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RESUMEN

Se estudio la biologia reproductiva de Ethmidium maculatum “machete”
proveniente de la region La Libertad de mayo a abril 2018. La muestra estuvo
conformada por 471 ejemplares los cuales se obtuvieron de la pesca artesanal de los
puertos de Pacasmayo, Puerto Morin y Salaverry. Se determiné el indice
gonadosomatico, actividad reproductiva, frecuencia desovante, asi como también la
fecundidad y se elabord una escala de madurez gonadal. Mediante el método de
infiltracion se observd microscopicamente células sexuales en machos y hembras.
Los picos més altos de desove se mostraron en los meses de marzo y abril (otofio)
en ambos sexos. La actividad reproductiva y frecuencia de desove se presentd con
valores mas altos en las épocas de verano y otofio. Para la fecundidad el pardmetro
que se ajustd mejor fue el peso corporal del pez con un r = 0.57. Se observaron a lo
largo de la gonada diferentes tipos de células sexuales, en hembras se determinaron
cinco tipos de celulas: inmaduro, pre-vitelogenados, vitelogenados, maduro e
hidratados mientras que en machos tres tipos espermatogonios, espermatocitos y
espermatozoidez. La escala de madurez gonadal se determin6 macroscopicamente
y validada microscépicamente, se establecio cinco fases para ambos sexos, la fase
de recuperacion (V) para hembras y virginal (0) para machos estuvieron ausentes.
Concluyendo que el "machete™ es un desovador parcial, presentando un mayor
desove en otofio.

Palabras claves: Ethmidium maculatum, “machete”, biologia reproductiva,
fecundidad, indice gonasomatico.



ABSTRACT

The reproductive biology of Ethmidium maculatum "machete” from the La Libertad
region of May 2018 was studied. The sample consisted of 471 specimens obtained
from artisanal fisheries in the ports of Pacasmayo, Puerto Morin and Salaverry. The
gonadosomatic index, reproductive activity, spawning frequency, as well as
fecundity were determined and a gonadal maturity scale was elaborated. Through
the infiltration method, sex cells are seen microscopically in males and females.
The highest spawning peaks are shown in the months of March and April (autumn)
in both sexes. Reproductive activity and frequency of desire are presented with
higher values in the summer and autumn seasons. For fecundity, the parameter that
was best adjusted was the body weight of the fish with r = 0.57. Different types of
sex cells were observed along the gonadota, in females five types of cells were
determined: immature, pre-vitelogenated, vitelogenated, mature and hydrated while
in males three spermatographic types, spermatocytes and sperm. The gonadal
maturity scale was determined macroscopically and microscopically validated, five
phases were established for both sexes, the recovery phase (V) for females and
virgin (0) for males and the absent ones. Concluding that the "machete™ is a partial
spawner, presenting a mayor spawning in autumn.

Keywords: Ethmidium maculatum, "machete”, reproductive biology, fecundity,
gonasomatic index
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INTRODUCCION

La diversidad biolégica marina es la variedad de formas de vida y de adaptaciones
de los organismos al ambiente marino. La biodiversidad marina del Pert incluye los
ecosistemas de afloramiento, las areas marinas someras de la costa peruana y el

ecosistema de manglar del norte del Per( (Tarazona et al., 2003).

Actualmente en el Perl se vienen realizando una serie de investigaciones que
contribuyen substancialmente a conocer el estado actual del recurso ictico (Tello et

al., 1992).

Los recursos pesqueros, aungue renovables, no son infinitos y es necesario
explotarlos de manera apropiada para que su contribucion al bienestar nutricional,
econdmico y social de los paises que los aprovechan, no decaiga (Cotero et al.,

2015).

La Biologia Reproductiva es la ciencia que estudia todos los parametros
reproductivos, ademas, de la validacion de las escalas de madurez gonadal en peces
e invertebrados marinos (IMARPE, 2009). Asi mismo, es fundamental para
comprender la dinamica de una poblacion y, por lo tanto, para el manejo del recurso
pesquero, ya que proporciona datos importantes para establecer la gestion de la

pesqueria (Pola y Padilla, 2012).



Vazzoler (1996) define que las estrategias reproductivas son el conjunto de
caracteristicas que una especie acuatica ha desarrollado para tener éxito en la

reproduccion.

Tresierra et al. (2002) indica que los cambios que se dan durante el desarrollo de las
gonadas son de gran importancia debido a que brindan amplia informacion de la
biologia general de la poblacion de una especie, por eso es necesario establecer el
desarrollo gonadal para cada especie; ya que las caracteristicas reproductivas varian

de una especie a otra (Bazzoli, 2003).

Saborido (2004) considera que es de amplio reconocimiento que los primeros
estadios vitales como huevos, larvas y etapas tempranas de juveniles son criticos
para las fluctuaciones en la abundancia de las poblaciones de peces explotadas. En
los Gltimos afios una nueva vision sobre la importancia de la fecundidad, calidad de

los huevos/larvas, estados de condicion, bioenergética y reclutamiento.

Kaczuba et al. (2006) menciona que conocer las caracteristicas de las etapas
reproductivas, principalmente en lo que respecta al tipo y época de desove, la
fecundidad y los aspectos anatomicos e histologicos del desarrollo gonadal de las
especies de importancia econdmica puede ser una herramienta util para evaluar el

éxito reproductivo bajo tales condiciones.



Por otro lado, el indice Gonadosomatico (IGS), ademas de ser Gtil como una medida
del grado de madurez del ovario, también sirve como indicador de las fluctuaciones
estacionales del ciclo reproductivo. El analisis detallado del IGS a través del tiempo,
complementado con estudios de la evolucion del diametro de los oocitos, permiten

obtener valiosa informacion sobre las épocas de desove de los peces (Gupta, 1975).

