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PROTOCOLO PARA ESTUDIOS SOBRE EL PROCESO
REPRODUCTIVO DE PECES PELAGICOS Y DEMERSALES

PROTOCOL FOR STUDIES ON THE REPRODUCTIVE PROCESS OF
PELAGIC AND DEMERSAL FISHES

Betsy Buitron' ~ Angel Perea’ Julio Mori® Javier Sanchez' Cecilia Roque’

RESUMEN

BurtroN B, Perea A, Mor1 |, SANcHEz |, RoQue C. 2011. Protocolo para estudios sobre el proceso reproductivo de
peces peldgicos y demersales. Inf Inst Mar Perii. 38(4): 373-383.- En el Plan de Seguimiento de las Pesquerias, el
IMARPE realiza muestreos de los recursos pelagicos y demersales, proporcionando informacién bioldgica
para el seguimiento del proceso reproductivo de los recursos, ante la tendencia creciente a una mayor
difusion de los avances en dicha drea de estudio. En este documento se describe la toma de informacién y
calculos de los principales indices reproductivos para esas especies, a fin de contribuir a la estandarizaciéon
de las metodologias de muestreo y analisis de la informacién, integrando todos los procedimientos en este
Protocolo.

PaLaBras cLAVE: Proceso reproductivo, peces pelagicos y demersales.

ABSTRACT

BuitroN B, PErea A, Mort1 |, SANcHEZ |, RoguE C. 2011. Protocol for studies on the reproductive process of pelagic and
demersal fish. Inf Inst Mar Perii. 38(4) 373-383.- The Plan of Fisheries Monitoring, IMARPE develops sampling
of pelagic and demersal resources in the Peruvian sea, providing biological information for monitoring the
reproductive process of resources, given the need for greater dissemination of its progress, so in this document
describes the information and calculations making major reproductive indices for these species, in order to
contribute to the standardization of methodologies for sampling and analysis of information, integrating all
procedures in this Protocol.

Keyworps: Reproductive process, pelagic fishers, demersal fishers.

Protocolo para estudios sobre el proceso reproductivo de peces

INTRODUCCION

Las investigaciones sobre la repro-
ducciéon de la anchoveta peruana,
como principal especie del ecosiste-
ma pelagico, muestran gran hetero-
geneidad espacial y temporal, cuya
variabilidad estd influenciada por la
dindmica del ambiente marino. En
el caso de la merluza, como princi-
pal especie demersal, también cono-
cemos que existe gran variabilidad
espacial y geografica referida a su
condiciéon reproductiva.

En este sentido, establecer y difundir
un Protocolo para efectuar estudios de
estos aspectos reproductivos, permiti-
ra estandarizar criterios en la ejecucion
del estudio de los procesos cuyo ob-
jetivo final es proponer elementos ex-
plicativos en el desarrollo de modelos
sobre intensidad y duracién del deso-
ve. Este Protocolo tiene por finalidad
establecer la serie de acciones que se
ejecutan en el calculo de los indices re-
productivos de anchoveta y merluza,
mostrando los procedimientos a se-
guir para la obtencion de tales indices
que son utilizados, como herramientas
en la toma de decisiones de manejo
pesquero, como son, el inicio y fin de
los periodos de veda reproductiva.

1. Unidad de Biologia Reproductiva - IMARPE

El objetivo del Manual es dar a co-
nocer la metodologia utilizada para
determinar los indices reproducti-
vos tales como:

— Fraccion Desovante (FD)

— Indice de atresia (IA)

— Contenido graso (CG)

— Indice Gonadosomatico (IGS)
— Factor de Condicion (FC)

— Actividad Reproductiva (AR)

Asi como dar a conocer la metodo-
logia utilizada para la estimacion de
las tallas de primera madurez gona-
dal y desove.

DEFINICIONES
FraccionN DesovanTe FD):

Es un indice que se obtiene en base
a las lecturas de cortes histoldgicos
de gdénadas de hembras (ovarios)
donde se detecta la presencia de es-
tructuras celulares llamadas Folicu-
los Post-ovulatorios (FPO) las cuales
evidencian el desove. El valor por-
centual de la presencia de hembras
con FPO indican la proporcién de
hembras desovantes en las muestras

373

analizadas. La expresion para su cal-
culo es la siguiente:

FD = (HIV/Ha)*]-OO

Donde:

HIV = Ovarios con foliculos post-
ovulatorios (FPO) y/u ovoci-
tos hidratados.

