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RESUMEN

PereA A, CARRERA L. 2012. Seguimiento en cautiverio de la maduracion gonadal y desove del lenguado Paralichthys
adspersus (Steindachner). Inf Inst Mar Perii. 39(1-2): 82-87.- Se describe el método de observaciones in vivo de
la madurez gonadal de Paralichthys adspersus. Las observaciones microscdpicas de las gonadas se realizaron
con muestras provenientes de las canulaciones intra-ovaricas e intra-testiculares, se analizd y describi6 el
desarrollo ovocitario y espermatogénico en individuos mantenidos en condiciones de laboratorio para de-
terminar el estado de madurez gonadal y el momento adecuado para la inducciéon hormonal. Se interpreta
el significado de la atresia ovocitaria en las génadas de lenguado.

ParaBRrAS cLAVE: Paralichthys adspersus, lenguado, reproduccion, cultivo.

ABSTRACT
Perea A, CARRERA L. 2012. Monitoring gonadal maturation and spawning of flounder Paralichthys adspersus
(Steindachner) in captivity. Inf Inst Mar Perii. 39(1-2): xx-yy.-This paper describes the method in vivo observa-
tions of gonadal maturity of Paralichthys adspersus (Steindachner). Microscopic observations of the gonads
were made with samples from the intra-ovarian and intra-testicular cannulations analyzed and described
the oocyte and spermatogenic development in individuals under laboratory conditions to determine the
status of gonadal maturity and the right time to hormonal induction. It interprets the meaning of oocyte
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atresia in flounder gonads.

Keyworps: Paralichthys adspersus, flounder, reproduction, cultivation.

INTRODUCCION

Usualmente, los estudios acerca
del desarrollo ovocitario suelen
considerar, sobre todo, poblacio-
nes silvestres de peces e inverte-
brados de importancia comercial,
con la finalidad de conocer los
estados o grados de madurez go-
nadal y, a partir de ello, estimar
la talla de primera madurez y
desove, asi como los cambios en
el ciclo reproductivo, que indican
los periodos de mayor actividad
reproductiva. Toda esta informa-
cion es requerida para sugerir, por
ejemplo, medidas de manejo como
la regulacion de tallas minimas de
captura, el inicio y fin de los perio-
dos de veda reproductiva, entre
otras. Para dicho fin, normalmente
se requieren de muestreos sin re-
peticién (invasivos) con frecuen-
cias semanales o mensuales.

El lenguado Paralichthys adspersus,
especie nativa de la Corriente Cos-
tera de Humboldt, de alto valor
comercial y objeto de una pesque-
ria artesanal sin regulacién, cons-
tituye para el Instituto del Mar del
Pera (IMARPE) tema de investi-
gacion que se viene ejecutando a
través del proyecto “Adaptacion y
crianza en cautiverio del lenguado
Paralichthys adspersus (STEINDA-
CHNER, 1867)” desde el ano 1996,
cuando se inicid el cultivo artificial
con la finalidad de desarrollar una
metodologia econémica de repro-
duccidn y la obtencion de puestas
exitosas en laboratorio.

En este trabajo se describe un mé-
todo de muestreo con repeticion
que permitié determinar la evo-
lucién del desarrollo ovocitario y
espermatogénico de Paralichthys
adspersus.
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MATERIAL Y METODOS

Acondicionamiento y manteni-
miento.- Se seleccionaron 18 re-
productores considerados como
adultos previamente sexados (10
hembras y 8 machos). Estos fueron
estabulados en un tanque de fibra
de vidrio de 6000 L, recubierto con
plastico de color negro con el objeto
de proporcionar una condicion de
oscuridad. Asi mismo, sobre éste
fueron instalados fluorescentes,
con dispositivo de control horario
automatico (timer), exponiendo los
peces a 7 horas de luz al dia.

La alimentacién de los individuos
se realizé en base a pescado con-
gelado, “pejerrey” (Odontesthes re-
gia regia), a los trozos de pescado
se adicion6 una capsula de suple-
mento vitaminico de uso veteri-
nario. La racién alimenticia diaria
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fue el 2% del peso corporal, regis-
trandose el alimento ingerido y no
consumido.

Durante toda la ejecucion del ex-
perimento, los reproductores fue-
ron estabulados en un volumen hi-
drico sin flujo, realizandose recam-
bios diarios del volumen total de
agua y registrandose la temperatu-
ra dos veces al dia (08:30 — 15:00).

Se realizé un muestreo biométri-
co mensual, siendo los individuos
anestesiados previamente en una
solucién de agua de mar filtrada y
TricaiNE — S (MS-222) a una con-
centracion de 80 mg/L. Los indivi-
duos fueron expuestos a esta solu-
cién durante 3 minutos.

