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RESUMEN

La Practica Profesional Supervisada (PPS) se realizO en el Laboratorio de Analisis
Bioldgico Pesquero de la Estacion de Biologia Marina (EBM), Puntarenas, de la
Universidad Nacional de Costa Rica (UNA).

Durante el periodo de las PPS se llevaron a cabo actividades diarias de acuerdo a lo
programado en el Laboratorio entre las cuales estan: a) Captura de organismos para analisis
de laboratorio, b) Andlisis y extraccion de gonadas de organismos capturados, c)
Preparacion de las muestras para el proceso de histologia, d) Corte de las muestra, €)

Montado de los cortes, f) Lectura de las Iaminas preparadas.

El objetivo del Laboratorio de Analisis Bioldgico Pesquero es generar informacion para los
estudios realizados sobre el Golfo de Nicoya y las pesquerias de esa regién que se llevan a
cabo por esta institucion o instituciones afines en colaboracion conjunta, como lo es el caso
de Instituto Costarricense de Pesca y Acuicultura (INCOPESCA) para la determinacion de
madurez sexual de los organismos en las diferentes épocas del afio con el fin de obtener un
mejor aprovechamiento de los recursos pesqueros y para el desarrollo de la Acuicultura de
esa region. Ademas de brindar apoyo a proyectos que se llevan a cabo dentro de la Estacion
de Biologia Marina (EBM) y a diferentes productores interesados en el desarrollo de

cultivos piscicolas.

La informacion presentada en este informe se enfoca en el conocimiento adquirido en los
diferentes aspectos que se manejan para este tipo de andlisis de histologia en génadas para
la determinacion de los diferentes estadios de madurez sexual, técnicas que se han
desarrollado a lo largo de afios de investigacion y estudios en el Laboratorio de Analisis
Biologico Pesquero por personal altamente calificado y ayuda de cooperacién

internacional.
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1. INTRODUCCION

La Préctica Profesional Supervisada es un curso del Pensum (2004), de la Carrera de
Técnico en Acuicultura del Centro de Estudios del Mar y Acuicultura de la Universidad de
San Carlos de Guatemala (CEMA-USAC). Este curso brinda al estudiante la oportunidad
de adquirir conocimientos relacionados a su campo de accion. La practica, como parte del
proceso de aprendizaje, se puede llevar a cabo dentro del pais, Guatemala, o fuera de el, en
este caso, Costa Rica. La actividad debe ser integradora del conocimiento tedrico-préctico,
para comprobar, analizar e integrarlos a situaciones reales de las actividades diarias del

trabajo de un acuicultor.

La Préactica Profesional Supervisada se llevé a cabo en la Estacion de Biologia Marina
(EBM) de la Universidad Nacional de Costa Rica (UNA) , en Puntarenas; con el objetivo
que el estudiante participe en las actividades diarias del Laboratorio de Andlisis Bioldgico
Pesquero y lleve a cabo tareas especificas del area asignada. Las actividades realizadas
durante el periodo de la Practica Profesional Supervisada en el Laboratorio de Analisis

Biologico Pesquero fueron:

e Captura y muestreo de organismos: Esta actividad se llevaba a cabo en los
alrededores de la isla Pajaritos y se utilizaron diferentes artes de pesca y técnicas de

muestreo para la obtencién de las mismas.

e Extraccion y preparacion de muestras de los organismos: La actividad se lleva a
cabo en el area de Biologicos Pesqueros, con el fin de disectar el organismo y
extraer las génadas de los mismos, para iniciar con el proceso de preparacion

histologia.

e Preparacion de muestras para el proceso histolégico: Con la extraccion de las
muestras, se inicia con los procesos de: fijacion, deshidratacion, parafinado, y

montado de muestras para el corte.

e Corte de las muestras: Esta actividad consiste en cortar con un micrétomo los

bloques de muestras previamente parafinadas.



e Montado de los cortes: Aqui se fijan las muestras cortadas y se lleva a cabo un

proceso de secado, tincién y embalsamado para su observacion bajo el microscopio.

e Lectura de laminas: Aqui se analizan las ldminas con la muestras de gdnadas de

peces para determinar su estadio de madurez sexual.

El laboratorio de Anélisis Biologico Pesquero cuenta con dos areas, una de ellas es
utilizada para la preparacion de los organismos para su diseccion y extraccion de muestras,
que cuenta con mesas de trabajo, congeladores y utensilios de diseccion; y la otra area es
especificamente para los procesos y analisis de las muestras que cuenta con todo el equipo
necesario para llevar a cabo estas pruebas como lo son los reactivos, microtomo, balanzas

digitales, microscopios, estereoscopios, hornos y refrigerador.

Este laboratorio trabaja con una amplia variedad de especies marinas de la region y
especificamente del Golfo de Nicoya. Esto con el fin de identificar los estadios de madurez
sexual de las especies en estudio y asi determinar sus caracteristicas reproductivas que
ayudaran a un mejor aprovechamiento de las pesquerias de esa region. En el laboratorio se
trabajan con una clasificacion de cinco estadios de madurez sexual que ha sido ajustado y
modificado de otras clasificaciones de autores, con el objetivo de adaptar mejor los estadios
de madurez para las especies de las regiones tropicales como lo es el caso de Costa Rica y
el Golfo de Nicoya.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
Confrontar al estudiante en el ambiente de trabajo de la Carrera de Técnico en Acuicultura,

a traves de una préactica directa, en un contexto empresarial o institucional, y un espacio

territorial determinado.