Ha = Hembras adultas.

INDICE DE ATRESIA dA):

Este indice es una relacién porcen-
tual entre las hembras que presenten
ovocitos atrésicos (células sexuales
femeninas en reabsorcién) en sus
ovarios y el total de hembras anali-
zadas. El incremento del indice de
atresia se produce en la etapa en que
finaliza el periodo de desove.

La expresion que la denota es la si-
guiente:

IA= (Hy/Hg) * 100

Donde:

Hy = Ovarios con ovocitos atrési-
cos vitelados en mas del 50%
en el estroma ovarico.

H, =Hembras adultas.
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ConNTENIDO GRASO (CG):

Con el uso de metodologias estan-
darizadas y con equipos de andlisis
semi automaticos, se calcula los por-
centajes del contenido graso corpo-
ral de anchoveta. El calculo se efec-
tua utilizando la siguiente féormula:

CG = (my — m1/m) * 100

Donde:

m= peso de la muestrea

m;= peso vaso vacio

my= peso del vaso con grasa

(A.O.A.C. 1990)
InpicE GonaposoMmATIcO dGS):

También llamado coeficiente de ma-
durez. Es el peso de la génada expre-
sado como porcentaje del peso cor-
poral eviscerado o eviscerado y sin
ovario (SABORIDO y JUNQUERA 2003).
Este indice puede ser utilizado in-
distintamente para hembras o para
machos.

Se estima de acuerdo a la siguiente
expresion:

2. MATERIAL Y METODOS

Material, equipos, reactivos

IGS = (Pg/Pe) = 100

Donde:
Pg = peso de la génada
Pe = peso eviscerado (VazzoLer 1982)

Factor pE ConpicioN FC):

El factor de condicion es amplia-
mente usado en estudios de pesque-
ria y biologia en general. Este factor
es calculado de la relacion entre el
peso de un pez y su longitud, con la
intencion de describir la “condicién”
del individuo (NasH et al. 2006) de
acuerdo a la siguiente férmula:

FC = ((wr —wg)/L3)*100

Donde:

Wt = peso total

Wg = peso de gonada

L = longitud total (Modificado de
Heincke 1908)

Activipap RepropucTIVvA AR):

En base al concepto de que las hem-
bras activas son aquellas que se en-

cuentran madurando y desovando
en el momento de su captura o en un
futuro cercano, cuyos ovarios contie-
nen un numero suficiente de ovocitos
vitelados para el desove (CusiLLos
2005); y la actividad reproductiva se
define como el numero de hembras
con ovocitos maduros, hidratados
y/o foliculos post-ovulatorios (FPO)
en relaciéon al niumero de hembras
analizadas:

AR = ((Hyj + Hiv)/Ha)*100

Donde:

Hjpp = Ovarios con ovocitos madu-
ros.

Hpy= Ovarios con foliculos post-
ovulatorios y/u ovocitos hi-
dratados.

Hy = Hembras adultas.
TArLLA DE PRIMERA MADUREZ:

La talla de primera madurez se de-
fine cuando la ojiva de madurez
alcanza el 50% de probabilidad de
observar un individuo maduro (Cu-
billos, 2005)

a) Fraccion desovante (FD), Indice de Atresia (IA), Actividad reproductiva (AR)

MATERIAL

Muestras de anchoveta

Bisturi

Bolsas de plastico de 5 x 10 pulg.

Cuchilla

Cuchilla descartable para micrétomo de
lomo ancho y angosto

Estilete
Formularios

Frascos de plastico de 1 L de capacidad
Guantes quirurgicos

Ictidmetro

Laminas cubre objeto
Laminas portaobjeto

Lapiz

Lapiz punta de diamante
Mascarilla antigases
Moldes para embebimiento en parafina

Papel canson
Pinceles delgados
Pinzas

Porta muestras
Tijeras

Equrros

Computadora
Criostato

Micrétomo

Refrigeradora

REeacTIvVOS

Albuimina
Alcohol acido

Entellan
Eosina

Hematoxilina

Flotador de tejidos
Microscopio compuesto con camara
digital incorporada

Plancha de teflon
Procesador automatico de tejidos

Campana extractora de gases
Centro de inclusién
Coloreador automatico de tejidos

Alcohol etilico absoluto P.A.