Tresierray Culquichicon (1993) menciona que el analisis histoldgico de gonadas de
organismos acuaticos es actualmente técnica util para validar las escalas de madurez
sexual, asi como para estudiar los cambios estructurales de los ovarios y de los
testiculos, ya que en un muestreo biolégico se puede encontrar una mayor
proporcion de machos que hembras, y en base a la estructura interna del tubo
seminifero de los testiculos podemos deducir lo que sucede estructuralmente con el

ovario de la hembra.

Whitehead (1985) indica que Ethmidium maculatum “machete” es uno de los
recursos que sustenta la pesqueria artesanal en la Region La Libertad. Esta especie
pertenece a la familia Clupeidae, y recibe otros nombres comunes como
“machetillo” y “machuelo”. Se distribuye desde Puerto Pizarro en Pert, hasta

Antofagasta en Chile; habita aguas costeras, formando grandes cardimenes.

Al machete se le encuentra a lo largo de todo el litoral y los centros pesqueros de

mayor desembarque estan comprendidos entre Chimbote y Pisco con mayores



volimenes entre enero y octubre. Casi siempre se encuentra préximo a la costa,

sobretodo en bahias (Mejia, 1970).

Por otro lado, Ledn (2011) indica que el machete es un pez peldgico neritico que
habita en la superficie del mar entre 0 y 70 m, proximos a la costa en aguas
templadas y templadas frias. Presenta habitos alimenticios planctonicos filtradores
tanto de zoo como fitoplancton (Copépodos, Diatomeas). Ademas, se alimenta de

pequenios peces y crustaceos.

Cahuana (1995) reporta que en las zonas de Callao e llo la proporcion sexual de E.
maculatum fue de 1:1 y 1:2 a favor de las hembras y la longitud media a la cual el
50% de individuos alcanzan su primera madurez sexual fueron de 19,1 y 20,2 cm,
siendo su primer desove a los 24,8 y 25,0 cm y su longitud media de madurez

gonadal a los 24,1 y 24,9 cm respectivamente en ambas zonas.

En el 2006 y 2007, el analisis del 1GS, sugiere que el machete evidenci6 actividad
reproductiva en otofio, aunque con variaciones en los maximos valores del IGS en
abril 2006 y mayo 2007. En primavera se aprecia un comportamiento similar para

ambos afios (IMARPE, 2008).

Esta investigacién tiene como objetivo general conocer los aspectos de la biologia
reproductiva del “machete” y objetivos especificos como los indices reproductivos:

indice gonadosomatico (IGS), actividad reproductiva (AR) y fraccidén desovante



(FD); fecundidad y elaborar una escala de madurez gonadal validada

histol6gicamente.



MATERIAL Y METODOS

La muestra biologica de E. maculatum “machete” se obtuvo de los desembarques
procedentes de la pesca artesanal de los puertos de Pacasmayo, Puerto Morin y

Salaverry entre los meses de mayo 2017 a abril 2018 la cual estuvo constituida por

471 ejemplares (Figura 1).
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Figura 1.- Ubicacion geografica de la zona de la recoleccion de muestra (@ ).



La muestra fue trasladada al Laboratorio Costero de IMARPE — Huanchaco, donde
se realizé el muestreo biométrico, para lo cual con la ayuda de un ictiometro (Figura
2) de 60cm con un 1 cm de amplitud se coloco en estratos por rango de talla. En el
desarrollo del analisis biolégico se tomo 10 ejemplares por rango de talla, donde se

tomaron datos de peso total, eviscerado y peso de goOnadas en gramos.

Figura 2.- Toma de la longitud total con el ictibmetro.

Las gonadas fueron fotografiadas con una Camara Fotogréafica Panasonic DMC —
FH8 con su respectiva etiqueta de papel canson, en la cual se registré datos como:
nombre de la especie, fecha de muestreo, nimero de serie y lugar del cual proviene;
las cuales fueron utilizadas para calcular indices reproductivos y la elaboracion de
la escala de madurez gonadal. Las muestras se preservaron individualmente en
bolsas pléasticas con formol bufferado al 10% cubriendo completamente la génada

para una buena fijacion.



INDICES REPRODUCTIVOS

Indice Gonadosomatico

El indice gonadosomaético se determind usando la ecuacion descrita por (Vazzoler,

1996).

IGS = (Pg/Pt) * 100
Donde:
Pg = peso de la g(')nada (g)

Pe = peso total (g)

Fraccion Desovante

Para determinar la fraccion desovante (FD) se hizo la lectura de los cortes
histologicos de gdénadas de hembras (ovarios) para identificar la presencia de
estructuras celulares llamadas Foliculos Post-ovulatorios (FPO) y ovocitos
hidratados las cuales evidencian el desove y se determinard mediante la siguiente

formula (Buitrén, 2011).

FD = (HIV/Ha) *100
Donde:
HIV = Ovarios con foliculos post-ovulatorios (FPO) y/u ovocitos hidratados.

Ha = Hembras adultas.



Actividad reproductiva

La actividad reproductiva se determind mediante el nimero de hembras con
ovocitos maduros hidratados y/o foliculos post-ovulatorios (FPO) en relacion al

namero de hembras analizadas mediante la formula (Buitrén, 2011).

AR = ((HII1 + HIV) /Ha) *100
Donde:
HII1 = Ovarios con ovocitos maduros.
HIV = Ovarios con foliculos post-ovulatorios y/u ovocitos hidratados.

Ha = Hembras adultas.