2.2.  Objetivos especificos
2.2.1. Proveer la oportunidad de participar en actividades reales propias del

Manejo de los Recursos Hidrobioldgicos y Pesqueros de la Republica de
Costa Rica, mediante la insercion en el Laboratorio de Analisis

Biologico Pesquero de la Estacion Bioldgica Marina, Puntarenas.

2.2.2. Retroalimentar el proceso de ensefianza-aprendizaje mediante la
integracion de los conocimientos y experiencias tedrico-practicas

adquiridas.

2.2.3. Propiciar el desarrollo y ejercicio de los valores morales y éticos en el

desempefio profesional.



3. DESCRIPCION GENERAL DE LA UNIDAD DE PRACTICA

3.1.  Estacién de Biologia Marina (EBM)
La Estacion de Biologia Marina inicié labores en febrero de 1997 y fue disefiada con el

esfuerzo de los académicos de las areas de pesqueria y acuicultura de la Escuela de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de Costa Rica, es por esta razon que cada
uno de los espacios presentes tiene una funcion definida y cuenta con dos areas principales:
Manejo Costero y Maricultura.

El 4rea de Manejo Costero cuenta con laboratorios de Fitoplancton Marino y Mareas Rojas,
de Extension Pesquera; de Control de Calidad de Productos Pesqueros, de Microbiologia
Marina, de Informatica Pesquera y dos laboratorios de Biologia Pesquera.

El area de Maricultura cuenta con laboratorios para Cultivo de Moluscos, Cultivo de Peces

Marinos y un laboratorio para Cultivo de Algas y Rotiferos. (EBM, 2008).

Figura No. 1. Estacion de Biologia Marina, Puntarenas Costa Rica
(Trabajo de Campo, 2010)

3.2.  Ubicacion geogréfica

La Estacion se encuentra ubicada en la provincia de Puntarenas en el area de Puntarenas

Centro en Costa Rica segin Vargas (2009) coordenadas 09°58'35"N, 84°50'18"0, en

cuanto al area territorial es una franja bastante angosta, pero ocupa dos tercios del litoral del
4



Pacifico y tiene una extensién 11,276 Km?. Limita al norte con Alajuela y San José al

noroeste con Guanacaste, al sur con el Océano Pacifico y al sureste con Panama.
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Figura No. 2. Mapa de la Republica de Costa Rica y sus Provincias (UNA, 2005)

3.3. Condiciones climaticas

La provincia de Puntarenas se caracteriza por tener un clima célido y humedo, del tipo
tropical himedo, con temperaturas maximas que rondan los 35 °C, y minimas que rara vez
bajan de 20 °C. Las marca historicas de temperatura son de 17°C y 42°C,esta Gltima
representa también la temperatura méas alta registrada en Costa Rica en un periodo de 8

afios (Instituto Meteoroldgico Nacional, 2008).



Cuadro No. 1. Media de temperaturas y precipitaciones en Puntarenas periodos 2000-2008

Temperatura Media °C Precipitacion | Promedio de
Mes Total media dias con
Minimo Méaximo (i) luvia
Enero 24.0 30.5 5.4 2
Febrero 24.2 31.3 2.3 1
Marzo 25.0 31.5 2.9 2
Abril 25.4 31.2 29.9 3
Mayo 24.7 29.8 233.6 16
Junio 24.0 29.1 177.2 17
Julio 23.8 29.1 106.1 19
Agosto 23.9 29.2 167.0 19
Septiembre 23.5 28.8 238.1 21
Octubre 23.2 27.9 318.4 21
Noviembre 23.4 28.5 73.7 12
Diciembre 23.6 29.4 18.6 6

Fuente: IMN, 2008.

3.4.  Altitud

La provincia de Puntarenas se encuentra ubicada a una altitud de 3 msm, aunque su
geografia es irregular, contando con zonas pantanosas (Corcovado), islas (Chira, Venado,

Cuchillo, Pajaros, etc.), manglares y peninsulas (Osa).

3.5. Zonade vida

La posicion geografica, cercania de los océanos y la orografia define las condiciones
ambientales para que exista una gran variedad de ambientes. Quesada (2007) ubica en

Costa Rica 12 zonas de vida y estas abarcan los tipos de bosques clasificados en zonas de



vida como: bosques humedos, muy humedos, secos y pluviales y paramo, que se
encuentran distribuidos en 5 diferentes pisos altitudinales.

Cuadro No. 2. Distribucién de las zonas de vida presentes en Costa Rica, segin piso y
ambito altitudinal

Piso Altitudinal LTSS 6t g el Zonas de vida
temperatura °C (msnm)
Bosque seco
Basal Mas de 24 (21) 0-700 Bosgue himedo
SegUn region Bosgue muy hdmedo
Bosque humedo
P Entre 24 — 18 (26) 700 — 1400 Bosque muy humedo
re montano ., 9 .
Segln region Bosqgue pluvial
Bosgue humedo
Entre 18 — 12 (11) 1400 — 2700 Bosque muy humedo

Montano bajo Bosque pluvial

Entre 12 —6 (13- + 2400 — 3700 Bosque muy hiimedo

Montano 5.5) Bosque pluvial
Subalpino Entre 6 — 3 (6,5- _
(Montano alto) 2,7) 2800 — 4000 Paramo pluvial

Fuente: Quesada, 2007.