La talla y el peso fueron registra-
dos con la ayuda de un ictiometro
graduado en intervalos de 0,5 cm
y una balanza electrénica de 0,01 g
de precision. La longitud total fue
considerada al centimetro inferior.

La determinacién del sexo se hizo
usando la técnica de canulacion
(WartanaBe y Carrorr, 2000). Se
introdujo una canula de PVC de
grado médico (0,8 mm de didme-
tro interior x 1,4 mm de diametro
exterior), en el poro genital del
pez y por succion con el uso de
una jeringa, se extrajo las células
sexuales para su identificacién al
microscopio.

Seguimiento de la madurez go-
nadal.- Para validar las observa-
ciones de los distintos grados de
desarrollo de los ovocitos y esper-
matocitos in vivo, se procesaron,
mediante la técnica de infiltracion
con parafina, génadas de 10 indi-
viduos, que fueron analizadas mi-
croscopicamente.

A través de la canula por succion,
se tomaron muestras del lumen
gonadico, correspondiente a la
parte proximal de la génada, se co-
locaron sobre ldminas porta objeto
y se observaron en un microscopio
compuesto con un sistema contras-
tador de fase en tres niveles dife-

rentes, con la finalidad de identifi-
car los distintos tipos de ovocitos o
espermatocitos.

En el caso de las hembras, se rea-
lizo el conteo por tipo de ovocito.
Los ovocitos se catalogaron como
previtelogenados, vitelogenados,
maduros, maduro avanzado, hi-
dratados y atrésicos de acuerdo a
la clasificacion hecha por HunTER
y GouserG (1980). Esto permitio
determinar la frecuencia relativa
de los distintos tipos de células
en el ovario de cada individuo. La
medicion de los ovocitos se efectud
con el auxilio de un ocular micro-
métrico calibrado con una regla
patrén. En el caso de los machos,
se elabor6 una escala proximal de
tres estadios dependiendo de la
proporcién de los tipos de células
sexuales presentes en el estroma
testicular (espermatogonios, es-
permatocitos y espermatozoides).

En el caso de los machos se esti-
moé el indice de madurez, basado
en una escala cualitativa a la cual
se le asignd valores de 0 a 100, con
intervalos de 25 de acuerdo a la
proporcién de cada tipo de célula
sexual masculina (25: muy poco;
50: poco; 75: abundante; 100: muy
abundante). El indice de madurez
consistié en la suma de los valores
asignados a los espermatocitos y
espermatides en cada muestreo.

Desove.- De acuerdo a los resulta-
dos del seguimiento del estado de
madurez de los peces, se seleccio-
né hembras y machos maduros;
con la finalidad de obtener pues-
tas; identificindose a los ejempla-
res que desovaron.

Los huevos fueron colectados ma-
nualmente con la ayuda de una
malla de 500 p, los que fueron
desinfectados y lavados con abun-
dante agua de mar esterilizada me-
diante radiacion ultra violeta (UV);
luego, se eliminaron los huevos no
viables (muertos) mientras que los
viables fueron estabulados en tan-
ques cilindro-cénicos de 250 L con
agua de mar esterilizada y airea-

83

cion suave que permita la distribu-
cion uniforme de los huevos en la
columna de agua.

La temperatura registrada en el
momento del desove fue de 16,5°C.
Los huevos colectados fueron ob-
servados al microscopio, identifi-
candose el espacio perivitelinico,
como indicador de que se encon-
traban fertilizados.

En el inicio de este estudio y en to-
dos los casos, las células fueron fo-
tografiadas en distintos aumentos y
con diferentes contrastes de fases.

RESULTADOS

Marcaje y sexado.- La marca de los
individuos fue visible por aproxi-
madamente 6 meses, después de
ese tiempo se requirié repetir el
marcaje, lo cual permiti6é tener un
registro del desarrollo gonadal de
cada individuo. Al sexar el grupo
de reproductores, se identificaron
14 hembras y 3 machos.

Seguimiento de la Madurez
Gonadal

En hembras.- En el andlisis de las
muestras obtenidas por canulacion
(Fig. 2A y B), se pudo diferenciar
in vivo los ovocitos con y sin vitelo,
asi mismo los ovocitos catalogados
como previtelogenados, vitelogena-
dos y maduros de acuerdo ala clasifi-
cacion hecha por HunTer y GoLBERG
(1980). De acuerdo a la proporcion
de ovocitos en el ovario, se clasifico
a las hembras en cinco estados de
madurez gonadal: 1) Inmaduro, 2)
En madurez, 3) Maduro, 4) Maduro
avanzado, 5) En recuperacion.