FECUNDIDAD

Para la determinacion de la fecundidad se utilizé doce ovarios hidratados proximos
al desove que se caracterizaron por presentar un mayor tamafio y una coloracion
anaranjada, se emple6 el método gravimétrico, para lo cual con un pafio absorbente
se retird el exceso de formol de la génada y se peso6 en una balanza analitica Kern
0,01 g de sensibilidad. Luego se tom6 0.1 por cada submuestra ovérica de la parte
distal, central y posterior (Figura 31) de ambos ovarios de la génada (Pefia, 1986),
la cual fue pesada en una balanza analitica Kern de sensibilidad 0,0001g. La
submuestra se extrapol6 al peso total de la génada, con el fin de no subestimar la
fecundidad (Laevastd, 1971). Una vez extraida la submuestra las gonadas fueron
nuevamente colocadas individualmente en bolsas plasticas con formol bufferado al

10% para su conservacion.



Asimismo, la submuestra fue extendida en una lamina porta objetos y se le agrego
una gota de glicerina para facilitar la separacion de los ovocitos. Se conté con un
contémetro de mano marca Kp y se medio el numero de 6vulos teniendo en cuenta
el color, formay didmetro con la ayuda de un estereoscopio con ocular micrométrico
aun aumento de 4x tomando en cuenta las caracteristicas de color, formay diametro
(um) de los 6vulos. Los datos obtenidos fueron convertidos a micrometros (mm)
con un factor de 39.8082 mm.

Para su calculd se utilizo la siguiente formula (Laevasta, 1971).

Donde:

Po: Peso del ovario (g).

Pm: Peso de la muestra (g).

n: NUmero de ovocitos.

Para la elaboracion de la escala de madurez gonadal se efectué mediante una escala
empirica tomando en cuenta caracteristicas como: apariencia general, tamafio
relativo con la cavidad ventral, forma, color, textura, presencia o ausencia de
capilares sanguineos (vascularizacion) y pigmentos. Asimismo, para la elaboracion
de la escala histoldgica se considero caracteristicas como: cambios estructurales en

los ovarios y de testiculos (Cota, 2012).
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ANALISIS HISTOLOGICO DE LAS GONADAS

El proceso histoldgico de las muestras se realizé con el método de infiltracion en
parafina como indica Humason (1979) y Buitrén et al. (2011). Posteriormente, se
cort6 una seccion central de uno de los ovarios (0,5cm®) colocandola en un casette
plastico (porta muestra) con una etiqueta de papel canson. Las portas muestras
fueron colocadas en una canastilla metalica del procesador automatico de tejidos
marca Leica modelo TP1020 y pasaron por una bateria de reactivos (alcohol a
diferentes concentraciones de menor a mayor, Xxilol y parafina), cuyo tiempo
dependid del estado de madurez de la gonada (Flujograma 1), ya que de acuerdo al
tamafo y contextura de la misma va a variar y los tiempos en xilol pueden ser
modificados (en alcohol y parafina el tiempo serd de 1 hora en cada estacion)

(Figura 3).

11



LAVADO
{Agna 5 min)

DESHIDRATACION

BATERIA DE
ALCOHOLES

T0% (1hr)
30% (1hr)
20% (1hr)
100%¢ (1hr)

XILOL
(30-40 min)

INFILTRACION

Parafina A (1hr)
Parafina B (1hr)

Flujograma 1. - Proceso de infiltracion en parafina
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Figura 3.- Procesamiento de la muestra de Ethmidium maculatum “machete”

(Deshidratacion e Infiltracion en parafina) en el procesador de tejidos.

Se retiraron las muestras del bafio en parafina liquida y se colocaron en un molde
de goma, el cual se completd con parafina liquida hasta el nivel requerido, con ayuda
del dispensador de parafina marca Leica modelo EG1150 (Figura 4 A). Los bloques
se enfriaron en una refrigeradora marca Samsung RT22FARAD por 20 minutos,
luego se sacaron del molde y manualmente se les dio forma de trapecio con una
cuchilla tipo cutter del lado donde se encontraba la muestra de tejido (Figura 4 B).
Posteriormente se procedid a eliminar el exceso de parafina (desparfinado) del lado
donde esculpi6 la forma de trapecio, cada bloque de parafina conteniendo el tejido
infiltrado en el centro y con la forma de trapecio se procedio a eliminar el exceso de
parafina (desparafinado). Luego, los blogques se colocaron en una plancha de
enfriamiento por tiempo de 20 minutos a una temperatura de 0°C con la finalidad
de evitar encogimientos en las secciones (Figura 4 C). Después se colocaron en el

microtomo marca Leica modelo RM2245, donde se cortaron secciones a 7 um de

13



espesor para hembras mientras que para machos fue de 5 um (Figura 4 D). Se
recogieron las secciones con pinceles y se colocaron en un flotador de tejidos marca
Leicamodelo HI1210 a 37 °C y con una ldmina portaobjeto 22x76 mm que contenia
una pelicula fina de albumina se recogio las secciones (Figura 4 E). Las laminas

fueron colocadas en la plancha de secado a 37 °C por 15 minutos (Figura 4 F) y

posteriormente se rotularon con un lapiz punta diamante (Tresierra et al. 2002).

i

His --00EB

H! =

Figura 4.- Procesamiento de la muestra de Ethmidium maculatum “machete” desde
el paso A (imbibicion en parafina) hasta el paso F (secado en plancha
eléctrico).
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Las ldminas portaobjetos fueron coloreadas en el coloreador automatico de tejidos
marca LEICA modelo ST 5010 XL, cuyo proceso consta de tres fases que son
hidratacién (xilol A-5 min, xilol B-5 min, alcohol A de 100% -10 min, alcohol B de
100%-5 min, alcohol C de 100%-5 min, alcohol D de 100%-5 min, alcohol A de
90%-5 min, alcohol B de 90%-5 min, alcohol 80%-5 min, lavado A-2 min y lavado
B-5 min), coloracion propiamente dicha (hematoxilina-40 sg, lavado A-3 sg en
agua, alcohol acido-5 sg, lavado B-3 sg en agua, lavado C-10 min en agua, alcohol
80%-5 min y eosina-30 sg) y deshidratacion (alcohol de 90%-una sumergida,

alcohol A 100%-5 min, alcohol B 100%-5 min, alcohol C 100%-5 min, Xilol-10

min y estufa (37°C)-4 min) (Figura 5) (Cuadro 1).