ZONAS DE VIDA
bs-T Bosque Seco Tropecal

. oh-T Bosque Humedo Tropical

B bmh-T  Bosque Muy Hamedo Tropical

Figura No. 3. Ubicacion de las zonas de vida de Costa Rica (Quesada, 2007)



3.6. Vias de acceso

Las carreteras estan en buen estado, aunque hay que tener precauciones en las temporadas
de lluvias. Por lo general, los ingresos terrestres a Costa Rica son por el norte, en la frontera
con Nicaragua se ingresa por Pefias Blancas ruta Interamericana y por el sur, en la frontera

con Panama se ingresa por Sixaola (Limon), en la costa del Caribe.

3.7.  Actividades productivas de la Unidad de Practica

El laboratorio de Analisis Bioldgico Pesquero realiza estudios que apoyan a otros proyectos
de las diferentes unidades de la Estacién de Biologia Marina enfocado a comunidades
pesqueras 0 personas individuales que quieran llevar a cabo alguna actividad acuicola o
pesquera en el area del Golfo de Nicoya y proyectos propios, ademas de los estudios

requeridos por empresas privadas con relacion a las pesquerias de la region.

3.8.  Pesquerias en el Golfo de Nicoya

Las pesquerias en el Golfo de Nicoya juegan un papel importante ya que se extraen

aproximadamente mas de 12 mil toneladas de pescado al afio (Soto, 2007).



4. ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

4.1. Organigrama
——
Director Escuela de
Biologia
V
Areade M j
Area de Acuicultura rea de Manejo
Marina Marino Costero Avea de Saporte
I N —— N
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Figura No. 4. Organigrama de la Estacion de Biologia Marina, Puntarenas (EBM, 2005)

4.2.

A\

Biolog

Y VvV

ia Marina.

del Golfo de Nicoya.

4.3. Mision

Objetivos de la Estacidn Bioldgica Marina
Proporcionar la infraestructura bésica para el desarrollo de los estudiantes de

Contribuir con el desarrollo sostenible de la zona marino costera.

Contribuir con el desarrollo del conocimiento cientifico de la zona marino costera

Formar profesionales, generar conocimiento y resolver problemas al sector productivo. Se

caracterizan por ser profesionales identificados con la problemaética de la zona costera y

oceanica, de alto nivel, de caracter interdisciplinario con una infraestructura especializada.



4.4. Academia

» Docencia: cursos regulares dentro de los que se incluyen clases para los niveles de
Bachillerato y Licenciatura en Biologia Marina, y la Maestria en Ciencias Marinas y
Costeras.

» Extension: proyectos en temas tales como la transferencia tecnologica,
comercializacion de productos acuicolas, educacion ambiental.

» Investigacion: operan proyectos en su mayoria aplicados a problematicas propias de
las zonas costeras y el océano.

4.5.  Control de personal y prestaciones laborales

El personal docente y administrativo cuenta con una jornada de trabajo de 8 horas diarias
en un horario de 8:00 AM a 5:00 PM de lunes a viernes, en cuanto a prestaciones las
personas que tienen mas de cinco afios de laborar en la institucion y que no han fraccionado

ningln contrato tienen derechos a prestaciones laborales.

4.6. Prestacion de servicios externos

La Estacion se encuentra inscrita en la Fundacion UNA, como la Unidad de Maricultura,
Ecologia y Manejo Costero (UNEMACO). Dicha unidad elabora proyectos en temas
relacionados con la problematica costera y marina, dirigidos a dar una respuesta rapida y

eficiente a los sectores privados y de interés social de la region costera (EBM, 2005).
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5. METODOLOGIA DEL PROCESO HISTOLOGICO GONADA DE PECES
5.1.  Analisis macroscépico y diseccion de la muestra
Se debe de hacer una evaluacién externa del pez, con el objetivo de identificar la especie y

ver la integridad del pez en su totalidad. Se toman medidas como el tamafio y peso del pez
(Figura No. 4).

Figura No. 4. Medicion de longitud y peso del organismo (Trabajo de Campo, 2010)

Una vez analizado el pez externamente, este se debe diseccionar para observar la génada
(Figura No. 5) y a su vez determinar el sexo, las gonadas en las hembras generalmente son
dos sacos de color rojizo cuando esta inmadura y anaranjada cuando esta madurada o
desovando, por el contrario en los machos la génada son dos sacos blanquecinos cuando

estan maduros y grisaceos cuando son inmaduros.

Las gonadas se encuentran centralmente a la columna vertebral y la vejiga natatoria,
recordando que si el espécimen esta muy maduro, esta va a ocupar casi la totalidad de la

cavidad ventral.

Figura No. 5 Diseccidn ventral de Arius sp. (Trabajo de Campo, 2010)
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La diseccion se lleva a cabo realizando un corte desde el ano hasta la cavidad branquial
mediante el uso de unas tijeras o un bisturi, se debe de tener cuidado al realizar el corte para
cortar Unicamente piel, ya que, se puede romper las gonadas o algun otro Organo y
dificultar asi la extraccion del mismo, una vez hecho el corte se podra observar en primer

plano cada uno de los l6bulos de la gbnada dispuestos ventralmente.

Una vez disectado el espécimen y localizada la gonada, se extrae con cuidado, estas se
pueden tomar individualmente el par de gonadas o se retira por completo todo el material
visceral para una extraccion mas cuidadosa, ya con las génadas extraidas se lleva a cabo al
menos dos cortes a un lébulo (para obtener dos porciones de la misma), con el fin que en
los procesos de deshidratacion penetren bien los compuestos quimicos y obtener muestras
de un tamafio viable para su manejo y andlisis. Se debe de tomar en cuenta que una
etiquetacion apropiada del espécimen es vital a lo largo de todos los procesos para evitar

una confusién en las muestras.