Formol bufferado al 10%

Medio de congelamiento
Parafina P.F. 56- 58 °C
Xilol o xileno P.A
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b) Contenido graso (CG)

MATERIALES

Algodon
Anchoveta
Bandejas
Espatula
Formularios
Placas petri

Plumones indeleble de punta delgada

Equrros

Balanza analitica

Calculadora

Computadora

Desecador

Equipo extractor de grasa Soxhlet
Estufa de aire 103 + 2 °C
Moledora de carne

Porta muestras de celulosa Reactivo

Hexano p.a.

c) Indice gonadosomatico (IGS), Factor de

condiciéon (FC), Estado de madurez gonadal o actividad gonadica.

MATERIAL Equiros
Formulario de muestreo bioldgico
{fitrllcz){;dro Balanza digital
Tablero acrilico Computador
Tijeras
3. PROCEDIMIENTO dicidad es de 2 a 3 muestras sema- 3. Retirar las muestras del bano en
nales por cada puerto. Los mues- parafina liquida y colocarlo en
A) Fraccién desovante FD), treadores colocan las gdénadas un molde, el cual se completa
Indice de atresia A, dentro de las bolsas y éstas en un con parafina liquida.
Actividad reproductiva AR, frasco debidamente rotulado con ,
P el ntimero de la cala, lanceo dela 4 %95 blczlques se e{grlar.\ ertl la re-
o . zona de muestreo, para su envio. rigeradaora por minutos o a
a.1 Criterios a tomar: P temperatura ambiente en 1 hora,
. , 3P iento histolégico de 1 para luego sacarlos del molde y
1. Aplicar s6lo a hembras. ;iesig:esamlen 0 fustologico de fa darles manualmente forma de

2. Aplicar en ejemplares adultos.
3. Se colectaran ejemplares medi- 4.4

dos al medio centimetro (longi-  (Humason 1979).

tud total) inferior en el caso de
la anchoveta y al centimetro infe- |
rior en el caso de otras especies.
En caso de especies de la familia
Scombridae, la medicion serd al
centimetro inferior y a la horqui-

lla (Boucron et al. 2001). 2. Las portas muestras deben pasar

a.2 Colecta de la muestra

1. Una vez obtenida la muestra, a
cada ejemplar, se le realiza un
corte en la regién abdominal del
pez hembra, extraer las gdénadas
y colocarlas en una bolsa conte-
niendo formol bufferado al 10%.
El formol debe cubrir completa-
mente las gonadas para asegu-
rarse de una buena fijacion.

2. Incluir, en la bolsa, una etiqueta
de papel canson que consigne los
principales datos de la muestra:
especie, fecha, embarcacion y
cala, (si fuese el caso), nimero de
serie del muestreo.

3. La colecta es al azar y estratificada
por tallas. Se colectan 5 pares de
ovarios de anchoveta adulta por
cada medio centimetro. La perio-

trapecio con una cuchilla.

TlpO 1: Infiltracion en paraﬁna 5. Cada bloque de paraﬁna, conte-
niendo el tejido infiltrado en el
centro, se corta en el micrétomo
Cortar una seccion central de uno a7 pm.

de los ovarios (0,5cm?®) y colocar- . .
lo en una porta muestra con su 6. Recoger las secciones con pince-

etiqueta en papel canson. les y colocarlos en un bafno ma-
ria o flotador de tejidos, el cual

contiene agua destilada a 37 °C.
Estirar, con la ayuda de dos pin-
celes, suavemente. Con una la-
mina portaobjeto que contenga
una pelicula fina de albimina
recoger las secciones y colocar-
las en la plancha de teflén a 37
°C por 15 minutos a mas.

por una bateria de reactivos (alco-
hol a diferentes concentraciones,
xilol y parafina), cuyo tiempo va a
depender del estado de madurez
de la génada, ya que de acuerdo
a éste el tamarfio y contextura de
la misma va a variar y los tiempos
en cada reactivo pueden ser mo-
dificados (ver Anexo 1). 7. Las laminas se colorean con co-

2N loraciéon  hematoxilina-eosina.
Los tiempos en cada reactivo
dependen de la especie (ver
Anexo 2).

8. El montaje se realiza colocando
1 -2 gotas de medio de montaje
a las laminas y un cubreobjetos
cubriendo la lamina para evitar
la formacion de burbujas. Dejar
secar en la plancha de teflon

9. Leer bajo la luz de un microsco-
pio compuesto.

Figura 1.- Colocando la secciéon de
cortes en el flotador de tejidos
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a.5 Tipo 2: Corte en frio

1.