T

Figura 5.- Coloracion de las laminas de Ethmidium maculatum “machete”.
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Cuadro 1.- Diagrama del proceso de coloracion de las muestras de Ethmidium

maculatum “machete”.

PASO ESTACION REACTIVO TIEMPO
1 1 Xilol 5
2 2 Xilol 5
3 3 Alcohol (100%) 10°
4 4 Alcohol (100%) 5
5 5 Alcohol (100%) 5
6 6 Alcohol (100%) 5
7 7 Alcohol (90%) 5
8 8 Alcohol (90%) 5
9 9 Alcohol (80%) 5
10 1 Lavado 2
11 2 Lavado 5
12 10 Hematoxilina 40"
13 3 Lavado 3"
14 11 Alcohol acido 5"
15 4 Lavado 3"
16 Lavado 10°
17 12 Alcohol (80%) 5
18 13 Eosina 30"
19 14 Alcohol (90%) 2"
20 15 Alcohol (100%) 5
21 16 Alcohol (100%) 5
22 17 Alcohol (100%) 5
23 18 Xilol 10°
24 19 Estufa (372C) &

16



El montaje se realiz6 colocando 1 — 2 gotas del medio de montaje Entellan en las
laminas para la conservacién estable y almacenamiento permanente de la muestra,
posteriormente fueron cubiertas con una lamina cubreobjetos evitando la formacion
de burbujas y se dejo secar al ambiente. Todo este proceso de montaje se realizo
dentro de la campana extractora de gases marca ESCO modelo Frontier Duo (Figura

6).

Figura 6.- Procesamiento de la muestra de Ethmidium maculatum “machete”
(montaje de ldaminas).

Las laminas secas se colocaron bajo la luz de un microscopio con camara
incorporada LEICA modelo DM 2500 (Figura 7) para observar y reconocer los tipos
de ovocitos y estructuras celulares que identifican cada fase de madurez: ovocitos

inmaduros, ovocitos previtelogenados, ovocitos vitelogenados, ovocitos maduros,

17



ovocitos hidratados, ovocitos atrésicos y foliculos post-ovulatorios, los cuales se

basan en la clasificacion dada por Hunter et al. (1985).

_
B

-

Figura 7.- Observacion de los cortes histologicos y toma de fotografias.

Los criterios para la catalogacidn basados en la estructura gonadal de Ethmidium
maculatum “machete” fueron: en hembras se considerara macroscopicamente el
tamafio de la génada, la coloracion de la gonada, grado de llenura (turgencia),
vascularizacion (vasos sanguineos) y el grosor de la membrana celular; para machos
macroscopicamente se tomo en cuenta la coloracion de la gonada y la fluidez del
semen mientras que microscopicamente se tomo en cuenta el grado de llenura del
tubulo seminifero, el grado de llenado del lumen y los tipos de células reproductivas

como espermatogonios, espermatocitos, y espermatozoides.
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RESULTADOS

El indice gonadosomatico (IGS) se mostrd en promedios mensuales, donde las
hembras alcanzaron sus valores més altos en los meses de marzo (7.94%) y abril
(8.44%). De igual manera en machos donde en marzo fue de (7.80%) y abril
(9.54%), siendo abril el pico mas alto para ambos sexos, lo que indica un mayor

desove en la época de otofio (Figura 8).
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Figura 8.- Variacion mensual del Indice Gonadosomatico de Ethmidium
maculatum “machete” proveniente de la region La Libertad, de mayo
2017 a abril 2018.



Los valores mensuales promedios de la temperatura superficial del mar (TSM) con
relacién el IGS (Figura 9 A) tuvieron una relacion inversa en todo el afio. De igual

manera, la salinidad presento el mismo comportamiento con respecto al IGS (Figura

9 B).
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Figura 9. — Relacion entre los parametros de Temperatura (°C) y Salinidad (ups)
con el Indice Gonadosomaticao (IGS) de Ethmidium maculatum
“machete” proveniente de la region La Libertad, de mayo 2017 a abril
2018.
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Los resultados del analisis histoldgico indican que la especie de Ethmidium
maculatum muestra un periodo de maduracion bien marcado estableciendo dos
épocas de mayor desove, definidas por la Actividad Reproductiva (AR) y la
Fraccion Desovante (FD). La AR estuvo dada en los meses mayo (100%) y otro de
enero a abril (100%), en el caso de la FD se dio en los meses de junio (38.5%) y
otro en diciembre, enero y abril (83.3%, 59.8% y 62.5%) respectivamente (Figura

