygii, superorden Paracanthopteryagii,
del orden Gadiformes (Nelson et al., 2016); en los niveles inferiores la merluza
pertenece a la familia Merlucciidae y al Unico género Merluccius, al cual se integran
13 especies (Lloris et al., 2003; 2005) (Figura 1).

Barra de escala 5 cm

Figura 1. Fotografia de la merluza del Pacifico (Merluccius productus) tomada durante el

crucero de prospeccion acustica y pesca exploratoria 2023, en el Golfo de California.

2.2 Distribucién y habitat de Merluccius productus

La merluza del Pacifico vive asociada a la Corriente de California (Bailey et
al., 1982; Lloris et al., 2005) se presenta tanto en areas oceanicas como costeras,
es un pez demersal con presencia hasta los 1000 metros de profundidad y de
habitos pelagicos (Alverson y Larkins, 1969; Cohen et al., 1990; Hamel et al., 2015).
De acuerdo a Lloris et al. (2005), se distribuye en el Pacifico Oriental: Canada,
Estados Unidos y parte del Golfo de California, México, hasta los 16° latitud norte
(Golfo de Tehuantepec) (Figura 2).

Estudios moleculares y morfométricos descritos de cuatro morfotipos de
merluzas del Pacifico Nororiental y Central (Silva-Segundo et al., 2011)

demostraron la presencia de una sola especie de M. productus, desde el estado de



Washington Estados Unidos hasta Costa Rica, con diferentes sub-unidades de
poblacién consideradas como “stocks”.

Garcia-De Leo6n et al. (2018) demostraron que M. productus tiene una
estructura genética con componentes de poblacion tanto migratoria como residente.
Sus resultados indicaron que hay tres poblaciones genéticamente discretas, la
primera llamada costera, distribuida por la costa este del Océano Pacifico
(Washington, Oregon, Eureka, San Francisco, Vizcaino, hasta la Peninsula de Baja
California Sur), otra poblacion en el estrecho de Puget (Puget Sound) Washington,
Estados Unidos y, una tercera poblacion de merluzas pertenecientes al norte del
Golfo de California, que presentan una agregacion en las que puede producirse una

posible area de refugio (Silva-Segundo et al., 2011).
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Figura 2. Distribucion de Merluccius productus, imagen re-editada del catalogo comentado
e ilustrado de las merluzas conocidas, FAO (del inglés “Food and Agriculture Organization”)
de Lloris et al. (2005).



Dentro del rango geografico ocupado por la poblacién costera de merluza del
Pacifico, el segmento adulto de la poblaciéon exhibe un movimiento migratorio de
norte a sur en temporada de invierno, originado de (Alaska) y de gran escala para
dar inicio al desove en aguas adyacentes al sur de California y Baja California,
México, congregandose en cardumenes de densidad uniforme a profundidades de
200 a 500 m, de acuerdo con Alverson y Larkins (1969).

Se ha evidenciado un comportamiento caracteristico de elevacion y
dispersion de las merluzas durante la noche en temporada de verano, durante la
estadia de organismos adultos en aguas de la plataforma continental, los estudios
de ecografia sugieren que los movimientos comienzan entre las 18:00 y las 21:00
horas y para las 23:00 horas ya se encuentran muy dispersas en el agua y durante
el dia se congrega en cardimenes y pueden descender a aguas mas profundas
(Alverson y Larkins, 1969).

La dispersion nocturna puede estar relacionada con los habitos alimentarios
de la especie, ascienden y se dispersan en la columna de agua cerca de la superficie
a 20 m para alimentarse, en la parte norte de su area de distribucién geogréfica, la
merluza adulta se alimenta de Thysanoessa spinifera y Euphazcsia pacifica, dos
especies de eufausidos conocidos comunmente como krill (Alverson y Larkins,
1969). También es importante mencionar que la seccién de merluza en agregaciéon
reproductiva no presenta el tipo de movimiento vertical observado en la plataforma
continental, sin embargo, se menciona que aparentemente hay algin movimiento
de peces casi maduros y la mayor parte de esta migracion diaria ocurre a
profundidades de 180 a 400 m (Alverson y Larkins, 1969).

Padilla-Garcia y de la Campa (1981) encontraron larvas de M. productus a
una profundidad de 36 m a 221 m y a una temperatura de 16.2°C en la zona norte
del Golfo de California, y a través de colectas diurnas, dedujeron que los datos son
de un posible desove de merluzas en agregacion realizado a principios de febrero,
mes con mayor actividad reproductiva segun Denton-Castillo (2018). Estudios
recientes de Alvarez-Trasvifia et al. (2022) encontraron que los centros de

abundancia fueron en febrero de 2019 entre los 200 m y 300 m de profundidad y las



menores abundancias en octubre en 2014 a 100 m y 150 metros de profundidad en
el Golfo de California a temperaturas de fondo de 13°C y 14°C. Y de acuerdo a
Hamel et al. (2015), la poblacion costera de merluza del Pacifico es la mas

abundante en la Corriente de California.

2.3 Modo reproductivo de Merluccius productus

Los peces tienen una gran variedad de formas o modelos reproductivos, el
modo reproductivo frecuente en las especies de teledsteos es por fecundacion
cruzada externa mediante sexos separados también nombrado gonocorismo,
asimismo, y también, se pueden clasificar de acuerdo a las veces en las que se
reproducen en su vida, ya sea como semélparos si se reproducen una sola vez o
como iterGparos si realizan su reproduccion repetidas veces (Wootton, 1990;
Saborido, 2004). En el caso de la merluza desde sus primeros estudios (Foucher y
Beamish, 1977) a los mas actuales (Denton-Castillo, 2018) muestran que M.
productus tiene fertilizacion externa y presentan gonocorismo ya que sus 6rganos
reproductores estan diferenciados entre hembra y macho, ademas de ser un
organismo iteréparo ya que se reproduce repetidas veces durante su ciclo de vida.
Denton-Castillo (2018) describio la distincion de los érganos sexuales de la merluza,
en hembras los ovarios estan compuestos por dos Iébulos funcionales alargados,
en ocasiones uno de estos lobulos presenta una forma asimétrica y en machos los
testiculos estan conformados por dos I6bulos alargados, cuyos margenes exteriores
presentan ondulaciones.

Otro atributo reproductivo es, si presentan dimorfismo sexual (Wootton,
1990) y recientemente los investigadores del trabajo de Alvarez-Trasvifia et al.
(2022) catalogaron que M. productus presenta dimorfismo sexual, del cual sugieren
las hembras se diferencian de los machos por ser mas robustas y con forma
redonda, presentan tallas y peso en masa mayor que los machos (tallas reportadas
de 105 cm de longitud total y 7500 gramos).

Balon (1990), basa la trayectoria evolutiva de los peces ubicandolos de

acuerdo a la combinacion de criterios morfolégicos, de desarrollo, comportamiento



y ecolégicos, dando lugar a un sistema jerarquico que comprende de tres secciones
etoldgicas, los “no protectores”, “protectores” e “incubadores” con tendencias de
estilos en el cuidado de la descendencia de menor a mayor proteccion y
dividiéndolos en grupos ecoldgicos y gremios especificos.

La merluza del Pacifico comprende la seccion etoldégica de los “no
protectores” debido a la falta de proteccion y cuidado de las crias en su proceso de
reproduccién, mismo que ocurre en agregaciones de densidad uniforme a
profundidades entre los 200 a los 500 m (Alverson y Larkins, 1969). Las hembras y
machos liberan los gametos a una profundidad de 130 a 150 m para que ocurra la
fecundacion externa, sin embargo, en la columna de agua flotan de 40 a 60 m hacia
la base de la capa de agua mezclada y si no existe una picnoclina fuerte, los
gametos, huevos y las larvas pueden distribuirse a través de la capa de mezcla
(Ahlstrom y Counts, 1959 en Bailey et al., 1982). De la misma forma, Padilla-Garcia
y de la Campa (1981) reportaron presencia de larvas de M. productus a una
profundidad de 36 a 221 m en la zona norte del Golfo de California. Y es considerada
un desovador pelagico con multiples desoves (MacGregor, 1966 en Alverson y
Larkins, 1969) por lo tanto M. productus, pertenece al grupo ecolégico de los
dispersadores y al gremio de los pelagéfilos (Balon, 1990).

Foucher y Beamish (1977) determinaron que las hembras tienen una alta
variacion en el numero, tamafo y porcentajes de grupos de ovocitos retenidos y
liberados para ser fertilizados. Por lo cual, se revelé que los ovocitos tienen un
desarrollo asincrénico, lo que sugiere que no todos los ovocitos se liberaran al
mismo tiempo en la columna de agua como gametos viables, solo la porcién de
ovocitos con mayor tamafio de diametro llevara a cabo la hidratacion y seran los
desovados para su fecundacion (Foucher y Beamish, 1980). Esta informacion
concuerda con el estudio de Denton-Castillo (2018), realizado en el centro y norte
del Golfo de California, donde M. productus presenta ovarios con desarrollo
asincronico, y potencial para desovar de tres a cuatro veces durante una temporada

reproductiva.



2.4 Atributos ontogénicos

Merluccius productus presenta una morfogénesis con base en el desarrollo
de los periodos de huevo, larva, juvenil, adulto y senescente, los cuales pertenecen
al desarrollo indirecto “altricial” que se caracteriza por presentar el periodo de larva
gue lo distingue de otros modelos ontogénicos (Balon, 1990).

Ahlstrom y Counts (1955), citado en Nelson y Larkins, (1970) describen las
fases de huevo y larva de M. productus. Los huevos son pelagicos, esferas lisas,
translucidas y tienen una sola gota de aceite. Su metamorfosis larvaria requiere mas
de un mes para la formacion, la aleta pectoral se completa a una longitud de 3.04 a
3.55 cm, cuando se alcanza el total de los radios pectorales. El crecimiento en
longitud parece ser lento y constante durante los primeros 20 dias, después se
acelera (Bailey et al., 1982).

En cuanto a la fase juvenil (1 a 3 afios) hay poca informacién, se desconoce
la edad a la que las larvas abandonan su vida pelagica, en zonas costeras se han
capturado merluzas juveniles de 11.93 a 35.05 cm de largo aproximadamente
(Nelson y Larkins, 1970). En el estudio de Denton-Castillo (2018) en la merluza del
Pacifico en aguas del Golfo de California se ha encontrado un amplio intervalo de
tallas de organismos adultos compuesto con un 10% de tallas pequefias con
machos desde los 12.50 cm de longitud total (LT) y hembras de 19.50 cm de LT, y
un 90% de tallas mayores de hembras hasta poco mas de los 70.3 cm de LT y
machos desde los 66.37 cm, resultados que, a su vez, revelan que las hembras

presentan mayor longitud total que los machos.

2.5 Composicion histolégicay ciclo ovarico en peces

De acuerdo a Foucher y Beamish (1977) el desarrollo ovarico se rige a partir
de las caracteristicas microscopicas que estan relacionadas a procesos como la
division mitética y proliferacién de los ovocitos haploides, las transformaciones de
las células foliculares dentro del ovario en las lamelas ovigeras y el suministro de

por vida de las ovogonias.
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La composicion y desarrollo de los ovarios en peces esta relacionada con
factores externos como luz, temperatura, alimentacion entre otros, que activan los
mecanismos del eje endocrinologico para la estimulacion hormonal (Nagahama
1983; Valdebenito et al., 2011). Los ovarios se encuentran dentro de la cavidad
abdominal del pez con coloraciones amarillentas a naranja debido al vitelo de los
ovocitos. La pared del ovario esta formada por tres capas: la externa compuesta por
el epitelio cubico-ciliar; la capa media de tejido conectivo en donde se localizan los
vasos sanguineos que la irrigan y la mas interna de naturaleza compacta y fibrosa
(Rodriguez-Gutiérrez, 1992). La estructura interna del ovario comprende del
estroma ovarico, en el que yacen las lamelas ovigeras desde la periferia al centro
llamado “lumen” y son las que contienen a los gametos femeninos o foliculos
ovaricos (Nagahama, 1983).

En el trabajo de Foucher y Beamish (1977) mencionan que el proceso de
formacion y suministro de ovocitos en el ovario comienza con la divisién mitética de
las ovogonias, las cuales daran origen a los ovocitos primarios diploides. Durante
este crecimiento primario, cada ovocito inicialmente se rodea de una capa de células
foliculares y con el crecimiento de los ovocitos las células foliculares se multiplican
y forman una capa folicular de granulosa completa (capa interna de granulosa), a
su vez, también se forma una capa externa de envoltura formada por elementos de
tejido conjuntivo (capa externa tecal) la cual esta conectada a las lamelas ovigeras
(Nagahama, 1983).

Por lo tanto, los ovocitos se componen de dos capas celulares principales,
las cuales ademas de brindar proteccién, funcionan como intermediarias de la
produccion de sustancias esteroideas para el crecimiento y maduracion de los
ovocitos, producidas bajo la influencia de las gonadotropinas (Nagahama, 1994).

En M. productus, los ovocitos primarios clasificados en estadio cromatina
nucleolar y perinucleares, al tener influencia de las hormonas gonadotropinas,
inician el proceso de meiosis con el apareamiento de cromosomas homologos y
comienza la etapa de crecimiento, la cual deja en pausa la meiosis para generar el

tamafio Optimo cambiando de estadio a alveolo cortical y consecuente ovocitos en
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vitelogénesis (Foucher y Beamish 1977) y asi continuar el proceso de ovogénesis,
convergiendo en su respectiva madurez, que es, cuando concluye la primera etapa
de la meiosis justo cuando el ovocito entra en estadio de nucleo migratorio y
consecuentemente en fusion de vitelo (fusion de la membrana vitelina), donde
expulsa al primer cuerpo polar que se absorbera (Fulton, 1898 como se cité en
Saborido, 2004).

Después los ovocitos tienen una segunda division de la meiosis para producir
un ovocito haploide mediante el proceso de hidratacion del ovocito (al final de la
segunda divisién quedan en total tres cuerpos polares que son reabsorbidos).
Cuando los ovocitos estan hidratados es indicativo que habra un desove en horas,
en el cual seran expulsados al lumen ovarico y luego fuera del ovario por accion del
desprendimiento del foliculo (también llamado foliculo post-ovulatorio) y este queda
en el ovario para ser reabsorbido por células de la capa granular y continuar con el
ciclo ovarico (Foucher y Beamish 1977; Nagahama, 1983).

Ademas, dentro del ovario se pueden producir procesos de interrupcion en el
crecimiento de los ovocitos individualmente o en grupos por atresia folicular la cual
es una degeneracion y permite el reciclaje de energia, puede suceder en cualquier
momento durante el ciclo ovarico; los procesos de atresia folicular en peces se
pueden clasificar en cinco etapas de degeneracion progresivas: alfa, beta, gamma,
delta y épsilon (Khoo, 1975; Nagahama, 1983; Saidapur, 1978; Valdebenito et al.,
2011). La atresia folicular es un fenébmeno comun en los ovarios de los peces
teledsteos (Saidapur, 1978), sin embargo, también puede ser un proceso patolégico
o interrumpir el desove en los ovarios (Valdebenito, et al., 2011).

Algunos autores como Brown-Peterson et al. (2011) han propuesto un ciclo
ovarico en peces con cinco fases histolégicas (inmaduro, desarrollo, capaz de
desovar, regresion, regeneracion), las cuales son distinguibles y generalizadas con
base en los procesos de las células y tejidos presentes durante esos eventos, lo
cual también permite identificar individualmente subfases de acuerdo al estudio de
la especie objetivo. Esas etapas ciclicas concuerdan con los trabajos de Foucher y

Beamish (1977) y Denton-Castillo (2018) referentes a M. productus.
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2.6 Composicion histoldgicay ciclo testicular en peces

Los testiculos pueden tener diferentes morfologias, sin embargo, en una gran
cantidad de peces 0seos, son 6rganos pares alargados que se encuentran dentro
de la cavidad abdominal unidos a la pared dorsal por una membrana llamada
mesorquio o mesenterio (Billard, 1986; Uribe et al., 2014).

Histol6gicamente, estan organizados por dos compartimentos separados por
una membrana basal. EI compartimento germinal, lo conforman las células
germinales (espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y espermatozoides) y
las células epiteliales somaticas (células de Sertoli) (Nagahama,1983;1994; Uribe
et al., 2014).

Y el otro compartimento es el intersticial conformado por tejido conjuntivo y
células de Leydig y es encargado del sostén y resistencia, contiene fibroblastos,
células que se encargan de la difusion de nutrientes, fibras nerviosas y vasos
sanguineos que estan cercanos a las células de Leydig productoras de testosterona,
ademas los elementos del tejido conectivo son continuos con la tunica albuginea
que es la pared del 6rgano testicular (Nagahama, 1983; 1994; Koulish et al., 2002
en Schulz et al., 2010; Uribe et al., 2014).

Asimismo, el testiculo se puede clasificar por sus estructuras en lobular y
tubular (Nagahama, 1983; Billard, 1986; Rodriguez-Gutiérrez, 1992). En los
testiculos lobulares, se han referenciado dos tipos de arreglos estructurales
espaciales dentro del testiculo que se basan en la distribucion de las células
germinales. En el caso uno, la distribucion espermatogénica es no restringida, en
donde las espermatogonias pueden estar distribuidas a lo largo de los I6bulos, esto
especificamente en peces neoteledsteos. Por el contrario, en la distribucion
espermatogeénica restringida, los I6bulos tienen un orden estructural de las células
germinales en desarrollo con las espermatogonias establecidas en la periferia
testicular, estilo de los peces ateromorfos. Aunque, también parece existir una
combinacion entre la distribucion restringida y no restringida como con los peces del
orden Gadiformes (Schulz et al., 2010; Uribe et al., 2014).
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En el caso de M. productus, presenta estructura tipo lobular (Denton-Castillo,
2018). Rodriguez-Gutiérrez (1992) sefiala que este tipo de estructura esta
compuesta por numerosos lobulos, los cuales estan separados unos de otros por
una delgada capa de fibras de tejido conectivo y dentro de esos I6bulos las células
especializadas realizan el ciclo espermatogénico.

Las células especializadas en los testiculos que inician el ciclo reproductivo
son las espermatogonias y en sus primeras etapas presentan morfologia ovoide con
un nucleo grande y redondo, en el estadio de proliferacién se vuelve pequefio y
redondo para transformarse en espermatocito primario y dar inicio con los estadios
de meiosis | con la primera divisibn de maduracion, en donde el espermatocito
primario reduce su tamafo, se transforma en secundario y continua a su segunda
divisibn meiética dando origen a la espermétida la cual ya no tiene division celular y
solo realiza la espermiogénesis que consiste en formar el espermatozoide
(Rodriguez-Gutiérrez, 1992).

Los testiculos presentan cambios morfolégicos durante el ciclo reproductivo,
los cuales se ven reflejados por diversos componentes que determinan
estacionalidades (Billard, 1986) y durante ese ciclo se puede evidenciar
histologicamente fases de desarrollo. Algunos autores mencionan que se pueden
utilizar ciclos de desarrollo delimitados a cinco fases: I-retrocedido, [I-maduracion
temprana, Ill-maduracién media, IV-maduracién tardia y V-regresion, con base en
andlisis histolégico (Uribe et al., 2014).

Particularmente en Merluccius productus, en el trabajo mas reciente (Denton-
Castillo, 2018) se identificaron histolégicamente cinco fases de desarrollo testicular
y cuatro subfases que incluyen inmaduro (subfases: inmaduro inactivo e inmaduro
activo), desarrollo (subfases: desarrollo inicial y desarrollo avanzado), madurez,

eyaculacién y reposo.
2.7 Evaluacion gonadica en peces

Las poblaciones de peces con aprovechamiento pesquero requieren de

constante monitoreo y analisis para proporcionar conocimientos fundamentales que
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contribuyan a la evaluacion del estado de salud poblacional. Los aspectos de la
biologia reproductiva de las especies pueden emplearse para establecer la edad y
talla a la que los peces alcanzan la madurez sexual y adquirir informacion desde el
desarrollo gametogénico hasta el momento de desove y lugar de la reproduccion
(Holden y Raitt, 1975).

Existen distintas formas para evaluar la madurez gonadal en peces, un
método practico son las escalas morfocromaticas de desarrollo gonadal, que se
establecen con base en la maduracion de los productos sexuales, el crecimiento y
cambios de las gonadas en la cavidad visceral. Se utilizan para evaluar y estimar el
periodo de reproduccién, proporcion de machos y hembras en una poblacion,
permitiendo calcular la talla en la que se reproducen, sin embargo, pueden ser poco
precisas al ser generalizadas y basarse solo en caracteristicas como el tamafio,
formay coloracién de las gonadas durante muestreos ciclicos (Rodriguez-Gutiérrez,
1992). Es por eso, que son apoyadas con otros métodos como el analisis
histologico, el mas recomendado, ademas de agregar otros estos métodos
cuantitativos como los indices corporales que pueden ser usados como indicadores
del estado fisiologico de las caracteristicas fenotipicas de cada fase de desarrollo
(Rodriguez-Gutiérrez, 1992).

Algunos de estos indices son, el indice gonadosomatico (IGS) (Rossenblum
et al. 1987; Rodriguez-Gutiérrez, 1992) y el indice gonadoalométrico (IGA)
(Cervantes-Rendon, 2022) utilizado para describir la actividad reproductiva
indicando el incremento en peso y en largo de la gbnada respectivamente, conforme
a su estado de desarrollo (Rodriguez-Gutiérrez, 1992). El indice gonadosomaético
utilizado en esos estudios para correlacionar el estado fisiologico con los cambios
ciclicos ha resultado favorable, por lo tanto, se podria agregar mas precision y
objetividad a los estudios de evaluacion gonadal al utilizar indices que corroboren
la distincién de cada fase de desarrollo ovarico y testicular.

La mayoria de las escalas morfocromaticas no incluyen esta informacion
como referencia adicional y especifica para distinguir las fases. Sin embargo, el

trabajo de Maldonado-Amparo et al. (2017), en el cual se disefid y valido una escala
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para Peprilus medius (Stromateidae), incluye el IGS de cada fase, ademas de apoyo
visual y los valores RGB (Red, Green, Blue) del color para mejorar las distinciones
colorimétricas de las génadas.

Cabe mencionar que en la merluza argentina (M. hubbsi) (Pajaro et al., 2005),
en la merluza del Pacifico (M. productus) (Denton Castillo, 2018; Salinas Mayoral,
2018) y en la merluza europea (M. merluccius) (Carbonara et al. 2019; Candelma et
al. 2021) han utilizado el IGS con estudios histolégicos para indicar cambios en el
desarrollo de las gonadas y patrones en su actividad reproductiva, cuyas
tendencias en valores altos indican procesos de madurez y en valores bajos
evidencian el fin del periodo reproductivo. Demostrando eficacia en definir patrones

reproductivos.

Sin embargo, otra alternativa al IGS que se ha utilizado cuando no hay
posibilidad de obtener el peso en masa de las gonadas es el indice
gonadoalométrico (IGA) que se estima a partir de la longitud de la gbnada con
respecto a la longitud del pez, y que demostré éxito en los resultados del estudio de
Cervantes-Rendon (2022). En el cual refleja las tendencias y diferencias en el
crecimiento longitudinal de la gbnada respecto al desarrollo ovarico-testicular, por
lo cual puede ser una herramienta muy util para los andlisis in situ a bordo de barcos
de prospeccion pesquera, donde es dificil pesar las gonadas debido al movimiento
del barco y es posible tener sesgo en las mediciones, por lo tanto, un indice
morfofisiolégico validado y basado en la longitud, como el IGA, puede ser eficiente

para complementar y robustecer de forma rapida el diagndstico de campo.

2.8 Escalas morfocromaticas para el diagnéstico del estatus gonadal

Estas escalas, permiten comparar el desarrollo de los ovarios y testiculos de
un gran namero de individuos de una misma poblacién, de una manera mas rapida
y al analizarlos se puede conocer la época de desove (Rodriguez-Gutiérrez, 1992).
Identificar los periodos de aumento de la actividad reproductiva de las especies de
forma rapida podria generar propuestas para regular el esfuerzo pesquero en
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tiempo real durante ese periodo el cual se considera de gran vulnerabilidad (Denton-
Castillo, 2018).

