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RESUMEN

BurtrON B, PEreA A, SANcHEz |, EspiNoza C. 2018. Caracterizacion de foliculos post ovulatorios de la anchoveta
peruana Engraulis ringens en cautiverio. Bol Inst Mar Perii. 33(1): 13-24.- En este estudio se caracterizé la edad de
los foliculos post-ovulatorios (FPO) de anchoveta peruana al inducir el desove en cautividad, esto permitira
la validacion de los datos obtenidos en campo, ademas de hacer mas confiable las estimaciones de frecuencia
de desove en el ambiente natural. Las caracteristicas morfoldgicas de los FPO de E. ringens fueron similares a
las descritas para E. mordax. Los FPO del dia 0 se observan como una cuerda larga con numerosos pliegues,
células foliculares ordenadas y bien definidas, poco o ningtin grado de degeneracion, teca delgada y lumen
del foliculo evidente. Seis horas después del desove, los FPO presentan primeros signos de degeneracion, con
aparicion de ntucleos picnéticos en la granulosa y en la luz del foliculo, algunos linfocitos y vacuolas en las
células de la granulosa. Después de 12 horas, los foliculos estan muy contraidos y reducidos, con células de
la granulosa muy irregulares, la teca mas adherida a la granulosa y mayor presencia de ntcleos picnéticos,
que evidencian la progresiva degeneracion celular. Los FPO de 24 horas ya estan degenerados, tienen forma
irregular, con células de granulosa desordenadas y lumen reducido, restos de granulos eosinofilicos. Después
de 36 horas, los FPO son muy pequefios y pueden confundirse con ovocitos atrésicos avanzados.

PavLaBRrAs cLAVE: foliculos post-ovulatorios, anchoveta peruana, Engraulis ringens, desove, reproducciéon

ABSTRACT

BuitrON B, Perea A, SANcHEzZ |, EspiNnoza C. 2018. Characterizing postovulatory follicles of anchoveta Engraulis
ringens in captivity. Bol Inst Mar Peru. 33(1): 13-24.- The present study characterized the ages of POFs of
anchoveta, by inducing spawning in captivity. This will allow the validation of the data obtained in the field,
which in turn makes the estimates of spawning frequency of this species in the natural environment more
reliable. Morphological characteristics of POFs of E. ringens were similar to those described for E. mordax.
Day 0 POFs appeared as a long cord with numerous folds, with ordered and well-defined follicular cells,
with little, if any, degree of degeneration, a thin theca, and a visible follicle lumen. Six hours after spawning,
POFs present the first signs of degeneration, with the appearance of pyknotic nuclei in the granulosa and
the follicle lumen, some lymphocytes and vacuoles in the granulosa cells. After 12 hours, follicles look very
contracted and reduced, with very irregular granulosa cells, the theca is more attached to the granulosa, and
there is a greater presence of pyknotic nuclei, therein, evidence that cellular degeneration is in progress. POFs
of 24 hours are already degenerated, irregularly shaped, with cluttered granulosa cells and small lumen, with
remains of eosinophilic granules. After 36 hours, POFs are very small and, at this level, can be confused with
advanced atretic oocytes.

Keyworbs: postovulatory follicles, anchoveta, Engraulis ringens, spawning, reproduction

INTRODUCCION 1. INTRODUCTION

La anchoveta peruana Engraulis ringens Jenyns, es la
especie que sustenta la pesqueria peruana, debido a
sus grandes voliimenes de pesca y la demanda de sus
productos en el mercado internacional. Por tal motivo,
el IMARPE realiza monitoreos continuos de su biomasa
y estado reproductivo en forma anual en el litoral
peruano, asegurando un manejo sustentable de su
pesqueria. Uno de los parametros técnicos importantes
para dicho manejo es la biomasa desovante, para lo
cual es necesario determinar las edades y tasas de
reabsorcién de los foliculos post-ovulatorios (FPOs)
que evidencian el desove de un pez.

Anchoveta Engraulis ringens Jenyns, is the species
that sustains the Peruvian fishery, due to its large
fishing volumes and the demand for its products
in the international market. For this reason, IMARPE
carries out continuous monitoring of its biomass
and reproductive status on an annual basis along the
Peruvian coast, ensuring the sustainable management
of its fishery. One of the important technical
parameters for such management is the spawning
biomass, for which it is necessary to determine the
ages and rates of reabsorption of the postovulatory
follicles (POFs) that evidence the spawning of a fish.

1 Instituto del Mar del Pertt IMARPE), Callao, Pert, bbuitron@imarpe.gob.pe, aperea@imarpe.gob.pe, jsanchez@imarpe.gob.pe

2 ALICORP. CEspinozaP@alicorp.com.pe



Bol Inst Mar Perui / Vol 33 / No 1/ Enero-Junio 2018

ISSN 0458-7766

Al final de la maduraciéon gonadal se produce la
ovulacidn, es decir la ruptura de la capa folicular que
contiene el ovocito y su liberacién al lumen del ovario.
Los foliculos remanentes se denominan foliculos post-
ovulatorios (FPO) (Saiparur 1982, LOWERRE-BARBIERI
et al. 2011). Los FPO se identifican facilmente a las
pocas horas de ocurrida la ovulacién, pero degeneran
rapidamente dependiendo de la temperatura,
ocurriendo en unos pocos dias en peces pelagicos
(HunTER y GOLDBERG 1980) 0 en varias semanas como
en Pleuronectes flesus Linnaeus (JANSSEN et al. 1995),
bacalao del Atlantico Gadus morhua Linnaeus (SABORIDO
y JunQUERA 1998) y Dexistes rikuzenius Jordan y Starks
(NarmaATsu et al. 2005). En algunos casos, los FPOs
no son faciles de distinguir de los ovocitos atrésicos
en estadios avanzados de degeneracién, por lo que es
necesario efectuar minuciosas observaciones.

