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CURSO SOBRE DETERMINACION DE LA MADUREZ Y FECUNDIDAD EN ESPECIES DE
IMPORTANCIA COMERCIAL

* INTRODUCCION.

Ha sido una inquietud de los profesores de la catedra de Histologia de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Auténoma de Baja California, el trasmitir los conocimientos
adquiridos a través del tiempo sobre la anatomia microscopica de génadas de especies de
importancia comercial; para lo cual en forma conjunta con investigadores del Centro
Regional de Investigacion Pesquera de El Sauzal de Rodriguez, se organiza el presente
curso con el objetivo de proporcionar los conocimientos que hemos considerado claves
para determinar madurez en los organismos y asi poder hablar el mismo idioma con
respecto a la determinaciéon de madurez en pelagicos menores, equinodermos, moluscos,
crustaceos, entre otros; conocimientos que podran integrarse con tallas de primera
madurez, épocas reproductoras, biomasa desovante, fecundidad, indices gonadales, que
permitan entender mejor la dinamica poblacional de especies de importancia comercial. asi
como el de uniformar criterios que nos permitan proporcionar datos mas fidedignos y
establecer la normatividad correspondiente para el mejor manejo de los recursos.

OBJETIVOS.

Proporcionar conocimiento teérico y adiestramiento practico en relaciéon a las estructuras
microscopicas que permitan definir el estado de madurez de las gonadas, asi como
determinar fecundidad en especies de importancia comercial.

UBICACION Y FECHAS.

Del 23 al 27 de Junio de 1997, en el laboratorio de Histologia de la Facultad de Ciencias
de la Universidad Auténoma de Baja California Unidad Ensenada B.C.

PARTICIPANTES.
El curso contara con la presencia de:
Biol. Pesq. José Julian Castro Gonzalez
Biol. Maria Isabel Montes Pérez
M.C. Olivia Margarita Tapia Vazquez
Téc. en Lab. Eva Angelina Inda Presichi.

METODO.

Se realizara un curso Tedrico-practico de una semana con el fin de proporcionar
conocimiento con respecto a las técnicas méas propias para denotar las estructuras en las
goénadas que permitan a su vez definir con mas precision el grado de madurez y cuantificar
la frecuencia de desove, estableciendo con esto los momentos de desove y por lo tanto la
biomasa desovante, asi también se determinard la fecundidad de especies como los
pelagicos menores, pepino de mar , langosta, entre otros.
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CURSO SOBRE DETERMINACION DE LA MADUREZ Y FECUNDIDAD EN ESPECIES
DE IMPORTANCIA COMERCIAL.
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. PRESENTACION.

La pesca es una de las actividades econdémicas de primer orden en México, y
el Puerto de Ensenada B.C no es la excepcién generando gran cantidad de
divisas; por lo que investigadores y técnicos del Centro Regional de
Investigacion Pesquera de El Sauzal de Rodriguez y de la Facultad de Ciencias
de la Universidad Auténoma de Baja California, integran el presente curso,
con el objetivo de uniformar criterios con respecto a los conceptos que deben
manejarse a nivel histolégico que si bien es cierto que son de gran
importancia a nivel descriptivo, es necesario cuantificarla para determinar en
forma mas confiable y fidedigna los datos referente a épocas reproductoras,
tallas de primera madurez, proporcion sexual, frecuencia de desove, biomasa
desovante, fecundidad, que en forma conjunta con otros conocimientos nos
permitan conocer la dinamica poblacional de especies de importancia
comercial a través del tiempo, dandonos conclusiones més claras y precisas
para establecer las normas que permitan la permanencia de los recursos en el
ambiente; asi como su aplicacion en la acuacultura.



IIl.- INTRODUCCION

La histologia es una ciencia morfoldgica, cuyo significado derivado del griego, quiere decir
literalmente “El estudio de los tejidos” y tejido se define como un grupo de células similares
y especializadas en la realizacion de funciones determinadas; ahora bien todo tejido esta
constituido por células y por substancias que ocupan los espacios intercelulares. Por lo
tanto en los organismos se encuentran las células que colaboran en la formacion de
substancias intercelulares, o que a su vez provee et medio adecuado para soporte, union,
difusion y almacenamiento de agua, gases, nutrientes y en general productos del
metabolismo celular. De la forma de organizacion de estos diferentes componentes
celulares; asi como de las diferencias morfoldgicas, fisicoquimicas y bioquimicas de éstos,
es que se establecen los cuatro tejidos fundamentales, el tejido epitelial, el tejido
conjuntivo, el tejido muscular y et tejido nervioso, que ha su vez se integran de una forma
ordenada para constituir 6rganos, aparatos y sistemas, proporcionando una coordinacion
morfologica y fisioldgica a los organismos que permite la adaptacién de éstos al ambiente

(9).

Para comprender la organizacion de estos tejidos en un érgano, es necesario realizar el
estudio de la Anatomia Microscopica u Organografia Microscopica, aplicando el método de
Anadlisis Microscopico, el cual implica no sélo la observacion al microscopio; sino también
la interpretacion de o observado, realizando una asociacion de forma de las estructuras,
color (técnica utilizada), localizacion, funcién y utilizacion de bibliografia; que es lo que se
realizara en el presente curso con génadas de organismos como los peldgicos menores,
equinodermos, moluscos entre otros. Asi mismo, se aplicaran técnicas de uso practico en
el laboratorio que permitan identificar a las estructuras necesarias para realizar un
diagnéstico preciso del estado de madurez de los organismos. Para facilitar éste objetivo
se integra el presente documento, con las estructuras mas caracteristicas en génadas.

ii.- ASPECTOS BASICOS SOBRE REPRODUCCION.

Dado que el objetivo fundamental es el conocimiento de ovarios y testiculos de los
organismos;, es importante recordar que el sexo de un individuo depende
fundamentalmente de la naturaleza de su herencia cromosémica; vemos asi que durante
algun tiempo los drganos sexuales del embrién presentan una etapa indiferenciada; las
gonadas y conductos siguen desarrollandose sin mostrar datos de tendencia especifica
hacia macho o hembra. El inicio de la secrecién hormonal permite caracterizar al sexo; y
las gonadas se transforman definitivamente en testiculos u ovarios, sOlo siguen
diferencidndose los conductos y ofras estructuras accesorias correspondientes al sexo
“escogido”. Las estructuras innecesarias, comrespondientes al sexo opuesto, dejan de
crecer y pueden desaparecer, pero a veces solo se detiene su crecimiento y persisten en
el adulto como vestigios (11,23).

En el techo del céloma se forman dos crestas genitales longitudinales, por dentro de los
rinones embrionarios, y en ambos lados del mesenterio dorsal. Después de que las células
germinales primordiales se establecen en la regioén urogenital, inicia un activo proceso de
profiferacion, que coincide cronolégicamente con la proliferacién de células somaticas
mesenquimatosas y del epitelio celdomico que rodea a esta region. Esta actividad mitética
da origen al blastema gonadal, situado en la parte ventral del mesonefros (23)

El blastema gonadal tiende a organizarse en dos tipos de tejidos: a) el tejido que contiene
las células germinales primordiales, rodeadas de células somaticas precursoras de las



células de Sertoli o de la granulosa, y b) el tejido del estroma que dara origen al tejido
conectivo, vasos sanguineos y tejido intersticial estereidogénico. Este ultimo estara
representado por las células de Leydig; cuando se diferencia hacia testiculo o por las
células de la teca interna en caso de diferenciarse hacia ovario (18,23)

Desde el epitelio germinativo que cubre la superficie, crecen hacia abajo en la substancia
de las gbnadas, estructuras alargadas llamadas cordones sexuales primitivos; estos
ademas de su estructura de sostén contienen las células germinativas a partir de ias
cuales se desarrollaran mas tarde los 6vulos y espermatozoides; hay muchas pruebas de
que las primeras células germinativas del ovario y testiculo proceden del endodermo
(11,18, 23). ’

En el desarrollo del ovario, después de la etapa indiferenciada, los conductos sexuales
primarios degeneran y suele haber proliferacion hacia el interior de cordones sexuales
secundarios; en donde a partir de las células germinales primordiales, se desarrolla ia
ovogenesis. Las células del foliculo, ayudan al desarrollo del évulo y se considera son
responsables de la produccion de hormonas sexuales y de la formacion de vitelo (11, 23).

En las épocas de actividad reproductora, los foliculos maduros de la superficie del ovario,
se abren en el espacio celomico que los rodea, el fendmeno se llama ovulacion. En casi
todos los vertebrados inferiores el foliculo desaparece pronto, pero en los mamiferos y
algunos elasmobranquios persisten cierto tiempo, y su cavidad se llena de una substancia
amarillenta, se forma asi el cuerpo amarillo que secreta una hormona llamada
progesterona (23).

La historia embrionaria inicial de los testiculos, desde la fase indiferenciada hasta la
época del desarrollo de los cordones sexuales primarios, es igual a la del ovario. Luego el
testiculo adquiere caracteristicas propias en los teledsteos, encontrando tubulos
seminiferos alargados, formado por un epitelio en el cual existen relativamente pocas
células de sostén (de Sertoli) y abundantes elementos germinativos (11,18, 23).

CONDUCTA REPRODUCTIVA:

La conducta reproductiva en la mayoria de los organismos es ciclica, en periodos mas o
menos regulares, por lo que existen diferentes formas de reproduccion; asi con base a la
forma en que se desarrollan las células gaméticas, se tiene a los reproductores totales o
isbcronos, que se caracterizan por la sincronia en la formacion de sus células gaméticas;
es decir se da una sola moda de ovocitos en cada determinada temporada; por fo tanto
todos los ovocitos y el esperma seran expuisados en un sélo periodo de reproduccion,
definiéndose muy claramente la etapa reproductora. Los reproductores parciales o
heterécronos; cuyo epitelio germinativo produce diferentes modas de ovocitos; por lo que
los procesos de reproduccion pueden darse varias veces en el transcurso del afio (varios
desoves) (8). Para el caso de los pelagicos mayores, es comun mencionarlos como de
reproduccion fraccionada, muitiples, de serie o reproductores de camada.