En particular, Foucher y Beamish (1977) definieron una escala
morfocromética para el diagndstico del estatus de los ovarios de M. productus con
base al analisis histolégico de las estructuras ovaricas y las células germinales,
misma que cuenta con ocho fases y cuatro subfases, e incluye como caracteristicas
para distinguir las fases el tamafio de la génada, el espacio que ocupa en la cavidad
visceral, coloracion, textura, visibilidad de los ovocitos y vascularizacion, sin
embargo, no proporciona apoyo visual. Aunque la escala propuesta por Foucher y
Beamish (1977) es un buen avance para el diagndéstico del estatus gonadal del M.
productus, solo proporciona informacion de las hembras, y cabe mencionar que la
informacion sobre el estatus reproductivo de los machos también es necesaria para
comprender la ocurrencia del desove y el éxito reproductivo en funcién de la
sincronia y la actividad reproductiva de ambos sexos, ademas la escala no cuenta
con el analisis de indices corporales para mejorar las distinciones entre fases.

Asimismo, de manera esencial, para estudios reproductivos es ideal tener
escalas que consideren un menor numero de fases de descripcion del estatus
gonadal, para que sean practicas y que tengan mayor utilidad (Brown-Peterson et
al., 2011).

En ese sentido distintos trabajos han utilizado la escala de Brown-Peterson
et al. (2011), por ser una guia simple y universal para peces en la que propone las
fases: inmaduro, desarrollo, capacidad de desove, regresion y regeneracion. La
escala tiene como supuesto que aun cuando la secuencia temporal de eventos
durante el desarrollo de los gametos en cada fase puede variar entre especies, cada
fase tiene marcadores histoldgicos y fisiolégicos especificos considerandose una
escala conceptualmente universal. Por lo que, los criterios o clases histoldgicas
especificas de la especie se pueden incorporar dentro de cada una de las fases, lo
que permite divisiones (subfases) mas especificas al tiempo que se conserva la

terminologia reproductiva general con fines comparativos.
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Debido a la amplia diversidad de especies y variedad de formas de
reproduccién, se requiere que la elaboracion de escalas sea basada en criterios
especificos de cada especie y validados histolégicamente para que permitan la
identificacion de los diferentes estados de maduracién y asi proporcionar el minimo
error posible (Gongalves et al., 2004) o diferencias significativas de asignacion de
la madurez gonadica de manera visual con respecto a la asignada histolégicamente.

Un ejemplo claro se presenta en el trabajo de Denton-Castillo (2018) donde
analizaron las fases de desarrollo gonadico de acuerdo a las caracteristicas
morfocrométicas, utilizando la escala generalizada de Nikolsky (1963) pero al
realizar los analisis histolégicos sus resultados mostraron que las designaciones
tuvieron errores de hasta el 100% en algunas fases como inmaduro, madurez y
reposo, lo que implica que las decisiones de manejo que se puedan tomar para la
pesqueria de merluza a partir de dicha informacién podrian no ser adecuadas.

Por lo tanto, Denton-Castillo (2018) definid y describio el estatus gonadal solo
a partir de las caracteristicas celulares y tisulares (histolégicas) de los ovarios y
testiculos de M. productus, resultando seis fases con dos subfases ovaricas
[inmaduro, desarrollo (con dos subfases desarrollo inicial y avanzado), madurez,
desove parcial, reabsorcion y reposo] y cinco fases con cuatro subfases testiculares
[Inmaduro (dos subfases inactivo, activo), desarrollo (dos subfases desarrollo inicial
y avanzado), madurez, eyaculacion y reposo]. Cabe mencionar que la escala de
Nikolsky (1963) considera como caracteristicas de diagnostico el espacio que
ocupan las génadas en la cavidad abdominal, la coloracién y la textura, las cuales
son datos empiricos generalizados.

En otro estudio de M. productus enfocado en el stock denominado “enano”
(Vrooman y Paloma, 1977), en la zona de la costa occidental de Baja California Sur,
México, Salinas-Mayoral (2018) disefié una escala macroscopica modificada de las
escalas de Alarcon et al. (2008) y Perea et al. (2015). Dicha escala consté de siete
fases descritas en la literatura para organismos del mismo género y no se realiz
validacion histoldgica, asimismo en esta escala como en otras se consideran

caracteristicas generales de diagnostico como la coloracion, tamafio de las
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gonadas, grosor de la pared gonadal, turgencia, vascularizacion, visibilidad de los
ovocitos y coloracion en especificas areas del testiculo. Sin embargo, es preciso
destacar que en el estudio hicieron uso del método cuantitativo del indice
gonadosomético mensual para machos y hembras evidenciando la mayor época
reproductiva de la especie, con una proporciéon de individuos maduros que fue
mayor en noviembre y diciembre, con los mayores indices representados por las
hembras.

Zamora-Garcia et al. (2020) utilizaron la escala morfocromética generalizada
de cinco etapas para reproductores parciales de Holden y Raitt (1975), esto para
determinar la madurez de la merluza del Pacifico y modificaron las fases para
describir el estatus gonadal a través de las siguientes categorias: inmadura (etapa
1), en desarrollo (etapa 2), madura (etapa 3), desove (etapa 4), y después del
desove o gastado (etapa 5). Cabe mencionar que la escala original de Holden y
Raitt (1975), no considera “desove” y se divide en las siguientes fases: I, Inmaduro;
I, virgen madurando y recuperando; Ill, madurando; 1V, maduro; y V, después de la
puesta; y considera las caracteristicas macroscopicas de tamafio de la gonada en
la cavidad abdominal, coloracion, visibilidad de los gametos, vascularizacion y
flacidez para definir el estatus gonadal. Zamora-Garcia et al. (2020) utilizaron la
escala para diferenciar juveniles de adultos y consideraron que los peces que tenian
signos de desove reciente, actual o inminente (etapas 3-5) eran adultos, mientras
que los peces asignados a las etapas 1y 2 se consideraron juveniles y no realizaron
analisis histoldgicos para confirmar sus criterios y a su vez, al no aplicar algun indice
morfofisiolégico los resultados podrian carecer de precision.

Cabe mencionar, que debido a la amplia distribucion de la familia
Merluccidae, y la gran variedad del género Merluccius (13 especies) (Lloris et al.,
2005) hay estudios disponibles de otras especies de merluza como M. capensis en
Sudafrica (Botha, 1986), donde utilizaron una escala adaptada de la Comision
Internacional para la Pesca del Atlantico Suroriental (International Commission for
the Southeast Atlantic Fisheries ICSEAF) para definir las fases testiculares y

ovaricas de merluzas.
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Botha (1986) utilizo caracteristicas morfocromaticas mas especificas que las
generales para la distincion de las fases testiculares, como coloraciones en ciertas
areas del testiculo, las formas testiculares como longitud, delgadez y abultamiento
lobular o si hay procesos de distension (testiculos alargados sin rigidez) y en
hembras, se usaron caracteres generalizados como el tamafio de ovarios,
coloracion, expulsion al presionar, la visibilidad de los ovocitos opacos o traslicidos
y el vaciado de ovocitos de los sacos lobulares, concluyendo que fue una forma de
clasificacién préactica y sin dificultad para los observadores, sin embargo, no
especifican una validacién histolégica. En cambio, en el trabajo de Perea et al.
(2015) para M. gayi peruanus realizaron una escala morfocromatica para la
distincion de las fases testiculares y ovaricas donde utilizaron los atributos
morfocrométicos mencionados anteriormente ya con su respectiva confirmacion
histolégica por fase (O-inmaduro, I-reposo, ll-en madurez, Ill-maduro, IV-
desovante/expulsante y V- recuperacion).

Por ultimo, M. productus es un desovador parcial (Foucher y Beamish, 1977;
Wallace y Selman, 1981; Denton-Castillo, 2018), significa que desova multiples
lotes de ovocitos durante la época de desove, por lo cual requiere de mayor
precision en la designacion de las fases, ya que la construccion de una escala de
desarrollo gonadal para los reproductores parciales es mas dificil porque hay una
variedad de etapas de desarrollo en una génada individual en cualquier momento
(los ovarios contienen ovocitos en diferentes estadios de desarrollo al mismo
tiempo) y la diferenciacion lograda podria ser menos precisa (Holden y Raitt, 1975).
Es por esto que, al afladir a la escala, caracteristicas morfocromaticas mas
especificas de las generales, validarla con analisis histolégico y con métodos de
cuantificacion como los indices corporales, se podria considerar una escala mas

precisa y objetiva para los estudios de evaluacién pesquera.
2.9 La pesqueria de merluza en México

A inicios de la década de 1980 se confirmé la presencia de merluza en el alto

Golfo de California, sin embargo, no fue sino hasta la década de 1990 cuando
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empez6 a ser reconocida como una especie de valor; previamente la merluza solia
ser capturada incidentalmente en las pesquerias de tiburén o de escama y
regularmente era descartada (Mathews et al., 1974; Zamora-Garcia y Stavrinaky-
Suérez, 2018). Los volumenes de captura de merluza como captura incidental
incentivaron a los pescadores a desembarcar merluza para su venta en los puertos
de San Felipe (Baja California) y Puerto Pefiasco (Sonora), convirtiéndose en una
alternativa econOmica para los pescadores industriales de la region (Zamora-Garcia
y Stavrinaky-Suérez, 2018). El caso de la merluza del Pacifico es de especial interés
porgue es una pesqueria monoespecifica en desarrollo (Ramirez-Rodriguez, 2017).

Por ende, como resultado de la alta aparicién y biomasa de este recurso en
otras pesquerias, se formalizé su pesqueria determinando el aprovechamiento de
M. productus en aguas de jurisdiccion federal del litoral del océano Pacifico y el
golfo de California y se iniciaron los procesos de gestion del recurso en 2018
(D.O.F., 11/06/2018).

Actualmente, en México, las medidas de manejo para controlar el esfuerzo
pesquero es limitar el nimero de permisos con un esfuerzo 6ptimo de maximo 80
embarcaciones mayores (D.O.F., 11/06/2018) y la aplicacién del sistema de cuotas
de captura biol6égicamente aceptable (D.O.F., 11/06/2018), (Alvarez-Trasvifia et al.,
2020). Asimismo, esta en proceso de elaboracion el Proyecto de Norma Oficial
Mexicana NOM-020-SAG/PESC-2019 para este recurso, con especificaciones para
regular el aprovechamiento de merluza (Merluccius productus) en aguas de
jurisdiccién federal del litoral del océano Pacifico y el Golfo de California (D.O.F.
27/11/2019) y también un Plan de Manejo Pesquero. Lo mas reciente, fue la
actualizacion de la ficha del recurso en la Carta Nacional Pesquera en el afio 2022
(D.O.F. 26/07/2022). Ademas, parte de las tacticas de manejo consisten en la
regulacion del arte y método de captura, en el que se utiliza una embarcacion mayor
con 10 toneladas de arqueo neto, con red de arrastre escamera o doble aparejo
hasta de 30 metros de longitud y tamafio de malla de 152 mm en las alas, 127 mm
en cuerpo y 101.6 mm en el copo (D.O.F., 11/06/2018).
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Para este recurso se realizan cruceros de prospeccién acustica y pesquera
a bordo del Bugue de Investigacion Pesquera (BIP-XI). Estos son realizados por el
Centro Regional de Investigacion Acuicola y Pesquera de Guaymas, Sonora
(CRIAP-Guaymas) del Instituto Nacional de la Pesca y Acuacultura (INAPESCA).
Se realizan diversos estudios para describir las caracteristicas relevantes de la
pesqueria y la biologia de la merluza del Pacifico y obtener informacion que se
pueda utilizar como base para las evaluaciones de stock y ordenacion pesquera.

Finalmente, de acuerdo con las recomendaciones de Denton-Castillo (2018),
para contribuir al manejo efectivo de la pesqueria sobre las agregaciones de desove
se requiere que a bordo de las embarcaciones que realizan evaluaciones del
recurso se cuente con una escala morfocromatica disefiada especificamente para
la especie objetivo y validada. Esto, permitird realizar un diagnostico histolégico in
situ con una precision técnica adecuada para la evaluacion de ciertos aspectos,
entre ellos la temporalidad de los procesos reproductivos del recurso para una

oportuna toma de decisiones.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Investigaciones previas (Denton-Castillo, 2018) demostraron que los
registros en relacion al estado de las gbnadas de la merluza del Pacifico y que se
realizan en los monitoreos en el centro y alto Golfo de California a partir de escalas
morfocrométicas generalizadas para el diagnostico de fases gonadicas en peces,
pueden llegar a tener hasta un 100% de error en algunas fases.

Ademas, en las escalas morfocrométicas especificas para el diagnostico del
estatus gonadal de M. productus de Foucher y Beamish (1977) y Salinas-Mayoral
(2018), ambas tienen mas fases (ocho y siete) de las recomendadas (cinco) lo que
les resta practicidad para su aplicacion, no presentan apoyo visual y solo la primera
escala tiene validacion histolégica para hembras y no presenta algian método
cuantitativo como el indice gonadosomatico. Especificamente en el estudio de
Zamora-Garcia et al. (2020) utilizaron una escala morfocromatica para M. productus

generalizada para reproductores parciales (Holden y Raitt,1975) y cambiaron las
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designaciones morfocrométicas y las etapas de juvenil-adulto sin andlisis
histologicos, por lo cual los resultados podrian ser imprecisos.

Los trabajos mencionados consideran caracteristicas de forma y coloracion
similares a las escalas generalizadas, lo que pone en duda la precisién en el
diagnéstico. Ademas, solo la escala morfocromatica de Salinas-Mayoral (2018)
presenta informacién de los indices morfofisiolégicos mensuales de la especie, los
cuales proveen distincion en los cambios durante el ciclo gonadico, pero no presenta
validacion histolégica. Por lo cual, actualmente la evaluacion del estatus gonadal
del recurso depende unicamente del andlisis histoldgico cuando se trata de tomar
decisiones de manejo y a pesar que el diagndstico es preciso, el proceso es tardado
y costoso (Lowerre-Barbieri et al.,, 2011), por ende, las decisiones pueden ser
inoportunas y es dificil mantener un seguimiento sistematico.

Finalmente, al no contar con una escala morfocromatica disefiada
especificamente para M. productus y validada que permita realizar un diagndstico
histologico in situ con una precision y practicidad técnica adecuada para ambos
sexos en la evaluacion del recurso actualmente podria ser riesgoso utilizar la
informacion tomada directamente en los barcos, ya que puede llevar a la toma de
decisiones de manejo inadecuadas y derivar en serias afectaciones en la pesqueria.
Més aun considerando que la pesqueria de merluza del Pacifico opera sobre una
agregacion reproductiva, por lo cual es de particular interés dar seguimiento al

desempefio reproductivo del stock para la toma de decisiones.

4. HIPOTESIS

La escala morfocroméatica de fases gonadicas disefiada para M. productus, que
considera caracteristicas fenotipicas previamente utilizadas como tamafo,
turgencia, visibilidad de los ovocitos, expulsion de gametos, vascularizacion, color
predominante, en conjunto con nuevos atributos como estado de las paredes
ovaricas, formaciones u ornamentos prominentes, largo y grosor lobular,
coloraciones especificas y el indice gonadoalométrico, permite una distincion clara

de las fases gonadicas en machos y hembras.
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5. OBJETIVOS
5.1 General

Disefiar una escala morfocromatica especifica e histologicamente validada
para el diagnéstico del estatus gonadal de la merluza del Pacifico Merluccius
productus que forma agregaciones en el centro y alto Golfo de California.

5.2 Particulares
1. Describir el aparato reproductor de hembras y machos.
2. Definir y describir histolégicamente las fases ovaricas y testiculares.
3. Describir el ciclo ovarico y testicular.
4. Explorar individualmente los indices gonadoalométrico, con respecto a las
fases ovaricas y testiculares.

5. Describir morfocromaticamente las fases ovaricas y testiculares.

6. AREA DE ESTUDIO

La ubicacion del area de estudio esta representada por los sitios de pesca de
la merluza del Pacifico utilizados por la flota mayor en aguas marinas de Jurisdiccion
Federal del alto y centro Golfo de California, México. De acuerdo a la figura 3 se
presenta el area de prospeccién en la cual el Buque de Investigacion Pesquera BIP
XI siguié un derrotero preestablecido dirigido hacia la parte norte de la costa de
Sonora, la peninsula de Baja California y las grandes islas (isla Tiburon e isla Angel
de la Guarda) entre los 112°y 114° O y entre los 29° y 31° N.

Merluccius productus es habitante de algunas zonas del Golfo de California,
este cuerpo de agua marino puede ser considerado como un laboratorio natural, ya
que cuenta con una gran variedad de fenomenos fisicos y biologicos de diferentes
escalas espaciales y temporales, derivado de esto se cuenta con una alta
biodiversidad de organismos (Castro et al., 2000; Lara-Lara et al., 2008). Ademas,

es un area de importancia pesquera, hidrologica, geologica y biolégica por sus
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caracteristicas, convirtiéndolo en uno de los cuerpos de agua mas estudiado de

México (Castro-Aguirre et al., 1995).
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Figura 3. Area de estudio y trayecto durante el crucero de prospecciéon acistica y pesca
exploratoria de la merluza del Pacifico (Merluccius productus), en el Golfo de California, de

febrero-marzo de 2019. Linea roja indica el trayecto del crucero y las flechas azules el orden

de trayecto.

El Golfo de California es el tnico mar marginal del océano Pacifico oriental
subtropical. Tiene forma de un largo rectangulo, que se extiende desde los 23° hasta
los 32° de latitud norte, localizado en el noroeste de México, entre los estados de
Sonora y Sinaloa y la peninsula de Baja California en el oeste; hacia el sur, se
comunica con el océano Pacifico, mide cerca de 1100 km de longitud y su ancho

varia entre los 108 y 234 km (Castro-Aguirre et al., 1995).

El alto Golfo de California esta separado del resto del Golfo por dos grandes
islas (Angel de la Guarda y Tiburén) que, junto con una serie de pequefias islas, son

colectivamente llamadas la zona de las grandes Islas (Alvarez-Borrego, 1983).
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Ademas, en esa regidn hay intensas corrientes de marea, las cuales crean procesos
de surgencia exhibiendo altas concentraciones de nutrientes y las bajas
temperaturas que se presentan son ideales para especies icticas de origen boreal
(Alvarez-Borrego, 1983; Castro-Aguirre et al., 1995) y temperaturas de fondo de
13.2 °C a 14.0 °C son especiales para distinguir los centros de abundancia de la
merluza del Pacifico y donde se puede encontrar a los organismos de tallas mayores

(Alvarez-Trasvifia et al., 2022).

7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Muestreos

Las muestras de Merluccius productus se tomaron del crucero de
prospeccion de pesca del Buque de Investigacion Pesquera BIP XI, colectados del
Golfo de California de la zona centro y norte durante la temporada de pesca de 2019
en los meses de febrero y marzo, obteniendo 799 peces para analizar. Investigacion
referida dentro del proyecto “Dinamica poblacional de la merluza (Merluccius
productus) en el Golfo de California” del CRIAP-Guaymas de INAPESCA.

Para llevar a cabo los lances primero se detectaron las agregaciones
demersales a partir de la ecosonda cientifica SIMRAD EK60, equipado con dos
transductores de 38 kHz y 120 kHz de mono haz dividido, posterior a esto se realizd
la captura de los organismos utilizando una red de arrastre demersal largada por
popa (33.8 m relinga superior con luz de malla de 6” en el cuerpo y 3%2” en el copo),
cada lance se realiz6 con un tiempo de duracion aproximado de 30 minutos. Durante
la captura se registré la temperatura y la profundidad in situ con ayuda de una sonda
multiparamétrica (CTD), y ademas se obtuvieron las coordenadas de cada lance.

Una vez que la red liberé la captura a bordo de la embarcacion se separo la
fauna acompafiante de la merluza. Se realizaron biometrias a cada merluza
utilizando una cinta métrica flexible (£ 1 cm) obteniendo la longitud total (LT, cm) y
la longitud patron (LP, cm), (Fig. 4). Posteriormente solo algunos organismos
(debido a condiciones adversas) fueron pesados con una bascula de reloj (= 0.1 kg)

para obtener el peso total (PT, en gramos).
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Se realiz6 una incision ventral desde el ano hacia la parte anterior de los
especimenes, se extrajo la gonada, se identificO el sexo y se observaron y
registraron las caracteristicas morfocromaticas de las goénadas, tales como
coloracion, consistencia, apariencia y vascularizacion, se tomaron fotografias de
algunas gonadas junto a una regla milimétrica. Ademas, algunos ovarios y testiculos
fueron pesados (cuando hubo oportunidad), y todas las muestras fueron fijadas en
solucion Davidson (Glicerina, formaldehido al 37%, alcohol etilico 96° y agua de mar
filtrada) (Mufietdn-Gomez et al., 2000), finalmente fueron guardadas en bolsas de
plastico con la relacién 3:1 de fijador, etiquetadas con papel opalina marcadas con
lapiz, para su posterior procesamiento histologico.

Cabe mencionar que la mayoria de las fotografias ejemplo del espécimen
completo (Fig. 1y 4), pierden una gran parte de sus escamas durante la operacién
del arrastre con la red, sin embargo, es evidente su coloracion blanquecina del

vientre y dorso plateado

Figura 4. Referencia de las biometrias realizadas a Merluccius productus del centro y alto

Golfo de California. Longitud total (LT) y longitud patrén (LP). Barra de escala de 5 cm.

7.2 Descripcion del aparato reproductor

Se realizaron disecciones a los especimenes de M. productus para examinar
cuidadosamente el aparato reproductor y la cavidad visceral, también se tomaron
fotografias. A partir de las observaciones se hizo una descripcion de la estructura
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morfologica de ovarios y testiculos, su posicién y conexiones en la cavidad visceral,
forma de la cavidad visceral y 6rganos adyacentes. Como referencia se utilizé una
serie de estudios sobre el aparato reproductor y desarrollo gonadal del género
Merluccius, entre los que destacan Wallace y Selman (1981), Gongalves et al.
(2004), Macchi y Diaz (2013), Perea et al. (2015), Denton-Castillo (2018), Salinas-
Mayoral (2018) y estudios de morfologia ovarica en peces (Kobelkowsky, 2012).
Esta descripcion tiene el propdsito de conocer a detalle macroscopico del aparato
reproductor, de manera que se complemente la comprension del potencial o

limitacion del desarrollo gonadal dentro de la cavidad visceral.

7.3 Proceso histoldgico

Para el andlisis histolégico las muestras que estaban preservadas en la
solucién Davidson fueron sacadas del fijador y lavadas con agua, y la solucion
fijadora se preservd en bidones para su respectivo desecho. Las muestras se
colocaron por grupos de aproximadamente 30 a 80 gonadas en un sistema de
circulacion continua de agua y fueron lavadas durante ocho horas aproximadamente
para eliminar la mayor parte del fijador. Después, se corté una seccién transversal
de la parte media de un l6bulo gonadal de acuerdo a la metodologia de Denton-
Castillo (2018), especificamente del l6bulo izquierdo, misma que se colocd en
casetes histolégicos y se conservo en una solucion de alcohol etilico al 70%.
Posteriormente los tejidos se deshidrataron con isopropanol en concentraciones
ascendentes y se procedio a aclarar los tejidos en una solucion de isopropanol y
aceite mineral puro a 50 °C y finalmente se impregnaron en parafina (Denton-
Castillo, 2018; Buesa y Peshkov, 2009) (Tabla I) mediante el equipo procesador de

tejidos Histoquinete Excelsior AS, Thermo Scientific.
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Tabla I. Tiempos de inmersién para proceso de deshidratacion, aclarado con isopropanol y
aceite mineral e impregnacion en parafina que se aplicé a las génadas de Merluccius

productus (Buesa y Peshkov, 2009).

Reactivo Temperatura Tiempo
Isopropanol 70% 35°C 45 min
Isopropanol 80% 35°C 45 min
Isopropanol 96% 35°C 45 min
Isopropanol 95% 35°C 45 min
Isopropanol puro 35°C 45 min
Isopropanol y aceite mineral (5:1) 50°C 90 min
Isopropanol y aceite mineral (2:1) 50°C 90 min
Aceite mineral 50°C 60 min
Parafina 68°C 45 min
Parafina 68°C 60 min
Parafina 68°C 60 min

Al terminar el proceso de deshidratacion, aclarado e impregnacion, las
muestras se procesaron en el centro de inclusion de parafina HistoCore Arcadia H
Leica, se colocaron en moldes plasticos y llenaron con parafina hasta obtener un
bloque con el tejido posicionado en la parte central del molde. Para continuar, se
realizaron cortes histolégicos de 5 um de espesor con un microtomo semiautomatico
Microm HM 355S Thermo Scientific. A los ovarios que tuvieron un alto grado de
desarrollo se les aplico el método de Baker (Gray, 1972) para realizar el corte de
tejido en el microtomo. Para continuar los cortes histolégicos se colocaron uno por
uno en un bafo de flotacién para secciones de parafina Electrothermal MH8517 con
agua filtrada y grenetina, a una temperatura alrededor de 35°C para lograr extender
el tejido y se recogieron de manera ordenada con un portaobjeto etiquetado, en el
cual se dejo secar el tejido a temperatura ambiente.