10).
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Figura 10. - Variacion mensual de la Actividad Reproductiva (AR) y Fraccion
Desovante (FD) en hembras de Ethmidium maculatum “machete”

proveniente de la region La Libertad, de mayo 2017 a abril 2018.
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El rango del peso total del machete estuvo entre 208 y 269 g. La fecundidad parcial
promedio fue de 52212 ovocitos por desove. La relacion encontrada entre la
fecundidad y el peso total fue de un r = 0.57 lo que indica la existencia de una
correlacion lineal positiva como se observa en el diagrama de dispersion. El valor
de la pendiente indica que hay una produccion de ovocitos de 591 por gramos de
peso corporal.Se ignoré el valor del ejemplar de 222g debido a que se encontraba
en mayor contenido de ovocitos pequefios, lo que elevo el peso de produccion y se

produjo un sesgo en el analisis. (Figura 11).
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Figura 11.- Regresion lineal de fecundidad con respecto al peso total de Ethmidium

maculatum “machete” proveniente de la region La Libertad, de mayo
2017 a abril 2018.
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El rango del peso de las gonadas del machete estuvo entre 17.5y 38.6 g. La relacién
encontrada entre la fecundidad y el peso de la génada fue de un r = 0.51 lo que nos
indica que hay una correlacion lineal positiva entre estas dos variables. Se encontro
que por cada gramo de peso de gonada se produce 1335 ovocitos hidratados. Se

ignoré (Figura 12).
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Figura 12.- Regresion lineal de fecundidad con respecto al peso de la gonada (g)
de Ethmidium maculatum “machete” proveniente de la region La
Libertad, de mayo 2017 a abril 2018.
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El rango de tallas estuvo comprendido entre 26 y 28 cm. Los valores observados
para el coeficiente de correlacion entre la longitud total y la fecundidad indicaron
que el mejor ajuste esta dado por una curva lineal positiva, presentando un r = 0.46.
Se observo que por cada centimetro en la longitud aumenta 10009 ovocitos. Se
ignor6é la longitud del mismo ejemplara debido a que en este caso también

ocasionaba sesgo (Figura 13).
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Figura 13.- Regresion lineal de fecundidad con respecto a la longitud total de
Ethmidium maculatum “machete” proveniente de la region La
Libertad, de mayo 2017 a abril 2018.
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La frecuencia de diametro de los ovocitos en los ovarios muestra diferentes grupos
modales, los ovocitos se concentran en dos picos principales, uno menor de 0.08
mm que contiene 28.5 % de los ovocitos y uno mayor de 0.05 mm con el 32.9 % lo

cual nos indica que el machete es un desovador parcial (Figura 14).
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Figura 14.- Distribucion de frecuencia de didmetros de ovocitos en gdénadas

hidratadas de Ethmidium maculatum “machete” proveniente de la

region La Libertad, de mayo 2017 a abril 2018.



Caracterizacion de desarrollo de gametos

Para el proceso de identificacion de cada uno de los estadios de madurez gonadal,
primero se analizo las laminas histoldgicas en las cuales se observo diferentes tipos
de células sexuales en distintos grados de desarrollo gonadal en hembras como en

machos:

Principales tipos de células sexuales en hembras de Ethmidium maculatum

“machete” proveniente de la region La Libertad, de mayo 2017 a abril 2018.

Ovocito Inmaduro (Ol)

Ovaocitos con un citoplasma de menor tamafio en relacion al nucleo (Figura 15).

Afinidad cromatica basofila.

Aumento: 100x

Figura 15.- Ovocito mmaduro (Ol) de Ethmidium maculatum “machete”.
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Ovocito Pre — Vitelogenado (OPV)
Ovaocitos con un citoplasma con mayor tamafio en relacion al nacleo (Figura 16).
Afinidad cromatica basofila.

Aumento: 100x

7 v ]

Figura 16.- Ovocito pre-vitelogenado (OPV) de Ethmidium maculatum “machete

Ovaocito Vitelogenados (OV)

Ovaocitos con un nucleo central y numerosos nucléolos (Figura 17).

La afinidad basofila disminuye.

Aumento: 100x
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Figura 17.- Ovocito vitelogenado (OV) de Ethmidium maculatum “machete”.

Ovocito Maduro (OM)

Ovaocitos con ndcleo central y con numerosos nucléolos que ocupan totalmente el

citoplasma. Las células se vuelven mas eosindfilas (Figura 18).

Aumento: 100x

Figura 18.- Ovocito maduro (OM) de Ethmidium maculatum “machete”.
Ovocito maduro con nucleo migratorio a polo animal (fase avanzada) (Figura 19).

Aumento: 100x

28



“machete”.

Ovocito Hidratado

Ovocitos incrementan su tamafio para la incorporacion de agua a su citoplasma

(Figura 20).

Afinidad cromatica acidofila.

Aumento: 100x.

Figura 20.- Ovocito hidratado (OH) de Ethmidium maculatum “machete”.
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Foliculo Post — Ovulatorio (FPO)

Presentan un lumen y una pared conformada por granulosa. Forma irregular con

muchos pliegues (Figura 21).

Aumento: 100x.

Figura 21.- Foliculo Post-Ovulatorio (FPO) de Ethmidium maculatum “machete”.

Principales tipos de células sexuales en machos de Ethmidium maculatum

“machete” proveniente de la region La Libertad, de mayo 2017 a abril 2018.

Espermatogonios (EG)

Células inmaduras de gran tamafio, adosadas la pared del tabulo (Figura 22).
Afinidad basofila

Aumento: 100x.

30



Figura 22.- Espermatogonios (EG) de Ethmidium maculatum “machete”.

Espermatocitos (EC)

Células que se desarrollan a partir de la maduracion del espermatogonio (Figura

23).
Ligeramente basofilos.

Aumento: 100x.

Figura 23.- Espermatocitos (EC) de Ethmidium maculatum “machete”.
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Espermatozoides (EZ)

Células ubicadas en la luz o al centro del tubulo (Figura 24).

Afinidad cromatica fuertemente acidofila.

Aumento: 100x.

Figura 24.- Espermatozoides (EZ) de Ethmidium maculatum “machete”.

