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Introduccio general

1. INTRODUCCIO GENERAL

La terminologia classica de la biologia de la reproduccid distingeix entre oviparitat,
ovoviviparitat i viviparitat. Aquesta classificaci6 pot ser util per descriure les
adaptacions reproductives en una classe particular, perd no és suficientment precisa
per descriure la diversitat reproductiva de tots els grups taxonomics. Per aquest motiu
Wourms et al. (1988) van definir tres modes basics de reproduccié dins I'oviparisme
del grup dels teleostis: ovuliparitat, zigoparitat i embrioparitat, en funcié de tres
processos reproductius clau: alliberament dels oocits per part de la femella,

fertilitzacio, i trencament o eclosié d’'un embolcall accessori.

L'ovuliparitat és el tipus més simple d’oviparitat i consisteix en la deposicié dels ous en
el medi extern per part de la femella, on posteriorment seran fertilitzats i es
desenvoluparan fins a I'eclosié o trencament d’'un o més embolcalls accessoris. En les
especies zigopares la fertilitzacié ja és interna i els ous fertilitzats o ginogenéticament
activats son alliberats després de ser retinguts en el tracte genital femeni durant un
curt periode de temps. En I'embrioparitat la fertilitzacié també és interna, pero I'ou és
retingut en el tracte genital femeni fins a desenvolupar-se un embrié definitiu. Aquest
sera alliberat en el medi extern, on es donara el trencament de I’embolcall de I'ou.
Finalment, el viviparisme es pot definir com el mode de reproduccié on els odcits son
fertilitzats internament, i sén retinguts i avancen en el seu desenvolupament en el
tracte genital femeni. L’eclosid coincideix o precedeix el part, i dona com a resultat un

peix de vida lliure.

La viviparitat dins la linia dels vertebrats va evolucionar en primer lloc en els peixos, i
posteriorment també ho va fer en tots els altres grups de vertebrats, excepte en
ocells. Els peixos, doncs, tenen la clau per entendre la viviparitat en vertebrats, i no
només perqué van ser els primers vertebrats vivipars, sin6 també perqué manifesten
la més elevada diversitat de graus de desenvolupament de la relacié6 embrié-mare
(Wourms et al., 1988). Dins els peixos, els teleostis presenten tot els tipus possibles
de modes reproductius, convertint-se aixi en el grup de vertebrats que presenta més
varietat de modes reproductius. Tot i que la major part s6n ovipars i nomeés unes 510
espécies han estat descrites com a vivipares, sén el segon grup, després dels
mamifers, que tenen un major nombre d’espécies vivipares (Wourms i Lombardi,
1992).
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Dins d’aquest context, I’estudi de grups de teleostis que presenten una gran varietat
de modes de reproduccié és especialment interessant per poder arribar a entendre les
diferents estratégies que han evolucionat a partir de I'oviparisme ovulipar més simple.
Un dels grups que presenta aquesta caracteristica és l'ordre Scorpaeniformes i
concretament, la familia Scorpaenidae, ja que en el seu si apareixen patrons de

reproduccid extremadament variats.

1.1. ANTECEDENTS

Els escorpénids o escoérpores son peixos marins i bentonics de mida mitjana, que
mesuren de 5 a 40 cm. El seu cos és moderadament comprimit i robust, amb un gran
cap proveit d'espines i expansions dérmiques. Es troben a les aigues fredes,
temperades i tropicals de tots els mars i, encara que la majoria sén costaners, alguns
viuen a profunditats de més de 2000 metres. Habiten en fons rocosos i alguers dels
fons tous (Whitehead et al., 1986), on representen la familia més important de
depredadors de la xarxa trofica, almenys al Mediterrani (Bell i Harmelin-Vivien, 1982,
1983; Khoury, 1984, 1987). La seva dieta és carnivora: inclou petits peixos, crustacis,
mol-luscs i altres invertebrats. S6n animals solitaris i de costums bastant sedentaris.
Es tracta d’especies intensament pigmentades i criptiques, que presenten una
distribuci6 més o menys transversal de taques irregulars capaces de fer diversos
efectes cromatics; aquesta propietat, unida a I'habilitat de romandre immobils, els fa
dificilment localitzables. La majoria posseeixen glandules de veri connectades amb els
radis espinosos de les aletes (Matallanas, 1990). Els escorpénids es consideren
comercialment importants al llarg de la conca mediterrania occidental. L’any 1985
varen ocupar, en pes, el segon lloc en el desembarcament de peixos a Told i el vuite i

nove, respectivament, a Nica i Marsella (Campillo, 1986).

Tal com s’ha dit anteriorment, una de les particularitats més destacables de la familia
Scorpaenidae, constituida per 56 generes amb aproximadament 388 espécies (Nelson,
1994), és la gran varietat de modes de reproduccié que presenta. Conté espécies
tipicament ovulipares de posta pelagica (que son la majoria), espeécies vivipares, i el
més interessant, espécies que presenten uns patrons reproductius que es podrien
situar en diversos estadis intermedis entre els dos extrems citats. S’hi troben espécies
vivipares matrotrofes, com la major part d'espécies del génere Sebastes: els seus

embrions es desenvolupen a l'interior de I'embolcall de I'ou durant quasi tota la
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gestacio, i eclosionen alguns dies abans del part. En el génere Sebasticus s’hi troben
també espécies vivipares, perd a diferéncia de I'espécie anterior, realitzen el part
immediatament després de l'eclosié dels ous (Wourms, 1991). Una altre espeécie,
Helicolenus percoides, presenta fertilitzacié interna i, tot i que tot el desenvolupament
embrionari es déna dins l'ovari de la femella, allibera els embrions dins una matriu
gelatinosa (Wourms i Lombardi, 1992). D’aquest mateix génere també cal destacar
Helicolenus dactylopterus, una espécie zigopara amb un cert grau d’embrioparitat: la
fecundacio és interna i les femelles sén capaces d’emmagatzemar els espermatozoides
durant llargs periodes de temps, en alguns casos fins a 11 mesos (Mufioz et a/., 1999;
2000; 2002a). L'emmagatzematge d’esperma té lloc en unes estructures criptals que
semblen derivar de I'epiteli lamel-lar, i sén probablement aquestes mateixes cél-lules
que conformen I'epiteli criptal que nodreixen els espermatozoides i els protegeix del
sistema immunitari de la femella (Vila, 2004). Els embrions, en un estadi més o
menys avancat son alliberats envoltats per una matriu gelatinosa, i és en el medi
extern on s’acabara el seu desenvolupament. | finalment, també hi ha géneres amb
fertilitzacid externa i desenvolupament ovulipar, com Scorpaena i Sebastolobus.
Wourms i Lombardi (1992) consideren que dins d’aquests dos géneres es produeix un
canvi de posta primitiva a especialitzada, ja que els ous s6n envoltats per una matriu
gelatinosa (Wourms i Lombardi, 1992). Dins aquest context, aquests dos géneres han
estat poc estudiats, i concretament, dins el genere Scorpaena I'nica espécie que s’ha
estudiat des d’aquest punt de vista és Scorpaena notata (Mufioz et al., 2002b i
2002c). Segons aquests autors, l'estructura ovarica d'aquesta espécie difereix de la
majoria de teleostis en una série de caracteristiques més propies d’'un ovuliparisme
meés especialitzat. Aquesta estructura sembla estar relacionada amb la produccio de la
matriu gelatinosa esmentada anteriorment, possiblement associada amb un procés
d’aparellament mascle-femella que facilitaria la immediata fusié dels gametes. Aixi
doncs, l'ovuliparisme del génere Scorpaena semblaria que és un ovuliparisme
especialitzat, i és precisament per aquesta rad que el nostre grup de recerca va decidir
aprofundir en I'estudi de la biologia reproductiva de les diferents espécies d’aquest

genere, concretament de S. porcus, S. scrofai S. elongata.
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Una de les espécies més comunes d'aquesta familia és I'anomenada escoérpora vera, 0
també escorpora fosca (Scorpaena porcus Linné, 1758). Aquesta espécie té el cap
gros amb uns ulls molt grossos i cobert d'espines, de les quals, les més
caracteristiques son les 2 preorbitaries (damunt les maxil-les) i les 2 o 3 suborbitaries.
Com en la majoria de les escérpores mostra clarament una depressié occipital. Un bon
caracter per a distingir aquesta espécie de les altres de semblants sén les escates
petites que recobreixen el seu cos, d'entre 65 i 70 a la linia lateral (Matallanas, 1990).
La féormula de les aletes és D XII-XI11+9-11, A 1II+5-6 i P 16-18 (Bauchot i Pras,
1993). La seva coloracié és molt variable i normalment criptica (Corbera et al., 1996).
Sol tenir un color marronds o rosat, sovint amb una taca grisosa entre els radis
espinosos 8 i 9 de l'aleta dorsal, i tres franges verticals a I'aleta caudal (Fisher et al.,
1987). La seva longitud maxima habitual és de 150 mm de longitud, tot i que pot
arribar a 250 mm (Whitehead et al., 1986).

Es una espécie estrictament bentonica i litoral, de costums sedentaris i solitaris, que
habita principalment en fons de roca i alguers, des de poca profunditat fins a 800 m
(Whitehead et al., 1986). S'alimenta de peixos petits bentonics (com gobids, blénnids,

tripterigids, etc.), crustacis i altres invertebrats (Matallanas, 1990).

Viu a tot el Mediterrani, incloent el mar Negre; i a I'Atlantic oriental, des de Gran
Bretanya fins al Marroc, les Acores i les llles Canaries. Ocasionalment s'ha trobat al
Senegal (Whitehead et al., 1986). Es objecte de pesca semi-industrial i artesanal. Es

pesca amb nansa, tremall i palangres de fons (Fisher et al., 1987).

La seva morfologia va ser descrita per Cadenat (1943) i Eschmeyer (1969). Existeixen
alguns treballs relacionats amb el seu creixement (Kaim-Malka i Jacob, 1985; Bradai i
Bouin, 1988), dieta (Harmelin-Vivien, 1989), i cariotip (Giles et al., 1988). Pel que fa a
la reproduccié se n'ha descrit la morfologia de I'ou i la larva (Raffaelle, 1888; Fage,
1918; Sparta, 1956), la talla de maduracid, proporcié sexual, eépoca de posta i
fecunditat (Bradai, 1991), i fins i tot, la dinamica de lipids relacionada amb la
maduracio i posta (Shchepkin, 1971). Tot i aixd, no hi ha cap treball que descrigui la

seva estructura gonadal ni els processos d'oogenesi i espermatogéenesi.

L'escorpora cap-roja, cap-roig o polla (Scorpaena scrofa Linné, 1758) es diferencia de
la resta d’escorpénids, entre altres caracters, per la preséncia d'una serie d'apéndixs
cutanis a la linia lateral, a la mandibula i a la part inferior de I'opercle, i uns altres de

menys desenvolupats al damunt dels ulls. Presenta 3 0 4 espines a I'os preorbitari i de
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2 a 4 a l'os suborbitari. Recobert d'escates ctenoides, a la linia lateral se'n compten
unes 45 (Matallanas, 1990). La numeraci6 de radis de les aletes és D XI-XI1+9-10, A
111+5-6 i P 18-20 (Bauchot i Pras, 1993). La coloraci6é és molt variable, des d'un color
vermellds fosc a un rosat groguenc. Té abundants taques fosques i clares al llarg de
cos i una taca negra a l'aleta dorsal, normalment entre el sisé i onzé radi espinés
(Fisher et al., 1987). Alguns exemplars pescats amb palangre de fons poden arribar a
fer 500 mm de llargaria, pero la mida més comuna dels exemplars que apareixen als

tremalls o als arts de rossec és d'uns 300 mm (Matallanas, 1990).

El cap-roig és una espécie comuna als fons de roca, les graves coral-lines i les sorres
fangoses entre 20 i 200 m de profunditat; els joves freqliienten especialment les arees
rocoses (Matallanas, 1990). Es d'habits sedentaris i solitaris, i s'alimenta

essencialment de peixos, mol-luscs i crustacis (Whitehead et a/., 1986).

Es una espécie molt comuna al mar Mediterrani, a excepcié del mar Negre. També ha
estat registrada a I'Atlantic oriental des del canal de la Manega fins al Senegal,
incloent les illes Agores, Madeira, les Canaries i les del Cap Verd (Matallanas, 1990).
Es pesca de forma semi-industrial i artesanal amb tremall, arts de rossec, nanses i

palangres de fons (Fisher et al., 1987).

Aquesta especie també va ser descrita per Cadenat (1943) i Eschmeyer (1969). S’han
realitzat els mateixos estudis de creixement (Kaim-Malka i Jacob, 1985; Bradai i
Bouin, 1988) i dieta (Harmelin-Vivien, 1988), que en l'espécie anterior; ara bé, tot i
que existeixen treballs que fan referéncia a la morfologia de I'ou i la larva (Sparta,
1956), i a la proporci6 sexual i periode de reproduccid (Bradai, 1991), es desconeixen

la majoria d’aspectes relacionats amb la seva reproduccia.

La tercera espécie que s’ha estudiat és l'escérpora allargada (Scorpaena elongata
Cadenat, 1943), una espécie que es confon freqientment amb la S. scrofa. Realment
sOn dues espécies molt semblants, pero la S. elongata té el cap més allargat i amb la
depressid occipital poc accentuada; I'ull també el té més gros i presenta 2 espines a
I'os preorbitari i 3 0 4 al suborbitari. No presenta apéndix cutanis mandibulars, pero
en canvi, presenta grans apéndixs dérmics a la regidé suborbitaria i opercular
(Matallanas, 1990). El nimero d’escates ctenoides de la linia lateral és de 45 a 50
(Matallanas, op. cit.; Fisher et al., 1987; Whitehead et al., 1986). La formula de les
aletes és D XI11-8-10, A Il11-5, P 18-20 (Bauchot i Pras, 1993). La coloraci6 és variable,

freqientment groc rosat amb el cap marronds. Sovint presenta a la part posterior de



Introduccio general: Antecedents

I'aleta dorsal una taca marro, tot i que no és molt conspicua. Normalment fa uns 250

mm, tot i que pot arribar fins una talla maxima de 500 mm (Whitehead et a/., 1986).

Es una espécie que habita fons rocosos o arenosos de 150 a 600 m (Bauchot i Pras,
1993), i s’alimenta sobretot de peixos i crustacis (Matallanas, 1990; Whitehead et al.,
1986; Fisher et al., 1987).

Es distribueix per la Mediterrania i I’Atlantic oriental, des de Gibraltar fins a Senegal
(Matallanas, 1990). Es pesca de forma artesanal al rossec, amb tremall i també amb

palangre de fons (Fisher et al., 1987).