Lo anterior nos conduce al analisis y descripcion de los términos “etapas o fases de
madurez”; ya que lo utilizamos para identificar el grado de madurez de las génadas de un
organismo, mAs no que éste se encuentre o no sexualmente maduro; para lo que
utilizamos el término de “primera madurez”: es decir cuando un organismo se reproduce
por primera vez (8). La estimacion de la madurez se puede captar por estructuras



anatémicas que pueden diferenciarse a simple vista; sin embargo una estimacion mas
fidedigna la dan los estudios histologicos.

Muchas especies de invertebrados marinos, tienen los sexos separados, unisexuales o
dioicos o gonocéricos, otros son bisexuales, monoicos o hermafroditas, dentro de este
ultimo se da la protandria o la protoginia; por lo que es importante conocer
independientemente del tipo de reproduccion, las fases mas importantes de ios ciclos
gametogénicos las cuales se basan en lo siguiente:

1. Una acumulacion de nutrientes que son utilizados durante la gametogénesis.

2. Proliferacion de células goniales y su diferenciacién a gametos (gametogénesis)
3. Acumulacion de gametos maduros

4. Liberacion de gametos

5. Fase de reposo en donde sobreviene un periodo de reabsorcion.

6. Una fase de recuperacion

Posteriormente sobreviene una estacion de apareamiento y una de crianza {(11).

Como se explico anteriormente existen ciertas diferencias tipicas en el desarrolio de los
ovocitos en el ovario de los organismos; ademas de que el proceso de desove en las
diferentes especies es estrictamente periddica y, dentro de éste, se dan diferentes formas
de desove; asi se tiene:

1. - Las especies desovan una vez al afo, durante un periodo corto.

2. - El desove tiene lugar una vez al afio, pero el periodo es de larga duracion.

3. - El desove tiene lugar dos veces al afio.

4. - El desove se realiza a través del aio, pero en forma intermitente; es decir de modo
alternativo, pudiendo presentar momentos de desove de mayor intensidad en alguna
temporada del aio.

Otro aspecto que debe ser tomado en cuenta es la latitud con relacion al comportamiento
reproductivo; ya que se dan diferencias importantes como se resume e indica en el
siguiente cuadro: (10).

LATI TUD
AGUAS BOREALES AGUAS TEMPLADAS AGUAS TROPICALES
VITELOGENESIS CORTA VITELOGENESIS MAS LARGA | VITELOGENESIS TODO EL ARO
(MAYOR RAPIDEZ)

ADULTEZ EN EDAD | ADULTEZ MAS TEMPRANO ADULTEZ MUCHO MAS
AVANZADA TEMPRANC

SINCRONICOS SINCRONICOS/ASINCRONICO | ASINCRONICOS/SINCRONICOS
DESOVE TOTAL DESOVE TOTAL/PARCIAL DESOVE PARCIAL /TOTAL
REPRODUCCION CORTA REPRODUCCION MAS LARGA | REPRODUCCION TODO EL ARO
| {(primavera)

1.G. EL 50% PESO CORPORAL I.G. DEL 10 AL 25% 1.G. MENOS DEL -10%




IV.- DETERMINACION DE ETAPAS DE MADUREZ.

La determinacién de las etapas de madurez, por lo tanto se realiza con base al
conocimiento de la gametogénesis (ovogénesis y espermatogénesis), asi como la serie de
estructuras que se forman en el ovario a través del tiempo; las que indican el estado
reproductivo en que se encuentra en ese momento el organismo. Otro aspecto por demas
importante es el tipo de reproduccion (sincronica o asincronica).

En el Cuadro No 1, se presentan las etapas de madurez consideradas mas relevantes, que
deben tomarse en cuenta para uso y aplicacion practica en el andlisis de pesquerias
(5,19, 27).

Para la estimacion de las reservas (stocks) de cualquier especie, es importante
comprender ia biologia reproductora de éstas; por lo que la estimacién y definicién del
tamano de las reservas que se encuentran en el momento reproductivo y desove, son
esenciales si se desea mantenerios a niveles adecuados; ya que sélo esto permite evitar la
sobrexplotacion de las reservas (stocks) (Cushing, 1983, Tapia 1993). Otro aspecto
esencial es determinar el lugar, duracion del desove, fecundidad y frecuencia

CUADRO No 1: Etapas de madurez establecidas para diferentes especies,
tomando en cuenta los procesos de gametogénesis. (16, 17 y 27 modificado por

Tapia).

OVARIO ETAPA O FASE CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS
INACTIVA |{i INMADURO: El epitelio germinativo presenta células
+ VIRGEN (INDIFERENCIADO) primordiales o goniales indiferenciadas sin restos
+ REPOSO de ovocitos ni atresias (virgen), o bien con
ovocitos en reabsorcién y atresias (minimo un
desove anterior)
I GAMETOGENICO O PROCESO |Epitelio germinativo con abundantes células
DE DIFERENCIACION INICIAL goniales  (espermatogdénias y  ovogonias).
Proliferacidn celular.
ACTIVO il MADURACION AVANZADA Con menos del 50% de ovocitos no vitelados vy, el

resto con ovocitos parciaimente vitelados y
algunos vitelados.

IV MADURO O REPRODUCTIVO

Méis del 50% de ovocitos vitelados, con vesicula
germinativa desplazada y algunos ovocitos
hidratados o bien una gran cantidad de ovocitos
hidratados mas el resto; vasos sanguineos con
abundantes elementos formes

V DESOVE O EXPULSION.

Presencia de foliculos postovulatorios de 0 a 24
horas, atresia de ovocitos vitelados y pocos no
vitelados




CUADRO 2.- INTEGRACION DE LOS FACTORES EXTERNOS, CON EL SISTEMA
ENDOCRINO Y APARATO REPRODUCTOR (11, modificado por Tapia).
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CUADRO 2.-

ESQUEMA RECAPITULADO, DE LA EVOLUCION DE LAS CELULAS GERMINATIVAS
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V.- ANATOMIA MICROSCOPICA DE:
« OVARIO DE PELAGICOS MENORES.

Los ovarios de los pelagicos menores son de forma alargada y tubular (Fig. 1), constituidos
por una capsula de tejido conjuntivo denso que generalmente es de disposicion regular;
en donde se encuentran incluidas fibras col4genas y fibras musculares lisas. Esta capsula
esta delimitada externamente por un tejido epitelial de revestimiento de tipo cubico o plano
simple que puede o0 no tener intercaladas células de tipo glandular. La capsula de tejido
conjuntivo penetra al ovario, formando trabéculas fas que se dirigen en forma concéntrica
hacia el interior y centro del érgano, integrando las cavidades foliculares o cordones
(Fig.2.A). Es en las trabéculas de tejido conjuntive en donde se observan los vasos
sanguineos, los que delimitan el interior de las cavidades foliculares y en donde se
encuentra el epitelio germinativo; el cual posee diferentes tipos de células gaméticas,
dependiendo del grado de madurez del organismo (18,27) (Fig. 2).

* TIPOS DE OVOCITOS (Esquema 1 y 2).

OVOGONIAS O CELULAS PRIMORDIALES:

El tamafio de estas células es menor de 0.04 mm en anchoveta, son de forma esférica y
con un nucleo denso tefiido con hematoxilina y ocupa casi todo el citoplasma que se
observa como un halo ligeramente menos baséfilo que el nucleo; frecuentemente se
encuentran formando grupos de células (nidos oogoniales) sobre el epitelio germinativo o
bien entre las cavidades foliculares (16, 17, 27) (Fig. 11).

OVOCITOS NO VITELADOS:

En génadas de anchoveta son mayores de 0.04 mm hasta 0.15 mm, el ovocito rodeado de
una capa de células planas alargadas que corresponde al inicio de formacién de la capa
granulosa. El nicleo es esférico o bien ovalado, menos basofilo que el citoplasma con
varios nucieolos situados generalmente sobre la membrana nuclear. Se puede observar el
inicio de formacién de la zona radiata la cual se denota como una fina capa hialina
eosindfila entre ia membrana del ovocito y la capa folicular en crecimiento, estos ovocitos
se encuentran incluidos en el tejido conjuntivo, asociado con capilares sanguineos, fibras
colagenas y fibroblastos que constituyen la teca que redea al ovocito (Fig.2).

OVOCITOS PARCIALMENTE VITELADOS.

Estos tienen un tamaiio entre los 0.3 a 0.6 mm y puede nolarse el inicio de sintesis de
vitelo (vitelogénesis), son células redondas u ovales con presencia de granulos
eosindfilos, las que en su inicio de formacién se encuentra en la periferia del citoplasma y
conforme aumenta este proceso, se va ocupando ia zona perinuclear con granulos mas
redondos y grandes. El nucleo es ovalado acidoéfilo, con varios nucleolos en la periferia
muy basdfilos, iniciando la formacién de vitelo. La zona radiata presenta estriaciones muy
claras, y la capa folicular se hace mas evidente que se acompaiia del incremento o
proliferacion de ia granulosa. La células de la teca presentan forma alargada y se rodea de
capilares (Fig. 2 y 3).



OVOCITOS VITELADOS.