Cortar una seccién central de
uno de los ovarios y colocarlo
en la porta muestra del criostato.
Rociar la muestra con medio de
congelamiento para tejidos y co-
locarla en el criostato, el cual debe
encontrarse de -25 a -30°C, por 3
minutos aproximadamente.

Cortar la muestra, recoger las sec-
ciones con la ldmina que tiene una
pelicula delgada de albimina.

Colocar las laminas en una gradi-
lla y colorearlas utilizando el co-
loreador automatico (Anexo 3).

Se colocan 1 — 2 gotas de medio
de montaje a las laminas y se co-
loca un cubreobjeto evitando la
formacién de burbujas. Dejar se-
car en la plancha de teflon.

Leer bajo la luz de un microsco-
pio compuesto.

a.6 Analisis
1. Al observar las laminas bajo un

microscopio, se debe reconocer
los tipos de ovocitos y estructuras
celulares que identifican cada es-
tadio de madurez: ovocitos inma-
duros, ovocitos previtelogenados,
ovocitos vitelogenados, ovocitos
maduros, ovocitos hidratados,
ovocitos atrésicos y foliculos post-
ovulatorios, los cuales se basan en
la clasificacion dada por Hunter y
Macewicz (1984).

Las caracteristicas y presencia de
los tipos de ovocitos en el estro-
ma ovarico, permiten determinar
el estadio en el que se encuentra
el ovario y se consigna en una
hoja de lectura (Anexo 4).

Luego de la clasificacion de cada
uno de los ovarios en la muestra,
se procede a estimar los indices
reproductivos:

Fraccion Desovante

FD = (H IV/Ha)*]-OO
Indice de Atresia

IA = (Hy/H;)*100
Actividad Reproductiva

AR = ((Hyy; + Hyy)/H,)*100

Donde:

Hjpr = Ovarios con ovocitos maduros.
Hyy = Ovarios con foliculos post-

ovulatorios y/u ovocitos
hidratados.

Hy = Ovarios con ovocitos atrésicos

en mas del 50% en el estroma
ovarico.

H, = Hembras adultas.

4.

De acuerdo a Hunter y Macewi-
cz (1985) aquellas hembras con
ovarios que contienen 50% de
ovocitos atrésicos o mads, son
consideradas en recuperacion o
post-desovantes y ya no conti-
nuaran desovando. El incremen-
to de hembras con éstas caracte-
risticas denota la finalizacion de
los periodos de desove.

Los resultados de cada muestra
se ponderan a la estructura de ta-
llas de la captura.

B) ConTENIDO GRASO (CG)

b.1 Criterios a tomar:

Aplicar a hembras y machos adultos.

b.2 Procesamiento de la muestra

—_

N

b

7

Figura 2.- Equipo semiautomatico de
extraccion de grasa SOXTEC.

Después de realizado el mues-
treo biologico, colectar indivi-
duos enteros.

Los individuos enteros son tritu-
rados en una moledora eléctrica.
La muestra molida es homoge-
nizada. De ésta, se pesa 1.5 a 2
g haciéndose 3 réplicas por cada
muestra.

Secar a 45°C por 24 h.

Colocar la muestra seca en el porta
muestra de celulosa. Limpiar los
restos que puedan quedar con algo-
dén y colocarlo en porta muestra.

Pesar el vaso vacio de extraccion
y colocarlo en el equipo con 50 ml
del solvente.

Extraer la muestra, de acuerdo al
programa establecido en el equipo.

Una vez terminada la extraccion,
pesar el vaso a temperatura am-
biente con la grasa extraida.
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b.3 Analisis

1. El célculo se efecttia en base a la

W

C

c1

siguiente férmula:
Contenido Graso

CG = (mp — m1/m)*100

Donde:
m = peso de la muestrea
mj =peso Vvaso vacio

mj = peso del vaso con grasa
(A.O.A.C. 1990)

Los resultados se informan en %
de materia grasa en base seca o
htimeda.

Promediar los valores y expresar
el resultado con 4 decimales.

Repetibilidad: La diferencia de
los 2 resultados no debe ser su-
perior al 2% del promedio.

Se calcula el contenido graso por
grupo de talla y zona de desem-
barque. Se calcula el promedio
por puertos y error estandar,
como medida de dispersion. Los
datos se ingresan en el Anexo 5.

