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Resumen

La familia Labridae esta representada en el Parque Nacional Sistema Arrecifal
Veracruzano (PNSAV) por 17 especies, es un componente importante siendo un grupo
dominante de carnivoros de la ictiofauna en los arrecifes de coral. La especie Halichoeres
bivittatus se considera hermafrodita secuencial, ya que cambia de sexo, por un proceso
llamado protoginia. Por lo tanto, en el presente trabajo se analizan sus aspectos biol6gico-
reproductivos; mediante la estructura poblacional, la época reproductiva por medio del
indice hepatosomatico, gonadosomatico y factor de condicion y la descripcidon de las
gonadas a nivel micro y macroscopico. Se realizaron 7 muestreos de marzo 2017 a abril
2018 en el arrecife Isla de Enmedio. Los ejemplares se capturaron con redes de mano y
fueron fijados con formol (4%), en el laboratorio se tomaron los datos morfoanatomicos
para cada organismo (e.g., sexo, longitud total, longitud patrén, peso completo y
eviscerado). Se hizo extraccion de las génadas para su proceso histolégico y tincion con
hematoxilina-eosina. En total se colectaron 374 organismos, de estos de sexaron 273,
los cuales presentaron una proporciéon de sexual total de 1M:1.4H, con variaciones
mensuales. El intervalo general de tallas oscilé entre 25.5 y 137.0 mm; en hembras las
tallas fueron de 25.6-95.7 mm y en machos 43.9-137.0 mm. La relacién talla-peso indica
que se presenta un crecimiento de tipo isométrico (b=3). La talla de primera madurez
sexual (Lso) para hembras es de 56.3 mm y para machos de 62.1 mm. Las observaciones
microscopicas y macroscopicas de las gbnadas en conjunto con los indices reproductivos
indican un periodo de reproduccion en los meses marzo-abril; las observaciones
histologicas en hembras, muestran que se presenta un crecimiento de tipo sincrénico por
grupos, caracterizado por la presencia de ovocitos en dos o tres estadios de desarrollo,
ademas se encontraron tres fases de madurez gonadal (inmaduro, desarrollo y
regresion), en machos se presenta un arreglo testicular de tipo lobular irrestricto y tres

fases de madurez gonadal (desarrollo, desovador capaz y regeneracion).



1. Introduccién

Los arrecifes de coral son los sistemas més complejos y diversos del medio
marino; en los que coexisten miles de especies que representan practicamente a
todos los grupos de organismos marinos existentes, representantes de 43 fila
(Reaka-Kudla, 1997). En México, por su posicion geografica, los arrecifes de coral
pueden regionalizarse en tres zonas: (i) la costa del Pacifico; (ii) la costa del Golfo
de México; y (iii) la costa caribefia (Carricart-Ganivet y Horta-Puga, 1993).

En cuanto a la diversidad ictiofaunistica en los arrecifes del Parque Nacional
Sistema Arrecifal Veracruzano (PNSAV) se tiene un total de 387 especies
pertenecientes a 206 géneros, 92 familias, 23 o6rdenes y 2 clases. El orden
Perciformes tiene el mayor numero de especies con 252 (65.5%) (Del Moral-Flores
et al., 2013). Este orden es el mejor representado en los sistemas arrecifales
coralinos, grupo al que pertenece la familia Labridae. Esta familia se distribuye en
aguas tropicales de los océanos Atlantico, indico y Pacifico. Cuenta con una amplia
gama de adaptaciones para explotar diferentes nichos en los sistemas arrecifales
(Pérez y Parra, 2002).

La mayoria de los labridos tienen tres patrones de coloracién: juvenil, fase
inicial y fase terminal, mostrando asi un dimorfismo sexual por coloracion. Los
juveniles tienen, ya sea patrones de camuflaje cripticos, o exhiben colores brillantes.
Con frecuencia presentan una o mas manchas semejando ojos falsos (ocelos) en la
aleta dorsal. Las fases iniciales en las hembras son generalmente de tonalidades
opacas, de color café o verde, o si tienen un patron de coloracion, éste es menos
atractivo que el patron de la fase terminal de colores brillantes presentes en los
machos, los cuales suelen ser tonalidades de verde, azul, rosa y naranja
(Discoverlife, 2018).

En algunas especies no s6lo cambia el patrén de coloracion, si no, también
la forma del cuerpo. Para la mayoria de estas el cambio esta asociado a la protoginia
(Westneat, 2002).



La familia Labridae es un componente conspicuo e importante de la ictiofauna
en los arrecifes de coral, representando un grupo dominante de carnivoros
bentonicos (Thresher, 1991). Esta representada, a nivel mundial, por 556 especies
(Fricke et al., 2019). Mientras que en el PNSAV solo se encuentran 17 especies, de
las cuales Halichoeres bivittatus (Bloch, 1791) es una de las especie mas

abundantes y dominantes (Del Moral-Flores et al., 2013).

La especie Halichoeres bivittatus (Bloch, 1791), conocida cominmente como
doncella rayada, se distribuye en el Atlantico occidental desde Carolina del Norte
hasta la parte sur de Brasil (Robins y Ray, 1986), comUunmente en zonas someras,
entre profundidades de 1-15 m (Lieske y Myers, 1994). Se alimenta de otros peces
(Bbhlke y Chaplin, 1993) y gasteropodos (Cervigén, 1993).

Esta especie tiene cuerpo elongado y ligeramente comprimido; boca terminal
generalmente con labios prominentes. Los dientes pueden ser caninos o conicos, la
mayoria presenta un par de dientes caninos fuertes en el frente de la boca. Se
caracterizan por presentar solo tres y medio arcos branquiales. Las aletas pélvicas
son de posicion toracica. La aleta dorsal es continua; tiene nueve espinas y 11
radios. La aleta anal consta de tres espinas y nueve radios. La aleta caudal es
moderadamente convexa. La linea lateral es continua con una curva debajo de la
parte posterior de la aleta dorsal y presentan escamas cicloideas, y una maxima
longitud de 350 mm (Hoese y Moore, 1977; Allsop y West, 2003).

De manera general, los labridos tienen dos estrategias reproductivas, el
gonocorismo y el hermafroditismo protoginico. La protoginia (transformacién de una
hembra funcional a un macho funcional) es la estrategia mas comun. Sin embargo,
existen ejemplos de gonocorismo (presentan un sélo sexo), principalmente en el

hemisferio norte (Dipper y Pullin 1979; Warner y Lejeunel985; Costello 1991).

En las especies protoginicas, la capacidad fisica de los individuos se
maximiza al reproducirse primero como una hembra de fase inicial, luego al cambiar
de sexo para reproducirse como un macho de fase terminal, cuando esta es lo
suficientemente grande como para competir con otros machos en la época de

desove (Sakai et al. 2001). Este cambio esta controlado socialmente, donde los
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machos territoriales restringen la produccion de otros machos por el predominio

agresivo (Shapiro, 1987).

Estudios realizados sobre la biologia reproductiva de diferentes especies de
labridos indican que el indice gonadosomatico (IGS) y el factor de condicion (K) es
determinante para establecer los meses de actividad reproductiva, correlacionados
con los valores més altos, lo cual muestra un mayor porcentaje de peces maduros,
asi como los mayores diametros de ovocitos (Lucano-Ramirez et al., 2004; Ramos-
Santiago et al., 2010; Amezcua y Muro-Torres, 2012).

La relacién en la proporcién de sexos, que existe entre hembras y machos,
es variada en cada especie. Por la influencia de diversos factores como los
ambientales o reproductivos. Puede haber una variacion en la cantidad de hembras
0 machos segun el mes de muestreo; sin embargo, la relacién total en la mayoria
de los casos es cercana a 1H:1M, siendo a favor de las hembras (Arellano-Martinez
et al., 2001; Lucano-Ramirez et al., 2004; Ramos-Santiago et al., 2006; Ramos-
Santiago et al., 2010).

La histologia de las gonadas muestra las diferentes fases de desarrollo
propio de cada especie, donde se puede establecer si el desarrollo es sincronico o
asincronico (Santamaria-Miranda et al., 2003). En el caso de presentar ovocitos en
el mismo estadio de crecimiento se le considera como desarrollo sincronico, pero si
este solo presenta de dos a tres grupos de ovocitos se dice que es de tipo sincrénico
por grupos y cuando existen ovocitos en diferentes estadios de crecimiento es un

desarrollo de tipo asincrénico (Gaspar, 1995).

Los estudios reproductivos, en peces, se han efectuado preferentemente en
las especies de interés comercial y que son extraidas abundantemente, por lo que
no se cuenta con gran informacion de las especies no comerciales. Como se denota,
la reproduccion ocupa un lugar importante, ya que el conocimiento de ésta nos
permite realizar inferencias sobre los habitos de dichos organismos y poder asi

hacer un adecuado aprovechamiento de los recursos marinos.



2. Antecedentes

Polycansky, (1982) y Francis, (1992), sugieren que dentro de la familia
Labridae hay especies gonocoristas y protoginicas. La protoginia es considerada la
estrategia reproductiva dominante en los labridos (Policansky, 1982; Warner, 1984),
esta ocurre en la mayoria de los géneros de esta familia incluyendo a Halichoeres
(Gillarders, 1995; Leem et al., 1998; Nemtzov, 1985; Warner y Robertson, 1978).

Ghiselin (1969), sugiere que este cambio de sexo aprovecha el tamafio de la
especie, para adquirir una ventaja y maximizar su potencial reproductivo. Mientras
que estudios realizados (Warner, 1988; Ross, 1990; Mufioz y Warner, 2003), han
documentado que hay varios factores sociales (e.g., muerte del macho dominante,
proporcion sexual, formacién de harems) que influyen en el cambio de sexo, lo que
resalta la variabilidad de estrategias reproductivas en labridos y su capacidad para
responder a diferentes situaciones ecoldgico-evolutivas. Ademas, se ha observado
que de manera general los machos de peces protoginicas son mas grandes que las
hembras (Warner 1975; Kuwamura y Nakashima, 1998).