5.2.  Fijacion de la muestra

El proceso de fijacion tiene como objetivo evitar los cambios post-morten como la
putrefaccion, la autolisis; y este con el fin de fijar con algunos compuestos quimicos y
preservar las células lo mas similares posible a cuando estaban vivas o sea que se debe
inmovilizar la célula y conservar exactamente todas las partes constitutivas. EIl éxito de
este proceso depende de la rapidez con que sean fijados los tejidos después de muerto el
organismo. Por lo que es de suma importancia: la seleccion correcta del fijador (Cuadro
No. 3) su velocidad de penetracién, asi como utilizar la cantidad suficiente para cubrir
sobradamente el tejido.

Una accidn réapida y enérgica del reactivo impide las alteraciones espontaneas post-mortem,
aunque este modifica la estructura celular. Los mejores fijadores son los que ademaés de
actuar rapidamente producen el menor nuimero posible de reacciones (modificaciones)
secundarias o artificios, capaces de darnos una lectura erronea de la morfologia interna de
la célula. El fijador ideal seria aquel que conservase la célula en un estado idéntico al

estado original.
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El tamafio de las gonadas varia mucho en especies, si son pequefias es recomendable que
se fijen en una sola pieza, si son grandes es necesario dividirlas en segmentos de 1cm?
aproximadamente, para que el fijador pueda penetrar adecuadamente; si esto no es posible,
se pueden hacer algunas incisiones, de lo contrario la muestra no quedara debidamente

fijada y la imagen microscépica quedara defectuosa.

Una vez extraidas, se colocaran en un frasco en el que previamente se ha vertido el fijador
adecuado al ovario o al testiculo, en un volumen suficiente para cubrirlas sobradamente. Si
se fracciond, se les puede numerar o dar una clave a cada uno para su reconocimiento
anatémico, y se etiqueta con los datos correspondientes a la especie, localidad, fecha y
colector, de preferencia en una tarjeta blanca y a lapiz ya que si se utiliza cualquier tinta

sera diluida por los quimicos en este proceso o en los posteriores.

Cuadro No. 3. Proceso de fijacion de muestras por reactivo y tiempo

Proceso de Fijacion

Reactivo Tiempo

Fijador (Bouin o Formalina 10%) | Si es Bouin no debe de ser mayor a 24 horas

Lavado con Agua Toda la noche

Etanol al 70% Indefinido hasta Deshidratacién

Fuente: Trabajo de Campo, 2010.

5.3. Deshidratacion de la muestra

En este proceso el tejido es sometido a una serie de solventes para conservar la posicion
original de cada elemento que conforma el corte. Este método consiste en deshidratar,

aclarar, infiltrar el tejido a manera de retirar el agua en los mismos.

Las muestras son puestas en unas cajas pequefias plasticas con rendijas que permiten la

penetracion de las diferentes concentraciones de compuestos. Esta se lleva a cabo en una
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bateria de frascos de vidrio, cada uno identificado apropiadamente con el contenido en
ellos, los cuales van a contener diferentes concentraciones de alcohol y seran sometidas
durante un tiempo determinado en sus diferentes etapas (Cuadro No. 4). Es importante que
antes de comenzar con el proceso de deshidratacion la muestra sea sumergida en agua por

un periodo de no mas de 20 min para eliminar cualquier restante del fijador.

Cuadro No. 4. Proceso de deshidratacion de muestras por reactivo y tiempo

Proceso de Deshidratacion
Reactivo Tiempo
Etanol al 70% 1 hora
Etanol al 80% 1 hora
Etanol al 90% 1 hora
Etanol al 95% lhora
Etanol Absoluto 1 hora
Etanol Absoluto: Xilol 50:50 | 30 minutos
Xilol 1 1 hora
Xilol 2 30 minutos

Fuente: Trabajo de Campo, 2010.

5.4. Embebido o parafinado de la muestra

En esta etapa del procesamiento se somete las muestras a una serie de frascos con parafina
y otros compuestos (Cuadro No. 5) que se mantienen en un horno a 60°C para mantenerla
liquida durante el proceso (Figura No. 6) con el objetivo de llenar los espacios restantes

entre las células ubicadas en las génadas y conservar la posicion de las mismas.
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Figura No. 6. Horno contenedor de parafina para el embebido
(Trabajo de Campo, 2010)

Para la elaboracion del bloque final, los tejidos ya deshidratados, aclarados, infiltrados y
parafinados se colocan en un molde dandoles la orientacion adecuada respecto al plano

estructural del érgano.

Se colocan en los cubos de pléastico o metal y se llenan con parafina, teniendo cuidado que
el tejido conserve la posicion correcta; hay que recordar que cuando la parafina se enfria se

contrae debiendo llenar lo suficiente para prever esta situacion.

Después de haberse solidificado se procede a retirar la muestra parafinada del recipiente y
se corta el excedente de parafina, esto con el objetivo de dejar expuesta la mayor cantidad
de tejido gonadal y realizar un mejor corte al micrétomo, luego este es ubicado en un
pequefio trozo rectangular de madera, calentando un poco de parafina en el y presionando

la muestra parafinada contra él hasta que se solidifique.
También es pertinente, que una vez que se ha solidificado se le cologue una tarjeta con el

namero o clave del tejido hacia arriba y agregar una pequefia capa de cera, de esta manera

se facilitara su identificacion definitiva.
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Cuadro No. 5. Proceso de Embebido o Parafinado de la muestra por componente y tiempo

Proceso Embebido

Componente Tiempo
Xilol: Parafina %: ¥4 | 1 hora
Xilol: Parafina ¥2: Y2 | Toda la Noche

Xilol: Parafina ¥2: % | 30 minutos

Parafina 1 30 minutos

Parafina 2 30 minutos

Fuente: Trabajo de Campo, 2010.