El tamano de estos ovocitos en anchoveta, varia de 0.5 0.85 mm, son células esféricas u
ovoides cuyo citoplasma se encuentra ocupado por gran cantidad de vesiculas o glébulos
de vitelo de diferentes tamaios dado que la sintesis def mismo continua, el nucleo es
oval con numerosos nucleolos de localizacion perinuclear; el cual inicia su migracion hacia
el polo animal, lo que indica el inicic de la fusion de las vesiculas de vitelo. La capa
granulosa presenta células de forma poliédrica muy claras con su nlcleo baséfilo redondo,
ésta seguida de la zona radiata con estriaciones muy claras (Fig. 4).

OVOCITOS HIDRATADOS.

Este tipo de ovocitos se encuentra entre los 0.85 mm y 1.2 mm para el caso de la
anchoveta. El citoplasma presenta una coloracion aciddfila, los globulos o vesiculas de
vitelo se fusionan constituyendo las llamadas placas de vitelo, proceso que se da debido a
la migracion de la vesicula germinativa; la cual puede o no ser visible debido ha que
cuando alcanza el polo animal, la membrana nuclear se desintegra, dispersando su
contenido en el citoplasma, este crecimiento citopldsmico provoca que la zona radiata y la
granulosa se hagan mas finas o delgadas y por o tanto menos evidentes al igual que las
células de la teca (Fig.5 y 6).

Es importante mencionar que muy frecuentemente no es posible observar a los ovocitos
hidratados u ovocitos maduros en las génadas; dada la presencia tan efimera de éstos; ya
que inmediatamente son eliminados mediante el proceso de desove, durando menos de un
dia. Se considera que la migracion nuclear se puede presentar 24 horas antes de la
ovulacion y, que el fendmeno mediante el cual los glébulos se han fusionado para formar
placas vitelinas ocurre 12 horas antes del desove; ademas no se han observado atresias
en ovocitos hidratados en el caso de la anchoveta nortefia; por lo que se considera que
todos los ovocitos hidratados son desovados, cuando las condiciones del medio son las
adecuadas (16,17,27,30); sin embargo cuando no se dan las condiciones ambientales
adecuadas, sobre todo la temperatura, no se produce el desove, provocando un proceso
degenerativo en este tipo de ovocitos, como lo fue durante el fenémeno del nifio (Cuadro
No 2).

» TIPOS DE FOLICULOS POSTOVULATORIOS.

FRECUENCIA DE DESOVE (6,7,13,14,16,17).

Para realizar la estimacion de la frecuencia de desove es necesario saber identificar el
grado de avance o edad de las estructuras conocidas como foliculos postovulatorios que
para el caso de la anchoveta Engraulis mordax ha sido estudiado en cautiverio ; lo que
permite establecer en forma mas exacta el tiempo de desove de éstos organismo

Es importante por lo tanto, saber que los foliculos postovulatorios son el resuitado de la
owvulacién multiple en el momento del desove, en donde la capa folicular que rodea a cada
uno de los ovocitos maduros (hidratados) permanecen en el ovario, proceso que se da en
un cardumen cuando las condiciones del medio son las adecuadas; es asi como
dependiendo del momento de desove los foliculos postovulatorios presentan a través del
tiempo estructuras diferentes, lo que permite identificar el tiempo de ovulacion; por lo que
se establece e método, basandose en la siguiente descripcion de los foliculos
postovulatorios.



DIiA CERQ

Los foliculos postovulatorios de dia cero, son todos aquellos foliculos que han
permanecido en el ovario de las 0 a las 23 horas; sin embargo en este estudio se incluyen
a los foliculos postovulatorios de 0 a 5 horas desde el momento en que se pesca al
organismo y solo durante el periodo de desove nocturno.

Los foliculos postovulatorios presentan una luz o lumen grande, pero irregular, colapsado o
bien con circunvoluciones que puede o no contener granulos eosindfilos. Las células de la
granulosa son de forma cuboidal o columnares, pudiendo presentar una ligera hipertrofia,
el nucleo es prominente de posicion basal o apical. La capa de las células de la teca estan
bien definidas, se adhiere a la capa granulosa y contiene capilares sanguineos muy
evidentes (Fig. 7).

DiA UNO
Los foliculos postovulatorios clasificados como dia 1, aparecen entre las 19 y 28 horas

después del desove; por lo que se consideran a los desovados después de las 24 horas,
pero menos de 48 .

Los foliculos se colapsan y presentan una luz muy reducida, el que puede contener
material granular. Las células de la capa granulosa no presentan un alineamiento definido,
algunos nucleos son picnaticos, el citoplasma es muy vacuolado y sélo algunos tienen sus
membranas intactas. La capa de las células de la teca estan poco definidas (Fig. 8)

DiA DOS

Los de 48 horas o mas, son de un medio a un cuarto del tamafio de un folicuio de 24
horas, la luz o lumen es muy reducida, o bien ausente y no presenta granulos eosinéfiios.
Las membranas de las céluias de la capa granulosa no se observan, notando sélo zonas
vacuoladas o nucleos picnoticos, cariorrexicos y cariolisis, lo que modifican la coloracién.
La teca se hace difusa confundiéndose con el estroma de tejido conjuntivo del ovario. Se
piensa que de 3 a 4 horas después del desove todos los foliculos postovulatorios se han
reabsorbido, sin embargo es importante sefialar que estos pueden permanecer en el
ovario. Los foliculos de mas de 28 horas ofrecen una mayor dificultad, debido a que se
pueden confundir con beta atresia (Fig.9).

« TIPOS DE ATRESIA.

Durante el proceso de ovogénesis, los foliculos ovaricos pueden llegar a la maduracion
que culmina con la rotura del foliculo, produciendo el proceso de ovulacidon, o bien cuando
éstos no maduran se produce un proceso degenerativo en el ovocito y foliculo, exhibiendo
figuras de picnésis, cariorrexis y cariolisis; asi como vacuolizacién en citoplasma que se
conoce como atresia, esta puede observarse en los ovocitos no vitelados, parcialmente
vitelados, vitelados o bien en los foliculos ovaricos; observandolo mas frecuentemente a
este proceso, en los ovocitos en crecimiento.

Tomando en cuenta las diferentes estructuras mencionadas y los criterios establecidos: es
que a los procesos atrésicos se les ha clasificado de la siguiente manera:

ESTADO DE ALFA ATRESIA:

En este estado los ovocitos se reabsorben totalmente, incluyendo el vitelo si se presenta.
dejando solo a la capa folicular. La fase temprana del estado alfa atrésia se caracteriza por
la desintegracion del nucleo, tomando una forma iregular y granular asi como una
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coloracion baséfila, fenémeno paralelo a la desintegracion de algunas vesiculas de vitelo.
La zona radiata va desapareciendo paulatinamente, lo que se demuestra por la presencia
de estriaciones iregulares de diametro desigual. La teca con gran cantidad de capilares
sanguineos, ademas de gran cantidad de fibroblastos incluidos en el estroma de tejido
conjuntivo, la que al parecer no prolifera ni invade a los ovocitos, quedando una fina capa
fibrilar que cubre a la granulosa. Se considera que este estado termina cuando la
reabsorcion del ovocito es compieto. En los ovocitos no vitelados este proceso es similar y
la zona radiata que aun es sumamente fina se reabsorbe. La proliferaciéon de fagocitos o
macrofagos es evidente (Fig.10).

ESTADO DE BETA ATRESIA:

El estado de beta atresia, es una estructura compacta compuesta de numerosas células
de la granulosa totalmente desorganizada, rodeadas de una fina teca de tejido conjuntivo
denso regular que incluye capilares sanguineos. Los nucleos de algunas céiulas de la
granulosa son picnéticas y muchas de ellas contienen vacuolas intracelulares que pueden
estar vacias o contener particulas pequefias como pigmentos. En forma ocasional se
pueden encontrar cavidades grandes intercelulares que pueden estar presentes entre las
células de la granulosa (nivel en donde puede existir confusion con los foliculos
postovulatorios de 48 horas (Fig.11).

ESTADO DE GAMMA ATRESIA.

Son estructuras mas pequefias que la anterior; las células de la granulosa contienen
pigmento amarillo y los nucleos de morfologia muy irregular. Las células de la granulosa
estan rodeados por muy pocas células tecales y capitares sanguineos (Fig. 12).

ESTADO DE DELTA ATRESIA.

La caracteristica que permite identificar a la delta atresia, es la presencia de un pigmento
finamente granular de coloracién café amarillento en las células de la granulosa. Son
estructuras muy pequeiias tipicamente compuestas de 2 a 20 células de ia granulosa
dentro del estroma de tejido conjuntivo, las células tecales y los vasos sanguineos no
fodean a las células de la granulosa, debido a que han sido reabsorbidas dentro del
estroma del tejido conjuntivo (Fig.13)

ESTADOS ATRESICOS {16 y 17).

» ESTADO ATRESICO CERO (0):

Las hembras clasificadas en este estado tienen ovocitos vitelados y no presentan alfa
atresia de ovocitos vitelados. Ef estado beta atresia puede presentarse pero no es lo mas
comun; no puede separarse del estado tardio de foliculos postowulatorios de mas de 48
horas. Las hembras de anchoveta en este estado tienen un alto potencial de desove.

» ESTADO ATRESICO UNO (I} :

Los ovarios con ovocitos vitelados en las cuales menos del 50 % de los ovocitos vitelados
estan en estado de alfa atresia. La frecuencia de desove de las hembras clasificadas en
este estado es menos de la mitad que en las hembras del estado atrésico 0. Este estado
es un indice de la declinacion en la proporcion de desove. Las hembras que persisten en
este estado bajo las condiciones naturales puede extenderse y probablemente los
periodos sean variados. E! estado atrésico | es la condicion atrésica mas comun durante
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el pico de desove, lo que puede ser utilizado para detectar diferencias entre clases de
longitud.

