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B. Liduvina Perezgomez A. Glosario

Glosario

Alveolo cortical: Primeras estructuras que se distinguen en el citoplasma del
oocito, que aparecen en la fase de crecimiento inicial. Estas estructuras contienen
glicoproteinas y enzimas que promueven el endurecimiento en la membrana
vitelina para evitar la poliespermia al momento de la fertilizacion (Tyler y Sumpter,
1996).

Atresia: Proceso paulatino de reabsorcidn del oocito que se lleva a cabo por los

elementos especializados del tejido conjuntivo en el ovario (Hunter et al.,1984).

Auto-diametral: Procedimiento en el que a través de la medicion del diametro
promedio de los oocitos, utilizando tejido en fresco, se obtiene la estimacién de la
fecundidad potencial. La palabra auto, refleja la automatizacion parcial de la medida
de los diametros de los oocitos dado que se utiliza un analizador de imagenes, y la
palabra diametral se debe al hecho de que la estimacion de la fecundidad se basa

en el conteo de los diametros (Thorsen y Kjesbu, 2001).

Biomasa desovante: Fraccion de la poblacion que participa en el desove (Parker,
1980).

Dinamica poblacional: Conjunto de atributos que interactian y mantienen en

equilibrio a una poblacion.

Disector fisico: Es la unidad de muestreo para realizar cuantificaciones
estereologicas formado por dos cortes planos paralelos, separados por una
distancia conocida. Uno de los planos es considerado el marco de referencia para

realizar los conteos. (Gundersen, 1988)

Densidad numérica: Es el numero discreto de objetos por unidad de volumen
(Begega et al., 2000)

CICIMAR-IPN II



B. Liduvina Perezgomez A. Glosario

Estereologia: Es un grupo de métodos matematicos relacionados con los
parametros tridimensionales que definen a una estructura, a partir de las medidas

que se obtienen en un plano bidimensional de esta estructura (Weibel, 1979)

Exactitud: Puntual, fiel, cabal. (Diccionario Oxford, 2001)

Fecundidad: Es el numero total de oocitos que potencialmente pueden ser
producidos por una hembra. Es una estimacién del potencial reproductivo de una
hembra (Crim y Glebe, 1990).

Fecundidad diaria especifica: Produccion potencial de oocitos por gramo de la

poblacién desovante en un desove parcial (Picquelle y Stauffer, 1985).

Fecundidad relativa: Numero de oocitos por unidad de peso somatico (Hunter et
al., 1985).

Fecundidad parcial: Produccion de oocitos por desove parcial (Hunter et al., 1985).

Fecundidad indeterminada: Estrategia reproductiva en la cual no se encuentra
definido el numero de oocitos que seran desovados en la temporada de puesta, ya
que el epitelio germinal del ovario se mantiene activo, lo que significa que la
produccion, madurez y puesta de oocitos se presenta durante toda la temporada de

reproduccion (Tyler y Sumpter, 1996).

Foliculos post-ovulatorios: Cicatrices de la ovulacion constituidas por las capas
epiteliales colapsadas que formaron el foliculo, la granulosa y la teca externa. El
tiempo transcurrido entre la puesta y el muestreo se estima por la reabsorcion de

estas estructuras (Hunter et al., 1985).
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Frecuencia de puesta: Medida relativa del grupo de hembras que participan en la
puesta por desove parcial. Estas hembras se identifican por la presencia en sus

ovarios de foliculos post-ovulatorios. (Hunter y Goldberg, 1980).

Inclusiones lipidicas: Cuerpos de lipido que a menudo aparecen en los oocitos
durante el estadio de alveolo cortical y continua su producciéon y acumulacion

durante todo el crecimiento del oocito (Tyler y Sumpter, 1996).

Iterépara: Estrategia reproductiva en donde se agrupa a las especies que se

reproducen repetidamente durante su ciclo de vida (Munro, 1990).

Modelo: Esquema tedrico generalmente en forma matematica, simbdlica pero
formal de un sistema, elaborado para entender las relaciones funcionales de los
componentes del sistema con el objeto de predecir y potencialmente estudiar o

controlar el comportamiento del mismo (Diccionario Oxford, 2001).

Nucleo migratorio: Etapa del estadio de madurez final del oocito caracterizada por
la posicion descentrada del nucleo del oocito, lo cual indica la traslacion de esta
estructura hacia el polo animal. A lo largo de este camino el nucleo pierde la
membrana nuclear, con lo que se le conoce como vesicula germinal (Tyler y
Sumpter, 1996).

Oocitos hidratados: Ultima etapa de la madurez final del oocito caracterizada por
un rapido incremento en el diametro del oocito (0.95 a 1.2 mm), la disolucion de los
glébulos de vitelo los cuales enmascara practicamente todas las estructuras
celulares y el estiramiento de las capas epiteliales que constituyen el foliculo
(Walace y Selman, 1981)

Oscuros: Dias del calendario lunar correspondientes a la luna nueva.

CICIMAR-IPN 1Y%
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Perinucleolar: Etapa del estadio de crecimiento del oocito caracterizado por ser
células pequefas con afinidad tintorial basdfila intensa en el citoplasma y de menor
intensidad en el nucleo. En la etapa inicial se observan nucléolos esféricos en el
nucleo; al avanzar el desarrollo los nucléolos disminuyen su tamafio y se disponen

cerca de la membrana nuclear (Walace y Selman, 1981)

Potencial reproductivo: Véase fecundidad

Previtelogénicos: Oocitos con esferas en la periferia del ooplasma en donde se
inicia la acumulacion de vitelo, dando inicio el proceso de crecimiento del oocito, a
través de la secuenciacion de vitelogenina proveniente de un precursor hepatico
(Walace y Selman, 1981).

Precisiéon: Término que se encuentra estrechamente relacionado con la varianza
encontrada en las estimaciones. Cuanto menor sea la varianza mayor sera la

precision (Begega et al., 2000)

Proliferacion: Estadio caracterizado por la division mitética de las gonias;
posteriormente diferenciadas en oogonias y espermatogonias (Walace y Selman,
1981)

Protedlisis: Eetapa del estadio de madurez final del oocito caracterizado por la lisis
de los glébulos de vitelo proteico, paso previo a la hidratacién (Walace y Selman,
1981).

Reclutamiento: De manera general es la incorporacidon de organismos a un

proceso (Bakun, 1985).

Reclutamiento pesquero: Cantidad de peces jovenes que sobreviven desde los
estadios de: huevo, larva y juvenil hasta alcanzar el tamafo en el que son
susceptibles de ser capturados por las artes de pesca, y son registrados por la

pesqueria (Bakun, 1985).
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Temporalidad del desove: Es la regulacion que se observa entre los factores
internos que controlan la madurez y el desove como una respuesta bien regulada
por factores exogenos especificos, sujetos a la época del afio y la ubicacion
geografica (Stacey, 1984).

Vitelogénesis: Es el periodo en el desarrollo del ovario, en el que las proteinas
extraovaricas son aisladas, procesadas y empacadas dentro de los oocitos en forma
de esferas o glébulos. La vitelogénesis es el principal evento, responsable del

crecimiento de los oocitos en muchos teledsteos (Tyler y Sumpter, 1996).
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Resumen

Para el monitoreo y la estimacién de biomasa de la poblacion de sardina Monterrey,
uno de los modelos que se utiliza esta basado en la estimacion de las tasas de
producciéon de huevos, en donde interviene la fecundidad, la cual es estimada a
través del método gravimétrico, proceso minucioso en el que se invierte una gran
cantidad de tiempo. Se han hecho algunas estimaciones de fecundidad en peces
directamente de las imagenes de preparaciones histolégicas de ovarios maduros
utilizando métodos estereoldgicos. Para el presente trabajo se recolectaron 821
organismos a bordo de los barcos sardineros que operan en Bahia Magdalena de
enero a marzo de 2006. Se obtuvieron los datos morfométricos y se realizaron cortes
histolégicos de los ovarios. Se seleccionaron 205 hembras en la etapa mas avanzada
de madurez para la estimacion de la fecundidad parcial utilizandose los métodos
gravimétrico y estereoldgico. En este ultimo se aplicaron ajustes al método del
disector fisico como unidad de volumen para estimar la densidad numeérica,
directamente con tres cortes histolégicos de cada ovario separados por distancias
conocidas. Los conteos estuvieron integrados por los oocitos en los que se
distinguiera el nucleo. El método gravimétrico se aplicd con el proceso regular de
conteo de la moda mas avanzada con el tejido en fresco. Al comparar los resultados
obtenidos de fecundidad parcial con ambas metodologias, no se encuentran
diferencias significativas (p > 0.53) con el analisis de variancia, asi como el analisis
de regresion demuestra la predictibilidad de una metodologia sobre la otra (r= 0.98).
La estacionalidad de la reproduccién y los valores de fecundidad parcial coinciden
con lo anteriormente encontrado para la zona. Con los resultados obtenidos se
recomienda ampliamente la utilizacion de la estereologia para la estimacién de la
fecundidad parcial de la sardina. Los resultados son totalmente confiables, asi como
la posibilidad real de reducir los tiempos de procesamiento. La aplicacion de métodos
estereoldgicos abre la posibilidad de estudios mas detallados de la dinamica del
ovario en esta y otras especies, ampliandose el alcance morfoldgico vy fisiolégico al

que se puede acceder con la histologia y la histoquimica.
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Abstract

Monitoring of biomass and population of the Monterrey sardine is commonly based on
estimates of egg production method, using the gravimetric method, to estimate
fecundity which is very time consuming. In some instances, fecundity of fish species
has been estimated using stereological methods on mature ovaries. For this study,
821 specimens were collected from fishing boats in Bahia Magdalena from January to
March of 2006. Morphological data were registered and histological sample of ovaries
were prepared. Partial fecundity was estimated using 205 female specimens and the
gravimetric and stereological methods. The disector of the stereological method was
adjusted to estimate numerical density using, for each ovary, three tissue slides at
equivalent distances. Oocytes where the nucleus was evident were taken into account
for analysis. For the gravimetric method the most advanced mode was used from
fresh tissue samples. There was not a significant difference in the fecundity estimate
between the stereological and gravimetric methods (P=0.53), and a significant
regression analysis between fecundity values estimated using both methods indicated
high predictability. Seasonality in reproduction and partial fecundity values coincided
with previous reports on the study area. From the results obtained in this investigation
it can be concluded that the stereological method can be recommended for the
estimation of partial fecundity in the sardine. The results obtained are reliable and the
time used for sample processing can be greatly reduced. Moreover, the stereological
methods can be used to study in detail the dynamics of ovarian development in the
sardine and other species, thus widening the morphological and physiological analysis

based on histological and histochemical methods.