5.5.  Corte de la muestra parafinada en el micrétomo

La muestra previamente montada en trozos pequefios de madera (Figura No. 7) se debe
enfriar en una plancha con agua y hielo para endurecer la parafina y evitar que los cortes se
peguen o se plieguen, de tal manera que no se puedan extender, ademas que de esta manera
la parafina se solidifica mas, facilitando el corte con la cuchilla del micrétomo (Figura No.
8).

Figura No. 7. Montaje de muestras parafinadas en trocitos de madera
(Trabajo de Campo, 2010)

Los cortes deben ser lo mas delgados posibles para que puedan ser atravesados por la luz
del microscopio. Para el grosor del corte del ovario, algunos autores como Yamamoto y
Yamazaki (1961) recomiendan que sea de 10 p; mientras que Benitez (1991) recomienda
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que sea entre 6 y 8 Y. El grosor del corte se ajustara durante el corte y dependera también
de la madurez de la gonada.

Figura No. 8. Corte de muestra al microtomo (Trabajo de Campo, 2010)

Una vez que se obtenga el corte deseado se colocan en los porta objetos que has sido
previamente preparados frotdndoles una pequefia gota de albumina de Mayer sobre una
plancha de calentamiento a una temperatura de entre 35 a 45°C y aplicando una cantidad de

agua en el para qué caliente y el corte se extienda en el.

Se puede utilizar también el bafio Maria que contenga agua destilada a una temperatura
entre 48 y 50 °C con 5 gramos de gelatina farmacéutica (gelatina USP marca Baker) por
cada 100 ml. de agua (Rodriguez, 1992). También para recoger cortes se puede tomar un
portaobjeto seco, al que se le deposita en su centro una gota pequefia de albdmina de
Mayer, se extiende esta gota con el borde externo del dedo mefiique, la gota debe quedar

extendida por completo, formando una pelicula sumamente delgada, casi invisible.

Ahora se lleva el portaobjetos al agua de modo que su cara untada esté arriba. Se coloca
esta cara por debajo de un corte sin defectos. EI corte puede ser sujetado por un pincel. Se
levanta el portaobjetos y se extrae del agua junto con el corte en el centro del portaobjetos,
se escurre el agua y se colocan en una plancha desparafinadora, buscando que el corte

quede bien adherido y sin parafina para iniciar el proceso de tincion.
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5.6. Hidratacion y tincion de la muestra

Considerando que la mayoria de los colorantes son afines al agua, los cortes deben estar
desparafinados e hidratados para que puedan tefiir bien.

Como ultimo paso, antes de hacer la lectura de la muestra, esta la tincion que se hace con el
fin de tefir las estructuras celulares y titulares para su posterior identificacion. Estas se
hacen pasar por una bateria de reactivos y soluciones por determinado tiempo, para su
tincion (Cuadro No. 6) que van de acuerdo con las estructuras que se quieran identificar en
las celulas.

Cuadro No. 6. Tabla Proceso de tincion de las muestras por reactivo y tiempo

Proceso de Tincion

Reactivo Tiempo
Xilol 1 10 minutos
Xilol 2 10 minutos
Etanol Absoluto 5 minutos
Etanol al 90% 10 minutos
Etanol al 80% 10 minutos
Agua Lavados
Hematoxilina 4 minutos
Agua Lavados
Etanol Acido 10 segundos
Agua Lavados
Agua Amoniacal suave 3 segundos
Eosina 4 minutos
Etanol al 80% 1 minuto
Etanol al 90% 1 minuto
Etanol Absoluto 1 minuto
Xilol 1 2 minutos
Xilol 2 1 minuto

Fuente: Datos de laboratorio, (2010).
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5.7. Montaje con balsamo del cubreobjetos

Después que el tejido estd debidamente tefiido, ain humedecido con el Xilol, se coloca una
gota de balsamo de Canadéa que le cubra completamente, enseguida se instala en el secador.
Deberd permanecer en observacién, con el fin que no hayan burbujas de aire entre el
cubreobjetos y la muestra, puesto que esto dificultaria la observacion de la misma. De haber
presencia de burbujas de aire, se procedera a colocar una pequefia gota de balsamo Canada
y otra de Xilol, frotando con suavidad y un poco de presion, con el propdsito de

eliminarlas. Cada lamina debe rotularse bien.

5.8. Secado de la muestra

Coloque la lamina en un secador de ldminas, esto puede durar varios dias. Una vez que las
ldminas estén bien secas puede proceder a la observacion y analisis de las mismas. De ser
necesario se puede repetir el proceso de balsamo si quedara alguna burbuja de aire que se

formo durante ese proceso de secado.

5.9. Observacién y analisis de las muestras terminadas

Una vez que se tienen las laminas bien secas y teflidas se procede a analizarlas en el
microscopio y a agruparlas de acuerdo con las diferentes escalas de desarrollo gonadico.
Existen muchas variaciones de ellas, pero en el Laboratorio de Analisis Biologico Pesquero
se trabaja con uno modificado de Vasquez (1999).