INDICE GoNaADOSOMATICO IGS),
Y FacTtor DE ConDICION (FC)

Criterios a tomar:

1. Aplicar s6lo a hembras adultas

(opcional y en forma comparati-
va a machos).

2. El muestreo bioldgico es de tipo

c.2

estratificado al azar y las mues-
tras son tratadas en concordancia
con lo establecido en el Manual
de Muestreo de la Pesqueria Pe-
lagica (Bouchon et al. 2001).

Procedimiento

Los datos necesarios para calculo
del IGS y FC provienen de mues-
treos biologicos.

Se seleccionan al azar 10 indivi-
duos por cada talla, de los cuales
se registran la siguiente infor-
macion: sexo, longitud (con el
uso de un ictiometro, medida al
medio centimetro inferior), peso
eviscerado del pez (pesado con
balanza digital, con precision de
0,1 g) y peso de la gonada (con
precision de 0,01 g). Los mues-
treos se realizan dos veces por
semana.

Los datos son registrados en un
formulario de muestreo biologi-
co (Anexo 6).
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c.3 Analisis

1. Se utilizan las siguientes ecuacio-
nes:

Indice Gonadosomatico
IGS = (Pg/Pe)*lOO

Donde:
Pg = peso de la génada

Pe = peso eviscerado
Vazzoler 1982)
Factor de Condicion

FC = ((Wy - Wg)/L3)*100

Donde:

Wt = peso total

Wg = peso de gonada

L = longitud total
(Modificado de Heincke 1908)

2. Estos indices son calculados por
grupo de talla y por puerto de
desembarque. Se calcula el pro-
medio del IGS y del FC por puer-
tos y, con éstos, el IGS y FC pro-
medio de la regién norte centro,
con error estandar como estadis-
tico de dispersion.

=

ESTADO DE MADUREZ GONADAL
DE ACUERDO A LA ESCALA
MACROSCOPICA

d.1 Procedimiento

1. La catalogacion del estado de
madurez de las génadas se asig-
na de acuerdo a la escala de Ei-
narsson et al. (1966) (Anexo 7).

2. Las muestras son tratadas en
concordancia con lo establecido
en el manual de muestreo de la
pesqueria peldgica (BoucHon et
al. 2002).

3. Los datos son registrados en el
formulario de muestreo bioldgico.

d.2 Analisis

1. Se calcula la frecuencia relativa
de cada uno de los estadios por

grupo de talla y por puerto de
desembarque.

2. El calculo del % de desovantes
(%D) se realiza de acuerdo a la
siguiente férmula:

%D = ((Hrv + Hy)/H,)*100

Donde:

Hyy = Ovarios en estadio IV de ma-
durez gonadal.

Hy = Ovarios en estadio V de ma-
durez gonadal.

H, = Hembras adultas.

E) PROPORCION SEXUAL

e.l Procedimiento

1. Sexar (separar por sexo) los indi-
viduos en estudio.

2. Contar el numero de hembras y
el de machos.

e.2 Analisis

1. Por lo general la proporcion se-
xual se estima a través de la ra-
zén:

Numero de machos / Numero de
hembras

2. Puede expresarse como coefi-
ciente 6 como porcentaje.

3. Se debe probar si esta proporcion
es significativa estadisticamente,
por lo general se utiliza la prueba
de Xz, de la siguiente manera:

X2 = (VOM-VCM) 2/VCM +
(VOH-VCH) 2/VCH
En donde:

VO = Valores Observados
VC = Valores Calculados
M = Machos

H = Hembras

F) TALLA DE PRIMERA
MADUREZ GONADAL

f.1 Criterios a tomar

1. Tener una muestra de todo el
rango de tallas que incluya a los
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juveniles hasta adultos de mayor
talla.

La muestra debe ser tomada en
los periodos pico de desove, pu-
diendo ser, de acuerdo a la espe-
cie, pico principal o secundario.
Estimaciones fuera de estos pe-
riodos no tendrian validez algu-
na por la condicién reproductiva
vinculada a las tallas. Para esto
evidentemente se debe conocer el
ciclo reproductivo de la especie
de interés (por lo menos durante
1 afio, en periodos donde el am-
biente ha sido considerado como
normal para la época).