La S. elongata, descrita per Cadenat (1943), és I'’espécie menys estudiada de les que
es presenten en aquest treball. Només apareix en els treballs de Raffaele (1888), on
s’indica la preséncia d’'una massa mucosa que engloba la posta; i de Marinaro et al.
(1972), on descriuen, amb poc detall, les dimensions dels oocits que formen aquesta

posta.

Tenint en compte les destacades peculiaritats en la biologia reproductiva d'aquest
genere i I'escassa informacio que se’n té, la descripcié detallada de I'estructura de les
gonades i del procés de gametogenesi d’aquestes tres espécies, i en general de totes
les espécies que presenten aquest tipus d'oviparisme especialitzat, pot representar un
pas important per a entendre i interpretar com han evolucionat els modes

reproductius en dels peixos.
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Objectius del treball

2. OBJECTIUS DEL TREBALL

El treball de recerca que es presenta s'emmarca dins la linia d'investigacié del Grup de
recerca de Biologia Animal: Ictiologia, de la Universitat de Girona, i forma part d'un
projecte de recerca més ampli (PB98) que té per objectiu la caracteritzacié de les

modalitats de reproduccié en escorpenids.

Els objectius principals d’aquest treball d’investigacio son:

Estudiar la biologia de la reproducci6 de tres escorpénids, Scorpaena porcus, S. scrofa
i S. elongata. S’ha escollit aquestes espécies perque dins el génere Scorpaena son les
espécies més abundants a les nostres costes, tenen interés comercial, i es té molt
poca informacié de la seva biologia reproductiva. Es vol analitzar I'estructura gonadal,

la gametogénesi, el cicle anual i la fecunditat d’aquestes tres espécies.

Aprofundir en el coneixement dels diferents graus d’'especialitzacié dins I'oviparisme.
Es pretén fer émfasi en aquells trets inusuals que difereixen del qué s’ha descrit fins
ara per la majoria de les espécies ovipares de teleostis, i relacionar-los amb
I'estratégia reproductiva de les espécies que els presenten (comportament
reproductiu, aparellament dels individus, tipus de posta, etc.). L’estudi d’aquest mode
de reproduccid pretén aportar dades per aprofundir en I'analisi de I'evolucié dels

modes i estratégies de reproduccié dins la familia Scorpaenidae.

Cal comentar que la descripcié de tots els aspectes de la biologia reproductiva que ens
haviem proposat analitzar en un principi per les tres espécies, s’ha pogut dur a terme
totalment en el cas de S. porcus. Les altres dues espécies, S. scrofa i S. elongata, es
pesquen en menys freqliéncia que l'anterior, sobretot S. elongata, de manera que
s’han obtingut menys exemplars i només d’alguns mesos. Tot i aix0, s’ha descrit tota
I'estructura gonadal i la gametogénesi de S. scrofa, tant de mascles com de femelles, i
s’ha aportat dades del seu cicle anual i fecunditat. En el cas de S. elongata s’ha pogut

descriure la seva estructura ovarica i el procés d’oogénesi.
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Material i méetodes: Material Recol-lectat

3.1. MATERIAL RECOL -LECTAT

3.1.1. PROCEDENCIA DELS EXEMPLARS

Tal com s’observa a les taules 1 i 2, la majoria dels exemplars utilitzats per aquest
estudi procedeixen de I’embarcacié "LUPI", atracada al llarg de I'hivern al port de Sant

Feliu i a I'estiu amarrada a Tossa.

Una altra part dels exemplars provenen de tres campanyes oceanografiques que
realitza I'lEO (Institut Espanyol d’Oceanografia) per a l'avaluacié dels recursos
pesquers del Mediterrani. Aquestes tres campanyes es van realitzar amb el vaixell
oceanografic "Cornide de Saavedra" el juny de 2000 (MEDITS_ESO0005, IEO-Malaga,
Espanya), i el maig de 2001 (MEDITS_ES0105 IEO-Malaga, Espanya), 2002
(MEDITS_ES0205 IEO-Malaga, Espanya), 2003 (MEDITS_ES0305 IEO-Malaga,
Espanya) i 2004 (MEDITS_ES0405 IEO-Malaga, Espanya).

Cal comentar que Il'espécie Scorpaena scrofa també s’ha obtingut d'una altra
campanya, la campanya LANCO 0603, financada per IEO/SGPM (Secretaria General de
Pesca Maritima), duta a terme amb I'embarcacié “Calypso” a la reserva marina de les

Colombrets.

Finalment, una part més petita del material recol-lectat procedeix del bot "Xavega",
amarrat a la platja del Port-Bo a Calella de Palafrugell, de I'embarcacié “Na Foguera”

de Mallorca, i de la peixateria “Peixos Sard” de Llancga.

Quan el material proporcionat no era suficient, es compraven exemplars a la llotja de
Palamds. Malgrat que es vigilava que els exemplars fossin el més frescos possible, cal
tenir en compte que en aquest cas existia un interval de temps més o menys llarg

entre la captura i la fixaci6.
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Taula 1. Nombre total d’exemplars recol-lectats de Scorpaena porcus

LLOTJA DE NA
LUPI MEDITS XAVEGA PALAMOS  FOGUERA TOTAL
F M I F M F M I F M 1 F M I MENSUAL

Gener 2 - - - - - - - - 5 - - - - 7

Febrer 6 4 - - - - - - - - - - - - 10

Marg 6 6 - - - - - - - - - - - - 12

Abril 7 3 - - - - - - - - - - - - 10

Maig 16 7 - 16 14 - - - - - - - - - 53

Juny 13 20 - 9 24 11 - - - - - - - 68

Juliol 9 32 - - - 2 5 1 1 - - - - - 50

Agost 3 1 - - - 11 - 4 1 - - - - 11

Setembre 8 9 - - - 1 - - - - - - - 18

Octubre - - - - - - - - 1 1 - - - - 2

Novembre 2 - - - - - - 6 1 - 3 - - 12

Desembre - - - - - - - - 3 2 - - - - 5

Subtotal 72 82 0 25 38 5 7 1 15 10 O 3 0O

TOTAL 154 63 13 25 3 258

Taula 2. Niamero total d’exemplars recol-lectats de Scorpaena scrofa

LUPI MEDITS XAVEGA LPL EL-EG ODSE PE:EAAJE?A CALYPSO TOTAL
MENSUAL
F M | FMI FMI F M I F M 1 F

Gener 3 2 - - - - - - - - - - - - - - - 5
Febrer 2 2 1 - - - - - 1 2 - - - - - - - 8
Marg 4 1 - - - - - - - - - - - - - - 5
Abril -1 1 - - - - - - - - - - - - - - 2
Maig 7 - 1 12 - - - - 2 1 - - - - - - - 14
Juny 3 1 1 -31 - - - - - - - - - 5 17 - 31
Juliol 6 3 2 - - - -1 3 - - 2 4 - - - - 21
Agost 6 - 1 - - 1 - - - 2 - - - - - - - 10
Setembre 2 - 2 - - - - - - - - - - - - - - 4
Octubre - - - - - - - - -1 - - - - - - - 1
Novembre 2 2 - - - - - - 2 1 - - - - - - - 7
Desembre 2 5 - - - - - - 2 2 - - - - - - - 11
Subtotal 37 16 10 1 51 1 01 10 9 O 2 4 0 517 0
TOTAL 63 7 2 19 6 22 119
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Taula 3. Niumero total d’exemplars recol-lectats de Scorpaena elongata.

LLOTJA PEIXATERIA
LUPI MEDITS =~ XAVEGA o1 avios MALLORCA "5/ A TOTAL
F M I FMI FMI EMI1 FM1 F M | MENSUAL
Maig - - 1 17 8 7 - - - - - - - - - - - - 33
Juny - - - 3 2 - - - - - oo o o oo 5
Juliol - - - - - - - - -2 - oo o oo 2
Novembre - - - - - - - - -2 - - - - - - 1 - 3
Desembre - - - - - - - - - 1 2 - - - - - - - 3
Subtotal O O 1 2010 7 0 0 O 5 2 0O O O O O 1 O
TOTAL 1 37 0 7 0 1 46

3.1.2. EXEMPLARS UTILITZATS PELS DIFERENTS ANALISIS

ANALISI HISTOLOGICA

Taula 4. Exemplars observats al microscopi optic.

. mascles femelles
Especie
N rang de Ls (mm) N rangde Ls (mm)
S. porcus 57 90-215 42 92-218
S. scrofa 24 149-395 31 118-356
S.elongata 8 114-232 12 152-384

ANALISI ULTRAESTRUCTURAL

Taula 5. Exemplars processats per I’estudi al microscopi electronic.

. mascles femelles
Especie
N rang delLs (mm) N rang deLs (mm)
S. porcus 6 123-185 4 116-202
S. scrofa 8 214-410 3 212-290

Del material processat es van escollir per a I'observaciéo al microscopi electronic de
transmissié (TEM) 6 mascles i 2 femelles de S. porcus, i 5 mascles i 2 femelles de S.

scrofa.
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FECUNDITAT

Taula 6. Exemplars utilitzats per I’estudi de la fecunditat.

. femelles
Especie
N rang de LS (mm)
S. porcus 12 104-199
S. scrofa 5 199-356

També es va fer el comptatge de dues postes de Scorpaena porcus obtingudes al juny
del 2003 i al juliol de 2004.
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3.2. METODES

3.2.1. RECOL -LECCIO | FIXACIO DE LES MOSTRES

Tot i que el mostreig més intens es va fer entre els anys 2000-2002, s’ha continuat
recol-lectant mostres fins a I'agost de 2004, amb més o menys freqiiéncia segons la

necessitat.

Taula 7. Caracteristiques del mostreig:

Barca Port Art de pesca Zona de pesca Fondaria Patré

Sant Feliu tremall i Sant Feliu de
LUPI . Guixols-Tossa 10-25m Toni Macaia
de Guixols nanses

de Mar
. litoral L
Cornide de -- arrossegament mediterrani 10-800 m Luis Gil de Sola
Saavedra . (cap de campanya)
peninsular
Xavega Calella de tremall Calella de 10-15m Josep Maria Sabat
Palafrugell Palafrugell
Calypso St. Car[e; tremall llles Columbrets 35-65 m Xavier Navarro
de la Rapita
Na Cala Ratjada tremall Bad_la de Cala 28-30 m Jaume Barcel6
Foguera Ratjada

MORFOMETRIA | ANALISI HISTOLOGICA

En el cas de I'embarcacié “LUPI”, el mostratge va ser de frequéncia mensual entre el
juny de 2000 i el desembre de 2002. A principis de mes es deixava a I'embarcacio
bidons amb formol al 10%. D’aquesta manera, quan es capturava un exemplar de les
especies objecte d’estudi el pescador l'introduia immediatament en el bidd, quedant
aixi rapidament fixat. Al mes segient, quan s’anava a recollir el bid6é ple de mostres,
se'n deixava un altre de buit per les captures segients. Després d’aquest periode, es
van continuar aconseguint exemplars d’aquesta embarcacié de forma més esporadica

per tal d’acabar d’aconseguir individus de tots els mesos.

En tots els altres casos la freqiéncia de mostreig era molt més variable, pero el

material també es formolitzava immediatament després de ser capturat.

Un cop fixats, els exemplars s'introduien en bidons amb formol al 4% per a la seva

conservaci6. S’han capturat exemplars fins a I’agost del 2004.
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ANALISI ULTRAESTRUCTURAL

En aquest cas el mostreig es centrava sobretot en les époques de posta, per tal de
poder trobar tots els estadis de desenvolupament de les cél-lules germinals. El
procediment va ser diferent que I'anterior perqué per observar al microscopi electronic
és imprescindible treballar amb material fresc. El pescador guardava els exemplars
amb aigua de mar des que eren capturats fins que arribaven a port. En el port mateix
es procedia a la disseccid dels individus i a la fixaci6 de les gonades amb

paraformaldehid (2%b) i gluteraldehid (2,5%) en tampé cacodilat 0.1M.

3.2.2. CARACTERS MORFOMETRICS | GRAVIMETRICS

Cada exemplar es va marcar amb un codi que conté el nom de I'espécie, I'any, el mes
i, per dltim, un namero identificatiu de I'individu. En primer lloc es va mesurar i pesar
I'exemplar sencer, i a continuacio es va procedir a la seva disseccid: es van separar
les gonades, el fetge, I'estdmac, i, en cas d’existir, el greix del voltant de les visceres.
Es tornava a pesar I'exemplar després d’eviscerar i s’emmagatzemava una altra
vegada amb formol al 4%, correctament etiquetat. La determinacié del sexe es va fer
macroscopicament, tot i que en els casos dubtosos s’analitzava una petita mostra de
la gonada al microscopi oOptic. Una vegada determinat el sexe de l'individu, es van
pesar separadament les gonades, el greix i el fetge. Les gonades i el greix es van
guardar, degudament marcats, amb alcohol de 70°. El mateix es va fer amb I'estdmac

per possibles futurs estudis d’alimentacio.

Els caracters morfomeétrics i gravimetrics mesurats han estat els segients (entre

parentesi s’especifica I'’eina utilitzada en cada cas):

- Longitud total (ictiometre): distancia minima en linia recta horitzontal, entre
I'extrem més anterior del morro i I'extrem posterior de I'aleta caudal, presa amb

precisiéo de mm.

- Longitud estandard (ictiometre): distancia minima en linia recta horitzontal, entre
el morro i I'extrem posterior de la columna vertebral, presa amb precisié de mm.
Pels diferents analisis morfomeétrics s’utilitza aquesta longitud i no la longitud total
ja que és el parametre que s’usa en la majoria de la bibliografia existent, i, per

tant, facilita les comparacions.
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- Longitud pre-anal (ictiometre): distancia horitzontal, entre el morro i el marge

anterior de I'aleta anal, presa amb precisiéo de mm.

- Pes total (balanca Sartorius 1103): pes total de I'exemplar abans de I'evisceracio,

amb una precisio de 0,1 g.

- Pes eviscerat (balanca Sartorius 1103): pes de l'individu, un cop eviscerat, amb

una precisio de 0,1 g.

- Pes de les gonades (balanca Precisa 125A): pes de les gonades, pres amb una

precisio de 0,1 mg.

- Pes del fetge: I'eina utilitzada i la precisié de mesura son les mateixes que en

cas anterior.

3.2.3. PROCESSAMENT DE LES MOSTRES

La metodologia del treball es basa en I'estudi macroscopic, microscopic

el

ultraestructural de les gonades de les dues espécies escollides. Es considera que

I'analisi histologica del desenvolupament gonadal és el métode més detallat a I’hora

de

determinar els patrons reproductius dels teleostis (Wallace i Selman, 1981; West,

1990), malgrat que també és el que requereix més temps.