La correcta estimacion de la edad de los FPO y su
tasa de reabsorcion dentro del ovario, permiten
determinar la fraccién de hembras desovantes en un
stock de peces (método de foliculos post-ovulatorios:
HunTtER Y GOLDBERG 1980), parametro necesario para el
calculo de la produccion total de huevos en un evento
reproductivo determinado, aplicando el método de
produccién diaria de huevos (PArxker 1980, ALHEIT
1993, StraTouDAKIS et al. 2006, BERNAL ef al. 2012,
Dickey-Corras 2012, MeLIA et al. 2012, ARMSTRONG y
WirrtHamEs 2012), que ha sido ampliamente aplicado
para estimar la biomasa desovante de anchoveta
(ALHEIT ef al. 1984, ARMSTRONG et al. 1988, Sanz et al.
1992, PaLoMERA y PERTIERRA 1993, WaRrD et al. 2001,
Kmv y Lo 2001, MELIA et al. 2002, SomaRrAKkis et al. 2002,
SoMARAKISs et al. 2004, CusiLLos et al. 2007, PAjaro et al.
2009, Somarakis et al. 2012) asi como de otras especies
(Lockwoop et al. 1981, Somaraxis et al. 2006, CUBILLOS
et al. 2007, Murua et al. 2010, BErnaL et al. 2011, JacksoN
et al. 2012, Kraus et al. 2012, PAjaro et al. 2013). También
se ha utilizado en muchos trabajos cientificos desde la
década de 1980, con un promedio de mas de 20 articulos
por afio publicados en la literatura cientifica primaria
durante los ultimos afos (BERNAL et al. 2012).

Este método es muy importante en los estudios
y estimaciones de reclutamiento de peces con
reproduccion indeterminada o desovadores parciales,
como es el caso de la anchoveta peruana E. ringens. A
pesar de su popularidad, el uso de la clasificacion de
la degeneracion de los FPO puede ser impreciso si se
aplican criterios de identificaciéon de otras especies sin
haber realizado una validacion previa (STRATOUDAKIS
et al. 2006, Ganias 2012).

Es necesario comprender los procesos de degeneracion
de los FPO para poder clasificarlos por edades, lo
cual se requiere para estimar la frecuencia de desove.
La clasificaciéon de edades de FPO en E. ringens,
tanto en Pertt como en Chile (CusiLLos 2005) se
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Ovulation is produced at the end of the gonadal
maturation, i.e. the rupture of the follicular layer
containing the egg, and its release to the ovarian
lumen. These remaining follicles are then called
postovulatory follicles (POFs) (Samarur 1982,
Lowerre-Barsierr et al. 2011). POFs are easily
identified within hours after ovulation occurs, but
they degenerate fast depending on the temperature,
usually for a few days in pelagic fishes (HunTEr
& GoLDBERG 1980) or several weeks in the case of
Pleuronectes flesus Linnaeus (JaANssEN et al. 1995),
Atlantic cod, Gadus morhua Linnaeus (SABORIDO &
JunqQuEera 1998), and Dexistes rikuzenius Jordan and
Starks (NarimAaTsU et al. 2005). In some cases, POFs
are not easy to be distinguished from atretic oocyte
in advanced stages of degeneration, thus a much
closer observation is necessary.

The correct estimation of the age of POFs and their
resorption rate within the ovary allow to determine
the fraction of spawning females in a fish stock
(postovulatory follicles method: HUNTER & GOLDBERG
1980), a parameter needed for estimating the total
egg production in a given reproductive event, by
applying the daily egg production method (PARKER
1980, ArLuEerT 1993, STRATOUDAKIS €t al. 2006, BERNAL
et al. 2012, Dickey-Corras 2012, MeLIA et al. 2012,
ARMSTRONG & WrtTtHAMES 2012), which has been
widely applied for estimating the spawning biomass
of anchoveta (ALHEIT ef al. 1984, ARMSTRONG et al.
1988, Sanz et al. 1992, PALOMERA & PERTIERRA 1993,
WaRrp et al. 2001, Kim & Lo 2001, MELIA et al. 2002,
SoMARAKIS et al. 2002, Somarakis et al. 2004, CusiLLOS
et al. 2007, PAjaro et al. 2009, Somaraxis et al. 2012),
as well as of other species (Lockwoob et al. 1981,
SoMmARAKIS et al. 2006, CusiLLos et al. 2007, MuRruaA et
al. 2010, BErnAL ef al. 2011, Jackson et al. 2012, Kraus
et al. 2012, PAjaro et al. 2013). It has also been used in
many scientific papers since the 1980’s, with a mean
of more than 20 articles per year published in the
primary scientific literature for the last three years
(BErNAL et al. 2012).