Se debe utilizar de preferencia
andlisis microscopicos para las
catalogaciones. De no ser asi,
debe utilizarse escalas macros-
copicas validadas microscopi-
camente, las cuales deberian
discriminar perfectamente a los
individuos virginales, maduros y
desovantes.

Estas estimaciones deben rea-
lizarse por sexo. Con fines de
manejo, los calculos estan muy
orientados hacia las hembras
(desovantes) y en ocasiones en
machos (expulsantes o esper-
meantes).

f.2 Procedimiento

1.

El primer paso y el mas impor-
tante es la perfecta discrimina-
cion en los distintos estados de
madurez por talla (inmaduros y
maduros).

Luego, se calcula una proporcion
de individuos reproductivamen-
te activos versus el total de los
individuos para cada talla. Con-
siderandose activos a aquellos
individuos con algun grado de
vitelogénesis (maduracién) y/o
desove (Anexo 8).

Finalmente, se obtiene un vector
de proporcion por talla la cual es
ajustada a una curva logistica de
la forma:

Pp=[1+exp(a—bL]}
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4. FUENTES DE
INCERTIDUMBRE

A continuacién se sefalan las prin-
cipales fuentes de error detectadas
en el proceso reproductivo, desde la
recopilaciéon de la informacién bio-
loégico-meristica hasta la obtencién
de los indices reproductivos, con el
objeto de que las personas que reali-
cen estas actividades no incurran en
ellos:

— Ictiometro en mal estado
— Descalibracién de los equipos

— Confusioén en la asignacion de
estadios de madurez

— Error en la transcripcion de datos
en los formularios

— Uso de reactivos vencidos
— Muestras mal fijadas
— Muestras con rotulos no visibles

— Error en la lectura de los
resultados

— Error en el calculo de los indices

— Interpretacién equivocada de los
resultados

5. GLOSARIO

Atresia: Proceso de degeneracion y
reabsorcion que sufren los ovocitos
en diferente grado de desarrollo.

Ovocito: Célula sexual femenina.

Hidratacion: Proceso previo ala ovula-
cién, en el cual el ovocito, asi como
el ovario, incrementan su tamario,
por incorporacion de fluidos.

Desove: Expulsion del ovocito hacia
el ambiente exterior, posterior a la
ovulacion dentro del ovario.

Veda: Restriccion o prohibiciéon de la
pesca por razones de proteccion al

_ recurso.

Indice Gonadosomatico (IGS): Rela-
cién entre el peso de la gonada y

el peso eviscerado del de pez, que
caracteriza las fases evolutivas del
grado de madurez de las gonadas.
Es un buen indicador del ciclo re-
productivo.

Factor de condicion (FC): Expresa el
grado de bienestar o condicion so-
matica del pez en relacion al medio
en que vive.
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ANEXO 1
PROGRAMAS PARA EL PROCESAMIENTO HISTOLOGICO DE GONADAS MADURAS

ANCHOVETA MERLUZA

1 h en agua destilada 1 h en agua destilada

1 h en alcohol 70% 1 h en alcohol 70%

1 h en alcohol 80% 1 h en alcohol 80%

1 h el alcohol 90% 1 h el alcohol 90%

1 h en alcohol 100% (1) 1 h en alcohol 100% (1)
1 h en alcohol 100% (2) 1 h en alcohol 100% (2)
5 min en xilol (1) 20 min en xilol (1)

5 min en xilol (2) 20 min en xilol (2)

1 h en parafina (1) 2 h. en parafina (1)

1 h en parafina (2) 1 h. en parafina (2)

ANEXO 2

PROGRAMA PARA LA COLORACION DE CORTES HISTOL()GICQS DE GONADAS
DE ANCHOVETA Y MERLUZA POR EL METODO DE INFILTRACION EN PARAFINA

El programa para anchoveta y merluza consta de 22 pasos:

PrROGRAMA Tiempro
1. Xilol 5 minutos
2. Xilol 5 minutos
3. Alcohol 100%(4) abs. 10 minutos
4. Alcohol 100%(3) abs. 5 minutos
5. Alcohol 100%(2) abs. 5 minutos
6. Alcohol 100%(1) abs. 5 minutos
7. Alcohol 90%(1) 5 minutos
8. Alcohol 90%(2) 5 minutos
9. Alcohol 80% 5 minutos
10. Lavado 5 minutos
11. Hematoxilina 40 segundos
12. Lavado 5 sumergidas
13.  Alcohol acido 1 sumergida
14. Lavado 10 minutos
15.  Alcohol 80% 5 minutos
16. Eosina 30 segundos
17.  Alcohol 90%(3) 5 minutos