MICROSCOPIA OPTICA

Les mostres es van incloure tant en parafina com en 2-hidroxietil metacrilat o glicol

metacrilat (GMA). Per una banda la parafina permet obtenir més informacié de

la

mostra perqué permet utilitzar un major nombre de tincions diferents, i també

realitzar estudis immunohistoquimics; per l'altra banda, amb I'hidroxietil metacrilat

es

poden fer uns talls més fins i més nitids, i per tant obtenir unes mesures mes

acurades i unes millors microfotografies. El processat de les mostres és diferent

segons es vulgui incloure en parafina o en glicol metacrilat.
Parafina:

a. Deshidratacio. Petits fragments de la part anterior, central i posterior de
les gonades conservades amb alcohol 70°, es van deshidratar en la série
alcoholica seglient: alcohol 96° (2 canvis, el primer d'1,5 hores i el segon

d'l hora) i alcohol 100° (3 canvis d'1l hora cadascun).
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Seguidament es van submergir en esséncia d'eucaliptol durant 12-24

hores.
Imbibicio. 2 canvis en xilol d'1 hora cadascun.

Inclusio. es va utilitzar parafina pF 56-58°C Panreac (2 canvis, un de 5,5
hores i l'altre de 3 hores minim). Posteriorment les mostres es van
transferir en uns motlles de plastic amb parafina fosa a 60°C i es van posar
a refredar en un recipient amb gel per tal que la parafina es solidifiqués i

es formessin els blocs.

Microtormia. Els blocs es van seccionar mitjancant el microtom de rotacio
Medin en gruixos d’entre 8 i 12 u, depenent de I'estat de maduraci6 de la

gonada. Es van obtenir seccions transversals i longitudinals.

Glicol metacrilat (GMA):

24

a. Deshidratacio. La série alcoholica utilitzada per a la deshidratacié dels

fragments de gonada que es volien incloure en hidroxietil metacrilat va ser
exactament la mateixa que en el cas del métode de la parafina, amb un

pas meés al principi en alcohol de 80° (1 hora).

Inclusio. Es va seguir el métode d'inclusié per polimeritzacié en fred,

descrit per Bonet i Molinas (1983):

Solucid infiltradora: 2-hidroxietil metacrilat (GMA) (monomer), 80ml; 2-

butoxietanol (regulador), 8ml; i benzoil peroxid (polimeritzador), 0,5g.

Solucié promotora: CARBOWAX, 8ml; i N-N dimetilanilina, 1ml

Les mostres es van transferir a la solucid infiltradora (2 canvis de 12 hores
cadascun). Seguidament es van disposar en recipients de plastic (polietile)
d'l ml de volum, orientant-les segons el pla en qué es volia tallar, i s'hi va
injectar una barreja de la solucié infiltradora amb la promotora en
proporcio 42:1 (preparada en un bany de gel). Finalment es van col-locar

els motlles a la nevera a 4°C per qué es donés la polimeritzacio.

Microtomia. els blocs es van seccionar en un microtom Autocut 1150

Reichert-Jung, obtenint talls de 5um de gruix.



Material i metodes: Metodes

Meétode per congelacio:

Una de les mostres de S. scrofa també es va incloure segons el métode per

congelacio per tal de detectar la possible preséncia de lipids.

Les mostres fresques es van submergir durant 30 segons en el liquid d'immersié o
transferéncia, metil buta, préviament refredat amb N, liquid. Després les mostres
congelades es van col-locar sobre un suport de metall, es van cobrir amb el medi
d'inclusié de la casa Reichert-Jung i es van deixar dins el criotom a -35°C per tal
que es solidifiqués. Posteriorment es van tallar amb un criotom Criocut-1800
Reichert-Jung a -35°C. Les seccions obtingudes, de 12 i 16 pm de gruix, es van
recollir en portaobjectes previament banyats amb col-loid6 i es van deixar assecar

a temperatura ambient.

Estudi histologic i histoquimic

Parafina. Les seccions obtingudes van ser desparafinades amb xilol (2 canvis de 15
min cadascun) i rehidratades amb una série alcoholica abans de procedir a la seva
coloracié. Es van utilitzar les tincions histologiques d'hematoxilina-oosina com a
coloracié general, la tricromica de Mallory, i la tricromica de Van Gieson per a la
deteccié de fibres de col-lagen. Les tincions histoquimiques emprades van ser la
reaccio de PAS (Acid Periodic-Schiff) per a la demostracié de mucopolisacarids neutres
i la coloraci6 de blau d’alcia a pH 2,5 i pH 1, pels mucopolisacarids acids carboxilats i

mucopolisacarids acids sulfatats, respectivament (Kiernan, 1990).

GMA. La hidrofilia del material GMA permet la utilitzacié directa dels colorants en
solucié aquosa sense necessitat de desplastificar ni rehidratar (Bonet i Molinas, 1983).
Les tincions utilitzades van ser blau de metilé-fuxina basica, blau de toluidina i blau
alcia-PAS, que permet diferenciar els mucopolisacarids neutres, PAS positius, dels
mucopolisacarids acids, positius en la coloracié en blau d'alcia (Bonet i Huguet, 1985).

En alguns casos també es van tenyir amb hematoxilina-eosina i fast-green.

Meétode per congelacio. Les seccions obtingudes al criotom es van tenyir amb Negre

Suda B per determinar la preséncia o abséncia de lipids.
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Estudi immunohistoquimic de proliferacié cel-lular per PCNA (“Proliferating cell nuclear

antigen™)

Aquesta tecnica va ser utilitzada per la deteccié de I'activitat de proliferacié cel-lular

durant les diferents etapes del cicle anual.

L'antigen nuclear de proliferacié cel-lular (PCNA) és una proteina nuclear no histonica
altament conservada de 36 KDa, que forma part de la DNA polimerasa & (Miyachi et
al., 1978; Tan et al., 1986; Prelich et al., 1987) i que té un paper clau en la replicaci6
i reparaci6 del DNA (Waga i Stillman, 1994). S’expressa en el nucli amb una expressi6
maxima en les fases S i G2 del cicle cel-lular (Hall et al., 1990). La PCNA permet
detectar cél-lules en totes les fases actives del cicle cel-lular (Foley et al/., 1991) i per
tant és més sensible que els métodes tradicionals que son especifics de la fase S
(Ortego et al., 1995).

Seccions de 5 pm de gruix inclosos en parafina, es van processar seguint el seguent

protocol:

a. Desparafinat amb xilol (tres canvis de cinc minuts cadascun) i rehidratacio
en una serie alcoholica decreixent: etanol 100% (2 canvis de 5 min

cadascun), 95% i 70% (1 canvi de 3 min cadascun).

b. Rentat en PBS (Tampo fosfat sali, tampd fosfat 10 mM, clorur sodic 140

mM, pH 7,2) durant 5 min.

c. Bloqueig de la peroxidasa endogena amb peroxid d’hidrogen (H20,) al 3%,

durant 10 min a temperatura ambient
d. Rentat de les seccions en PBS, fent tres canvis de 5 min cadascun.

e. Degut a I'emmascarament que generen els fixadors sobre els antigens,
abans de realitzar la immunomarcacio, es va procedir a recuperar-los amb
un metode de “retrival”’. Es van submergir els talls en una solucié de citrat
sodic (1,47 g en 500 ml d’aigua milliQ a pH 6), i es va escalfar en un
microones a 800 W de poténcia durant 9-10 minuts (ha de bullir uns dos

minuts). Posteriorment es deixa refredar durant una mitja hora.
f. Rentat en aigua milliQ.

g. Bloqueig dels llocs inespecifics d’'unié amb PBS amb 1% de sérum de cabra

(“normal serum”) durant 15 minuts.
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h. Incubacié overnight de les seccions amb I'anticos primari per PCNA (anticos
monoclonal de rata PC10 anti-PCNA; Chemicon international Inc., USA &

Canada) en una dilucié 1:200 en tampd PBS amb 1% de sérum.
i. Rentat en PBS, tres canvis de cinc minuts.

A partir d’aqui, per la deteccié de I'anticos primari es va utilitzar un kit de
deteccié (“Immunoperoxidase Secondary Detection System”) (Chemicon

International, USA & Canada).

j. Incubacié amb els anticossos secundaris de cabra contra I'anticos de ratoli
IgG i contra anticos de conill 1gG, diluit en PBS durant 10 min a

temperatura ambient.
k. Rentats en TBS (tampd Tris sali) fent tres canvis de 5 minuts cadascun.

I.  Incubar amb Estreptoavidina HRP diluida amb tampé TBS a temperatura

ambient durant 10 min.
m. Rentat en TBS, tres canvis de cinc minuts.

n. Revelat de les marques en una solucié de 3,3’ diaminobenzidine i peroxid
d’hidrogen diluits en TBS. Les seccions van ser revelades durant uns 10
minuts, sempre sota la observacié constant en el microscopi Optic. La

reaccié es va parar rentant els talls en aigua milliQ.
0. Contrastat de les mostres en hematoxilina de Mayer durant 1 minut.
p. Rentat amb TBS.
g. Rentat amb aigua milliQ.
r. Muntatge amb Aquatex.

L'eficacia de la técnica es va comprovar mitjancant controls negatius que van ser

tractats amb PBS amb 1% de sérum, en comptes de I'anticOs primari.

Reactius:

Tampo PBS (10 mM de tampd fosfat i 140 mM de NaCl, a pH 7,2): es prepara una
solucié deu vegades concentrada (10x) barrejant 32,73 g de NaCl, 5,34 g Na,HPOy, i
1,555 g de NaH,PO, en 400 ml d’aigua milliQ. Just abans de ser utilitzat es dilueix a

una soluci6é 1x.
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Totes les seccions obtingudes, tant per inclusié en parafina, com en GMA, com pel
meétode per congelacid, van ser observades al microscopi optic de camp clar Olympus
Bx40. Per a les microfotografies es va utilitzar un pel-licula de tungsté per a

diapositiva en color 160 ASA.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISSIO

Pel processament de mostres per I'estudi ultraestructural, es va seguir el protocol
descrit per Robards i Wilson (1993):

a. Fixacio. Les mostres fresques es van fixar, en el mateix moment d’obtenir-
les, en una mixtura de paraformaldehid 2% - glutaraldehid 2,5% amb
tampod cacodilat 0,1 M. Després de la fixacié de 2 h a 4°C, es van fer dos
rentats de 2 hores cadascun amb tampé cacodilat 0,1 M. Finalment es va

deixar la mostra amb el tampd cacodilat tota la nit.

b. Post-fixacio. Aquesta es va realitzar en Osmi a I'1% en tampé cacodilat, a

4°C durant una hora. El rentat es va fer en tampé cacodilat 0,1 M.

c. Deshidratacio. Les mostres es van deshidratar seguint la série acetonica

seguent:

Acetona 50° (1 canvi de 10min)

Acetona 70° (2 canvis de 10 min cadascun)
Acetona 90° (3 canvis de 10 min cadascun)
Acetona 96° (3 canvis de 10 min cadascun)

Acetona 100° (3 canvis de 10 min cadascun)

d. Imbibicio i inclusio. Les mostres es van incloure en resina SPURR, seguint

la série seguent:

Spurr-acetonal00° 1:3 (2 hores)

Spurr-acetona 100° 2:2 (2 hores)

Spurr-acetona 100° 3:2 (3-4 hores)

Spurr (2-5 hores)

Spurr (tota la nit)

Spurr (2 hores)

A continuacio6 les mostres es van transferir a uns motlles de silicona plens

de resina Spurr tenint en compte la seva l'orientacié. Es va deixar
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polimeritzar la resina durant 48 hores a I'estufa a 60°C i entre 2-3 hores a

fora |'estufa.

e. Piramidat. El piremidotom que es va utilitzar va ser Leica Reichert ultratrim

del servei de microscopia de la UdG.

f. Obtencio de semifins. Es van fer seccions d'l pm de gruix amb
I'ultramicrotom Reichert (Austria) model OM U2 amb una ganiveta de vidre
també del servei de microscopia de la UdG. Posteriorment aquests talls es
van tenyir amb blau de metilé, i es van observar al microscopi oOptic Leica
DMR-XA. Amb aquests talls es localitzaren les zones d’interés per ser

observades al microscopi electronic de transmissio.

g. Ultramicrotomia. Un cop escollida la zona d’observacié, es va tornar a
piramidar i es van fer talls ultrafins d’entre 60-90 nm de gruix. Els blocs es
van tallar amb el mateix ultramicrotom citat anteriorment, perdo amb la

ganiveta de diamant Diatome 45.

h. Contrastat. Els talls ultrafins es van contrastar amb acetat d'uranil durant
30 minuts a les fosques i amb citrat de plom durant 10 minuts (Reynolds,
1963) en presencia de NaOH. El NaOH es va utilitzar per captar el CO,
atmosferic i aixi evitar I'aparicié de precipitats de carbonat de plom que es

formen per la interacci6 del CO; i el citrat de plom.

Reactius:

Fixador: Barrejar 25 ml de paraformaldehid al 8%, 10 ml de gluteraldehid al 25% i 50
ml de tampd cacodilat 0,2 M a pH 7,4, i enrasar amb aigua destil-lada fins a

100 ml.

Tampo cacodilat 0,2 M i a pH 7,4: 2,14 g en 50 ml d’aigua destil-lada. Afegir-hi HCI
fins arribar a pH 7,4

Acetat d'uranil 2% aquds: Afegir 0,1 g en 5 ml d’aigua destil-lada, i deixar dissoldre

uns 30 min.

Citrat de plom (Reynolds, 1963): Afegir 1,33 g de Pb(NO3),, 1,76 g de
Naz(CeHs07).2H,O en 30 ml d’aigua destil-lada. Agitar durant 30 minuts i
posteriorment afegir-hi 8 ml de NaOH 1 N. Enrasar amb aigua destil-lada

bullida fins a 50 ml.
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Finalment, els talls es van examinar en un microscopi electronic de transmissioé Zeiss
EM-910 del Servei de Microscopia de la Universitat de Girona. Per a les
microelectrografies es va utilitzar la pel-licula Kodak Electron Microscope Film ref.

4489, especial per a microscopia electronica.

3.2.4. ANALISIS REALITZADES

ESTRUCTURA DE LA GONADA

Un cop obert el peix i just abans d’extreure completament la gdonada, s’observava a ull
nu la ubicacié de la gonada dins la cavitat abdominal, i en relaci6 als diferents organs.
A continuacié s’extreia totalment la gonada i s’analitzava la seva estructura general
sota una lupa binocular. Per a poder descriure la seva organitzacié interna, les

mostres també van ser analitzades mitjangcant el microscopi optic.

GAMETOGENESI

Els estadis de desenvolupament de l'odcit es van determinar seguint els criteris
establerts per Selman i Wallace (1989) i West (1990); i pel que fa a les cel-lules

germinals masculines, els aplicats per Selman i Wallace (1986).