Una vez elaborados los cortes, permitiran el reconocimiento de la anatomia microscépica
en donde la pared del ovario estd formada por tres capas: la externa compuesta por epitelio
cubico-ciliar; la media de tejido conectivo en donde se localizan los vasos sanguineos que
la irrigan y la mas interna de naturaleza compacta y fibrosa.

El interior estd ocupado por el estroma ovarico que es lameliforme y en el se encuentran
embebidas las ovogonias, a pesar de su sencillez morfologica tiene gran importancia porque

contiene los vasos sanguineos y las células somaticas que se asocian al desarrollo del
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oocito: las células foliculares y las tecales, y es ademas, una zona que puede responder a
condiciones adversas con fendmenos proliferativos e inflamatorios (Benitez, 1991).

Durante el ciclo reproductor, el ovario presenta cambios que pueden ser detectados
macroscopicamente y entonces se aplicara alguna de las Escalas de Maduracion Empirica o
bien, estos cambios pueden ser analizados histolégicamente y no tiene correspondencia con
los primeros. En este caso el nimero de estadios variard de acuerdo con los autores y
especies, aunque fundamentalmente es el mismo patron. Es conveniente sefialar que en
peces con desarrollo asincronico se pueden encontrar todos los estadios; mientras que en
los de desarrollo sincrénico y sincrénico por grupos, solo habrd uno o uno por region el
ovario respectivamente.

Las ovogonias se reconocen por ser células de citoplasma claro, que pueden segun la
especie, encontrarse aisladas o formando acimulos. A diferencia de la gran mayoria de
mamiferos, permanecen en la etapa adulta por lo tanto, pueden formar oocitos durante toda
la vida (Benitez, 1991).

La oogonia origina los oocitos primarios, los cuales se encuentran rodeados de células
foliculares, que constituyen la unidad estructural que se conoce como foliculo y en donde
los distintos autores (Bieniarz; Epler, 1976; Benitez, 1991), proponen los diferentes
estadios de desarrollo microscopico que con algunas variantes son similares para la mayoria

de las especies.

5.10. Estadios de madures sexual de las gbnadas

Para la clasificacion de los estadios de madurez sexual de las gdnadas, se utiliza la
clasificacion modificada de Vasquez (1999). Esto se debe por qué la latitud en la que se
encuentra Costa Rica es un ambiente de climas célidos y los ciclos reproductivos de las
especies son muy variables y pueden tener varios desoves al afio. La clasificacién varia
dependiendo también de la especie observada por lo que generalmente se iran haciendo

ajustes de la misma durante el proceso de clasificacion.
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5.10.1. Estadio |

En esta etapa los oocitos se pueden observar en un estado previtelogénico, caracterizados
por ser unos de forma irregular y otros méas redondeados, también se caracterizan por su
coloracion azul intensa (Figura No. 9). Se puede decir que la gbnada a iniciado su proceso

de maduracidn y sus oocitos se encuentran aparentemente en reposo.

Figura No. 9. Estadio I, oocitos muy pequefios de formas irregulares y color azul intenso.
Corvina reina (HE, 40X) (Trabajo de Campo, 2010)

5.10.2. Estadio Il

Los oocitos se observan mucho mas grandes, de varios tamafios y en diferentes estadios
previtelogénicos y vitelogénicos, también presentan un desarrollo trofoplasmatico.
Evidente que el proceso de maduracion ha iniciado y el diametro de los oocitos aumenta
progresivamente. Aqui da inicio el desarrollo gonadal con la primera fase de la
vitelogénesis. Comienza a definirse la estructura de la membrana del oocito, el epitelio
granular y la membrana interna, aunque una de las caracteristicas méas notorias en este

estadio es la aparicion de su nacleo y un color menos intenso (Figura No. 10).
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Figura No. 10. Estadio Il, oocitos con aparicién del nicleo de una Salema
(HE, 40X) (Trabajo de Campo, 2010)

5.10.3. Estadio Il

En esta fase de crecimiento trofoplasmatico intenso la diferenciacion de su nucleo y
nucléolos es mas evidente (Figura No. 11) y el tamafio de los oocitos aumenta
considerablemente, los oocitos desarrollados son eosinéfilos, por lo que se tornan en un
color rosado tenue mostrando més notable el proceso discontinuo en el desarrollo de los
oocitos y observandose oocitos previtelogénicos y vitelogénicos. El nucleo ocupa una

posicion central.

Figura No. 11. Estadio 11, oocitos con diferenciacion del nicleo de Sardina gallera pecosa

(HE, 40X) (Trabajo de Campo, 2010)
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5.10.4. Estadio IV

Los oocitos tienen una apariencia distinta porque estan totalmente hidratados y
transparentes (Figura No. 12), con un didmetro mayor que en el estadio anterior, este es un
periodo muy corto y solamente se observa antes o durante el desove, aqui se puede

encontrar foliculos vacios que son evidencia del proceso de ovulacion.

Figura No. 12. Estadio IV, oocitos totalmente hidratados, evidencia el comienzo del
proceso de desove de un Mero (HE, 40X) (Trabajo de Campo, 2010)

5.10.5. Estadio VV

Este es un proceso intenso de reabsorcion de los foliculos vacios y oocitos residuales no
desovados (Figura No. 13), observandose una masa de tejidos sobrantes y presenta la
membrana plasmatica discontinua y deshecha, casi transparente, caracteristica que permite

diferenciar claramente esta fase.
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Figura No. 13. Estadio V, oocitos en proceso de reabsorcion. Lisa comun
(HE, 40X) (Trabajo de Campo, 2010)

5.10.6. Estadios con maduracion asincronica

En estos casos la presencia de diferentes etapas de estadio de madurez sexual es evidente y
se caracteriza por tener oocitos de diferentes tamafios y estadios (Figura No. 14) lo que
dificulta su clasificacion, de tal manera que se hace un recuento de los oocitos que

presentan una mayoria para establecer su estadio de madurez sexual.