Antes de proceder a tefiir los portaobjetos con el tejido se desparafinaron
mediante calor dejandolos en la estufa a 70°C por 12 horas aproximadamente y la
restante parafina de las muestras se elimind con una solucion de agua a 90°C con
jabon lavatrastes al 1.7% (Buesa y Peshkov, 2009). Los cortes se tifieron mediante

la técnica de tincion hematoxilina-eosina (Humason, 1979; Mufietbn-Gomeéz et al.,
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2000), por ultimo, los cortes tefiidos se montaron en resina sintética (Cytoseal) para

Su preservacion y posterior analisis (Tabla II).

Tabla Il. Reactivos y tiempos de exposicion para el proceso de tincion hematoxilina-eosina

(adaptado de: Humason, 1979; Mufieton-Gomez et al., 2000).

Reactivo Tiempo
Agua 90°C y jabdn 1 min
Agua 90°C y jabdn 1 min
Agua 90°C y jabdn 1 min
Agua corriente 90°C 1 min
Agua corriente 45°C 1 min
Agua corriente 1 min
Hematoxilina 6 min
Agua corriente 1 min
Alcohol-acido acético 3 seg
Agua corriente 1 min
Agua amoniacal 6 seg
Agua corriente 1 min
Alcohol 80% 30 seg
Eosina 4 min
Alcohol 80% 30 seg
Alcohol 96% 30 seg
Alcohol 100% 10 seg
Alcohol 100% 10 seg
Citrisolv | 1 min
Citrisolv 1l 1 min
Citrisolv 111 1 min

7.4 Diagnostico histoldgico
Consistié en observar y diagnosticar por medio de microscopia Optica las
caracteristicas y los procesos que se llevan a cabo a nivel celular y tisular de los

tejidos de 400 ovarios y 329 testiculos de M. productus procesados en las laminas
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histologicas, y a partir de ello se designo la fase de desarrollo gonadico de hembras
y machos.

Se realiz6 una base de datos con la descripcion de las caracteristicas
histolégicas de cada una de las laminas, identificando la estructura, composicién y
reconstitucion del 6rgano, los estadios y la actividad de las células ovaricas y
testiculares con base en los trabajos de Wallace y Sellman (1981), Rodriguez-
Gutiérrez (1992), Blazer (2002) Schulz et al. (2010), Brown-Peterson et al. (2011),
Valdebenito et al. (2012) y Uribe, et al. (2014) y estudios especificos de la especie
como Foucher y Beamish (1977; 1980) y la asignacion histolégica de merluzas
hembras y machos del trabajo de Denton-Castillo (2018).

Cabe mencionar que para las descripciones histologicas de hembras también
se considero la literatura de las diversas especies del género Merluccius, como la
merluza argentina (M. hubbsi) (Macchi y Diaz, 2013; Rodrigues et al. 2018), de la
merluza del Pacifico Sur (M. gayi peruanus) (Perea et al. 2015) y de la merluza
europea (M. merluccius) Gongalves et al. (2004), Carbonara et al. (2018) y
Candelma et al. (2021). Es importante indicar que hay menor cantidad de literatura
histolégica con relacion a las merluzas macho, por lo cual este trabajo contribuira a
las listas de referencias como las utilizadas en el diagndstico histologico de este
trabajo (Perea et al., 2015; Alvarado et al., 2015; Rodrigues et al., 2018).

Con el proposito de presentar evidencia que apoye el diagnostico histolégico
se tomaron microfotografias de los tejidos gonadicos con el microscopio Leica
modelo DM750 con cdmara digital Leica ICC50W y microscopio WESCO XSZ-107
E con camara ocular modelo SCMOS05000KPA.

Se realizaron mediciones de las estructuras celulares de las microfotografias
de los tejidos de los ovarios y testiculos procesados con el programa Sigma Scan
Pro 5.0. Se calibré cada microfotografia para medir la pared ovérica.

El didmetro de los diferentes estadios de los ovocitos pre-vitelogénicos y en
vitelogénesis se estim6 con el promedio resultante del diametro con base en la
medicion del perimetro (Pr) del ovocito a partir de la ecuacion D = Pr/m con base

la recomendacion de Vélez-Arellano et al. (2022) para medir con mayor precision el
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contorno de los ovocitos en estadios de madurez (nucleo migratorio, fusion vitelo e
hidratados) que presentan deformidad por accidon de la técnica histoldgica. Se
utilizaron algunas referencias para la comparacion de medidas de ovocitos en otros
estudios de M. productus (Foucher y beamish, 1980; Denton-Castillo, 2018) y de
otras especies de merluza (Goncalves et al. 2004; Carbonara et al. 2018; Candelma
et al. 2021).

7.5 Descripcion de ciclo ovarico y testicular

Se describid el inicio y sucesion ciclica de las fases ovaricas y testiculares de
Merluccius productus con base en los procesos de ovogénesis y espermatogénesis
respectivamente y con ello se definieron los evidentes cambios micro y macro
estructurales de las gonadas considerando trabajos como Foucher y Beamish
(1977; 1980), Wallace y Sellman (1981), Nagahama, (1983), Schulz et al. (2010),
Uribe, et al. (2014) y se realizo la secuencia de los ciclos reproductivos en forma de
diagrama como el presentado por Brown-Peterson et al. (2011) con marcadores
universales histoldgicos que permitieron disefiar las subfases de acuerdo a los
procesos microestructurales y celulares diagnosticados en los ovarios y testiculos

de la merluza del Pacifico.

7.6 Indice gonadoalométrico con respecto a las fases ovaricas y testiculares

7.6.1 indice gonadoalométrico (IGA)

Para mejorar la precision y objetividad de la escala morfocromética se ha
implementado el uso del indice gonadoalométrico (IGA) (Cervantes-Rendon, 2022)
como un indicador del estado fisiologico de las caracteristicas morfologicas de la
gonada, que permiten distinguir el desarrollo gonadal basandose en la estimacién
de la proporcién de la longitud o ancho de la gonada sobre la longitud patron del
pez para analizar si existe una relacion en las tendencias morfoldgicas que permitan

indicar la distincion de cada fase ovérica y testicular.
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Es preciso mencionar que al ser gonadas bilobuladas regularmente se
presenta asimetria y es importante aclarar si existe alguna tendencia conforme el
desarrollo gonadal, por tal motivo se realizaron cuatro pruebas con el indice
Gonadoalométrico (IGA) (Cervantes-Rendon, 2022), utilizando las medidas del
ancho medio de las génadas izquierda y derecha y la longitud mayor y menor de la

gonada para hembras y machos utilizando los siguientes indices.

Ancho izquierdo de la géonada
IGA = "o zaner PTEZ(100)
Longitud Patron del organismo
Ancho derecho de la gonada
IGA = : , 92222 _(100)
Longitud Patron del organismo
longitud mayor de la gobnada
IGA = -2 v T2=(100)
Longitud Patron del organismo
Longitud menor de la génada
IGA = —=2 . (100)

Longitud Patron del organismo

Los ovarios y testiculos se midieron dos veces, primero mediante las
imégenes digitales tomadas durante los muestreos a bordo del BIP XI (297 gbnadas
en fresco) y segundo con las imagenes digitales que se tomaron después de
eliminar la solucién Davidson de cada una de las génadas que posteriormente

fueron procesadas histologicamente (746 génadas fijadas).

Se registraron las medidas del ancho medio del I6bulo izquierdo y derecho,
asi como la longitud menor y mayor de cada ovario y testiculo en centimetros (figura
5 y figura 6). Todas las imagenes digitales fueron procesadas con el programa
Sigma Scan Pro 5.0 y calibradas para la toma de medidas en centimetros con

referencia a la regla milimétrica de cada fotografia.
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Figura 5. Fotografias de (A) ovarios de Merluccius productus en fresco (B) ovarios fijados
con solucion Davidson y flechas punteadas y sélidas con las medidas registradas en Sigma
Scan Pro 5.0.
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Figura 6. Fotografias de testiculos de Merluccius productus. (A) testiculo en fresco, (B)
testiculo fijado con solucion Davidson y flechas punteadas y soélidas con las medidas

registradas en Sigma Scan Pro 5.0.
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Con el propdsito de mantener el orden de visualizacién y determinacién del
l6bulo gonadal izquierdo y derecho de las gbnadas para todos los observadores por
igual, los ovarios y testiculos se posicionaron con el oviducto y conducto
espermaético visibles hacia arriba, la gbnada se posicion6 horizontalmente a una
regla milimétrica con la parte posterior sobre los 0 cm de la regla, determinando asi

gue el I6bulo izquierdo sera el que esté inmediato a la escala de la regla (Fig. 7).

Lébulo [§ . Lébulo [
izquierdo | izquierdo [
g .

Figura 7. Ejemplo de la posicién de las génadas para la determinacion de los lébulos
izquierdo y derecho de Merluccius productus. (A) Ovario en fresco, (B) ovario fijado con

soluciéon Davidson.

Se evalud el efecto de las gonadas de hembras y machos respecto a la
variable IGA utilizando el ancho lobular izquierdo y derecho, asi como el IGA
utilizando la longitud lobular mayor y la longitud lobular menor para la distincion de
las fases ovaricas y testiculares.

Para la distincion de las fases ovaricas y testiculares utilizando los diferentes
célculos del IGA se examind con graficas de cajas y bigotes (“Boxplot”) con ayuda
de los programas R-Project y Minitab para ello, primero se evalué la normalidad y
homocedasticidad de los datos residuales de las pruebas del IGA (ancho y longitud
lobular), aplicando la prueba de Shapiro-Wilks y Bartlett, respectivamente.
Posteriormente, de acuerdo con los resultados se realizaron pruebas no

paramétricas (diferencias entre las mediana) de Mann-Whitney para evaluar las
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diferencias estadisticas del IGA (ancho y longitud lobular) de hembras y machos, y
Kolmogorov-Smirnov (KS-test) para evaluar el efecto en las distincién de las fases
gonadicas respecto al IGA (ancho y longitud lobular); o paramétricas (diferencias
entre las medias) como una t de Student o analisis de varianza (ANOVA), de haber
diferencias significativas se procedié a pruebas de comparaciones de rangos
medios (medianas) o comparaciones de medias mdultiples (Zar 1999, Quinn y

Keough 2002). Todas las pruebas se realizaron a un nivel de significancia a= 0.05.

7.6.2 Atributos de color valores RGB y cdédigo hexadecimal (HEX) de las

gbnadas

Para la cuantificacion del color de las gbénadas se obtuvieron los valores RGB
(Red, Green and Blue) y el cddigo de color hexadecimal a partir de las fotografias
de los ovarios y testiculos mediante el software de edicion paint.net, se realizaron
ajustes manuales para definir los colores predominantes y fijarlos completamente
por génada o asignar varios colores para las partes lobulares internas y las externas
caracteristicos de cada fase ovarica y especifica con base en el trabajo de
Maldonado-Amparo et al. (2017).

De la misma forma, se registré el cédigo de color hexadecimal (HEX) que
esta compuesto por seis caracteres alfa-numéricos derivados de los valores RGB
que brinda el mismo software de edicion paint.net, esto, como una manera mas facil
de encontrar el color especifico y su variedad de gamas, de acuerdo a los procesos
de colorimetria de imagen digital (Digital Image Colorimetry DIC) ya que al “medir
los colores” de las génadas en este caso, se puede transformar esta informacion de
color en valores numéricos que pueden tratarse como informacion analitica y

permiten una estandarizacion de color (Fan et al., 2021).

7.7 Descripcion morfocroméatica de las fases ovéricas
Con la finalidad de distinguir las caracteristicas morfocromaticas a simple

vista de cada una de las fases ovaricas y testiculares, se utilizaron las evidencias
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fotograficas tomadas durante el muestreo biolégico a bordo del BIP XI, antes de ser
preservadas con solucion Davidson, siendo un total de 187 ovarios fotografiados,
los cuales cumplieron con la calidad adecuada y sus fases ovaricas fueron

previamente diagnosticadas histologicamente.

Para la seleccion de los atributos morfocroméaticos especificos de cada fase
ovarica se utilizé un cotejo con las escalas morfocroméaticas de desarrollo ovarico
de M. productus validada histol6gicamente como la de Foucher y Beamish (1977),
la escala generalizada para peces con marcadores histolégicos adaptables a la
especie estudio (Brown-Peterson et al., 2011) y otra escala de M. gayi peruanus con
analisis histoldgicos (Perea et al., 2015). Para cotejar con los estudios mencionados
se realiz6 la disposicion de los datos en forma de tabla y se homogeneizaron las
escalas en cinco fases ovaricas generalizadas adaptadas a la informacién

respectiva (Tabla IlI).

7.8 Descripcion morfocromatica de las fases testiculares

En el caso de los machos, las caracteristicas morfocromaticas de 110
fotografias de los testiculos de merluza del Pacifico previamente diagnosticadas
histologicamente, también se cotejaron con los estudios de Botha (1986) donde
utilizaron la escala de madurez para merluzas adaptada de la Comisidon
Internacional de Pesquerias del Atlantico Sud-Oriental (ICSEAF) resultando una
facil identificacion de las fases testiculares de las merluzas M. capensis y M.
paradoxus, la escala con fases adaptables y validadas histolégicamente (Brown-
Peterson et al., 2011) y la escala de M. gayi peruanus (Perea et al., 2015). Se realizo
la disposicion de los datos en forma de tabla homogeneizando las escalas en cinco
fases testiculares generalizadas adaptadas a la informacién respectiva (Tabla V).
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Tabla Ill. Comparacién de las caracteristicas morfocromaticas de las fases ovaricas de diferentes escalas validadas

histolégicamente para Merluccius productus Foucher y Beamish (1977), la escala con fases adaptables y validadas

histolégicamente (Brown-Peterson et al., 2011) y la escala de M. gayi peruanus (Perea et al., 2015).

Caracteristicas morfocromaticas de cada fase de desarrollo

Fases ovéaricas

Foucher y Beamish (1977)

Brown-Peterson et al. (2011)

Perea et al. (2015)

Inmaduro 1: Ovarios pequefios rosas
claros a semitransparentes.

Ovarios
claros

Inmaduro:
frecuentemente

pequefios
vasos

Virginal (estadio 0): Ovarios de aspecto
homogéneo y transparente, pared del

corporal son amarillos traslicidos,
menos de la mitad de los ovocitos son
traslicidos.

Madurez 2: Ovarios llenan 2/3 de la
cavidad corporal son amarillos
traslucidos, mas de la mitad de los

ovocitos son traslicidos.

1- Inmaduro |Inmaduro 2: Igual que inmaduro 1, solojsanguineos indistintos. ovario muy delgada con poco 0 ningun
tienen diferenciacién microscépica. desarrollo vascular.
Madurando 1: Ovarios ampliado hasta|Desarrollo: Agrandamiento de losMadurando (estadio 1l): Ovarios de
1/4 de la cavidad corporal de colorjovarios, con vasos sanguineosmediana turgencia. Ovocitos visibles al
2-Desarrollo  |amarillo claro con vasos sanguineos. |(diferenciados. hacer un corte transversal a la génada.
Madurando 2: Ovarios llenando mas de Ovario color ligeramente amarillo y sin
1/3 de la cavidad corporal color amarillo, flacidez.
vascularizacion pronunciada.
Madurez: Ovarios llenan 1/2 a 1/3 de|Maduro: Ovarios grandes, con ovocitosiMadurez: Amplia gama de variaciones
cavidad corporal son amarillos. individuales visibles a simple vista. cromaticas desde amarillo palido hasta el
3- Madurez |Madurez 1: llenan 1/2 a 1/3 de cavidad naranja. Caracterizado por una mayor

turgencia y desarrollo vascular. Puede
haber ovarios con longitudes variables
grandes y pequefios.
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Desove: Expulsiébn de los ovocitos|Capaz de desovar: Ovarios grandes,Desovante (estadio 1V): Hay dos

translicidos por el conducto ovarico ajcon ovocitos individuales visibles alcondiciones diferenciadas.

ligera presion, ovarios casi llenan lajsimple vista. Individuos en condiciobn hidratados

4- Desove cavidad corporal ovocitos sueltos en presentan ovarios con la maxima turgencial

ovarios traslucidos. de color anaranjados y completamente
traslucidos y visibilidad de los ovocitos

Gastados: Ovarios sanguinolentos, hidratos.

color purpura y flacidos llenan 1/3 de la La otra condicién son los ovarios recién

cavidad corporal puede haber ovocitos desovados, presentan coloracion rojo

remanentes traslicidos. sanguinolenta y aspecto flacido, Ia
sanguinolencia es homogénea en todo el
ovario.

Reabsorcion: Ovarios sin desovar,|Regresiéon: Ovarios flacidos vasos|Recuperacion (estadio V). Ovarios

5- Postdesove

grandes llenan 1/2 cavidad corporal,
suaves y flacidos ovocitos grandes y
acuosos.

Recuperacion: Ovarios
moderadamente firmes llenan menos
de 1/2 cavidad corporal vuelven al
tamafio previo a la maduracion.
Ovocitos pequefios.

Reposo: Ovarios menos de 1/4 de la
cavidad corporal, moderadamente
firmes con un brillo blanco en la
superficie.

sanguineos prominentes.

Regeneracion: Ovarios pequefios
vasos sanguineos presentes, ovario
con pared gruesa.

anaranjado intenso (por la atresia en
ovocitos) los ovarios en ocasiones pueden
tener tonalidades vino o lacre o visualizar
ovocitos en grumos, pueden ser flacidos o
poco turgentes.

Reposo (estadio [): Son de aspecto
homogéneo y transparente, pero poseen la|
pared ovarica gruesa al efectuar un corte,
coloracion amarillenta o ligeramente rojiza,
con vascularizacion externa mediamente
desarrollada, observandose el principal
vaso sanguineo.
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Tabla IV. Comparacion de las caracteristicas morfocromaticas de las fases testiculares de diferentes escalas. Escala adaptada

para merluzas de Botha (1986) la escala con fases adaptables y validadas histol6gicamente de Brown-Peterson et al., (2011) y

la escala de fases testiculares de M. gayi peruanus Perea et al., (2015).

Caracteristicas morfocromaticas de cada fase de desarrollo

Fases
testiculares

Botha (1986)

Brown-Peterson et al. (2011)

Perea et al. (2015)

Inactivo: Testiculos muy pequefios,
delgados, transparentes y con forma

Inmaduro: Testiculos pequefios a
menudo claros y filiformes.

Virginal (estadio 0): Testiculos delgados v
pequefios, color transparente a ligeramente

I6bulos pronunciados.

1- Inmaduro |(de cinta, sin l6bulos. rosados. No presenta ninguna region
blanquecina.
Activo: Testiculos més grandes y|[En  desarrollo: TesticulosEn Maduracién (estadio Il): Testiculos con
distendidos. Color blanco opaco|pequefios y facilmentelzonas de aspecto blanquecino y otras
2-Desarrollo  tipicamente lobulados. identificables. transparentes o semitransparentes. Las zonas
blanquecinas no son muy desarrolladas.
Madurez: Testiculos muy grandesMadurez (capaz de eyacular);Maduro (estadio lll): Testiculos color blanco
en relacibn al pez, color blanco[Testiculos grandesy firmes. homogéneo en todos los l6bulos sin zonas
3- Madurez opaco, distendidos con esperma con traslicidas o semi trasllcidas. Son de aspecto

turgente debido al grado de llenado de los
tubulos seminiferos.
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4- Eyaculacion

Eyaculacion:

grandes y distendidos con esperma

Testiculos

que fluye espontdneamente.

muy

Madurez (capaz de eyacular):
Testiculos grandes y firmes.

Expulsante (estadio 1V): Al presionar hay,
expulsién del liquido esperméatico o puede fluir
solo.

Hay condicion de reciente o finalizando expulsion
con testiculos con regiones rosaceas y lébulos
blancos y desarrollados.

5-Post-
eyaculacion

Gastados:
lobulados,
distendidos.

Testiculos
flacidos,

grandes,

pero

no

Regresion: Testiculos pequefios |
flacidos sin
presionarlos.

Regeneracion:
pequefios a menudo filiformes.

Post-expulsante (estadio V): Testiculos
parecidos a la fase de madurez, sin embargo,
tiene I6bulos desarrollados, flacidos con escasas
zonas blanquecinas y aspecto rojizo.

Reposo (estadio |[): Testiculos sin zonas
blanquecinas, puede tener tonalidades rosas o
ligeramente rojizas producto de la
vascularizacion. Los l6bulos testiculares no son
turgentes.
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8. RESULTADOS

8.1 Descripcion del aparato reproductor de Merluccius productus

En la merluza del Pacifico los oOrganos reproductivos presentan
diferenciacion morfologica entre sexos, los ovarios y testiculos se ubican dentro de
la cavidad visceral de los peces respectivamente, se posicionan desde la parte
posterior del pez, donde se encuentra la union de ambos l6bulos y se extienden
longitudinalmente hasta la parte anterior de pez (cabeza), ambos l6bulos estan
posicionados sobre la vejiga natatoria y se intercalan con el estbmago, cuando este
se encuentra lleno posiciona a los I6bulos izquierdo y derecho arriba y debajo
respectivamente. En la parte posterior del pez se encuentra el poro urogenital donde
se conecta con el gonoconducto (oviducto en hembras y conducto espermatico en
machos) que se abre al exterior a partir del orificio donde son liberados los gametos.
Ademas, en la parte posterior del pez, después del poro urogenital hay espacio para
el crecimiento gonadal, sin embargo, es poco por la cantidad de tejido muscular de
la parte posterior, por lo cual el crecimiento de los ovarios y testiculos se extiende
mas hacia la parte anterior del pez. En hembras regularmente se crea un vientre

mas abultado y redondeado que en los machos.

Los ovarios se caracterizan por ser dos lébulos ambos funcionales,
fusionados s6lo alrededor del oviducto y separados con poco crecimiento lobular de
la parte superior y con mayor crecimiento longitudinal de la parte media a inferior
lobular creciendo hasta la parte anterior del pez dividiéndose en |6bulo izquierdo y
derecho. Se clasifican en la categoria de tipo cistovaricos, lo que quiere decir que
los ovocitos son liberados al lumen del ovario y cuando estan listos para ser
expulsados pasan por el oviducto hacia el poro urogenital para ser liberados al
medio marino. Ademas, se pueden distinguir por su forma de sacos alargados, que
van hinchandose hasta contraerse conforme avanza el ciclo ovarico (Figuras 8 y
10A).
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Los ovarios estan posicionados sobre la vejiga natatoria, la cual es larga y
esta ubicada dorsalmente. Los l6bulos izquierdo y derecho son suspendidos por el
mesenterio longitudinal también llamado mesovario, tejido que conecta desde el
final del ovario hasta inicios del estbmago. A centimetros del oviducto se encuentra
la vejiga urinaria que conecta con los rifiones, lo cual sirve de sostén posterior para
los ovarios. En la parte anterior del pez estan las branquias, higado, corazén, y
estbmago que conecta con los intestinos los cuales también expulsan su contenido

por el poro urogenital (Fig. 8).

- by

Mesovario (sstén longitudinal
, del I6bulo izquierdo)

Conexion sostén y parte
. > =¥ de la Vejiga urinaria
: N ; W = Ovario ((obulo izquierdo)
‘ Ovario (I6bulo derecho) [RGEEEREES S i

]
r

A | ,;
Conexion intestinal - =

: al poro urogenital | =,

Estémago ";w-—‘@ﬁ s

1 Poro urogenital

e

Figura 8. Ubicacion de los ovarios y 6rganos dentro de la cavidad visceral de Merluccius

productus del centro y alto Golfo de California.

Los testiculos son dos Iébulos alargados que se fusionan en la parte posterior
en torno al conducto espermatico y crecen hacia la parte anterior del pez con
ondulaciones en los margenes lobulares externos que se transforman en pliegues
turgentes que se enroscan. Son totalmente funcionales y estan suspendidos por el
mesenterio longitudinal y se encuentran sobre la vejiga natatoria. El l6bulo izquierdo

y derecho se posicionan uno sobre otro y cuando el estbmago esta muy lleno este
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gueda entre ambos lobulos separandolos longitudinalmente hacia la parte anterior

del pez.