« ESTADO ATRESICO DOS (2) :

Cuando las hembras presentan mayor o iguat cantidad al 50 % de ovocitos vitelados en
estado de alfa atresia, en condiciones de laboratorio, este estado persiste durante 9 dias,
observando que tienen poca duracién en poblaciones naturales. La presencia de este
estado, es la mejor medida en términos de proporcion absoluta del proceso de reabsorcion
del ovario en la poblaciéon; ya que puede ser utilizada para pronosticar el fin del
acercamiento reproductivo o bien el fin de |la estacion del desove. Una aita incidencia de
hembras en este estado indican que el cese del proceso de desove es inminente.

e ESTADO ATRESICO TRES (3) :

Las hembras no presentan ovarios con ovocitos vitelados, el estado de beta atresia se
encuentra presente; asi como gamma y delta atresia. Este estado identifica a las hembras
en condiciones de un postdesove tardio. El estado atrésico tres es utilizado para separar
hembras en condiciones de postdesove de las hembras inmaduras; es decir hembras que
no han tenido una historia reproductiva previa o virgenes, consecuentemente la
identificacion de fas hembras en este estado es fundamental para precisar la estimacion
de la edad o longitud de primera madurez que a su vez permite precisar a la biomasa
desovante utilizando el método de produccidén de huevos.
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TABLA |- CLASIFICACION HISTOLOGICA DE OVARIOS DE LA ANCHOVETA
FOLICULOS

NORTENA Y LAS
POSTOVULATORIOS. (13, 16, 17 y 18 modificado por Tapia)

IMPLICACIONES REPRODUCTORAS. FP=

A A

Amreﬁh'ncu mrm.bmcm -

PRESENCIA OVOCITOS | EL DESOVE OCURRIO EN LAS ULTIMAS
HIDRATADOS O 19 hrs,
EDAD 0 DIAS FP FP. DE 24 hrs EL DESOVE OCURRE A LAS 24 hrs.

EDAD DE 1 DIA FP

DESOVE DE 1DiA

{PO) BETA ATRESICOS

FACTIVAT - " L& P TR R IR
CERO (0) PRESENCIA DE OVOCITOS | PROBABILIDAD ALTA DE DESOVE DEL DIA
VITELADOS; NO ALFA ATRESIA EN | 1AL 10.
UNO (1) ALFA Amesm ne ocnos PROBABILIDAD DE DESOVE, PRESENCIA
VITELADOS, MENOS DEL 80% DE | DE ESTADO ATRESICO 8, EN PROPORCION
OVOCITOS  VITELADOS ESTAN | MEDIA.
AFECTADOS.  SdAMAR.
[TRAGTIVO: | DOS (2) ALFA “ATRESIA DE OVOGITOS | PROBABILIDAD DE DESOVE=0, PUEDE
VITELADOS. MAS DEL 50 % DE| TENER UN OVARIO ACTIVO DE 1 A 20
OVOCITOS VITELADOS ESTAN | DIAS. {(MEDIA DE 8 DiAS).
AFECTADOS.
TRES (3) PRESENCIA DE OVOCITOS NO|PROBABILIDAD DE DESOVE = 0, PUEDE
VITELADOS; PRESENCIA DE BETA | TENER UN OVARIO ACTIVO DE 16 A 30
ATRESIA. £ oias.
9B (Qg;
INMADURO SIN OVOCITOS w'reuoosvsmFP PROBABILIDAD DE DESOVE= 0, SIN

EVIDENCIAS REPRODUCTORAS EN LOS
ULTIMOS 30 O MAS DIAS. PUEDE
DESARROLLARSE UN OVARIO ACTIVO
DENTRO DE 31DIiAS.
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« TESTICULO.

Los testiculos en los peces son un par de drganos internos, alargados y corren
longitudinalmente en la cavidad del organismos; en el caso de fos pelagicos menores
cada testiculo presenta los extremos agudos o en forma de punta y se encuentran
sostenidos por mesenterio. El color de los testiculos varian de acuerdo al grado de
maduracion de éstos érganos y al desarrollo sexual del pez; asi el color de los testiculos
en estado maduro es café claro cremoso y de superficie lisa (Fig. 1),

Cada testiculo esta protegido de una capsula de tejido conjuntivo denso regular; el cual
puede o no estar delimitado por un epitelio de revestimiento de tipo cubico o plano simple
que se puede continuar con las capas de mesotelio. De la cépsula de tejido conjuntivo
parten tabiques o trabéculas que se extienden a todo o largo del érgano, conformando los
foliculos o tubos seminiferos, sitio en donde se lleva a cabo el proceso de
espermatogénesis. El foliculo, tubo espermatico o tubo seminifero estd formado por dos
capas; hacia la luz o lumen del tubo, se encuentra el epitelio germinativo delimitado por
una membrana basal; dicho epitelio varia mucho con respecto al estado de madurez y
edad del organismo. Asociado a la lamina basal, se encuentra la lamina propia de tejido
conjuntivo con gran cantidad de fibras coldgenas ordenadas concéntricamente, entre las
que se encuentran fibras elasticas, células propias del tejido conjuntivo, vasos sanguineos
y células intersticiales agrupadas, cuyo citoplasma es acidéfilo y niicleo pequefio basofilo:
dicho tejido se encuentra unido al resto del estroma conjuntivo de los tubos seminiferos
(5)( Fig. 14).

» TIPOS DE CELULAS GAMETICAS EN EL EPITELIO GERMINATIVO (4).

En el epitelio germinativo es en donde se lleva a cabo el proceso de formacion de los
espermatozoides, procesc que recibe ef nombre de espermatogenésis, con la consecuente
reduccién del nimero cromosdmico; es asi como se tienen dos procesos importantes
dentro de la espermatogénesis, la espermacitogénesis y la espermiogénesis o periodo de
diferenciacion; otro tipo de células que se encuentran intercaladas a las células gaméticas
son las células nutricias.

La espermacitogénesis a su vez comprende una etapa de proliferacién, una de
crecimiento y otra de maduracion. Por lo tanto la espermacitogenésis se inicia con la
formacién de células denominadas espermatogonias que por medio de ia mitosis,
proliferan en numero mostrando forma oval o poliédrica, nucleos muy basdfilos que

ocupan la mayor parte del citoplasma, estas células estan asociadas a la membrana basal
(Fig. 15y 16).

Posteriormente sobreviene |a etapa de crecimiento, dado que las espermatogonias se
dividen (2n), formando los espermatocitos primarios que aumentan de tamafo y ocupan
una posicion intermedia en los foliculos o tubos seminiferos, se disponen en una o dos
filas por fuera de las espermatogonias, son de forma esférica o poliédrica; el citoplasma es
aciddfilo, el nucleo no tiene un aspecto definido o uniforme, debido a que depende de la
etapa de la mitosis en que se encuentre u observe; pues los cromosomas tomaran
posiciones diferentes, dando origen a los espermatocitos secundarios y con elio al proceso
de division reduccional (n); células que suelen ser parecidas a las anteriormente
mencionadas, solo que ligeramente mas pequeiias, con membranas nucleares muy bien
definidas y basdfilas; inmediatamente se produce la segunda mitosis formando las
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espermatides (n), para ser seguida del proceso de la espermiogenésis que es la
transformacion al espermatozoide (Fig. 16 y 17).

La morfologia de las espermatides jovenes, es muy clara, ya que puede observarse una
delimitaciéon muy definida, dada por !a membrana citoplasmica, ia cual es como un hilo
baséfilo delimitado internamente por zonas mas basdfilas; en tanto que las espermatides
mas maduras, se denota una estructura baséfita alargada, que permite definirlo claramente
por !a posicién concéntrica, dirigida hacia el interior del tubulo.

Los espermatozoides, en el caso de organismos con reproduccion sincrénica, pueden
crecer a partir de una espermatogonia, permaneciendo unidas, hasta formar los
espermatozoides, los cuales se separan al finalizar el proceso; estos son facimente
identificados por su estructura flagelar y de posicion concéntrica en la luz o lumen de los
tubulos seminiferos.

Es importante mencionar que el epitelic germinativo de los tubulos seminiferos en peces,
presentan una disposicion por grupos celulares en diferente grado de madurez, a los
cuales llamaremos segmentos y, al parecer cada uno de estos segmentos se repite y
dispone en un orden determinado a lo largo de los tubulos seminiferos, encontrando los
estados mas avanzados hacia la rete testis, lo que permite que siempre haya
disponibilidad de células maduras o espermatozoides en un ciclo anual.

» MADUREZ GONADAL EN EQUINODERMOS.

El erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus (Agassiz, 1863) es un equinoideo regular
de simetria pentaradiada que pertenece a la familia Strongylocentrotidae, se considera que
este organismo es el que tiene el mayor tamario, dentro de los equinodermos encontrados
en la peninsula de Baja California. Estos pueden alcanzar tallas de hasta 150 mm, ademas
presentan espinas primarias bastante largas con una longitud de hasta 7 cm. (Ver escala
morfocromatica),

Todos los equinoideos son dioicos y la mayoria no muestran dimorfismo sexual, el aparato
reproductor esta constituido por cinco gonadas, que se encuentran suspendidas en los
interambutacros sobre el lado intemo del caparazon, unidos por finas capas transparentes
de peritoneo celémico. Cada génada es un conjunto de saculos o foliculos, que se unen a
un gonoducto corto, que se extiende hacia la superficie aboral, para abrirse a un gonoporo
localizado sobre una de las cinco placas genitales (3), la fertilizacion es externa.

Cada gonada presenta forma de lengieta, generalimente de cofor amariflo, aunque varia,
dependiendo del sustrato, sexo y grado de madurez. Externamente la gonada esta
delimitada por un epitelio celémico de tipo plano a cubico simple, internamente se observa
una gran cantidad de saculos o foliculos con ramificaciones las cuales constituyendo sacos
0 acinos.