La identificacion de ovocitos en
estado de hidratacion, fue sencilla,
los cuales son de apariencia trans-
lucida diferenciandose claramente
del resto de ovocitos. En las figuras
3 (A y B), se muestran y comparan
los distintos tipos.

La identificacion de los ovocitos
atrésicos (Fig. 3) en muestras pro-
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Figura 3.- (A) microscopia obtenida por infiltracién con parafina (40 X) de ovario maduro de lenguado. Se observa ovocito maduro, ovoci-
to atrésico y previtelogenado. (B) microscépica in vivo con contraste de fase de ovario maduro de lenguado. Se observa ovocito maduro,
maduro avanzado y ovocitos previtelogenados (40 X).
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(MA). En el caso B (hembra N° 6) Ay C. Hembras maduras B. Hembra en recuperacion.

la evolucion no fue positiva debido

al notorio incremento, en el Gltimo

mes, de atresia ovocitaria tipo c. Lo algn factor perturbador (intrin- retroceso en el proceso de madura-
cual estarfa indicando que existi6 seco o extrinseco) que provocd un ciéon de este individuo.
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En machos.- La catalogaciéon del
estado de madurez en los machos
ha sido sélo cualitativa, se revisé
in vivo y de acuerdo a la propor-
cion visual en el campo del mi-
croscopio compuesto, tomandose
en cuenta la predominancia de las
células sexuales que pudieron ser
identificadas:  espermatogonios,
espermatocitos o espermatozoides
(Fig. 6). Con estas consideraciones,
se pudo clasificar a los machos en
los siguientes estados de madurez:
1) Inactivo, 2) Maduro, 3) Maduro
avanzado.

Desove.- Los huevos tuvieron un
didmetro promedio de 0,85 mm.
La fecundidad estimada fue de
90.982, calculandose un porcen-
taje de viabilidad del 60%, siendo
incubados a una densidad de 100
huevos/L. Los huevos no viables
de caracteristico color blanque-
cino, perdieron la capacidad de
flotacion, depositandose en el fon-
do del tanque, por lo que fueron
eliminados facilmente. Los ejem-
plares que desovaron fueron una
hembra con peso de 1508 g y dos
machos de 973,4y 869,6 g.

DISCUSION

Identificacion y cuantificacion de
ovocitos in vivo

El previo estudio del desarrollo
ovocitario con las técnicas histo-
légicas tradicionales (infiltracion
con parafina), fue fundamental
para la identificacién de los dis-
tintos tipos de ovocitos in vivo.
Las ldminas obtenidas con mues-
tras comerciales, y tefiidas con
Hematoxilina-Eosina (H-E) fue-
ron medidas y fotografiadas, lo
cual facilito esta tarea.

En todos los casos, con la ayuda
del contrastador de fases del mi-
croscopio con el que se observaron
las muestras in vivo, pudo dife-
renciarse perfectamente el ntcleo
del citoplasma, las gotas de aceite
tipicas en los ovocitos previtelo-
genados, el inicio de la vitelogé-
nesis y la vitelogénesis avanzada
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Figura 6.- Indice de madurez en machos de Paralichthys adspersus.
(Sup.) macho en madurez creciente, (Inf.) registro de pico de madurez.

como se aprecia en la figura 3B.
En los ovocitos con estado avan-
zado de madurez, las células se
observan muy opacas con la gota
oleosa excéntrica caracteristica de
ese estado de desarrollo, sin poder
visualizar el nticleo. En el caso de
las células atrésicas (Fig. 4), la es-
tructura de los granulos de vitelo
se muestra bastante distinta a la
de los ovocitos viables, notandose
una clara degradacion. Asi mismo,
los foliculos de estas células no son
homogéneos.

Identificacion de células sexuales
masculinas in vivo

Debido al tamafio de este tipo de
células (20 p), las visualizacio-
nes se realizaron a 100 y 400X de
aumento. En todos los casos y de
acuerdo al aumento del lente obje-
tivo utilizado, fue indispensable el
uso de los contrastadores de fases.
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Normalmente, los estudios hechos
en machos a este nivel se han rea-
lizado mediante el uso de técni-
cas convencionales de infiltracion
con parafina coloreadas con H-E,
donde se pueden realizar observa-
ciones detalladas de la espermio-
genesis y su disposicion celular
intra-testicular. En nuestro caso, y
de acuerdo a los objetivos plantea-
dos, las observaciones directas en
machos no tuvieron la misma reso-
lucion que las obtenidas por méto-
dos convencionales, sin embargo,
las ayudas Opticas (contrastes de
fases) permitieron reconocer algu-
nos de éstos tipos celulares.