Moreover, its importance is significant for studying
and estimating fishing recruitment of fishes with
undetermined reproduction or which are partial
spawners, as in the case of anchoveta Engraulis
ringens. Despite the popularity of this method, the
use of the POFs degeneration classification could be
quite inaccurate if identification criteria are applied
to other species without carrying out a preliminary
validation (STraTOUDAKIS et al. 2006, GaN1as 2012).

In order to classify them by age, which is required for
estimating the spawning frequency, it is necessary
to understand the processes of POFs degeneration.
Up to the present, age classification for POFs of E.
ringens, both in Peru and Chile (Cusirros 2005),
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basé en el modelo de clasificacion propuesto para la
anchoveta del norte Engraulis mordax Girard (HuNTER
y GoLpBerG 1980, HUuNTER y Macewicz 1985). Sin
embargo, aunque E. mordax es una especie filogenética
o taxonomica similar a E. ringens, es necesario ajustar
o validar dichas edades, ya que de lo contrario
podrian producirse desviaciones en la estimacion de
la biomasa desovante.

La mejor manera para realizar un seguimiento
adecuado de las edades de los foliculos post-
ovulatorios y por lo tanto mejorar los cdlculos de
biomasa desovante en peces, es de forma experimental
en ambientes controlados (HunTER y GoLDBERG 1980,
HunteR y MAcEwICZ 1985, Pérez et al. 1992, DRUMMOND
et al. 2000). Esto permite conocer la hora exacta en la
que cada hembra desova y determinar la edad precisa
de los FPO, asi como su tiempo de degeneracion
dentro del ovario. Para ello, las técnicas de induccidén
al desove en peces en cautiverio utilizadas en
acuicultura son muy ttiles. Se han desarrollado pocos
trabajos experimentales con el objeto de describir el
proceso de degeneracion de los FPO y clasificarlos por
edades (PErez et al. 1992, FirznucH y HETTLER 1995,
A1pAY et al. 2005).

El presente trabajo explica los resultados del
experimento que tuvo como finalidad caracterizar
diferentes edades de los FPO, lo cual permitid validar
los datos obtenidos en campo haciendo confiables
las estimaciones de frecuencia de desove en el medio
natural (ALHEIT et al. 1984).

2. MATERIAL Y METODOS

Se utilizé ejemplares adultos de anchoveta peruana
(13,7 cm de talla promedio) recolectados en la bahia
del Callao en julio de 2006, mediante el sistema de red
izada y con luces de atraccion, segun la metodologia
descrita por EsriNoza et al. (2008).

Los peces correspondientes al stock Norte-Centro
del mar peruano pasaron por un periodo de
acondicionamiento en tanques de fibra de vidrio
de 10 m® de capacidad, conectados a un sistema de
recirculaciéon de agua de mar (Espinoza et al. 2010).
Durante este periodo se administré ad libitum alimento
micro encapsulado Larvar AP100 de 250-450 um de
diametro, que fue reemplazado gradualmente por
alimento extruido comercial de 0,8-2,0 mm de diametro.

Diariamente se reviso el nivel de PH, oxigeno disuelto
y concentraciones de nitrégeno amoniacal total. La
temperatura se mantuvo constante en 16,5 °C y el
fotoperiodo de 10 horas de luz (8:00 horas - 18:00
horas) - 14 horas de oscuridad. En estas condiciones,
las anchovetas desarrollaron sus goénadas hasta
estadios maduros, lo que fue validado semanalmente
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was based on the classification pattern proposed for
the northern anchovy, E. mordax Girard (HUNTER &
Go1rpBERG 1980, HUNTER & MAaceEwicz 1985). However,
even though E. mordax is a phylogenetic species or
taxonomically similar to E. ringens, it is necessary
to adjust or validate the resulting age classification,
otherwise deviations could occur when estimating
spawning biomass.

The best way to conduct a proper monitoring of the
age of postovulatory follicles and therefore improve
the estimation of spawning biomass in fishes is on
an experimental basis in controlled environments
(HunTER & GoLpBERG 1980, HUNTER & MaAcEwICZ
1985, Pirez et al. 1992, DrRumMoND et al. 2000). This
allows to know the exact time each female spawns
and to determine the exact age of POFs as well as
its time of degeneration within the ovary. To do so,
the techniques for spawning induction of captive
fishes used in aquaculture are very useful. Little
experimental work has been made for describing the
process of POFs degeneration and classifying them
by age (PErez et al. 1992, FrrzuuGH & HETTLER 1995,
ALrpaY et al. 2005).

The present study explains the results obtained
from the experiment aimed at characterizing POFs
at different ages, validating in this way the data
obtained in the field, and therefore making reliable
the estimations of spawning frequency in their
natural environment (ALHEIT ef al. 1984).

2. MATERIAL AND METHODS

This investigation used adult specimens of
anchoveta (mean size of 13.7 cm) collected in the
Callao bay during the month of July 2006, using
stationary lift nets system with attraction lights,
according to the methodology described by
Esprinoza et al. (2008). Fishes corresponding to the
Northern-Central stock of the Peruvian sea went
through a period of preparation in fiberglass tanks
of 10 m® of capacity, connected to a recirculation
system of seawater, as designed by Espinoza et al.
(2010). During this period, food was administered
ad libitum using microencapsulated larval feed
Larval AP100 of 250-450 um in diameter, which was
gradually replaced by commercial extruded feed of
0.8-2.0 mm in diameter.