Figura No. 14. Maduracidn asincrénica, con la presencia de diferentes estadios de un Jurel
bonito (HE, 40X) (Trabajo de Campo, 2010)
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6. TECNICAS DE MUESTREO

Para la obtencion de la muestra se utilizaron varias técnicas de recoleccién o artes de pesca.
Las muestras se tomaron en los alrededores de la isla de Pajaros (Figura) en lugares

estratégicos y previamente ubicados.

6.1. Trasmallos

Fueron utilizados tres tipos de trasmallos para la recoleccion de muestras (Cuadro No. 7)
que previamente a su lance fueron lujados (Figura No. 15) para evitar que estos se
enredaran. Se dejaban los trasmallos por un periodo de 2 a 3 horas y posteriormente se

recogian y recolectaban las muestras atrapadas en el.

Cuadro No. 7. Tamafio de trasmallos para muestreos

Tamarfo de Trasmallos
Luz del trasmallo Longitud del Alto del trasmallo
trasmallo
Trasmallo A 1.5 Pulg. 50m 15m
(Dos tipos de
trasmallos unidos) 3 Pulg. 100 m 2m
Trasmallo B 2 Pulg. 150 m 2.5m

Fuente: Trabajo de Campo, 2010.
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Figura No. 15. Lujado de los trasmallos (Trabajo de Campo, 2010)

6.2. Red de Arrastre

La red de arrastre que se utilizo era de cuerda de nylon con una luz de maya de ¥ pulgada y
una longitud total de 4 metros, una longitud de copo de 2 metros, ancho de copo de .65

metros, ancho de abertura de 2.5 metros y alto de abertura de .90 metros.

Esta se arrastraba desde una lancha de 13 pies con un motor fuera de borda de 100 caballos
de fuerza (Figura No. 16), y se utilizaba un GPS para marcar los puntos de georeferencia de
lance y levantamiento de la red asi como su ruta y recorrido. Al terminar el tiempo y
distancia del recorrido se levanta la red de arrastre y se colectan los organismos capturados,
se pesan y se clasifican (Figura No. 17) para su posterior analisis en el laboratorio.
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Figura No. 16. Extension y lance de la red de arrastre para muestreos de fondo
(Trabajo de Campo, 2010)

4

e

Figura No. 17. Medicion de peso dé captura de rd e arrastre (Trabajo de Campo, 2010)
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7. AREA DE MUESTREO

Las muestras fueron tomadas en los alrededores de la isla P4jaros ubicada en el Golfo de
Nicoya coordenadas geograficas 10°04°09.43°°N,  84°58’41.62° O, y los puntos
georeferenciales de la colocacién de trasmallos y red de arrastre se especifica en el mapa
(Figura No. 18).

TrasmalloA
TrasmalloB
Recorrido Red de arrastre

Figura No. 18. Ubicacion de trasmallos y red de arrastre en Isla Pajaros
(Google earth, 2010)
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8. PLAN DE ACCION

Semana Actividad Objetivo
Presentacion del personal de la Estacion de o
) ] ) Aprender las técnicas
Biologia Marina, Puntarenas y sus o
] _ utilizadas en el
instalaciones. )
B o procesamiento de
Presentacion de procedimientos del
Semana 1 ) L muestras para
laboratorio de analisis biologico pesquero. ) ]
11/10/2010 ) y histologia gonadal.
Gira de campo para recoleccion de )
_ o S Realizar los muestreos
organismos y medicion de biodiversidad o
) y aprender las técnicas
con trasmallos y red de arrastre en isla de
. de pesca y muestreos.
Pajaros.
) ) Utilizar las técnicas de
Procesamiento de muestras en el laboratorio L
L analisis histoldgico en
de anélisis biologico pesquero, de muestras ]
_ N gonadas de peces.
de isla P4jaros.
_ . _ Preparar muestras de
Semana 2 Gira de recoleccion de organismos y .
o o moluscos para analisis
18/10/2010 medicion de biodiversidad con trasmallos o
. . ] _ histoldgico.
y observacion subacuatica en isla Cuchillo. o
Poner en practica las
técnicas de pesca para
los muestreos.
Procesamiento de muestras en el laboratorio Utilizar las técnicas de
de analisis bioldgico pesquero, corte de andlisis histoldgico en
muestras isla Pajaros. gonadas de peces y
Semana 3 Apoyo conjunto con personal de la moluscos.
25/10/2010 Universidad de El Salvador en preparacion Realizar los

y corte de otolitos.
Procesamiento de muestras del laboratorio

de cultivo de moluscos de la-EMB-,

procedimientos de
preparacion, corte y

analisis de otolitos
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Pianguas (Anadara tuberculosa).