En el desenvolupament de l'oocit distingim tres fases en funcié dels seus trets
morfologics. La fase de creixement primari que fa referencia a I'oogonia i els estadis
cromatina-nucleolar i perinucleolar; la fase de creixement secundari, que inclou
I'estadi d’alvéols corticals i els estadis vitel.logenics, i finalment, la fase de maduraci6.
La mesura dels diametres oocitaris es van realitzar mitjancant un sistema d’analisi
d’'imatges (Scion Image). La mida de les cél-lules germinals femenines es va obtenir
fent la mitjana entre els diametres maxim i minim dels oodcits seccionats pel nucli. El
quocient nucleoplasmatic (NPR) es va calcular com NPR=Vn/(Vc-Vn), on Vn és el

volum del nucli i Vc el del citoplasma.

A l'espermatogénesi també distingim tres fases principals. La primera fase o
espermatocitogenesi fa referéncia a la formaci6 dels espermatocits primaris a partir de
les espermatogonies; la segona fase és aquella en qué es dona la meiosi, formant-se
els espermatocits secundaris i les espermatides; i, a la darrera fase o espermiogénesi,

es dona la transformacié de les espermatides a espermatozoides. Els diametres
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nuclears de les cél-lules sexuals masculines es van mesurar a partir de les imatges

obtingudes al microscopi electronic.

CICLE ANUAL | FECUNDITAT

A I'hora d’estudiar a fons la biologia de la reproduccié d'una espeécie, cal també

analitzar el seu cicle anual i la seva fecunditat.

Cicle anual de les gonades

Es van analitzar les fases de maduraci6 de les gdonades femenines i masculines al llarg
del cicle reproductor de S. porcus i S. scrofa. Els ovaris es classifiquen en
previtel-logénics, vitel-logénics i madurs o en posta, en funcid del tipus d’oocit més
desenvolupat que contenen (West, 1990). Per I'estadi de maduracio dels testicles es
va tenir en compte el criteri establert per Grier (1981), tot i que s’ha modificat
lleugerament degut a l'especialitat de I'estructura del testicle d’aquesta especie.
Podem dividir el testicle en 5 estadis: proliferacié d’espermatogonies, maduraci6

inicial, maduracié mitjana, maduraci6 final i maduracié funcional.

A més d’observar els canvis que pateixen les gonades al llarg de I'any també es van
fer servir diversos indexs relacionats amb la reproduccié, que aporten informacio

complementaria al respecte:

a. Index gonadosomatic (IGS)

Aquest index mesura el nivell d’activitat de les gonades al llarg de I'any, ja
que presenta valors creixents lligats amb la maduracié i valors maxims a
I’época de posta. Es calcula en funci6 del pes eviscerat per tal d’evitar les
desviacions que podrien produir en el seu valor el contingut digestiu, les

reserves hepatiques o les reserves lipidiques.

IGS = pes gonadal x 100 / pes eviscerat
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b. [Index hepatosomatic (IHS)

Aquest index avalua quantitativament les variacions en el pes del fetge,
que reflecteixen el procés d’emmagatzematge i transferéncia de proteines i
lipids associats amb I'esfor¢ reproductiu (Crupkin et al., 1988). Els seus
valors maxims solen aparéixer abans de I'época de maduraci6é. També es

calcula en funcié del pes eviscerat.

IHS = pes del fetge x 100 / pes eviscerat

c. Factor de condicio (K)

Aquest index es considera un indicador de l'estat de nodriment de
I'individu. La maduraci6 gonadal requereix unes bones condicions
fisiologiques i, a més, la posta sol produir una péerdua de pes, fets que es
poden constatar amb aquest index. En aquest cas es calcula en funcié del
pes eviscerat i de la tercera potencia de la longitud estandard, en cm, ja

que aquest parametre es considera proporcional al volum corporal.

K = pes eviscerat x 100 / longitud estandard 3

Es van calcular els valors mensuals de cadascun dels indexs, separant els dos sexes i
els individus sexualment madurs de la poblacié total, ja que aquests presenten una
evolucid dels indexs relacionats amb la reproduccié molt més clara que no pas els

individus encara immadurs.

Aquests indexs presenten varies dificultats estadistiques, com per exemple, I'estimaci6
esbiaixada del valor de la mitjana vertadera de la ratio, o la tendéncia a amagar, en
comptes d’aclarir, les relacions entre variables (Sokal i Rohlf, 1995). A més,
assumeixen, moltes vegades de forma erronia, una relacié lineal entre les dues
variables involucrades en el calcul de I'index, i una independéencia de la variable
longitud (Garcia-Berthou i Moreno-Amich, 1993). Tot aix0 fa que darrerament s’hagi
considerat aquests indexs desaconsellables de d’'un punt de vista estadistics, de
manera que per poder observar si hi havia diferéncies significatives en les variacions
mensuals del pes gonadal, pes del fetge i pes eviscerat, es va fer un una analisi de la

covariancia (ANCOVA), utilitzant la longitud estandard com a covariable.

Abans, perdo, es va realitzar la transformacié logaritmica de les dades per tal

d’aconseguir una major homogeneitat de les variancies, una millor aproximacio a la
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Abans, per0, es va realitzar la transformacié logaritmica de les dades per tal
d’aconseguir una major homogeneitat de les variancies, una millor aproximacio a la
distribucié normal i la linealitat, tal i com apunten Garcia-Berthou i Moreno-Amich
(1993). L'anadlisi estadistic no es va realitzar amb els index calculats perqué presenta
varies Alguns dels suposits per poder aplicar 'ANCOVA és la homogeneitat de
variancies dels errors entre grups (homocedasticitat) i I’homogeneitat de pendents
entre les regressions per grup entre la variable i la covariable. Per comprovar el
suposit d’homocedasticitat es va utilitzar el contrast de Levene. En els casos que va
sortir un resultat no significatiu, és a dir, que hi havia heterogeneitat de variancies, es
va recorrer a dur a terme I'analisi de covariancia amb un nivell de significacié més baix
(a = 0.01) que l'usual (@ = 0.05), amb la qual cosa només es donen per bones
diferéncies altament significatives en les mitjanes ajustades (Tabachnick i Fidell,
2001). La hipotesi d’homogeneitat de pendents s’ha comprovat amb un disseny
preliminar de ’ANCOVA, on es tenen en compte tots els efectes principals més les
diverses interaccions possibles entre els factors i entre els factors i la covariable. Si es
ddéna el cas que I'efecte de les interaccions amb la covariable és no significatiu, es pot

considerar que hi ha homogeneitat de pendents.

Un cop es van comprovar aquests suposits, es va procedir a realitzar un disseny final
de I’ANCOVA, on es van incorporar només l'efecte dels factors i de les seves

interaccions sobre el pes eviscerat, el pes de la gonada i el pes del fetge.

Per acabar de completar I'estudi també es va fer un analisi morfomeétric i gravimetric

de mascles i femelles, on es va calcular:

d. Variacions en Jongitud estandard, longitud pre-anal | pes total entre

mascles i femelles

Es van calcular els descriptors estadistics més comuns: mitjana i error
estandard de la mitjana, desviaci6 tipica i valors maxim i minim. Es van
considerar els sexes com a dues mostres separades per a poder comparar-
los. L'analisi de la variancia (ANOVA) permet comprovar si les dues
mesures mostrals obtingudes per a cada caracter corresponen a una
poblaci6 amb la mateixa mitjana parametrica. En primer lloc es van
transformar totes les mesures a logaritme pels motius citats anteriorment,
i finalment es va realitzar el test F de Fisher per a saber si les variancies

eren iguals o diferents.
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e. Proporcio de sexes

Per tal de coneéixer la distribuciéo dels dos sexes en cada poblacié es va
calcular la “sex-ratio” (SR) de la poblaci6 total. Es va analitzar si el resultat

és significativament diferent d’1 mitjancant el test de la x* (Zar, 1984).

SR = nombre de mascles / nombre de femelles

Totes les anadlisis estadistiques d’aquest apartat s’han dut a terme seguint els criteris
detallats per Sokal i Rohlf (1995) amb el paquet de programes estadistics del SPSSx.

El nivell de significacié s’expressa en funcio de:

n.s. = diferéncies no significatives (= 0,05)

* = diferéncies significatives (< 0,05)

*x = diferéncies molt significatives (< 0,001)
Fecunditat

El calcul de la fecunditat d’'una espécie avalua la seva capacitat o potencial
reproductor. En aquest treball, la fecunditat s’ha estimat mitjancat el métode

gravimetric (Burd i Howlett, 1974; Hunter et al., 1985):

Un cop s’havien extret les gonades, de les femelles que es trobaven totalment
madures, es pesaven l'ovari dret i I'esquerra per separat. Un d’ells es guardava per
I'anadlisi histologic i de [laltre se’n prenien dues submostres corresponents
aproximadament al 10% del seu pes total. La disgregaci6 dels odcits es va aconseguir
introduint les diferents submostres en liquid de Gilson modificat per Simpson (1951),
composat per 100 ml d’alcohol de 60°, 880 ml d’aigua destil-lada, 15 ml d’acid nitric al
80%, 18 ml d’acid acétic glacial i 20 g de clorur de mercuri. Els vials amb les
submostres submergides amb aquest liquid van ser agitats periddicament per facilitar
la penetracié del liquid en el teixit, i s’hi van mantenir el temps necessari fins a la

disgregacio total dels ous.

A continuacié es va procedir a la separacidé dels oocits per mides mitjancant una
columna de wvuit filtres en ordre decreixent, amb uns diametres de porus que
oscil-laven entre 0,125 i 0,8 mm. Es va buidar la submostra sobre aquests filtres i es
va sotmetre tota la columna a una dutxa suau sota l'aixeta, de manera que els ous
baixaven fins a quedar aturats en el filtre corresponent al seu diametre. Un cop fet el

filtratge, es va procedir al recompte dels ous retinguts a cada filtre a mesura que eren
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aspirats per una pipeta acoblada a una bomba de buit, quedant després retinguts en
un “quitasatos” (per la posterior recuperacio, si calgués). Es repetia I'operacié amb

I'altre submostra, i al final es feia la mitjana dels valors obtinguts.

Malgrat que molts autors tan sols comptabilitzen els ous de diametre igual o superior
al dels estadis vitel-logénics perqué consideren que son els que maduraran en un cicle
reproductor (Macer, 1974), en les espécies d’estudi es van mirar a partir d’alvéols
corticals, ja que els diametres dels porus dels filtres no permeten separar aquests

oocits dels vitel-logénics 1.

La fecunditat individual o absoluta es refereix al nombre d’ous produits per femella per

any (Wootton, 1979) i es pot definir com el nombre d’oocits madurs presents a |'ovari
de la femella just abans de realitzar la posta (Bagenal, 1973 i 1978). Per calcular la
fecunditat absoluta es va utilitzar la seglient formula:

1N
F_Nz

PG 'n,
T ¥

(N = nimero de submostres, Pg = pes total de les gonades, b; = pes de la submostra,

n; = nimero d’oocits madurs de la submostra)

La fecunditat absoluta sol augmentar en relacié al pes i a la mida del peix, per tant,
alhora de comparar fecunditats de diferents individus s’ha de calcular també la

fecunditat relativa o nombre d’ous per unitat de pes eviscerat (Bagenal, 1978).

També es van estudiar les relacions entre les fecunditats, tant absoluta com relativa,
amb la mida de I'exemplar, el pes eviscerat i el pes de la gonada. Per fer-ho es va
utilitzar I'analisi de regressio lineal mitjancant la relaci6 logaritmica Log Y =loga + b .
log X calculada pel meétode dels minims quadrats i que correspon a una funcio
exponencial del tipus Y = a . x°. Els nivells de significacié sén els mateixos que en

I'apartat anterior.

F=a.LS” o logF = loga + b . logLs

F=a.Pe® o logF = loga + b . logPe

F=a.Pg” o logF = loga + b . logPg
(F = fecunditat, LS = longitud estandard, Pe = pes eviscerat, Pg = pes de les
gonades)

Finalment s’ha calculat la distribucio per freqiéncies de diametre dels ous.
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ESstructura ovarica i oogenesi: Introduccio

4.1. INTRODUCCIO

L'ovari dels teleostis normalment és parell i allargat, tot i que en algunes casos,
sobretot en espeécies vivipares, les dues estructures es poden arribar a fusionar
(Nagahama, 1983). En la major part dels vertebrats I'ovari és gimnovaric, és a dir, els
ous son alliberats fora de la gdonada, concretament a la cavitat peritoneal, i arriben a
I'exterior a través dels oviductes (conductes de Miller), que posteriorment aniran a
parar a la cloaca. En la majoria dels teleostis, en canvi, I'ovari és del tipus cistovaric:
els oocits madurs s’alliberen en el lumen del propi ovari i s’expulsen a través dels
oviductes, que en aquest cas son la continuaci6é posterior de la tunica ovarica (Hoar,
1969, volum I11).

La unitat basica de I'ovari és el fol-licle ovaric, que té una organitzacio similar en tots
els teleostis. Estda format per un oocit central envoltat per un embolcall acel-lular,
I’'embolcall vitel-li, també conegut com zona radiata o corion. Aquest embolcall a la
vegada també esta envoltat per les cél-lules fol-liculars: una capa interna formada per
les cél-lules de la granulosa, i una d’externa constituida per les cél-lules de la teca.

Aquestes dues capes estan separades entre elles per la membrana basal.

Segons el patré6 de desenvolupament que segueixen els oocits, els ovaris també es
poden classificar en sincronics, grup-sincronics i asincronics. El primer tipus correspon
en aquells ovaris on tots els oocits es desenvolupen i s’alliberen a la vegada, de
manera que es solen trobar en espécies que fan una sola posta i llavors moren. Els
ovaris grup-sincronics, en canvi, presenten al mateix temps, com a minim, dos grups
de fol-licles en diferents etapes de desenvolupament. Aquest és el tipus més comu en
tots els teleostis. | finalment, els asincronics sén aquells que tenen una poblacid
completament heterogénia de fol-licles en diferents estadis de desenvolupament, com

per exemple I'ovari de Fundulus heteroclitus (Wallace i Selman, 1981; West, 1990).

El desenvolupament de l'oocit al llarg del procés d’oogenesi ha estat revisat per
diversos autors (Yamamoto i Onozato, 1965; Wallace i Selman, 1981; DeVlaming,
1983; Nagahama, 1983; Selman i Wallace, 1989; West, 1990, entre d’altres) i en tots
els casos la terminologia que es fa servir per denominar els diferents estadis és forca
semblant. Aquesta classificacié té en compte la mida dels oocits, I'aparenca del nucli i
nucléols, i el tipus i localitzacié de les inclusions citoplasmatiques. Aixi doncs, segons

aquests trets, el procés d’oogénesi es pot dividir en: estadis cromatina-nucleolar i
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perinucleolar, estadi d’alvéols corticals, tres estadis vitel-logénics, i finalment, I'estadi

de maduracié (Wallace i Selman 1981).

