4.8 Muestreo relacionado con la madurez

El conocimiento sobre las pautas de reproduccion de los grandes pelagicos, asi como las caracteristicas del
crecimiento y mortalidad, definiran en general la capacidad de regeneracion que tiene una poblacion. Por ello
son de extrema importancia en la ordenacion y conservacion y para el diseflo de modelos fiables con vistas a una
evaluacion eficaz del stock.

Los grandes pelagicos son, por lo general, reproductores en aguas libres y por ello necesitan de una gran
fecundidad a lo largo de su ciclo vital para asegurar el éxito en materia de reproduccién. Esto se consigue por
medio de una reproduccion prolongada, en distintos grados, y una combinacién de desoves frecuentes y una
fecundidad por fraccion de puesta, relativamente alta (Cayré y Farrugio, 1986; Schaefer, 2003). Esta
caracteristica bioldgica hace mas complejos los estudios sobre madurez.

El enfoque principal en la evaluacion de las pautas de madurez de tinidos y marlines se basa en la recoleccion de
gonadas para hacer estudios histologicos con microscopio. Este método ha resultado ser preciso y ademas facilita
informacion valiosa, pero es muy trabajoso, caro y letal para los peces. Ademads, con frecuencia las muestras de
gonadas no se pueden obtener porque los tinidos se pueden vender intactos en subasta y los peces espada se
evisceran en la mar. Recientemente se han desarrollado métodos quimicos para determinar la madurez. Estos
métodos se tratan aqui.

4.8.1 Muestreo relacionado con el sexo y la madurez

La situacion y la hora del muestreo dependeran del objetivo del programa. Obteniendo muestras a lo largo de
todo el afio, se pueden confirmar las pautas temporales en relacion con la madurez. Una cobertura temporal mas
detallada podria confirmar la existencia de ciclos diarios en el desove. Por ejemplo, ciertos estudios han indicado
que el desove podria estar sincronizado con el anochecer en algunas especies. Una amplia cobertura espacial
podria ayudar a averiguar cuales son las zonas de desove. Estos factores se han de tener en cuenta al efectuar
muestreo para obtener datos de madurez y como elementos necesarios antes de disefiar una camparfia de marcado
adecuado. La determinacion del sexo y la recopilacion de ovarios suele depender de que se consigan ejemplares
que no hayan sido eviscerados. Esto suele ser dificil en el caso de especies de un alto valor comercial.

Las gonadas se encuentran en el vientre del pez. En peces sexualmente maduros, las gonadas, tanto femeninas
como masculinas suelen llenar toda la zona disponible en la cavidad del cuerpo. Los ovarios suelen ser tubulares,
rosados/rojizos y de textura granular, mientras que los testiculos son aplanados, de color blanco/agrisado y los
bordes ventrales suelen ser ondulados. En los marlines, las gonadas masculinas suelen tener una forma y
apariencia bastante irregulares, con muchos nodulos en la superficie. El corte transversal de las gonadas
masculinas muestra una forma rectangular caracteristica y cuando han llegado a la madurez se ve el esperma.
Las gonadas femeninas tienen por lo general una apariencia mas pulida y en el corte transversal la gonada es
ovalada y en ocasiones tiene un lumen (agujero) en el centro. El peso del pez es otro factor para determinar el
sexo de un marlin, ya que los machos de la mayor parte de las especies son mucho mas pequefios (como media)
que las hembras. Por ejemplo, los machos de aguja azul atlantica rara vez sobrepasan los 100 kg (220 libras),
mientras que las hembras pueden alcanzar un peso superior a los 400 kg (880 libras) y es corriente que pesen
mas de 125 kg (275 libras). En teoria, por lo tanto, no es facil encontrar machos de aguja azul atlantica de mas de
125 kg de peso eviscerado.

En la estimacion de talla de madurez y fecundidad, el enfoque adecuado es el muestreo de talla estratificado. Se
pueden aplicar gamas de talla comparables a las distribuciones de talla por edad esperadas o bien escalas de
tallas inferiores. El plan de muestreo podria tener que modificarse debido a cuestiones financieras, ya que es
necesario efectuar muestreo en diferentes temporadas, zonas y afios.