CICIMAR-IPN XIII



B. Liduvina Perezgdémez A. Introduccion

Introduccion

El estudio de la biologia reproductiva de las especies es uno de los aspectos de
mayor importancia para profundizar en el conocimiento de la dinamica poblacional,
sobre todo de aquellas especies que sostienen importantes pesquerias, como la de
la sardina monterrey (Sardinops sagax). El esfuerzo reproductivo es una variable
critica debido a la dependencia frecuentemente demostrada del reclutamiento (el
volumen de biomasa que se incorpora al stock susceptible a las artes de pesca) y el
stock desovante, sobre todo en poblaciones que presentan importantes
fluctuaciones en su abundancia. En este sentido el monitoreo y seguimiento de
parametros como la fecundidad, temporalidad del desove, frecuencia de puesta, la
edad o la talla de primera reproduccion, son variables que intervienen en la

mayoria de los modelos de evaluacion, desde diferentes puntos de vista.

En México la sardina es una de las pesquerias mas importantes, particularmente
en el Noroeste del pais, alcanzando hasta 193 mil ton de captura en 2005
(Conapesca, 2007).

La sardina es una especie pelagica, ovipara, con un desarrollo asincronico en el
crecimiento de los oocitos; es considerada como una especie iteropara. El patron de
reproducciéon presenta un ciclo anual y durante la temporada de puesta, de enero a
marzo en el area de Bahia Magdalena (Torres-Villegas et al., 1986), se presenta un
ciclo diario, en el que se ve involucrado el desarrollo, crecimiento y maduracion de
los oocitos producidos en desoves multiples durante la temporada de puesta
(Torres-Villegas et al., 1995; Perezgdbmez, 2004). Sardinops sagax habita aguas
costeras templadas y subtropicales, asociadas a sistemas de corrientes de alta
productividad como la Corriente de Humboldt en la costa oeste de América del Sur,
la Corriente de California a lo largo de las costas de Canada, Estados Unidos y
México, la Corriente sur de Benguela al sur de Africa, en el Pacifico Nor-occidental a

Corriente de Kuroshio y la corriente Australiana del Este (Grant y Lestie, 1996).
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Uno de los modelos utilizados para la evaluacién de la biomasa desovante, es el
Modelo de Produccién de Huevos, (MPH) y el Modelo de Produccién diaria de
Huevos, (MPDH) con diferentes propuestas de aplicacion (Parker, 1980: Picquelle y
Stauffer, 1985). Se trata de métodos de estimacion instantanea de la biomasa
desovante en donde intervienen la estimacion de la produccion diaria de huevos en
el mar, la fecundidad parcial, la frecuencia de hembras desovantes, proporcion
sexual y peso promedio de las hembras para estimar el tamafo del stock. En estos
modelos son aplicados parametros biolégicos de la poblacion adulta y la
abundancia de huevos en el mar, lo que le otorga un nivel de precision alto
(Santander et al., 1984). La aplicacion de estas metodologias ha permitido
profundizar en el conocimiento de la biologia reproductiva de los peces con desoves
parciales, ya que es necesario conocer la temporalidad de la puesta, los tiempos de
reabsorcion de los foliculos postovulatorios (Hunter y Goldberg, 1980), asi como la
estimacion de la fecundidad parcial y la fecundidad diaria especifica entre otros
(Hunter y Lo, 1990).

La evaluacion de la biomasa desovante obtenida por medio del MPDH ha recibido
opiniones a favor y en contra, argumentandose lo costoso de las campanas, la
necesidad de contar con un volumen considerable de muestras que permitan
manejar niveles altos de confianza en las estimaciones y la variancia asociada de
los cinco parametros bioldgicos involucrados, invirtiéndose gran cantidad de tiempo
al momento de generar la informacién (Alheit, 1993). Para obtener los parametros
reproductivos en el modelo, es necesario la manipulacion de tejido en fresco para la
aplicaciéon de métodos histolégicos, y la estimacion de la fecundidad, ya que los
resultados en las determinaciones del estado de madurez de los ovarios, son
indiscutibles, observando caracteristicas de la morfologia celular que indican con
exactitud los procesos previos y posteriores al desove, que sin lugar a dudas

sefalan el estado reproductivo (Hunter y Macewicz, 2003).
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En la biologia reproductiva de las especies la estimacion de la fecundidad depende
por completo de las tacticas y estrategias desarrolladas. Las especies de
fecundacion externa se caracterizan por altas tasas de produccion de gametos, lo
cual se ejemplifica con toda claridad en los peces pelagicos menores como la
sardina. Esta produccion elevada compensa altas tasas de mortalidad en los
estadios de vida previos al reclutamiento que se relacionan con la variabilidad
ambiental (Pitcher, 1995). Una de las estrategias es acumular reservas y emplearlas
al momento de la reproduccion, lo que le permitira atenuar los efectos del ambiente
(Radovich 1962, Munro, 1990, Crim y Glebe 1990). Como Sardinops sagax tiene
una fecundidad indeterminada, con produccion continua de oocitos y desoves
parciales a lo largo de la temporada de puesta, el numero de oocitos no se
encuentra determinado al iniciar la temporada de reproduccién (Hunter y Goldberg,
1980; Hunter y Macewicz,1980). En principio, con estas condiciones sélo es posible

estimar la fecundidad parcial, es decir, la fecundidad por desove parcial.

La primera estimacion de fecundidad de la sardina del Pacifico que tomé en cuenta
los desoves parciales fue hecha por MacGregor (1957) quien evaluo6 el grupo de
oocitos de la moda mas avanzada, a partir del analisis de la distribucién de
diametros. Desde entonces a la fecha se desarrollé6 un método alternativo al método
de la moda mas avanzada que se basa en la contabilizacion de oocitos hidratados
(Hunter y Goldberg, 1980; Hunter y Macewicz 1980). Hunter et al. (1985)
reconocieron las dificultades que se presentan para obtener suficientes hembras
hidratadas para estimar la fecundidad y, sefalaron la alternativa de conteos de
oocitos en etapa de nucleo migratorio, un paso previo a la hidratacion. Con esta
alternativa Hunter et al. (1992) estimaron la fecundidad parcial de Microstomus

pacificus.

Recientemente se han tipificado las etapas previas a la hidratacion en la anchoa
europea (Ochoa-Baez, 1998) y para la sardina, Chavira-Nifio (2005). Estas etapas
se tipifican como: las células de la capa granulosa altas, la etapa en la que se forma

la gota de aceite, el nucleo en migracion al polo animal y la protedlisis del vitelo.
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Siguiendo esta clasificacion se han realizado estimaciones de fecundidad parcial
con la sardina monterrey capturada en Bahia Magdalena, Golfo de California e Isla
Cedros aplicando el método gravimétrico, en las variantes descritas anteriormente.
(Torres-Villegas, 1986; Torres-Villegas et al., 1997; Torres-Villegas et al., 2000;
Perezgomez, 2004; Estrada-Vargas, 2004 y Moguel-Hernandez, 2007).

Esta metodologia consume una gran cantidad de tiempo dado que es necesario,
una vez hecha la evaluacion histolégica y la seleccion de las muestras para la
estimacion de la fecundidad, trabajar nuevamente con el tejido en fresco, obtener
tres submuestras de 0.05 g por cada ovario, disgregarlo y preparar la muestra
alineando los oocitos para evitar errores en el conteo. Si se requiere hacer la
estimacion de fecundidad con muestras en las cuales el ovario no ha alcanzado el
estado de hidratacidén, pero se encuentra en la etapa de la madurez final, es
necesario determinar el grupo de oocitos a evaluar midiendo el didmetro para
determinar la moda mas avanzada que representa el préximo desove. (MacGregor,
1957; Hunter et al., 1985; Torres-Villegas y Perezgdmez, 1988). Se han aplicado
otras metodologias para las estimaciones de fecundidad, como el método
volumétrico, contadores automaticos de particulas y el denominado método auto-
diametral de fecundidad, en el que a través de una automatizacion parcial,
utilizando un analizador de imagenes se mide el diametro de los oocitos en lugar de
contarlos, con lo que se construye una curva de calibracion (LeClaus, 1977;
Emerson et al., 1990; Thorsen y Kjesbu, 2001).

Una herramienta importante para los estudios biologicos es la histologia, que puede
abordarse desde un punto de vista meramente morfologico, estudiando los tejidos
como patrones topograficos, extendiéndose a otras técnicas mas especializadas
que son utilizadas para evaluar la distribucion en el espacio de componentes
quimicos como la histoquimica, la inmunofluoresencia y elementos radioactivos
(Shea, 1962). Actualmente es comun encontrar trabajos con temas de pesquerias
que incluyen en sus analisis la técnica histolégica. En areas del conocimiento

relacionadas con los cultivos, los métodos histoldgicos resultan indispensables. Lo
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anterior se debe a que la imagen histolégica de un o6rgano, constituye una
importante prueba del estado fisiolégico en que se encuentran los organismos. En
estas circunstancias el hecho de desarrollar métodos para establecer protocolos
que permitan pasar de la descripcion morfoldgica hacia la estimacion de volumenes,
densidades numeéricas, etc. de componentes de los tejidos, puede ser muy

importante para profundizar en los analisis de la relacidon organismo — ambiente.

Son indiscutibles los avances y la aplicacion de la estereologia en la ciencias
médicas, como la utilizacion de la tomografia computarizada y la resonancia
magnética, cuyas bases son netamente estereoldgicas (Begega et al., 2000), y mas
concretamente la aplicacion en la biologia reproductiva (Christiansen et al., 1973;
Emerson et al., 1990; Andersen, 2003).

La finalidad del presente trabajo es contrastar el método estereoldgico para estimar
densidades numéricas utilizando las imagenes obtenidas de los cortes histoldgicos
para la estimacion de la fecundidad parcial de Sardinops sagax, buscando reducir
los tiempos y costos en el procesamiento, sin perder precision en los resultados,
mismos que seran validados con aquellos obtenidos con el método gravimétrico,

utilizando las mismas muestras con ambas metodologias.
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Antecedentes

En los ultimos afos una buena parte del desarrollo de las ciencias médico-
biolégicas se han visto reforzadas por el uso, cada vez mas frecuente, de estudios a
nivel celular desde el punto de vista morfologico y fisiolégico. La histologia y la
microscopia han jugado un papel histérico fundamental para el avance de estas
ciencias, sobre todo han sido el pilar de aquellos estudios de tipo descriptivo, en los
que unicamente se estudiaban los patrones celulares en los tejidos analizando la
posicion, las relaciones y las dependencias de las partes en un tejido utilizando
escalas nominales, ordinales o porcentuales (Shea, 1962). Actualmente se han
desarrollado y aplicado herramientas como la morfometria, la estereologia y el
analisis digital de imagenes, mismas que conforman la tecnologia de punta dada la
necesidad de contar con estimaciones certeras en numero, forma y volumen a nivel

celular (Begega et al., 2000).