L’'oogonia es divideix per mitosi i esdevé oocit primari quan els cromosomes queden
arrestats en l'estadi de diploté de la primera profase meiotica. L'estadi cromatina-
nucleolar engloba des del leptoté fins a I'inici del paquite, i és I'estadi on comenca a
apareixer el cos de Balbiani i el nombre de nucléols augmenta. Quan aquests nucleols
adopten una mida similar i migren cap a la periféria del nucli, s’inicia I'estadi peri-
nucleolar. En aquest estadi es pot observar per primera vegada I'estructura basica del
fol-licle ovaric, ja que l'oocit és envoltat per algunes cél-lules fol-liculars. L’estadi
d'alvéols corticals s’inicia amb [I'aparicié dels alvéols corticals a la periféria del
citoplasma, tot i que en algunes especies ve marcat per l'aparicié de les gotes
lipidiqgues. A continuacio, en la fase de vitel-logenesi, apareixen els granuls de vitel,
que van augmentant de mida i nombre fins a ocupar tot el citoplasma de I'o0cit.
Finalment, a la fase de maduraci6, el nucli migra cap al pol animal de la cél-lula i

I’'oocit s’hidrata immediatament abans de ser ovulat.
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4.2. RESULTATS

L'estructura ovarica i oogénesi de S. porcus, S. scrofai S. elongata s’ha vist que és

molt similar i, per tant, la descripci6 es fara de forma conjunta.

4.2.1. ESTRUCTURA OVARICA

Els ovaris son parells i estan situats a la part dorsal de la cavitat abdominal, sostinguts
per teixit mesentéric (mesovari). S6n del tipus cistovaric sacular descrit per Hoar
(1969). La secci6 transversal dels ovaris immadurs és triangular, esdevenint cada
vegada més arrodonida a mesura que va avancant el seu desenvolupament. Quan sén
madurs presenten tot una série de replegaments, possiblement degut a la falta d'espai
dins els sacs ovarics. Els embolcalls de les gonades es perllonguen posteriorment
formant un Unic gonoducte que desemboca a I'exterior; en ovaris madurs, aquest

gonoducte no és gaire apreciable per la mateixa radé d'espai esmentada anteriorment.

El raquis musculo-connectiu penetra dins l'ovari per la part apical i s'estén
longitudinalment en el seu interior. D'aquest raquis en surten radialment les lamel-les
ovariques, cadascuna de les quals estad suspesa del raquis mitjancant un tronc
fibromuscular molt vascularitzat (Figs. 1a, 2a, 3a). En algunes époques de lI'any a la
paret del raquis i de les lamel-les hi apareixen alguns centres melanomacrofagics, en

ocasions PAS positius (Fig. 23a).

Les lamel-les ovariques contenen oocits en diferents estadis de maduraciéo (com també
cossos atresics i postovulatoris). A la seva base solen trobar-se les oogonies a partir
de les quals es van desenvolupant els diferents estadis de maduracié de I'oocit, a la
vegada que es van desplacant cap a la periféria del cordd, més proper al lumen. Aixi
doncs, en ovaris madurs es pot veure clarament com aquests estadis es disposen
ordenadament des del raquis fins al lumen (Figs. 1b, 2b, 3b). Cal destacar que a partir
de la fase de creixement secundari s’observen els fol-licles ovarics units al tronc
fibromuscular mitjancant un peduncle ovaric molt vascularitzat (Figs. 1c, 2c, 3c). En
I'época de posta els oocits madurs sén alliberats al lumen, que en aquest periode
conté gran quantitat de fluid ovaric de consisténcia gelatinosa. Aquest fluid engloba
els odcits madurs, i tot el conjunt és expulsat a lI'exterior a través del gonoducte en el

moment de la posta.
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La paret ovarica que recobreix I'ovari esta constituida per tres capes (Figs. 1d, 2d,
3d). La capa més externa esta formada per un mesoteli. La capa mitjana és una capa
muscular que al mateix temps es subdivideix en dues subcapes: una subcapa externa
de musculatura circular més prima, i una subcapa interna de musculatura longitudinal
meés gruixuda. La capa més interna correspon a un epiteli cubic simple, que durant els
mesos de posta presenta projeccions citoplasmatiques normalment PAS negatives
(Figs. 24b, 289).
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LAMINA 1

ESTRUCTURA OVARICA DE S. porcus

Secci6 transversal de I'ovari que mostra el raquis musculo-conjuntiu i les lamel-les
ovariques, envoltats totalment pel lumen i per la paret ovarica. Blau de metilée-

fucsina basica. Barra = 400 um.

Ordenacio dels oocits segons el seu estadi de desenvolupament des del raquis fins
al lumen. Les fletxes mostren els peduncles d’alguns oocits. Blau de toluidina.

Barra = 400 pm.
Peduncle d’un odcit vitel-logénic Il1. Blau de toluidina. Barra = 200 pum.

Paret ovarica. Blau de toluidina. Barra = 30 pm.

Abreviatures:
e: epiteli p: peduncle
I: lamel-la ovarica po: paret ovarica
lum: lumen r: raquis musculo-connectiu
mc: musculatura circular Vos: oocit vitel-logénic 111
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LAMINA 2

ESTRUCTURA OVARICA DE S. scrofa

a. Secci6 transversal de I'ovari . Blau de toluidina. Barra = 400 pm.

b. Ovari madur on s’observa I'ordenaci6 dels oocits de menys a més madur, des del
raquis fins al lumen. Les fletxes indiquen els peduncles d’alguns oocits. Blau de

toluidina. Barra = 400 pum.
c. Peduncle d’un odcit vitel-logénic Il1. Blau de toluidina. Barra = 200 pm.

d. Paret ovarica . Blau de toluidina. Barra = 30 pm.

Abreviatures:

e: epiteli p: peduncle

I: lamel-la ovarica po: paret ovarica

lum: lumen r: raquis musculo-connectiu
mc: musculatura circular Vos: oocit vitel-logénic 111

ml: musculatura longitudinal
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LAMINA 3

ESTRUCTURA OVARICA DE S. elongata

a. Secci6 transversal de I'ovari. Blau de toluidina. Barra = 400 pm.

b. Seccié transversal d’'un ovari madur, on s’observa per una banda els diferents

oocits ordenats segons el seu estadi de desenvolupament des del raquis fins al

lumen; i per I'altra banda, els centres melanomacrofagics PAS positius en el raquis.

PAS. Barra = 400 um.

c. peduncle d’'un oocit madur. Blau de toluidina. Barra = 200 pm.

d. Paret ovarica. Blau de toluidina. Barra = 30 pm.

Abreviatures:

cm: centre melanomacrofagic
e: epiteli

I: lamel-la ovarica

lum: lumen

mc: musculatura circular

48

ml: musculatura longitudinal
Mo: oocit madur

p: peduncle

po: paret ovarica

r: raquis musculo-connectiu
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Oogénesi

4.2.2. OOGENESI

Fase de creixement primari

Oogonies: son cel-lules petites i arrodonides amb un nucli esferic i molt voluminds,
amb un nucléol prominent (Figs. 4a, 6a, 8ab). En S.porcus hi destaca forca material
"nuage" al voltant de I’embolcall nuclear, reticle endoplasmatic llis i gran quantitat de

mitocondris arrodonits de matriu molt laxa (Fig. 4b).

Estadi cromatina-nucleolar: el citoplasma és molt homogeni i fortament basofil, queda

molt tenyit amb blau de toluidina. El nucli és pal-lid amb varis nucléols forca grans en
el seu centre (Figs. 4c, 4d, 4e, 6a, 6b, 8b). En la fase inicial d’aquest estadi apareix
clarament en posicié juxtanuclear un cos dens, una estructura arrodonida i molt
basofila que forma part del Cos de Balbiani (Fig. 4c), separada del citoplasma
mitjancant una franja estreta i no basofila. També des d'un inici i al costat del nucli
apareix la substancia pal-lial, la part menys basofila del cos de Balbiani, pero de forma
meés difusa i no tan clara com el cos dens. Al llarg d’ aquest estadi, el cos dens cada
vegada es fa més dificil de detectar, mentre que la substancia pal-lial es fa cada cop

meés palesa (Figs. 4d, 6b).

Estadi peri-nucleolar: els nombrosos nucléols de diferent mida comencen a migrar cap

a la periféria del nucli. La substancia pal-lial forma un anell al voltant del nucli, i el cos
dens es sol situar a la part més externa d’aquest anell (Figs. 4e, 4f, 6¢, 6d, 8c).
Aquest anell perd el contacte amb el nucli i va creixent fins a ocupar bona part del
citoplasma. Al final d’aquest estadi I'00cit és envoltat per una capa senzilla i prima de

cél-lules fol-liculars que formen la granulosa.

Fase de creixement secundari

Estadi d’alvéols corticals: Aquest estadi es caracteritza per I'aparicié de petits alvéols

corticals PAS positius a la periferia del citoplasma. Els nucléols es mantenen a la
periféria del nucli i la substancia pal-lial, que ocupa quasi tot el citoplasma, es
comenca a desintegrar i a barrejar-se amb el material citoplasmatic, fins que
finalment desapareix. El citoplasma esdevé heterogeni, més aviat granular i menys
basofil (Figs. 4g, 6e, 6g, 8d). L'oocit és envoltat completament per les dues capes
fol-liculars (granulosa i teca) i s’acaba formant totalment el fol-licle ovaric. En aquest
estadi apareix la zona radiata, extremadament prima i PAS positiva al llarg de tota la

fase de creixement secundari (Figs. 4h, 6f, 69).
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Estadi vitel-logénic I: en aquest estadi apareixen petits granuls de vitel molt acidofils a

la periféria del citoplasma, que mostren molta afinitat a I'eosina i a l'orange G (Figs.
5a, 7a, 8e). També a la periféria del citoplasma es mantenen els alveols corticals, tot i
que s6n més dificils de detectar perqué queden amagats pels granuls de vitel. El nucli
perd la seva forma esférica ja que I'embolcall nuclear presenta ondulacions que es
mantindran en els tres estadis vitel-logénics. La zona radiata es fa més evident,
malgrat que té un gruix encara menor a 1 um en S. porcus, aproximadament d’1l pum

en S. elongata, i entre 2 i 3 um en S. scrofa.

Estadi vitel-logénic 1l: els granuls de vitel augmenten en nombre, mida i distribucié. Al
final d'aquest estadi acaben ocupant bona part del citoplasma (Figs. 5b, 7b, 8f). El
gruix de la zona radiata augmenta lleugerament: entre 1 i 2 pm en S. porcus,
aproximadament 2 uym en S. elongata, i entre 3 i 4 uym en S. scrofa. Amb la tincié de
PAS-Schiff s’hi poden distingir varies capes al llarg dels dos ultims estadis de

vitel-logénesi i maduraci6. Les capes més externes son PAS positives.

Estadi vitel-logénic 1ll: el citoplasma queda totalment recobert dels granuls de vitel

que han continuat fusionant-se entre si i aixi han augmentat de mida (Figs. 5b, 7a,
7b, 9a). La zona radiata en aquest estadi pot arribar a mesurar aproximadament uns
3 um en S. porcus i S. elongata (Figs. 5c¢, 9b), i uns 5 pm en S. scrofa. No s’han

detectat gotes lipidiques en cap dels estadis de desenvolupament de I'o0cit.

Fase de maduracio

L'inici de la maduracio de I'oocit el marca la migracié del nucli (o vesicula germinal)

cap al pol animal, juntament amb la migracié dels nucléols cap al seu centre (Figs. 5d,
7c, 9c, 9d). Els granuls de vitel es continuen fusionant entre si formant globuls molt
voluminosos i la zona radiata arriba al seu gruix maxim: fins a 4 um en S. porcusi S.

elongata (Figs. 5e, 9e) i entre 7 i 8 um en S. scrofa (Fig. 7d).

Al final d'aquest estadi els oocits s'hidraten (Figs. 5f, 7e). Els globuls de vitel s'acaben
fusionant tots entre si i formen una massa homogenia. El nucli ja no és visible perquée
I’embolcall nuclear es trenca i el seu contingut es barreja amb el citoplasma. A causa
de 'augment de volum que experimenta I'oocit, la granulosa, la teca i la zona radiata
s’estrenyen i les cél-lules fol-liculars queden allargades i aplanades. Els cossos
hidratats adquireixen una forma molt irregular, per tant, el diametre de la cel-lula és
molt dificil de calcular i s'ha de considerar orientatiu. Aquest fet es veu agreujat per la
desaparicié del nucli i la consequent pérdua de la referéncia del pla equatorial de la

cél-lula que permetia saber el nivell de la secci6 estudiada.
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Fol-licles postovulatoris

El fol-licle no s’allibera juntament amb I'odcit a I'ovulacié, sind que es manté formant
el fol-licle postovulatori (Figs. 5g, 7f). Es una estructura que es replega sobre si
mateixa i que conté material granular i basofil en el lumen. A partir d’aqui comenca a
degenerar molt rapidament, disminuint la seva mida i encongint-se cada cop més fins

que desapareix.

Oocits atrésics

L'atrésia és la degeneracié a l'interior de I'ovari de fol-licles que per alguna radé no
poden acabar el seu desenvolupament. Es pot donar en qualsevol estadi de I'oogénesi,
tot i que és més facil d’observar en odcits vitel-logénics. A I'inici de I'atrésia (o) el nucli
adquireix una forma irregular i una aparenca granulosa fins que es desintegra (Figs.
5h, 79, 9f). La zona radiata es trenca deixant penetrar les cél-lules de la granulosa
hipertrofiades en el lumen. Els granuls de vitel apareixen de diferents mides i amb
formes irregulars i acaben essent fagocitats per les cél-lules de la granulosa, de la
mateixa manera que passa amb el citoplasma. La teca, molt vascularitzada, no
envaeix l'oocit sin6 que es manté com una capa molt fina que envolta tota
I'estructura. En un estadi més avancat (), apareixen gran quantitat de vacuoles i de
vasos sanguinis (Figs. 5i, 7h, 9g). A partir d’aguest moment el fol-licle va disminuint

gradualment de mida fins a ser reabsorbit del tot.