Semana Actividad Objetivo
Entregar las herramientas
cuantitativas necesarias

- Curso en Evaluacion de Stock, impartido para el analisis y
Semana 5 o )
por el Profesor Ing. Msc. Cristian Canales | modelamiento de datos
08/11/2010 ) o
(IFOP, Chile). pesqueros, con énfasis en
la evaluacion de
poblaciones.
Entregar las herramientas
cuantitativas necesarias
- Curso en Evaluacion de Stock, impartido por | para el andlisis y
Semana 6 . .
el Profesor Ing. Msc. Cristian Canales modelamiento de datos
15/11/2010 _ o
(IFOP, Chile). pesqueros, con énfasis en
la evaluacion de
poblaciones.
- Procesamiento de muestras en el laboratorio | - Realizar de muestras
Semana 7
de andlisis biologico pesquero, de muestras de peces para analisis
22/11/2010 _ ) o
de isla Cuchillo. histologico gonadal.
- Gira de campo para recoleccion de Llevar a cabo los
S o organismos y medicidn de biodiversidad con | muestreos para recoleccion
emana
trasmallos y red de arrastre en isla Caballo. de organismos con
29/11/2010 )
- Procesamiento de muestras de peces para trasmallos y red de
histologia de gonadas. arrastre.
- Muestreo aleatorio con anzuelo. o
Semana 9 . ) o - Desarrollar técnica de
- Preparacion de informe de Practica
06/12/2010 muestreo con anzuelo.

Profesional Supervisada.
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9. RESULTADOS

Se lleg6 a determinar los estadios de madurez sexual del primer muestreo en isla Pajaritos el 10 de octubre del 2010, las muestras
analizadas fueron seleccionadas en base a la importancia comercial de la especie y otras por caracteristicas particulares.

Cuadro No. 8. Tabla Toma de datos de organismos analizados

. Talla _Peso Estadio P €s0 Estadio

No Especie Peso (gr) | Eviscerado | Sexo - Gonadas . .
(cm) Macroscopico Microscopico
_ (gr) (gr)
1 |Mentichirus 205 | 3428 2738 H 3 0.67 2
nasus

2 | Garrobo Picuda 21.6 56.35 43.5 M n/a 0.77 2
3 | Arius 28 194.9 172.1 n/a Juvenil 0.09 macho
4 | Arius 27 233.98 206.2 H juvenil 2 0.16 n/a
5 | Garrobo Picuda 37.2 321.2 287.6 H 2 6.2 5
6 |Arius 32 306.1 137.5 H n/a no 5
7 | Roncador pecoso 20.8 120.8 106.6 H 4 4.7 4
8 | Corvina cinchada 19.9 72.9 67.6 M n/a n/a n/a
9 |Salmonete 21.3 127.7 113.7 M n/a n/a n/a
10 | Salmonete 21 122.9 109.1 H 3 2.4 3
11 | Roncador pecoso 23.2 126.9 116.2 M 4 0.4 n/a
12 |Salema 18.1 84.4 715 H 2 0.2 2
13 |Jurel arenero 19.5 100.1 86.6 H n/a 0.1 n/a

Fuente: Trabajo de Campo, 2010.
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10. CONCLUSIONES

1. La madurez sexual de los organismos no estd determinada por un periodo especifico
0 estacion climatica dada, las caracteristicas bioldgicas de cada especie varian unas

de otras y asi sus periodos de madurez sexual.

2. La determinacion de madurez sexual por el método macroscopico serd poco
confiable comparado a la del método microscépico en algunas especies por sus
caracteristicas bioldgicas que posean gonadas de un tamarfio pequefio y sean dificiles

de identificar a simple vista.

3. Los estadios de madurez sexual de peces analizados microscopicamente comparten
generalmente las mismas caracteristicas que las identifican durante cada estadio y
seran ligeramente diferentes en cada especie con variaciones de tamarfio de oocitos o

estructuras de paredes celulares.

4. El método histolégico para la determinacion de madurez sexual brinda la
oportunidad de identificar con bastante exactitud el estadio de madurez que se

encuentra el pez.
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11. RECOMENDACIONES

Fomentar al estudiante a actividades de manejo de recursos pesqueros y

conservacion de los mismos para el desarrollo de las pesquerias en Guatemala.

Crear diferentes estructuras de informe para Practicas Profesionales Supervisadas
para diferentes tipos de actividades realizadas en la carrera, ya que el actual hace
énfasis en la produccion piscicola exclusiva y no toma en cuenta las &reas de

investigacion, proteccion y manejo de diferentes recursos hidrobioldgicos.

Hacer énfasis de la importancia del manejo de recursos pesqueros en el pensum de

la carrera de Técnico en Acuicultura.

Establecer convenios con instituciones para llevar a cabo proyectos, asesorias,
intercambio de conocimientos y estudiantes para fomentar el crecimiento de la

acuicultura en el istmo centroamericano.
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Numero Descripcion

10 1 Microscopios v Estereoscopios
8 ] 2 Micrétomo
3 Lavadero
4 Homos de parafina
3 5 Plancha de secado delaminas
O 6 C dor dereactivos
O 7 Contenedor dereactivos Corrosivos
8 Afilador de cuchillas de micrd
O 9 Almacenador de porta objetos y otros

accesorios

10 Bateria de Deshids
1 Bateria de Tincién
2 Balanzas electronicas
2 3| Cortadora de baja velocidad
4 Refrigerador

E [E
[N

Anexo No.1. Croquis del Laboratorio de Analisis biolégico Pesquero (Trabajo de Campo, 2010)

Numero
Mesas de diseccion
Tavaderos
Congelador
M quina para hacerhielo
1
2!
1
3
4

Anexo No.2. Croquis del Laboratorio de Pesquerias (Trabajo de Campo, 2010)



Anexo No.3. Despliegue de los trasmallos en la isla Pajaros (Trabajo de Campo, 2010)

Anexo No.4. Lancha utilizada para realizar los muestreos (Trabajo de Campo, 2010)