Podria ser necesaria una estratificacion adicional para compensar el comportamiento del pez, incluyendo la
concentracion o las migraciones de desove.

Sobre la recopilacion de muestras (véase mas adelante) conviene sefialar los siguientes detalles:
Fecha, barco, especie, talla, peso, sexo, peso de las gonadas, peso de la submuestra de gonadas, situacion de la

captura (latitud y longitud), tipo de cardumen de tinidos y de asociacion y un unico numero de muestra por pez,
una muestra de dicho pez, incluyendo la zona de la gonada muestreada.
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Para estimar las proporciones de individuos sexualmente maduros, se deben establecer criterios precisos para
establecer el grado de madurez.

4.8.2 Etapas de la madurez

La evaluacion visual de ovarios para determinar su madurez se considera un indicador impreciso de la condicion
reproductora (West, 1990). Se recomienda el uso de métodos histologicos y/o quimicos. En la siguiente tabla se
presentan escalas (Tabla 4.8.1).

Tabla 4.8.1. Etapa de madurez para el examen visual de gonadas de grandes pelagicos.

se puede determinar el sexo a simple
vista.

Etapa Criterios
Machos Hembras
| Gonadas pequefias en forma de cintas, no | Génadas pequefias en forma de cintas, no se

puede determinar el sexo a simple vista.

de sangre, superficie rojo oscuro,
esperma escaso o nulo en canal central.

1 Inmaduros; testiculos muy del- gados, | Inmaduras; géonadas alargadas, delgadas, pero se
aplastados y en forma de cinta, pero se | puede determinar el sexo a simple vista.
puede determinar el sexo a simple vista.

2 Testiculos abultados, triangulares en | Madurez precoz; gonadas abultadas, pero no se
corte transversal, sin esperma en canal | observan los évulos a simple vista.
central.

3 Madurando; el esperma fluye si se | Madurez tardia; gonadas abultadas, pero se
presionan o pellizcan los testiculos. observan los dvulos a simple vista.

4 Maduros; testiculos grandes, el esperma | Maduras; ovarios muy abultados, 6vulos
fluye con facilidad. translucidos, que se sacan facilmente de los

foliculos o libres en el lumen del ovario.
5 Agotados; testiculos flacidos, inyectados | Agotadas; incluye peces que han desovado

recientemente y peces que han desovado antes,
restos de Ovulos maduros en varios grados de

reabsorcion y restos de ovulos maduros de 1,0
mm didmetro.

4.8.3 Muestreo histoldgico y analisis

El muestreo histologico es el que suele aplicarse para comprobar el grado de madurez en las grandes especies
peléagicas.

Inmediatamente, tras la captura del pez, se ha de extraer toda la gonada o, si es demasiado grande, secciones
transversales de la misma (de 1 cm de grosor). Se meteran en una solucioén de Bouin, formalina neutral al 10% 6
formalina al 4% en agua de mar, para su envio al laboratorio.

Las muestras se deshidrataran en concentraciones de etanol crecientes aclaradas con Histolemon e incrustadas en
parafina. Las secciones (5-10 pm de grosor) se pueden tomar usando un microtomo. Las secciones se pueden
tefir solo con hematoxilinacosina (hematoxilina de Harris seguido de una contratincién con eosina), o
complementado con una tincion tricromica de Mallory y una reaccion de acido periddico Schiff (Pas), antes de
observarlas con microscopio. Se debe especificar el aumento (ocular y objetivo).

Respecto a las hembras, se recomienda el esquema de clasificacion de oocitos desarrollado por Hunter et al.
(1986) (Tabla 4.8.2). Este tipo de clasificacion incluye tanto la frecuencia del desove como la probabilidad de
que una hembra continte el desove (en el estado atréptico del ovario). Si se aplican esquemas alternativos (por
ej. Corriero et al., 2003, para el atiin rojo) se deberan hacer referencias y se detallaran las interpretaciones de las
situaciones de madurez e inmadurez.