Conforme mayor es el grado de desarrollo presentan pliegues tipo olanes u
ondulaciones en los margenes externos, estos pliegues se van hinchando por el
aumento de espermatozoides hasta enroscarse y ambos I6ébulos de la parte superior
se alargan de forma oblonga y sobresaliente. Ademas, cuando presenta mayor
desarrollo la parte inferior de ambos l6bulos se envuelven internamente (Fig. 9y 10
B).

Testiculo (I6bulo
izquierdo)

Testiculo (I6bulo
— derecho)

_ e B

Figura 9. Ubicacion de los testiculos dentro de la cavidad visceral de Merluccius productus
del centro y alto Golfo de California.
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Ovario Testiculo

Parte superior—
Conducto

espermatico

%7 Pliegues
2

Oviducto

Parte media

‘LJA

Parte inferior - I ) 7, 4 // Lébulo gonadal
Loébulo gonadal - derecho

izquierdo

Figura 10. Ovario (A) y testiculo (B) de Merluccius productus del centro y alto Golfo de
California. Las barras verticales indican medidas desde la parte superior a la inferior (A=

17.2 cm, B=12.6 cm). Asociadas a la parte posterior y anterior del pez respectivamente.

8.2 Desarrollo de los ovocitos de Merluccius productus
En hembras de merluza del Pacifico del centro y alto Golfo de California, se
definieron 10 estadios de desarrollo de los ovocitos (Fig. 11), de los cuales se realiz6

una detallada descripcion.

Dentro del ovario, las lamelas ovigeras son la estructura soporte de los
ovocitos y en ellas ocurre la ovogénesis. Estas estructuras se proyectan hacia el
interior del 6rgano llamado lumen. Para iniciar el ciclo ovarico las lamelas ovigeras
sostienen a las ovogonias que se diferenciaran en los ovocitos en estadio de
cromatina nucleolar (Fig. 11 A), el primer estadio de la ovogénesis. Este, es el de
menor tamafio de acuerdo a su diametro (D=28.7 + 11.4 um, n=298), y esta rodeado
de células foliculares de apariencia escamosa, su citoplasma es poco y es afin a la
hematoxilina (morado intenso), tiene un nucleo centrado y a veces es visible un solo

nucleolo.
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—— Barra 100 um

Figura 11. Estadios de desarrollo del ovocito en Merluccius productus. La barra representa
100 um. A, Cromatina nucleolar; B, Perinucleolar; C, Alvéolo cortical grado 1; D, Alvéolo
cortical grado 2; E, Vitelogénico grado 1; F, Vitelogénico grado 2; G, Vitelogénico grado 3;

H, Nucleo migratorio; I, Fusion de vitelo; J, Hidratado.

El siguiente estadio de desarrollo primario es el ovocito perinucleolar (Fig. 11
B), el cual tiene un gran aumento de diametro (D=62.0 + 17.3 um, n=418) y sigue
teniendo un aspecto escamoso, en su estado mas avanzado se pueden observar
diminutas vacuolas sin tefiir en el citoplasma (ovoplasma), el nucleo del ovocito
puede tomar una posicién excéntrica, su color es morado mas tenue que su
ovoplasma, en la periferia nuclear aparecen multiples nucléolos por la ampliacion

de los genes ribosomales (Fig. 11 B).

El consiguiente estadio de desarrollo es el alvéolo cortical (Fig. 11 C, D,).
Este estadio se observo en dos grados de desarrollo: El alvéolo cortical de grado 1

46



(Fig. 11 C) (D= 120.0 + 33.1 um, n=201) conserva la coloracién morada dentro del
ovoplasma del ovocito y son evidentes los organulos conocidos como vesiculas pre-
vitelogénicas, que son pequefias, circulares y no estan tefiidas observandose un
color blanco brilloso, se posicionan rodeando al ndcleo (morado tenue), el ovocito
también presenta aproximadamente de 10 a 15 vesiculas diminutas del medio a la
periferia del ovocito. El alvéolo cortical grado 2 (Fig. 11 D) es mas grande (D= 185.5
+ 46.5 um, n=) y sus vacuolas se posicionan totalmente en la periferia del ovocito
donde es morado tenue, mientras que la tincion es morado intenso alrededor del

nucleo donde pueden verse diminutos puntos blancos.

El siguiente estadio de desarrollo de los ovocitos es el vitelogénico grado 1
(Fig. 11 E), y es de mayor diametro con respecto a los anteriores (D= 309.4 +
60.5 um, n=116). Tiene dos bandas de color alrededor del nucleo, la primera es
morada tenue con diminutos granulos sin tefir y la siguiente banda esta formada
por granulos de vitelo pequefios con afinidad por la eosina (rosas), y bien definidos,
ademas se alcanza a diferenciar la zona radiata y la capa granular. El ovocito
vitelogénico grado 2 (Fig. 11 F) (D= 447.0 £ 66.1 um, n=91) presenta mayor
coloracién rosada por el aumento de los granulos de vitelo, alrededor del nucleo
donde se inicia la acumulacién y compactacién de vacuolas lipidicas. El ovocito
vitelogénico grado 3 (Fig. 11 G) (D=500.4 £+ 59.8 um, n=67) presenta una
distribucion homogénea de sus granulos de vitelo con alta afinidad a la eosina,
ademas, se observé que alrededor del nicleo las vacuolas lipidicas se hacen mas

grandes, se compactan y se fusionan.

Los estadios de maduracion final del ovocito son: El nacleo migratorio (Fig.
11 H) (D=538.5 £ 104.0 um, n=18) representado por la polarizacién del vitelo o gota
de aceite hacia el polo vegetal, y el nacleo hacia el polo animal, presenta granulos
vitelinos deformes y fusionados. Consecuentemente se produce la fusion de vitelo
(Fig. 11 1) dando lugar al estadio del mismo nombre (D= 616.4 + 157.7 pm, n=29),
donde se deforma el ovocito y se homogeniza el vitelo siendo completamente afin
ala eosina. El tltimo estadio del ovocito es el hidratado (Fig. 11 J) (D=698.4 + 160.3
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um, n=41), el cual presenta pronunciadas ondulaciones en el borde del ovocito

debido a la deshidratacion por el proceso histologico y el vitelo se observa

fusionado, homogéneo y es totalmente afin a la eosina.

8.3 Descripcién de las fases ovaricas a nivel histolégico en Merluccius

productus

De acuerdo a las observaciones del diagnéstico histolégico de 400 ovarios

se describieron seis fases y seis sub-fases ovaricas en la merluza del Pacifico (tabla

V).

Tabla V. Fases ovaricas de Merluccius productus descritas a nivel histolégico. La barra de

escala equivale a 100 pm.

Fase

Microfotografia

Descripcion histoldgica

1-Inmaduro

2-Desarrollo
2.1

Desarrollo Inicial

Se caracteriza
presencia de ovogonias,
ovocitos en estadio
cromatina nucleolar (CN) vy,
perinucleolar (PN) (ovocitos
primarios) en las lamelas
ovigeras (LA) que son cortas,
estan definidas y con los
ovocitos muy juntos, la pared
ovarica (PO) es delgada
(15.7 £ 5.0 pm), hay escaso
tejido conectivo un amplio
lumen. No hay ovocitos en
atresia ni foliculos post-
ovulatorios. Fotografia 4x.

por la

/ ’ ¥ AT
Y ) OOt
Vo e i
R 3K o W S Gt~

Lamelas ovigeras (LA) en
crecimiento, mas anchas,
largas definidas Y
proyectandose  hacia el
lumen con ovocitos primarios
(CN) (PN) vy evidentes
ovocitos en alveolo cortical
grado 1y 2 (AC 1, 2). La
pared ovarica comienza a
estirarse. No hay foliculos
post-ovulatorios. El ancho de
la pared es 45.1 £ 23.7 pm.
Fotografia 4x.
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2.2
Desatrrollo

Intermedio

2.3
Desarrollo
Avanzado

En las lamelas ovigeras (LA)
son mas visibles los ovocitos
en vitelogénesis grado 1, 2 y|
pocos en 3 (VT 1,2,3), que
los alvéolos corticales en
grado 1y 2 (AC 1, 2), todavia
hay ovocitos primarios (PN) y
(CN) distribuidos entre las
lamelas con espacio libre
entre cada ovocito. Pared
ovarica delgada (65.3 + 25.6
pm). No hay foliculos post-
ovulatorios. Puede presentar
atresia y tejido conjuntivo.
Fotografia 4x.

3-Madurez

En las lamelas ovigeras los
ovocitos vitelogénicos grado
3, 2 y 1 estan muy juntos,
dejando poco espacio
llenado por los alvéolos
corticales grado 2 y 1 y los
ovocitos  primarios  estan
distribuidos en menor
cantidad. La pared ovarica
de grosor similar (68.6 + 19.0
pm) que la fase anterior. No
hay foliculos post-ovulatorios
y puede haber de 1 a 6
ovocitos en atresia alfa (ATQ)
o beta (AT[). Fotografia 4x.

La presencia de ovocitos en
estadio nudcleo migratorio,
fusion de vitelo o hidratados
(H) indican madurez, y se
encontraran  también las
cohortes de ovocitos
vitelogénicos grados 3, 2, 1
(VT 1,2,3), en menor
cantidad habra ovocitos en
alveolo cortical (ACl) vy
estadio primario. Paredes
ovaricas (PO) no tan gruesas
(83.9 + 29.6 pum). No hay
foliculos post-ovulatorios.
Fotografia 4x.
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4-Desove

4.1
Desove
Parcial

4.2 Postdesove

parcial

El marcador distintivo de un
desove parcial son los
foliculos post-ovulatorios
(FPO) distribuidos entre las
cohortes de ovocitos
vitelogénicos grado 3, 2y 1
ovocitos con indicios o nicleo
migratorio (NM), fusién de
vitelo (FV) e hidratados (H)
sefial de un nuevo desove en
las proximas horas. Todavia
hay ovocitos primarios. La
pared ovarica (PO) es gruesa
(106.5.3 = 88.9 um). Puede
haber ovocitos atrésicos de
uno a cinco y cumulos de
tejido. Fotografia 4x.

4.3
Desove final

Lamelas ovigeras con
foliculos post-ovulatorios
(FPO) de algunas horas a 24
horas, acompafiados de
cohortes en orden de
abundancia de ovocitos en
vitelogénesis grado 3, 2, 1,
ambos grados de alveolo
cortical, pocos  ovocitos
primarios y podria haber uno
0 dos ovocitos remanentes
en maduracion final. Pared
ovarica mas gruesa (143.2 +
70.5 pm) que un desove
parcial. Sin  atresia.
Fotografia 4x.

Ya no hay procesos de
desarrollo o maduracion, hay|
mas foliculos post-
ovulatorios (FPO, algunos no
son tan distinguibles) y estan
acompafiados de menor
cantidad de cohortes de
ovocitos  residuales  en
vitelogénesis 3, 2 1, en
alveolo cortical grado 2y 1y
ovocitos primarios (PN) (CN).
Ademas, hay procesos de
atresia folicular (AT a) y la
pared ovarica es gruesa
(127.4 £ 77.6 um). Fotografia
4X.
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5-
Recuperacion

6-Reposo

Se pueden ver las lamelas
ovaricas con mucho tejido vy,
ovocitos  remanentes  en
alveolo cortical grado 1 vy
pocos o0 nulos en grado 2
mayormente atrésicos en
estado alfa (ATQ), beta (ATP)
y delta (ATO). Podria haber
foliculos post-ovulatorios
muy degenerados y ovocitos
perinucleolares y en
cromatina nucleolar. Pared
ovérica gruesa (101.4 + 43.3
um). Fotografia 4x.

Las paredes ovéricas son
gruesas (131.9 + 25.8 pm).
Las lamelas ovigeras son
largas, desorganizadas con
mucho tejido conjuntivo (TC)
y con algunas atresias en
fase delta (ATO). Solo hay|
presencia de ovocitos en
cromatina nucleolar (CN),
perinucleolar (PN) Y]
minimas o nulas ovogonias.
Fotografia 4x.
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8.4 Descripcion de las fases testiculares a nivel histolégico de Merluccius
productus
De acuerdo a las observaciones del diagnéstico histoldgico de 329 testiculos se
describieron cinco fases y cuatro sub-fases testiculares en la merluza del Pacifico
(tabla VI).

Tabla VI. Fases testiculares de Merluccius productus descritas a nivel histolégico. La barra
de escala equivale a 100 pum.

Fase Microfotografia Descripcion histoldgica

S Los vasos seminiferos aun no se
280 definen mostrando nulo o escaso
=/lumen (L). Hay mucho tejido
== [conjuntivo (TC), la pared testicular|
(PT) es compacta, en la periferia
del epitelio germinal hay células de
Sertoli y extensiones
. [citoplasmaticas rodeando a las
&% multiples espermatogonias (EG)
Z%lgue se encuentran altamente
#|distribuidas, hay nulos o pocos
espermatocitos en una estructura
guistica. Fotografia 40x.

1-

Inmaduro

actividad
2_

Desarrollo cohortes de
% (EG),
=dllespermatocitos (EC) Y|
Jespermatidas (ET) en el epitelio
“ germinal (EPG) en cantidades casi
dsimilares. Las paredes de los
vasos seminiferos son compactas
estan definidas y el lumen (L)
Jempieza a tener algunos
¥lespermatozoides (EZ). Fotografia
40X.

Subfase:
2.1 Desarrollo

inicial
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2-Desarrollo

Subfase:
2.2 Desarrollo

Avanzado

Los vasos seminiferos (VS) estan
alargados bien definidos y de
mayor tamafio, casi llenos de
espermatozoides (EZ) dejando
poco espacio en el lumen (L), en el
epitelio germinal se observan
grupos de espermatogonias (EG),
espermatocitos (EC) Y
espermatidas (ET)
respectivamente. Fotografia 40x.

3-Eyaculacién

Subfase:
3.2 Eyaculacion

intensa

Se caracteriza por la presencia
4\casi exclusiva de espermatozoides
=lque llenan el 100% del lumen de

los vasos seminiferos y los
conductos eferentes. Se pueden
encontrar espermatidas y algunos
espermatocitos en menor cantidad
en las paredes de los vasos

&% |seminiferos (PVS), pero no es tan

notable con respecto a la cantidad

2.de espermatozoides. Y vasos
3 |seminiferos muy definidos y sus

paredes delgadas. Puede haber

#l|vasos seminiferos vacios.

Fotografia 10x y 40x.

Subfase:
3.1
Eyaculacion
con desarrollo

Hay actividad espermatogénica
con cohortes en formacién quistica
de espermatogonias (EG),
espermatocitos (EC) Y
espermatidas (ET) muy evidentes
en el epitelio germinal el cual es
discontinuo (EPG). Puede haber|
vasos seminiferos con paredes
engrosadas (PVS) alargados |

il lestructura ondulada o de zigzag,

con pocos espermatozoides (EZ)

" len el lumen (L) como evidencia de

una eyaculacion previa o muchos
espermatozoides. Fotografia 10X y|

E |40x.
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4-Recuperacion

Sin actividad espermatogénica.
Las paredes de los vasos
seminiferos y pared testicular (PT)
esttn muy engrosadas, hay|
extensiones citoplasmaticas de las

~ |células de Sertoli que rodean a las

células y en el lumen puede haber
espermétidas y espermatozoides

. [remanentes en proceso de

fagocitosis. Hay regeneracion del
epitelio germinal (EG) y se puede
presentar una estructura quistica
con espermatogonias
indiferenciadas. Fotografia 10x y
40x.

5-

Reposo

La pared testicular y de los vasos

! lseminiferos, esta compactada,

presenta mucho tejido conjuntivo y
solo hay pocos o nulos remanentes
de espermatozoides en el lumen
de los vasos seminiferos y no hay|
actividad fagocitica ni
espermatogénica lo que se
diferencia de la fase de
recuperacion. Puede tener algunas
espermatogonias indiferenciadas |
diferenciadas. Fotografia 10x |
40x.

8.5 Ciclo ovérico de Merluccius productus

El ciclo ovérico de la merluza del Pacifico inicia en la fase inmaduro (Fig. 12)

al ocurrir la diferenciacion gonadal cuando se transforman las ovogonias a ovocitos

en estadios primarios (cromatina nucleolar y perinucleolar) que proliferan. Esta fase

suele ser llamada virginal ya que solo ocurre una sola vez en su vida y los peces

gue la presentan son clasificados como juveniles. Durante todo el ciclo ovérico de

la merluza del Pacifico los ovocitos en estadios primarios estuvieron presentes, pero

en proporciones diferentes respecto a cada fase.
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El progreso del ciclo continua con la fase desarrollo e indica el cambio de
juvenil a adulto. En M. productus se detectaron tres subfases en el desarrollo, que
consta del desarrollo inicial (Fig. 12, D-1) con la presencia de los ovocitos en estadio
alveolo cortical grado 1y 2 con un 60% de abundancia de ovocitos primarios en las
lamelas ovigeras. La siguiente subfase es el desarrollo intermedio (Fig. 12, D-2),
donde los ovarios presentan una mayor cantidad de ovocitos en estadio alveolo
cortical en grado 1 y 2 ademas de la aparicion de ovocitos en vitelogénesis grado 1,
2 y pocos en grado 3 distribuidos con amplio espacio en las lamelas ovigeras las
cuales estdn anchas, alargadas hacia el lumen y aun organizadas.
Consecuentemente el ovario concluye la fase de desarrollo con la subfase
desarrollo avanzado, suceso marcado por la alta presencia de vitelo, por lo que en
las lamelas ovigeras predominan los ovocitos vitelogénicos grado 3, 2, 1, todos los
grados de alveolo cortical respectivamente y alin hay presencia pero minima de los
ovocitos primarios en cuanto a cobertura (Fig. 12, D-3). Los ovarios contindan el
ciclo con la fase de madurez la cual se caracterizé principalmente por la evidencia
de ovocitos en estadio nucleo migratorio, fusion de vitelo e hidratados, caracteristica

microscopica que definié el mayor tamafio de los ovarios durante el ciclo.

Los resultados del diagnostico histoldgico evidenciaron una ruta en el ciclo
ovarico que impidié el desove parcial debido a procesos de atresia folicular mayor
presentado un 2.8% del total de ovarios. La discontinuidad del ciclo se evidencio en
tres ovarios en fase de madurez, su microestructura presenté mas del 50% de
ovocitos en atresia estado alfa, beta, gamma y delta acompafiados de 2 a 6
remanentes de ovocitos hidratados y sin presencia de foliculos post-ovulatorios (Fig.
13). Particularmente ocho ovarios en fase de desarrollo avanzado presentaron una
microestructura con mas del 70% de ovocitos en alveolo cortical y vitelogénesis en
estados de atresia alfa, beta y gamma, sin presencia de foliculos post-ovulatorios,
lo cual impidi6é el desove parcial para ambos casos y pasaron directamente a fase

de recuperacion (Fig. 12 y 13).
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En la merluza del Pacifico los ovocitos se desarrollan de manera asincronica,
expulsando del ovario al grupo o cohorte de ovocitos mas desarrollada y dejando
en el ovario otras cohortes de ovocitos en diferentes estadios de desarrollo. Es por
ello que en la fase de desove se definieron tres subfases, iniciando con el desove
parcial (Fig. 12, DS-1) caracterizado por la evidencia de restos de pared folicular
conformada por la teca folicular (capa externa del ovocito) y la capa granulosa (capa
interna del ovocito) llamados foliculos post-ovulatorios (FPO) de los ovocitos que ya
fueron expulsados. Ademas de un alto porcentaje de presencia de ovocitos maduros
en estadio de ndcleo migratorio y pocos en fusion de vitelo o hidratados en las
lamelas ovigeras, lo que significa que en las préximas horas realizara otro desove.

Este ultimo rasgo es lo que le da la cualidad de parcial al desove.

En los ovarios de merluza se distinguieron un grupo de caracteristicas
histologicas y morfocromaticas que evidenciaron una consecutiva subfase llamada
postdesove parcial (Fig. 12, DS-2). Esto se refiere a que el pez tuvo otro posible
desove y en las lamelas ovigeras ahora mas desorganizadas, hay visibles ovocitos
en vitelogénesis grado 3, 2 0 1 y de 2 a 4 remanentes de ovocitos hidratados en
conjunto con alveolos corticales y ovocitos primarios, sin evidencia de atresia y que
aparentemente contindan su desarrollo para futuros desoves. En esta subfase no
hay una gran cantidad de ovocitos en maduracién final ademas de la visibilidad de
pocos ovocitos en procesos de atresia folicular, lo que demuestra que es un proceso
posterior al desove y que no habra otro desove en el corto plazo (horas) como

ocurriria normalmente en la fase de desove parcial.

Otra subfase del desove es el desove final, que se determiné por la
degradacion avanzada de los foliculos post-ovulatorios, con una alta cobertura de
ovocitos en alveolo cortical y pocos o ninguno en vitelogénesis (Fig. 12, DS-3).
Especificamente en esta subfase se evidencia el proceso conclusivo de desove de
una hembra, ya que los ovarios analizados presentaron un alto porcentaje de
foliculos post-ovulatorios visibles e indistinguibles acompafiados de ovocitos en

estadios primarios, también en alveolo cortical y pocos o nulos vitelogénicos en
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grado 1, y ademas de la evidencia de ovocitos en atresia folicular principalmente en

etapa alfa y beta.

Una vez que las hembras terminan la etapa de desove lo siguiente en el ciclo
es la recuperacion del ovario, lo que finalmente determina el cese de la actividad
reproductiva. Este proceso involucra la absorcion de los ovocitos remanentes por
procesos fagociticos. La subfase de recuperacion se caracteriza por presentar un
50% de ovocitos en estadio alveolo cortical grado 1y 2 en atresia estado alfa, beta,
gamma o delta dejando en las lamelas ovigeras solo ovocitos primarios y algunos
restos en absorcion de foliculos post-ovulatorios no tan distinguibles, con una pared
ovarica muy gruesa. Ademas, se identificaron cinco ovarios con un 10% de ovocitos
alveolo cortical grado 2 y 1 en estados de atresia alfa, beta y gamma acompafiados
de 1 a 3 ovocitos en maduracion final remanentes, resultado de un posible inicio del

proceso de reabsorcion (Fig. 12, Recuperacion).

La ultima etapa del ciclo ovarico de la merluza es el reposo (Fig. 12, Reposo)
con la caracteristica de tener Unica presencia de ovocitos primarios, sin ovocitos en
alveolo cortical, con lamelas ovigeras desorganizadas y estiradas hacia el lumen,
mucho tejido conjuntivo y atresia folicular en estados tardios (gamma-delta) y pared
ovarica muy engrosada. Estos marcadores histologicos distinguen el reposo de la
fase inmaduro, y cabe mencionar que en Merluccius productus fue mayormente
evidente la presencia de ovarios en desarrollo inicial que provenian de la fase de
reposo o de una reabsorcién con remaduracion, lo que significa que los individuos

ya habian cumplido por lo menos con un ciclo ovarico completo previo.
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Figura 12. Ciclo ovérico de Merluccius productus del centro y alto Golfo de California.

a) b) c) d)

Figura 13. Atresia folicular mayor en ovario fase madurez. a) caracteristicas
morfocromaticas del ovario (barra de escala 1 cm); b) ovario fijado en solucion Davidson
(barra de escala 1 cm); c¢) corte transversal del ovario d) lamina histologica (barra de escala
100 pum). Estados de atresia (AT a) alfa, (ATB) beta, (ATd) gamma, (H) ovocito hidratado
remanente, (TC) tejido conjuntivo, (PO) pared ovérica.
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8.6 Ciclo testicular de Merluccius productus

Los resultados del andlisis histolégico evidenciaron que en el caso de la
merluza del Pacifico macho, el ciclo testicular inicia en la fase inmaduro encontrada
en un 4.3% de la muestra. La fase de inmaduro (Fig. 14) se caracterizo por el inicio
de la formacién arquitecténica testicular (formacion de los vasos seminiferos) con
mucho tejido intersticial, poca visibilidad del lumen seminifero y poca proliferacién

de espermatogonias por division mitotica.