18.  Alcohol 100%%(5) abs. 5 minutos
19.  Alcohol 100%%(6) abs. 5 minutos

20. Alcohol 100%%(7) abs. 10 minutos

21. Xilol 10 minutos

22. Secado a 37 °C 4 minutos
ANEXO 3

PROGRAMA PARA LA COLORACION DE CORTES HISTOLOGICOS DE GONADAS
DE ANCHOVETA Y MERLUZA POR EL METODO DE CORTE EN FRIO

El programa para la coloracion de las laminas consta de 11 pasos:

PrOGRAMA TiEMPO

1. Lavado 3 segundos
2. Hematoxilina 45 segundos
3. Lavado 5 segundos
4. Alcohol 80% 7 segundos
5. Eosina 30 segundos
6. Alcohol 80% 7 segundos
7. Alcohol 100%(1) abs. 7 segundos
8. Alcohol 100%(2) abs. 7 segundos
9. Alcohol 100%(3) abs. 7 segundos
10. Xilol 7 segundos
11. Secado a 37 °C 4 minutos
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ANEXO 5
HOJA DE LECTURA DEL ANALISIS DE GRASA

INSTITUTO DEL MAR DEL PERU UNIDAD DE BIOLOGIA REPRODUCTIVA

RESULTADOS DE ANALISIS DE CONTENIDO GRASO EN ANCHOVETA

Puerto:
Fecha:
Zona de Pesca
Posicion:
Tallas Namero Mesa Muestra | Mesa Vaso Vacio | Masa vaso + Grasa W3 Dife’\;leer;r;i: de (V\;/zl;ﬁ/\r/i??(ioo PE%?TO Reactivo
(cm) Crisol w1 W2 W3 (W3-W2)=W4 Ve VG2+VG3)Y3 Consumido
12,0-12,5 1
2
3
13,0- 14,0 1
2
3
14,5-16,0 1
2
3
Mas de 16,0 1
2
3
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ANEXO 6

HOJA DE MUESTREO BIOLOGICO DE PECES
INSTITUTO DEL MAR DEL PERU

ESPECIE: ANCHOVETA FECHA:
EMBARCACION:

ZONA DE PESCA: CAPTURA:
LATITUD: LONGITUD:

Long. Peso
Total total

z
°

Peso evisc. Sexo Madurez Long. gon. | Peso gon. Otolitos Area
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Muestreador:
OBSERVACIONES:
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ANEXO 7
ESCALA DE MADUREZ GONADAL DE ANCHOVETA

Para la anchoveta (Engraulis ringens J.) se tomd como
referencia la escala empirica de Einarsson et al. (1966),
dicha escala comprende seis estadios graduales de ma-
duracién gonadal.

HeMmBRAS

Estadio I.- Inmadurez Virginal
Este estadio comprende los ejemplares juveniles (recién
inician el primer ciclo sexual) y los ejemplares cuyas lon-
gitudes estandar oscilan entre los 60 y 80 mm. Ya que a
estas longitudes es posible determinar la diferencia mor-
foldgica entre ovario y testiculo.

A la observacidon macroscépica, los ovarios, son tubula-
res delgaditos de aspecto brillante y la coloraciéon ama-
rillo palido, estan bien pegados a la parte posterior de
la cavidad visceral detras del intestino y sobre la vejiga
natatoria.

Estadio II.- Madurante Inicial o Recuperado

Este estadio comprende los ejemplares juveniles y aque-
llos ejemplares adultos que después del periodo de re-
version ovdrica y reposo, reinician un nuevo ciclo sexual.
Practicamente alrededor de 80 mm de longitud estandar.

Los ovarios mas alargados y anchos, tubulares mas vo-
luminosos o turgentes y la coloracion es amarillo ana-
ranjado; la irrigacion se acenttia, contienen ovocitos de
distintos tamafios y fases de desarrollo.

Estadio IIL.- Madurante

Los ovarios aumentan de tamafio, conservando su forma
cilindrica y bastante targida. La irrigacién de las gona-
das por arterias aumenta e incluso empieza a extenderse
el color anaranjado intenso, se observan évulos.