ESCALA DE MADUREZ GONADAL
Descripcion de Estadios en hembras

De acuerdo a las caracteristicas internas de las gbnadas se logré determinar cinco

estadios de maduracion.
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e Virginal (Estadio 0)

Caracteristicas macroscopicas: Ovarios pequefios un poco transparente o con una
ligera coloracion que puede ser rosada o naranja claro. Los ovocitos no se visualizan

a simple vista. Poseen nulo o escaso desarrollo vascular.

Caracteristicas microscopicas: La pared de la gonada es delgada y también se
observan la presencia de ovocitos inmaduros que estan dispuestos dentro de las

lamelas de manera ordenada.

e Reposo (Estadio 1)

Caracteristicas macroscopicas: Las gonadas presentan una coloracion entre
naranja claro o naranja rojizo. Tienen un mayor tamafio con respecto al estadio 0

(virginal) se puede observar signos de vascularizacion debido al desarrollo gonadal.

Caracteristicas microscopicas: La pared de la gonada es gruesa y presenta también
ovocitos inmaduros, pero a diferencia del estadio 0 (virginal) estos se encuentran de

manera dispersa o desordenada.

e En maduracion (Estadio 2)

Caracteristicas macroscopicas: Se observa que las génadas tienen un color rojizo
con presencia de ovocitos que se pueden observar a simple vista y los vasos

sanguineos mas claramente.

33



Caracteristicas microscopicas: Comienza la maduracion gonadal donde se
observa la presencia de ovocitos inmaduros, pre-vitelogenados y vitelogenados.

Con una pared gonadal més gruesa.

e Maduro (Estadio 3)
Caracteristicas macroscépicas: Las génadas se vuelven mas turgentes con una
coloracion naranja mas intensa, los ovocitos se ven claramente a simple vista, el

vaso sanguineo principal y los secundarios se observan totalmente desarrollados.

Caracteristicas microscopicas: Se observa en mayor cantidad ovocitos maduros
los cuales son de mayor tamafio ya que presentan granulos de vitelo a diferencia de
los inmaduros, pre-vitelogenados y vitelogenados. Asi mismo, se pueden observar

ovocitos maduros con nucleo migratorio (polo animal).

e Desovante (Estadio 4)

Caracteristicas macroscépicas: Las gbnadas alcanzan su tamafio maximo, tienen
una coloracién naranja intensa, los ovocitos blanquecinos se ven a simple vista.
Cuando las gonadas estan hidratas la pared se torna mas traslucida al igual que los

ovaocitos.

Caracteristicas microscopicas: La mayor caracteristica de este estadio es la
presencia de ovocitos hidratados y/o foliculos post ovulatorios (FPO). Ademas, se
observa también ovocitos inmaduros, pre-vitelogenados, vitelogenados y maduros

en menor nimero.

e Recuperacién (Estadio 5): No se pudo observar ejemplar.
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Figura 25.- Cortes histoldgicos en hembras de Ethmidium maculatum “machete”
(A y B) Estadio 0: células inmaduras (Ol) dispuestas de forma
ordenada; (C y D) Estadio I: células inmaduras (Ol) dispuestas de
manera desordenada.
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Figura 26.- Cortes histolégicos en hembras de Ethmidium maculatum “machete”
Estadio 1l: células inmaduras (OI), pre-vitelogenadas (OPV) vy
vitelogenadas (OV); (G y H) Estadio I1l: células maduras (OM).
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Figura 27.- Cortes histoldgicos en hembras de Ethmidium maculatum “machete” (I
y J) Estadio 1V: foliculos post-ovulatorios (FPO) y (K y L): células
maduras hidratadas (OH).
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Descripcion de Estadios en machos

De acuerdo a las caracteristicas internas de las gonadas se logré determinar cinco

estadios de maduracion.

e Virginal (Estadio 0): No se pudo observar ejemplar.

e Reposo (Estadio 1)

Caracteristicas macroscopicas: Los testiculos son tamafio mediano, angostos y de
poca turgencia. Tienen una coloracion de un rosado péalido, se encuentran en

inactividad sexual.

Caracteristicas microscopicas: Tubulo de coleccion comdn semivacio. Presenta
la pared del testiculo gruesa, gran cantidad de tejido conectivo, presencia de

espermatogonios y pocos espermatocitos.

e En maduracion (Estadio 2)

Caracteristicas macroscépicas: Las gonadas tienen un color cremoso con

manchas rojizas oscuras y un tamafio de mediano a grande con algunos pliegues.

Caracteristicas microscépicas: Tubulo de coleccién comin semivacio con una
gran capa se espermatogonios en el borde y pocos espermatocitos y se observa

espermatozoides en un nimero reducido.
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e Maduro (Estadio 3)

Caracteristicas macroscépicas: Las gonadas son de gran tamafio con un color
cremoso con manchas rojizas oscuras, presentan mayor turgencia y con pliegues

mas pronunciados.

Caracteristicas microscopicas: Tubulo de coleccion comdn completamente lleno

y turgente con cada tubulo lleno. Afinidad basdéfilo y tejido conjuntivo escaso.

e Expulsante (Estadio 4)

Caracteristicas macroscopicas: Las gonadas tienen un color blanco lechoso, son

muy turgentes y presentan los pliegues bien marcados.

Caracteristicas microscépicas: Tubulo de coleccién comdn semivacio con tabulos
llenos de espermatozoides con pocos espermatogonios. Asi mismo, se observan

zonas vacias debido a la expulsién de los espermatozoides.

e Post - Expulsante (Estadio 5)

Caracteristicas macroscépicas: Las gonadas se vuelven més flacidas debido a la

expulsién de los espermatozoides, con un color blanco lechoso y un menor tamafio.