En un corte transversal observado al microscopio, es posibie identificar gran cantidad de
acinos o foliculos que se encuentran delimitados externamente por tejido epitelial de
revestimiento de tipo plano o cubico simple, el que descansa sobre la membrana basal y
debajo de la cual se encuentra la lamina propia de tejido conjuntivo denso regular, con
presencia de fibras musculares lisas que corren en sentido circular at acino, en donde se
observan senos venosos. En la regiéon mas intera hacia la luz del acino se encuentra el
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epitelio germinativo, ademas de gran cantidad de células nutricias e inclusiones de
reserva, Este patron morfologico se da tanto en hembras como en los machos.

En el caso de las hembras se observan diferentes tipos de ovocitos; asi se tienen cinco
tipos, los que a su vez permiten identificar cinco etapas o fases de madurez que son:
Indiferenciado (Indeterminado), Madurez inicial (Gametogénico), Madurez intermedia
(Madurando), Maduro (Reproductivo), Desove o expulsion.

En los machos al igual que en las hembras se observan diferentes tipos de células
gaméticas en el epitelio germinativo, y del tipo de céiula dominante es que también se han
establecido cinco fases de madurez.

El pepino de mar es un equinodermo de morfologia cilindrica que comprende
aproximadamente 1000 especies, Parastichopus parvimensis e Isostichopus fuscus
son las mas importantes en Baja California, en cuanto a comercializacion se refiere: el
primero se encuentra desde Monterey, Cal. E.U.A., hasta Bahia tortugas B.C.S. y, la otra
en el Golfo de California.

Muchos Holothuroideos son dioicos y, a diferencia de otros equinoideos, tienen una Unica
génada la que se encuentra suspendida en el celoma, tanto la génada de las hembras
como la de los machos, estdn compuestos de un gran mechén de finas ramificaciones de
forma tubular (Ver escala morfocromatica), que desembocan a un conducto Unico largo,
revestido por epitelio cubico ciliado; el que se abre al gonoporo, colocado justamente atras
de la boca, sobre la base de los tentaculos bucales. En el pepino de mar como en otros
equinodermos la fertilizacion es extemna y el desarrollo es a través de varios estadios
larvarios de tipo pelagico.

En relacién a la morfologia de las génadas a nivel microscépico, se observa en general el
mismo patrén morfoloégico que en erizo; por lo que nos basaremos en los mismas fases de
madurez, aunque si se dan diferencias en las células gaméticas.

Vill.- FECUNDIDAD.

e CONCEPTO E IMPORTANCIA.

La fecundidad es un parametro importante en el estudio de {a dinamica de poblaciones; la
cual nos permite determinar el numero de nuevos posibles reclutas que se integran en
esta; éste término es comunmente definido como el nimero de ovocitos producidos por
una hembra antes de ser desovada (1,2, 3.8, 26,27).

La estimacion es rapida para aquellos organismos, que presentan una sola moda anual; es
decir para los desovadores totales o sincronicos, en donde todos los ovocitos son
liberados en una sola puesta u ocasién, claramente definida, como es el caso de algunos
organismos boreales como la merluza, bacalao y, otros de regiones subtropicales como la
totoaba, el pez sable, la langosta roja, entre otros; su estimacion en el tiempo es poco
variable.

Por otro lado se tiene aquellos organismos con desoves parciales, lamados
frecuentemente desovadores miuiitiples o asincronicos, en éstos organismos es importante
conocer el numero de puestas al aito; es decir el nimero de ovocitos puestos en cada
desove y la relacion entre estos factores y la talla y edad del organismo; muchos de estos
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organismos son tropicales y subtrépicales, como ejemplo tenemos la anchoveta, sardina,
macarela, atun, barrilete, chano entre otros. La determinacién de su fecundidad por lo
tanto, es un poco mas dificil y presenta variabilidad interanual, por lo que se recomienda
estimarlo cada vez que sea necesario.

Un aspecto importante en cuanto a la produccion de productos sexuales y, por ende en la
determinacién de la fecundidad, es la calidad de ellos; ya que frecuentemente sufren
atrofia en una de sus fases de su desarrollo gametogénico y en ocasiones conducen a
una mala interpretacion del valor reat de la fecundidad. Otro factor que también regula la
cantidad de ovocitos, es el tamaiio, que algunas veces depende de la edad y condiciones
de alimentacion (disponibilidad), temperatura del agua, temporada del afio y en otros
casos por factores latitudinales.

Como podemos notar éste es un parametro muy susceptible a factores externos y propios
de la especie, que muestran variaciones en la fecundidad dentro de ia misma especie,
entre poblaciones y dentro de una poblacion a través del tiempo; por lo que es importante
monitorear, para conocer sus variaciones y entender el comportamiento reproductivo real
de una especie y poder concluir adecuadamente con respecto a este parametro.

FECUNDIDAD ABSOLUTA (fecundidad individual)
Ndmero de ovocitos producidos por un Unico pez; esta incrementa con el tamafio y edad
de el pez.

FECUNDIDAD RELATIVA
Numero de ovocitos por unidad de peso; esta relacion asume que la fecundidad absoluta
es una funcion simple directa de el peso del cuerpo.

FECUNDIDAD PARCIAL

Numero de ovocitos desovados durante un desove o puesta; es calculado en peces
desovadores multiples como anchovetas y sardinas, y es estimado a partir de submuestras
Dado que la fecundidad parcial de un pez varia con su peso, es necesario la seleccion de
un modelo apropiado para describir Ia relacién entre la fecundidad parcial y el peso del pez
(21).

FECUNDIDAD POBLACIONAL
Es la suma de las fecundidades absolutas de todas las hembras maduras (madurando) y
también es el nimero de ovocitos desovados ("puestos”) por la poblacion en una época.

+ REQUISITOS DE LOS MUESTREOS.
Para efectuar ia estimacion de la fecundidad, se tienen que considerar varios factores,
algunos de ellos son dependientes de Ia especie, como lo es el tipo de reproduccion, la
talla, la edad, el tamario del ovocito y la condicién del organismo, ademas de los externos
(ambientales) que tienen gran influencia.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL PEZ

Es necesario conocer la especie a estudiar, en este caso, contar con referencias que nos
permitan determinar aquellas caracteristicas que estan involucradas en el calculo de la
fecundidad. El analisis histolégico de las gonadas es el que principalmente nos dara
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informacion determinante como es: el tipo de reproducciéon de la especie, el ciclo de
reproduccion y el tamafo de los ovocitos, éste Ultimo sera clave para nuestro estudio.

SELECCION DE ORGANISMOS

MUESTREQ: El muestreo de los organismos para el calculc de este parametro, puede ser
dirigido cuando se conocen algunos aspectos reproductivos de la especie, como la
temporada de desove y el horario en que éste ocurre como es el caso de la sardina que
desova en la noche. Ademas conociendo las caracteristicas externas que presentan las
hembras antes del desove es facil identificarlas. Esto es posible de realizarse en colectas
durante un crucero, donde seran seleccionados los organismos para este andlisis en un
numero definido con anterioridad. Cuando los organismos son obtenidos por otros medios
(captura comercial), no es posible tener ef control de el numero de organismos, por lo que
se trabaja con los datos que es posible obtener.

Cuando es la primera vez que se realiza el calculo de este parametro en una poblacién, el
andlisis histolégico es necesario para definir el tipo de ovocitos que deberan ser incluidos
en este parametro. Ei apoyo en la informacion bibliografica, en estas situaciones es basica
para determinar ciertos aspectos que apoyaran nuestros resuitados.

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Una vez identificados aquellos organismos, gue presentan las caracteristicas que permitan
efectuar el célculo de la fecundidad, debemos aplicar un tratamiento especial y observar
ciertos cuidados en su manejo.

« METODOS DE ESTUDIO

Una vez seleccionadas las gonadas en el estado reproductivo mas avanzado, se pueden
aplicar varios métodos para estimar ta fecundidad, Asi tenemos que los métodos comunes
para el conteo de ovocitos u huevos es diferentes especies son el volumétrico,
gravimétrico, Von Bayer y el conteo directo (3,6,7,8)

El método gravimétrico se basa en el peso total de la muestra, una vez que son
desprendidos del tejido ovarico, se elimina el exceso de humedad vertiéndolos en un papel
secante expuesto al aire, posteriormente se separa una submuestra de ovocitos para
contar y pesarlos. El nimero total de huevos se obtiene en la relacion del numero de la
submuestra por el peso total de la muestra entre el peso de la submuestra.

El numero total de ovocitos en los ovarios se obtiene con la ecuacién:

F=nG
g

F = fecundidad

n = numero de huevos u ovocito maduros de la moda mas avanzada en la submuestra.
G = peso total de los ovarios
g = peso de la submuestra en las mismas unidades.
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En el método volumétrico; una vez separados los ovocitos del tejido ovarico, que puede
ser realizado, por medio de una solucion de Gilson, los ovocitos © huevos una vez
separados y libres de tejido se colocan en un recipiente o cilindro graduado, se le agrega
una cantidad conocida de agua, en seguida se agita uniformemente el recipiente para
poder tomar una submuestra de volumen conocido y se cuentan los ovocitos. La
fecundidad se obtiene de fa relacion entre et nimero de ovocitos en la submuestra, por el
volumen total que ocupé la muestra, entre el volumen de la submuestra. Otra manera, es
pesar un numero conocido de ovocitos y observar su volumen por desplazamiento y
posteriormente obtener el valor que esta desplaza en la muestra total.