La estereologia es considerada como un grupo de herramientas con una base
matematica bien definida para la exploracion del espacio tridimensional a partir
cortes bidimensionales o de proyecciones sobre el plano. Consiste en la
extrapolacion del plano al espacio, con lo que se obtiene una estimacion de
volumen, area, longitud o numero de particulas contenidas en una matriz (Weibel,
1979).

Esta disciplina tiene sus origenes en la teoria de las probabilidades geométricas
desarrollada por Pierre Simon Laplace en 1812, aunque vinculada inicialmente a los
juegos de azar, dando lugar a la estocastica contemporanea, de gran interés para la
matematica pura y aplicada (Stoyan et al., 1987). Uno de los primeros
planteamientos de la teoria de las probabilidades geométricas fue propuesto por
George Louis Leclerc (Conde de Buffon) con el ensayo conocido como “El
problema de la aguja de Buffon” en el que considera un plano dividido por rectas

paralelas a una distancia d. Sobre el plano se lanza una aguja de longitud / no
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mayor que d. La constante 2 proviene de la integracion del angulo © en la

inclinacion de la aguja (Fig.1).

‘L""ttu
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Figura 1. Plano dividido en rectas paralelas para lanzar una aguja al azar, propuesto por Buffén.

Puede ser que la aguja corte alguna de las rectas paralelas o que no corte ninguna.
La probabilidad de que alguna recta paralela sea cortada por la aguja es:
2,1

P
Se trata de un juego de azar cuya solucion consiste en “medir” los casos favorables
y posibles en lugar de “contarlos”, como ocurre en el caso de los juegos discretos
de cartas o de dados. La diferencia entre “medir” y “contar” es lo que distingue a la
geometria de la aritmética. En si, el principio de Buffon no se relaciona de manera
muy directa con la estereologia pero tiene elementos conceptuales que fueron
retomados después, como un objeto estructural caracterizado por su dimension (la
aguja) y que ésta se encuentra relacionada con un sistema de referencia
geométrico (la rejilla). Ambas se encuentran cuantitativamente definidas con una
interaccion azarosa que ocurre con una probabilidad predecible, lo que caracteriza a

todos los principios estereoldgicos (Weibel, 1979).
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Pierre Simon Lapace en su Teoria analitica de las probabilidades, toma el “plano de
la aguja de Buffon” y lo divide en rectangulos de lados d; y d». Se tira una aguja de

longitud a no mayor que los rectangulos del plano (Fig. 3).

Figura 3. Plano de probabilidades de Laplace.

Entonces la probabilidad de que la aguja corte alguno de los lados de la red de
rectangulos es:

b= (2a(d1+d2)—a2) dida
Vi

Si en lugar de la aguja de longitud a fuera lanzada al azar sobre el plano una curva
de longitud | y de forma cualquiera, la esperanza matematica o el valor medio del

numero N de puntos en que la curva corta los lados de la red de rectangulos sera:

E(Ny= 2 d*d) 4,
T

Estas formulas pasaron a ser frecuentemente aplicadas para medir longitudes sobre
preparaciones microscopicas colocando un reticulado rectangular en donde se
cuenta el numero de veces que los lados del reticulado o las paralelas cortan al

objeto sujeto a medicidn. (Santald, 1989)
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Los primeros modelos abordados por la estereologia como tal, fueron desarrollados
por el geologo francés Delesse (1847) que lo aplico para determinar la composicion
de las rocas, y muchos afios después fue perfeccionado por Glagolev (1934), el
cual se basa en las proporciones relativas de superficie y volumen posibilitando el
analisis morfométrico de diversas estructuras permitiendo establecer Ia
organizacion espacial de sistemas tridimensionales y determinar las relaciones
cuantitativas como fracciones de volumen, relaciones superficie volumen, densidad
y numero de particulas (Chistiansen et al., 1973). De los primeros trabajos que
aplican la estereologia a las ciencias medico-bioldgicas, son: el de Wicksell en
1925, que analiza el problema de los conteos de corpusculos en cortes histologicos
y el de Harold Chalkley en 1943 el Instituto Nacional de Cancer en Bethesda
(citados en Weibel, 1979).

Actualmente la estereologia se aplica principalmente en las biociencias,
proponiendo diferentes procedimientos dependiendo del tipo de estructura a
analizar, tales como, longitudes glomerulares y otras como la densidad numérica
de diferentes grupos celulares en un mismo tejido, como por ejemplo en el estudio
de la dinamica del crecimiento celular en los ovarios de Tilapia zilli (Coward y
Bromage, 1998).

Las particulas o las células existen en una matriz tridimensional; entonces, para
poder resolver este objetivo es necesario considerar la profundidad en el corte
histologico. Con esto se asegura que los calculos se realizan en un ambiente
tridimensional logrando con esto, establecer el numero de células por unidad de
volumen. Esta metodologia es denominada “El principio del disector” (Jensen y
Gundersen, 1983; Stereo, 1984). Se considera un disector fisico a dos cortes
consecutivos del tejido, separados por un espesor de distancia conocida. Esta
distancia no debe de ser mayor al tamafio de la célula mas pequefa que sera
incluida en los conteos. Este espesor generalmente se establece en 1/4 o 1/3 del
tamano de la célula, ambas imagenes se comparan y sélo forman parte del conteo

las células que no aparecen repetidas, evitando con esto la sobrestimacion. El

CICIMAR-IPN 9



B. Liduvina Perezgdémez A. Antecedentes

numero de células por unidad de volumen es estimado y extrapolando a la a la
totalidad del volumen del 6rgano en estudio (Howard y Reed, 1998; Andersen,
2003).

Para las estimaciones de fecundidad utilizando la estereologia, se han aplicando
variantes del modelo general propuesto por Weibel y Gomez (1962). Chistiansen y
colaboradores (1973), realizan la estimacion de la fecundidad de Chlamys
tehuelcha. Uno de los primeros trabajos en que estiman la fecundidad en peces
utilizando la estereometria es el de Emerson y colaboradores (1990), en el que
evaluan la fecundidad de Engraulis mordax y Scomber japonicus, comparando los
resultados obtenidos y al aplicar tres diferentes métodos: estereologia, un contador
de particulas y un método volumétrico. Greer y colaboradores (1994), hacen la
estimacion de la fecundidad de Scomber scombrus aplicando la estereologia
tratando de observar si la fecundidad de esta especie se encuentra determinada.
Coward y Bromage (1998), utilizando estereologia encuentran, que la fraccion
volumétrica de los oocitos previtelogénicos es constante a lo largo de la temporada
de reproduccion, en un estudio en el que tipifican la dinamica del ovario de Tilapia
zillii . Con el lenguado (Solea solea), Withames (2003) realizé estudios para estimar
la fecundidad potencial evaluando cada grupo de oocitos intraovaricos y la
intensidad del desove evaluando los oocitos hidratados, los foliculos post-
ovulatorios y las atresias. Thorsen y colaboradores (2006) analizan diferentes
modelos para la estimacion de la fecundidad potencial del bacalao del Artico, Gadus
morhua, haciendo una recopilacion de datos, para los que en algunos afnos, las
estimaciones de fecundidad, estimacién del proceso de atresia e intensidad de la
misma, fueron obtenidas aplicando métodos estereoldgicos. Medina vy
colaboradores (2002), analizaron el estatus reproductivo del atun aleta azul
(Thunnus thynus), en temporada de reproduccién y en el momento de la migracion,

evaluando los grupos de oocitos y la fecundidad utilizando métodos estereoldgicos.

Como una perspectiva general sobre la fecundidad en los peces iteréparos, se

puede decir que ésta presenta grandes variaciones, inclusive dentro de una misma
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temporada de reproduccion. Existen trabajos que analizan esta variabilidad; en los
lenguados con Pleuronectes plateas, Simpson (1951) y en Hippoglossoides
platessoides, Bagenal (1957; 1966) observaron una variacion anual en las
estimaciones de fecundidad. El estudio realizado por Beacham y Murray (1993) con
salmones, correlacion6 el tamafno de los oocitos, la talla de los peces, inclusive la
latitud, en la distribucion de los peces, con lo que aparentemente, encuentran
valores de fecundidad mas altos a menores latitudes. En cuanto a los clupeidos, se
ha documentado una alta variacion, ya sea dentro de la temporada de reproduccion,
como entre los anos (Hunter y Goldberbg, 1980; Hunter y Macewicz, 1980; Torres-
Villegas y Perezgomez, 1988, Torres-Villegas, 1997; Plaza et al, 2002,
Perezgomez, 2004). Una probable explicacidon a esta variabilidad biolégica se
asocia con la energética del desove en Engraulis mordax, en donde se sefala que
la variacion en los valores de fecundidad parcial que se observa en hembras de la
misma talla o peso puede ser causada por variaciones en el tamafio de los huevos,
la disponibilidad de alimento y el numero de desoves previos en la temporada de
puesta para una misma hembra (Hunter y Leong, 1981). Es importante senalar que
no debe de perderse de vista esta variabilidad bioldgica natural al momento de
obtener los coeficientes de variacion (CV) y los coeficientes de error (CE) en las

metodologias aplicadas.
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Justificacion

En el seguimiento que se ha establecido de la pesqueria de sardina en la costa
occidental de la peninsula de Baja California, se ha empleado el MPDH. Este
meétodo tienen una serie de ventajas, especialmente relativas a la precision de las
estimaciones (Parker, 1980). Sin embargo, se ha discutido la imposibilidad de
usarlo, argumentando los elevados costos y el largo tiempo de procesamiento
requeridos para su aplicacion, particularmente para la estimacién de la fecundidad
parcial.

Ello justifica la busqueda de alternativas, como los métodos estereoldgicos, que
permitan reducir tiempos de procesamiento y los costos asociados, sin detrimento
de la precision en las estimaciones.

Ademas, los métodos estereoldgicos permiten estimar las fracciones volumétricas y
densidades numéricas de diferentes tipos celulares, y abren la posibilidad de
evaluar otras estructuras contenidas en el ovario que solo es posible tipificarlas en
imagenes al microscopio. Para estudios de numerosas pesquerias y de cultivos de
peces, es importante contar con herramientas que permitan cuantificar
componentes a nivel celular en tejidos o en 6rganos, con el fin de asociarlo al
estado fisioldgico de los organismos.