Estadio IV.- Madurante Avanzado o Hidratado

Los ovarios han aumentado de volumen y ocupan toda
la cavidad visceral, son globuliformes, se observan los
ovulos formados y transltcidos, color anaranjado inten-
so; se desprenden facilmente los 6vulos de los foliculos
o estan sueltos en el interior del ovario. Con frecuencia
salen al exterior ejerciendo una pequefia presion, es difi-
cil encontrar éste estadio, la liberacién de 6vulos es muy
breve (fase de desove en determinadas horas).

Estadio V.- Liberacion de Ovulos o Desovante o Par-
cialmente Desovante

Las gdénadas presentan coloracién anaranjada a rojizo
sanguinolento (hemorragia interna). Se observa la pre-
sencia de ovulos maduros remanentes; se observa como
parcialmente desovados y con évulos en pleno desarro-
llo. Estan comprendidas las génadas parcialmente des-
ovadas.

Estadio VI.- Desovado, Gastado o Reversion Ovarica
Se puede observar que los ovarios han perdido su tur-
gencia, se tornan flacidos y aplanados, apariencia de bol-
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sas vacias; color es anaranjado-violaceo y la longitud esta
visiblemente reducida en el interior; la pared presenta un
aspecto hemorragico en via de deformacién y reabsor-
cion son los llamados 6vulos residuales.

Esta fase de recuperacion se puede considerar como una
situacién de transito al estado de reposo, para después
del cual reiniciar un nuevo ciclo sexual.

MacHos

Estadio I.- Inmadurez Virginal

Este estadio comprende a los ejemplares juveniles (recién
inician el primer ciclo sexual) y a los ejemplares cuyas
longitudes estdndar oscilan entre los 60 y 80 mm. Ya que
a estas longitudes es posible determinar la diferencia
morfoldgica entre ovario y testiculo.

Los testiculos muy pequefios cristalinos e incoloros de
forma folidcea-biselada.

Estadio II.- Madurante Inicial o Recuperado

Este estadio comprende a los ejemplares juveniles y
aquellos ejemplares adultos que después del periodo de
reversion testicular y reposo, reinician un nuevo ciclo
sexual. Practicamente alrededor de 80mm de longitud
estandar.

El desarrollo de los testiculos se incrementa, tanto en an-
cho como en largo, pues medidos “in situ” tienen en pro-
medio 5 mm de ancho y de 8 a 15 mm de largo, también
comprende a todos los ejemplares adultos. Color es blan-
co-rosaceo, se puede observar a simple vista las arterias.

Estadio III.- Madurante

Los testiculos han aumentado tanto en largo como en
ancho, la coloracion es blanco-lechoso y se observa muy
tenue coloracion rosada; las arterias nutricias se han ex-
tendido en toda la superficie de la gonada, se observan
también sobre la superficie pequefias zonas turgentes.

Estadio IV.- Madurante Avanzado

Los testiculos ocupan gran parte de la cavidad, la colo-
racion es completamente cremosa y a la menor presion
se expulsa esperma que se puede ver en el orificio anal.

Estadio V.-Liberacion de Esperma o Espermeante o Par-
cialmente Espermeado

Los testiculos han alcanzado su maximo desarrollo, la
liberacién de esperma es casi espontanea, muestran una
coloracion rojo-vinoso ocasionada por la hemorragia
interna producida por la ruptura de las arterias que la
irrigan.

Estadio VI.- Gastado o Reversion Espermatica

En este estadio los testiculos se observan completamente
flacidos, su color es rojo oscuro en toda la gonada y se
han reducido de tamafio tanto en largo como en ancho.
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EJEMPLO DE MATRIZ PARA TALLA DE PRIMERA MADUREZ

ANEXO 8

Tallas Proporcion inrigr(?l?ros miLcjirlTr?Js Total
9,0 0,00 22 0 22
9,5 0,00 22 0 22

10,0 0,00 266 0 266

10,5 0,00 844 0 844

11,0 0,00 2427 0 2427

11,5 0,00 3928 0 3928

12,0 0,00 4033 0 4033

12,5 0,33 1393 697 2090

13,0 0,67 236 472 708

13,5 0,67 114 228 342

14,0 1,00 0 274 274

14,5 1,00 0 5 5

15,0 1,00 0 71 71

15,5 1,00 0 32 32

16,0 1,00 0 29 29

16,5 1,00 0 20 20

17,0 1,00 0 17 17

17,5 1,00 0 9 9
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