Cal comentar que en S. elongata no s’han pogut detectar ni cossos hidratats ni
fol-licles postovulatoris. Aquesta espécie es pesca en molta menys freqiéencia que les
altres dues, i, per tant, encara és més complicat aconseguir individus de talles
suficients per a poder trobar-los madurs (s’ha vist que la talla de maduracié d’aquesta
especie és a partir de, com a minim, 244 mm). Aix0, juntament amb el fet que els
cossos hidratats i els fol-licles postovulatoris es desenvolupen molt rapidament i com a

consequéncia son dificils d’observar, ha impossibilitat la seva deteccio.
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Taula 8. Evolucié dels diametres nuclears i dels quocients nucleoplasmatics al llarg de

I'oogénesi. (n: numero d’'odcits mesurats; SE: error estandard; NPR: coeficient

nucleoplasmatic)

Scorpaena porcus:

Estadis n Diametre (um + SE) NPR
Oogonia 30 10,72 £ 0,89 0,38
Cromatina-nucleolar 30 30,61 £ 2,40 0,16
Perinucleolar 30 77,57 £2,64 0,16
Alvéols corticals 30 111,97 £ 2,78 0,06
Vitel-logénic | 30 177,98 £ 5,71 0,03
Vitel-logenic 11 30 277,75 £ 8,11 0,03
Vitel-logénic 111 30 366,59 + 9,23 0,02
Migracié nuclear 30 430,73 £12,03 0,01
Hidratats 25 567,38 + 22,75
Scorpaena scrofa:

Estadis n Diametre (um z SE) NPR
Oogonia 30 12,83 £ 0,33 0,26
Cromatina-nucleolar 30 31,95 +1,79 0,15
Perinucleolar 30 80,13 £5,24 0,16
Alvéols corticals 30 152,97 + 6,33 0,10
Vitel-logénic | 30 219,33 £ 5,67 0,06
Vitel-logenic 11 30 295,39 £ 9,09 0,03
Vitel-logénic 111 28 441,47 £ 14,29 0,01
Migracié nuclear 13 494,83 + 8,22 0,01
Hidratats 30 591,44 + 26,69
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S. elongata:
Estadis n Diametre (um + SE) NPR
Oogonia 30 12,96 + 0,35 0,29
Cromatina-nucleolar 30 33,99 + 2,37 0,15
Perinucleolar 30 66,53 + 3,32 0,16
Alvéols corticals 16 121,06 * 3,80 0,12
Vitel-logénic | 9 163,23 £ 9,15 0,09
Vitel-logenic 11 12 219,83 £ 16,03 0,05
Vitel-logénic 111 27 310,15 + 20,49 0,03
Migracié nuclear 13 446,19 £ 23,72 0,003
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LAMINA 4

OOGENESI DE S. porcus

Oogonies. Blau de toluidina. Barra = 10 pm.

Detall al microscopi electronic d’'una oogonia. Les fletxes assenyalen el material

“nuage”. Barra = 3 pm.

Fase inicial d’'un oocit cromatina-nucleolar. Les fletxes mostren el cos dens del cos

de Balbiani. Blau de toluidina. Barra = 10 pm.

Oocit cromatina-nucleolar en fase més avancada. Blau de toluidina.

Barra = 10 um.

Oocits en diferents estadis de la fase de creixement primari: oogonia, o00cits

cromatina-nucleolars i oocits peri-nucleolar. Blau de toluidina. Barra = 30 um.

Detall del cos dens del cos de Balbiani d’'un oocit peri-nucleolar. Blau de metilée-

fucsina basica. Barra = 10 pm.
Oodcit en estadi d’alveols corticals. Blau de toluidina. Barra = 30 pm.

Detall al microscopi electronic de transmissio de I'inici del procés de formacio de la
zona radiata en un oocit en estadi d’alvéols corticals. Les fletxes indiquen la zona

on s’esta formant aquesta estructura. Barra = 2 pm.
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Abreviatures:

Ac: oocit en estadi d’alvéols corticals n: nucléol

Cn: odcit cromatina-nucleolar Og: oogonia

G: granulosa Pn: oocit peri-nucleolar
m: mitocondri sp: substancia pal-lial
N: nucli



Oogenesi

LAMINA 4

)

57



ESstructura ovarica i oogenesi: Resultats

LAMINA 5

OOGENESI DE S. porcus

a. Oocit vitel-logénic I. Les fletxes mostren les ondulacions de I'embolcall nuclear.

Blau de metilé-fucsina basica. Barra = 30 pm.

b. Odcits en estadi vitel-logénic | i Il. Barra = 200 um.

c. Detall de les zones radiates de dos oocits vitel-logénics Ill. PAS. Barra = 10 pm.

d. Oodcit madur a l'inici de I'etapa de migracié nuclear. Blau de metilé-fucsina basica.

Barra = 200 pm.

e. Detall de la zona radiata d’'un oocit madur. PAS. Barra = 10 um.

f. Oodcit hidratat. Blau de metilé-fucsina basica. Barra = 200 pm.

g. Fol-licle postovulatori. Mallory. Barra = 30 pm.

h. Estadi alfa-atrésic. Mallory. Barra = 200 um.

i. Estadi beta-atrésic. Mallory. Barra = 30 pm.

Abreviatures.

Ho: odcit hidratat

Mo: odcit amb nucli migrador
Pf: fol-licle postovulatori

v: granuls de vitel

Vo;: oo0cit vitel-logénic |
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Vo,: oocit vitel-logénic 11
Vos: oocit vitel-logenic 111
zr: zona radiata

a: estadi d’alfa-atrésia

B: estadi de beta-atresia
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LAMINA 6

OOGENESI DE S. scrofa

Oogonies i oocit cromatina-nucleolar. Blau de toluidina. Barra = 10 um.
Oocit cromatina-nucleolar. Blau de toluidina. Barra = 10 pm.

Varis oocits peri-nucleolars. Les fletxes mostren el cos dens del cos de Balbiani.

Blau de toluidina. Barra = 30 pm.

Detall del cos de Balbiani d’'un oocit peri-nucleolar. La fletxa indica el cos dens del

cos de Balbiani. Blau de toluidina. Barra = 10 pm.
Oocit en estadi d’alveéols corticals. Blau de toluidina. Barra = 30 pm.

Detall al microscopi electronic de transmissio de I'inici del procés de formacio de la

zona radiata en un oocit en estadi d’alveols corticals. Barra = 2 pm.

Detall d’'un oocit en estadi d’alvéols corticals. La punta de fletxa indica la zona
radiata i la fletxa un alveol cortical, en tots dos casos PAS positius. PAS.

Barra = 10 um.
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Abreviatures:

Ac: oocit en estadi d'alvéols corticals Pn: oocit peri-nucleolar
Cn: odcit cromatina-nucleolar sp: substancia pal-lial
G: granulosa T: teca

Og: oogonia
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LAMINA 7

OOGENESI DE S. scrofa

Oocit vitel-logénic | i 111. Blau de metilé-fucsina basica. Barra = 200 um.

Oocits en estadi vitel-logénic Il i I1l. Barra = 200 pm.

Oocit madur en I'etapa de migracié nuclear. Blau de toluidina. Barra = 200 um.

Detall de la zona radiata d’'un oocit madur. PAS. Barra = 10 pm.

Oocit hidratat. Blau de toluidina. Barra = 400 pm.

Fol-licle postovulatori. Blau de toluidina. Barra = 400 pm.

Estadi alfa-atrésic. PAS. Barra = 30 pm.

Estadi beta-atrésic. Mallory. Barra = 30 pm.
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Ho: odcit hidratat

Mo: odcit amb nucli migrador
N: nucli

Pf: fol-licle postovulatori

Voi: odcit vitel-logénic |

Vo,: oocit vitel-logénic 11
Vos: oocit vitel-logenic 111
zr: zona radiata

a: estadi d’alfa-atrésia

B: estadi de beta-atresia
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LAMINA 8

OOGENESI DE S. elongata

a. Detall d’'una oogonia. Blau de toluidina. Barra = 10 pm.

b. Oodcit cromatina-nucleolar i un grup d’oogonies. Blau de toluidina.

Barra = 10 um.

c. Oodcits peri-nucleolars. Les fletxes mostren el cos dens del cos de Balbiani. Blau de

toluidina. Barra = 30 um.
d. Oodcit en estadi d’alveols corticals. Blau de toluidina. Barra = 30 um.
e. Oaocit vitel-logénic I. Mallory. Barra = 200 um.

f. Odcits vitel-logénics I11. PAS. Barra = 200 pm.

Abreviatures:

Ac: oocit en estadi d'alvéols corticals sp: substancia pal-lial
Cn: odcit cromatina-nucleolar Voi: o0cit vitel-logénic |
Og: oogonia Vo,: oocit vitel-logénic 11

Pn: oocit peri-nucleolar
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LAMINA 9

OOGENESI DE S. elongata

a. Oocits vitel-logénics Il1. Blau de toluidina. Barra = 200 pm.
b. Detall de la zona radiata d’un oocit vitel-logénic I1l. PAS. Barra = 10 pm.

c. Oocits madurs en diferents instants de I'etapa de migraci6 nuclear. Blau de

toluidina. Barra = 200 pum.

d. Detall del nucli d’'un oocit madur un cop ja es troba al pol animal de I'odcit. Blau de

toluidina. Barra = 30 um.
e. Detall de la zona radiata d’un oocit madur. PAS. Barra = 10 pm.
f. Estadi alfa-atrésic. Blau de toluidina. Barra = 30 pm.

g. Estadi beta-atrésic. Mallory. Barra = 30 pm.

Abreviatures:

Mo: odcit amb nucli migrador zr: zona radiata

N: nucli a: estadi d’alfa-atrésia
v: granuls de vitel B: estadi de beta-atresia

Vos: oocit vitel-logénic 111
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4.3. DISCUSSIO

El patré de desenvolupament que segueixen els oocits en l'ovari de Scorpaena porcus,
S. scrofa i S. elongata, correspon al tipus “grup sincronic” (Wallace i Selman, 1981),
atés que conté grups sincronics d'oocits en desenvolupament que seran alliberats a
mesura que vagin madurant. Aquesta organitzacié, juntament amb la preséncia de
fol-licles postovulatoris en ovaris que encara contenen oocits vitel-logénics, indica que
es realitza més d’'una posta dins un mateix cicle reproductor. Aquest fet es déna en S.
porcus i S. scrofa; i probablement també en S. elongata, encara que en aquest Ultim

cas no es pot afirmar ja que no s’han observat fol-licles postovulatoris.

Un primer tret destacable és I'estructura ovarica de les espécies analitzades. En tots
els casos, I'ovari és envoltat completament per la paret ovarica i té el raquis musculo-
conjuntiu i els vasos sanguinis al seu centre, de manera que el lumen envolta
totalment I'estroma ovaric. En funcié d’aquesta estructura també el podem classificar
dins el tipus cistovaric 11-3 descrit per Takano (1989). Aquest tipus d’organitzacié és
molt poc comu dins els teleostis, tot i que s’ha descrit en altres escorpéenids com
Dendrochirus bachypterus (Fishelson, 1975, 1977), Sebastolobus alascanus (Erickson i
Pikitch, 1993), S. macrochir (Koya i Matsubara, 1995), Helicolenus hilgendorfi
(Takano, 1989), H. dactyloperus dactylopterus (Muioz et al., 1999), Scorpaenodes
littoralis (Yoneda et al., 2000) i Scorpaena notata (Muiioz et al., 2002b). Koya i
Matsubara (1995) consideren que aquesta organitzacié ovarica podria estar
relacionada amb la producci6 de masses gelatinoses que engloben la posta que

realitzen totes aquestes espécies.

En I'estadi cromatina-nucleolar es pot destacar I'aparici6 molt frequent del cos de
Balbiani, que es manté fins a l'inici del creixement secundari de I'o0cit. Aquesta
estructura ha estat descrita per diversos autors en altres espécies de peixos
(Chaudhry, 1952; Nayyar, 1964; Guraya, 1963; Yamamoto 1964; Coello i Grimm,
1989; Selman i Wallace, 1989; Grau et al., 1996), malgrat que la seva funcié encara
no esta massa ben entesa. Sembla que actua com a centre de la biogenesi d’organuls
durant el creixement de I'0dcit primari, abans de la deposicié del vitel (Guraya, 1986).
Bazzoli i Godinho (1995) també apunten que aquesta estructura participa en la
formacio dels alvéols corticals. El cos de Balbiani normalment apareix en la fase de
desenvolupament primari de I'o0cit i en posicié juxtanuclear, pero la seva morfologia i

composicio son diferents en cada cas. En les tres espécies estudiades, la descripci6 del
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cos de Balbiani és molt similar a la feta per Guraya (1963) a Channa maruleus, on hi

distingeix també dues parts, el cos dens i la substancia pal-lial.

Una altra particularitat destacada és I'existéncia de peduncles ovarics vascularitzats,
que uneixen cada oocit amb la resta d’estroma ovaric, i que es detecten a partir de la
fase de creixement secundari. La funcié d’aquests peduncles pot ser diversa: en
especies vivipares es consideren connexions placentaries o pseudo-placentaries
(Erickson i Pikitch, 1993) i s’han relacionat amb facilitar la fertilitzaci6 (Nagahama,
1983) i I'accés de nutrients als embrions en desenvolupament (Hoar, 1969); mentre
que en especies ovipares, com és el cas de les tres especies estudiades, sembla que
prevenen I'amuntegament dels ous (Fishelson, 1975; 1978) i faciliten I'ovulacié dels
oocits madurs dins la massa gelatinosa (Mufioz et al., 2002b). Aquestes estructures
tampoc sOn gens habituals en teleostis, fins ara només s’havien descrit en quatre
especies, també d’escorpénids: Sebastolobus alascanus (Erickson i Pikitch, 1993), H.
dactyloperus dactylopterus (Muhoz et al., 1999), Scorpaenodes littoralis (Yoneda et

al., 2000) i Scorpaena notata (Munoz et al., 2002b).