Por otro lado, las observaciones morfolégicas, apoyadas con criterios numéricos de
los componentes tisulares o celulares permiten, por una parte, relacionar la
fisiologia con la morfologia microscopica. La aplicacion de métodos estereologicos
permitira explorar mas en la fisiologia de los organismos y relacionar algunas

caracteristicas de su dinamica poblacional.
HIPOTESIS

Las estimaciones de fecundidad parcial obtenidas con el método estereoldgico, no

presentan diferencias con las obtenidas con el método gravimétrico.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la efectividad (eficiencia y confiabilidad) de la estimacion de la
fecundidad parcial de la sardina Monterrey Sardinops sagax, mediante

meétodos estereoldgicos con respecto al método gravimétrico convencional.

Objetivos particulares

1.

Estimar la fecundidad parcial de la sardina Monterrey mediante el método
gravimétrico convencional.

Aplicar el analisis de imagenes en cortes histoldgicos para la aplicacion del
meétodo estereologico

Estimar la fecundidad parcial mediante un método estereoldgico utilizandose
las mismas muestras del método gravimétrico.

Medir el grado de precisidon de los resultados obtenidos con la aplicacion del
meétodo estereoldgico.

Comparar y evaluar las estimaciones con ambas metodologias.

Con los resultados obtenidos, estimar el valor de la fecundidad parcial
promedio y fecundidad parcial relativa a nivel poblacional de Sardinops

sagax en la temporada 2006 en Bahia Magdalena, B.C.S.
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Area de estudio

Bahia Magdalena es un cuerpo lagunar costero que se encuentra en la costa
Occidental del estado de Baja California Sur, entre los 24° 15 y 25° 20’ Latitud
Norte y los 111° 30’ y 112° 12’ Longitud Oeste. Este complejo lagunar esta formado
por dos cuerpos de agua y un sistema de canales y esteros. Bahia Magdalena, con
una superficie de 882.7 km?, Bahia Almejas con una superficie de 370 km?. Hacia el

Norte de Bahia Magdalena se ubica el sistema de esteros y canales con una

superficie de 137 km? (Alvarez-Borrego et al., 1975).

114 .~
../

Zona de esteros y canales

112 110

Bahia Magdalena —=——

3
5

Bahia Almejas
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Material y Métodos

Se procesaron los muestreos correspondientes a la temporada de puesta 2006 de la
sardina Monterrey en Bahia Magdalena, B.C.S., mismos que forman parte del
monitoreo permanente que se mantiene en la zona. Dichos muestreos se realizaron
a bordo de la flota comercial que opera en Bahia Magdalena por personal de apoyo
del Laboratorio de Morfofisiologia, del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas,
durante los oscuros de enero a marzo de 2006. Se recolectaron un total de 821
organismos. Siguiendo los procedimientos descritos en el Instructivo PROMA
(Programa de Muestreadotes Abordo), para la recolecta y fijacion de las muestras
(Torres-Villegas et al., 2002), los ejemplares se obtuvieron en el momento de la
descarga a la bodega del barco en el sitio de pesca; (70 ejemplares por lance de
pesca). A los peces se les realizé una incision sobre la linea media del cuerpo desde
el ano, hasta la region gular, y dos cortes laterales posteriores a las aletas
pectorales, con el fin de garantizar la correcta fijaciéon del tejido gonadico. Se
colocaron en una cubeta agregandoles inmediatamente formol al 10% en solucion
reguladora de fosfatos, (pH = 7.0). Las muestras se trasladaron al laboratorio y una
vez ahi se renovo la solucion fijadora para asegurar la preservacion de las

muestras.

Se obtuvieron los datos de Longitud Patrdn, (a precision 1.0 mm), el Peso total (a

precision 0.01g) y el Peso de la génada (a precision 0.01g).

Se tomaron submuestras de aproximadamente 1 cm?® de la regién media de uno de
los lI6bulos del ovario a las que se les aplicé la técnica histolégica con cortes por
parafina de 3 — 5 um de espesor. Los cortes se colorearon de forma alternada con
las siguientes técnicas: Hematoxilina-Eosina, Tricromica de Mallory, Azul alciano y
Van Geason (Martoja y Martoja, 1970). Los cortes se montaron utilizando cytoseal.

El analisis histologico se hizo con base en los criterios de Wallace y Selman (1981)
quienes establecen tres estadios de madurez (tabla I). Las etapas que se incluyen

en cada estadio fueron propuestas por Ochoa-Baez (1998) para la Engraulis
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encrasicolus y, fueron adaptadas a la sardina monterrey por Torres-Villegas et al.
2000 (Tabla I).

Tabla I. Clasificacion de los estadios y sus etapas que constituyen el ciclo reproductivo antes de la

puesta de acuerdo con Wallace y Selman (1981).

Estadio Etapa

Proliferacion Perinucleolares (iniciales y finales)

Alvéolo cortical
Crecimiento Inclusiones lipidicas

Vitelogénesis (inicial, intermedia y final)
Celulas granulosas altas
Madurez final Protedlisis (formacion de la gota de aceite)
Nucleo migratorio
Hidratacion

Con los resultados del andlisis histolégico se seleccionaron las hembras para la
estimacion de la fecundidad, eligiendo los ovarios que se encontraran en el estadio
de madurez final del oocito. Como criterios adicionales se descartaron aquellos
ovarios que presentaron foliculos postovulatorios y/o atrésicos, en cualquier etapa,
asi como, de acuerdo con los criterios de Hunter y Goldberg (1980), Hunter y
Macewicz (1980) y Hunter et al. (1985). El resultado de esta seleccion fueron 211
sardinas que se emplearon para estimar la fecundidad parcial por los dos métodos

propuestos.

Para las estimaciones de fecundidad parcial por el método gravimétrico, se tomaron
muestras de 0.05 g de la parte central de uno de los Iébulos del ovario. Las muestras
se tomaron por triplicado utilizando una balanza analitica. Se colocaron en
portaobjetos con una gota de glicerina para disgregar la muestra y evitar la
desecacion (MacGregor, 1957; Leclus, 1977). Mediante un estereomicroscopio, se
identificaron los oocitos de la moda mas avanzada préximos al desove, los cuales
corresponden con las etapas del estadio de madurez final antes mencionadas. Se

realizaron los conteos de dichos oocitos y se extrapolaron al peso total del ovario,
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obteniendo la fecundidad parcial individual promedio y la desviacion estandar para

cada ovario.
Paj « Noi
Pui

Fp

En donde:

Fp=Fecundidad Parcial Individual

Pg; =Peso de la gonada

N,:;= Numero de oocitos en la muestra
Py = Peso de la muestra

i= iesima muestra

j= del individuo j

Se realizé un analisis de variancia de una via de la fecundidad parcial para probar si
existian diferencias significativas entre los valores de fecundidad estimada en las
diferentes etapas de la madurez final del oocito, con el fin de considerar a las

muestras que provienen de diferentes etapas como un solo tamafo de muestra.

Para estimar la densidad numérica de los oocitos proximos al desove por el método
estereoldgico, primeramente se siguié la metodologia que considera al disector fisico
como unidad de muestreo propuesta por diferentes autores (Stereo, 1982;
Gudersen, 1986; Cruz-Orvide, 2004) El disector fisico consta de dos cortes
histolégicos en donde la distancia entre ellos sera de 1/4 o 1/3 del diametro de las
células a contar. Se comparan ambas imagenes y se cuentan los oocitos que no
aparecen repetidos en ambos cortes (Howard y Reed, 1998; Andersen 2003). De
acuerdo con este principio se disend el muestreo, se hicieron nuevamente cortes
histolégicos de los ovarios seleccionados para la estimacién de la fecundidad y
obtener los disectores. Se obtuvieron tres cortes del mismo ovario a diferentes
distancias. Esta distancia estuvo determinada por el grado de madurez de cada
ovario, ya que el diametro de los oocitos préximos al desove se incrementa en la
medida en la que se acerca el desove, modificado con esto la profundidad del

disector. Los ovarios cuya etapa de madurez estaba indicada por la presencia de

CICIMAR-IPN 17



B. Liduvina Perezgomez A. Material y Métodos

oocitos con células columnares en la capa granulosa, la profundidad del disector fue
de 150 ym entre cada corte, ya que el diametro de estos oocitos se ubic alrededor
de 500 um. Los ovarios que se ubicaron con oocitos en protedlisis (integracion de la
gota de aceite) la separacion fue de 200 um, el diametro de estos oocitos fue de 600
pm. Los cortes de ovarios con oocitos en etapa de nucleo migratorio tuvieron una
separacion 250 ym y finalmente aquellas que presentaron inicios de hidratacion o
hidratacion avanzada, la separacion de corte a corte fue de 300 pm. Cabe
mencionar que las muestras que fueron agrupadas en la categoria de hidratacion
inicial presentaban los primeros signos del proceso de protedlisis del vitelo, lo que
caracteriza a la etapa de hidratacion del oocito.

La temperatura recomendada para el bafio de flotacion para extender los cortes y
montarlos, normalmente se ubica en los 40 °C (Aguilar-Morales et al., 1996); se
redujo a 35 °C para asegurar que los cortes se extiendan sin perder la integridad y
evitar deformaciones o encogimientos (Petersen, et al., 2001). Los cortes se
colorearon con las técnicas anteriormente mencionadas.

Se hizo un ejercicio para determinar el factor de encogimiento del tejido, una vez que
este ha pasado por todo el proceso histolégico y con él corregir el volumen de la
unidad de muestreo (Howard y Reed, 1998; Dorph-Petersen et al., 2000). Se
selecciono un ovario por cada etapa del estadio de madurez final. Se cort6 la
muestra de forma cuadrangular para facilitar el registro de las dimensiones antes y

después del proceso histolégico. Las dimensiones fueron las que se observan en la

Frlﬁk; ; / m&.% At
Lancho

Ahura
Ahura I %
Lancha

Figura 4. Esquema de corte y medicion para el calculo del porcentaje de encogimiento del tejido.

figura 4.
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Se obtuvo el volumen inicial, antes de practicar el corte y el volumen final una vez
que el corte habia sido montado en el portaobjetos. El factor fue calculado como
sigue:

Va — Vp
Va

Ce =

en donde:

Ce = Correccidn de encogimiento
Va = Volumen de la pieza antes del proceso histolégico
Vp = Volumen una vez procesado el tejido

El factor de correccion que se aplica es 1- Ce el cual se aplica al volumen de
referencia.

Se digitalizaron las laminillas completas utilizando un Scanner modelo HP Deskjet
F4100 con una resolucion de 4800 pixeles por pulgada cuadrada, para tener en una
sola imagen la totalidad del corte (Fig. 5). Asimismo se digitalizé la reglilla
micrometrica bajo los mismos parametros que los cortes histologicos, con el objeto
de calibrar las herramientas de medida del software y la ampliacion de las imagenes.
Las imagenes se separaron y procesaron digitalmente utilizando el programa Image-
Pro Plus ver. 4.5.0.29 de Media Cybernetics. Las imagenes se procesaron con un
acercamiento del 1600%; en donde la resolucién de la imagen permitié observar
claramente las caracteristicas de las células objetivo. Utilizando las herramientas del
programa se mejoro el contraste de las imagenes a través de la ecualizacion y

contraste de los tonos para facilitar su proceso.