Continuando con el ciclo, la adultez de la merluza inicia con testiculos en fase
desarrollo (25.8%), especificamente en la subfase de desarrollo inicial (Fig. 14 D-I),
caracterizada por la espermatogénesis activa, debido a una gran proliferacion de
espermatogonias, rodeadas de células de Sertoli y grupos de espermatocitos
primarios, secundarios y esperméatidas que se visualizaron en la periferia del
testiculo y pared de los vasos seminiferos en grupos con cantidad similar. Cabe
mencionar que también se observaron pocos espermatozoides en el lumen de los
vasos seminiferos, por lo tanto, estas caracteristicas se consideraron marcadores

especificos de la subfase desarrollo inicial del testiculo.

La siguiente etapa del ciclo testicular se defini6 como la subfase desarrollo
avanzado (Fig. 14 D-A), con marcadores histoldgicos de vasos seminiferos bien
definidos finamente alargados y paredes con mayor cantidad de espermatidas,
espermatocitos y algunas espermatogonias. En el lumen de los vasos seminiferos
se incremento la cantidad de espermatozoides sin llenado completo, visualizandose
macroscopicamente el agrandamiento de los I6bulos testiculares y los pliegues en

los margenes.

Los resultados histolégicos demostraron que los machos producen y por lo
tanto expulsan una gran cantidad de espermatozoides. Ademas, dentro del
testiculo, las estructuras internas no quedan totalmente vacias ya que un alto
porcentaje de organismos (68.13%) demostraron que durante la eyaculacion

intensa se observan siempre espermatozoides dentro de los conductos eferentes
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debido a una prolongada produccion de espermatozoides (Fig. 14 E-I). Ademas,
esto puede ser también porque algunos espermatozoides no se expulsan en su
totalidad, lo que sugiere que podria ser parcial, o bien, porque el testiculo mantiene
una producciéon continua de espermatozoides. Esto Ultimo se evidencia con la
subfase de eyaculacion con desarrollo (Fig. 14 E-D), la cual muestra al testiculo con
una espermatogénesis intensa después de haber eyaculado. Este suceso se
sugiere debido a la presencia de una gran cantidad de espermatogonias,
espermatocitos y esperméatidas a lo largo del epitelio germinal y a su vez los vasos
seminiferos se encuentran estirados, con forma de zigzag y con un porcentaje
medio de espermatozoides, significando que hubo una expulsion previa. Este
suceso estructural y marcadores especificos se presentd como eyaculacion con
desarrollo en un 17.4% del total de testiculos en fase generalizada de eyaculacion

parcial.

Se identific6 que una vez que se concluye la eyaculacion, los testiculos
entran en fase de recuperacién detectada en un 13.7%. En esta fase hay
regeneracion del epitelio germinal presentando estructuras quisticas con
espermatogonias indiferenciadas y pocas diferenciadas, se visualizé la pared
testicular y de los vasos seminiferos engrosada y el lumen de los vasos seminiferos
con restos de espermétidas y espermatozoides, en ocasiones se observan células
de Sertoli en procesos de fagocitosis, el testiculo se encuentra sin actividad

espermatogénica para continuar el ciclo hacia un reposo.

Por ultimo, en el ciclo testicular se distinguio la fase de reposo registrada en
un 13.4% de los testiculos, este proceso marca el cese de actividades tanto
espermatica como fagocitica, criterios que permiten distinguir el traslape con la fase
anterior. En esta fase las paredes de los vasos seminiferos y pared testicular estan
compactados y engrosados puede haber pocos espermatozoides aun en el lumen
y espermatogonias en el epitelio germinal. Cabe mencionar que en todas las fases
del ciclo se encontrd la presencia de espermatogonias en cantidad especifica de

acuerdo a la fase.
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En suma, si las condiciones o factores externos en torno a la merluza son
favorables, hay posibilidad que el testiculo pueda volver a eyacular continuamente
pasando de una eyaculacion con desarrollo a un desarrollo avanzado donde se
presentara el marcador histolégico distintivo de vasos seminiferos estirados en
forma de zigzag con espermatozoides remanentes las cuales son sefiales de que
ya hubo una eyaculacion anterior acompafiados de espermatogénesis activa en el

epitelio germinal o en la periferia testicular (Fig. 14).
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Figura 14. Ciclo testicular de Merluccius productus del centro y alto Golfo de California
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8.7 Exploracion individual de los indices gonadoalométrico, con respecto a

las fases ovaricas y testiculares

8.7.1 indice Gonadoalométrico (IGA) y ancho lobular en ovarios frescos

Para la distincion morfo-gonadal de las fases ovaricas primero se examiné el
IGA con las medidas de las génadas en fresco (recién extraidas de la cavidad
visceral) utilizando el ancho lobular izquierdo contra el derecho de un total de 192
ovarios frescos de M. productus, de los cuales la prueba de normalidad de Shapiro-

Wilk indic6 que los residuales no se distribuian de manera normal (W=0.85824,
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p<0.05), pero si, de manera homogénea (Prueba de Bartlett) (K= 0.71535
p=0.3977). Por lo tanto, se realizaron pruebas no paramétricas (Prueba U de Mann-
Whitney) utilizando las medidas de ancho lobular izquierdo respecto al ancho lobular

derecho y no mostro diferencias significativas (W=37390.0, p=0.693).

Para la distincion de las fases ovaricas con el IGA usando el ancho lobular
izquierdo, la prueba Kruskal-Wallis present6 diferencias significativas entre las fases
(H=102.2544, p<0.05). Y el IGA usando el ancho lobular derecho también mostro
diferencias significativas entre las fases ovéricas (H=101.3607, p<0.05). Véase

figura 15 y 16 respectivamente.
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Figura 15. IGA usando el ancho lobular izquierdo para la distincién de las fases ovaricas.
Las letras diferentes (a, b, ¢) muestran diferencias significativas (p<0.05) de acuerdo a la
prueba de comparaciones de rangos medios. Las lineas soélidas dentro de la caja
corresponden a la mediana. También se muestran los valores andmalos como puntos

negros en el gréfico.

Particularmente, en hembras se presenta simetria en el ancho de ambos
l6bulos de acuerdo a cada fase ovarica. Al utilizar el ancho lobular izquierdo y ancho

lobular derecho en el IGA se discrimina cada fase ovarica demostrando que a mayor
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grado de desarrollo ovéarico (madurez) también es mayor su anchura lobular y a
medida que se cumple el ciclo y se expulsan los ovocitos (postdesove), el ancho
lobular disminuye demostrando una similitud con el ancho lobular de organismos

inmaduros (Fig. 15y 16).
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Figura 16. IGA usando el ancho lobular derecho para la distincion las fases ovéricas. Las
letras diferentes (a, b, c) muestran diferencias significativas (p<0.05) de acuerdo a la prueba
de comparaciones de rangos medios. Las lineas solidas dentro de la caja corresponden a

la mediana. También se muestran los valores anédmalos como puntos negros en el gréfico.

8.7.2 IGA y longitud lobular mayor y menor en ovarios frescos

En M. productus se puede presentar asimetria lobular, por lo tanto, para
comparar las diferencias del IGA al utilizar las medidas de longitud lobular mayor y
longitud lobular menor de un total de 192 ovarios frescos de M. productus, la prueba
de normalidad de Shapiro-Wilk indico que los residuales no se distribuian de manera
normal (W=0.96719, p<0.05), pero si, de manera homogénea (Prueba de Bartlett)
(K=0.46147, p=0.4969). Por lo tanto, se realiz6 la prueba no paramétrica U de Mann-

Whitney utilizando las medidas de longitud lobular mayor respecto a la longitud
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lobular menor y se encontraron diferencias significativas (W= 40573.00, p<0.05),

evidenciando Iébulos longitudinales asimétricos.

Por lo cual, se utilizé la Prueba de Kruskal-Wallis, para encontrar esas
diferencias examinando el IGA utilizando la longitud lobular mayor contra las fases
ovéricas y se encontro diferencias significativas (H=113.2377 p<0.05). Asimismo el
IGA usando la longitud lobular menor, también present6 diferencias significativas
entre las fases ovaricas (H=99.53010, p<0.05); figura 17 y 18 respectivamente.
Estos resultados demuestran que de la misma forma que al utilizar el IGA con el
ancho, al usar la longitud mayor y menor de los lobulos también logra representar

el patron de crecimiento ovarico en valores del IGA con una tendencia evidente.
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Figura 17. IGA usando la longitud lobular mayor para la distincién de las fases ovaricas. Las
letras diferentes (a, b, ¢) muestran diferencias significativas (p<0.05) de acuerdo a la prueba
de comparaciones de rangos medios. Las lineas sélidas dentro de la caja corresponden a

la mediana. También se muestran los valores anémalos como puntos negros en el grafico.
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Figura 18. IGA usando la longitud lobular menor para la distincién de las fases ovéricas.
Las letras diferentes (a, b, ¢) muestran diferencias significativas (p<0.05) de acuerdo a la
prueba de comparaciones de rangos medios. Las lineas soélidas dentro de la caja
corresponden a la mediana. También se muestran los valores anémalos como puntos

negros en el grafico.
8.7.3 IGA y ancho lobular en testiculos frescos

Se analizo el IGA utilizando el ancho lobular izquierdo y el derecho de un total
de 109 testiculos frescos de M. productus, de los cuales la prueba de normalidad
de Shapiro-Wilk indicé que los residuales no se distribuian de manera normal
(W=0.93847, p<0.05), pero si presentaron homogeneidad (Prueba de Bartlett)
(K=0.021541, p=0.8833) por lo tanto, se realizaron las pruebas no paramétricas (U
de Mann-Whitney). Y de la misma forma que en las hembras, al comparar el IGA
utilizando las medidas de ancho lobular izquierdo contra el ancho lobular derecho

no se presentan diferencias significativas (W=11751.5, p=0.780).

Por lo tanto, para la comparacion de las fases testiculares con el IGA
utiizando las medidas del ancho lobular izquierdo se presentaron diferencias
significativas entre las fases (H=20.27547 p<0.05) (Prueba de Kruskal-Wallis).
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También el IGA usando el ancho lobular derecho presenta diferencias significativas
entre las fases testiculares (H=22.71905, p<0.05). Véase figura 19 y 20
respectivamente. En machos al discriminar cada fase con el IGA usando el ancho
izquierdo como el derecho, la fase inmaduro no presenté diferencias significativas
con las fases testiculares, suceso posiblemente referido a tener un tamafno de

muestra pequefio (n=5).
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Figura 19. IGA usando el ancho lobular izquierdo para la distincién de las fases testiculares.
Las letras diferentes (a, b, ¢c) muestran diferencias significativas entre fases (p<0.05) de
acuerdo a la prueba de comparaciones de rangos medios. Las lineas solidas dentro de la

caja corresponden a la mediana.
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Figura 20. IGA usando el ancho lobular derecho para la distincion de las fases testiculares.
Las letras diferentes (a, b, ¢c) muestran diferencias significativas entre fases (p<0.05) de
acuerdo a la prueba de comparaciones de rangos medios. Las lineas sélidas dentro de la

caja corresponden a la mediana.

8.7.4 IGA y longitud lobular mayor y menor en testiculos frescos

Para encontrar diferencias en el IGA al usar la longitud lobular mayor y
longitud lobular menor, se examiné un total de 109 testiculos frescos de M.
productus de los cuales la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk indicé que los
residuales no se distribuian de manera normal (W=0.93429, p<0.05), pero si
presentan homogeneidad (Prueba de Bartlett) (K=0.23416, p=0.6285). Por lo tanto,
se realizo la Prueba U de Mann-Whitney y de la misma forma que en las hembras,
al usar las medidas de longitud testicular en el IGA, se presentan diferencias

significativas entre el I6bulo mayor y menor (W= 13412.50, p<0.05).

Por lo tanto, con la Prueba de Kruskal-Wallis se analizé el IGA utilizando la
longitud lobular mayor y menor para la distincion de las fases testiculares y se
encontré diferencias significativas al usar ambas longitudes lobulares (H=16.50229
p<0.05) (H=10.75724, p<0.05); figura 21 y 22 respectivamente. De modo que, al
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utilizar la longitud mayor y menor en el IGA las diferencias significativas se

presentan entre la fase eyaculacién y posteyaculacion.
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Figura 21. IGA usando la longitud lobular mayor para la distincion de las fases testiculares..
Las letras diferentes (a, b, ¢) muestran diferencias significativas entre fases (p<0.05) de
acuerdo a la prueba de comparaciones de rangos medios. Las lineas soélidas dentro de la
caja corresponden a la mediana. También se muestran los valores anémalos como puntos

negros en el gréafico.
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Figura 22.IGA usando la longitud lobular menor para la distincion de las fases testiculares.
Las letras diferentes (a, b, ¢) muestran diferencias significativas (p<0.05) de acuerdo a la
prueba de comparaciones de rangos medios. Las lineas solidas dentro de la caja
corresponden a la mediana. También se muestran los valores anomalos como puntos

negros en el grafico.

8.7.51GA y ancho lobular en ovarios fijados

En ovarios fijados histolégicamente hay posibilidad de cambios en la forma
gonadal por procesos de fijacion del tejido y guardado de las génadas. Por lo tanto,
se examino el IGA en gbnadas fijadas utilizando el ancho lobular izquierdo contra el
derecho de un total de 359 ovarios de M. productus, de los cuales la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk indicé que los residuales no se distribuian de manera
normal (W=0.98393, p=0.002), pero si, de manera homogénea (Prueba de Bartlett)
(K=1.2676 p=0.2602). Por lo tanto, se realizaron pruebas no paramétricas (Mann-
Whitney) utilizando las medidas de ancho lobular izquierdo respecto al ancho lobular
derecho y no mostré diferencias significativas (W=37390.0, p>0.05), similar al IGA
en ovarios frescos. Como es de esperarse al tomar las medidas en la parte media

de ambos I6bulos.

En los ovarios fijados al igual que los ovarios recién extraidos de la cavidad
(frescos) el IGA usando las medidas del ancho lobular izquierdo y derecho
presentan diferencias significativas entre las fases ovaricas al utilizar la prueba de
Kruskal-Wallis (H=196.8264 p<0.05), (H=190.7277, p<0.05), siendo més evidentes
las distinciones del IGA que con medidas de las génadas frescas. Véase figura 23
y 24.
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Figura 23. IGA usando el ancho lobular izquierdo de génadas fijadas para la distincion de

las fases ovaricas. Las letras diferentes (a, b, ¢, d, €) muestran diferencias significativas

(p<0.05) de acuerdo a la prueba de comparaciones de rangos medios. Las lineas sélidas

dentro de la caja corresponden a la mediana. También se muestran los valores anémalos

como puntos negros en el grafico.
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Figura 24. IGA usando el ancho lobular derecho de gonadas fijadas para la distincion de las

fases ovaricas. Las letras diferentes (a, b, ¢, d, €) muestran diferencias significativas
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(p<0.05) de acuerdo a la prueba de comparaciones de rangos medios. Las lineas sélidas
dentro de la caja corresponden a la mediana. También se muestran los valores anémalos

como puntos negros en el grafico.

8.7.6 IGA y longitud lobular mayor y menor en ovarios fijados

Se examind el IGA utilizando las medidas de longitud lobular mayor y longitud
lobular menor de un total de 387 ovarios fijados histol6gicamente de M. productus,
y la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk indic6 que los residuales no se
distribuian de manera normal (W=0.96813, p<0.05), pero si, de manera homogénea
(a prueba de Bartlett) (K= 4.1955, p>0.05). Por lo tanto, se realizaron pruebas no
parameétricas utilizando las medidas de longitud lobular mayor respecto a la longitud
lobular menor y se encontraron diferencias significativas entre ambos |6bulos al

igual que en ovarios en fresco (W= 165442.00, p<0.05).

Por lo tanto, se examino el IGA utilizando ambas longitudes lobulares para la
comparacion de las fases ovéricas (Prueba de Kruskal-Wallis) y presentaron
diferencias significativas entre las fases ovaricas tanto en el I6bulo mayor
(H=207.8498 p<0.05) como en el I6bulo menor (H=177.9673, p<0.05), demostrado
en las figuras 25 y 26 respectivamente. Resultados en los que también presentan
mayor contribucion estadistica en la diferenciacion de las fases en comparacion con
los obtenidos en los ovarios en fresco (Fig. 19 y 20). La tendencia del IGA presenta
valores mas altos en la fase madurez y decremento de valor en las fases inmaduro

y postdesove.
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Figura 25. IGA usando la longitud lobular mayor en génadas fijadas para la distincion de las
fases ovaricas. Las letras diferentes (a, b, ¢, d, €) muestran diferencias significativas
(p<0.05) de acuerdo a la prueba de comparaciones de rangos medios. Las lineas sélidas
dentro de la caja corresponden a la mediana. También se muestran los valores anémalos

como puntos negros en el grafico.
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Figura 26. IGA usando la longitud lobular mayor en génadas fijadas para la distinciéon de las

fases ovaricas. Las letras diferentes (a, b, ¢, d, €) muestran diferencias significativas
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(p<0.05) de acuerdo a la prueba de comparaciones de rangos medios. Las lineas sélidas
dentro de la caja corresponden a la mediana. También se muestran los valores anémalos

como puntos negros en el grafico.

8.7.7 IGA y ancho lobular en testiculos fijados

Se examino el IGA utilizando el ancho lobular izquierdo y el derecho de un
total de 311 testiculos fijados de M. productus, de los cuales la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk indicé que los residuales no se distribuian de manera
normal (W=0.98393, p<0.05), pero si presentaron homogeneidad (a prueba de
Bartlett) (K=1.2676, p=0.2602).

Los testiculos fijados presentaron una mayor distincion morfo-gonadal de
cada fase testicular, presentandose diferencias significativas en el IGA utilizando el
ancho lobular izquierdo y el ancho lobular derecho (Prueba de Kruskal-Wallis)
(H=63.63615, p<0.05) (H=7673728 p<0.05). Notoriamente se encontraron valores
mas notables del IGA en la fase eyaculacion y un decremento en IGA en fases como
inmaduro y posteyaculacion lo que es representativo de un ciclo reproductivo figura

27 y 28 respectivamente.
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Figura 27. IGA usando el ancho lobular izquierdo en testiculos fijados para la distincion de
las fases testiculares. Las letras diferentes (a, b, ¢, d) muestran diferencias significativas
entre fases (p<0.05) de acuerdo a la prueba de comparaciones de rangos medios. Las
lineas sdlidas dentro de la caja corresponden a la mediana. También se muestran los

valores anOmalos como puntos negros en el grafico.
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Figura 28. IGA usando el ancho lobular derecho en testiculos fijados para la distincion de
las fases testiculares. Las letras diferentes (a, b, ¢, d) muestran diferencias significativas
entre fases (p<0.05) de acuerdo a la prueba de comparaciones de rangos medios. Las
lineas sdlidas dentro de la caja corresponden a la mediana. También se muestran los

valores an6malos como puntos negros en el grafico.

8.7.8 IGA y longitud lobular mayor y menor en testiculos fijados

El IGA usando las medidas de longitud lobular mayor y menor de un total de
314 testiculos fijados histolégicamente de M. productus, en los cuales la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk indic6 que los residuales se distribuian de manera
normal (W=0.99225, p=0.1397), pero no presentan homogeneidad (prueba de
Bartlett) (K=17.079, p<0.05). La prueba estadistica mostro diferencias significativas
en el IGA al usar el I6bulo mayor y l6bulo menor (W= 77544.00, p<0.05). Caso

74



similar a las demas pruebas usando la longitud lobular en el IGA en ovarios y

testiculos en fresco.

El andlisis del IGA utilizando la longitud lobular mayor para la distincion de
las fases testiculares mostré diferencias significativas (Prueba de Kruskal-Wallis)
(H=74.58985 p<0.05). Y el IGA usando la longitud lobular menor también presenta
diferencias significativas entre las fases testiculares (H=56.91716, p<0.05) figura 29
y 30 respectivamente. El IGA presenta valores mas altos en la fase eyaculacion y
decremento de valor en las fases inmaduro y posteyaculacion, mostrando un patron

similar de desarrollo durante un ciclo testicular.
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Figura 29. IGA usando la longitud lobular menor para la distincion de las fases testiculares.
Las letras diferentes (a, b, ¢, d) muestran diferencias significativas (p<0.05) de acuerdo a la
prueba de comparaciones de rangos medios. Las lineas soélidas dentro de la caja
corresponden a la mediana. También se muestran los valores anémalos como puntos

negros en el gréfico.
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Figura 30. IGA usando la longitud lobular menor para la distincion de las fases testiculares.
Las letras diferentes (a, b, ¢, d) muestran diferencias significativas (p<0.05) de acuerdo a la
prueba de comparaciones de rangos medios. Las lineas sélidas dentro de la caja
corresponden a la mediana. También se muestran los valores anémalos como puntos

negros en el gréfico.

8.8 Fases morfocromaticas de desarrollo ovarico de M. productus

En la merluza del Pacifico se encontr6 gran variedad y diferenciacion
morfocromética en los ovarios por cada fase y subfase del ciclo ovérico. Se
distinguieron medidas aproximadas en centimetros, asimetria especifica entre
I6bulos (longitud y anchura), coloracion especifica de la vascularizacion, presencia
de finos puntos negros, propiedades de la pared ovarica y presencia de tejidos
blanquecinos sobre las venas principales lobulares. Lo que permitio clasificar tales
caracteristicas con sus respectivos grupos histolégicos a detalle para poder generar
una escala morfocromética de desarrollo gonadal simplificada, en la cual se
presentan las caracteristicas morfocromaticas distintivas y se hace referencia a
ciertos atributos histolégicos para comprender el cambio en la apariencia (fenotipo).

En esta seccion se presentan las descripciones a detalle.
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Fase inmaduro

De los 400 ovarios diagnosticados histolégicamente se registré un 8.8% en
fase inmaduro (Fig. 31). En esta fase se definieron dos tipos morfocrométicos,
ambos con las caracteristicas de tamafio pequefio aproximadamente de 0.5 cm a
3.5 cm, l6ébulos de largo y ancho simétrico con pared ovarica delgada muy finay lisa

sin tejidos externos y con nula o fina vascularizacion.

El tipo morfocromético a (Fig. 31 a) se diferencia a partir de su gama
cromatica, que va desde translucidos a rosaceos tenues (RGB 201,146,111) (HEX
#C9926F) cuando son organismos sin ninguna falla en el desarrollo inicial de los
ovocitos en cromatina nucleolar y perinucleolar. El tipo morfocromatico b (Fig. 31 b)
tiene una coloracion mas rojiza (RGB 148,67,77) (HEX #94434D) con la parte
superior e inferior lobular translicidas. Esta coloracion se presenta cuando hay
presencia de por lo menos un ovocito en proceso de atresia folicular como resultado
de alguna falla en el desarrollo o mala manipulacién. El tipo morfocromatico b podria
confundirse con la fase de reposo a excepcion de las partes translicidas y que la

pared ovarica es delgada fina y lisa sin ningun tejido externo. (Fig. 31, b).

Figura 31. Ovarios de Merluccius productus en fase inmaduro. a) ovario inmaduro sin fallas

en su desarrollo, b) ovario inmaduro con fallas en los ovocitos. La barra de escala es 1 cm.
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Fase desarrollo

La fase de desarrollo presenté un 28.8% del total de ovarios diagnosticados
y tuvo mayor porcentaje de frecuencia de aparicion de todas las fases. Se definieron
tres subfases con sus diferentes caracteristicas histolégicas y morfocromaticas. En
la subfase desarrollo inicial (Fig. 32) hay dos tipos morfocromaticos que presentan
las mismas caracteristicas histolégicas (tamafios de 1.5 a 6 cm, largo lobular
asimétrico, sin visibilidad de ovocitos, sin expulsion de ovocitos al tacto, con
vascularizacién fina roja y sin puntos negros). Sin embargo, el ovario con el tipo
morfocromético a (Fig. 32 a), presenta coloracion rosa opaco (RGB 200, 103, 111)
(HEX #C8676F) a rojiza y la pared ovarica es firme y gruesa lo que significa que el
ovario antecede de la fase de reposo o reabsorcién y ya cumplié por lo menos con
un ciclo ovarico. Esta caracteristica se present6 un 7.5% en 115 ovarios en fase de
desarrollo.

El desarrollo inicial con el tipo morfocromatico b (Fig. 32 b) presenta una
gama cromatica en amarillo tenue (RGB 198,130,86) (HEX #C68256). Esta subfase
de desarrollo inicial le antecede la fase inmaduro, por lo tanto, esta especificacion
nos permite distinguir que la merluza (anteriormente organismo virgen) acaba de
iniciar su primera adultez y esta subfase en ovarios en fase desarrollo se presento
un 19.1%.