PH level, dissolved oxygen, and total ammonia
nitrogen concentrations in the water were monitored
in a daily basis. Temperature remained constant at
16.5 °C, and photoperiod in 10 hours of light (8:00
hours - 18:00 hours) - 14 hours of darkness. Under
these conditions, anchovetas developed their gonads
to mature stages; this was validated on a weekly basis
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mediante andlisis histoldgico de goénadas de 10
ejemplares.

Una vez que llegaron a la fase de vitelogenesis
maxima se efectud la induccién al desove. Se utilizd
de 0,005 a 0,010 pg de acetato de buserelina, siguiendo
la metodologia descrita por Espinoza et al. (2009) y las
hembras desovaron entre 12 y 24 horas después de la
inyeccion. Se registro el tiempo de desove y los peces
se mantuvieron vivos durante 0, 6, 12, 24 y 36 horas
post desove, luego fueron sacrificados y se realizd
el andlisis histoldgico de las génadas. El proceso
utilizado fue la técnica de infiltracion de parafina
(Humason 1979) y se colorearon con hematoxilina-
eosina. Para la caracterizacion, se evaluaron al menos
25 FPO por cada edad (en horas).

3. RESULTADOS

Se da a conocer las caracteristicas de los FPOs de
0, 6, 12, 24 y 36 horas de ejemplares desovados y
mantenidos en cautiverio a 16 °C de temperatura
promedio.

FPO-0 horas

Se observa una cuerda larga con numerosos pliegues
y longitud aproximada de 1000 um. Las células
foliculares aparecen ordenadas, con formas bien
definidas, sin ningtin o poco grado de degeneracion.
Las células de la granulosa se observan cilindricas
(Figs. 1a, 1b, ANEXO), mientras que las células de la
teca se observan como una delgada capa, mas notorias
que cuando rodeaban al ovocito hidratado (Fig. 1b).
Se manifiestan grandes ntcleos de la capa granulosa,
generalmente en el apice de las células (Fig. 1b). El
lumen del foliculo post-ovulatorio es evidente y puede
contener algunos granulos eosinofilicos (Figs. 1a, 1b).

FPO-6 horas

Se observan los primeros indicios de degeneracion
temprana del foliculo, como la aparicién de nucleos
picnéticos en las células de la granulosa, mientras
que los bordes celulares ya no se ven de manera
tan definida (Fig. 1c, ANEXO). Es comun observar
presencia de algunos linfocitos en el lumen del foliculo
(Fig. 1d, ANEXO) mientras que en las células de la
granulosa empiezan a aparecer algunas vacuolas.

FPO-12 horas

Foliculo muy contraido y de tamafio mas reducido (Fig.
le, ANEXO). Las células de la granulosa se observan
de forma irregular. La teca aparece mas adherida a
la granulosa (Fig. 1f, ANEXO). Mayor presencia de
nucleos picndticos en la granulosa indican que la
degeneracion celular estd en progreso; el lumen del
foliculo es visible y con presencia de linfocitos (Fig. 1f).
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through the histological analysis of gonads of 10 fishes
that were sacrificed.

Once the maximum vitellogenesis stage was reached,
spawning induction was carried out. From 0.005 to
0.010 pg of buserelin acetate was used, following the
methodology described by Espinoza et al. 2009; this
stimulated the spawning in females, 12 to 24 hours
post-injection. Spawning time was registered, and
fishes were kept alive for 0, 6, 12, 24, and 36 hours
post-spawning, then they were sacrificed, and their
gonads were histological analyzed. The process used
was the technique of paraffin infiltration (Humason
1979) and stained with hematoxylin-eosin. In order
to ensure a correct characterization, at least 25 POFs
were evaluated for each age (in hours).

3. RESULTS

Below are listed the characteristics of POFs of ages
0, 6, 12, 24, and 36 hours of anchoveta specimens,
spawned and kept in captivity at an average
temperature of 16 °C.

POEF-0 hours

It appears as a long cord with numerous folds, and
an approximate length of 1000 um. Follicular cells
appear arranged orderly, with well-defined forms,
without any or little degree of degeneration. The
granulosa cells are cylindrical (Fig. 1a, 1b, Annex),
while the theca cells appear as a thin layer, more
visible than when they surrounded the hydrated
oocyte (Fig. 1b). There are large nuclei on the
granulosa layer, usually at the apex of the cell (Fig.
1b). The lumen of the post-ovulatory follicle can
be observed, and it may contain some eosinophilic
granules (Fig. 1a, 1b).

POEF-6 hours

The first signs of early degeneration of the follicle
are visible, such as the presence of pyknotic nuclei
in the granulosa cells, while cell edges do not appear
much-defined (Fig. 1c). It is common to observe the
presence of some lymphocytes in the follicle lumen,
(Fig. 1d), while a few vacuoles begin to appear in the
granulosa cells.

POF-12 hours

The follicle appears greatly shrunken and smaller
(Fig. 1e). The granulosa cells are irregular in shape.
The theca appears more attached to the granulosa
(Fig. 1f). Greater presence of pyknotic nuclei in the
granulosa, indicating that cellular degeneration is in
progress; the follicle lumen is visible, with presence of
lymphocytes (Fig. 1f).
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FPO-24 horas

Foliculo claramente degenerado e irregular; las células
de la granulosa presentan un patrén mas desordenado
y de manera discontinua (Figs. 2a, 2b, ANEXO). El
lumen es mas reducido y puede contener pocos restos
de granulos eosinofilos (Fig. 2b). La teca es mas dificil
de distinguir por su adosamiento a la granulosa.