Raposeiro y Azevedo, (2009), indican que la temporada reproductiva de los
labridos esta representada principalmente por las estaciones primavera-verano, lo
gue concuerda con Ouannes-Ghorbel et al. (2002) quienes demostraron que la
época reproductiva para Symphodus tinca es de abril a junio, sin embargo, existen
otras épocas como en Pictilabrus laticlavius que se da en octubre-diciembre (Morton
et al., 2008). En estas épocas ocurre un almacenamiento previo de las reservas en

el higado para la maduracion de los gametos.

Gallardo-Cabello et al. (2010), demostraron que los valores mas altos del
indice gonadosomatico (IGS) tienen una relacion inversamente proporcional con el
indice hepatosomatico (IHS). Esto debido a la demanda de energia por parte del
pez para procesos reproductivos, lo que indicaria un aporte de energia continuo del
higado hacia las gbonadas para la produccion de gametos (Gonzalez y Oyarzun,
2002).



En esta familia se tiene evidencia de una variacion mensual en la proporcion
sexual que siempre esta inclinada hacia las hembras (Adreani y Allen, 2008), y una
talla de primera madurez, donde los intervalos menores pertenecen a las hembras

y los mayores a los machos (Raposeiro y Azevedo, 2009).

(Ross y Howard, (1974), mencionan que los machos de la familia Labridae
reciben dos nombres, machos primarios que son los que nacen siendo machos y

machos secundarios que son los derivados de la transformacion de las hembras.

Pérez y Parra (2002), hicieron un estudio de la biologia reproductiva de
Halichoeres bivittatus, en el sur del Caribe, el cual mostré una proporcion sexual
mensual dominada por hembras, encontrando que en los periodos de reproduccién
el IGS aumenta mientras que el IHS disminuye. El tamafio promedio encontrado
para hembras fue de 75 mm y 80 mm para machos, una talla de primera madurez

de 72 mm de LT e indican varias épocas reproductivas durante un afio.

Warner y Robertson (1978) en concordancia con Clavijo y Donalson (1994)
mencionan que H. bivittatus muestra un comportamiento reproductivo territorial, ya
que se observo que los machos en fase terminal defendian los territorios temporales
que ocupaban para la reproduccion, la cual alcanz6 su punto maximo en mayo y

junio.



3. Objetivos
3.1 Objetivo general

Determinar los aspectos de la biologia reproductiva de Halichoeres bivittatus.
3.2 Objetivos particulares

Describir la estructura poblacional: determinando la proporcion, frecuencia de tallas

y la relacion talla-peso.
Determinar la talla de primera madurez.

Establecer la época reproductiva: mediante los indices gonadosomatico,

hepatosomético y el factor de condicion.

Describir el desarrollo gonadal de Halichoeres bivittatus a nivel macroscopico y

microscopico.



4. Material y método

4.1 Area de estudio

El Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano (PNSAV) se encuentra
frente a las costas de los municipios, Boca del Rio y Alvarado, en el estado de
Veracruz; el PNSAV representa el sistema arrecifal de mayor tamafio de la region
centro-sur del Golfo de México (Tunnell, 1992; Spalding et al., 2001). Esta integrado
por 28 formaciones arrecifales, cayos e islas, situados en la porcion interna de la
plataforma continental en el Golfo de México (Fig. 1).
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Figura 1. Mapa del Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano (PNSAV), propuesto por Ortiz-
Lozano et al., (2013), sefialando el arrecife Isla de Enmedio.

De todos los arrecifes e islas del PNSAV, los Unicos en los que se permite la
afluencia turistica y el desarrollo de actividades recreativas son el arrecife P4jaros,
conocido comunmente como “Cancuncito” e Isla de Enmedio; un arrecife de
plataforma que esta a 7 km al E de la poblacion de Anton Lizardo, Veracruz, México,
se ubica a los 19° 16° 00" N y 95° 56’ 19” W. Alrededor de esta isla se realizaron

siete recolectas, durante el periodo de marzo de 2017 a abril de 2018 (Fig. 2).



Figura 2.- Fotografias de Isla de Enmedio perteneciente al PNSAV.

4.2 Recolecta del material biolégico

Los ejemplares fueron capturados mediante redes de mano cebadas y se
fotografiaron in situ. Posteriormente se fijaron con formol al 4% para mantener las
condiciones de fijacion a las cuales deben estar las gdbnadas para su procesamiento
histoldgico. Todas las muestras fueron rotuladas y etiquetadas con los datos de
colecta (fecha, hora, coordenadas) y se trasladaron al Laboratorio de Zoologia de

la Facultad de Estudios Superiores lIztacala (FES- I) para su procesamiento.

4.3 Método de laboratorio
4.3.1 Morfometria

En el laboratorio se obtuvieron las medidas morfométricas y ponderales de
todos los organismos: longitud total (mm), longitud patron (mm) y peso humedo (g)
(Fig. 3). Se procedio a eviscerar a los organismos mediante una diseccion en la
zona abdominal, registrando el sexo (con base en la diferenciacibn macroscopica
de la gbnada) y la fase de madurez sexual, basandose en los criterios establecidos
por Brown-Peterson et al. (2011). Por dltimo, se tomé el peso en gramos de la
gonada, higado y eviscerado. Se les coloc6 una etiqgueta con el numero
correspondiente del registro.




4.3.2 Técnica Histologica

Las génadas, fueron colocadas en tubos eppendorf (2.5 ml) y posteriormente
se procesaron histologicamente mediante la técnica de rutina (Ver anexo 1). Una
vez incluidas las muestras en parafina, se realizaron los cortes histolégicos de 5 um
de espesor y se tifieron mediante la tincidon hematoxilina-eosina (Mufieton-Gémez
et al., 2000; Verdin et al., 2013). Posteriormente se analizaron las muestras con
ayuda de un microscopio optico (4x, 10x, 20x, 40x y 100x).

LT

Figura 3.- Medidas morfométricas tomadas en H bivittatus. Longitud total (LT), Longitud patrén
(LP).

4.3.3 Estructura poblacional
Para la evaluacion de la estructura bioldgica fueron usadas las siguientes férmulas.
4.3.3.1 Proporcion sexual

Se calcul6 la proporcién de sexos dividiendo el nUmero total de hembra entre
el niumero total de machos obtenidos en el periodo de muestreo (Zar, 2010). Se
utilizé el estadistico de prueba de ji cuadrada (x?) para probar estadisticamente las
diferencias en proporcion de sexos tedrica de 1:1 de acuerdo con

x2(|f1—fz|—0-5)2
¢ n




Donde:

fi= Proporcion observada de hembras
f2= Proporcion observada de machos

n= numero de ejemplares totales

4.3.3.2 Relacion talla-peso
La relacion talla (cm) peso (g) es expresada matematicamente como una

relacion potencial del peso contra la longitud, segun la ecuacion:

P =alTb

Donde:

P = peso (g)
LT= la longitud (cm)
a = ordenada al origen o factor de condicién

b = pendiente o coeficiente de alometria.

4.3.3.3 Tallade primera madurez

Se analizd la talla de primera madurez sexual (L 50) que corresponde a la
proporcion donde el 50% de los organismos se encuentran sexualmente maduros.
Para establecerla se agruparon a los individuos maduros por clases de tallas,
posteriormente los datos se ajustaron a la siguiente funcion logistica (Ouannes-
Ghorbel et al., 2002).

1
P =TT e-mram

Donde:

P= proporcion de organismos maduros
a y b= constantes
LT= longitud total

10



4.3.4 Indices reproductivos
Estos indican las variaciones de manera cuantitativa a lo largo del ciclo
reproductivo de H. bivittatus. Para la estimacion de la época reproductiva a lo largo

del muestreo se utilizaron los siguientes indices:

4.3.4.1 Factor de condicion

El factor de condicion se estimo para encontrar el estado en que se encuentra el
organismo por cambios ocasionados por la dieta o la época reproductiva (Ricker,
1975).

Donde:

P= peso (9),
LP= Longitud patron (mm),
b= coeficiente de alometria obtenido de la relacion talla-peso.

4.3.4.2 Indice gonadosomatico
El indice gonadosomatico (IGS) es usado frecuentemente como un indicador de
madurez gonadal (Rodriguez, 1992).
P
IGS =-£ x100
Pt

Donde:

Pg = peso de las gonadas

P = peso del organismo

4.3.4.3 Indice hepatosomatico

Es utilizado para determinar la posible relacion entre las reservas energéticas de
los organismos y sus requerimientos en las distintas fases del ciclo de reproduccion
(Garza et al., 1988).
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Donde:

P,
[HS = —x100
P

Ph =peso del higado

Pt = peso total

4.3.5 Escala de madurez gonadal

4.3.5.1 Macroscopica

Para establecer la escala de madurez gonadal, se siguié lo propuesto por
Brown-Peterson et al. (2011). Ellos establecen cinco fases de madurez gonadal: I)

inmadura Il) en desarrollo, IlI) desovador capaz o espermiacion capaz, IV) regresion

y V) regeneracion (Tabla 1y 2).

Tabla 1.- Escala de madurez gonadal microscépica y macroscopica para hembras de peces
teleésteos. (CP= ovocitos en crecimiento primario; AC= alvéolos corticales; Vgtl= ovocitos
vitelogénicos primarios; Vgt2= ovocitos vitelogénicos secundarios; Vgt3= ovocitos vitelogénicos
terciarios; FPO= foliculo postovulatorio; GVM= migracion de la vesicula germinal; OM= maduracion

del ovocito).