Por lo tanto la fecundidad sera:

F=nV
v

En donde:

F = fecundidad

n = niomero de huevos u ovocitos maduros de la moda mas avanzada, en la
submuestra

V = volumen al que se ha llevado el numero total de huevos.

v = volumen de la submuestra

Se recomienda analizar mas de una submuestra de cada gonada para obtener una
estimacion adecuada de la fecundidad. Ei recuento reiterado de las submuestras del
mismo ovario demuestra que la distribucion de cada recuento es del tipo Poisson; por lo
tanto como la varianza es una distribucién Poisson es igual a la media del numero de
submuestras necesario para el grado de exactitud esperado, que puede determinarse a
partir del nimero contado en la primera submuestra con la ecuacién:

Porcentaje de precisién: 100/n en la que la media, m, se toma como el recuento de la
primer submuestra y, n es el nimero necesario de submuestras.

Se debe tener en cuenta que es dificil conseguir que todos los ovocitos se distribuyan
uniformemente en el cilindro graduado; ya que la densidad de los ovocitos es mayor en e}
fondo que en la superficie det liquido y en el centro, que en los lados.

El método de Von Bayer se basa en la buisqueda del diametro promedio de los ovocitos o
huevos, por medio de un canal graduado, y removiendo el exceso de humedad de la
muestra, obtener submuestras para determinar el nimero de ovocitos que hay sobre ella y
obtener el promedio. Posteriormente se consulta con ia tabla establecida por Von Bayer.

Para aplicar el método de conteo directo, se elimina el tejido conjuntivo con liquide de
Gilson, y se cuentan todos los ovocitos una vez disgregados, por medio de contadores
automaticos y se da la cantidad de ovocitos en x cantidad de submuestras; esto evita el
error inherente a toda técnica de submuestreo, ef inconveniente es el costo del aparato.
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METODO APLICADO PARA HACER ESTUDIOS DE FECUNDIDAD EN ABULON.

REQUISITOS.

1. Tamaio minimo de muestra.

2. Fijacion en formalina buffer de cada abulén por separado en bolsas de plastico.

3. Clave del organismo interior y exterior.

4. Asegurar que los organismos escogidos se encuentran maduros, previo andlisis
histolégico o bien previo andlisis de los ovocitos mediante una impronta.

METODO:

1. La viscera seleccionada, se lava para eliminar el exceso de formalina.

2. Colocar en un papel secante para eliminar el exceso de agua.

3. Separar con mucho cuidado 1a parte que contenga a la génada, tratando de obtener la

totalidad de la misma.

4. Pesar la masa visceral

5. Obtener tres porciones la anterior, la media y la posterior, tratando de que tengan la

misma longitud.

6. Para obtener estas secciones, se recomienda congelar a la masa visceral y cortar con

navajas o bisturies que no hayan sido utilizados antes.

7. Antes de tomar las muestras para fecundidad, se determina el coeficiente de madurez

(ino y Harada 1961), de la siguiente forma:

¢ Con el compas y regla se determina el diametro de la génada y la del hepatopancreas o
glandula digestiva a la seccion anterior, media y posterior.

+ Se determina el coeficiente de madurez mediante la siguiente formula:

L-L* x 100 endonde:

L

L = Diametro de la gonada y el hepatopancreas
L* = Diametro del hepatopancreas.

» Se determina el didmetro “L” a lo largo y ancho de cada seccién y se continia con la
determinacion de “L* “ en el mismo sentido efectuando luego el promedio de resultados
por seccién y por gonada.

?;5 Se procede a disecar de las tres porciones el hepatopancreas, dejando solo a la
génada.

8. Cada seccidn se coloca en un vidrio de reloj de peso conocido y se pesa en una
balanza.

9. De cada seccion se obtiene una muestras de maximo 50 mg y se coloca en frascos

previamente identificados.

10. Se coloca en cada frasco 5 ml de liquido de Gilson o alcohol glicerinado y se dejan

(djurgntte un dia antes del conteo y medicion de évulos, agitando para facilitar la separacién
e éstos.

11. En caso de que no se separen bien los ovocitos, con la ayuda de una espatula se les

quita el tejido conjuntivo.

12. De cada frasco se obtiene con un gotero graduado, seis submuestras.
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13. En la submuestra 1, se realiza el conteo de ovocitos y paralelamente se puede realizar
la medicién de 100 células (ocular micrométrico).

14. El conteo se puede realizar en una caja reticulada de cuadrantes de 1 mm2,
auxiliandose de un contador manual.

15. Registrar el numero total de 6vuios contados en los 50 mg obtenidos de cada seccién y
sacar el total de évulos por gramo, peso de la porcién en gramos; total de évulos por
porcién. diametro promedio de dvulos.

Vill. TECNICAS HISTOLOGICAS MAS UTILIZADAS PARA LA DETERMINACION DE LA
MADUREZ (12,24, 25,28).

El proyecto Investigaciones Histoldgicas elaboré este manuat con el objetivo de facilitar el
manejo de la técnica histoldgica, indicando por un lado las técnicas que nos permiten
identificar con facilidad las estructuras propias de un proceso de desove y por otro, los
cuidados que deben tomarse en cuenta desde la colecta, fijacion, lavado, hasta el andlisis
microscopico de la muestra. Ademas se indica la forma de preparacion de los fijadores
mas utilizados, asi como algunas recomendaciones para obtener preparaciones o
laminiltas que nos den datos confiables y definitivos para lograr la meta principal del curso.

TECNICA HISTOLOGICA.

Comprende la preparacién de los tejidos para su estudio microscopico, lo cual se logra
sometiendo a la parte seleccionada del tejido por examinar a una serie de procesos como
son la fijacién, deshidratacion, aclaramiento, obtencién de cortes, coloracion y montaje.

FIJACION.

En cuanto se extirpa un tejido del organismo este empieza a descomponerse, lo cual viene
siendo consecuencia de los cambios de temperatura corporal, que ocasiona falta de
oxigeno y metabolitos esenciales, acumulacién de biéxido de carbono y otros productos
del metabolismo celular; asi como de la accién de diversas enzimas. Por eso es
indispensable colocarlos en una solucién fijadora, para detener los procesos autoliticos
propios de fa muerte celular y preservar al tejido io mas cercano a su estado vivo. Para
esto existen diversos tipos de fijadores que permiten el logro de este objetivo; sin embargo
es importante tener en cuenta el tipo de organismos y estudios que se desea hacer, para
seleccionar al fijador adecuado y obtener resultados Gptimos.

METODO.

1. Se debera colectar la cantidad minima indispensabie de ejemplares.

2. Tener listo el material a utilizar.

3. Tomar fotografias de los organismos que se colectaron o cuando se obtiene una
fraccién del organismos, también es conveniente elaborar esquemas antes de separarios o
fijarlos indicando posicién anatémica, color y textura.

4. Antes de fijar, si es posible lavar rapidamente para eliminar impurezas que puedan
interferir en el estudio.

5. Anotar con lapiz o marcador de tinta insoluble y letra clara ia clave a utilizar.
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8. Cuando son varias muestras en un sélo recipiente, envolver la muestra en una gasa
doble junto con la clave, procediendo a fijar, indicando en la libreta u hojas los datos que
se anexaron en la envoltura de ta muestra.

7. Cuando se obtiene una fraccién del organismo, que esta sea de 1 cm3, previo lavado
se coloca en el fijador; si es un organismo completo se fija inyectandolo poco a poco sin
lesionar a los tejidos, puede ser via intravenosa.

8. Tomando en cuenta el tamafio del organismo, el liquido fijador debe usarse en una
relacionde 10 a 1.

9. Se colocan las muestras en bolsas de plastico o bien en frascos perfectamente
cerrados y se agrupan por sexo, épocas o temporadas segun sea ei caso, manteniéndolos
en refrigeracion o bien en lugares frescos.

ELIMINACION DEL FIJADOR.

Los tejidos contienen gran cantidad de agua tanto intra como extracelularmente, que
puede ser eliminada por procesos de deshidratacion lenta, esto debe ser realizado
mediante algunas substancias que se mezclen con el agua de manera que pueda penetrar
faciimente entre las células de los tejidos, el mejor agente a este respecto es el alcohol
etilico. La deshidratacion se fogra mejor utilizando alcoholes de distinta concentracion,
empezando por alcohol del 70 at alcoho! del 100 o absoluto. No es aconsejable el paso
directo del tejido del formol al alcohol concentrado ya que provoca lesién en los tejidos.
También pueden utilizarse otros deshidratantes como: alcohol metilico, isopropilico,
butanol.

Si el tejido no ha sido deshidratado correctamente el aclarador se vuelve lechosos. Por o
tanto la impregnacion con parafina no puede lograrse y el bloque resultante es blando y
aun pulposo, y al cortar los blogue resulta demasiado dificil hacerlo y aveces imposible: por
lo que si durante el aclaramiento se aprecia una deshidratacién inadecuada, se puede
remediar volviendo a regresar al tejido en los alcoholes.

ACLARAMIENTO.

Permite que el alcohol de los tejidos sea reemplazado por un liquido que disuelva la
parafina, con la cual el tejido va a ser impregnado para su posterior obtencion de cortes.
Los buenos aclarantes eliminan pronto el alcohol y aclaran rapidamente sin provocar
endurecimiento del tejido. Es importante cuidar los tiempos de “aclaramiento” ; ya que un
tiempo minimo en estos, provoca que el tejido se haga pulposo y si se excede, los hace
quebradizos. Entre los principales aclarantes de tejidos tenemos al benzeno, xileno,
tolueno, acetona, éter.

Este proceso comprende |a impregnacién de los tejidos con un medio que llene todas las
cavidades tisulares, que proporcionen la consistencia firme y necesaria para hacer cortes
bastante delgados, sin provocar lesién y sin alterar los elementos celulares; otra ventaja es
el de encerrar en un blogue o en una masa de material de inclusién que permite manejar y
fijar la muestra al microtomo sin dafio al tejido. En histologia se emplea el método de
inclusién en parafina o ameraffin, celoidina y gelatina, Para que la inclusién impregnada en
parafina sea exitosa es necesario dar dos bafios en parafina entre una o dos horas en
cada una, después se procede a la inclusidn definitiva.