El tipo morfocromatico ¢ (Fig. 32 c) pertenece a la subfase desarrollo
intermedio, misma que se presentd en un 26.1% de los 115 ovarios en fase
desarrollo. Su tamafio va de 4.5 cm a 10 cm, con un largo y ancho lobular simétrico,
pared ovarica delgada y transparente y se inicia la visibilidad de los ovocitos en color
amarillo claro, con alta sensibilidad a la expulsidén de ovocitos al presionar la génada,

coloracion predominante amarilla y vascularizacion mas gruesa y roja.

El subtipo morfocromatico d o subfase de desarrollo avanzado (Fig. 32, d) se
observd en un 54.8% de los 115 ovarios en desarrollo, siendo el de mayor

frecuencia de aparicion. Este tipo morfocromatico present6 ovarios grandes de 11
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cm a 15 cm y las mismas caracteristicas morfocromaticas de la subfase anterior
(desarrollo intermedio), con dos distinciones, 1) en la coloracién que fue de amarillo
crema (RGB 253,189,93) (HEX # FDB45D) a amarillo paja (RGB 211,172,124) (HEX
# D3ACT7C) y 2) presenta mucha vascularizacién envolvente mas gruesa color rojo

a morado.

a) b) c) d)

Figura 32. Ovarios de Merluccius productus en fase de desarrollo. a) subfase desarrollo
inicial antecedente de un reposo, b) desarrollo inicial que procede de inmaduro, ¢) desarrollo

intermedio d) desarrollo avanzado. La barra de escala es 1 cm.
Fase madurez

La fase madurez predomind en un 15.0% y presentd tres tipos
morfocromaticos diferentes (Fig. 33), debido a la presencia de los diferentes
estadios de ovocitos en maduraciéon final (ndcleo migratorio, fusion de vitelo e

hidratados), lo que da una apariencia distinta conforme avanza la fase de madurez.

El primer tipo morfocromatico o madurez inicial (Fig. 33 a) son ovarios mas
grandes que un desarrollo, de 10 cm a 18 cm, con pared ovarica delgada, algunas
veces con el I6bulo izquierdo mas largo y de ancho lobular similar, con un 80% de
ovocitos color amarillo claro y un 20% translicidos como caracteristica principal. La
gama cromética va de naranja claro (RGB 211,160,105) (HEX # D3A069) a muy

claro con vascularizacion envolvente roja y lobulos turgentes. Este tipo
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morfocromético histolégicamente presenta una gran cantidad de ovocitos en estadio

de nucleo migratorio y unos pocos en fusion de vitelo.

El tipo morfocromatico b de la madurez (Fig. 33 b) presenté tamafios variados
de 6 cm a 18 cm, con un I6bulo més largo que otro (izquierdo predominante), I6bulos
mas anchos de la parte media, pared ovérica delgada y transparente con visibilidad
de los ovocitos en un 50% opacos y 50% translucidos y con expulsién al tacto. Los
ovarios son de color naranja oscuro (RGB 211,160,105) (HEX #D3A069) a rosa
opaco (RGB 139,84,105) (HEX #8B5469) y vascularizacién envolvente de rojo a
guinda con l6bulos mayor turgencia. La Unica diferencia histologica respecto al tipo
morfocromatico a, es que se presenta una alta presencia de ovocitos en fusion de
vitelo e hidratados con gota lipidica y pocos en nucleo migratorio lo que da el color

a los ovocitos.

El tipo morfocromético c, representa el mayor grado en la fase madurez (Fig.
33, ¢) y destaco por ser los ovarios de tamafio superior de todo el ciclo gonadico,
desde 15 cm hasta 26 cm, con pared ovarica de transparente, mas del 50% de los
ovocitos visibles son transparentes y sensibles a la expulsion al tacto, ovarios con
coloracion rosa oscuro (RGB 139,84,105) (HEX # 856069) y vascularizaciéon

envolvente color guinda a morada.

a) b) c)

Figura 33. Ovarios de Merluccius productus en fase madurez. a) madurez morfotipo uno, b)

madurez morfotipo dos, ¢) madurez morfotipo tres. La barra de escala es 1 cm.
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Fase de desove parcial

La fase desove parcial en la merluza del Pacifico se registré en un 24.5% del
total de ovarios analizados, siendo la segunda fase con mayor porcentaje de
aparicion. De 98 ovarios en fase de desove parcial, un 37.8% se tipific6 como un
desove parcial con un tipo morfocromatico a (Fig. 34 a), con tamafios de 9.5 cm a
23 cm, lébulos de largo y ancho asimétrico, con pared ovarica gruesa, no son
flacidos, pero si turgentes y con visibilidad de ovocitos opacos, ovarios con
coloracion rosa grisaseo a opaco (RGB 194,153,165) (HEX C299A5) con

vascularizacion muy evidente envolvente, gruesa y morada (Fig. 34, a).

La subfase determinada como postdesove parcial corresponde al tipo
morfocromatico b (Fig. 34 b), con un 43.9% de presencia en la fase desove. Se
caracterizo por diferir en la coloracion con una gama cromatica en amarillo crema
(RGB 210, 198,178) (HEX # D2C6B2) a rosa claro (RGB 173,133, 130) (HEX #
AD8582) y vascularizacion de rojo a morado. Se presenta con una amplia variedad
de tamafios desde los 5 cm a los 16 cm, con asimetria lobular, pared ovarica gruesa
y con visibilidad de los ovocitos color amarillo claro, ademas de presentar pocos y
finos puntos negros evidencia de atresia folicular. Los ovarios no son flacidos, pero
si turgentes (Fig. 34 b).

Finalmente, en la fase desove parcial se tipificO una subfase nombrada
desove final que correspondié con el tipo morfocromatico ¢ (Fig.34 c). En esta fase
indica que la génada acaba de expulsar el ultimo lote de ovocitos, y solo estén las
estructuras y ovocitos remanentes. La pared ovarica es gruesa en proceso de
compactacion, se registraron ovarios de 5 cm a 7 cm, con l6bulos mayormente
asimétricos, visibilidad de los ovocitos color amarillo claro, coloracion predominante
naranja oscuro a naranja opaco (RGB 191,105,58) (HEX #BF693A) con
vascularizacion rojiza a guinda y algunas manchas oscuras de coloracion moradas
grisaceas (RGB 87,62,66) (HEX #573E42) y puntos negros a café oscuro

indicadores de atresia folicular.
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a) b) c)

Figura 34. Ovarios de Merluccius productus en fase desove parcial. a) subfase desove
parcial, b) subfase postdesove parcial c) subfase desove final. La barra de escala es 1 cm.

Fase recuperacion

La fase de recuperacion se detectd en un 13.5% del total de 400 ovarios, e
histolégicamente se presentaron procesos de degeneracion folicular con mas del
50% de ovocitos alveolo cortical en todos los estados de atresia.
Macroscopicamente presenta una coloracion rosa grisaceo opaco (RGB
132,90,132),(HEX # 845A88) con partes lobulares inferiores guindas y paredes
ovaricas gruesas, junto con la caracteristica principal de presentar muchos tejidos
blanquecinos sobre las venas, las cuales son finas y rojizas, los ovarios tienen
tamafos de 4 a 6 cm (Fig. 35). Cabe mencionar que en cinco ovarios se observaron
procesos de recuperacion iniciales debido a la presencia ovocitos primarios y un
10% de alvedlos corticales, 1 a 2 en vitelogénesis remanentes y de 1 a 3 ovocitos
hidratados en fases iniciales de atresia y morfocrocromaticamente son iguales a lo
ya descrito, solo cambia la evidencia de puntos negros en los I6bulos.
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Figura. 35. Ovarios de Merluccius productus en fase recuperacion. La barra de escala es 1

cm.
Fase reposo

La ultima fase ovérica del ciclo en la merluza del Pacifico fue el reposo con
un 9.5% del total de ovarios (Fig. 36). Su apariencia morfocromatica presenta una
clara diferencia con las demas fases. Son ovarios con coloracion guinda grisaceo
(RGB 101,38,57) (HEX # 652639) y no tiene partes translucidas, las paredes
ovaricas son muy gruesas, indicativo de contraccion de tejidos. Ademas, presenta
haces de tejido blanquecino que son parte del mesenterio (membrana que sostiene
al ovario) y son mas evidentes sobre la vena principal, los ovarios son pequefios de

3.5cm a6 cm, y con I6bulos delgados.

Figura 36. Ovario de Merluccius productus en fase reposo. Barra de escala 1 cm.
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8.9 Fases morfocromaticas de desarrollo testicular de Merluccius productus

El analisis histolégico de 329 testiculos de merluza del Pacifico y el cotejo de
fotografias con otras escalas de desarrollo gonadal, permitio definir los tipos
morfocrométicos de cinco fases y cuatro subfases del ciclo testicular: inmaduro,
desarrollo (subfases: desarrollo inicial y desarrollo avanzado), eyaculacion
(subfases: eyaculacion intensa y eyaculacion con desarrollo), recuperacion y
reposo. Ademas, las caracteristicas distintivas son la formacion de I6bulos
superiores oblongos turgentes o contraidos, margenes lobulares externos con
pliegues y su nivel de turgencia a pliegues enroscados, ancho y largo lobular y

coloracioén especifica del conducto esperméatico o en ciertas areas lobulares.
Fase inmaduro

Los testiculos en fase de inmaduro fueron un 4.3% del total de los testiculos.
Estos testiculos presentaron tamafios de 2.5 cm a 6 cm, con I6bulos planos y
simétricos, con ondulaciones en el margen lobular externo, la distincion principal es
que son translicidos con pocas partes lobulares rosa tenue (RGB 184,153,142)
(HEX # B8998E) y nula o muy fina vascularizacién roja y en la parte superior lobular

no presenta pliegues sobresalientes (Fig. 37).

LN

Figura 37. Testiculo de Merluccius productus en fase inmaduro. La barra de escala es 1

cm.
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Fase desarrollo

En machos, la fase de desarrollo se presentd un 25.8%, en la cual los
marcadores histolégicos evidenciaron dos subfases de desarrollo, con tres tipos
morfocromaticos. El tipo morfocromético a corresponde a la subfase desarrollo
inicial (Fig. 38 a) y se distingue por ser testiculos pequefios de 3.5 cm a 13 cm, con
I6bulos similares alargados y delgados que empiezan a ensancharse, que
presentan finas ondulaciones y pliegues en el margen lobular externo y en la parte
lobular superior cerca del conducto espermatico se forman extensiones con forma
oblonga. La coloracién testicular es completamente rosa tenue (RGB187,145,115)
(HEX #BB9173) o puede tener margen lobular interno transparente y margen lobular

externo rosa tenue.

El tipo morfocromatico b y ¢ corresponden con la subfase de desarrollo
avanzado, que se distinguen entre ellos solo por la cantidad de espermatozoides.
Ambos tipos son testiculos con tamafios de 6 cm a 11.5 cm, I6bulos de largo y ancho
similar, con evidentes pliegues en los margenes lobulares externos y crecimiento
lobular oblongo en la parte superior al conducto espermatico (Fig. 38). Por su parte
el tipo morfocromatico b (Fig. 38 b) presenté coloracion rosa oscuro (RGB
171,116,130) (HEX #AB7482) del margen lobular externo, con margen lobular
interno translucido y con parches color rosa y blanco. Del tipo morfocromético ¢ (Fig.
38 c) se identificaron con predominante color blanquecino (70% blancos RGB
229,233,228) (HEX #E5E9E4), y borde lobular externo rojizo con pliegues mas
turgentes y crecimiento lobular oblongo en la parte superior al conducto

espermatico.
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Figura 38. Testiculo de Merluccius productus en fase desarrollo. a) subfase desarrollo inicial
b) subfase desarrollo avanzado c) subfase desarrollo avanzado tipo morfocromético 2. La

barra de escala es 1 cm.
Fase eyaculacion

Los testiculos en fase eyaculacion fueron el 42.9%, es decir la mayoria. Las
dos subfases de la eyaculacion presentaron morfocromatia distinta (Fig. 39). El tipo
morfocromatico a ajusta a la subfase eyaculacion intensa (Fig. 39 a), misma que al
tener mayor cantidad de espermatozoides listos para liberarse, los testiculos son de
mayor tamafio, desde 10 cm a 22 cm. Los méargenes lobulares internos son mas
gruesos, tienen la parte superior lobular prominente con forma oblonga, los pliegues
son muy turgentes hasta enroscarse, y son sensibles a la expulsion de liquido
seminal. La coloracion se torna predominante a color blanco y algunas veces con
finos margenes externos lobulares rosa opaco (RGB 152, 83, 106) (HEX# 98536A).
El tipo morfocromatico b o subfase de eyaculacién con desarrollo (Fig. 39 b) es
similar a la subfase eyaculacidon intensa, sin embargo, se distingue en que los
pliegues lobulares son de menor tamafio, asi como los l6bulos superiores oblongos
y cromaticamente los margenes externos se vuelven rojizos (RGB 159,113,119)
(HEX# 9F7177).
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Figura 39. Testiculo de Merluccius productus en fase eyaculacion. A) subfase eyaculacion

intensa b) subfase eyaculacion con desarrollo. La barra de escala es 1 cm.
Fase de recuperacion

La fase de recuperacion se presentd en un 13.7% de los machos. Los
testiculos tienen un menor tamafio, de 8 cm a 12 cm, presentan un aspecto gastado,
margenes lobulares internos planos, de translicidos a blanco opaco, en algunos
casos se presentaron pocos parches blancos y los margenes lobulares externos
tienen finos pliegues contraidos rojo opaco (RGB 126,70,79) (HEX #7E464F). Los
I6bulos superiores oblongos son pequefios y distinguibles con parches blancos y la
vascularizaciéon es fina color rojo a morado al igual que el conducto espermatico
(Fig. 40).
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Figura 40. Testiculo de Merluccius productus en fase recuperacién. La barra de escala es

lcm.
Fase de reposo

Finalmente, el 13.4% de los testiculos analizados resultaron en fase de
reposo. El tamafio de estos testiculos varia de 6 cm a 7 cm. Este morfotipo presenta
l6bulos aplanados y alargados, con margenes externos mas ondulados que con
pliegues, muy flacidos, de facil ruptura y tienen coloracién rojiza opaco completa.
Los lébulos superiores oblongos son guindas (RGB 146,92,100) (HEX# 925C64) y
estan estirados y muy flacidos, mientras que el conducto espermatico tiene tonos
guinda-morados grisaceos (RGB 120,62,77) (HEX# 783E4D).

Figura 41. Testiculo de Merluccius productus en fase reposo. La barra de escala es 1 cm.

8.10 Escala morfocromatica del desarrollo gonadal de Merluccius productus

Finalmente se propone una escala con la descripcibn de cinco fases
gonadicas distinguibles (inmaduro, desatrrollo, madurez, desove
parcial/eyaculacion, postdesove/posteyaculacion) a nivel morfocromético. Se
presenta el codigo RGB de color en cada fase ovarica y testicular acompafiada del
indice gonadoalométrico (IGA) de la longitud lobular mayor en hembras y el IGA

utilizando el ancho lobular derecho en machos.
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Tabla VII. Escala morfocroméatica de desarrollo ovarico y testicular de Merluccius productus del centro y alto Golfo de California.

FASE

DESCRIPCION

HEMBRA |

MACHO

1- Inmaduro

Ovarios pequefios de 0.5 cm a 3.5 cm, con pared ovarica delgada lisa, fina y sin
tejidos externos, con nula o muy fina vascularizacion roja, largo y anchos
similares, ovarios translicidos a rosaceos tenue (RGB 201,146,111) (HEX
#C9926F) o rojizos (RGB 148,67,77) (HEX #94434D) con la parte inferior y
superior lobular translicidas. EI IGA es 6.8 + 1.7.

Testiculos pequefios de 2 cm a 6 cm, I6bulos de largo y ancho similar, planos
con margenes externos ondulados, coloracion mayormente translicida a rosa
tenue RGB 184,153,142) (HEX#B8998E), sin vascularizaciéon evidente. El IGA
es 0.3+0.1.

2- Desarrollo

Ovarios de 5 cm a 15 cm paredes ovéricas delgadas, transparentes con ovocitos
visibles amarillo claro y expulsion al tacto, largo y ancho lobular similar, ovarios
color amarillo (RGB 253,189,93) (HEX # FDB45D) a amarillo paja (RGB
211,172,124) (HEX # D3AC7C) con vascularizacion evidente roja a morada. El
IGA es 15.9+5.6.

Testiculos de 6 cm a 11.5 cm, margen lobular interno transltcido delgado y
parches blancos turgentes con margen externo rosa oscuro (RGB 171,116,130)
(HEX# AB7482) a testiculos 70% blancos (RGB 229,233,228) (HEX #E5E9E4),
nula a fina vascularizacién roja, margen externo lobular con pliegues turgentes.
El IGA es 1.210.6.

3-Madurez

Son los ovarios mas grandes del ciclo de 10 cm hasta 26 cm, largo lobular
asimétrico y a mayor longitud gonadal se vuelven simétricos, el ancho de ambos
I6bulos siempre es similar, pared ovarica fina y transparente con visibilidad de
los ovocitos en un 50% opacos y 50% translicidos, sensible a la expulsion de
ovocitos al tacto, los ovarios tienen colores de naranja claro (RGB 211,160,105)
(HEX #D3A069) a rosa oscuro (RGB 139,84,105) (HEX #8B5469) y
vascularizacioén envolvente roja a guinda. El IGA es 20.9+4.2.
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FASE

DESCRIPCION

4-Desove Parcial
Eyaculacion

Ovarios de 5 cm a 23 cm, longitud lobular asimétrica pero ancho lobular similar,
pared ovérica delgada a gruesa y transparente con visibilidad y expulsion de
ovocitos translucidos, ovarios con coloracién rosa grisaceo (RGB 194,153,165)
(HEX #C299A5a) a naranja opaco (RGB 191,105,58) (HEX #BF693A), puede
tener pocas manchas moradas grisaceas (RGB 87,62,66) (HEX #573E42) y
vascularizacion guinda a morada. El IGA es 16.6+2.7.

Testiculos con tamafio de 10 cm a 22 cm, ocupan mas de la mitad de la cavidad
visceral, margen lobular interno blanco grueso, margen lobular externo con
pliegues turgentes a enroscados, parte superior lobular sobresaliente de forma
oblonga, testiculos totalmente blancos o blancos con bordes externos rojizos
(RGB 159,113,119) (HEX# 9F7177) El IGA es 1.8+0.9.

5-Post-desove
Post-eyaculacion

Ovarios con dos tipos morfocromaticos ambos con longitud lobular casi
simétrica, ancho lobular delgado y paredes gruesas con tejido blanquecino en
forma de haz sobre las venas principales. Ovarios de 4 a 6 cm con coloracion
rosa grisaceo (RGB 132,90,132) (HEX #845A88) a totalmente guinda (RGB
101,38,57) (HEX #652639) con minima y fina vascularizacion. El IGA es
8.8+3.2.

Testiculos alargados, delgados y flacidos de 7 cm a 12 cm, con margen lobular
interno y externo delgado, los pliegues lobulares estan contraidos tienen color
rojizo opaco (RGB 126,70,79) (HEX #7E464F), margenes externos ondulados,
los |6bulos superiores oblongos estan estirados con color guinda a morado
(RGB es 120,62,77) (HEX# 783E4D), al igual que alrededor del conducto
espermatico. El IGA es 1.0£0.7.
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9. DISCUSIONES

9.1 Descripcion del aparato reproductor de Merluccius productus

Las especies de la familia Merlucciidae presentan gran similitud anatomica
(Lloris et al., 2005), por lo tanto, las caracteristicas morfoldégicas del aparato
reproductor fueron similares comparando a nivel género con excepcion de las
particularidades morfocromaticas. En el caso de las hembras los resultados de
trabajos de desarrollo gonadal de otras especies como la merluza europea M.
merluccius de Gongalves et al. (2004), la merluza peruana Merluccius gayi peruanus
en Perea et al. (2005) y la merluza argentina M. hubbsi del estudio de Macchi y Diaz
(2013) presentan evidencia fotogréafica de los ovarios como dos l6bulos en forma de
saco que estan fusionados solo alrededor del oviducto y se encuentran dentro de la
cavidad visceral, resultados que son similares a las descripciones de este trabajo

en hembras.

Para el caso de los machos, solo hay dos trabajos donde se muestra
evidencia visual de los testiculos. En Perea et al. (2005) con la escala de madurez
testicular de la merluza peruana, Merluccius gayi peruanus que presenta dos lobulos
alargados y planos con margenes lobulares externos con ondulaciones y pliegues
gue se vuelven turgentes conforme llega a la eyaculacion, resultado semejante a
los de este objetivo particular. Sin embargo, hay diferencia en que M. productus
tiene mayor formacion y definicion de los pliegues en los margenes lobulares,
ademas de presentar mayor nivel de turgencia durante las fases de desarrollo y
particularmente en el trabajo mencionado no se presenta evidencia de un
enroscamiento de los pliegues o la formacion de dos extremidades superiores

alargadas e hinchadas en la parte superior lobular.

Por ende, es necesario evaluar si en las demas especies de merluza se
presenta esta caracteristica morfoldgica testicular, para evidenciar si estos criterios
forman parte de rasgos de la trayectoria evolutiva y de especializacion de M.

productus de acuerdo a sus preferencias en distribucién y hébitat. También para
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verificar si estas peculiaridades pueden estar asociadas al tamafo corporal de la
especie y el porcentaje de expulsion de sus gametos (Saborido, 2004). En el caso
de M. productus por su amplia longitud total se podria reflejar en la capacidad que
tienen los testiculos de crecer en la cavidad visceral y crear mayor cantidad de
espermatozoides para mejorar su preservacion como especie obteniendo nuevos
modos o caracteristicas gonado-morfolégicas evolutivas de reproduccion de
acuerdo a cada especie de merluza, suceso que anteriormente se habia
hipotetizado por Denton-Castillo (2018) sin embargo, es necesario realizar estudios
mas especificos que puedan precisar esto.

Finalmente, la descripcion del aparato reproductor de hembras y machos de
Denton-Castillo (2018) el cual es generalizado en cuanto a la descripcidon
macroscopica de los ovarios, es un buen antecedente para los resultados de este

objetivo especifico.

9.2 Desarrollo de los ovocitos de Merluccius productus

En este estudio se encontraron 10 estadios de desarrollo de los ovocitos en
la merluza del Pacifico del centro y alto Golfo de California (Fig. 11), que en general
son semejantes a lo reportado por Denton-Castillo (2018). De su descripcion de
siete estadios de desarrollo de los ovocitos, a comparacion de este estudio se
encontraron pequefias distinciones en el diametro de los ovocitos y en el nivel de
especificacion del desarrollo del estadio de alveolo cortical, ya que en este estudio
se definieron dos grados de desarrollo. Al respecto, Wallace y Sellman (1981)
mencionan una posible existencia de dos poblaciones diferentes de alvéolos
corticales en ciertos teledsteos, en el que algunos contienen un "cuerpo esférico"
distinto, mas electrodenso, evidenciando que puede haber grados de desarrollo del
mismo estadio de ovocito. Al igual que en los estadios de vitelogénesis donde
Brown-Peterson et al. (2011) diferenciaron tres grados de desarrollo del ovocito

presentandose conforme mayor sea la cantidad de vitelo.
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Los resultados de las medidas del diametro de los ovocitos se reportaron con
base en la recomendacion del estudio de Vélez-Arellano et al. (2022), utilizando el
perimetro medido de los ovocitos, por ende, al cotejar con los diametros evaluados
de M. productus de Foucher y Beamish (1980) se encontraron algunas diferencias.
Los resultados del presente estudio estuvieron dentro del rango reportado para los
primeros estadios es decir ovocitos previtelogenicos en 150-300 um, ovocitos en
vitelogénesis en 300-500 um y madurez en 500-600 um a excepcion del ovocito
hidratado del cual, la estimacion de este estudio fue menor (698.4 um) a las
reportadas por Foucher y Beamish (1980) (1000 um). De acuerdo a Vélez-Arellano
et al. (2022), al utilizar el método del perimetro para estimar el diAmetro, solo los
ovocitos que pierden la forma esférica por la deshidratacion (fusién vitelo,
hidratados) difieren de los valores reportados en otros estudios, como es el caso de
los resultados de Foucher y Beamish (1980).