FPO-36 horas

Foliculos son de tamafio muy pequefio y debido a la
gran presencia de vacuolas, producto de la autolisis
celular, se pueden confundir con ovocitos atrésicos
avanzados (Fig. 2c, ANEXO). El lumen del foliculo es
muy reducido o no es visible. Las paredes celulares
son dificiles de distinguir (Fig. 2d, ANEXO).

4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La degeneracion de los FPO se ha utilizado por mas
de 30 afos para el calculo de la frecuencia del desove.
Aunque la estimacion se puede hacer con el material
recolectado en el campo, teniendo en cuenta el tiempo
de muestreo y el momento del pico de desove de la
poblacién (Ganias 2012), lo mas recomendable es
hacer desovar a los peces en laboratorio y muestrearlos
en intervalos de tiempo precisos.

En nuestro caso no se observé mayor diferencia entre
las edades de los FPO de E. ringens que desovaron en
cautiverio a 16 °C (con edad de FPO conocida) y la
catalogacion efectuada en ejemplares de anchoveta
peruana obtenidas del seguimiento pesquero en base a
la descripcion realizada por HuNTER y MacEwicz (1985)
en E. mordax, a pesar que la temperatura del agua en la
que se encontraron las anchovetas en cautiverio no fue
similar al ambiente natural, donde las anchovetas viven
a diferentes temperaturas durante todo el dia. Ademas,
las caracteristicas estructurales de los FPO de E. ringens
se muestran semejantes a las de E. mordax (HUNTER y
Macewicz 1985) y E. japonicus Temminck y Schlegel
(ArMED y Ozawa 2002) y posiblemente también a los
de otros engraulidos, debido a la semejanza de ellos
con los FPO de E. mordax como lo mencionaron HUNTER
y Macewicz (1985).

Al igual que para la anchoveta en el Golfo de Biscay
(Arpayetal.2010)las caracteristicas tales como aparicion
de vacuolas, crecimiento de la granulosa en las células
y ruptura de las paredes celulares son determinantes
para describir el proceso de degeneracion de los FPO.
Cabe mencionar ademas, los cambios en la forma de
los FPO, los que durante los primeros estadios son muy
grandes, con muchos pliegues, pasando por una forma
mas cuadrada y terminan por tener forma triangular,
muy similar a las caracteristicas en la sardina Sardina
pilchardus (Walbaum) descritas por Ganias et al. (2007)
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POF-24 hours

The follicle appears clearly degenerated and
irregular; the granulosa cells present a more
disorganized pattern, in a discontinuous way (Fig.
2a, 2b, Annex). The lumen is smaller and may
contain few remnants of eosinophilic granules (Fig.
2b). The theca is less distinct because it is attached
to the granulosa.

POF-36 hours

The follicle is very small and due to the large
presence of vacuoles as a product of cellular
autolysis, it may be confused with advanced atretic
oocyte (Fig. 2c, Annex). The follicle lumen is either
very small or not visible. Cell walls are difficult to
be distinguished (Fig. 2d, Annex).

4. DISCUSSION AND CONCLUSIONS

POFs degeneration has been used for more than 30
years for calculating the frequency of spawning.
Although the estimation can be made base on the
material collected in the field, taking into account
the sampling time and the peak time of the spawning
stock (Ganias 2012), it is recommended to make
fishes spawn in the laboratory and sample them at
identified and defined intervals. In our case, no great
differences were observed between the ages of POFs
of E. ringens that spawned in captivity at 16 °C (with
known age of spawning POF), and those of anchoveta
specimens obtained from fishery monitoring, based
on the description made by HUNTER & Macewicz
(1985) for E. mordax, although the water temperature
in which the anchovetas were found in captivity was
not similar to their natural environment, since they
normally live at different temperatures throughout
the day. Moreover, the structural characteristics of
POFs of E. ringens are similar to the classifications
developed for E. mordax (HUNTER & MacEwicz
1985) and E. japonicus (AHMED & Ozawa 2002), and
maybe for other engraulids, due to their similarity
with POFs of E. mordax, as mentioned by HUNTER &
Macewicz (1985).

As with the anchovy in the Bay of Biscay (ALpay
et al. 2010), characteristics such as the appearance
of vacuoles, the growing of granulosa cells and the
rupture of cell walls, are determinant to describe
the process of POFs degeneration. It is also worth
mentioning the changes in the form of POFs, which
during the early stages are very large, with many
folds, then they are more square-shaped, and end
up having a triangular form, very similar to the
characteristics described by Ganias et al. (2007)
for the sardine Sardina pilchardus (Walbaum), who
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quienes indican que la evolucién de la forma de los
FPO es alométrica.

Otro criterio que se tiene en cuenta para caracterizar los
FPO es la medida de su eje mayor, parametro utilizado
por RouMILLAT y BROUWER (2004) en el pez estuarino
Cynoscion nebulosus (Cuvier). Ellos observaron ejes
de 200 a 300 um entre las 0 y 4 horas post desove,
disminuyendo progresivamente a 250-180 um entre
las 5 y 8 horas y 175-130 um entre las 13 y 24 horas.
Sin embargo, este es un parametro muy variable
dependiendo de la ubicacién del corte histologico,
y tomando en cuenta que la forma del ovocito de E.
ringens es aovado, se prefirié no usarlo en este estudio.