Fase de madurez

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas

Ovarios pequefios y claros, los vasos sanguineos no son distinguibles.

Inmadura So6lo presenta ovogonias y CP.
No hay atresia o0 haces musculares.
La pared del ovario es delgada y hay poco espacio entre los ovocitos.
Vasos sanguineos se vuelven mas visibles.
Desarrollo Hay presencia de CP, AC, Vgtl y Vgt2. No hay FPO ni Vgt3.

Puede existir atresia.
Subfase de desarrollo temprano: CP y AC presentes.

Desovador capaz

Vasos sanguineos prominentes.

Ovocitos visibles macroscopicamente. Vgt3 y FPO presentes en
desovadores parciales.

Puede haber atresia de ovocitos vitelogénicos o hidratados.

Hay presencia de estados tempranos de OM.

Subfase desovador activo: ovocitos en GVM, hidratacién u ovulacion.

Regresién

Ovarios flacidos, vasos sanguineos aun prominentes.
Hay presencia de atresia y FPO.
Puede haber presencia de algunos ovocitos en AC, Vgtl y Vgt2.

Regeneracion

Ovarios pequerfios, los vasos sanguineos se encuentras reducidos, pero
estan presentes.

So6lo hay presencia de ovogonias y ovocitos en CP.

Pared ovarica gruesa, vasos sanguineos alargados.

Atresia avanzada, puede haber presencia degenerativa de FPO.
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Tabla 2. Escala de madurez gonadal microscépica y macroscopica para machos de peces
tele6steos. (EG= Epitelio germinal; Scl= Espermatocito primario; Sc2= Espermatocito secundario;
Sgl= Espermatogonia primaria; Sg2= Espermatogonia secundaria; St= Espermatida;
Sz=Espermatozoide).

Fase de madurez Caracteristicas macroscopicas y microscépicas

Inmadura Testiculos pequefios, claros y delgados.
So6lo hay Sg1, sin luz en los |6bulos.
Testiculos pequefios, pero faciimente identificables.
Cistos evidentes a lo largo de los |6bulos. Sg2, Scl, Sc2, Sty Sz
Desatrrollo pueden estar presentes en los cistos. Sz no se presentan en la
luz de los I6bulos o en los conductos esperméticos.
Subfase de desarrollo temprano: Solamente Sg1, Sg2 y Scl.
Testiculos grandes y firmes. Sz en la luz de los lébulos y/o
conductos espermaticos.
Todos los tipos celulares de la espermatogénesis (Sg2, Sc, St,
Sz) pueden estar presentes.
Cistos a lo largo del testiculo, espermatogénesis activa.
El EG puede ser continuo o discontinuo.
Espermiacién capaz Subfase de espermiacion activa (microscopica)
Subfase histolégica basada en la estructura de EG.
EG temprano: EG continta en todos los l6bulos a lo largo del
testiculo.
EG medio: EG contindo en cistos en la periferia de los
testiculos, EG discontinuo en Iébulos cercanos a ductos.
EG tardio: EG discontinuo en todos los I6bulos a lo largo de los
testiculos.
Testiculos pequefios y flacidos, no se libera semen con presion.
Hay presencia de residuos de Sz en el lumen de los l6bulos y
conductos espermaéticos. Los cistos estdn ampliamente dispersos
Regresién en la periferia, contienen Sc2, Sty Sz.
Poca o ninguna espermatogénesis activa.
Proliferacion de espermatogonias y regeneracion de EG en la
periferia de los testiculos.
Testiculos pequefios y delgados.
No hay presencia de espermatocitos. No hay lumen en los
Regeneracion I6bulos. Proliferacion de las espermatogonias a lo largo de los
testiculos.
EG continda a lo largo.
Puede haber residuos de Sz en I6bulos y conductos
espermaticos.
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4.3.5.2 Microscopica

Se procesaron las génadas con la técnica histologica de rutina y con base a
las caracteristicas descritas por Brown-Peterson et al. (2011), se hizo una revision
de cada laminilla para determinar los estadios de desarrollo de los ovocitos y los
tipos celulares de la espermatogénesis (Tabla 3 y 4).

Mediante un microscopio optico y el uso del programa Motic Images Plus 2.0
(Motic, 2004) se midieron los diametros de las células espermaticas y ovocitos, en
sus diferentes estadios de desarrollo.

Tabla 3. Caracteristicas de los ovocitos en cada estadio de desarrollo (CP= crecimiento primario;

AC= alvéolos corticales; Vgtl= ovocito vitelogénico primario; Vgt2= ovocito vitelogénico secundario;
Vgt3= ovocito vitelogénico terciario).

Estadio Descripcion
Ovocitos previtelogénicos pequefios, citoplasma
Crecimiento primario (CP) homogéneo, basdfilo, con un gran nucléolo central y

un radio nucleoplasmatico.

Inicio de la vitelogénesis, debido a sus gotas

Alvéolos corticales (AC) lipidicas, alvéolos corticales y pequefios granulos de
vitelo. Los nucléolos se distribuyen en la periferia del
nacleo.

Los ovocitos desarrollan la zona radiata y las capas
de células foliculares, se encuentran en plena
Ovocito vitelogénico primario (Vgtl) vitelogénesis exdgena. Es evidente la acumulacién
de vitelo y lipidos en el citoplasma, se da la
distribucion de alvéolos corticales en la periferia.

Los glébulos de vitelo empiezan a fusionarse para
formar plaquetas de vitelo.
En el espacio perivitelino se observan abundantes
Ovocito vitelogénico secundario (Vgt2) glébulos de vitelo que ain no se integran a las
plaguetas de vitelo. El ndcleo continGa en el centro.
El estado Vgt2 comprende ovocitos en vitelogénesis
con granulos, glébulos y plaquetas de vitelo que
cubra un 50% del ovocito.

Los ovocitos estan repletos de vitelo fusionado en
una placa homogénea, el ndcleo migra a la periferia

Ovaocito vitelogénico terciario (Vgt2) citoplasmatica. En el espacio perivitelino se
observan pocos o ningun glébulo de vitelo. Algunos
ovocitos se pueden encontrar en hidratacion u
ovulados.
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Tabla 4.- Caracteristicas de los espermatocitos en cada estadio de desarrollo (Sg= espermatogonia;

Scl=  espermatocito  primario;
Sz=espermatozoides).

Sc2= espermatocito  secundario; St=  Espermatida;

Estadio

Descripcién

Espermatogonia (Sg)

Células grandes basdfilas, que se diferencian de las células
germinales primordiales, ya que presentan un nucleo grande y
proliferan mediante divisiones mitéticas.

Espermatocito primario (Scl)

Durante el inicio de la primera divisibn meidtica, los
espermatocitos  primarios se  diferencian de las
espermatogonias, por poseer un nucleo grande y altamente
baséfilo.

Espermatocito Secundario (Sc2)

Células redondas de menor tamafio que los espermatocitos
primarios.

Estas células resultan de la primera divisibn meibtica, se
distinguen por presentar un nucleo mas pequefio que los
espermatocitos primarios.

Espermatidas (St)

Células resultantes de la segunda divisibn meiética. Son
células pequefias con mayor afinidad a la hematoxilina. Tienen
ndcleo pequefio, el cual contiene la mitad del material genético
del organismo.

Espermatozoides (Sz)

Son células que se caracterizan por ser redondas y pequefias,
afines a la hematoxilina que adquieren un tono azul oscuro o
negro. Presentan flagelo largo y basdéfilo.
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5. Resultados

5.1 Proporcion sexual

Se recolectaron un total de 374 organismos en diferentes etapas de
crecimiento, de estos se determiné el sexo de 273. El resto de los individuos no
pudo incluirse en la categoria (macho, hembra) debido al escaso desarrollo gonadal
y se consideraron como indeterminados. De los organismos sexados 112 fueron
machos (41%) y 161 hembras (59%). En total, la proporcion de sexos fue de
1M:1.4H y se encontr6 una diferencia significativa (P<0.05) de la proporcion tedrica
de 1:1 (Fig. 4).

= Hembras Machos
Figura 4.- Proporcion sexual de hembras y machos de la doncella rayada, H. bivittatus, que habita
en Isla de Enmedio.

De los siete meses en los que se obtuvieron datos, s6lo dos, diciembre y
febrero mostraron una proporcidon sexual, con diferencias significativas; en los
meses restantes no existen diferencias a la proporcion teérica (1:1), el mes de
marzo fue el inico donde existe mayor cantidad de machos, sin embargo, no existen

diferencias significativas (Tabla 5).
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Tabla 5.- Numero de organismos colectados de H. bivittatus, hembras, machos e inmaduros por

mes de estudio.

Mes Hembras Indeterminados Proporcion X2 P
Marzo 19 1M: 0.86H 0.219 >0.05
Abril (I) 16 1M: 1.14H  0.133 >0.05
Julio 6 1M: 2H 1 >0.05
Noviembre 7 1M:1.16H 0.076 >0.05
Diciembre 59 1M:1.51H 4.081 <0.05
Febrero 23 1M: 2.55H 6.12 <0.05
Abril (I1) 31 1M: 1.63H 2.88 >0.05

Durante el periodo de estudio se observaron cambios mensuales en la

proporcion de sexos de H. bivittatus, mostrandose un mayor nimero de organismos

recolectados para el mes de diciembre (182), de los cuales sélo 98 fueron sexados,

los demés se consideraron indeterminados (84). En los meses de julio y noviembre

se recolecto un numero bajo de organismos, siendo casi la mitad de estos

indeterminados, en los meses restantes sélo se presentaron machos y hembras

(Fig. 5).
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Figura 5.- Distribucion sexual por mes de la doncella rayada, H. bivittatus, proveniente de Isla de

Enmedio, PNSAV.