Cabe mencionar que, los valores del diametro del ovocito hidratado de este
estudio no estan alejados del trabajo de Carbonara et al. (2019) en la merluza
europea (M. merluccius) donde, solo difieren con valores de 900-1050 um para el
estadio fusion vitelo y 1050-1150 um para ovocitos hidratados. De la misma manera,
en el estudio de Candelma et al. (2021) en M. merluccius, presentan valores que
mantuvieron coincidencia a este estudio (ovocitos primarios y alveolo cortical <250
pum, vitelogénicos grado 1 y 2 en 250-550 pum) a excepcién de la categoria
vitelogénicos grado 3, nacleo migratorio e hidratados con las medidas maximas de
550-1150 um. Sin embargo, en el estudio de Goncalves, et al. (2004) reportan un
intervalo mayor de medidas de los ovocitos hidratados de 317 a 828 um para M.
merluccius de manera, que los resultados del mencionado estudio son mas
cercanos a los del presente trabajo, asi como los didmetros de los ovocitos primarios
23 a 87 um, alveolo cortical 45-111 um, vitelogénesis 105-309 um, ndcleo migratorio
542-684 um). Sin embargo, al tratarse de diferentes especies y diferentes métodos

de medicién, las similitudes pueden tratarse de coincidencias.
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9.3 Fases histoldgicas de desarrollo ovarico

Se lograron identificar seis fases generales y seis subfases de desarrollo
ovarico en M. productus: 1-Inmaduro, 2-Desarrollo con tres subfases (desarrollo
inicial, intermedio y avanzado), 3-Madurez, 4-Desove parcial con tres subfases
(desove parcial, postdesove parcial y desove final), 5-Recuperaciéon y 6-Reposo.
Las seis fases generalizadas presentan arquitectura ovarica y presencia de estadios
de ovocitos histolégicamente similares a los trabajos anteriores de la misma especie
(Foucher y Beamish, 1977; Denton-Castillo, 2018). En cuanto a las comparaciones
con el género Merluccius, las seis fases también coinciden a nivel microestructural
con los trabajos de la merluza peruana (M. gayi peruanus) de Perea et al. (2015), la
merluza argentina M. hubbsi (Rodrigues et al. 2018) y la merluza europea (M.
Merluccius) de Carbonara et al. (2019) y de Candelma et al. (2021) a excepcion de
la merluza M. australis (Alvarado et al., 2015) donde no especifican la fase de

recuperaciéon ni reposo.

En particular, las referencias histolégicas de M. productus (Foucher y
Beamish, 1977; Denton-Castillo, 2018) y en la mayoria del género Merluccius
(Alvarado et al. 2015; Rodrigues et al. 2018 y Carbonara et al. 2019) en la fase de
desarrollo proponen dos subfases. Los resultados de este estudio permitieron
identificar procesos ovaricos precisos que determinaron una tercera subfase en el
desarrollo, con base en los marcadores histoldgicos generalizados del ciclo ovarico
en peces teledsteos como algunos autores sugieren (Brown-Peterson et al., 2011).
Se evidencié que de 115 ovarios en fase general de desarrollo un 26.1% present6
desarrollo intermedio distinguiéndose por la apariciéon inicial y mayor presencia de
ovocitos en vitelogénesis grado 1y 2 pocos en grado 3 y evidentes, pero en menor
cantidad ovocitos en alveolo cortical grado 1y 2 acompafiados de estadios primarios
compuesto estructural que se difiere de las subfases desarrollo inicial (sin ovocitos

en vitelogénesis) y desarrollo avanzado (mas ovocitos en vitelogénesis grado 3).
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Merluccius productus en este estudio confirma desarrollo ovarico asincronico
(Foucher y Beamish, 1977; 1980; Denton-Castillo, 2018) ya que no todos los
ovocitos se liberaran al mismo tiempo dado que el grado de madurez de las células
gametogénicas es asincronico, por lo que solo la porcién de ovocitos hidratados
seran los expulsados para su fecundacion. Particularmente en la merluza argentina
M. hubbsi en el analisis histoldgico realizado sobre una poblacién adulta (Rodrigues
et al. 2018) se encontraron coincidencias con el patréon de desove de estos
resultados. Los autores identifican la puesta o desove como organismos a punto
del desove, el desove parcial (organismos que ya desovaron y volveran expulsar
ovocitos por la presencia de foliculos postovulatorios y vitelogénicos) y la post-
puesta donde finaliza el proceso de desove con ovocitos vitelogénicos en procesos
iniciales de reabsorcién. Esos resultados fueron analogos con los hallazgos
respectivos del presente estudio donde se tipifico tres subfases que conforman el

proceso de desove (desove parcial, post-desove parcial y desove final).

Del andlisis histoldgico, de 400 ovarios un 24.5% presentaron procesos de
expulsion de ovocitos (fase desove parcial general). Esta fase del ciclo ovarico fue
la de mayor porcentaje de aparicion, por lo que se sugiere que en el centro y alto
Golfo de California en febrero el estatus reproductivo de la poblacion de merluza
presentd agregacion por procesos reproductivos. Y de un total de 98 ovarios en
desove, 37.8 % se identificaron en subfase de desove parcial con los marcadores
histolégicos de foliculos post-ovulatorios definidos, ovocitos vitelogénicos grado 3y
2, nucleo migratorio, fusion de vitelo e hidratados sefial que indica que
anteriormente desovo y volvera a hacerlo en las proximas horas (Fulton, 1898 en
Saborido, 2004; Foucher y Beamish, 1977). En merluzas se confirma esta subfase
solo como fase general llamada “desove parcial” (Goncalves et al. ,2004; Denton-
Castillo; 2018; Rodrigues et al., 2018).

No obstante y como precedente en otras especies se ha propuesto la subfase
post-desove parcial (Maldonado-Amparo et al., 2017) que es histologicamente

distinguible por la evidencia de foliculos post ovulatorios no tan diferenciables y aliin
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con presencia de vitelogénesis sin signos de atresia folicular que indican que aun
hay energia en el ovario para seguir madurando por posibles factores externos
como luz, temperatura, alimentacion entre otros que activan mecanismos del eje
endocrinoldgico para la estimulacion hormonal (Foucher y Beamish 1977;
Nagahama, 1983; Rodriguez-Gutiérrez, 1992).

La subfase de desove final descrita en los ovarios analizados se decidid
delimitar de otros estudios, por su distincion histologica y presentar caracteristicas
macroscopicas que también originan otro tipo morfocromatico de ovarios en desove.
En esta subfase ya no hay procesos de desarrollo o maduracion so6lo estan
presentes foliculos post-ovulatorios recientes acompafiados de ovocitos en alveolo
cortical, primarios y ovocitos que inician procesos de reabsorcion. Esta subfase
difiere con la reabsorcion por la visualizacion nitida de foliculos post-ovulatorios,
siendo los ultimos de ese ciclo de desove en la merluza lo cual es similar a la fase

postdesove en el trabajo de Gongalves et al. (2004).

Finalmente, entre las distinciones de estos resultados, la fase asignada como
recuperacion, presenta su arquitectura ovarica, tipos celulares y presencia de
atresia folicular en todos los estados en otros estudios (Foucher y Beamish, 1977;
Perea et al., 2015; Denton-Castillo, 2018; Rodrigues et al., 2018 y Carbonara et al.,
2019), también es nombrada reabsorcion la cual es analoga e histologicamente
similar a la de este estudio. Es importante mencionar que en M. productus se
visualizaron estos procesos de atresia folicular en diferentes fases histoldgicas, ya
que es un fendmeno comun en los ovarios de los peces teledsteos (Saidapur, 1978).
Sin embargo, también se encontraron ovarios en los que fallé6 su desarrollo y se
interrumpié su desove debido al proceso de atresia folicular mayor que se
caracterizo por lamelas ovaricas sin foliculos postovulatorios y con mas del 50% de
todos los ovocitos en atresia, pero principalmente en estadios de desarrollo o en
maduracion final siendo reabsorbidos por fagocitosis desde las células de la capa

granulosa (Saidapur, 1978; Valdebenito et al., 2011). Proceso que anteriormente ya
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se habia reportado (Foucher y Beamish, 1980) y en un bajo porcentaje del total de

ovarios analizados en Denton-Castillo (2018).
9.4 Fases histologicas de desarrollo testicular

En los testiculos analizados se distinguieron cinco fases y cuatro subfases
de desarrollo testicular, 1-Inmaduro, 2-Desarrollo con dos subfases (desarrollo
inicial y desarrollo avanzado), 3-Eyaculacion parcial con dos subfases (eyaculacion
intensa y eyaculacion con desarrollo), 4-Recuperacion y 5-Reposo. La diferencia en
las fases testiculares diagnosticadas de la merluza del Pacifico en comparacion con
la misma especie (Denton-Castillo, 2018), las merluzas del cabo (Botha, 1983), la
merluza peruana (Perea et al., 2015), y con la merluza austral (Alvarado et al., 2015)
es que respectivamente en sus diagnosticos diferencian a la fase madurez de la

fase eyaculacion, como tradicionalmente se sugiere.

En este estudio la evidencia histolégica de la arquitectura testicular y la
dinamica celular apoya, que la fase madurez en el caso de M. productus se puede
unificar con la fase de eyaculacion. Esto se justifica con base en algunos estudios,
donde sugieren que ciclicamente después de la subfase desarrollo avanzado, el
testiculo presenta un aumento de espermatozoides en el lumen testicular
(espermiacion) y recomiendan clasificarlo como “eyaculador capaz” fase antes
nombrada madurez. El nombre “madurez” no es tan recomendable usar en las fases
testiculares ya que los términos "maduro” o "maduracion” se utilizan para describir
la madurez sexual o un estadio del ovocito (Brown-Peterson et al., 2011). Conforme
a lo descrito anteriormente en 94 testiculos se registré presencia casi exclusiva de
espermatozoides que llenan el 100% de los vasos seminiferos vy
macroscopicamente en un alto porcentaje hubo expulsion de liquido seminal sin
presionar, caracteristicas de una madurez y eyaculacion de los trabajos en

comparacion (Denton-Castillo, 2018; Perea et al., 2015; Alvarado et al., 2015).

En seguimiento a la propuesta de madurez-eyaculacion, otros investigadores
(Blazer, 2002;Schulz et al., 2005 y Uribe et al., 2014), diagnostican la madurez de
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acuerdo a un desarrollo progresivo del epitelio germinal y de los procesos de
espermatogénesis y espermiacion en el testiculo indicado madurez temprana y
media como parte del desarrollo y del proceso de espermiogénesis. Mientras que la
madurez tardia se describe con base al proceso de espermiacion, justo cuando ya
se produce una expulsion de los espermatozoides, evidenciando una posible
clasificacién de eyaculacién. Por lo tanto, en el margen de los hallazgos, en la fase
eyaculacion se tipifico la subfase eyaculacion intensa, con las caracteristicas antes

mencionadas.

En la fase eyaculacién se observaron tres caracteristicas histolégicas que
categorizaron la subfase eyaculacion con desarrollo: 1) se encontré actividad
espermatogeénica, delimitada a la periferia de la pared testicular con claras cohortes
de espermatogonias, espermatocitos y espermatidas en el epitelio germinal, pero
mayor cantidad de espermatozoides respectivamente, caracteristicas que en el
trabajo de Blazer (2002) define a testiculos espermatogénicos tardios como parte
de procesos de madurez-eyaculacion; 2) fue evidente un epitelio germinal
discontinuo proximalmente y epitelio continuo distalmente, procesos referidos a
espermatogénesis y espermiacién respectivamente (Uribe et al.,, 2014); 3) la
evidencia que delimité a la subfase de eyaculacion con desarrollo de una fase de
desarrollo sin haber eyaculado, es la ondulacion y estiramiento con forma de zigzag
que presenta la pared de los vasos seminiferos estructura que evidencia una
anterior expulsion de espermatozoides (R. Sanchez-Céardenas, comunicacién
personal, 20 de octubre de 2022). Estas observaciones pueden definir que los
testiculos de merluza presentan una parcialidad en la eyaculacion como mencionan
Alvarado et al. (2015) también sucede en machos y hembras de la merluza austral

(M. australis).

Otro hallazgo del diagndstico histoldgico sugiere la clasificacion de la fase
recuperacioén la cual difiere de algunos estudios (Botha,1983; Alvarado, et al., 2015
y Denton-Castillo, 2018), pero es homoéloga a la posteyaculacion observada en un

13.7%, ya que los testiculos no presentan procesos de atresia como las hembras.
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La literatura presenta la fase “regresion” caracterizada por la reduccion intensa de
la espermatogénesis, restos de espermatozoides y alta presencia de
espermatogonias en proceso de recuperacion (Blazer, 2002; Brown-Peterson, et al.,
2011; Uribe et al., 2014). En M. gayi peruanus (Perea et al., 2015) es nombrada
post-expulsante y también es homdlogo a la recuperaciéon en hembras.
Microscopicamente la fase recuperacion presentd una gran cantidad de “esferas”
en el epitelio germinal, que se comparan con la formacion quistica que producen las
células de Sertoli cuando rodean a las espermatogonias (Schulz et al., 2005),
Mismas células que secretan un liquido citoplasmético y fagocitan a las células
germinales apoptéticas y cuerpos residuales de las espermatidas durante la

espermiogénesis (Schulz et al., 2010).

Por ultimo, cabe mencionar que en el analisis hubo un 2.5% de testiculos
inmaduros lo cual no es un resultado que defina la actividad total que se presento
en merluzas muestreadas en febrero y marzo de 2019. Este bajo porcentaje
corresponde a la dificultad de extraer completos los testiculos de la cavidad
abdominal del pez durante el muestreo, por consecuencia de su fragil textura y las
condiciones imperantes de viento y movimientos que se presentan en la cubierta
del barco. Sin embargo, a pesar de ser pocos testiculos las evidencias histologicas
cumplen con lo definido en otros trabajos del género Merluccius y la especie objetivo
(Alvarado et al., 2015; Perea et al., 2015 y Denton-Castillo 2018).

9.5 Ciclo ovarico

Debido a la duracion de la prospecciéon del recurso, no se definié la cantidad
de tiempo especifico de cada fase ovarica del ciclo reproductivo, sin embargo y de
manera importante, en los ovarios analizados de febrero-marzo de 2019 en aguas
del alto Golfo de California se encontraron las seis fases ovaricas (inmaduro,
desarrollo, madurez, desove parcial, recuperacién y reposo) mismas, que se han
documentado del ciclo reproductivo en diferentes estudios de escalas de

maduracidén y biologia reproductiva de M. productus y del género Merluccius
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(Christiansen, 1971; Foucher y Beamish, 1977; Perea et al. 2015; Denton-Castillo,
2018; Rodrigues et al. 2018; Carbonara et al. 2019 y Candelma et al. 2021).

En M. productus el ciclo ovérico inicia en la fase inmaduro caracterizada por
ser la etapa juvenil o virginal como una referencia generalizada en peces teledsteos,
algunos autores mencionan que durante esa fase del ciclo reproductivo no se
producen procesos de atresia folicular (Brown-Peterson et al., 2011). En este
estudio los diagnosticos evidenciaron que en la fase inmaduro algunos ovarios
analizados tuvieron falla de uno a tres ovocitos en estadio perinucleolar lo que
puede ser normal o pudo ser debido a fijacion tardia de los ovarios. No obstante, las
caracteristicas que comprueban que a pesar de tener fallas solo en algun ovocito
primario, el ovario sigue distinguiendo a la hembra como un organismo juvenil

(virgen) por tres caracteristicas:

1) La pared ovarica es muy delgada, las lamelas ovigeras son cortas, no
estan estiradas y estan organizadas, solo contienen ovocitos en cromatina nucleolar
y perinucleolar y no hay tejido conjuntivo en parches (Christiansen, 1971; Foucher
y Beamish, 1977; Brown-Peterson et al. 2015; Perea et al. 2015; Denton-Castillo,
2018; Rodrigues et al. 2018; Carbonara et al. 2019 y Candelma et al. 2021).

2) Otros autores mencionan que este suceso puede ocurrir en cualquier fase
del ciclo ovérico por distintos procesos y cuando el porcentaje de ovocitos en falla
es tan reducido podria no inducir a una alteracion total del ovario, ademas, adn no
hay un mecanismo especifico que explique las fallas en los ovocitos que acompafian
a los que si podran ser expulsados (Saidapur, 1978, Nagahama, 1983; Valdebenito
et al., 2011).

3) El tipo morfocromético del ovario inmaduro con alguna falla, evidenci6 en
fotografias que solo cambia la coloracion en las partes inferiores lobulares con tonos
guindas, mantiene las partes medias y superior lobular translicidas y conserva las
demds caracteristicas visuales representativas de un ovario inmaduro. Cabe

mencionar que estas fallas detectadas pueden estar asociadas al proceso de
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extraccion de los ovarios durante el muestreo biolégico a bordo del barco, debido a
que las gonadas algunas veces suelen pasar un mayor tiempo de exposicion al

medio antes de guardar y preservar sus tejidos en el fijador (Humason, 1979).

Consecuentemente en el ciclo ovarico la fase desarrollo y sus derivadas
subfases inicial, intermedio y avanzado definidas por el progresivo aumento de la
ovogénesis dan inicio a la adultez del organismo (Wallace y Sellman, 1981; Brown-
Peterson, et al., 2011) clasificacion que difiere de lo mencionado por Zamora-Garcia
et al. (2020) al considerar adulto a merluzas con signos de desove reciente, actual
o inminente (etapas 3-5).

Cabe mencionar, que en este estudio la fase de desarrollo fue la de mayor
aparicion en el diagnostico histologico (28.8%) del total de ovarios, suceso que
evidencio la presencia de hembras en procesos reproductivos en ruta temporal
hacia la inminente expulsion de ovocitos. Sin embargo, se evidenciaron procesos
de atresia folicular mayor, que producen un fallo reproductivo (ovarios sin desovar)
y algunos autores (Saborido, 2004) mencionan, este proceso esta asociado a una
baja calidad y cantidad de las reservas alimenticias o factores como temperatura,
hacinamiento y contaminantes en el medio (Valdebenito et al., 2011). Esto ocurrié
en ocho ovarios en los que el desove fue interrumpido y pasaron directamente a la
fase de recuperacién suceso antes mencionado en Denton-Castillo, (2018) en
relacion a la fase de desarrollo con un porcentaje minimo, como es el caso del

presente estudio (2.0% del total de ovarios analizados).

Continuando con el ciclo ovéarico, en cuanto a la fase de madurez se
determin6 un 15% de frecuencia y en tres ovarios también se alter6 el curso hacia
el desove, por lo cual las células pasaron a ser reabsorbidas y se catalogaron como
ovarios en recuperacion por la evidente atresia folicular mayor, proceso
anteriormente reportado en la misma fase por Denton-Castillo (2018) y con un bajo

porcentaje del total de ovarios analizados.
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En el presente estudio, en febrero se encontré un 24.5% de merluzas en fase
de desove parcial en el centro y alto Golfo de California resultados que son similares
al estudio de M. productus en las mismas zonas donde reportaron un 23% de
desove parcial (Denton-Castillo, 2018) a partir del cual sugieren que es durante
diciembre a febrero donde ocurre la mayor actividad reproductiva en agregacion y
sobre el cual la flota pesquera trabaja. Acontecimiento similar a lo reportado por
Salinas-Mayoral (2018), de manera similar reporta que los maximos picos
reproductivos para el stock de merluza del Pacifico en la Costa Occidental de Baja
California Sur pueden encontrarse durante el periodo de transicion invierno-
primavera. En cambio, la merluza europea (M. merluccius) presenté desoves
durante todo el afio, pero la mayor actividad de desove se presenta en invierno,
finales de verano y principios de otofio en varias zonas del Mar Mediterraneo de
2007 a 2015 (Carbonara et al., 2019). En el trabajo de Candelma et al. (2021)
identificaron con analisis mensuales de 2013 a 2015 que M. merluccius también
presentd desoves durante todo el afio, mientras que en los andlisis del indice
gonadosomatico detectaron los mayores picos reproductivos en abril y a junio de

2014 y 2015 respectivamente.

La serie de transformaciones en el ovario después de un desove contintan
con la fase de reabsorcién, que a diferencia de un proceso de atresia folicular mayor
se puede observar en los restos de lamelas ovigeras a foliculos post-ovulatorios,
algunos no tan distinguibles acompanados de ovocitos en diferentes estados de
atresia folicular (alfa, beta, gamma y delta) (Saidapur 1978; Brown-Peterson, 2011,
Valdebenito et al., 2011). Se ha mencionado que los foliculos post-ovulatorios son
estructuras de caracter temporario que pueden actuar como reguladoras del ciclo
ovarico, vinculadas a mecanismos de control endocrinolégico que al reabsorberse
por picnosis envian una sefial que permite se detenga el desove, se recupere el
ovario y pase a una condicion latente de fase de reposo (Hoar, 1965 en Fouchery
Beamish, 1977; Christiansen, 1971).
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Para finalizar un ciclo reproductivo se presenta la fase de reposo detectada
en el diagnostico y caracterizada por la invalidacion de un desove sucesivo en el
corto plazo, hasta que se den las condiciones especificas que detonen en
nuevamente la ovogénesis y vuelva a iniciar el ciclo en la fase de desarrollo inicial
(Brown-Peterson et al., 2011). Notoriamente, hubo ovarios que se distinguieron por
ser organismos en desarrollo inicial que procedian de la fase de reposo (adultos
experimentados), ya que sus caracteristicas histologicas (paredes del ovario anchas
con lamelas ovaricas acunando procesos de ovogénesis iniciales) y sus
caracteristicas morfocromaticas diferian de un adulto que inicia su madurez sexual.
Un resultado homdlogo fue presentado en la merluza europea (Gongalves et al.,
2004; Carbonara et al.,, 2019), donde la fase de desarrollo la seccionan con
organismos virgenes y en desarrollo de merluzas adultas recuperadas del ciclo
anterior, estatus presentado en la escala generalizada para organismos con desove
parcial de Holden y Raitt (1975).

9.6 Ciclo testicular

En el diagnostico histolégico de machos se identificaron las fases que
representa un ciclo reproductivo (inmaduro, desarrollo, eyaculacion, recuperacion y
reposo) como se menciona por algunos autores para peces teledsteos en general
(Brown-Peterson, et al., 2011), en Merluccius australis (Alvarado et al., 2015) y M.
productus (Denton-Castillo, 2018). Ademas, se encontré0 una mayor similitud del
desarrollo testicular de M. gayi peruanus (Perea et al., 2015) al asignar a su escala
la fase post-expulsante homologa a la fase recuperacion del presente estudio.

De acuerdo al ciclo testicular en merluzas macho al igual que en hembras, el
inicio de la temporada reproductiva y madurez comienza con la subfase de
desarrollo inicial (Rodriguez-Gutiérrez, 1992; Schulz et al. 2010) y continua con la
fase de eyaculacion, la cual se presentd en mayor porcentaje, suceso que refleja lo
descrito por Brown-Peterson, et al. (2011) en cuanto a que los peces mantienen una
espermatogénesis activa y una capacidad de eyaculacion por mayor tiempo durante

su temporada reproductiva. Esto sugiere la posibilidad que los machos eyaculan
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varias veces en una temporada reproductiva, como se presentd en este analisis,
razon por la que se determino la subfase de eyaculacion con desarrollo, similar a la
parcialidad en la expulsion de los gametos de hembras y machos de la merluza
austral (Alvarado, et al., 2015) y de las descripciones del ciclo testicular de M.
productus (Denton, 2018). Ademas, en otra especie como la sardina macho del
género Opisthonema que presenta habitos distintos y morfologia diferente de la
merluza se ha reportado la fase eyaculacion con desarrollo (Cervantes-Rendon,
(2022), evidenciando la alta produccion de espermatozoides y parcialidad durante
la eyaculacién.

Los porcentajes de las fases mas representativas del ciclo reproductivo
fueron la fase eyaculacion (42.9%) en machos, y la fase desarrollo (28.8%) y la fase
desove parcial (24.5%) en hembras. Por lo que podria representar que el mes de
febrero de 2019 en aguas del centro y alto Golfo de California se presentd una
agregacion de merluzas con un alto porcentaje en procesos reproductivos, como
anteriormente sugiere el estudio de Denton-Castillo (2018), quien encontré la mayor
actividad reproductiva de M. productus en agregacion durante diciembre a febrero
en el centro y alto Golfo de California y sobre la cual trabaja la flota pesquera.
Resultado que también coincide con Salinas-Mayoral, (2018) con una proporcién de
individuos maduros que fue mayor en noviembre y diciembre en aguas del sur del
Golfo de California.