22



OBTENCION DE CORTES.

Se preparan la cantidad de bloques a cortar, dandole a cada uno la fonna de pequeias
piramides con la ayuda de una navaja, de tal forma que se rebaja alrededor del 6rgano sin
tocarlo, acercandose lo mas que se pueda. Se introducen en el congelador minimo una
hora antes de empezar a cortar, al igual que las navajas o cuchillas; las cuales no deben
tener mellas

Antes de proceder a cortar. se prepara el bafio de flotacion con agua destilada
espolvoreando gelatina, haciendo una capa uniforme, evitando no agregar demasiada, ya
que las laminilias quedarian manchadas. la temperatura del agua no debera exceder los
40°C. Se colocan los cortes con la parte opaca hacia arriba y la parte brillosa hacia abajo
en contacto con el agua; cuando se tiene dificultad para extender los cortes, se agrega
alcohol del 96% al agua que contiene la gelatina en el bafio de flotacidn. Otras dificultades
que se pueden tener al obtener cortes en el microtomo, seria la inclinacién de la navaja o
cuchilla, la velocidad que se aplica al obtener el corte puede ser excesiva y cuchillas mal
afiladas.

Cuando se presenta dificultad para obtener los cortes, se puede remediar colocando sobre
el tejido un poco de amilasa (saliva); la cual se aplica suavemente con el dedo pulgar.

Una vez obtenidos los cortes, se cubre la superficie del tejido incluido en el bloque con
parafina derretida, asi se evita la entrada de agua, la desecacioén o lesiones de otro tipo.
Es importante que los cortes queden centrados en el portaobjetos y en una misma
posicion. Se dejan escurrir en una gradilla y se acomodan en una canastilla de vidrio o
metalica; posteriormente se colocan en la estufa a una temperatura de 60° C por 30
minutos, como tiempo minimo, esto permite que el corte se adhiera bien al portaobjetos,
quedando listas para ser utilizadas en la técnica de coloracion.

TECNICA PARA DESPARAFINAR.

Para que los tejidos puedan captar a los colorantes, es necesario eliminar la parafina de
estos, con solventes de la misma; lo que se logra mediante la técnica de desparafinacién
ta que consiste en preparar 12 cajas de coloracion con los siguientes reactivos:

1. Tres cajas con xileno -----m------ CiNCO Minutos en cada una.
2. Dos cajas con alcohol absoluto xileno  ------ee- cinco minutos en cada una.
3. Dos cajas con alcchol del 96% ------------ CiNCO minutos en cada una.
4. Dos cajas con alcohol del 70 -~-----—---- €iNco minutos en cada una.
5. Dos cajas con agua destilada ---=--=--—- CiNCO Minutos en cada una.
6. Una caja con agua formolada -=--e-—----- CINCO Minutos.

TECNICAS DE COLORACION.

La coloracién tiene por objeto proporcionar contraste a las estructuras observadas en el
microscopio, lo que permite una mejor interpretacién del 6rgano en estudio. La utilidad del
meétodo se debe a que los distintos componentes de la célula, muestran afinidades
diferentes para casi todos los colorantes.
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La identificacion de ciertas estructuras o substancias quimicas, se logra mediante
reacciones quimicas especificas bien controladas, que permiten dar un color fijo al lugar en
donde se encuentra la estructura o la substancia correspondiente. Como sabemos, la
aplicacion de una técnica depende del estudio que se pretenda realizar; por lo que para el
presente objetivo aplicaremos la técnica tricromica de Gallego, [a técnica tricromica de
Mallory, ia Hematoxilina-Eosina y la técnica para demostracion de lipidos.

El tiempo que se emplea para la coloracién va a depender del espécimen que se va a tefiir
y del colorante empleado, el cual puede fluctuar desde unos segundos hasta 24 horas o
mas. Es conveniente hacer una prueba de coloracién antes de aplicarla a varias muestras.
Si por alguna razén es necesario remover los colorantes de los tejidos, que han sido
sobretefiidos, podemos utilizar soluciones acidas y para reafirmar la coloracidon se utilizan
soluciones alcalinas.

PREPARACION DE FIJADORES.

LiQUIDO DE BOUIN:

Tiempo de fijacién de uno hasta 8 dias.

Sol. acuosa saturada de acido picrico.....................75 partes
Formol comercial (formalina o formol al 4%)............ 25 partes
ol (ol - [ 1 L ——————————— 5 partes

FORMOL.-ACETO-ALCOHOL (F.A.A):

Tiempo de fijacion 24 horas

Formol comercial (formalina) ...............ccocoovevnn.... 10 ml.
Aguadestilada ..., 35 L
Acido acético glacial ....................ccoeoeveiiee 5ml
Alcohol del 96% ... 50 ml
FORMOL AL 10%:

Formol comercial ...............cocoovoeeeieeeeeeeeee 1 parte
Agua destilada ... 9 partes
ZENKER:

Cloruro de mercurio .............cooeoevvvveee 25¢
Bicromato de potasio .......................cccocveeeeni 125 g
2 U e SR s R ——————— 50¢
Agua destilada ... 500 mi
Ltele ol 1o e o T O ————— 125 mi

(agregar en el momento de usar)
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FORMOL NEUTRO:

Tiempo de fijacion 24 horas minimo.
Formol al 10% saturar con bicarbonato de sodio al 1%
{(usar papel tornasol como indicador)

DAVIDSON:

Alcohol etilico (96%) .......coeveeeieiiieeeeeee e 330 ml
Eormol .................................................................. 220 ml
Acido acéticoglacial ... 115 mi
Aguadestilada ...............ccooooovivviiiieeiee e 335 ml
SOLUCION ABLANDADORA:

GliCeriNg ... ..., 5 mi
Aguadestilada ....................ooooiiiiie e, 25 ml
Alcohol el 8695 . ... st smmrnsi e e 70 mi
a 4°C durante 24 hrs.

FORMALINA BUFFER:

Fosfato de sodio monobasico ............cccccovieii. 725¢g
Fosfato de sodio dibasico ............coovvivveeeeeini, 117 g
Lo Lo T 1800 mi
Aguadestilada ...........cooooiiiiiiie e, 18 |
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COLORACION HEMATOXILINA-EOSINA
FUNDAMENTO:

La hematoxilina-Eosina (H-E), pertenece al grupo de técnicas topograficas que nos
proporciona la estructura general de los tejidos. La Eosina es un colorante acido que tifie al
citoplasma y la Hematoxilina es un colorante basico que demuestra las estructuras
nucleares, por lo tanto se observa el contraste entre citoplasma y nucleo de los diferentes
tipos de tejidos que forman a un 6rgano.

METODO:

Fijar en formol al 10% durante 24 horas o mas.

Obtencién de cortes por congelacion o parafina.

Desparafinar

Lavar en agua formolada por lo menos una hora antes de la coloracion
Tefiir con Hematoxilina de un minutos a 8 minutos.

Lavar en agua de la llave hasta eliminar el exceso de colorante.
Diferenciar en alcohol acido (rapido y vira a color rosal)

Lavar en agua destilada

. Lavar en agua amoniacal (vira a color azul)

10. Lavar en agua de la llave

11. Lavar en agua destilada

12 Tedir con Eosina de uno a tres minutos.

13. Alcohol absoluto (rapido)

14. Alcohol absoluto-xileno de uno a tres minutos

15. Xileno | cinco minutos

16. Xileno Il cinco minutos.

17. Xileno Il cinco minutos

18. Montar en resina.

ONIORWN =

RESULTADOS:
Nucleos ..., azul
Citoplasma ..............c..o.o. . rosa
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COLORACION TRICROMICA DE GALLEGO

FUNDAMENTO:

Una de tantas técnicas que ponen de manifiesto de manera especial a las fibras
colagenas, fibras musculares y células epiteliales; ya que estas destacan completamente
de los demas componentes tisulares, por lo tanto viene siendo una de las Hamadas
técnicas especiales, en donde se utiliza la mezcla de dos colorantes, el acido picrico y
carmin indigo y como colorante nuclear la fucsina fenicada de ziehl.

METODO:

1. Cortes por congelacion o parafina.

2. Agua formolada (dejar en agua formolada 1 hr, como minimo)

3. Fucsina acética durante dos minutos

4. Lavar en agua destilada

5. Virofijacion en formol acético ... 5min. oy foesing
6. Lavar en agua destilada, hasta eliminar el exceso.

7. Picro indigo carmin ................................. 1min. fbsas r.o/a},u,a §
8. Alcohol picrico ...............cc.......2¥PUZ &L 1 min. quesad G
9. Alcohol absoluto | .............ocoocviviviieeii . 2 min.

10. Alcoholabsoluto ... 3 min

11. Alcohol absoluto-xileno | ..................ccoo.. 3 min

12. Alcohol absoluto-xileno W .................cc....... 3 min

13.XIeN0 T e 2 min

14. Xileno N ... 2 min

15, Xileno I ... 2 min

16.Montar en resina

RESULTADOS:

NUOCIROS ... rojo violaceo

Haces colagenos ........................ azul verde

Citoplasma ..............c..covveven, amarillo

Queratina ...................ccoccov amarillo

Fibras musculares ..................... amarillo verde

/«"W’"’z Goau W/’“‘ ﬂ&}ﬁ»‘«% ax o FiZitra
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COLORACION DE MALLORY
FUNDAMENTO:

Consiste en tratar a los cortes con soluciones no oxidantes de la hematoxilina, el hierro de
la hemosiderina toma un color negro azul y el cobre toma un color azul claro, el hierro
oxida al colorante.