5.2 Estructura por tallas

La distribucién de frecuencia de tallas estuvo sesgada hacia el intervalo de
60-69 mm, con un total de 82 hembras, 23 machos y 29 indeterminados. Por otro
lado, en el intervalo de 20-39 mm se tienen so6lo dos organismos, seguido de un
incremento en el numero de individuos en los intervalos que van de 40-59 mm,
llegando al pico méas alto en 60-69 mm, mismo que empieza a disminuir

notablemente a medida que aumenta la longitud.

La estructura de tallas general se presenta en el intervalo de 26 a 137 mm.
Se observa que existe mayor proporcion de hembras en las tallas comprendidas
entre los 40 y 69 mm, siendo la talla minima de 26 mm y méaxima de 96 mm, en
machos estas aumentaron encontrandose una talla minima de 44 mm y maxima de
137 (Fig. 6).
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Figura 6.- Distribucion de la frecuencia de tallas de la doncella rayada H. bivittatus en Isla de
Enmedio, PNSAV.

5.3 Relacién talla-peso

Se analizé la relacion existente entre peso y talla, la cual permite medir
variaciones en un pez, indicando las condiciones alimentarias y el desarrollo
gonadal. EI modelo potencial del total de los organismos recolectados fue de

y=0.0107x3931° (r2=0.925) (Fig. 7a), mientras que la relacién longitud-peso en las
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hembras presenté un valor de y=0.0121x%°7%4 (r?=0.876) (Fig. 7b) y en machos de
y=0.0091x31203 (r>=0.959) (Fig. 7c), en los cuales no se encontraron diferencias
significativas entre ambos (P<0.05). Estas ecuaciones muestran que la especie
presenta un tipo de crecimiento isométrico, ya que los valores de b (3.03, 2.97 y
3.10) son muy cercanos a 3; por lo tanto, el crecimiento en talla y peso es

proporcional a lo largo de su ciclo de vida.
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Figura 7.- Relacion talla-peso de H. bivittatus obtenida durante el periodo de muestreo: a) total, b)
hembras y ¢) machos.

5.4 Talla de primera madurez

Como no todos los organismos maduran al mismo tiempo, la talla de primera
madurez, en una poblacion, se refiere a la longitud en la que el 50% de los
organismos alcanzan la madurez sexual, de tal manera que en cada intervalo de
talla existen tanto organismos maduros como inmaduros en diferentes

proporciones. Esta se estimé en 56.3 mm para hembras y en 62.1 mm para machos
(Fig. 8).
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Figura 8.- Talla de primera madurez a) hembras, b) machos de H. bivittatus capturados en Isla de
Enmedio.

5.5 Factor de condicién

El factor de condicién indica la condicion del pez, actuando sobre él factores
como la temperatura, cantidad y calidad de alimento, asi como su estado
reproductivo. Los valores mensuales de K obtenidos fueron mayores para hembras
en marzo (0.0183) y diciembre (0.0228), para machos fue en noviembre (0.0179) y
abril 11 (0.0149) (Fig. 9).
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Figura 9.- Variacion mensual del factor de condicién total de H. bivittatus de Isla de Enmedio,
PNSAV.
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5.6 Indice gonadosomatico

La media mensual del indice gonadosomatico, muestra dos valores altos en
los meses de abril y febrero relacionados con el crecimiento gonadico, en estos se
observaron macroscopicamente goénadas maduras. Por otra parte, hay un
importante decremento de noviembre a diciembre, esto debido a que se ya se habia

llevado a cabo el desove (Fig. 10).
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Figura 10.- indice gonadosomatico de manera general de H. bivittatus de Isla de Enmedio.

5.7 indice hepatosomatico

La media mensual del indice hepatosomético muestra un incremento hacia
los meses de abril 1 y 11 (1.825, 1.835 respectivamente), mientras que el decremento
se encuentra en el mes anterior y es debido al aporte energético del higado hacia

las gonadas, que se va dando desde la época pre-reproductiva (Fig. 11).

En cuanto a la relacion del ciclo reproductor con las reservas energéticas
utilizadas por los organismos, en el indice hepatosomatico no se observé una
diferencia marcada a lo largo de los meses de muestreo, en ninguno de los dos
sexos. Sin embargo, en general los valores obtenidos para las hembras son

mayores que para los machos (Fig. 11).
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Figura 11.- indice hepatosomatico total de H. bivittatus, capturado en Isla de Enmedio, PNSAV.

En las hembras se observo un incremento importante del IGS en los meses
de abril | y febrero, mientras que en julio este valor empieza a decrecer
considerablemente, llegando a su valor minimo en los meses de noviembre vy
diciembre. Dado por el poco desarrollo gonadal que se encontrd en dichos meses,
por otro lado, el IHS tiende a mantenerse estable después de presentar un valor

maéaximo en abril | (Fig. 12a).

Por otra parte, el comportamiento del IGS, en los machos, muestra sus
mayores valores en los meses de abril | y febrero, los cuales decrecen de julio a
diciembre en concordancia con las hembras; en cuanto al IHS tiene una variacion

minima a lo largo de los meses de muestreo, siendo proporcional al IGS (Fig. 12b).

En ambos casos se presentaron los valores mas altos del IGS, en los meses
de abril I y febrero, con 4.8 y 3.4 respectivamente para hembras; 3.3 y 3.05 para
machos y el minimo valor en noviembre con 0.02 (hembras) y 0.01 (machos). De
manera general se presenta un comportamiento similar en los valores mensuales
del IGS y IHS (Fig. 12). En los meses de abril | y febrero se presentaron los valores
mas altos del IGS, tanto para los machos (3.3 y 3.05 respectivamente) como para
hembras (4.8 y 3.4).
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Figura 12.- Variacién mensual del indice hepatosomatico y gonadosomatico de H. bivittatus,
capturado en Isla de Enmedio, PNSAV; a) hembras, b) machos.

5.8 Descripcion macroscoépica de las gbnadas

Los ovarios de H. bivittatus estan posicionados de tal manera que la parte

distal y mas ancha de la gbnada colinda con el gonoducto, mientras que la parte

mas angosta esta cerca de la boca del estbmago y el higado. Estan formados por

dos l6bulos irregulares, unidos por medio de una membrana, estos adquieren

diversas formas, tamafios y coloraciones conforme se desarrollan.

Los testiculos también cambian de apariencia conforme avanzan en su

desarrollo. Estdan formados por dos I6bulos en forma de sacos alargados
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asimétricos, més largos y delgados que los I6bulos de los ovarios. Se fusionan entre

si por medio de una membrana translucida en la parte anterior del pez.

5.8.1 Escala de madurez

Para establecer la fase de madurez sexual, se observaron
macroscopicamente las gonadas de H. bivittatus, basado en criterios cualitativos
(forma, tamafio y color). Durante el muestreo se encontraron tres fases en hembras
(inmaduro, desarrollo y regeneracién) y tres en machos (desarrollo, espermiacién
capaz y regeneracion). EI mayor porcentaje de ejemplares indeterminados
corresponde al mes de julio, donde el tamafio de las gonadas no permitié su
identificacion. Entre marzo y abril se encontré la mayor proporcion de hembras y
machos en estado maduro, dicha fase se caracteriza por tener una gbnada grande
que ocupa 2/3 de la cavidad abdominal. En cuanto a las hembras, la génada va
cambiando de un color beige hasta llegar a ser amarillentas, correspondientes al
estadio de madurez; en contra parte, en los testiculos no hay un cambio de

coloracion notable, esta se mantiene de color blanco.

Con base en las caracteristicas observables se construyé una escala
morfocromatica de la madurez gonadal, modificada de Brown-Peterson et al. (2011)
(Tabla 5y 6).

Tabla 5. Estadios de madurez en hembras de Halichoeres bivittatus.

Fase de madurez Descripcion GoOnada

Gonadas  pequefias  (ocupan s
Inmaduro menos de la tercera parte de la
cavidad).
Gonadas de mayor tamafio ocupan
Desarrollo la mitad de la cavidad abdominal y
amarillentas, ovocitos visibles.
Regeneracion Gonadas amarillentas y ocupando
las dos terceras partes de la
cavidad abdominal, ovocitos
vitelogénicos.
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Tabla 6. Estadios de madurez presentes en los machos de H. bivittatus.

Fase de madurez Descripcién Imagen

Testiculos de tamafio
Inmaduro pequefio y muy delgados

U

Los testiculos cambian de
Desarrollo un color lechoso a uno
blanco

Los testiculos alcanzan su

Espermiacion capaz maximo tamafio y pesos.

5.9 Descripcién microscoépica de las gbnadas
5.9.1 Ovario

Los ovarios estan cubiertos por una tanica albuginea y en su interior se
encuentran las lamelas ovigeras perpendiculares al lumen ovérico, en las cuales
estan embebidos los ovocitos. En los cortes de ovario de H. bivittatus, se observé
la presencia de dos a tres estadios de desarrollo ovocitario, por lo que, esta especie

presenta un desarrollo de tipo sincrénico por grupos.

Durante las diferentes fases de madurez de los ovarios, se presentan
ovocitos en distintos estadios de desarrollo. De igual manera, otras estructuras
asociadas a ellos, como los vasos sanguineos, y la presencia de foliculos atrésicos,
tal y como lo menciona Grier y Uribe, (2009). Asi mismo el andlisis histologico del
ovario también permitié identificar en qué fase del ciclo reproductor se encontraba

el organismao.