EAL
- _'||I':-.

s®
P
4':.:__‘

isn.

rf_,

-

‘:,t

i

Figura 5. Imagen del portaobjetos escaneado, en donde a, b, ¢ son los tres niveles de corte; dos
cortes por nivel. Esta imagen corresponde a un ovario con Nucleo migratorio, entonces la distancia

entre ay b son 250 ym y entre b y ¢ otras 250 ym.
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En la mayoria de los métodos que se aplican en estimaciones de densidad numérica
(Emerson, 1990: Howard y Reed, 1998; Andersen, 2003) se sobrepone en la imagen
una rejilla para realizar un muestreo aleatorio sistematico, conformada por areas de
muestreo o cuadrantes de 1.8 x 1.8 mm. Esta plantilla contiene 12 cuadrantes
equidistantes Con el fin de eliminar un sobre-muestreo en los conteos, se definieron
como lineas de exclusion la izquierda y la inferior (linea continua), de manera que
los oocitos que cruzan estas lineas no se consideran en el en el conteo. Mientras

tanto, las lineas de inclusion son la derecha y superior (linea punteada) (Fig. 6).

--------------------
$susssssns  fesssccesss  fevvaeeensy

ervaveenzs.  fersassesms  lesssssssis

Figura 6. Plantilla con los cuadrantes de muestreo aleatorio sistematico

Ambas imagenes, la del tejido y la de la plantilla fueron sobrepuestas utilizando la
aplicacion de imagen sobrepuesta que ofrece el programa para proceso de
imagenes Image-Pro Plus ver 4.5.0.29. La imagen de la plantila se hace
transparente con dicha herramienta y se sobrepone a la imagen del corte histolégico.

Se cuentan los oocitos que quedan dentro del area de muestreo (Fig.7).
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Figura 7. Primera imagen del disector (a), y 250 um de distancia el segundo corte (b).

Para comparar los cortes superior e inferior del disector y poder determinar los
oocitos a contar se utilizaron los propios cuadrantes de conteo como marcos de
referencia. Es decir, si el oocito ubicado en el angulo superior derecho del cuadrante
era el mismo que se ubicada en esa posicion en el corte inferior del disector, para lo
cual fue necesario resaltar los contornos mediante el proceso digital, debido a que la
regularidad de la forma de los oocitos, y la densidad del tejido dificulta sobre manera

discriminar a ojo, la presencia del mismo oocito en los dos cortes.

El siguiente paso consistié en identificar los oocitos que se encuentran en el corte a
pero no en el b. A simple vista es muy dificil hacer esta comparacién y discriminar
que oocitos seran incluidos en el conteo. Para resolver esto se delimitaron los

contornos de cada oocito para facilitar la comparacién. (Fig. 8)
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Figura 8. Amplificacion del cuadrante inferior en los tres niveles de corte, a,b y ¢, resaltando los
contornos de los oocitos.

Con el objeto de mejorar la identificacidon de los oocitos, la ultima etapa del
procesamiento digital de la imagen consisti6 en obtener el negativo con lo que se
obtuvo el fondo obscuro y el delineado de los oocitos en claro, y con esto observar el

tamafo y la orientacion de cada célula (Fig. 9)

Figura 9. Imagenes con el fondo invertido para resaltar los contornos

Solo fue posible obtener una mejor discriminacion comparando las imagenes mas
lejanas, es decir, la a y la ¢, en donde la distancia entre ellas estaba cerca al valor

del diametro de los oocitos dandole el doble de profundidad al disector.

El numero de células por unidad de volumen, que es el disector, es estimado con el

siguiente modelo:
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L2

Ny =
(al f)(h) iP

en donde:

estNv = numero de particulas por unidad de volumen.

a/f = area por cuadrante contado en la superficie del corte.

h = separacion del corte (profundidad del disector)

O = numero de células contadas en todos los cuadrantes del disector.
P = numero de cuadrantes muestreados en el disector.

Se realizé un ensayo aplicando esta metodologia y se encontraron dificultades al
comparar dos cortes contiguos derivadas de la densidad de oocitos en un ovario con
madurez avanzada; puesto que identificar los oocitos que se encuentran en el los
dos cortes y aquellos que inciden en solo un corte tiene alto grado de dificultad. A
pesar del procesamiento de la imagen, de hecho el delineado de los oocitos fue el
proceso que consumid mayor tiempo. Sin embargo, cuando se utilizé el tercer corte
como imagen de referencia del primer corte para realizar los conteos, la
diferenciacién fue mas evidente. Lo anterior se debe a que en el primer caso la
diferencia entre los cortes a dos niveles de los oocitos no son lo suficientemente
distintos como para notar claras diferencias. Al ampliar la distancia entre los cortes
que se comparan, la diferencia del nivel de corte por célula se hace mas amplia y

mas evidente.

Después de realizar los conteos, los resultados fueron sumamente inferiores a los
obtenidos con el método gravimetrico (20,156 oocitos por hembra por el método
gravimetrico y 2,187 por el estereolégico). Se realizaron diferentes pruebas
modificando la profundidad del disector hasta llegar al diametro total de los oocitos
proximos al desove. Los resultados no se modificaron sustancialmente. Se reviso
con todo cuidado cada una de las partes del proceso, no encontrando errores en la

aplicacién y calculos del modelo.
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Dado el tamafio de los oocitos, la densidad y homogeneidad del tejido, se decidio
aplicar un método estereoldgico alterno para estimar la densidad numérica. Con
este método se eliminé el uso de la plantilla del muestreo sistematico, estimando la
totalidad de la superficie del corte y asignandole la profundidad al corte con el
diametro de los oocitos. Esto ultimo fue aplicado por Emerson et al., (1990) pero
utilizando la rejilla de Weibel.

El diametro de los oocitos objetivo se estimo directamente de los cortes de oocitos a
nivel del nucleo siempre y cuando el nucleo sea visible; y en los conteos no son
considerados aquellos que a pesar de ser del grupo de oocitos a evaluar el corte es
tangencial y solo se distingue el polo de la célula, con esto se disminuye la

posibilidad de sobreestimar el grupo de oocitos. (Fig. 10)

Figura 10. a) Registro al azar del diametro de los oocitos del préximo desove a los cuales se les

observara el nucleo. b). Oocitos numerados para la estimacion de la fecundidad parcial individual.
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Al considerar el area total del corte, en lugar de los cuadrantes, para el conteo de
oocitos registrados en el disector, el modelo para estimar la densidad numérica por

unidad de volumen se simplifica como sigue:

esth :L*Q

a*d

En donde :

estNv = numero de oocitos por unidad de volumen.
= area total del corte.
d = diametro de los oocitos préximos al desove

= numero de oocitos proximos al desove con nucleo evidente.

Finalmente el numero de células en el tejido es estimado a través de la siguiente

expresion:
estN — est Vref N estN v

en donde:

estN = numero de oocitos.
estNy = numero de oocitos por unidad de volumen.

estVrer = volumen del tejido de referencia (ovario)

En el caso del volumen de referencia del 6érgano (ovario), se utilizé directamente el

peso del ovario.

Dada la alta probabilidad de que el corte sufra algun dafo en el proceso histolégico y
disgregarse el tejido, se estimo el efecto en la estimacién de la fecundidad parcial
individual para porciones de los cortes de 100, 50 y 25% de la superficie total del
corte. Tal como se ha descrito anteriormente, la profundidad se determina por el

didmetro de los oocitos objetivo. Se procedié a hacer los conteos y las estimaciones
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por triplicado en cada ovario de las 30 muestras elegidas al azar de entre las

muestras seleccionadas para la estimacion de la fecundidad parcial.

Con el objeto de observar de una manera grafica la variabilidad biolégica que
presentan los valores de fecundidad parcial individual con forme avanza la
temporada de reproduccion, se realizaron diagramas de dispersidn de éstos con
respecto al peso libre de ovarios, destacando la etapa del estadio de madurez final

en la que se encontraban.

Las estimaciones de parametros numéricos que son abordados a través de la
estereologia deben de ser acompafiados de una estimacion de la precision,
estimando el coeficiente de variaciéon (CV) que relaciona la variabilidad de los
valores con respecto a la media. Asimismo se calculd el error estandar (SE) y el
coeficiente de error (CE) con el objeto de estimar la variacién en la poblacion
muestreada y la variabilidad introducida por el procedimiento de muestreo. (Howard
y Reed, 1998).

cv=". SE = CE=—2"

. o s

Con base en la distribucién de las tallas de los organismos muestreados, se
reagruparon los valores de fecundidad parcial individual en tres grupos: el primero
de 128 a 159 mm de longitud patrén, el segundo de 160 a 189 mm y el ultimo de 190
a 210 mm de longitud patrdon, con el objeto de minimizar el efecto de la variabilidad

biolégica asociada a la edad al momento de calcular el CE y el SE.

Para validar los resultados obtenidos con el método estereologico se realizd un
analisis variancia con los valores de fecundidad parcial individual obtenidos en
ambas metodologias, considerando al método gravimétrico como la metodologia

estandar. Mediante este analisis se somete a prueba la Ho en la que se plantea que
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no hay diferencias significativas en las estimaciones de fecundidad parcial obtenidas

con ambos métodos.

Asimismo para determinar la confiabilidad en la prediccion de las estimaciones de
fecundidad hechas con el método estereoldgico, se utilizé6 un analisis de correlaciéon
y regresion a través del origen, entre las estimaciones de fecundidad obtenidas con
ambos meétodos y utilizando una prueba de t a fin de determinar si la pendiente

obtenida diferia significativamente de 1.0 (Zar, 1999).

Los valores de fecundidad parcial individual obtenidos con el método estereoldgico
se correlacionaron con el peso libre de ovarios utilizando un analisis de correlacién
lineal simple, y con los coeficientes se calcularon los valores de fecundidad parcial a
todas las hembras recolectadas agrupando los resultados por lance de pesca. Se y
calculo el valor promedio por lance y con estos valores obtener el valor promedio de

la fecundidad parcial poblacional.

Finalmente con el objeto de reportar el valor de fecundidad parcial relativa
poblacional para Bahia Magdalena en la temporada de reproduccion 2006, utilizando

los valores calculados por lance de pesca, aplicando la siguiente férmula.

Fp

Fr=
T wi—wg)

En donde:

Fr=fecundidad relativa

Fp = fecundidad parcial

Wt = peso total del organismo

Wg = peso de la gbnada
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Para comparar la eficiencia en tiempo empleado en la estimacién de la fecundidad
individual por ambos métodos, se registraron los tiempos de proceso. Para ambas
metodologias se parte del analisis microscopico. En el caso del método gravimétrico
se registro el tiempo desde el momento de obtener el peso de la alicuota hasta la
obtencién de los valores de fecundidad. Para el estereoldgico desde el momento en

el que se obtiene la imagen, hasta la estimacion de fecundidad parcial.