METODO:

1. Fijar en el liquido de Zenker ¢ en formol al 10%.
2. Hace cortes por parafina.
3. Lavar en agua destilada. Si se fij6 en Zenker remover el precipitado de bicloruro de
mercurio con una solucién de iodo.
4. Poner los cortes en hiposulfito de sodio 2.5% durante 5 minutos.
5. Lavar en agua de la llave.
+ 6. Teifiir con fucsina acida 0.1% durante 3 minutos.

7. Lavar en agua de |a llave.
8. Fijar en acido fosfomolibdico 10% durante 3 a 5 minutos.

- 9. Fijar en agua de la llave.

+10. Tedir con solucién colorante de Mallory ............ 10 min.
11. Diferenciar con alcohol del 96% ....................... 5 min,
12.Aclarar en xileno de 1 a 3 minutos (dos cambios).
13. Montar en resina.

RESULTADOS:

NUEIBOS s o o anaranjado a rosa

WEICTIR, sisam st i e S OB Ss azul

ETOCINOS oo anaranjado rojizo

Musculo estriado ................cocoeevviiieein, anaranjado brillante

Neuroglia y células nerviosas .................. violeta rojizo

(RDNBIIR cnmesssosamemenemv i rojo a pardo amarillento. 2 AL
: s Otpafiot,

BHEILH
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COLORACION DE SUDAN

FUNDAMENTO:

La demostracion de lipidos se basa fundamentalmente en las propiedades fisico-quimicas
del colorante mas que a una reaccion quimica especifica con el tejido. Los lipidos son
acidos grasos de cadena larga insolubles en agua y soluble en éter, acetona, alcohol,
xileno, etc. por lo tanto el reconocimiento de los lipidos se lleva a cabo en cortes por
congelacién o bien si no es posible, en cortes en parafina pero con fijacién previa en
formol calcio o formol calcio-bicromato, io que permite estabilizar a los lipidos. Cuando los

cortes se obtienen por congelacion, se debe fijar la muestra en gelatina.

COINORWON S

METODO:
Fijar en formol calcio al 10%
Obtencion de cortes por congelacién.
Coloracion de contraste con hematoxilina de Harris de 1 a 15 min.
Lavar con agua destilada, hasta eliminar el exceso de hematoxilina.
Virar en agua de la llave.
Lavar en agua destilada, por 5 minutos, «<
Sumergir los cortes en Sudan durante 5 minutos. 20- 25 77/
Lavar en agua destilada.
Cubrir con gelatina glicerinada.

RESULTADOS:

LIPIdOS s rojo brillante

NUOSIEOS o smriimes: morado
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TECNICA DE COLORACION CON AZUL DE TOLUIDINA
FUNDAMENTO:

El azul de toluidina es un colorante basico del grupo de las tiazinas, que da reaccién
metacromatica en presencia de grupos electronegativos; por lo que demuestra
mucopolisacaridos sulfatados, y que para el caso de las células gaméticas en estado
fresco e inclusive fijados, la coloracion nos facilita la identificacién del grado de madurez
de estas sin necesidad de realizar el procesamiento histoldgico, teniendo como base
escalas morfocromaticas.

METODO:

1. Se toma una fraccion muy pequefia de la génada y se coloca en el centro de un
portaobjetos limpio.

2. Con la ayuda de un bisturi se fracciona a la misma, con el objetivo de que las células

gameticas queden fuera de los sacos, foliculos o tubos.

3. Se agrega una gota de azul de toluidina y se cubre la muestra con un cubreobjetos

limpio.

4. Se determina el grado de madurez y sexo, por el tipo de células presente en la génada.

PREPARACION DEL AZUL DE TOLUIDINA:

Azul de toluidina .......................... 1g
Alcohol del 70% .......ccoovvveveeni.. 100 ml.

30



PREPARACION DE REACTIVOS PARA LA TECNICA HEMATOXILINA-EOSINA

HEMATOXILINA:

Hematoxilina cristalizada ............................o.ooo . 19
Alcohol etilico absoluto ................coooeiii 10mil
Alumbre de potasio y aluminio ...........cccooevveeeveii) 20g
Oxido rojo de Mercunio .................ccoocoveeeeeeceeeen 05¢g
Aguadestilada ..., 299 mi

Se disuelve la hematoxilina en el alcohol y el alumbre en agua caliente, se mezclan ambas
soluciones, se lleva la mezcla a ebullicion y se agrega poco a poco el éxido de mercurio
fuera de la parrilla para evitar la proyeccién del colorante. Se calienta la solucién
nuevamente hasta que la mezcla toma color rojo pdrpura, se retira de la parrilla y se enfria.
Filtrar antes de usar.

ALCOHOL ACIDO:

Alcohol del 70 ... 99 mi
Acido clorhidrico ..............coco 1mi
AGUA AMONIACAL:

Aguadestitada .......................... RO 80 mi.
Hidroxido de amonio ..............ccccccvvvivviieeeeeeen, 5 gotas.
EOSINA:

BOSING ..o 1
AICONON 75% ..o 100 ml

Se recomienda agregar unos granos de Orange G, para obtener una mejor coloracion. Se
puede utilizar en solucion alcohdlica o0 acuosa, agregando unas gotas de cloroformo para
la preservacion del colorante.
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PREPARACION DE REACTIVOS PARA LA TECNICA TRICROMICA DE GALLEGO

FUCSINA ACETICA:

AGUAJesSUIEAA v R TR 10 ml.
FUCSIITE FONICHTE -...ccromnrmissmsmsimsismimans sistsmonssumisanans 10 gotas
V2o:To (oBF- [5:C] ({00 NTRNNPUSNINERHETRUSSU SRRy 1 gota

FUCSINA FENICADA DE ZIEHL.:

FUCSINA DASICE somams. oo s s e S A ot 19
Fenol cristalizado .............cccce i 5¢g
Alcohiol del 98% vommamuemmmrrrssmre s 10 ml.
Aguadestilada ............................. . 90 ml.
FORMOL ACETICO:

Aguadestilada ... 10 ml.
FORID] I sunsersmonsmmevessmas e s e A taaos 2 gotas
ACIAOACONEE o e T B s 1 gota
PICRO iNDIGO CARMIN:

Caminindigo:al 196 cnmumneum e amnissemss 1 parte
Solucién saturada de acido picrico .............cccceevvenen. 2 partes
ALCOHOL PICRICO:

Solucion alcohdlica (96%), saturada de acido picrico.
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PREPARACION DE REACTIVOS PARA LA TECNICA DE MALLORY
SOLUCION DE YODO:
Tinturade yodo al 10% ......cccooeeiveevieeeoieeeen 10 ml.
Alcohol del 70 e 100 ml.

SOLUCION COLORANTE:

Azulde anilina ..............oooooieeioieeeeee 05¢g
Orange G ..., 2. Q)
ACido OXANICO .........co.oooooiioieieee. 2. Q)
Aguadestilada ... 100 mi.
Se mezcla todo, se hierve y se fiitra en frio.

PREPARACION DE REACTIVOS PARA LA TECNICA DE SUDAN
SOLUCION SOBRESATURADA DE SUDAN Il O 1V:

Alcohol isopropiico ..., saturar con sudan
Filtrar antes de usar.

Alcohol isopropilico diluido:

Aicohol isopropilico ... 50 ml.
Aguadestilada ...................cccoeieeiiin, 50 ml.
GELATINA GLICERINADA:

Gelatina .............ocoooiiie 79
GHCOMNA ..o, 50 mi.
Aguadestilada ... 42 mi
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TECNICA DE DESHIDRATACION.

1. Lavar con agua de la llave durante 1 a 12 horas.
2. :Alcohol del 70% F svsomemnmme s 1 hr.
3. Alcobiol del 709 H ..o s s 1 hr.
4. Alcohol del 96% | ... 2 hrs.
S. Alcohol del 96% Hl ... 2 hrs.
6. Alcoholabsoluto | .........c.ooveiiiiei, 2 hrs.
O [0 g0l 1070 [1]o 2 | AR SO 2 hrs.
8. Alcohol absoluto-Xileno .............ooeeevveieciinns 15 min
< . ] [~ T [o A P S 15 min.
10. Parafina-xileno ...............cccoooveeeieeeeeeeeeee, 15 min
T PArafiNG | .....c.ooioiviieiiiinisionmneivessessassesssnassassssssnss 2 hrs.
T T IE, o smmmemonsmpamsn s e 2 hrs.
13. Inclusién en parafina.

TECNICA DE THEILACKER

DESHIDRATACION E INFILTRACION EN AMERAFFIN.

(Calculo para 100 ml.)

HORAS SOLUCION ETANOL 95% | 1-BUTANOL AGUA
DESTILADA

1 70% DE ETOH 70 | e 25

1 70% DE ETOH [ 25

3 70% DE ETOH+NBA 50 20 30
3 83% DE ETOH+NBA 50 33 17
1.5 95% DE ETOH+NBA 45 55 amanee
1.5 95% DE ETOH+NBA 45 55 —
1 100% DE ETOH+NBA 25 75 —
1 100% DE ETOH+NBA 25 75 —
1 100% DENBA | ceeeeee 100 ————e
1 100% DENBA | ereeeee 100 ———
2.5-8 AMERAFFIN DE 55-57°C —— e m——m—
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Fig. 1.- Anatomia macroscépica de génadas de macarela Scomber japonicus.

Fig. 2.- A. Génada de anchoveta Engraulis mordax, ovocitos no vitelados(nv); ovocitos
parcialmente vitelados (pv); trabécula (tra); capsula (cap); (Téc. H-E).

B. Capsula de la génada, fibras musculares (fm); vaso sanguineo (vs); endotelio (end); fibras
colagenas (fc) y capilar (cp). (Téc. T-G). C. Capsula de la gonada de macarela, tejido epitelial
(te) (Téc. H-E).
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