En el ovario ocurren dos procesos, conocidos como previtelogenesis y
vitelogenesis, la primera es el periodo de formacion del ovocito apartir de las
ovogonias, se caracteriza por presentar ovocitos en crecimiento primario, con sus
respectivas fases: cromatina nucleolar, perinucleolar temprano y perinucleolar
tardio (Fig. 13A).
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En la vitelogénesis, se diferencian cuatro estadios (alvéolos corticales,
vitelogénicos primarios, vitelogénicos secundarios y vitelogénicos terciarios), el
inicio de esta fase se distingue por la aparicion de alvéolos corticales y la formacion
de la zona radiata. Se da la acumulacion de las sustancias nutritivas indispensables
para el desarrollo de los embriones y las larvas. En ellos se observan numerosos
glébulos de vitelo, los cuales aparecen como pequefias gotas distribuidas en el
citoplasma. En este punto los ovocitos han incrementado considerablemente su

tamafio, debido a la acumulacion de los glébulos de vitelo. (Fig. 13B).
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Figura 13.- Corte transversal de ovario, A) ovocitos en crecimiento primario (CP), se distinguen
ovocitos en cromatina nucleolar (Cn) perinucleolar temprano (Pte) y perinucleolar tardio (Pta), B)
ovocitos vitelogénicos primarios (Vtgl); nucleo (n); nucléolo (nl); glébulos de vitelo (g); alvéolos
corticales (ac); zona radiata (r); células foliculares (f).

5.9.1.1 Descripcién de los estadios de desarrollo de los

ovocitos

Los diferentes estadios de desarrollo de los ovocitos se dan conforme avanza
el estado reproductivo de H. bivittatus y estos se diferencian por la cantidad de
nucléolos, presencia/ausencia de alvéolos corticales, zona radiata, células
foliculares y globulos de vitelo, migracion del ndcleo, ademas del tamafio, el cual va

aumentando conforme se va desarrollando.
Ovogonias (5-12 um): Constituyen el inicio del desarrollo de los ovocitos, se

distribuyen a lo largo del cordon germinal. Su forma es esférica; de un nucleo
redondo acidofilo y nucléolos basofilos (Fig. 14).
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Crecimiento primario (18-56 pum): ovocitos basdfilos, pequefios y con poco
citoplasma envueltos en una capa delgada de células prefoliculares. Nucleo esférico
y grande ubicado en el centro con un nucléolo de gran tamafio y varios mas
pequefios ubicados en la periferia del nicleo, en comparacion con otros estadios de

desarrollo (Fig. 14).

Alvéolos corticales (71-187 um): son ligeramente basofilos se observan en
los ovocitos, numerosas vesiculas llamadas alvéolos corticales, en forma de esferas
y forman varias filas en la periferia del citoplasma. Puede también distinguirse el
inicio de la formacion de la zona radiata, la cual es delgada, estriada y acidofila, el
tamafo del ovocito es significativamente mas grande. Los nucléolos se distribuyen

en la periferia del nucleo (Fig. 14).

Ovocito vitelogénico primario (229-444 um): son acidofilos en este estadio
hay presencia de vesiculas lipidicas alrededor del nucleo las cuales estan huecasy
son de forma esférica, también hay pequefios glébulos llenos de vitelo (al principio
de tamafio pequefio) intercalados con las vesiculas lipidicas. La pared folicular se
ha estratificado y puede distinguirse claramente la zona radiata y las células

foliculares, se da la distribucion de alvéolos corticales en la periferia (Fig. 14).

Ovocito vitelogénico secundario (360-402 um): en este estadio el ovocito es
acidofilo, ha alcanzado su maximo tamario, los globulos de vitelo también son mas
grandes y se encuentran dispersos en todo el citoplasma, manteniendo su
integridad hasta el siguiente estadio. Las vesiculas lipidicas han empezado a
fusionarse formando esferas mas grandes, las cuales comienzan a empujar al

ndcleo hacia la periferia del ovocito (polo animal) (Fig. 14).
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Figura 14.- Secciones histolégicas de ovocitos de H. bivittatus en diferentes estadios de desarrollo:
ovogonia (Ov), barra 50um; ovocitos crecimiento primario (CP), barra 10pum; alvéolos corticales (AC),
barra 50um; ovocito vitelogénico primario (Vtgl), barra 50um; ovocito vitelogénico secundario (Vtg2),
barra 50um; nacleo (n); nucléolo (nl); glébulos de vitelo (g); vesiculas lipidicas (vl); alvéolos corticales
(ac); zona radiata (r); células foliculares (f).
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Se observo la organizacion histolégica en corte longitudinal de ovario de H.
bivittatus (Fig.15).

Flgura 15.- Seccion longitudinal de ovario de H. b|V|ttatus donde se muestra un desarrollo ovarico de
tipo sincrénico por grupos, por la presencia de ovocitos en tres estadios de desarrollo: crecimiento
primario (CP); alvéolos corticales (AC) y ovocitos vitelogénicos primarios (Vgtl); ndcleo (n); nucléolo
(nl); glébulos de vitelo (g); vesiculas lipidicas (vl); alvéolos corticales (ac); zona radiata (r); células
foliculares (f); barra 50um.

59.1.2 Fases de madurez

Mediante las caracteristicas macroscoépicas observadas en las gonadas, de
H. bivittatus se seleccionaron las que presentaban diferencias, para establecer su
fase de maduracién a nivel microscopico.

De los cortes histologicos obtenidos, se encontraron tres fases de
maduracion (Inmaduro, desarrollo y regeneracion) de las cinco, descritas por Brown-
Peterson et al. (2011). Las fases encontradas se describen a continuacion.
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Ovario inmaduro: s6lo se presentan ovocitos en crecimiento primario, los
cuales son precedidos por las ovogonias, en este estadio son pequefos, en
comparacion a los ovocitos presentes en la vitelogénesis, por el simple hecho de
que aun no necesitan del vitelo para nutrirse, ya que la misma célula produce lo
necesario para su desarrollo, se aprecia una capa delgada, rodeando a todo el

ovario, llamada tanica albuginea, la cual sirve como proteccion; las lamelas ovigeras

son evidentes, dentro de ellas se encuentran empaquetados los ovocitos (Fig. 16).
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Figura 16.- Corte longitudinal de ovario de H. bivittatus en el que sélo se observan ovocitos en
crecimiento primario (CP); tunica albuginea (Ta); lamelas (L); barra 20pum.
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Ovario en desarrollo: las gbnadas en esta fase se distinguen por presentar
ovocitos en crecimiento primario y en estadios iniciales de la vitelogénesis a lo largo
de la gbénada; sin embargo, aln no se encuentran ovocitos vitelogénicos terciarios
que son los que ya estan casi listos para el desove. En la figura 17 se presentan
ovocitos en crecimiento primario y en alvéolos corticales siendo estos los que
indican que la génada ya entr6 en la fase de desarrollo, aunque como se observa,

hay mayor cantidad de ovocitos en crecimiento primario en la génada.
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Figura 17.- Corte longitudinal de ovario al inicio de la fase de madurez de desarrollo, donde se
aprecian gran cantidad de ovocitos en crecimiento primario (CP) y varios ovocitos en alvéolos
corticales (AC), distribuidos a lo largo del ovario, lamelas (L), barra 10um.
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Ovario en regresion: Los ovarios en esta fase tienen en su interior menos
actividad celular; a lo largo del ovario se encuentran ovocitos en atresia, los cuales
se distinguen porque dentro del foliculo se encuentra una masa no uniforme

(granulosa) y de color café claro, puede haber foliculos postovulatorios y algunos

ovocitos en crecimiento primario y en vitelogénesis primaria (Fig. 18).

Figura 18.- Corte longitudinal de ovario en regresion, ovocitos en crecimiento primario (CP); ovocitos
vitelogénicos primarios (Vgtl); ovocitos atrésicos (Oat); barra 50um.
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La atresia es un proceso mediante el cual los ovocitos son reabsorbidos por
el ovario; sirviendo como nutrientes para el mismo, este proceso se presenta
principalmente en ovocitos no viables o en ovocitos no ovulados, pero pueden ser
afectados los que se encuentran en desarrollo. En la figura 19 se observa un ovocito
gue esta iniciando el proceso de atresia, en el cual todavia se aprecian algunos
glébulos de vitelo, asi como el nicleo que esta empezando a degradarse, en el resto
del ovocito s6lo contiene una masa amorfa. También hay presencia de ovocitos en
atresia avanzada a los cuales se les puede observar aun la zona radiata y las células

foliculares.

Figura 19.- Ovocitos atrésicos (Oat) en hembras de H. bivittatus, se observa el contraste entre los
ovocitos en crecimiento primario (CP); alvéolos corticales (AC) y vitelogénesis primaria (Vtgl); tdnica
albuginea (Ta); zona radiata (r); Células foliculares (f), barra 50um.
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Gonada en transicion: las gonadas en transicion se caracterizan por la
presencia de tejido espermatogénico y ovarico, asi como la atresia de los gametos
del género inicial, dependiendo del tipo de hermafroditismo que presenta la especie,
ya sea protandrico o protégino. Al ser H. bivittatus una especie protoginica, la atresia
se presenta en el tejido ovéarico en donde los ovocitos se van reabsorbiendo para
dar paso al tejido espermatico. En la figura 20A se observa que la mayor parte de
la gbnada corresponde a tejido espermatico, sélo hay una pequefia parte de tejido

OVArico con ovocitos en crecimiento primario y atrésicos (Fig. 20B).
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0n, A) se observa el
tejido espermatico (Te) y ovarico (To), B) acercamiento del tejido ovérico (To).
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5.9.2 Testiculo

Los testiculos estan constituidos por dos compartimientos, uno germinal y
otro intersticial separados por una membrana basal. El compartimiento germinal
esta formado por células germinales y células de Sertoli; mientras que el
compartimiento intersticial esta compuesto por tejido conectivo que contiene células
de Leydig, fibroblastos, fibras colagenas, mastocitos y macréfagos, células
sanguineas, vasos sanguineos y fibras amielinicas. (Grier, 1993; Schulz et al.,
2010).