El proceso de reproduccion se ve
afectado por factores a los que es-
tdn sometidos los reproductores,
entre ellos el tipo de dieta es un
factor de gran influencia en este
proceso (Navas et al. 1993). Sien-
do muchos los factores desencade-
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nantes de la maduracion y desove,
incluyendo los extrinsecos e intrin-
secos, este trabajo pretende sdlo
describir cdmo el conocimiento del
desarrollo ovocitario in vivo pue-
de realizarse de una manera ra-
pida y no onerosa, constituyendo
ademas, una herramienta valiosa
en el desarrollo de cultivos de pe-
ces como el “lenguado” Paralich-
thys adspersus.

Atresia ovocitaria

La atresia, sobre todo de ovocitos
maduros, ha sido estudiada en
diferentes grupos de peces. Sin
embargo, existe una considerable
variacidn en los eventos asociados
con la atresia en diversas especies.
En este sentido, la informacién
obtenida en el desarrollo ovoci-
tario de la anchoveta (Engraulis
ringens) y de la merluza (Merluc-
cius gayi peruanus), muestra clara-
mente éstas diferencias, indicadas
por la mayor incidencia de atresia
ovocitaria tipo a y 3 en el recur-
so merluza en comparacion con
la anchoveta. Por consiguiente, se
debe tomar en consideraciéon que
cada especie tiene tasas propias
de atresia.

CARRILLO y ZANUY (1987), median-
te canulaciones intraovaricas, mos-
traron que si la proporcion de atre-
sia ovocitaria no es elevada (menor
del 10%) en hembras seleccionadas
de “rodaballo”, se puede proceder
al tratamiento de induccién con
una alta probabilidad de obtener
una mayor cantidad de ovocitos
viables. En el caso del “lenguado”
P. adspersus, ha sido sencillo iden-
tificar los ovocitos atrésicos tipo o
en muestras procesadas mediante
la técnica de infiltracion con pa-
rafina; lo cual permitié su identi-
ficacién in vivo, con la ayuda del
sistema de contraste de fases en un
microscopio compuesto. En esta
especie no se ha encontrado estu-

dios referidos al diagndstico de la
atresia ovocitaria in vivo como un
indicador del estado o momento
reproductivo. Por esta razodn, se
estima que los resultados presen-
tados son de suma utilidad para el
conocimiento de la biologia repro-
ductiva de este recurso y su repro-
ducciéon en cautiverio. Asi mismo,
es importante dar a conocer algu-
nas consideraciones previas que
permitan entender el significado e
importancia de la atresia ovocita-
ria y su aplicacion en la reproduc-
cion artificial de los peces.

El seguimiento del desarrollo ovo-
citario de cada hembra marcada,
identificando y contabilizando los
tipos de ovocitos, constituye una
herramienta valiosa para conocer el
estado de madurez gonadal de los
reproductores sin sacrificarlos. Asi
mismo, la presencia o ausencia de
atresia ovocitaria es un buen indica-
dor del estado en el que se encuen-
tra un espécimen en cautiverio. Si
la atresia ovocitaria se incrementa
notoriamente, es evidente que este
individuo no tiene las condiciones
para la maduraciéon y menos para
ser inducido hormonalmente a des-
ovar; pudiendo inferirse que se pre-
senta algiin factor perturbador, ya
sea intrinseco (enfermedad, proble-
ma hormonal) o extrinseco (calidad
de agua, hipoxia, etc.) que lo esta-
ria afectando. De manera que, la
técnica de canulacion, se convierte
en una herramienta de diagnostico
util para este tipo de trabajos, por
proporcionar informacion sobre
las respuestas de maduracion y en
consecuencia de la condicién re-
productiva de cada individuo. Un
ejemplar no madurard ni desovara
si no tiene las condiciones adecua-
das para hacerlo, en relaciéon con
lo cual, si bien la atresia ovocitaria
no resuelve el problema de conocer
la causa de la falta de maduracion
y desove, si es capaz de detectar e
indicar que algin problema en el
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tanque de cultivo o en el individuo
estaria provocando la reabsorcion
de los ovocitos y la consecuente
falta de progreso en la maduracion
afectando la fecundidad.

En el caso de los machos, a pesar
de que los espermatocitos y esper-
matozoides son células muy pe-
quenas y numerosas (menores de
20 p) y la observacion acerca de su
madurez sélo fue cualitativa, estas
observaciones fueron muy tutiles
para conocer el estado de madurez
de dichos individuos e igualmente
poder inducirlos hormonalmente a
la expulsion con éxito.
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