Caracteristicas microscopicas: Tubulo de coleccion comun casi vacio con gran
cantidad de zonas vacias debido al proceso de expulsion de espermatozoides, escasa

presencia de células.
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Figura 28.- Cortes histol6gicos en machos de Ethmidium maculatum “machete” (A
y B) Estadio I: células inmaduras (EG) dispuestas de forma ordenada;

(C y D) Estadio IlI: presencia células inmaduras (EG) y células maduras
(EZ).
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Figura 29.- Cortes histoldgicos en machos de Ethmidium maculatum “machete” (E
y F) Estadio Il1: células maduras en su totalidad (EZ); (G y H) Estadio
IV: células maduras (EZ) y zonas vacias (ZV).
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Figura 30.- Cortes histoldgicos en machos de Ethmidium maculatum “machete” (I
y J) Estadio V: células inmaduras (EC), células maduras (EZ) y zonas
vacias (ZV).
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DISCUSION

Los valores del indice Gonadosomatico (IGS) muestran un incremento en los meses
de marzo y abril para ambos sexos lo que indica un mayor desove en la época de
otofio coincidiendo con Cahuana, (1995), quien determino que el machete estudiado
en la zona de Callao evidencio proceso reproductivo en otofio. Por otro lado, difiere

con Atoche, (2011), quien reporta un periodo de desove en la época de invierno.

Un aspecto importante en este tipo de reproductores es la relacidn directa existente
con la temperatura, un factor que tiene la funcion de acelerar o retardar la madurez
sexual a lo largo del afio, asi como indica Cotero, (2015) donde menciona que el
machete presenta dos picos de desove durante los periodos frios, uno el segundo
trimestre (otofio) del afio con 79,27% vy el otro en el cuarto trimestre (primavera)
con el 79,21% (Wasiw, 2000), de igual manera, se determind para este trabajo que
el IGS tuvo sus valores mas altos en otofio(abril y marzo). Asi mismo, se dio con la
salinidad, que cumple una funcién importante en la maduracion, ovulacién y la

puesta (Sower et al. 1982 y Arantes et al. 2010).

La Actividad Reproductiva y la Fraccién Desovante presentaron dos épocas de
desove bien marcadas para ambos indices los cuales se dieron en verano y otofio,
en cambio, Leal et al. (2011) mencionan que para la especie Sprattus fuegensis
“sardina austral” representante de la misma familia mostro un incremento de la

actividad reproductiva durante los meses de primavera. A diferencia de Carlos et al.



(2008) que reportan una mayor actividad reproductiva en los meses de enero-mayo

y un segundo pico en octubre-diciembre.

El aumento proporcional de la fecundidad se debe al incremento en el peso corporal
del pez (Lowe-McConnell, 1999) como se evidencia en este trabajo donde la
relacion de las variables de peso corporal y fecundidad es alta aumentando asi el
factor de condicion que en este caso tuvo un r = 0.57, se ignord el valor del ejemplar
de 2229 debido a que se encontraba en mayor contenido de ovocitos pequefios, 1o
que elevo el peso de produccion y se produjo un sesgo en el analisis. Por otro lado,
Mifiano (1986) menciona que la fecundidad es dependiente, en forma principal del

peso del pez.

La regresion peso de la génada con la fecundidad fue significativo con unar = 0.51
donde se pudo observar que a mayor peso de la gbnada se obtiene una alta
fecundidad; por lo tanto, la variabilidad en el peso del ovario fue producto de la

hidratacion.

La fecundidad es una variable reproductiva que se ve fuertemente influenciada por
la talla del pez (Fulton, 1891). La relacion entre el grado de dependencia entre las
variables de la fecundidad y la longitud total del pez mostro una correlacion lineal
positiva, lo que indica que a mayor talla se obtendra una fecundidad mas alta, esto
debido a que los peces mas grandes podrian estar en un estado avanzado de
maduracion gonadal (Mifiano, 1986). Concordando con Alheit (1989) quien
menciona que las fluctuaciones de los valores de la fecundidad parcial, estan

influenciadas entre otros aspectos, por la estructura de tallas de la muestra. Por el
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contrario, Joseph (1963) que estudiado la fecundidad de Anchoa naso determiné
que el grado de variacién entre la fecundidad de los peces de igual tamafio, era

debido a la variabilidad de la técnica y no a la diferencia bioldgica.

La fraccion parcial estimada corresponde solo a los individuos que estuvieron en
época desove (gdénadas hidratadas), donde simultdneamente con los ovocitos
hidratados se observo otros ovocitos en distintos estados de desarrollo, frecuencia y
didmetro (mm) de las diferentes partes de la gonada, lo cual muestra una relacion
directa de la fecundidad con el tamafio de los ovocitos, asi como Pefia (1986) quien
encontrd en su investigacion una disminucion de los ovocitos hidratados de la parte
apical del ovario hacia la distal, asi mismo hace referencia que si se utiliza una sola
submuestra, es recomendable que esta debe ser tomada de la seccién central del

ovario.

Se observaron diferentes tipos de células sexuales distribuidas a lo largo de la
gonada, definidas por caracteristicas resaltantes del desarrollo ovocitario sexual. En
las hembras se identificaron 5 tipos de ovocito: inmaduro, pre-vitelogenado,
vitelogenado, maduro e hidratado al igual como reporta Cota, 2012. Por otro lado,
en los machos se observd en los testiculos todos los tipos de células
espermatogénicas como: espermatogonios, espermatocitos y espermatozoides; pero
en distintas proporciones, lo que indica que en hembras como en los machos se
muestra a una especie de maduracién asincronica y desove parcial (Carrillo y

Zanuy, 1993).
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Las escalas utilizadas son generalmente macroscopicas 0 empiricas, es decir
basadas en la observacién directa de caracteristicas externas de las gonadas, como
color o visibilidad de las células (Tresierra et al. 2002), asi como también la
introduccidn de las técnicas histoldgicas que permite conocer en detalle el desarrollo

de las células sexuales.