A la fase d’alvéols corticals apareixen els alvéols corticals i es diferencia la zona
radiata, i en la majoria de teleostis també apareixen les gotes lipidiques. En les tres
especies objecte d’estudi, pero, no s’han detectat gotes lipidiques en cap dels diferents
estadis oocitaris, tot i que, tal com es comentara més endavant, realitzen una posta
pelagica. També cal destacar que els alvéols corticals sbn molt escassos i de mida
molt petita, molt dificils d’observar amb el microscopi Optic. Els alvéols corticals
semblen contribuir en I'enfortiment del corion que es forma immediatament després
de la formacié de l'ou (Selman i Wallace, 1989; West, 1990), i per tant, una
disminucidé en el seu nombre implicara una pérdua de rigidesa del corion i, com a
consequéncia, una disminucié de la protecci6 mecanica dels ous. De fet, la seva
escassetat ha estat associada amb la viviparitat en peixos (Takemura et al., 1987),
perd0 no sembla gaire logic que aquest fet es doni en espécies ovipares amb
fertilitzacio externa com les que s’han estudiat en aquest treball, o com en S. notata
(Mufioz et al., 2002b). Probablement en les espécies analitzades la proteccié dels ous
s'aconsegueix, doncs, amb la massa gelatinosa que engloba la posta. Pel que fa a la
zona radiata, tot i anar augmentant de gruix al llarg de la vitel-logénesi i la maduracio,
aconsegueix un gruix molt menor que el de la majoria d’espécies de peixos ovipars:
en un oocit madur de S. porcus i S. elongata mesura aproximadament 4 um, i en S.

scrofa entre 7-8 um, una mida molt inferior als 37 pum d’Aspitrigla obscura o als 19 pm
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de Trigla lyra (Mufioz, 2000), espécies ovipares del mateix ordre que els escorpénids.
Segons varis autors (Wourms, 1976; Fleger, 1977; Boehlert i Yoklawich, 1984;
Takemura et al., 1987 i Yamada i Kusakari, 1991) aquesta caracteristica també pot
representar una adaptacio cap a I'ovoviviparisme. En espécies vivipares no hi ha tanta
necessitat de proteccid, més aviat al contrari, ja que una membrana molt compacta i
gruixuda reduiria la transferéncia de nutrients a I’'embri6é (Fleger, op. cit.). El fet que
aquest tret apareixi en les tres especies d’estudi, tot i ser espécies ovulipares, referma

la hipotesi que la massa gelatinosa que engloba la posta tingui una funcié protectora.

71






5. ESTRUCTURA TESTICULAR |
ESPERMATOGENESI DE S. porcusi S. scrofa
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5.1. INTRODUCCIO

Els testicles dels vertebrats en general son organs parells, tot i que en alguns casos
poden ser imparells degut a la fusio de les dues gonades al llarg del desenvolupament
o per la degeneraci6 unilateral d’'una d’elles. Es localitzen a la part dorsal de la cavitat
abdominal del cos, suspesos pel teixit mesenteéric. L’estructura i funcié dels testicles
de teleostis ha estat revisada per diversos autors (Hoar, 196; Guraya, 1976; Grier,
1981, 1993; Nagahama, 1983, atlas). Aquests treballs evidencien la gran confusio i
controversia que existeix respecte a la morfologia dels testicles i a la nhomenclatura
dels diferents tipus cel-lulars. Durant molts anys, els termes “lobular” i “tubular” s’han
utilitzat indistintament (Moser, 1967; Grier, 1978; Billard, 1986), i en alguns casos
simultaniament (Nagahama, 1983), per descriure el mateix tipus d’estructura
testicular. Tot i que Callard (1991) i Grier (1993) van definir les caracteristiques dels
diferents tipus de testicle per tal d’'unificar conceptes, encara es publiquen treballs on

No es segueixen aquests criteris, com per exemple Saidpur i Shanbahg (1999).

En general els testicles dels teleostis estan envoltats per una capa de teixit connectiu,
anomenada capsula testicular (Billard, 1986). Presenta dos tipus de compartiment: un
compartiment intersticial i un de germinal. El primer esta format per les cél-lules
intersticials, cél-lules de Leydig, cél-lules mioides, vasos sanguinis i vasos limfatics. El
compartiment germinal esta constituit per I'epiteli germinal, format per les cél-lules
germinals i les cel-lules de Sertoli, aguestes ultimes sempre recolzades sobre la
membrana basal que separa els dos compartiments. Les extensions citoplasmatiques
de les ceél-lules de Sertoli engloben les cél-lules germinals formant els espermatocists o

cists, els quals representen la unitat funcional del testicle.

Segons l'estructura del compartiment germinal, els testicles dels teleostis es poden
classificar en tubulars anastomosats o lobulars; i segons la distribucié de les
espermatogonies al llarg del 16bul o tubul, en restringits o no-restringits (Grier, 1993).
Els testicles tubulars anastomosats sén tipics de teleostis ancestrals, i sén aquells on
el compartiment germinal esta format per tubuls anastomosats, altament ramificats,
que en cap cas acaben a la periféria del testicle. Els lobulars, en canvi, poden formar
Xarxes anastomosades a la part proximal, perd a la part distal s’extenen cap a la
periféria on s’acaben amb un extrem cec. Segons la segona classificacio, el testicle
restringit, només present en la série Atherinomorpha, es caracteritza per tenir les

espermatogonies confinades a la part distal dels Iobul, normalment a I'extrem cec;
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mentre que en el no-restringit, les espermatogonies es distribueixen al llarg de tota la

longitud del 10bul o tubul.

Segons Selman i Wallace (1986), el procés d’espermatogenesi es pot dividir en tres
fases: espermatocitogénesi, meiosi i espermiogénesi. L’espermatocitogénesi és la fase
de formacié dels espermatocits primaris a partir de les espermatogonies.
L’espermatogonia primaria és la cél-lula germinal masculina més grossa, que es
caracteritza normalment per presentar un nucli gros amb un nucléol prominent. Les
espermatogonies primaries es transformen en espermatogonies secundaries després
d’'una serie de divisions mitotiques que acaben amb una citoquinesi incompleta, fet
que comporta que es mantinguin unides entre elles per ponts citoplasmatics. Aquestes
cél-lules son englobades per les cél-lules de Sertoli constituint aixi el cist. Quan les
espermatogonies secundaries entren en meiosi i formen els espermatocits primaris,
s’inicia la fase de meiosi. Els espermatocits primaris son facilment detectables per la
preséncia de complexes sinaptonémics al llarg del periode de zigoté i paquité. La
primera divisié meiodtica o reduccional doéna lloc als espermatocits secundaris. Aquest
estadi és dificil d’identificar perqueé la divisié cel-lular és lleugerament asincronica i
rapidament entren en la segona divisi6 meiodtica transformant-se en espermatides.
Finalment la fase d’espermiogénesi engloba tots els canvis morfoldgics i funcionals que
pateix I'espermatida fins a transformar-se en espermatozoide. En aquest moment se

sol obrir el cist i I'espermatozoide és alliberat a la [lum del Idbul.

Jamieson (1991) va classificar I'espermatozoide dels peixos en aquasperma i
introsperma segons el tipus de transmissi6 i fertilitzacié. El primer tipus es déna en
espécies on els espermatozoides son alliberats en el medi aquatic i la fertilitzacié és
externa. L’'introsperma, en canvi, no és alliberat en el medi aquatic, ja que la
fertilitzaci6 és interna. Aquests dos tipus d’espermatozoide a la vegada es

subdivideixen en diversos subtipus en funcié de I'acrosoma i del nombre de flagels.

En teleostis existeix una elevada diversitat morfologica dels espermatozoides, des
d’aquasperma fins a introsperma. L'abséncia d’acrosoma és I'Unic caracter comu que
tenen tots els espermatozoides dels teleostis (Mattei, 1970), per aixo per permetre la

fecundacid, en els ous d’aquestes espécies apareix el micropil (Jamieson, 1991).

En teleostis amb fertilitzacié externa, es déna dos tipus d’espermiogénesi (Mattei,
1970), que donen lloc a dos tipus d’aquasperma diferents (Mattei, gp.cit.; Jamieson,

1991). El tipus | és el resultat d’'una espermiogénesi tipica: en I'espermatida jove, el
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diplosoma esta prop de la membrana plasmatica. El centriol distal originara el flagel,
mentre el diplosoma es va movent en direcci6 a la possible base del nucli.
Posteriorment, es dona la rotaci6 del nucli per tal que el flagel esdevingui
perpendicular en relacié a la base del nucli. Aquest tipus d’espermatozoide té un nucli
arrodonit o ovoide, d’aproximadament 2-3um de diametre. El centriol proximal sovint
forma un angle recte amb el distal, el qual forma el cos basal del flagel. Un o tots dos
centriols poden o no localitzar-se a la fossa basal del nucli si, com és freqlent, la fossa
existeix. La peca intermédia és curta, de menys de 1 pm de llarg, i esta formada per
un anell citoplasmatic al voltant de la base del flagel, i que esta separat d’aquest pel
canal citoplasmatic. El flagel conté un axonema classic de 9+2 microtdbuls, i la
membrana plasmatica que el recobreix pot formar 1, 2 o 3 processos longitudinals,

anomenats aletes.

L'aquasperma de tipus Il, en canvi, es forma a partir d’'un procés d’espermiogénesi on
no es realitza la rotacié de I'eix del flagel respecte al nucli, de manera que el flagel es
manté paral-lel a la base del nucli. Tot i que és frequent trobar fossa nuclear en aquest
tipus d’espermatozoide, els centriols es mantenen fora. El canal citoplasmatic és
absent i la peca intermeédia és molt petita. Aquest tipus d’espermatozoide es troba en
els teleostis més evolucionats, espécies del subordre Acanthopterygii i 25 espécies de
I'ordre Perciformes (Mattei, 1988).

L'elevada diversitat morfologica dels espermatozoides en peixos pot estar influenciada
per els diferents modes reproductius i per la posici6é sistematica (Gardiner, 1978; Grier
et al., 1978) i pot ser utilitzat com un caracter addicional en la classificacio

taxonomica (Mattei i Mattei, 1974; Lahnsteiner i Patzner, 1990).
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5.2. RESULTATS

En aquest capitol, I'estructura testicular de les dues especies es descriura
conjuntament, tal i com s’ha fet en el cas de les femelles. L'espermatogenesi, en

canvi, és relativament diferent en les dues espécies i s’analitzara per separat.

5.2.1. ESTRUCTURA TESTICULAR

Els testicles son dues estructures allargades situades a la part dorsal de la cavitat
abdominal, sostingudes per teixit mesentéric. La seva secci6 transversal és reniforme,
i esta format per Iobuls acabats amb un extrem cec a la periféria de la gonada (Figs.
10a, 10b, 11a, 11c). Els vasos sanguinis i els conductes espermatics principals es
troben situats en posicié ventral i central. Aquests conductes convergeixen en posicio
posterior formant I'espermiducte, a través del qual els espermatozoides seran conduits
cap a l'exterior. Al voltant d’aquests conductes espermatics sovint apareixen centres
melanomacrofagics que normalment reaccionen negativament a la tincié de PAS-Schiff
(Figs. 10a, 11b).

Les espermatogonies es localitzen majoritariament a la part distal dels Iobuls, tot i que
se’n poden observar algunes, poques, al llarg de tota la seva longitud (Figs. 10c, 11d).
Els Iobuls testiculars estan revestits internament per les cél-lules de Sertoli, les
extensions citoplasmatiques de les quals formen els cists que engloben els diferents
estadis de desenvolupament (Figs. 10d). Aquests cists omplen tota I'amplada del 1obul
sense permetre I'aparicié d’'un lumen central, present en la majoria de teleostis. A més
en alguns casos i sobretot en époques de posta, sembla que existeixi una ordenacio
dels cists segons l'estadi de maduracié de les cél-lules germinals que engloba: les
espermatogonies primaries a la part distal del 16bul, a continuacié les espermatogonies
secundaries, després els espermatocits primaris... i aixi successivament fins que
finalment a I'extrem oposat del I6bul es formen els espermatozoides. Tot i aix0, si
s’analitza detalladament, s’observa que aquesta ordenacié no és perfecte, i en alguns

casos es trenca.

En Scorpaena porcus i S. scrofa, a diferéncia de la majoria de teleostis estudiats, els
cists es trenquen abans d’acabar el procés d’espermatogenesi, i les cél-lules germinals

s’acaben de desenvolupar a la llum dels Iobuls. En el cas de S. porcus, el cist es trenca
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durant la meiosi, ja que s’observen espermatocits, espermatides i espermatozoides
barrejats i lliures a la llum del Io6bul (Figs. 10e, 10f). En canvi, en l'altre escorpénid, el

cist s’obre a I'estadi d’espermatida (Figs., 11e, 11f).

L'estroma interlobular esta format basicament per petits vasos sanguinis, cél-lules de
Leydig, cél-lules musculars llises i fibres de col-lagena. La paret testicular o albuginia
esta constituida per una capa externa de mesoteli o epiteli visceral i una capa interna
musculoconjuntiva constituida per fibres musculars llises circulars. En S. porcus s’ha
observat conductes espermatics periféerics inclosos dins d’aquesta capa

musculoconjuntiva (Figs. 10g, 10h)

Els pocs exemplars mascles de S. elongata obtinguts, semblen presentar una
estructura testicular igual que S. porcus i S. scrofa, i una espermatogenesi també
semicistica, on els cists s’obren a nivell d'espermatida. De totes maneres, per
corroborar-ho de forma definitiva caldria estudiar molts més exemplars, i realitzar un

analisi detallat al microscopi electronic.
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LAMINA 10

ESTRUCTURA TESTICULAR DE S. porcus

a. Secci6 transversal del testicle on es veu clarament la seva forma reniforme, amb

les conductes i vasos sanguinis al seu centre. Blau de toluidina. Barra = 400 pm.
b. Visié general dels ldbuls testiculars. Blau de toluidina. Barra = 200 pm.

c. Lobul testicular amb diferents estadis espermatogénics. Blau de toluidina.

Barra = 30 um.
d. Secci6 transversal d'un lobul testicular. Blau de metilé. Barra = 30 pm.
e. Espermatides i espermatozoides barrejats a la llum del I6bul. PAS. Barra = 30 pm.

f. Micrografia on s’observen espermatides i espermatozoides lliures a la llum del 1obul
i les cél-lules de Sertoli revestint la paret d’aquest Iobul sense formar cap cist.

Barra = 6 um.

g. Secci6é transversal del testicle que mostra un conducte espermatic periféric

(fletxa). Blau de toluidina. Barra = 200 pm.

h. Detall al microscopi optic del conducte espermatic periféric de la figura anterior.

Barra = 30 um.

Abreviatures:

c: conducte testicular principal Sd: espermatida

cm: centre melanomacrofagic Sgi: espermatogonia primaria
S: cel-lula de Sertoli Sg,: espermatogonia secundaria
Sci: espermatocit primari Sz: espermatozoide

Sc,: espermatocit secundari
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LAMINA 11

ESTRUCTURA TESTICULAR DE S. scrofa

Seccid transversal del testicle on es veu la seva forma reniforme, amb les
conductes i vasos sanguinis a la part dorso-central. Blau de toluidina.

Barra = 400 pm.

Detall al microscopi Optic dels conductes espermatics on s’observen diversos

centres melanomacrofagics. Blau de toluidina. Barra = 400 um.

Seccio transversal on s’observa clarament I'estructura lobular del testicle. Blau de

toluidina. Barra = 200 pm.

Lobuls testiculars amb diferents estadis espermatogénics. Blau de toluidina.

Barra = 30 um.

Espermatides i espermatozoides barrejats a la llum del I6bul, amb les cél-lules de

Sertoli a les seves parets. PAS. Barra = 30 pm.