El diagnostico evidenci6 un 13.7% de merluzas macho en fase de
recuperacion y un 13.4% en fase reposo, ambas suelen categorizarse como
procesos de postpuesta (post-eyaculacion) en las escalas morfocromaticas de
desarrollo gonadal (Holden y Raitt,1975). Cabe mencionar que, en estudios
referentes al ciclo testicular en peces algunos autores como Brown-Peterson et al.
(2011) han validado histologicamente la fase reabsorcion también nombrada
recuperacién, regeneracion o inactivo. En la investigacion de Pera et al. (2015) en
la merluza M. gayi peruanus se observo la fase post-expulsante en machos con su
validacion histologica y morfocromatica clasificada como homologa a la fase

recuperacion en hembras.
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Notoriamente durante el andlisis se evidencié que al menos una parte de la
poblacion de merluzas ya liberé sus gametos y podria definirse que cumplieron con
un ciclo reproductivo. Esto por la similitud en el porcentaje de machos en
recuperacion (13.7%) y reposo (13.4%) con respecto a las hembras en fase de
recuperacion (13.5%) y reposo (9.5%) resultados que sugieren hay una
sincronizacion en los eventos de desove. Lo cual es una ventaja para el éxito
reproductivo de la poblacion. Ademas, la ocurrencia del proceso reproductivo en las
zonas de pesca permite hacer el estatus gonadal poblacional y comprender las
estrategias y procesos reproductivos de esta especie. En el mismo sentido integrar
esta informacion a las actividades pesqueras de forma rapida a partir de escalas
morfocromaticas, permitiria eficientizar el manejo de los recursos (Lowerre-Barbieri
et al., 2011; Erisman et al., 2012).

Este trabajo presenta un avance y contribucion de los estudios reproductivos
de merluzas macho, ya que habitualmente en peces y en particular merluzas, se
centran mayormente en las hembras, sus fases de maduracién ovérica y el
desarrollo de los ovocitos (Christiansen, 1971; Foucher y Beamish, 1977; Gongalves
et al., 2004, P4jaro, et al., 2004; Macchi y Diaz, 2013; Rodrigues, et al., 2018;
Carbonara et al., 2019 y Candelma et al., 2021).

9.7 indice gonadoalométrico, con respecto a las fases ovaricas y testiculares

Considerando al indice gonadoalométrico (IGA) (Cervantes-Rendon, 2022)
como un método cuantitativo que indica el incremento longitudinal de las gbénadas
respecto su grado de desarrollo, tomando en cuenta la longitud patrén del
organismo, se propone utilizarlo en la escala morfocromatica de M. productus. Las
pruebas con el IGA apoyan la precision en la distincion de las fases ovaricas y
testiculares y ademas, puede compararse con el indice Gonadosomatico (IGS), que
se basa en el peso gonadal respecto al peso total del organismo para explicar el
desarrollo gonadico. En el trabajo de Rossenblum et al. (1987) mencionan un
paralelismo en el aumento de los niveles plasmaticos de testosterona y 17

estradiol con el IGS durante el ciclo reproductivo anual de machos y hembras de
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bagre pardo. En trabajos del género Merluccius el IGS lo han utilizado para validar
e indicar cambios estacionales en el desarrollo de las gbnadas y los patrones de
actividad reproductiva, en la merluza argentina (M. hubbsi) cuyos valores altos en
el IGS, indican procesos de madurez y valores bajos evidencian un fin del periodo
reproductivo (Pajaro et al., 2005). La misma tendencia del IGS se presenta en M.
productus en estudios del Golfo de California (Denton-Castillo, 2018; Salinas-
Mayoral, 2018) y en M. merluccius en las investigaciones de Carbonara et al. (2019)
y Candelma et al. (2021).

Respecto las pruebas del IGA con las variables de longitud y ancho lobular
en merluzas hembras y machos, los valores promedios en comparacion con el IGA
del complejo Opisthonema spp de Cervantes-Rendoén (2022), presentan promedios
de menor valor (1.1 + 0.16 a 1.4 £ 0.40) en comparacion con los valores minimos y
maximos de IGA en las pruebas de este estudio (0.8+0.9 a 25.1+4.8.). Lo que puede
estar relacionado con el tamafio del cuerpo, por la distintiva diferencia de longitud
total entre la sardina crinuda con tallas méaximas presentadas de 22.5 cm
(Cervantes-Rendon, 2022) y la merluza del Pacifico en la cual han reportado tallas
de hasta 105 cm (Alvarez-Trasvifia et al., 2022), ademas de diferencias en la forma
del cuerpo y cavidad visceral, lo cual en parte define el tamafio para el desarrollo de
sus gonadas. Pese a las diferencias interespecificas, se mantiene la tendencia en
el IGA de presentar mayores valores en la fase madurez y decremento en fases
inmaduro y recuperaciéon-reposo (post-desove).

En este estudio, en las pruebas realizadas el IGA a partir de las medidas de
longitud y ancho lobular en ovarios frescos (recién diseccionados) y fijados (fijados
histologicamente), se encontraron mejores resultados en la distincion morfo-
gonadica de las fases ovaricas y testiculares al usar las mediciones de los ovarios
y testiculos fijados. Esto con base en la representacion de la tendencia en el
aumento de valores del IGA en fase madurez/eyaculacion y valores minimos del
IGA en las fases inmaduro, postdesove/posteyaculacion. Cervantes-Rendon (2022),

encontrd una distincibn morfo-gonadal de las fases a partir del IGA estadisticamente
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significativa utilizando ambas longitudes gonadales, pero con mejor distincién a

partir de la longitud mayor (Fig.25 y 26).

Para el caso de los machos en este estudio, la mejor distincién estadistica
en el IGA fue utilizando el ancho lobular derecho donde en todas las comparaciones
del IGA con las fases hubo diferencias significativas a excepcion de las fases
desarrollo y eyaculacién (Fig. 27 y 28). Cervantes-Renddén (2022), menciona que el
calculo del IGA con el ancho lobular también distingue las fases gonéadicas, sin
embargo, puede aumentar el error si la mediciébn no se toma siempre en la misma
seccion de la gbnada. Particularmente en M. productus la longitud testicular es una
medida que presenta mayor variacion ya que ambos l6bulos en la parte inferior
tienden a enroscarse (Fig.10 B) a medida que maduran. Por lo cual, se recomienda
utilizar el ancho lobular esto con base al analisis estadistico y visual, ademas para
asegurar el tomar la medida de la misma seccién lobular, considerando lo dicho por
Cervantes-Rendon, (2022). Ademas, se comprobé estadisticamente que al usar el
IGA comparando entre l6bulos (izquierdo versus derecho) en hembras y en machos
no presentaron diferencias significativas demostrando un crecimiento de ancho de
la parte media simétrico entre l6bulos, asi que la medicién puede ser tomada de

cualquier Iébulo.

Otro resultado destacado, es que el IGA utilizando la longitud lobular mayor
y menor, asi como el ancho izquierdo y derecho en hembras no presentaron
diferencias estadisticas significativas en las fases de inmaduro y de postdesove. En
dichas fases, también se observé una similitud morfocromatica de esas fases en
diversos estudios del género Merluccius (Perea et al., 2015; Candelma et al., 2021)
y en los valores de IGS (P4jaro et al., 2005; Carbonara et al., 2019; Candelma et
al., 2021). Sin embargo, en este estudio si hay diferencias morfocromaticas en
hembras en la fase inmaduro, recuperacion y reposo presentadas en las figuras 31,

35y 36 respectivamente.
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Sorpresivamente en los resultados del uso de IGA con medidas de gbénadas
fijadas se presenta una mejor distincion morfo-gonadal y mayor contribucion
estadistica en la distincion entre cada fase de desarrollo gonadal con base al ciclo
ovarico y testicular con respecto a las gobnadas en fresco. Podria considerarse, que
las muestras fijadas son mas faciles de medir y en este estudio al tener mayor
cantidad de datos, hay una mejor precision estadistica en los modelos (Zar,1999).
Esto referido a los resultados presentados del IGA calculado con las medidas de
testiculos en fresco al no presentarse una distincion en el indice corporal (IGS
versus IGA) o de tamafo gonadal en la fase inmaduro con desarrollo, eyaculacién
por ende, diferenciacion de organismos juveniles con adultos como en otros
estudios de distintos peces macho (Perea et al., 2015; Maldonado-Amparo, et al.,
2017; Cervantes-Rendon, 2022).

Los resultados en el IGA en machos, podrian estar sesgados por tener una
muestra pequefia (n=5) de las medidas de testiculos en fase inmaduro en fresco
(recién extraidos) (figuras 28 y 29). Esto se debe a la falta de organismos inmaduros
en las muestras, por la fragilidad y ruptura de los testiculos al ser extraidos de la
cavidad del pez, generando la falta de evidencia fotografica de la génada en fresco
para su medicion. Por lo tanto, se sugiere analizar el IGA de las génadas en fresco
con una mayor cantidad de datos, y en caso de rupturas durante los muestreos a
bordo de la embarcacion aun asi tomar fotografias de los testiculos y las medidas
de ancho y largo posibles.

Finalmente, es importante mencionar que en los casos donde en el IGA
presenta distinciébn de organismos inmaduros altamente notable con respecto al
resto de las fases (desarrollo principalmente), nos permite aproximarnos a realizar
una estimacion de la talla de madurez sexual. La cual es un parametro importante
para el analisis poblacional pesquero que nos permite determinar la ojiva de
maduracién sexual y asi poder distinguir al stock de peces adultos de los juveniles

(Saborido, 2004), para hacer analisis del estatus reproductivo de la poblacion y
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elaborar propuestas de manejo pesquero que ayuden a la preservacion de la

poblacion de merluza del Pacifico.

9.8 Fases morfocromaticas de desarrollo ovarico

Se sugiere una escala morfocromatica del ciclo ovarico de hembras con base
en el diagndstico histoldégico y evidencia visual, disefiada con cinco fases
especificas (inmaduro, desarrollo, madurez, desove parcial y postdesove) que
describen los procesos precisos que permiten realizar un diagndstico histoldgico in
situ para la evaluacién del recurso en los muestreos biolégicos a bordo de las
embarcaciones de prospeccion. Esto siguiendo la recomendacion de practicidad de
Lowerre-Barbieri et al. (2011) y Brown-Peterson et al. (2011) en cuanto a evitar tener
mas de seis fases para facilitar la identificacion. Por ende, las fases de recuperacion
y de reposo definidas a nivel histolégico son representadas como la fase
postdesove, dado que, presentan caracteristicas morfocromaticas similares.
Ademas, en las campafas de prospeccion del recurso, durante los muestreos
bioldgicos a bordo de la embarcacion el tiempo de extraccion de la gonada es muy
corto, por ende, habitualmente y por practicidad utilizan escalas morfocromaticas de

cinco fases para su clasificacién gonadal.

Para las cinco fases ovaricas de la escala morfocromatica se muestra su
evidencia fotografica, con sus principales caracteristicas que dan inicio solamente
a la fase general para que asi pueda discriminarse con las demas fases que
histologicamente se detectaron, esto con el objetivo de mejorar la practicidad
(Lowerre-Barbieri et al.,, 2011; Brown-Peterson et al., 2011), esto dado que los
ovarios en fase de desarrollo, madurez y desove parcial presentan una amplia
variedad de tipos morfocromaticos, los cuales podrian estar asociados a la
distribucion de las poblaciones que presenta M. productus (Silva-Segundo et al.,
2011; Garcia-De Leodn et al., 2018). Ademas, las evidencias visuales del presente

estudio tienen similitud con la escala de la merluza europea (Gongalves et al., 2004)
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y solamente difiere de las caracteristicas macro y microscopicas del ovario en fase

inmaduro de la escala de M. gayi peruanus (Perea et al., 2015).

En respuesta a la problematica que detecto el estudio de Denton-Castillo
(2018), correspondiente a la asignacion incorrecta de las fases morfocrométicas de
desarrollo ovérico de la merluza del Pacifico durante los muestreos biolégicos de un
estudio de prospecciéon donde utilizaron la escala de Nikolsky (1963), en este trabajo
se sugieren los criterios morfocromaticos con base en el analisis histologico que
permiten distinguir el traslape entre todas las fases con énfasis en la fase reposo,
desarrollo y madurez donde se presentd el mayor porcentaje de error de asignacion
en el estudio mencionado. En el caso de las hembras, en distintas escalas de
desarrollo gonadico se puede encontrar que las fases inmaduro y reposo son
similares por presentar un tamafo pequefio de menos de 1/4 de la cavidad
abdominal y sin visibilidad de los ovocitos (Foucher y Beamish, 1977; Brown-
Peterson et al. 2011; Carbonara et al. 2019 y Candelma et al., 2021), caracteristicas
gue también se conservan en este estudio. Sin embargo, hay tres peculiaridades

que delimita el traslape entre fase inmaduro y reposo:

1) La fase reposo tiene una pared ovarica mas gruesa que un ovario
inmaduro, por procesos de compactacion, lo que significa que ya tuvo por lo menos
un desove (Perea et al. 2015; Carbonara et al. 2019) y al tacto es un ovario
moderadamente firme y grueso (Foucher y Beamish 1977). En cambio en inmaduros
la pared ovarica es delgada, por ende, es fina (Perea et al., 2015; Salinas-Mayoral,
2018).

2) La nueva caracteristica sin anterior mencion o evidencia visual, es que los
ovarios que ya terminaron el proceso de desove y estan en fase de reabsorcion y
reposo presentan haces de tejidos blanquecinos externos sobre las venas
principales de forma envolvente. Esta caracteristica esta asociada a la suspension
del ovario por los tejidos conectivos del mesovario o también nombrado mesenterio
(Kobelkowsky, 2012).
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3) La coloracién de la fase reposo es guinda con tendencia a presentar
sanguinolencia en parches y fina vascularizacion. Mientras que el ovario inmaduro
no tiene sanguinolencia y presenta mayormente partes translicidas y coloraciones
rosa tenue a pocas partes rojizas y nula o fina vascularizacion. Esta ultima
coloracion rojiza solo puede ser minima ya que principalmente va acompafiada de
partes translucidas o semitransparentes como mencionan algunos autores en M.
productus y para el género Merluccius (Foucher y Beamish 1977; Gongalves et al.,
2004; Perea et al., 2015, Carbonara et al., 2019 y Candelma et al., 2021). Ademas
de tener una pared ovérica lisa y sin haces de tejido blanquecino externo.

Los resultados de la morfocromatia en ovarios en la fase desarrollo presentan
una amplia variedad de tamarfios, formas y espectro cromatico. Lo que da respuesta
al error de asignacién de la fase desarrollo con el traslape de fase inmaduro
detectado por Denton-Castillo (2018). Por ejemplo, el ovario en subfase de
desarrollo inicial presenta coloracion amarillo tenue, que podria confundirse con un
naranja a semitransparente como lo especifican para ovarios inmaduros de merluza
europea (Candelma et al., 2021). Sin embargo, la gama cromatica amarilla en el
ovario podria ser reflejo de la presencia de la proteina vitelogenina que es
sintetizada por el higado en respuesta al 17 3 estradiol, localizada inicialmente en
las vacuolas lipidicas de los alveolos corticales evidentes en las lamelas ovaricas
(Nagahama, 1983; Foucher y Beamish, 1977; Wallace y Sellman; 1981; Brown-
Peterson et al. 2011).

Continuando con esa sugerencia y de acuerdo a los procesos
endocrinoldgicos, progresivamente el ovario continuard sus etapas avanzadas de
vitelogénesis con mayor produccion de vitelogenina (Nahagama, 1983),
especulando una posible contribucion cromética a la subfase de desarrollo
intermedio con un amarillo mas intenso mientras que en la subfase de desarrollo
avanzado se presentara mayor vascularizacién y grosor, por la asimilacion de la
vitelogenina liberada en la sangre y transportada al ovario mediante las venas. Otra

caracteristica principal que se presento en la fase de desarrollo es la visualizacion
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a través de la pared ovéarica de los ovocitos redondos en diferentes tamafios y color
amarillo claro a opacos. Esta caracteristica se comparte en la fase generalizada de
desarrollo de M. capensis, M. paradox (Botha, 1986) y en M. Merluccius (Gongalves
et al., 2004; Carbonara et al., 2019; Candelma et al., 2021).

En la fase de madurez, la caracteristica similar con las demas especies de
merluza es que los ovocitos a través de la pared ovérica se observan amarillentos,
opacos Y translucidos en tamafio similar (Andreu, 1956; Foucher y Beamish 1977,
Gongalves et al., 2004; Candelma et al., 2021). Los ovocitos translucidos son los
que ya estan en estadio hidratado y listos para ser liberados, por ende, el ovario
obtiene el mayor tamafio y grado de madurez. Los hallazgos histoldgicos de la fase
sugieren un caracteristico porcentaje de ovocitos opacos y transparentes para cada
uno de los 3 morfotipos de madurez. Esta transparencia puede atribuirse a la fusion
completa de los glébulos de vitelo de los ovocitos en algunos teledsteos
(Nahagama, 1983).

Otra singularidad en M. productus es que en la pared ovarica se visualizaron
fiboras de colageno microscopicamente como un rayado longitudinal de fibrillas
internas en forma de finos haces, descripcion que aluce a los compuestos de la
proteina elastina (Geneser, 2000) la cual proporcion6 mas elasticidad que da
resistencia y por ende un grosor de pared ovarica mas ancho en los procesos de
compactacion durante el desove (106.5 a 143.2 um). En M. hubbsi han
documentado que la pared ovarica esta rodeada por un epitelio escamoso

compuesto por fibras de colageno y tejido muscular liso (Macchi y Diaz, 2013).
9.9 Fases morfocromaticas de desarrollo testicular

En merluzas macho hay poca informacion en referencia histolégica y
morfocromatica de las fases testiculares. Por lo tanto, esta contribucion ayuda a
resolver la regular problematica de confusion entre las fases inmaduro y reposo,
identificada en estudios previos (Denton-Castillo, 2018). En las merluzas M.

capensis y M. paradox (Botha, 1986) de mares sudafricanos y M. gayi peruanus
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(Perea et al., 2015) de mares del Pacifico Sur, asi como en M. productus en el Golfo
de California, los testiculos en fase inmaduro son muy pequefios (2.5 cm a 6 cm),
delgados y principalmente translucidos. Esta caracteristica los discrimina de la fase
reposo en la que son un poco mas largos (6 cm a 7 cm), flacidos con tonalidades

rojizas opacas.

En este estudio se sugieren tres grupos de caracteristicas que discriminan la
fase posteyaculacion, en la cual se encuentran las fases histologicas recuperacion
y reposo por ser procesos de post expulsién de gametos o “gastados” (Holden y

Raitt, 1975; Blazer, 2002; Goncalves et al. 2004) y se distinguen de las demas fases.

1) Los testiculos en reposo (posteyaculaciéon) tienen evidencia de un
estiramiento previo de la parte superior de los |6bulos gonadales, pero ya planos,
no turgentes, poco sobresalientes, flacidos y en ocasiones el conducto espermético
moreteado (caso contrario a cuando estan en eyaculacion donde la parte superior
de los l6bulos cerca del conducto espermatico se hincha formando una extension
con forma oblonga en la parte superior de cada l6bulo). Caracteristicas antes no

mencionadas en escalas de desarrollo testicular del género Merluccius.

2) En la fase reposo y recuperacion (posteyaculacion) presentan una
coloracién rojiza opaco como se ha descrito en M. gayi peruanus (Perea, et al.,

2015) con evidencia de nula o poca vascularizacién algunas veces color morado.

3) Solo en el caso de la fase recuperacion, cuando los testiculos presentan
residuos de espermatozoides, pueden tener algunos parches blancos (Perea et al.,
2015) a grisaceos y los pliegues de los margenes lobulares externos pueden ser
pequefios y en procesos de contraccién de color rojo opaco. Evidencias visuales
qgue son muy distintas a un testiculo inmaduro el cual tiene en su morfologia I6bulos
planos y solo estan ondulados como cintas, sin evidencia de las formaciones
oblongas en la parte superior de los I6bulos presentando mayormente coloracion

rosa tenue a translucidez (Botha, 1986).
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En cuanto a la fase de desarrollo se sugiere que cuando se presenta una
coloracién rosa tenue a rojiza no opaca, hay espermatogonias en procesos de
desarrollo y con la presencia de parches blancos del margen lobular interno hasta
ser un 70% blancos a completamente blancos (fase eyaculacién) hay un aumento
gradual de la cantidad de espermatozoides. La coloracién rosa tenue podria estar
asimilada a la irrigacion sanguinea (Geneser, 2000) ya que, en las venas se
conduce la testosterona y cetotestosterona, sintesis que aumenta gradualmente a
medida que avanza la espermatogénesis donde habrd mas grupos de
espermatogonias, espermatocitos y espermatidas (Nagahama, 1983). Mismos que
también daran ese color rojizo y que disminuye en la espermiacién donde hay
mayormente espermatozoides y el testiculo progresivamente se vuelve blanco total
(Schulz et al., 2010).

Por lo tanto, de acuerdo a esos supuestos la subfase de eyaculacion con
desarrollo mezcla ambos procesos y macroscépicamente esta la evidencia de los
margenes lobulares externos rojizos y margenes lobulares internos blancos (Fig. 23,
b). Estos datos son similares a los reportados por Alvarado et al. (2015) ya que
mencionan que la merluza austral (M. australis) tanto machos como hembras,
presentan un desarrollo asincronico en todas las etapas de desarrollo, dando
posibilidad a desoves parciales. En el caso de los machos no se presenté mucha
variacion cromatica, y la evidencia histolégica sugiere alta similitud a M. gayi
peruanus (Perea et al., 2015) de aguas al sur del océano Pacifico, que presenta una
gama cromética desde traslucidez en fase de inmaduro, a rosa tenue con parches
blanquecinos en fases desarrollo inicial a desarrollo avanzado, a totalmente blanco
en eyaculacion a rojizo opaco en fase posteyaculacion (fase recuperacion y fase

reposo).
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10. CONCLUSIONES

e Merluccius productus presenta ovarios y testiculos bilobulados con
diferencia morfologica entre sexos; los machos se distinguen por
presentar pliegues que adquieren mayor tamafio conforme ocurre el

desarrollo testicular.

e Se definieron 10 estadios de desarrollo de los ovocitos en hembras de
M. productus del centro y alto Golfo de California.

e Se describieron seis fases y seis sub-fases histolégicas en ovarios de
M. productus del centro y alto Golfo de California.

e Se describieron cinco fases y cuatro sub-fases histolégicas en
testiculos de M. productus del centro y alto Golfo de California.

e Los porcentajes de las fases mas representativas del ciclo
reproductivo de M. productus fueron la fase desarrollo (28.8%) en
hembras y fase eyaculacion (42.9%) en machos del centro y alto Golfo
de California.

e En febrero de 2019 en el centro y alto Golfo de California se presento
una agregacion de merluzas con alto porcentaje en procesos
reproductivos.

e M. productus presentd un bajo porcentaje de procesos de atresia
folicular mayor que interrumpieron el ciclo ovarico y pasaron directo a
la fase recuperacion sin desovar en las fases desarrollo (2.0%) y
madurez (0.8%) del total de ovarios.

e En el ciclo testicular de M. productus se diagnosticé la fase
eyaculacion con desarrollo, nueva ruta que permite volver a expulsar
espermatozoides.

e El indice gonadoalométrico (IGA) de las gbnadas fijadas utilizando la
longitud lobular mayor en hembras y el ancho lobular derecho en
machos, mostraron los mejores resultados en la distincion de las fases

gonadales.
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El indice gonadoalométrico de la fase inmaduro presentd valores
particulares con importantes diferencias notables respecto al resto de
las fases en todas las pruebas del IGA en hembras. Y en machos solo
con las medidas de gonadas fijadas.

En M. productus del centro y alto Golfo de California se distinguieron
14 fenotipos morfocromaticos en ovarios con base en las subfases
histolégicas.

En machos se distinguieron ocho fenotipos morfocrométicos en
testiculos con base en las subfases histologicas.

Se sugiere una escala morfocromatica de desarrollo gonadal con
cinco y cuatro tipos morfocromaticos especificos y validados
histologicamente, que distinguen cada fase ovarica y testicular
respectivamente acompafadas del codigo de color RGB, codigo

Hexadecimal (HEX) y su indice gonadoalométrico (IGA).
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12. ANEXOS
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Figura 42. Ciclo ovarico de la merluza del Pacifico (Merluccius productus) del centro y alto
Golfo de California con todos sus fenotipos morfocroméaticos
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Figura 43. Ciclo testicular de la merluza del Pacifico (Merluccius productus) del centro y alto

Golfo de California con todos sus fenotipos morfocromaticos.
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