La degeneracion de los FPO es un proceso apoptdtico,
es decir una muerte programada, al igual que la atresia
folicular. En estos ultimos estadios, ambos tienen
caracteristicas morfoldgicas muy parecidas de acuerdo
a MiranDa et al. (1999). En algunas especies, como por
ejemplo S. pilchardus, los FPO son muy distinguibles de
todos los tipos de atresia, lo que no ocurre en E. ringens,
en que los estadios avanzados de FPO se podrian
confundir facilmente con estadios avanzados de
atresia de ovocitos vitelogénicos. Los FPO de E. ringens
obtenidos en aguas a 16 °C, podrian ser confundidos
con ovocitos atrésicos en estadios tardios a partir de
las 36 horas de edad, tiempo que podria disminuir
conforme se incrementa la temperatura del agua en
que habita (HunTeER Y MAcEwICz 1985) lo que podria
conducir a subestimaciones de la tasa de degeneraciéon
de los FPO (Ganias et al. 2007). Seguin ALHEIT ef al. (1984)
en el caso de la anchoveta peruana los FPO pueden ser
identificados hasta 50 horas después del desove. Otras
anchovetas, como la japonesa E. japonicus, desovan en
aguas mas calidas, entre 15y 25 °Cy la degeneracion de
sus foliculos ocurre entre las 21 y 34 horas (Funamoro
y Aoxi 2002); en el caso de E. encrasicolus (Linnaeus)
los FPO se terminan de reabsorber entre 55 y 60 horas
después del desove (ALpay et al. 2005); la reabsorcion
ocurre mas rapido en el caso de los tanidos (HUNTER
et al. 1986, McPuErsoNn 1991). En el caso del pez vela,
se produce en menos de 24 horas después del desove
(CH1aNg et al. 2006).

La validacién de las etapas de degeneracion de los
FPO para E. encrasicolus en base a muestras del medio
ambiente y de medio controlado, dio como resultado
que la degeneracion de los FPOs tenian 7 etapas
(ALpAY ef al. 2008, ALpay et al. 2010), mostrando un
proceso de degeneracion mas rapido que lo esperado,
por lo tanto, la fraccion del desove seria mayor a las
que se habian estimado (URIARTE et al. 2012). En el caso
de la anchoveta peruana, los procesos degenerativos
de los FPO fueron descritos en 5 etapas y no se
observaron cambios en su velocidad. El principal factor
principal que podria ocasionar diferencias en la tasa de
degeneracion de los FPO es la temperatura (FrrzaucH y

18

state that the evolution of the shape of POFs is
allometric.

Another criterion taken into account to characterize
POFs is the measure of its major axis, parameter
used by RoumiriaT & Brouwer (2004) in the
estuarine fish Cynoscion nebulosus (Cuvier). They
observed axes of 200 to 300 um between 0 and 4
hours post-spawning, which decreased gradually
to 250 - 180 pm between 5 and 8 hours, and 175 -
130 um between 13 and 24 hours. However, this is a
very variable parameter depending on the location
of the histological section, and, since the oocyte of
E. ringens is ovate, we preferred not to use it in the
present study.

Degeneration of post-ovulatory follicles is an
apoptotic process; that means a programmed death,
as it is the follicular atresia. In the last stages, both
have very similar morphological characteristics,
according to MI1ranDA et al. (1999). In some species
such as S. pilchardus, POFs are very visible from
all types of atresia, which does not happen in E.
ringens, where the advanced stages of POFs may be
easily confused with advanced stages of atresia of
vitellogenic oocytes. POFs of E. ringens presented
in the water at 16 °C, could be confused with atretic
oocytes in late stages, from 36 hours of age, time
that could decrease depending if water temperature
increases (HuNTER & Macewicz 1985). This may
lead to underestimations of the degeneration rate of
POFs (Gan1as ef al. 2007). In the case of anchoveta,
as mentioned by ArHEIT et al. (1984), POFs can be
identified up to 50 hours after spawning. Other
anchovies, such as the Japanese Engraulis japonicus
spawn in warmer waters, between 15 and 25 °C
and follicles degeneration occurs between 21 and
34 hours (Funamoro & Aoxki 2002); in the case
of E. encrasicolus (Linnaeus), POFs are partially
reabsorbed between 55 and 60 hours after spawning
(ALDAY et al. 2005); resorption occurring even faster
in the case of tuna (HUNTER et al. 1986, McPHERSON
1991). In the case of sailfish it occurs less than 24
hours after spawning (CuianG et al. 2006).

The validation of POFs degeneration stages for
E. encrasicolus, based on samples in natural and
controlled environments, resulted in 7 stages of
POF degeneration, and they were staged according
to them (Arpay et al. 2008, Arpay ef al. 2010),
showing a faster degeneration process of POFs
than what they expected, and therefore, spawning
fraction was bigger than what they had estimated
(URrIARTE et al. 2012). In the case of anchoveta, the
degenerative processes of POFs were described
in 5 stages and no changes in their speed were
observed. Since temperature is the main factor
that could cause differences in the rate of POFs
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HEeTTLER 1995, GAN1AS et al. 2003; RouMILLAT y BROUWER
2004). Ganias et al. (2007) consideraron que el aumento
de 1 °C en la temperatura ambiental aceleraria la tasa
de reabsorcion por mas del 3%; entonces un aumento
de 4 a 5 °C lo aceleraria de 12 a 15%, lo que equivale
a 8 horas de aceleracion. Esto implica que diferencias
de temperatura entre sub-dreas de muestreo no
introducirian desviaciones significativas en la correcta
clasificacion de los FPO y en el subsecuente efecto en las
estimaciones de edades de los FPO. Segin CLARAMUNT
et al. (2007) cambios mas drasticos en la temperatura,
como eventos El Nifo, produciria una aceleraciéon mas
evidente en el proceso de degeneracién de los FPOs.