Tabla 4.8.2. Etapas de madurez basadas en examen histologico de ovarios.

Etapa | Madurez | Condicion oocitos Atresia Comentarios

Oocitos densamente
agrupados tefiidos de oscuro
con hematoxilina

1 Inmaduro | Mayoria de oocitos en la etapa | Sin atresia
tardia de diploteno o la etapa

temprana perinuclear
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2 Inmaduro | Mezcla de oocitos en etapa Sin atresia o atresia Etapa temprana de desarrollo
perinuclear temprana y tardia. menor de oocitos sin
No hay granulos de vitelo vitelo
presentes
3 Inmaduro | Parcialmente vitelinos Sin atresia o atresia Granulos o globulos vitelinos
menor de oocitos sin rojizos evidentes desde la
vitelo periferia de la célula hasta
una distancia de % de la zona
perinuclear
4 Maduro Posiblemente sin vitelo o Atresia evidente de Se consideran total- mente
parcialmente vitelinos oocitos vitelinos vitelinos y reproductores en
potencia pero han regresado a
un estado de inactividad
reproductiva
5 Maduro Oocitos totalmente vitelinos Atresia cero o inferior al | Peces maduros o
pero no se observan foliculos 50% atresia en oocitos potencialmente reproductores
post-ovulatorios totalmente vitelinos
6 Maduro Oocitos totalmente vitelinos. Atresia inferior al 50% , | Pez reproductor que nada
Los oocitos pueden estar en la atresia en oocitos activamente con atresia cero
etapa de nicleo migratorio o totalmente vitelinos, 0 menor
hidratados y/o presentar generalmente atresia
foliculos postovulatorios cero 0 menor
7 Maduro | Oocitos totalmente vitelinos. Atresia del 50% o mas Pez activamente reproductor
Los oocitos pueden estar en la de oocitos totalmente con atresia importante
etapa de nucleo migratorio o vitelinos
hidratados y/o presentar
foliculos postovulatorios
8 Maduro | Algunos oocitos totalmente Atresia del 50% o mas Pez potencialmente
vitelinos pero ninguno en de oocitos totalmente reproductor con importante
condiciones de nicleo vitelinos atresia
migratorio o hidratacion
9 Maduro No hay oocitos totalmente Atresia del 100% de Pez maduro en fase no
vitelinos, pero es evidente la oocitos totalmente reproductiva
atresia de oocitos totalmente vitelinos
vitelinos
10 Maduro No hay oocitos totalmente Oocitos en atresia Pez maduro en fase atrética

vitelinos Los oocitos parecen
estar en las etapas 1 6 2

avanzada

post-desove avanzada

Este esquema de clasificacion se puede presentar como un simple sistema de clasificacion de madurez (Tabla

4.8.3).
Tabla 4.8.3. Sistema de clasificacion de madurez basada en Hunter ef al. (1986).
Categoria Etapa Hay POF presente | Comentarios
oocitos
totalmente
vitelinos
Inmaduro 1,2,3 No No Oocitos que nunca han alcanzado la
condicion de totalmente vitelinos
Maduro 4al0 Si para Et. | Sipara Et. 6, | Han desarrollado oocitos totalmente
5-8 7 vitelinos
Reproductor activo 5,6,7 Si Si para Et. 6, | Hay oocitos totalmente vitelinos
7
Desovando 6,7,5% Si Si para Et. 6, | Evidencia histologica de desove
7. No para Et. | reciente o inminente
5
Reproductor 4,8,9,10 | SiparaEt. | No Han desarrollado oocitos totalmente
inactivo/atrético/etapa 8 vitelinos pero han regresado a la
posterior al desove condicion parcial o totalmente inactiva

* se considera como desovando solo si se ven oocitos en nicleos migratorios o en condicion de hidratacion.

78




El diametro de un cierto numero de oocitos (por ej. 350-400 por seccion) se deberia medir en micrones para
obtener las distribuciones de frecuencias de etapas seleccionadas del desarrollo de oocitos.