En la determinacion de los estadios de madurez gonadal se basé en observaciones
de las gonadas comprobandose con los cortes histoldgicos para tener una mayor
seguridad en la clasificacion de estas. Para las hembras se identific cinco estadios
del 0 al 1V, por otro no se logré identificar el estadio de recuperacion (IV) que se

caracteriza por la presencia de atresia.

El tamafio de los ovocitos varia de acuerdo al estado de madurez y el grosor del
tejido disminuye a medida que se desarrolla la gametogénesis y aumenta durante la
post evacuacion (Rodriguez, 2002). Barbieri y Barbieri (1985) mencionan que a
cada estadio de maduracion le corresponde ovocitos en diferentes estadios de

desarrollo, presentes en distintas proporciones.

Un indicador en la maduracion de los ovocitos es la formacion y acumulacion de
granulos de vitelo, situacion que se presenta a partir de los ovocitos vitelogenados

(Vazzoler, 1996), que se caracterizan por adquirir una coloracion rosada.

En Sardinops sagax especie de la misma familia la presencia de foliculos post
ovulatorios (FPO) es un indicador del estadio desovante (Alarcon et al. 1984). Asi
también, West (1990) menciona que los FPO cerca al periodo de desove son

facilmente identificables, pero de degeneran rapidamente debido a la temperatura.
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En los machos al igual que las hembras se identificar cinco estadios del I al 1V, pero
se diferencio porque no se logré encontrar estadio virginal (0). La determinacion de
los estadios se realizd mediante las observaciones del grado de llenura del tabulo de
coleccién comdn y los tubos seminiferos, que son criterios para determinar

diferentes grados de maduracién testicular a nivel microscépico (Cure, 2013).

La clasificacion de los estadios de madurez gonadal de los machos es mas dificil
que de las hembras (West 1990), ya que macroscopicamente no presentan muchas
diferencias durante su desarrollo, sin embargo, la histologia es una metodologia

importante utilizada para distinguir los estadios
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CONCLUSIONES

La actividad reproductiva estuvo definida por dos épocas de desove una en
verano Y la otra en otofio al igual que la fraccion desovante, lo que indica que
es un reproductor parcial.

El indice gonadosomatico muestra un mayor desove en la época de otofio.

La fecundidad parcial promedio fue de 52212 ovocitos por desove, presentando
ovocitos de diferente didmetro.

Ethmidium maculatum presento cinco estadios para hembras (0 = virginal; | =
reposo; Il = en maduracion; 111 = maduro; IV = desovante y/o expulsante) a
excepcion del estadio V = recuperacion, mientras en machos también de

identifico cinco estadios menos el estadio 0 = virginal.
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ANEXOS
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Figura 31. - Posiciones de las submuestras en ovario de Ethmidium maculatum

“machete”.

FORMOL BUFFERADO AL 10% (Para 10 litros de formol)

Difosfato de sodio (Na2HPO4, granular anhidro). 7H20 65 g
Monofosfato de sodio (NaH2PO4, granular). H20 409
Solucién de Formaldehido al 40% 1L
Agua oL
Total 10L
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HEMATOXILINA (Para 200 ml)

Acido acético glacial 2- 3 gotas
Alcohol etilico 10 ml
Hematoxilina 19
Sulfato de amonio o potasio 20 ¢
Oxido mercurico 059
Agua destilada 200 ml

La hematoxilina se disuelve en alcohol. El sulfato de potasio se disuelve en agua
y se hierve por medio minuto luego se agrega mercurio y se enfria rapidamente.

Se agrega el acido acético para sacar el residuo metélico y aclarar el ndcleo

EOSINA (Para 250 ml)

Eosina Y 0,259
Alcohol etilico al 70 % 250 ml
Acido acético glacial 2-3ml

57



80000

70000 y = 258.61x - 12440
R? = 0.0805

60000

50000

40000

Fecundidad

30000
20000

10000

0 50 100 150 200 250 300
Peso total (g)
Figura 32. - Regresion lineal con todos los datos de fecundidad con respecto
al peso total de Ethmidium maculatum “machete” proveniente de
la region La Libertad, de mayo 2017 a abril 2018.

80000

70000 y =4158.3x - 61100
R?=0.0458

60000

50000

40000

Fecundidad

30000
20000

10000

25.5 26 26.5 27 27.5 28 28.5
Longitud total (cm)

Figura 33.- Regresion lineal con todos los datos de fecundidad con respecto al
peso total de Ethmidium maculatum “machete” proveniente de la

regién La Libertad, de mayo 2017 a abril 2018.
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ESPECIE PUERTO
MUESTRA N° FECHA | DIA | MES | ANO
MUESTREO BIOLOGICO DE PECES CRUCERO el
NOMBRE: BUQUE/LANCHA
HORQUI.
N°PARACOMPUTO | | | | [ |
N° | LONG. | PESO | PESO PESODE | COLECTO AREA | | N° | LONG. | PESO | PEsO PESODE | COLECTO AREA
(cm) | TOTAL | EVISCE. | 8 = | GONADA [oroimos [ G § (cm) | TOTAL | EVISCE. | # > | GONADA [oroios TG §
(8) B | o |2 (8) N° SERIE o (8) 8 | o |8 (8) N° SERIE o

1 22
2 23
3 24
4 25
5 26
6 27
7 28
8 29
9 30
10 31
11 32
12 33
13 34
14 35
15 36
16 37
18 38
19 39
20 40

Figura 34. - Ficha de Muestreo bioldgico
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