Para analisis estadistico de los datos se realizaron pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnof, estableciendo como nivel de significaciéon p <= 0.05. Para las
pruebas estadisticas asi como la elaboracion de tablas y graficos se utilizaron los

siguientes programas: Statistica ver. 9.9, Minitab ver 10.12. y Excel ver. 2003.
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Resultados

De 11 lances de pesca muestreados en Bahia Magdalena de enero a marzo del
2006, fueron analizados 821 ejemplares de sardina Monterrey durante la temporada
de reproduccién de la especie.

El analisis morfométrico mostrd la incidencia sobre diferentes grupos de talla a los
que tuvo acceso la pesqueria. En enero capturaron sardinas con una talla entre los
160 y 195 mm de longitud patron. En febrero, ademas se present6 otro grupo con
mayor abundancia, de menor talla. Para el final de la temporada en el mes de

marzo se presentd aparentemente un solo grupo que abarca desde los 130 mm
hasta los 210 mm (Fig. 11).
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Figura 11. Distribucion de tallas de la sardina Monterrey recolectada de Enero a Marzo de 2006 en Bahia
Magdalena, B.C.S.
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Como resultado del andlisis histologico de 503 ovarios, en el total de la muestra se
observaron las diferencias en la proporcion de los estadios de maduracion ovarica.
El estadio de proliferacién tuvo 21 y 6% en los meses de enero y febrero
respectivamente, mientras que en marzo no se presentd ningun organismo en este
estadio. Las mayores frecuencias de los estadios de crecimiento del oocito y
desove, se registraron en el mes de febrero, no asi para el estadio de madurez en

donde la mayor proporcion de esta se encontré para marzo (Fig. 12y Tabla Il).
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Figura 12. Proporcion porcentual de los estadios de madurez observados durante la temporada de reproduccion
2006 en Bahia Magdalena

Tabla Il. Proporciones de los estadios de madurez en el ovario de Sardinops sagax de enero a marzo de 2006
en Bahia Magdalena, B.C.S.

Enero Febrero Marzo
Proliferacion 21.6 6.4 0
Crecimiento 10.8 30.6 19.1
Madurez 59.4 414 69.6
Desove 8.1 214 11.2

Con el analisis microscopico se determinaron las frecuencias de estadios de
madurez, lo que permitié la seleccion de ovarios aptos para la estimacion de la
fecundidad parcial. Se seleccionaron un total de 211 muestras que se identificaron
en el estadio de madurez final del oocito. Las etapas identificadas fueron: células
granulosas altas, protedlisis inicial (integracion de la gota de aceite), nucleo

migratorio e hidratacibn mismas que no presentaron foliculos post-ovulatorios ni
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atrésia (Fig.13). La proporcidén porcentual de estas etapas del desarrollo en el total
de muestras aptas para el estudio, se presentd como sigue: ovarios con células
columnares alrededor del 22%; en protedlisis inicial un 36% y en nucleo migratorio
e hidratacion el 30 y el 11% respectivamente. La mayor parte de las muestras

utilizadas para la estimacion de fecundidad parcial se encontraban en protedlisis

inicial y nacleo migratorio (Fig. 14 y Tabla Ill).

Figura 13. Imagenes al microscopio de las cuatro etapas del estadio de Madurez. a) Vitelogénesis
final con las células de la granulosa altas, b) Protedlisis inicial (inicia la integracion de la gota de
aceite), ¢) Nucleo migratorio y d) hidratacion .
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Resultados

Tabla Ill. Proporciéon de las etapas del estadio de madurez en la muestra, por mes y en general.

Enero | Febrero | Marzo | Total

Cél. granulosas altas | 36.8 33 8 22.2
Protedlisis Inicial 10.5 46 28 36
Nucleo Migratorio 0 8 61 30
Hidratacion Inicial 53 13.5 0 1
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Figura 14. Distribucion de frecuencias de las etapas del estadio de madurez en las que se encontraban las
muestras para estimar la fecundidad parcial.

Los resultados obtenidos para la estimacion de la fecundidad parcial individual

mediante el método gravimétrico indicaron para el mes de enero un valor promedio

de 16,043 oocitos por hembra. Para el mes de febrero el tamano de muestra se

incrementd a 103 hembras y su fecundidad parcial promedio se ubico en 11,092

oocitos por hembra. En marzo, se identificaron 91 hembras que registraron una
fecundidad parcial promedio de 17,615. (Tabla 1V)

Tabla IV. Valores de la fecundidad parcial individual de Sardinops sagax obtenidas por el método gravimétrico
para la temporada de reproduccion 2006, en Bahia Magdalena, B.C.S.

Enero | Febrero| Marzo
promedio | 16043 | 11092 | 17615
desviacion | 5360 | 5499 6998
maximo | 3627 | 2915 4926
minimo | 25685 | 24674 | 25567
n 17 96 92
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En los diagramas de dispersién de los valores de fecundidad parcial con respecto al
peso libre de ovarios, se observa de manera grafica la amplia variacidon que se
presenta en cada mes analizado. En febrero se observa una mayor concentracion
de los valores que corresponden a las sardinas de menor talla. La dispersion se

incrementa hacia marzo, el final de la temporada de reproduccion (Fig. 15).
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Figura 15. Diagramas de dispersion de la fecundidad parcial individual Vs Peso libre de ovarios de la sardina
Monterrey para la temporada de reproduccion 2006 en Bahia Magdalena, enero (a), febrero (b) y marzo (c)

(™ Células granulosas Altas;  Protedlisis inicial; Ncleo migratorio; * Hidratacion).

Con el objeto de corroborar si existian diferencias significativas en las estimaciones
de acuerdo a la etapa de madurez , el analisis de variancia de los valores promedio

de la fecundidad parcial obtenida entre los cuatro grupos, clasificados de acuerdo
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con la etapa de madurez: 1) células granulosas altas; 2) protedlisis inicial; 3) nucleo
migratorio; 4) hidratacién inicial,. No se encontraron diferencias significativas en las
comparaciones pareadas (Fig. 16 y Tabla V).
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Figura 16. Valores promedio, desviacion estandar, maximos y minimos de la fecundidad parcial por etapas del
estadio de Madurez. (' Células Altas; Integracion de la gota de aceite; Nucleo migratorio;
Hidratacion inicial).

Tabla V. Niveles de significancia de las comparaciones pareada en el analisis de variancia de la fecundidad

parcial.
Vitelogenesis  Protedlisis Nucleo Hidratacion
Etapas fina inicial migratorio inicial
V'te';’iﬁz?es's 0344630  0.065409  0.999973
Protedlisis | 314630 0.736690 0.527633
inicial
Nucleo 0.065409 0.736690 0.166377
migratorio
H'O::]?é?;’l'm 0.999973 0.527633 0.166377

Al no encontrar diferencias significativas los datos se analizaron en conjunto,
sometiéndolos primeramente a una prueba de normalidad de Kolmogorov —
Smirnov. La probabilidad del estadistico d fue de 0.15, con lo que no se rechaza la

hipétesis de distribucion normal de la muestra (Fig. 17).
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Figura 17. Prueba de Kolmogorov-Smirnov para el andlisis de bondad en el ajuste a la distribuciéon normal.

Los resultados obtenidos al eliminar la plantilla con los cuadrantes de muestreo,
permitieron hacer una estimacién de la fecundidad parcial individual comparable a
los resultados del método gravimétrico. La unidad de muestreo se integré con la
superficie total del corte, asignandole la profundidad individualmente a cada ovario
dependiendo del diametro de los oocitos proximos al desove, que a su vez esta en
funcién de la etapa en la que se encuentren dentro del estadio de madurez final
(Células granulosas altas, Integraciéon de la gota de aceite, Nucleo migratorio e
Hidratacion inicial). En los conteos solo fueron considerados aquellos oocitos a los
que se les observo claramente el nucleo, no asi a los contornos que por el nivel del

corte atravesaron el oocito tangencialmente en la regidn polar.

En algunas muestras no fue posible mantener la integridad del corte debido a que
sufrieron dafos durante el proceso de la técnica histoldgica para cortes en parafina.
Estos danos son mas probables al avanzar estado de madurez en los ovarios, de
tal manera que se considero el area de muestreo a aquella seccion del corte que
mantuviera la integridad necesaria. Los resultados del ejercicio de tamafo minimo

de area del corte, utilizando 30 muestras, se calculd a partir de las estimaciones de
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la fecundidad parcial individual con el 100, el 50 y el 25% de la superficie del corte.

Los resultados al aplicarse la prueba

t pareada, no demuestran

diferencias

significativas entre el tamano de muestra del 100 y el 50 % de la superficie (p =

0.98) Sin embargo, si se encontraron diferencias significativas entre los dos

tamafos de muestra anteriores y el 25% de la superficie del corte (p = 0.00194). En

la tabla VI se presentan los valores de la prueba.

Tabla VI. Resultados de la prueba t pareada para el ejercicio de area minima del corte para hacer la

estimacién de fecundidad parcial.

Prueba de t pareada para 100 y 50 %

X ds n diff sd dv diff t df p
100 % 15991.90 5736.818
50 % 16001.75 4850.581 30 -9.85000 2374.712 -0.018550 29 0.985394
Prueba de t pareada para 100 y 25 %
X ds n diff sd dv diff t df p
100 % 15991.90 5736.818
25% 18799.30 6458.722 30 -2807.40 3495.551 -3.59173 29 0.001945

Los resultados sobre el factor de correccion por encogimiento del tejido al someterlo

a la técnica histologica, mostraron un factor de correccion promedio de 0.128. En la

Tabla VIl se muestran los datos detallados de este analisis.

Tabla VII. Medidas tomadas del tejido antes y después del proceso histolégico. a) Largo, b) ancho y

c) alto, Ce= correccion de encogimiento.