El arreglo del epitelio germinal que presenta el testiculo de H. bivittatus es de
tipo lobular, que se caracteriza por presentar proyecciones que se disponen
radialmente a lo largo del testiculo, terminando en la periferia de la gbénada (Fig.
21A). Este arreglo se divide en dos tipos (restricto e irrestricto), basado en la
distribucion de los cistos a lo largo de los I6bulos; en H. bivittatus se encuentra el
tipo irrestricto, dado porque los cistos que contienen cada uno de los estadios de
desarrollo de la espermatogénesis, no tienen un acomodo especifico dentro del
I6bulo; encontrandose a cualquier altura de este. Los cistos de este tipo de arreglo
testicular no migran durante su desarrollo y en el momento de la espermiacion el
contenido de este queda en contacto con la luz del l6bulo, liberandose los
espermatozoides hacia los conductos espermaticos para llegar al conducto eferente
(Fig. 21B).

[
Figura 21.- A) Esquema del testiculo lobular irrestricto, conducto eferente (de); I6bulos (L); tejido
intersticial (1), modificado de Grier (1993), B) corte longitudinal de testiculo presente en machos de
H. bivittatus, espermatocitos (Sc); espermatozoides (Sz); luz del I6bulo (LI).
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5.9.2.1 Descripcion de los estadios de las células

espermaticas

Espermatogonias (7.6-9.2 um): son las células mas grandes dentro de la
espermatogénesis, el citoplasma es acidéfilo y el nucleo basdfilo, se localizan en
grupos muy pequefios y son los mas escasos en todo el desarrollo espermatico (Fig.
22).

Espermatocitos primarios (4.0-4.7 um). estos son mas pequefios que las
espermatogonias, redondas con un nucleo basofilo, suelen ser los mas comunes de

encontrar dentro de la gbnada (Fig. 22).

Espermatocitos secundarios (2.4-3.8 um): se diferencian de los primarios por
el tamafio, el cual es un poco mas pequefio; siguen siendo redondos y el ndcleo es

basofilo y tienen poco citoplasma (Fig. 22).

Espermatides (1.6-2.9 um): su tamafio disminuye significativamente, pero
conforme avanza el desarrollo de la gonada estos van aumentando
significativamente en niumero respecto a las otras formas celulares, son basdfilas
debido a que su cromatina se encuentra muy condensada, debido a esto el nlcleo

es mas pequefio (Fig. 22).

Espermatozoides (1.1-1.8 pm): células muy pequefias y basdbfilas,
conformados por una cabeza con forma redonda y un flagelo acidéfilo, muy delgado
y largo (Fig. 22).

Células de Sertoli: son las Unicas células somaticas que se dan dentro del
compartimiento germinal, son pequefas aplanadas y alargadas con un citoplasma

transparente y un nucleo acidéfilo (Fig. 22).
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con los
diferentes tipos celulares de la espermatogénesis. Barra 30um, cisto con espermatogonias (Sg);
espermatocitos primarios (Sc); espermatocitos secundarios (Sc2); espermatides (St);
espermatozoides (Sz); células de Sertoli (Cs).
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5.9.2.2 Fases de madurez

Mediante los cortes histolégicos obtenidos de los testiculos de H. bivittatus,
se encontraron tres fases de maduracion (desarrollo, espermiacion capaz y
regeneracion) de las cinco, descritas por Brown-Peterson et al. (2011). Las fases

encontradas se describen a continuacion.

Testiculo en desarrollo: los cistos donde se realiza el proceso de maduracién
de las células espermatica, estan rodeados por tejido conjuntivo, el cual es delgado
(Fig. 23) y dentro de ellos se encuentran todos los estadios de desarrollo
(espermatogonias, espermatocitos 1° y 2°, espermatides y espermatozoides) (Fig.
24), a pesar de que hay presencia de poca cantidad de espermatozoides no hay
presencia de la luz del I6bulo. Los espermatocitos primarios se encuentran en mayor

proporcion.

‘T‘.}- O - 0 ' s o8 <ty e B s o
Figura 23.- Corte longitudinal de testiculo de H. bivittatus en desarrollo, se aprecia la poca cantidad
de espermatozoides (Sz); espermatocitos (Sc); barra 50um.
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Figura 24.- Detalle de un corte longitudinal de testiculo de H. bivittatus en la fase de madurez de
desarrollo en el que se observan los diferentes tipos celulares de la espermatogénesis;
espermatogonias (Sg); espermatocitos (Sc); espermétides (St); espermatozoides (Sz); barra 50um.

Testiculo en espermiacién capaz: se identifica por la presencia de
espermatozoides en el lumen de los I6bulos. Este estadio de desarrollo tiene
diferentes subfases, las cuales se determinan por la conformacion del epitelio
germinal (EG); asi mismo mientras se acerca el desove la cantidad de
espermatozoides va aumentando a lo largo de los I6bulos y dentro del conducto
eferente. En la espermiacién inicial se aprecian cistos definidos conteniendo cada
una de las células de la espermatogénesis, siendo pocos los cistos con
espermatozoides; el conducto eferente también tiene una baja cantidad de
espermatozoides y tiene un EG continuo a lo largo de la gbnada (Fig. 25A). En la
espermiacion intermedia los cistos se van llenando de espermatozoides y el
contenido se vierte a los conductos espermaticos, dando como resultado un EG
discontinuo cerca del conducto eferente; pero continuo en la periferia del I6bulo (Fig.
25B). Por ultimo, en la espermiacién avanzada los cistos ya no tienen la misma

conformacién que en un principio y el EG es discontinuo en todo el testiculo,
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teniendo prevalencia de I6bulos anastomosados y tanto en el I6bulo como en el
conducto eferente tienen en su mayoria espermatozoides, los cuales estan

practicamente listos para la eyaculacion (Fig. 25C).

Figura 25.- Corte Longitudinal de testiculo de H. bivittatus en espermiacién capaz. Las subfases se
basan en el epitelio germinal continuo (EGC) y epitelio germinal discontinuo (EGD), A) subfase
temprana; barra 10um, B) subfase media; barra 50um, C) subfase tardia; barra 50um y D) luz de los
I6bulos con espermatozoides; barra 50um conducto eferente (de); luz del I6bulo (LI);
espermatozoides (Sz).

'
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Testiculo en regeneracion: en €l se pueden observar cuerpos luteos, los
cuales son los remanentes de las células esperméaticas del desove anterior, que
estan siendo reabsorbidas, un indicador de que el organismo ya se reprodujo y se
esta preparando para hacerlo nuevamente (Fig. 26-27).

LA s

Figura 26.- Corte longitud
cuerpos luteos (Cl), barra 50um.

Figura 27.- Aumento del corte longitudinal de testiculo en regeneraci()h en el qué se observan las
diferentes células de la espermatogénesis; espermatocitos (Sc); espermatides (St); espermatozoides
(Sz); conducto eferente (de); cuerpos luteos (Cl); barra 50um.
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6. Discusion

Los teledsteos exhiben una gran variedad de patrones de sexualidad; el mas
comun en la familia Labridae es el hermafroditismo protoginico, que es la
transformacién de una hembra funcional en un macho funcional (Nemtzov, 1985;
Francis, 1992). Esta reversion de sexo es una estrategia reproductiva tipica para la
familia, al reproducirse primero como una hembra en fase inicial (IP) y luego cuando
es lo suficientemente grande cambia de sexo a macho en fase terminal (TP), para
poder competir con otros machos por oportunidades de desove (Sakai y Kohda,
2001). Sin embargo, los machos (TP) pueden ser el resultado de un cambio de sexo,
o simplemente un cambio de coloracién de los machos (IP) (Warner y Robertson,
1978).

Proporciéon de sexos

En los peces tropicales la proporcion sexual es aproximadamente 1:1. Sin
embargo, esta suele cambiar tanto intra como interespecificamente. En el primer
caso se ha visto que la proporcién sexual puede variar entre las poblaciones, de

manera latitudinal o entre épocas (Nikolsky, 1963).

La proporcion de sexos 1M:2.14H para H. bivittatus concuerda con los
resultados sefialados para la misma especie, en donde la proporcion sexual se aleja
de la relacion estadistica tedrica (1:1) con dominancia de hembras. Pérez y Parra
(2002) encontraron una proporcién de 1.9H :1M en las poblaciones de Venezuela.
Este patrén fue observado en el Caribe por Warner y Robertson (1978), quienes

observaron que esta proporcion se inclina ligeramente hacia las hembras con 1:1.2.

En el analisis de la proporcion mensual de sexos de H. bivittatus se encontro
gue el nimero de hembras es mayor al de los machos en 6 de los 7 meses de
estudio, incluyendo los meses en los que se presentd el pico de desove (marzo-
abril). Mientras que en uno de los meses se presentdé mayor cantidad de machos.
Estos datos son similares a los de otros peces hermafroditas protoginicos con

proporciones de macho a hembra de 1:4 en Notolabrus celidotus (Jones, 1980) y
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1:7 en Achoerodus viridis (Gillanders, 1995). En contraste, las relaciones de sexos
en labridos gonocoristas (es decir, de sexo fijo) son mas similares con 1:1.6 para

Notolabrus fucicola (Denny y Schiel 2002).

La evidencia de proporciones sexuales sesgadas de adultos en favor de las
hembras proporciona evidencia adicional de cambio de sexo (Sadovy y Shapiro
1987; Shapiro 1987).