El momento del desove asi como el lugar se pueden basar en ejemplares con oocitos hidratados en los ovarios, lo
cual indica el desove inminente.

Respecto a los machos, Abascal ef al. (2004) y Schaefer (1996) han establecido claves para el desarrollo de los
testiculos en diferentes especies de tunidos. La clave de Schaefer facilita una guia sobre la condicion de desove
de los machos, mientras que las descripciones de Abascal et al. se refieren a las etapas microestructurales e
histolégicas que se pueden encontrar en los testiculos de los tinidos.

La clasificacion de Schaefer (Tabla 4.8.4) para el T. Albacares en el Pacifico este, se basa en el tamafio del tubo
seminifero (vas deferens), el grosor del tejido muscular que rodea el tubo, la cantidad de espermatozoides dentro
del mismo, en qué grado era tortuoso el tubo, si el tejido vecino al tubo aparecia fuertemente nucleado y las
caracteristicas de tincion del tejido adyacente al conducto (con la tincion hematoxilina-eosina).

Tabla 4.8.4. Etapas de desarrollo basadas en examen microscopico de testiculos.

Etapa Contenido del Vas deferens y Mancha epitelial del Vas
estructura deferens

Pre-desove Desprovisto de esperma, Teiiido de oscuro
extremadamente tortuoso

Desovando o reciente desove Lleno de esperma, conducto No destaca el color oscuro
abierto redondeado en los
bordes

La evidencia de un desove reciente de un macho de T. albacares del Pacifico este, s6lo se halld 12 horas después
de que hubiese tenido lugar. Por lo tanto el muestreo debe tener en cuenta el factor temporal.

Abascal et al. (2004) observaron dos zonas distintas en el corte transversal de testiculos de T. thynnus. En la
region externa, los 16bulos seminiferos presentan una pared gruesa formada por el epitelio germinal donde las
células germinales se desarrollan en asociacion con las células de Sertoli. La luz de los 16bulos esta llena de
espermatozoides que han sido liberados tras el proceso espermiogenético. La liberacion de esperma maduro de
los espermatocitos en la luz del l6bulo provoca la discontinuidad del epitelio germinal. En la region central del
testiculo los 16bulos testiculares pierden el epitelio germinal y se convierten en conductos donde la funcion del
lébulo cambia de la produccion del esperma a su almacenamiento. Solo los espermatozoides maduros se
encuentran en esta region, llenando la hinchada luz de los 16bulos. Las fases de los gametos se incluyen en la
Tabla 4.8.5.

Tabla 4.8.5. Etapas de desarrollo de espermatozoides, basado en un examen histologico y SEM

Etapa Descripcion Lugar
Espermatogonia Células grandes, ovales, nucleo con cromatina difusa y un inico | Distribuido a lo
primaria nucleolo central. Gran nimero de cuerpos cromatidos en el | largo del epitelio

citoplasma. germinal
Espermatogonia Resultado de sucesivas mitosis de las espermatogonias

primarias. Se encuentran en pequefios grupos. El nucleo
contiene cromatina en grumos.

Espermatocitos Grupos, con células interconectadas por puentes citoplasmicos.

primarios Nucleo de heterocromatina. El citoplasma contiene ribosomas
libres.

Espermatocitos Rara vez se encuentra en muestras histologicas. Citoplasma

secundarios reducido, el nicleo presenta cromatina difusa formando grumos

moderadamente electrodensos.
Espermatidas  y | Encontrado en grupos con las cabezas hacia las paredes del | Se mantienen

espermatozoides 16bulo y los haces de flagelo dirigidos hacia el lumen del 16bulo | dentro de los

seminifero. Las espermatidas redondas tienen un nucleo esférico | espermatocitos
con cromatina densa. La cromatina es mas homogénea en las
espermatidas alargadas. La cromatina se condensa en
granulados en las espermatidas tardias. El nucleo asume también
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una forma oval y presenta un indentado basal en el segmento
proximal del axonema. El flagelo se alarga, la masa
citoplasmica se reduce y las mitocondrias se unen en torno a la
porcion proximal del axonema. El flagelo se mantiene paralelo a
la base del nucleo del espermatozoide.