Antes del proceso Procesadas
Clave a b c a b c VOL1 VOL2 Ce
A184M7 0.94 1.2 0.25 0.92 1.18 0.22 0.28 0.23 0.15
A184M58 | 0.81 1 0.66 0.78 0.94 0.61 0.53 0.44 0.16
A187M2 1.14 1.06 0.63 0.97 1.09 0.62 0.76 0.65 0.13
A187M6 1.1 0.84 0.58 1.07 0.8 0.54 0.53 0.46 0.13
A187M10 1 1.09 0.31 0.98 1.04 0.3 0.33 0.30 0.09
A187M35 | 0.99 | 1.65 0.4 0.93 1.66 0.38 0.65 0.58 0.10
A187M44 | 1.04 0.8 0.5 0.97 0.77 0.48 0.41 0.35 0.13
A187M49 1 0.9 0.4 0.99 0.8 0.39 0.36 0.30 0.14
A187M350| 0.9 0.9 0.54 0.89 0.87 0.52 0.43 0.40 0.07
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Las estimaciones fecundidad parcial se hicieron utilizando los tres cortes por ovario,
al igual que los resultados obtenidos con el método gravimetrico, no se encontraron
diferencias significativas en la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov (p<

0.20) (Fig. 18). En la tabla VIII, se presentan los valores promedio por mes.

hietodo  Esterealogica

k-5 d=07695, p<.20 —— Mommal Esperada
70 T T T T T

G0+

50 1 e

Frecuencia
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/ _
. B!
-5000 1] 5000 10000 15000 20000 25000 30000 6000

Fecundidad Parcial

Figura 18. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov de la fecundidad parcial individual estimada por
estereologia.

Tabla VIII. Valores de fecundidad parcial individual por mes obtenidos a través del método
estereoldgico.

Enero | Febrero | Marzo

promedio | 15,719| 11,524 | 17,595

ds 5,158 | 5,202 | 6,695

maximo |24,470| 25,960 | 33,507

minimo |11,265| 3,995 | 2,932
n 17 96 92

En 6 muestras de ovario en hidratacion, correspondientes al mes de febrero, al
aplicar el método estereoldgico, se obtuvieron valores marcadamente diferentes con

respecto a los obtenidos aplicando el método gravimétrico, y dado que en ninguna
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de las 205 muestras restantes se presentd una diferencia tan amplia en las

estimaciones cabria la posibilidad de que existiera un error de aplicacion en alguno

de los dos métodos, por lo que se decidié que fueran eliminadas del analisis (Tabla

1X).

Tabla IX. Valores de fecundidad parcial individual de las seis muestras eliminadas del analisis, que

se encontraban en la etapa de hidratacion.

No. Muestra

Gravimétrico

Estereoldgico

217
245
313
319
360
367

5,586
5,676
7,790
5,733
8,624
4,648

10,437
8,974
17,201
13,813
14,586
8,273

Como resultado del analisis de variancia para comparar los valores de fecundidad

parcial individual promedio obtenidos con ambos métodos, no se encontraron

diferencias significativas (p = 0.53) en la figura 19 y la tabla X se presentan los

resultados de éste analisis.
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Figura 19. Comparacion de los valores promedio de las estimaciones de fecundidad parcial individual

obtenida por ambos métodos.
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Tabla X. Resumen de resultados del analisis de variancia de la fecundidad parcial individual
estimada con ambas metodologias.

Métodos n Sum Media Variancia
Estereologico 205 2937940 14544.26 43234240
Gravimetrico 205 2854847 14132.91 45865576

Fuente de

variacion SS df MS F P F critica
Entre grupos 17090018 1 17090018 0.383615 0.536026 3.864694
Dentro de
grupos 1.79E+10 408 44549908
Total 1.79E+10 409

El resultado del andlisis de regresion para observar la confiabilidad en la prediccion,
entre ambos métodos, arrojo un resultado significativo, ubicandose el valor de
correlacion en r= 0.96, y el valor de la pendiente (b= 0.98). La prueba de t aplicada
para determinar si este valor de la pendiente diferia de 1.0, no arrojé un resultado
significativo, concluyéndose que no existe evidencia para decir que hay diferencias
en los valores de fecundidad parcial individual predichos con ambos métodos. (Fig.
20).

0 000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000

Fecundidad parcial Estereologia

Figura 20. Grafica de dispersion de los valores promedio de fecundidad parcial individual en el
analisis de regresion con ambos métodos.
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El valor promedio del coeficiente de variacion (CV), calculado para las estimaciones
por el método estereoldgico, con el que se estima la proporcion de la variacion entre
las muestras para cada ovario, se ubico en 5.6% para los 205 ovarios. Dado que se
observa una gran variabilidad biolégica en los datos de fecundidad parcial, los
valores del error estandar (SE) y el coeficiente de error (CE) se obtuvieron por
intervalo de talla con el objeto de minimizar la variabilidad asociada con la edad. El
criterio de separacion de los grupos fue siguiendo la distribucion de tallas de toda la
muestra (Fig.11), en donde se observan claramente diferentes grupos modales. El
primero en donde se ubican los organismos entre los 120 y 160 mm de longitud
patrén, el segundo grupo entre los 160 y 190 mm y el tercero representado por unos

cuantos individuos por arriba de los 190 mm de longitud patrén (Fig. 21).
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Figura 21. Valores de fecundidad parcial de la sardina monterrey estimadas por estereologia,
graficadas con respecto a la talla.

En general la variabilidad estimada en los valores promedio separados por grupo de
talla de la fecundidad parcial individual con respecto a la media poblacional reflejada
por el CE se observa que la precisiéon se incrementa en la medida en la que

aumenta el tamafio de la muestra, aunque no es proporcional (Tabla Xl).
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Tabla XI. Calculos del coeficiente de error y el error estandar para los valores de fecundidad parcial
individual por rango de talla, estimados con estereologia.

Longitud Fecundidad

patron (mm) Promedio | Desv. Estand. n SE CE
128-159 9567.26 3916.74 84 427.35 0.044
160-189 17609.71 5062.77 110 496.44 0.028
190-210 25848.97 4762.67 11 1436 0.055

En cuanto a los tiempos de procesamiento, para el método gravimétrico se
cuantifico de 10 a 12 minutos por muestra, desde obtener el peso de la muestra,
disgregarla, separarla en pequefas porciones y alinearlas para facilitar el conteo,
hasta realizar el conteo de los oocitos. Para el estereolégico se requirieron 5
minutos por muestra, desde la obtencion de la imagen, el procesamiento digital,

obtencion de la superficie de muestreo y el calculo de la fecundidad parcial.

Con base en los resultados anteriores, al no encontrar diferencias significativas en
los resultados aplicando ambos métodos, se utilizaron los valores obtenidos por
estereologia para calcular la fecundidad parcial para la poblacion de sardina
Monterrey en la temporada de reproduccion 2006, en Bahia Magdalena. Utilizando
los coeficientes del modelo de correlacion lineal simple de la fecundidad parcial
individual contra el peso libre de ovarios, se calculd la fecundidad parcial por lance

de pesca con la totalidad de las hembras muestreadas (Fig. 22).
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Figura 22. Dispersion de datos y linea de regresion de la Fecundidad parcial individual y el Peso libre de
ovarios, ajustada con el modelo lineal.

En la tabla XIll, se presentan la fecundidad parcial por lance de pesca, calculada

con todas las hembras que se recolectaron en dichos lances utilizando los

coeficientes del modelo de correlaciéon lineal simple, entre la fecundidad parcial

individual y el peso libre de ovarios.

Tabla XII. Tabla de valores calculados de fecundidad parcial promedio (F'%), desviacion estandar (ds)
y fecundidad relativa, por lance de pesca.

Fec.
Mes Fx ds relativa
Ene 18,131 2600 220
Ene 20,206 2891 222
Feb 7,128 1714 204
Feb 6,380 2088 203
Feb 9,276 1943 209
Feb 7,327 886 205
Feb 17,778 2847 220
Feb 13,116 5725 216
Mar 15,182 5135 218
Mar 18,648 4665 221
Mar 18,278 4539 221
Mar 15,780 4562 218
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Finalmente el valor de la fecundidad parcial promedio para la poblacion de
Sardinops sagax en Bahia Magdalena, durante la temporada de reproduccion 2006,
fue de 15,203 oocitos por hembra. La fecundidad parcial relativa promedio se
calculd en 234 oocitos por gramo de hembra.
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Discusion

La base de la estereologia consiste en la exploracion del espacio tridimensional a
partir de cortes bidimensionales con el fin de estimar, a partir de una muestra de
dos dimensiones, la proporcion del area, volumen, longitud y numero que ocupa un

componente incluido en una matriz.

Varios autores proponen el método estereolégico del disector fisico para la
estimacion de la densidad numérica. Se trata de una herramienta con una gran
solidez estadistica, que considera el muestreo al azar y sistematico, siempre
eliminando la posibilidad de sesgo. A partir de lo anterior, se obtienen resultados en
menor tiempo, el procedimiento es repetible y, de forma particularmente importante,
se mantiene la identificacion plena de la estructura objetivo, cuyo contorno pueda
abarcar uno o mas cortes (Gundersen y QOsterby, 1981; Sterio 1984; Gundersen
1986, 1987 y Andersen, 2003). Cabe sefalar que, la mayoria de los trabajos y
ejemplos utilizados para el andlisis de la metodologia, estan realizados con tejidos
neuronales o renales, cuyos elementos tienen una baja densidad y su conformacion
facilita considerablemente la discriminacion de las células que participan en los

conteos.

Para el presente trabajo, inicialmente se siguié el procedimiento descrito para la
aplicacién del disector fisico (Howard y Reed, 1998 y Andersen 2003), pero tanto la
densidad de oocitos maduros que se presentan en un ovario proximo al desove,
como la homogeneidad en el tamafo y la forma de las células, resultaron ser
caracteristicas con algunos inconvenientes; particularmente al momento de
discriminar claramente, dentro de la unidad de muestreo formada por el disector, a
las células que deberian ser consideradas, o no, en los conteos. Este proceso de
discriminacion requiere una gran cantidad de tiempo, que posiblemente se logre
disminuir en la medida en la que el observador adquiera habilidad para distinguir las
células. Por otro lado, los valores de fecundidad parcial obtenidos al aplicar esta

metodologia, en algunos casos apenas fueron la cuarta parte de los valores
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obtenidos con el método gravimétrico. Este resultado posiblemente se debi6 al
reducido tamano de los cuadrantes de la rejilla utilizado para el muestreo
sistematico, y a la falta de precision en los conteos, derivada de la dificultad de

identificar las células en los diferentes cortes.

Ante este resultado, se aplicé un método alterno, con el que se realizaron ajustes a
la metodologia en relacién con la proporcion que guarda el tamano de las células
con la superficie de muestreo. El diametro total de los oocitos fue utilizado para
asignar la profundidad de campo, en lugar de 5 0 un V4 del diametro de los oocitos
propuesto por Howard y Reed, (1998) y por Andersen (2003) para la aplicacién del
disector. EIl diametro total de los oocitos como profundidad del corte, ha sido
utilizado por Emerson et al., (1990), Walker et al., (1994) y Coward and Bromege
(1998) en trabajos que utilizan la estereologia para la estimaciéon de fecundidad en
peces, recurriendo al modelo propuesto por Weibel y Gomez (1962). Este modelo,
ademas de usar el valor del diametro de las células para asignar la profundidad al
area de muestreo considera, como coeficientes de correccion, al factor de forma de
los elementos a evaluar y a la distribucion de sus diametros, factores que no fueron
aplicados en el presente trabajo, dada la homogeneidad en la forma de los oocitos
en las etapas finales del estadio de madurez y que tampoco son incluidos en el

modelo del disector fisico.