El comportamiento reproductivo y el sistema de apareamiento de H.
semicinctus fue registrado en cuatro sitios en los que se obtuvieron densidades
diferentes con agregaciones de 8-12 individuos de menos de 200 mm (machos fase
inicial), mientras que en tallas mayores a la ya mencionada los machos en fase
terminal mantenian territorios de hasta 5 m2. En otras especies de labridos, durante
el desove que ocurre sobre la columna de agua, existe de manera general la
presencia de un macho y alrededor de 3-15 hembras, tanto en fase inicial como en
fase terminal (Adreani y Allen, 2008). Esto es cercano con lo reportado por
Pertersen (1991), al registrar mas de 10 hembras por cada macho durante el
desove. Esto puede sesgar significativamente la proporcion sexual, cuando se
toman organismos de un sélo grupo donde solo existe un macho y varias hembras.
Al igual que otras especies de peces con fecundacion externa y huevos pelégicos,
la tasa de fertilizacién de H. bivittatus puede variar dependiendo de las condiciones
ambientales, bajando significativamente cuando las condiciones marinas no son

Optimas, esta variacion es un factor selectivo en la poblacién (Warner, 1975).

Estructura por tallas

Los machos de H. bivittatus dominan las clases de mayor talla, mientras que
las hembras predominaron en las clases de menores, siendo el intervalo de 26 a 96
mm para hembras y para machos fue de 43 a 107 mm. La talla mas representativa
con el mayor numero de organismos fue en 60 mm, mientras que la mayor talla
presentada en H. bivitttus esta por debajo de la longitud registrada (350 mm) por

Allsop y West (2003) para la misma especie.
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En las distribuciones de tamafio y frecuencia de talla los peces
pertenecientes a la familia Labridae varian dependiendo de la especie, sin embargo,
entre ellas muestran una correlacion en cuanto al tamafo, en donde los machos
tienen las tallas mas grandes y las hembras se encuentran en su mayoria en las

tallas pequefias (Gillanders, 1995).

Si se realiza un muestreo en areas poco profundas o muy profundas, pero no
a profundidades intermedias, puede generar distribuciones de frecuencia de tamafo
diferentes (Badcock y Merrett, 1976). Lo mismo se produciria si las hembras vy
machos pequefios ocuparan un habitat diferente al de los organismos grandes
(Williams, 1978).

Relacion talla-peso

Las especies tienen distribuciones de frecuencia en tamafio y peso, estos
suelen ser menores en hembras que en machos, ya que, en los labridos, los machos
siempre son mas grandes (Warner, 1975; Moyer y Nakazono, 1978; Shapiro, 1981).
Sin embargo, en algunos casos el intervalo de tamafio en las hembras se solapa
con el de los machos, lo cual originalmente sugiri6 que el cambio de sexo es un
proceso de desarrollo, en el cual las hembras cambian de sexo al alcanzar cierto
tamafio o edad (Bullough, 1947). Esta caracteristica de estructura de la poblacion
ha sido utilizada como un criterio de diagnostico.

La migracion diferencial o segregacion espacial por sexo se ha comprobado
en la estructura poblacional de muchas especies de peces, estando los grandes a
mayores profundidades, en comparacion con los peces pequefios (Caveriviere et
al., 1981). Esto queda representado cuando la captura de peces se da por diversas
técnicas de pesca, dependiendo del fin que se les dara a las especies capturadas y
las cueles sesgan de manera importante las distribuciones de frecuencia de tamafio

y por ende de peso (Olsen et al., 1978; Stevenson y Stuart-Sharkey, 1980).
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Talla de primera madurez

La talla de primera madurez muestra los cambios que se tienen en el
transcurso de la maduracion sexual, con respecto al tamafio. En el caso de H.
bivittatus la talla de primera madurez, en la que el 50% de las hembras se
encuentran maduras es a los 56.3 mm, mientras que para los machos es de 62.1

mm.

Los resultados indican que las hembras de H. bivittatus maduran en una talla
menor en comparacion con los machos. Esto puede deberse al caracter protoginico
de la especie (Cervigon, 1993; Claro, 1994). Las tallas de madurez de H. bivittatus
resultaron menores a las encontradas por Cervigon (1993), quien observé hembras
maduras de H. bivittatus con 100 mm de LT; pero mayores en comparacion con los
resultados encontrados en las hembras maduras de otras especies de labridos
como Halichoeres maculipinna con 46 mm y Thalassoma bifasciatum con 47 mm de
LT.

El tamafio de la primera madurez se estima en 96 mm para las hembras y
121 mm para los machos de Achoerodus viridis. Los machos de fase terminal tenian
150 mm de LT (Raposeiro y Azevedo. 2009) y para Symphodus tinca segun
Ouannes-Ghorbel et al., (2002), la talla de primera madurez para machos esta en
131 mm mientras que para las hembras se encuentra en 134 mm. Los peces
alcanzaron la madurez sexual a 184 mm de longitud total en Ophthalmolepis
lineolata, 177 mm en Notolabrus gymnogenisy <95 mm TL en Pictilabrus laticlavius
(Morton et al., 2008).

Factor de condicidén

La relacion talla-peso y K son parametros fundamentales para la
comprension del ciclo de vida de una poblacion de peces. Sus aplicaciones permiten
estimar el crecimiento de los individuos y analizar el efecto de los factores

ambientales en su desarrollo (Camara et al., 2011).
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Utilizado para comparar la condicién de un pez o poblacion de peces, se basa
en que los peces de mayor peso, a una determinada longitud presentan una mejor
condicion (Froese, 2006). Para H. bivittatus, el valor que se obtuvo fue mayor en los
meses correspondientes a abril y diciembre 2017, el primero coincide con las
escalas de madurez y el IGS obtenido para hembras y machos. Sin embargo, el
indice de condicion depende de factores como disponibilidad de alimento,

estacionalidad y época reproductiva.

indice gonadosomatico

La maduracién sexual representa una transicion importante en la vida de los
peces, ya que los recursos que antes se requerian Unicamente para el crecimiento
y la supervivencia, también deben usarse para la reproduccion (Wootton 1998).
Mientras que
la actividad reproductiva de los peces coincide con los periodos del afio mas
favorables para la supervivencia de las larvas, esto es cuando hay una
disponibilidad de recursos alimenticios apropiados para el crecimiento de estas
(Lagler et al., 1984).

Los valores mas altos del IGS fueron en abril | seguido por febrero del
siguiente afio en ambos sexos de H. bivittatus, asi como un valor minimo en
noviembre. Ademas, las hembras maduras de H. bivittatus se presentaron en cinco
de siete meses de recolecta, en concordancia con el indice gonadosomatico.
Ouannes-Gorbel et al., (2002) determinarén que el periodo para Symphodus tinca
con en IGS mas alto se encuentra entre abril-junio, siendo el primero con mayor
actividad reproductiva. Un valor promedio elevado para el mes de abril, seguido el
mes de agosto y un valor minimo en noviembre es lo que encontraron (Pérez y
Parra, 2002). Siendo primavera-verano la temporada reproductiva para Symphodus

mediterraneus (Raposeiro y Azevedo, 2009).

Sin embargo, para especies pertenecientes a Australia se encontré que para
Ophthalmolepsis lineolatus el IGS aumentd en diciembre y enero alcanzando su

punto maximo en marzo; para Notolabrus gymnogenis el IGS fue bajo en los meses
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de diciembre-marzo y aumentando de abril a julio. Por ultimo, Pictalabrus laticlavius
presento el nivel mas alto de IGS de octubre a diciembre (Morton et al., 2008).

En H. bivittatus el peso promedio que se presento en las gbnadas, tanto de
hembras como machos, aumentd significativamente conforme avanza su ciclo

reproductivo. La caida en el peso de estas sugirié que se habia producido el desove.

El peso promedio en génadas para los peces en Cabo Solander, Australia,
varié de 0.974 + 0.249 g en febrero a 2.661 + 1.321 g en junio (Gillanders, 1995).
Esto concuerda con los datos obtenidos para H. bivittatus, ya que en la época de
menor actividad sexual se tuvo un peso de 0.001 g para noviembre-diciembre
mientras que para los meses de febrero, marzo y abril el peso promedio de la

gonada es de 0.08 g.

indice hepatosomatico

El IHS mostré la misma tendencia o comportamiento con el IGS a lo largo de
los meses, esto se debe probablemente a que esta especie no tiene que utilizar sus
reservas energéticas (Acevedo et al., 2007). Puede deberse a la productividad de la
primavera que deberia brindar a los adultos mas oportunidades de alimentarse,
aumentando la energia disponible para el desarrollo de las génadas sin el aporte

necesario del higado.

Estudios realizados al agua presente en la zona costera, indican la relacién
de la dinamica del sistema de las corrientes con su variabilidad estacional. Los
registros de una baja temperatura (11°C) y alta salinidad (33.7), derivada del
afloramiento de aguas subsuperficiales, est4 asociada con un incremento de las
concentraciones de nutrientes en la columna de agua (Carrasco y Silva, 2004). Lo
cual puede ser un factor importante para que la especie H. bivittatus obtenga los

nutrientes del medio marino y no del higado.

Sin embargo, la relacion hepatosomatica de otras especies como es el caso
de Symphodus tinca disminuyé a medida que aumentaba el IGS, mostrando una
proporcion inversa ya que esta especie almacena las reservas necesarias para su
maduracion en el higado (Ouannes-Ghorbel et al., 2002)
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Goénadas

El aspecto de los ovarios cambia a medida que avanza el desarrollo de los
ovocitos, por lo que es posible apreciar los cambios en el tamafio y textura de los
ovarios, mismos que mantiene una relacion entre las caracteristicas macroscopicas

y microscopicas.