4.8.4 Métodos quimicos

En muchas pesquerias los peces se descargan ya eviscerados o de lo contrario, el precio que alcanzan impide que
se les abra el vientre y por tanto que se pueda determinar su sexo y grado de madurez. La ausencia de
dimorfismos sexuales también dificulta una identificacidon externa. En estos casos, un estudio endocrino
molecular permite averiguar el sexo y el grado de madurez, basandose en muestras de sangre y de tejido. La
madurez segun la talla se puede estimar obteniendo muestras de musculo de una amplia gama de individuos de
cada una de las unidades de ordenacion.

Se pueden obtener muestras de sangre y musculo para realizar analisis quimicos en relacion con las hormonas
reproductoras. Obviamente, las muestras de individuos maduros presentan un gran interés. Se ha creado un
sacabocados que permite tomar muestras de miisculo de aproximadamente 100-150 mg sin dafiar demasiado al
pez. Estas muestras de sangre y musculo se han de congelar de inmediato tras su extraccion.

Para obtener plasma la sangre se debe centrifugar (5000 g durante 15 minutos). El plasma resultante puede
analizarse directamente. Las muestras de musculo tienen que ser homogeneizadas, extrayéndose los esteroides
con diclorometano antes de proceder a la medicion.

La evaluacion se puede llevar a cabo por métodos estandar de inmunoanalisis ligado a enzimas o inmunoanalisis
para hormonas sexuales (por ejemplo, 17B-estradiol (E,), 17a-20B- dihidroxi-4-pregnen-3-ona dihydroxy-4-
pregnen-3-one (17,208 P), 11-citotestosterona (11-KT)) y la lipoproteina vitelogenina (Vtg), que se sintetiza bajo
la influencia de E,.

Los cambios en las hormonas esteroideas y vitelogenina se puede normalmente relacionar con el indice
gonadosomatico (IGS) y el didmetro de los oocitos. 17,20B-P se puede usar para determinar el tipo de flujo de
esperma y de ovulos. La relacion entre la testosterona y 11 KT puede servir para identificar el sexo, mientras que
varias proporciones esteroides sexuales pueden servir para definir tanto la madurez como el sexo de un pez (por
ej., presencia o ausencia de Estradiol, vitelogenina).

Conviene sefialar que si bien los esteroides permanecen estables a temperatura ambiente durante varias semanas,
las muestras de vitelogenina han de ser almacenadas a temperaturas bajas.

4.8.5 Estimacién de caracteristicas relacionadas con la madurez

El procedimiento estadistico para obtener una pauta de madurez requiere adecuar un modelo de regresion
predictiva no lineal ponderada directamente a los datos de madurez. El modelo puede entonces aplicarse para
predecir proporciones de peces sexualmente maduros a edades y/o tallas concretas. Con los datos se pueden
también hacer evaluaciones de variacion espacial y temporal en las funciones de madurez. La madurez a la talla
se puede estimar por medio de una curva logistica de la formula:

100
%maduro = 1 —a(talla+b)
+e
o en la formula lineal:
P |_ 5
In =a+ f*talla
l1-p

donde p es la probabilidad de que el tunido sea maduro, a y f§ son parametros de regresion lineal del modelo, y
talla es la talla del pez. Se deben calcular intervalos de confianza del 95%. Si no se ha realizado muestreo
estratificado, el ajuste del modelo se ha de ponderar por el nimero de muestras de cada clase de talla, con el fin
de asegurarse de que un tamafo limitado de las muestras en los extremos del rango de tallas muestreado no
tienen excesiva repercusion sobre el ajuste del modelo.
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Se puede calcular el indice gonadal (GI) de los marlines. Esta es la relacion entre el peso del ovario (O,,) y la
talla. Se suele usar la longitud desde la mandibula inferior a la horquilla (LJFL). GI es pues:

= O g
LIFL}

L
Mas alla de un valor critico del GI, particular de algunas especies, se acepta que el individuo estudiado se
encuentra en estado de madurez sexual (Albaret, 1977; Cayré y Lalo¢, 1986). En el pez espada, GI superior o
igual a 2.09 es una indicacion a priori de hembras en una etapa de reproduccion activa (Garcia Cortés y Mejuto,
2003). Siempre que sea posible se deben calcular intervalos de confianza del 95% para GI.