Otro ajuste consistio en ampliar el area a la totalidad de la superficie del corte. Bajo
este esquema, la densidad de oocitos en el corte fue estimada mediante un censo,
en vez de utilizar la plantilla del muestreo al azar. Los conteos se realizaron con

todos los oocitos proximos al desove a los que se les observara el nucleo.

A partir del método estereoldgico alterno antes indicado, se obtuvieron estimaciones
de la fecundidad individual de la sardina monterrey que no fueron significativamente
diferentes de las obtenidas con el método gravimétrico. Los unicos seis valores
cuyas diferencias fueron muy amplias, correspondieron a aquellas hembras que se

clasificaron en la etapa de hidratacién. En las preparaciones histolégicas se observo
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que se trataba de oocitos que habian incrementado su diametro, con evidente
avance de la accidn enzimatica del proceso de protedlisis. En estas condiciones, los
oocitos adquieren mayor volumen y peso. Sera necesario dedicar un cuidadoso
analisis en la estimacion de la fecundidad en esta etapa de la madurez final, debido
a que la densidad de estos oocitos se modifica por el incremento hasta en un 100%
del diametro, de tal manera que el tamafio de muestra minima representativa sea
diferente dado el cambio en densidad y forma, debido a que los oocitos hidratados

son sumamente irregulares en su forma.

Los valores obtenidos tanto en el coeficiente de variacién, por un lado apuntala el
hecho de que son suficientes tres cortes de un lébulo del ovario, ya que los valores
promedio no se modificaran aun cuando se aumentara el numero de cortes para la

estimacion individual.

La fecundidad de los peces asincronicos presenta una alta variabilidad, la cual se
asocia a factores como la edad, disponibilidad de alimento, temperatura, la dinamica
energética individual y a la capacidad de administrar esta energia, consideradas
como adaptaciones en el esfuerzo reproductivo como respuesta a factores
ambientales, lo cual puede reflejarse en el tamafo de los oocitos y en el potencial
reproductivo (Hunter y Leong, 1981; Parrish et al., 1986; Tanasishuk and Ware,
1987; Torres—Villegas, 1997 y Perezgomez, 2004). La amplia variacion en la tasa de
produccion que se presenta a lo largo de la temporada de puesta también se
observa interanualmente (Alheit, 1984, Claramunt et al., 1993, Torres-Villegas y
Perezgdbmez, 1988). En suma, se trata de una caracteristica sujeta a fuertes
presiones de seleccion: depredacion, disponibilidad de alimento, variables
ambientales; factores fundamentales para la supervivencia y crecimiento de la
progenie, ademas de la propia, pues se trata de una especie clasificada como

iteropara (Munro, 1990).

Al separar los datos por grupos de tallas para acotar la variabilidad en los valores

de fecundidad, se observé que los valores del coeficiente de error (CE) se reducen,
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dado que se elimind la variabilidad bioldgica introducida por las diferencias en la
estructura de tallas que se presentd en la muestra, considerandose ademas, que las

muestras provienen de diferentes momentos de la temporada de reproduccion.

La correlacion y la regresidon entre ambas metodologias permite validar la
aplicacién del método estereoldégico para la estimacién de la fecundidad parcial
individual de Sardinops sagax. Emerson et al. (1990), compararon estimaciones de
fecundidad obtenidas con un contador de particulas, con el método de la moda mas
avanzada por volumetria, y con un método estereoldgico. Encontraron que no habia
diferencias significativas en las estimaciones por los distintos métodos en Dover
sole L., no obstante, en S. scombrus L. si encontraron diferencias significativas
entre el método estereoldgico y el volumétrico, y lo atribuyen a que en el método
volumétrico se establecen limites para la talla promedio de las particulas a estimar,
dejando de contabilizar algunos oocitos vitelogénicos, sobre todo cuando en la
distribucion de frecuencias se encuentran traslapados los oocitos previtelogenicos y
los vitelogénicos. . A pesar de esta diferencia, resaltan las ventajas del método
estereoldgico sobre los otros métodos y discuten su potencial aplicacion. Las
ventajas se refieren a que la estimacién del numero de particulas por estereometria
se realiza tomando en cuenta las caracteristicas morfoldgicas intrinsecas de las
particulas. Lo anterior se pierde irremediablemente en cualquiera de los otros
meétodos, lo que introduce una cantidad de incertidumbre en las estimaciones.

Lo anterior es semejante a lo que se encontrd en el presente trabajo. En este caso,
las ventajas del método estereoldgico utilizado, junto con la aplicacion del analisis

digital de las imagenes, agilizaron la aplicacién de la estereologia.

En comparacion con el método gravimétrico, el método estereoldgico aplicado en
este estudio permitié reducir considerablemente (hasta 50%) el tiempo de
procesamiento de las muestras. Ello significa una reduccién importante en los
costos (horas-hombre) asociados al personal requerido para la estimacién de la

fecundidad de la sardina monterrey, sin detrimento de la precision.
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En la manipulacion del tejido en fresco con el método gravimétrico, se presentan
diferentes situaciones que pueden alterar la precision de los resultados. Por
ejemplo, el no obtener el peso de la alicuota rapidamente propicia que, tratandose
de una cantidad tan pequefia de tejido, se pierde rapidamente humedad y peso,
siendo necesario agregar mas tejido para obtener el peso de la muestra. También,
una vez obtenida la muestra, es necesario disgregar y acomodar los oocitos de tal
manera que se facilite el conteo. Esta una de las partes del proceso en el que se

emplea una gran cantidad de tiempo.

Los valores promedio de fecundidad parcial estimados en este trabajo, se ubicaron
dentro de los intervalos que se han registrado para la sardina en la zona de estudio
(Torres-Villegas, 1986; Perezgomez, 2004 y Moguel-Hernandez. 2007) con la
tendencia y amplitud esperadas, tanto en la distribucion de los valores, como en la

variabilidad de los mismos.

Los resultados aqui presentados, sugieren la posibilidad de estimar las poblaciones
celulares asi como otros elementos del tejido ovarico en la sardina monterrey. Lo
anterior se ha propuesto con ajustes en la profundidad de la unidad de muestreo asi
como calibraciones de la forma y distribucion de las estructuras a evaluar. Es un
hecho que el método estereoldgico junto con la posibilidad del analisis digital de
imagenes, permiten el desarrollo de una valiosa herramienta para optimizar la
estimacion de la fecundidad parcial con alta precision. Mas alla de los analisis
cuantitativos, puede tener un potencial adicional si se plantea estimar los procesos
que controlan la produccion de oocitos, definida por la fecundidad parcial y la
frecuencia de desovantes. Lo anterior pudiera permitir nuevas hipotesis para
abordar los temas relacionados con los mecanismos que controlan el tamafo de las

poblaciones de sardina.
En México la aplicacién del MPDH data de 1986 (Torres-Villegas, 1986), lo cual ha

proporcionado datos que norman los criterios para establecer politicas de manejo

en las pesquerias, basadas en el tamafio de la poblacién desovante. Lo riguroso de
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los procedimientos para la obtencién de los parametros del modelo y lo los elevados
costos en su aplicacion han sido los criterios para rechazar su utilizacion, sin
embargo la confiabilidad de los resultados hace necesaria la busqueda de
alternativas de diferente indole, tanto en la metodologia aplicada para las campaias
de muestreo y el proceso de la informacion; tendientes a reduccion en costos y

tiempo, como en la profundidad de los temas analizados.

A nivel mundial existe la preocupacién por mantener el equilibrio ecoldgico,
ejerciendo una pesca responsable. Uno de los puntos centrales en la Convencion
de las Naciones Unidas sobre el Derecho del Mar de 1982 (UN-CONVEMAR) fue la
discusion sobre la ordenaciéon pesquera nacional e internacional, en donde se
compromete a los Estados a desarrollar e implementar estrategias, planes y
programas que conduzcan a una pesca sustentable. Estos objetivos han sido
ratificados y ampliados en el articulo 17 de la Agenda 21 (UN-Plan de acciones para
el desarrollo sustentable, 2002) en diferentes cumbres (1989, 1992, 1995, 2002) asi
como en el Cdédigo de Conducta para la Pesca Responsable (FAO, 1995) y El
Principio Precautorio en la Regulacion de la Pesca de Alta Mar. Estos tratados
obligan a los estados que se inscriben a dedicar esfuerzos y recursos para la
investigacion pesquera, lo que propicia iniciativas de investigacion para generar
conocimiento cientifico y tecnolégico y ofrecer herramientas para un mejor manejo

de los recursos.
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Conclusiones

Queda demostrado que es factible aplicar métodos estereoldgicos para la
estimacion de la fecundidad parcial, utilizando las imagenes al microscopio
de cortes histoldgicos de ovarios en el estadio de madurez final de la sardina

monterrey.

La utilizacién del disector fisico como unidad de volumen para la estimacion
de la densidad numérica, se dificulta enormemente; en tejidos con una
densidad tan alta como el ovario en estadio de madurez final, Ia
discriminacion de las células que intervienen en los conteos, dada la
homogeneidad en la forma, es un proceso que consume una gran cantidad

de tiempo.

A través de la técnica estereoldgica, la estimacién de la fecundidad parcial
utilizando la superficie total del corte, el diametro de las células de interés
como profundidad de corte e incluyendo en los conteos solo aquellos oocitos
en donde se observe claramente el nucleo, se obtuvieron resultados que
fueron validados realizando conteos directos utilizando el método

gravimétrico, con un alto nivel de confianza.

Estadisticamente No se rechaza la Ho, en donde se platea que no existen
diferencias significativas entre los valores de fecundidad parcial obtenida con

los métodos gravimetrico y estereolégico.
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Recomendaciones

--- El ovario en madurez avanzada es un tejido sumamente delicado, es
necesario que el proceso histologico se lleve a cobo con sumo cuidado,
sobre todo si los cortes son en parafina. Lo recomendable seria hacer
cortes en resina.

--- Es indispensable conocer el tamafno de los elementos a evaluar
antes de realizar los cortes histologicos, para la plantacion de la
separacion adecuada entre los tres cortes recomendados como muestra
minima en este trabajo.

--- Es muy importante mantener la integridad del corte, debido a la
necesidad de contar con el calculo de la superficie.

--- Para facilitar el analisis digital de las imagenes, se recomienda
utilizar técnicas de tensién tricromicas para aumentar el contraste entre
los diferentes componentes celulares.
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