Es necesario verificar los valores de diferencia térmica
que podrian afectar significativamente las tasas de
absorcion de los FPO en E. ringens, considerando
que stocks desovantes pueden ser encontrados a
temperaturas que van de 14 a 22 °C (segtin datos de los
cruceros oceanograficos del Instituto del Mar del Pert).
Que segtn CusiLLos ef al. (2007) las temperaturas bajas
también afectarian la tasa de reabsorcion de los FPO,
ellos observaron que en el rango de temperatura de 11
- 12 °C se estaria afectando la precision en la asignacion
del grado de envejecimiento de los FPOs. Si existiesen
diferencias significativas en las tasas de reabsorcion, se
deberian utilizar diferentes patrones para identificar
los estadios de reabsorcion de acuerdo a la temperatura
de la zona de muestreo. La tasa de reabsorcion de
los FPO es baja en comparacion a la de los ovocitos
atrésicos y depende de la temperatura ambiente
(SanTos et al. 2005). Segin Gan1as (2102) no se espera
que la variabilidad en la temperatura inserte sesgo
en la clasificacion de los FPO. Sin embargo, el mismo
autor menciona que, en casos en los que el niimero de
clases de FPO se ve influenciado por la temperatura del
ambiente, es necesario desarrollar claves para estudiar
los estadios de los FPO a diferentes temperaturas.

Con respecto a la posibilidad de interpretaciones
erroneas en las lecturas de las laminas histologicas
conteniendo FPO, Ganias (2012) menciona, y lo muestra
con fotografias, que se obtiene diferentes resultados en
la histomorfometria de los FPO segtin se utilice resina o
parafina para la infiltracién del tejido o se use diferentes
tipos de fijador. En nuestro caso, utilizamos parafina para
la infiltracion de todas las muestras y formol bufferado
al 10% como fijador, por lo que no habria problemas
de confusién en la caracterizacion de la degeneracion
de los FPO. El tiempo de fijacién post-mortem también
es importante y es requisito indispensable que sea el
minimo para evitar problemas en las lecturas. Otro
aspecto que Ganias (2012) menciona con respecto al
posible origen de error en la identificacién de FPO es el
tamafio de éste en relacion a los ovocitos. Lo que podria
ayudar, en este caso, es tener varias secciones de tejido
que permitan comparar los cortes de estas estructuras a
diferentes niveles. En nuestro caso, en una sola lamina
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degeneration (Firznucr & HETTLER 1995, GaNias
et al. 2003, RouMmILLAT & Brouwer 2004). Ganias
et al. (2007) consider that, if an increase of 1 °C in
the ambient temperature would accelerate the rate
of resorption by more than 3%; then an increase
from 4 to 5 °C would accelerate it from 12 to 15%,
which is equivalent to 8 hours of acceleration. This
implies that differences in the temperature among
sampling sub-areas would not introduce significant
deviations in the correct classification of POFs, and
in the subsequent effect on POFs ages. According
to CLARAMUNT et al. (2007) more drastic changes in
the temperature, such as the El Nifio event, would
produce a more evident acceleration in the POFs
degeneration process.

It is imperative to verify the values of thermal
difference that could significantly affect the
absorption rates of POFs in E. ringens, considering
that spawning stocks can be found at temperatures
from 14 °C to 22 °C (according to the data provided
by the oceanographic cruises of the Peruvian Marine
Research Institute). As reported by CusiLros ef
al. (2007), low temperatures would also affect the
resorption rate of POFs, since they observed that at
a temperature range of 11 — 12 °C the accuracy for
assigning the degree of ageing of POFs would be
affected. If there are significant differences in the
resorption rates, different patterns should be used
to identify the stages of resorption depending on the
temperature of the sampling area. The resorption rate
of POF is low compared to that of the atretic oocytes,
and depends on the ambient temperature (SanTos et
al. 2005). According to Ganias (2102), the variability
in the temperature is not expected to insert bias
into the correct classification of POFs. However, the
same author mentions that, in those cases where the
number of types of POF is influenced by the ambient
temperature, it is necessary to develop keys that help
staging POFs at different temperatures.

Regarding the possibility of misinterpretations
in the readings of the histological glass slides
containing POFs, Ganias (2012), with the help of
pictures, states that different results are obtained
on POF histomorphometry, depending if the tissue
is infiltrated with resin or paraffin, or on the type
of fixative used. In our study, we used paraffin to
infiltrate all samples with 10% buffered formaldehyde
as fixative; this would prevent confusion when
characterizing POFs degeneration. Post-mortem
fixing time is also crucial and it is has to be minimum
in order to avoid problems in the readings. Another
aspect mentioned by Ganias (2012) that could lead
to errors is the size of POF, in relation to oocytes.
What could help is having several sections of tissue,
which allow to compare the cuts of these structures
at different levels. In our case, we include up to 12 or
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podemos tener 12 0 mas secciones de tejido gonadal ya
que se colocan dos filas de corte de tejido. Esto permite
hacer un mejor andlisis y se puede hacer porque las
gonadas de anchoveta son relativamente pequefias, pero
para gonadas de mayor tamafo se requeriria un mayor
numero de laminas.