En H. bivittatus se encontraron gonadas maduras en los meses de marzo,
abril 1 y abril 1l, coincidiendo con las fases de madurez a nivel microscépico, y
encontrando génadas inmaduras, desarrollo y regeneracion en todos los meses de
recolecta. Raposeiro y Azevedo (2009), mencionan que las gonadas S.

mediterraneus fueron histolégicamente maduras en un solo periodo de recolecta.

En el presente trabajo se determinaron en H. bivittatus, con base en lo
propuesto por Brown-Peterson et al., 2011), tres estadios de madurez, tanto para
machos (desarrollo, espermiacién capaz y regeneracion) como en hembras
(inmadura, desarrollo y regeneracion). Se ha registrado que cada especie tiene una
variacion en el grado de desarrollo de sus gametos. Sin embargo, existen
marcadores histologicos vy fisioldgicos que especifican el patrén y reconocimiento

de cada fase de madurez (Grier y Uribe, 2009).

Machos

Halichoeres bivittatus presenta un testiculo lobular pareado no restringido, lo
cual quiere decir que las espermatogonias estan distribuidas a lo largo del I6bulo y
no solo se encuentran en la periferia de la génada como es el caso del testiculo

lobular restringido (Grier et al., 1980).

Los cortes histologicos de los machos independientemente del mes de
recolecta mostraron evidencia de espermiacion, siendo pocos los machos con
gonadas inmaduras o en desarrollo en los cuales el nUmero de espermatozoides es
bajo. Hourigan et al., (1991) encontraron que hubo espermatogéenesis activa y
espermiacion, independientemente de la fase (inicial o terminal), o el mes de

recolecta.
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El desarrollo celular germinativo ocurre dentro de cistos delimitados por
células de Sertoli. EI rompimiento del cisto s6lo ocurre cuando las espermatidas ya
se han dividido, dando origen a los espermatozoides que son finalmente liberados

en la luz del tibulo espermatico hasta llegar al conducto deferente (Warner, 1975).

El epitelio germinal testicular consiste de células somaticas de Sertoli y de
células germinales. El componente sertoliano cumple con los criterios para definirlo
como un epitelio (Grier y Lo Nostro, 2000), ya que persiste como una monocapa
después de la liberacion del esperma a la luz lobular, mientras que los componentes
germinales se vuelven aislados, constituyendo el “epitelio germinal discontinuo”
(Grier y Taylor, 1998). Grier y Taylor (1998) y Grier (2002) propusieron cinco clases
reproductivas con base en la continuidad o discontinuidad del epitelio germinal.

La inversion sexual en L. bergylta y L. ossifagus se produce por atrofia de los
ovocitos y la sustitucion por cistos, seguida del desarrollo gradual con las células
esperméticas en toda la génada. Esto mismo se evidencio en H. bivittatus, en donde
la parte de la gbnada que aun presentaba tejido ovarico ya se estaba degenerando,
s6lo habia escasa presencia de ovocitos en crecimiento primario. Los testiculos
primarios y secundarios se pueden distinguir histolégicamente, como en el caso de
L. ossifagus quien presento testiculos primarios (Dipper y Pullin, 1979).

Hembras

El ovario de H. bivittatus es un 6rgano pareado en forma de saco que se
encuentra cubiertos por una tanica albuginea. Los dos ovarios se ubican en la
cavidad abdominal y estan revestidos por el peritoneo. En cuanto al andlisis
histoloégico se presentaron ovocitos pertenecientes a la previtelogénesis y
vitelogénesis. Asi mismo los organismos capturados se encontraron en estadio

inmaduro, desarrollo y regeneracion.

En los teledsteos existen diferentes patrones de desarrollo ovarico. Wallace
y Selman (1981) reportan ovarios con desarrollo sincronico, sincrénicos en grupos
y asincrénico; mientras que Grier y Uribe (2009), establecen la existencia de ovarios

sincrénicos en grupos y asincronicos. Como se observa H. bivittatus, presenta
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ovocitos de dos a tres estadios de desarrollo, dependiendo de la fase de madurez
de la gbnada, por lo tanto, presenta un ovario con desarrollo sincrénico por grupos,
lo que quiere decir que realizan multiples desoves parciales a lo largo del afio y esto
es una manera de asegurar la viabilidad de su descendencia (Saborido y Junquera,
2004). Las especies que presentan este tipo de desarrollo tienden a mostrar
fecundidades bajas (Saborido y Junquera, 2004; Nufiez y Duponchelle, 2009;

Brown-Peterson et al., 2011; Lowerre-Barbieri et al., 2011).

Con base a Brown-Peterson et al., (2011) se observo que el crecimiento de
los ovocitos se da en 5 estadios: crecimiento primario, alvéolos corticales,
vitelogénico primario, vitelogénico secundario y vitelogénico terciario, el desarrollo
de los ovocitos en H. bivittatus concuerda con estos estadios, sin embargo, no fue
posible observar ovocitos vitelogénicos terciarios.

El tamafio de los ovocitos encontrados en las diferentes especies y estadios
de crecimiento cumple un proceso ciclico en el ovario durante toda su vida; éste,
inicia con ovogonias que por divisiones mitoticas y meidticas pueden aumentar
hasta 100 veces su tamafo al final del ciclo (Harvey y Carolsfeld 1993). El
crecimiento del ovocito se da gracias a la acumulacion de vitelo en el citoplasma
gue es definida como "material nutritivo" y que se convierte en un recurso nutricional

y de aporte de energia para el embrién luego de la fertilizacion (Grier y Uribe, 2009).

La atresia fue observada en los cortes histologicos de H. bivittatus, aunque
s6lo se presentd en las gonadas que estaban en la fase de desovador capaz, sin
embargo, este proceso también puede ocurrir en los ovocitos en estadios de
desarrollo temprano, considerdndose como un proceso de limpieza de la génada.
Wallace y Selman, (1981) mencionan que la atresia es poco comun en hembras

saludables.
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7. Conclusiones

Se presentd una proporcidén sexual total con predominio de hembras sobre
machos de 2.4:1 respectivamente, solo en el mes de marzo se presentd mayor

proporcion de machos.

Los valores obtenidos de 2.97 (hembras) y 3.10 (machos) en la relacion talla-

peso indican un crecimiento de tipo isométrico para ambos sexos.

La estructura de la poblacion presenta un intervalo de tallas que varia de 25.6
a 107.0 mm de longitud total, donde las menores tallas corresponde a hembras y

las mayores a machos.

Se encontré una relacion proporcional entre el indice hepatosomatico y
gonadosomatico por lo que no hay una relacion inversa entre la actividad

reproductiva y la condicion fisiolégica de Halichoeres bivittatus.

Los indices nos dan una descripcion del estado de madurez de Halichoeres
bivittatus e indican los puntos de desove los cuales estuvieron dados por abril | y de

febrero-abril II.

Ya que se encontraron ovocitos en 3 estadios de maduracién se dice que
esta especie presenta un desarrollo de tipo sincrénico por grupos, mientras que los
cistos sin un ordenamiento a lo largo del testiculo y la presencia de l6bulos, indica

qgue H. bivittatus tienen un testiculo de tipo lobular no restringido.
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ANEXO
TECNICA HISTOLOGICA

Se proceso una gonada de cada organismo, Las muestras fijadas en formol
amortiguado al 4% fueron procesadas de la siguiente manera:

Al término del proceso de fijacion (24 horas) se llevd a cabo la deshidratacion del
tejido transfiriendo las muestras de forma gradual a una solucion de alcohol etilico
de 30% hasta 100% (I-11) con un tiempo de inmersion de 1 hora en cada una de las
soluciones alcohdlicas

Terminada la deshidratacién se aclar6 el tejido en xileno (I-Il) 3 minutos en cada
uno.

Posteriormente se procedi6é a la inclusion en parafina (I-11), permitiendo que esta
penetrara hasta los mas interno de las estructuras celulares del tejido se dejé por 1
dia en cada una.

Después a la infiltracion en parafina, se realizo la inclusion de los tejidos en parafina
pura, una vez obtenidos los bloques, se realizaron cortes de 5 um de espesor con
un micrétomo, los cortes se extendieron en un contenedor con agua a 45°C y
gelatina pura. Se montaron sobre un portaobjetos y se dejaron secar 24 horas se
llevé a cabo su desparafinacion, hidratacion y la tincion de Hematoxilina-Eosina (HE)

con el fin de identificar las células del tejido (Tabla 1).
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Tabla 1. Tren de tincion para la técnica de Hematoxilina-Eosina

TREN DE TINCION

TIEMPO DE TINCION

XILOL |
XILOL I
ALCOHOL ETILICO ABSOLUTO
ALCOHOL ETILICO 96
ALCOHOL ETILICO 90
ALCOHOL ETILICO 80
ALCOHOL ETILICO 70
AGUA DESTILADA
HEMATOXILINA DE HARRIS
AGUA DESTILADA
ALCOHOL ACIDO AL 1%
AGUA DESTILADA
AGUA AMONIACAL
AGUA DESTILADA
EOSINA
ALCOHOL ETILICO 96%
ALCOHOL ETILICO ABSOLUTO
ALCOHOL ETILICO ABSOLUTO
XILOL |
XILOL I
MONTAJE CON RESINA

61

5 minutos

5 minutos

3 minutos

3 minutos

3 minutos

3 minutos

3 minutos

3 minutos

5 minutos

Lavar (hasta quitar exceso de colorante)
2 segundos
3 segundos
Hasta virar a azul

3 segundos

3 minutos
30 segundos

3 minutos

5 minutos

5 minutos

5 minutos
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