El indice gonado-somatico (GSI) es la proporcion entre el peso gonadal y el peso del cuerpo y puede ser
indicativo del grado de madurez:

GSI :&*100
/4

donde W es el peso gonadal y W es el peso del individuo sin goénadas. Si se calcula un indice gonado-somatico,
por ejemplo, por medio de histologia, podria usarse para determinar las distribuciones espacio temporales del
desove. Sin embargo, no es suficientemente preciso para aplicarlo a la clasificacion de madurez o de actividad
reproductora. Esto se basa en el analisis de datos histologicos detallados.

La estimacion de la fecundidad anual en los tinidos requiere estimaciones de frecuencias de desove por clases de
talla y estimaciones correspondientes de fecundidad por lotes en todo el rango de tallas de hembras maduras. Es
necesario el conocimiento sobre la apariencia y longevidad de los foliculos postovulatorios en los ovarios tras el
desove para poder estimar la frecuencia de éste. La frecuencia con la cual los ovarios de hembras maduras
contienen foliculos postovulatorios puede entonces aplicarse para estimar la frecuencia del desove. Las hembras
de mayor tamailo parecen capaces de mantener una mayor frecuencia.

Soélo en las etapas finales de la maduracion de los ovocitos, empezando con la fase de migracion del niicleo y
seguida de hidratacion existe una separacion clara en la distribucion de oocitos a partir de la cual se pueden hacer
estimaciones de fecundidad por lotes. Esta, tan solo se estimard basandose en ovarios en condicioén hidratada
pero de preovulacion. Cualquier pérdida de oocitos falsearia las estimaciones de fecundidad. Teniendo en cuenta
que muchos tunidos son reproductores en serie (Corriero et al., 2003), las estimaciones de fecundidad basadas en
ovarios no hidratados pueden sobreestimar en mucho la fecundidad por lotes ya que episodios sucesivos de
desove no pueden ser claramente diferenciados hasta el inicio de la hidratacion. La fecundidad por lotes se debe
determinar usando el método gravimétrico que cuenta el numero de oocitos hidratados presentes en una
submuestra ponderada de tejido ovarico (Oy,). Se deben tomar secciones de laminas de las zonas anterior, media
y posterior del ovario. Cada una de estas muestras se colocard en el portaobjetos del microscopio (una escala
longitudinal en el portaobjetos puede ayudar a contar) saturada de una solucion de glicerina y con una cubierta
por encima. El numero de oocitos hidratados presentes en cada muestra se contard tres veces, y la media
numérica de oocitos hidratados se aplicara para calcular la fecundidad por lotes:

Bf = He*OW
donde By es la fecundidad por lotes, H, es el nimero de oocitos hidratados por unidad de peso en la muestra de
tejido, y Oy, es el peso del ovario. Las estimaciones basadas en las secciones anterior, media y posterior del
ovario pueden después promediarse para obtener una estimacion representativa de toda la muestra. Se deben
conseguir multiples muestras y ejemplares para lograr un cierto grado de variabilidad en las estimaciones de

fecundidad por lotes.

La fecundidad por lotes por talla se suele describir por medio de una funcion de potencia de la formula:
_ b
B, =cL

donde L es la talla del pez y ¢ y b son parametros estimados. Fecundidad por lotes por peso se suele describir por
una relacion lineal de la formula:
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B, =alW +b
donde W es el peso del pez.

La fecundidad anual puede estimarse entonces basandose en las estimaciones de fecundidad por lotes (nimero de
oocitos liberados por desove) y frecuencia del desove.
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