En el caso de E. ringens, se ha observado que los FPO
recientes son sobreestimados debido a un sesgo en la
captura de las hembras en el momento del desove
(ArHEIT 1993); por lo tanto, las hembras desovantes
Dia 0 (menos de 24 horas) se excluyen de la estimacién
de la frecuencia de desove en la aplicacién del método
de produccion de huevos. Para corregir este sesgo,
el nimero de hembras desovantes Dia 0 se iguala
al nimero de hembras desovantes Dia 1, ya que los
FPO entre 24 y 36 horas no son sobreestimados y su
identificacion es mas sencilla, ya que la degeneracion de
las células no es avanzada, por lo que no hay problema
en ser confundidas con ovocitos atrésicos, como ocurre
con los FPO de mas de 36 horas después del desove,
a diferencia de los estimado para E. anchoita Hubbs y
Marini, donde se utiliza el promedio de los FPO dialy
dia 2 (PAjaro et al. 1997) asi como para Brevoortia aurea
(Spix y Agassiz) (Macch1 y Acua 2000). Como menciona
Ganias (2012), para asignar la edad de los FPO deben
considerarse algunas caracteristicas adicionales tales
como la cantidad de FPO y el tamafio de ovocitos de
mas avanzado desarrollo. Los FPO mas avanzados se
presentan en menor numero en la ldmina y con ovocitos
mas grandes en la fase mas avanzada de desarrollo.

Aunque hay pocos estudios de este tipo, es necesario
hacer comparaciones de los resultados a diferentes
temperaturas del agua, considerando el amplio rango
latitudinal y de temperatura donde la anchoveta
peruana desova, y la dependencia de la tasa de
reabsorcion de los FPO con respecto a la temperatura
(PEREZ et al. 1992, FrrznucH y HETLER 1995, MAccHI et
al. 2003, ALpAy et al. 2008).
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more sections of gonadal tissue in a single slide since
we set two rows of tissue sections. This enables to do
a much better analysis since the gonads of anchoveta
are relatively small, but for bigger gonads, a larger
number of slides would be required.

In the case of E. ringens, it has been observed that
young POFs are overestimated due to a bias in
the capture of females at spawning time (ALHEIT
1993); therefore spawning females Day 0 (less than
24 hours) are excluded from the estimation of the
spawning frequency when applying the method
of egg production. In order to correct this bias, the
number of spawning females Day 0 is equated to
the number of spawning females Day 1, since POFs
between 24 and 36 hours are not over-estimated
and their identification is simpler because cells
degeneration is not in progress, and they are not
likely to be confused with atretic oocytes, as it
happens with POFs older than 36 hours of age. This
does not occur in the case of Engraulis anchoita Hubbs
& Marini, where the mean of POF Day 1 and Day 2
is used (PAjaro et al. 1997), and Brevoortia aurea (Spix
y Agassiz) (MaccHr & Acna 2000). As mentioned by
Gani1as (2012), some additional characteristics, such
as the amount of POFs and the size of oocytes with
more advanced development, should be considered
when determining the age of POFs. Most advanced
POFs appear on the slide in a reduced number, and
with bigger oocytes in the most advanced stage of
development.

Although there are few studies of this type, it is
necessary to make comparisons of the results at
different water temperatures, considering the wide
latitudinal and temperature range where anchoveta
spawns, and the dependence of the reabsorption rate
of the FPOs regarding the temperature (PERrez et al.
1992, FrrznucH & HEeTLER 1995, MaccHr et al. 2003,
Avrpay et al. 2008).
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Buitron, Perea, Sanchez, Espinoza Foliculos post-ovulatorios de anchoveta peruana en cautiverio

ANEXO

Figura 1.- Foliculos post-ovulatorios de 0 a 12 horas en anchoveta peruana, E. ringens desovada en cautiverio a través de la
induccién hormonal. a-b) FPO-0 horas. c-d) FPO-6 horas. e-f). FPO-12 horas. G: las células de la granulosa folicular, T: las células
de la teca folicular, L: lumen folicular, li: linfocitos en el lumen folicular. La barra indica la escala de la fotografia

Figure 1. Post-ovulatory follicles from 0 to 12 hours in anchoveta, E. ringens spawned in captivity through hormonal induction.
a-b) POF-0 hours. c-d) POF-6 hours. e-f) POF-12 hours. G: cells of the follicular granulosa, T: cells of the follicular theca, L:
follicular lumen, li: lymphocytes in the follicular lumen. The bar indicates the scale of photography
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Figura 2.- Foliculos post-ovulatorios de 24 a 36 horas, de la anchoveta peruana, E.
ringens desovada en cautiverio a través de la induccién hormonal. a-b) FPO-24 horas.
(c-d) FPO-36 horas. L: lumen del foliculo, FPO: foliculo post-ovulatorio

Figure 2. Post-ovulatory follicles at 24 to 36 hours, of anchoveta, E. ringens spawned in
captivity through hormonal induction. (a - b) POF-24 hours. (c - d) POF-36 hours. L:
follicle lumen, POF: post-ovulatory follicle
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