Detall al microscopi electronic de transmissié d’'una espermatida i diversos

espermatozoides barrejats i lliures a la llum del Iobul. Barra = 3 pm.
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5.2.2. ESPERMATOGENESI

S. porcus

Cél-lules germinals
Espermatocitogenesi

Les espermatogonies primaries (Fig. 12a) son les ceél-lules germinals més grans del

testicle. Apareixen normalment en petits grups, sobretot a la periféria del testicle als
extrems cecs dels l0buls, tot i que també se’n localitzen al llarg dels l10buls testiculars
(Fig. 10c). Son cel-lules de forma ovalada amb un nucli central també ovalat, amb un
nucléol prominent. La cromatina és granulada i poc homogeénia. El citoplasma conté
una gran quantitat de mitocondris no molt grans, amb poques crestes lamel-lars i
matriu molt laxa. També presenta “nuage” al volant del nucli, abundant reticle

endoplasmatic llis i una lamina anellada molt evident i en forma esférica (Fig. 12b).

Les espermatogonies secundaries (Fig. 12c,d) constitueixen ja un cist i estan

interconnectades entre elles per ponts intercel-lulars, resultat d'una citoquinesis
incompleta. Sén ceél-lules arrodonides amb un nucli esféric central i un nucleol
prominent. La cromatina presenta diferents graus de condensacio en funcié de I'etapa
mitotica en la que es trobin. El nimero de mitocondris ha disminuit en relacié a
I'estadi anterior, tot i que continuen essent molt nombrosos, majoritariament
arrodonits i amb poques crestes. El citoplasma també presenta complex de Golgi,
ribosomes i reticle endoplasmatic llis. No es torna a observar la lamina anellada

present I'estadi anterior, i el “nuage” també és quasi inexistent.

Meiosi

Quan les espermatogonies secundaries repliquen el seu DNA i entren a la profase de la

meiosi, esdevenen espermatocits primaris (Fig. 12e,g). Aquests son cél-lules de mida

similar a la dltima generacié d’espermatogonies secundaries i presenten un nucli
esferic gros, la morfologia del qual varia molt al llarg de la profase. L'espermatocit
primari s’identifica per la compactacié de la cromatina i la formacié dels complexes
sinaptonemics (Fig. 12f). Aquests complexes comencen a apareixer en el zigoté prop
de I'embolcall nuclear (Fig. 12e), i van penetrant cap al centre del nucli fins a I'estadi

del paquité (Fig. 12g), quan acaben de formar-se totalment. Cal destacar que en el

87



Estructura testicular i espermatogénesi: Resultats

nucli encara s’hi continua observant fins a dos nucléols situats al costat de la
membrana nuclear, un de més gran i difés i l'altre més petit i electrodens. Els
mitocondris s6n meés escassos perdo més grossos, amb més crestes lamel-lars i més
arrodonits que en l'estadi anterior. Es manté la preséncia de lamina anellada i el
reticle endoplasmatic llis continua essent molt abundant, sobretot al voltant del nucli ;
en canvi, és dificil d’'observar el complex de Golgi. Aquestes cel-lules continuen

connectades entre elles per ponts intercel-lulars.

Els espermatocits secundaris (Fig. 13a) soén cel-lules més petites que les anteriors. El

nucli també es redueix molt i la cromatina es compacta de forma molt heterogenia.
Algunes vegades encara s’hi pot distingir lleugerament un nucléol gran i difas. El
citoplasma és molt similar a I'espermatocit primari, conté reticle endoplasmatic llis,

grans mitocondris de matriu laxa i algun complex de Golgi.

Espermiogenesi

Les espermatides son cél-lules que varien molt de mida i forma al llarg de tot el procés

d’espermiacid, que en aquesta especie es dona fora del cist, a la llum del 10bul.

Les espermatides inicials (Fig. 13b) son cél-lules que encara mantenen un nucli forca
gran i molt rodd, normalment en posicié central amb un nucléol excéntric gran i difus.
El citoplasma es caracteritza per tenir una gran quantitat de reticle endoplasmatic llis
al costat del nucli, quasi sempre agrupat en un pol de la cél-lula. Els mitocondris sén
completament diferents als dels estadis anteriors: son petits, cilindrics i solen trobar-
se més 0 menys agrupats a les zones on no hi ha reticle endoplasmatic llis. També
presenten una gran quantitat de lisosomes, complex de Golgi i vacuols. Cal esmentar
que en molts casos s’ha observat com aquestes cel-lules absorbien productes
localitzats en el lumen (Fig. 13e). En aquest moment del desenvolupament la majoria
d'aquestes cél-lules encara es troben estretament unides, tant per ponts

citoplasmatics com per interdigitacions (Fig. 13b,c).

En un estadi més avancat, els dos centriols col-locats de forma practicament coaxial es
desplacen cap a la periféria del citoplasma on es formara el flagel (Figs. 13d,f). El cos
basal va arrossegant el flagel fins a ancorar-lo a la fossa nuclear que s’ha format
préviament, a on s’hi troba el centriol proximal (Figs. 14a, 14b, 14c). A partir d’aquest
moment la cromatina es comenc¢a a condensar de forma heterogénia des de la fossa
nuclear cap amunt, i els mitocondris es van desplacant cap al voltant de la base del
flagel per formar la peca intermédia (Figs. 14d-f, 15a). Tot seguit, la resta de

citoplasma també es desplagca cap al voltant del flagel. En aquest nivell del procés
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d’espermiogenesi, les espermatides perden el contacte entre elles atés que

desapareixen els ponts intercel-lulars.

Al llarg de tot el procés d’espermiogénesi, la composicioé del citoplasma va variant. Hi
ha una disminucié important del reticle endoplasmatic llis i de les vesicules i
lisosomes, i encara es pot observar algun complex de Golgi. Conté també reticle
endoplasmatic rugés de forma dispersa i s’observa de forma molt continuada lamina
anellada al costat de I’embolcall nuclear. Els mitocondris passen de tenir forma

cilindrica a tenir forma arrodonida.

L’'espermatida final es caracteritza per tenir el nucli totalment compactat i una menor
quantitat de citoplasma quasi bé sense organuls (Figs. 15b,c). El procés

d’espermiogenesi s’acaba amb I'eliminacié de tot el citoplasma residual.

L’espermatozoide (Figs. 15d,e) presenta un cap lleugerament allargat sense

acrosoma. En el nucli la cromatina és homogénia i altament compactada. La peca
intermeédia té una longitud de 0,78 pm (% 0,32) i esta formada pels dos centriols en
posicid coaxial i dos anells mitocondrials d’entre 8 i 9 mitocondris (Fig. 15f). Aquests
son arrodonits, amb crestes lamel-lars i matriu molt densa. La cua o flagel presenta la
configuracié axonémica tipica: dos microtibuls centrals i nou doblets periférics
envoltat per una membrana flagelar (Fig. 15f). Aquesta membrana presenta dues
projeccions lamel-lars (aletes) que es poden observar tant en un tall transversal com

longitudinal.

Cél-lules de Sertoli

Les cél-lules de Sertoli sempre es localitzen sobre la membrana basal que delimita el
Iobul testicular. A I'inici de I'espermatogénesi rodegen les espermatogonies primaries,
separant-les les unes de les altres. En aquest moment presenten un nucli pleomorfic
(fusiforme o triangular), amb la cromatina molt heterogénia i un nucléol petit, poc
definit. El citoplasma és molt lax, amb poc reticle endoplasmatic llis, i escassos

mitocondris petits, de matriu poc electrodensa (Fig. 16a).

A partir de I'estadi d’espermatogonia secundaria i fins a espermatocit, els processos
citoplasmatics de les cél-lules de Sertoli envolten les ceél-lules germinals formant el qué
es coneix com espermatocist o cist. Entre les cél-lules de Sertoli d’'un mateix cist
s’estableix un contacte molt intim per interdigitacions (Fig. 16d). Al llarg d’aquest

periode el nucli s’allarga i el citoplasma es va fent més electrodens. El reticle
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endoplasmatic llis augmenta progressivament, igual que el nombre de mitocondris, i

apareix un complex de Golgi prominent (Figs. 16b,c).

Durant la meiosi es perden les unions entre cél-lules de Sertoli que formen un mateix
cist i els espermatocits son alliberats a la llum del Iobul, on s’acabaran de
desenvolupar fins a esdevenir espermatozoides (Fig. 16e). A partir d’aquest moment
aquestes cél-lules s’hipertrofien i es converteixen en cél-lules columnars que
ressegueixen la llum del 16bul, sempre recolzades sobre la membrana basal (Figs. 16f,
17a,b). S’uneixen les unes amb les altres per interdigitacions i, a la part apical, per
unions fortes (Figs. 17a,d). El nucli passa a situar-se a la meitat de la cél-lula, la
cromatina deixa d’estar tan compactada, i en alguns casos s’observa un nucléol
excentric. El citoplasma presenta molts mitocondris petits i electrodensos, ribosomes,
reticle endoplasmatic rugés, reticle endoplasmatic llis i complex de Golgi. A la part
apical hi destaguen sovint grans lisosomes, vacuols, granuls de secreci6 i vesicules
picnocitiques. S’ha observat en moltes ocasions cél-lules de Sertoli fagocitant
espermatozoides (Fig. 17e) i altres cossos residuals (Fig. 17d), aixi com també

processos d’exocitosi (Fig. 17b,c).

Taula 9. Evolucié dels diametres nuclears al llarg de I'espermatogénesi de S. porcus.

(n: numero d’oocits mesurats; SE: error estandard)

Estadis n Diametre (um z SE)
Espermatogonia laria 11 6,32 £ 0,31
Espermatogonia 2aria 13 6,27 + 0,30
Espermatocit lari 51 7,17 £ 0,13
Espermatocit 2ari 20 4,25 + 0,26
Espermatida 74 4,17 £ 0,71
Espermatozoide 45 1,65 + 0,18
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LAMINA 12

ESPERMATOGENESI DE S. porcus

a. Espermatogonies primaries envoltades per processos citoplasmatics de les cél-lules
de Sertoli. Les fletxes assenyalen el material “nuage” situat al voltant del nucli.

Barra = 4 pm.

b. Detall de la lamina anellada de les espermatogonies primaries de la figura anterior.

Barra = 0,5 pm.
c. Ultraestructura d’una espermatogonia secundaria. Barra = 3 pm.

d. Detall d’'un pont intercel-lular que uneix les dues espermatogonies secundaries de

la figura anterior. Barra = 2 um.
e. Espermatocit primari en estadi de zigoté. Barra = 3 pm.

f. Detall d'un complex sinaptonémic i de la lamina anellada de I'espermatocit de la

figura anterior. Barra = 1 pm.

g. Pont intercel-lular que uneix dos espermatocits primaris en estadi de paquite.

Barra = 3 um

Abreviatures:

cs: complex sinaptonémic pi: pont intercel-lular

G: complex de Golgi rell: reticle endoplasmatic llis

la: lamina anellada S: ceél-lula de Sertoli

m: mitocondri Sgi: espermatogonia primaria
N: nucli Sg,: espermatogonia secundaria
n: nucléol
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LAMINA 13

ESPERMATOGENESI DE S. porcus

a. estructura d’'un espermatocit secundari. Barra = 1 pm.

b. Espermatides molt inicials. Barra = 2 um.

c. Detall d’'un pont intercel-lular entre dues espermatides inicials. Barra = 1 um.
d. Espermatida en la fase de formacio6 del flagel. Barra = 2 pm.

e. Detall dels processos d’absorcié de substancies del lumen per part d’espermatides.

Barra = 1 um.

f. Detall del cos basal de la figura d. Barra = 0,5 um.

Abreviatures:

cb: cos basal N: nucli

G: complex de Golgi n: nucléol

f: flagel pi: pont intercel-lular

li: lisosoma rell: reticle endoplasmatic llis
m: mitocondri v: vacuol
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LAMINA 14

ESPERMATOGENESI DE S. porcus

Espermiogéenesi

a. Espermatida en una fase més avancada, on s’observen de forma molt clara la

disposicio del cos basal i el centriol proximal. Barra = 2 um.
b-c. Migracié dels mitocondris cap al flagel. Barra = 2 pm.

d-e. Diferents etapes de la condensacio de la cromatina del nucli de I'espermatida.

Barra d = 3um; Barrae = 2 pm.

f. Tall transversal d’'una espermatida final on s’observa I'anell de mitocondris. Barra
=1 pm.
Abreviatures:
cb: cos basal m: mitocondri
cp: centriol proximal N: nucli
G: complex de Golgi n: nucléol
f: flagel rell: reticle endoplasmatic llis
la: lamina anellada rer: reticle endoplasmatic rugés
li: lisosoma v: vacuol
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LAMINA 15

ESPERMATOGENESI DE S. porcus

Espermiogéenesi

a-c. Espermatides finals. Barra = 2 pm.

d-e. Ultraestructura d’un espermatozoide. Barra = 1 pm.

f. Secci6 transversal de la peca intermédia de I'’espermatozoide. Barra = 0,5 pm.
Abreviatures:
f: flagel N: nucli
li: lisosoma rer: reticle endoplasmatic rugés
m: mitocondri v: vacuol
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LAMINA 16

ESPERMATOGENESI DE S. porcus

Cél-lules de Sertoli

a. Ceél-lula de Sertoli situada a I'extrem cec del Iobul embolcallant les

espermatogonies primaries. Barra = 1 pm.
b. Detall d’'una cél-lula de Sertoli que forma un cist d’espermatogonies secundaries.
Barra = 1 pm.

c. Cél-lula de Sertoli formant un cist d’espermatocits primaris. Barra = 3 pm.

d. Detall de les interdigitacions que es formen entre cél-lules de Sertoli. Barra = 2

pum.

e. Cist en procés de trencament al costat de cél-lules germinals que ja es troben

lliures en el lumen. Barra = 6 pm.

f. Cél-lules de Sertoli formant un cist d’espermatocits primaris i el mateix tipus de
cél-lules quan ja no formen cist situades sobre la membrana basal, amb

espermatides a la llum del 10bul. Barra = 6 pm.

Abreviatures:

G: complex de Golgi Sci: espermatocit primari

li: lisosoma Sc,: Espermatocit secundari

m: mitocondri Sd: espermatida

N: nucli Sgi: espermatogonia primaria
rell: reticle endoplasmatic llis Sg,: espermatogonia secundaria

S: cél-lula de Sertoli
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LAMINA 17

ESPERMATOGENESI DE S. porcus

Cél-lules de Sertoli

a-b. Cél-lules de Sertoli situades a la paret del 10bul. Barra = 6 pm.

cC. Detall de la part apical de les cél-lules de Sertoli de la figura anterior. La fletxa

assenyala un procés de picnocitosi. Barra = 1 pm.
d. Cél-lula de Sertoli fagocitant cossos residuals. Barra = 3 pm.

e. Cel-lula de Sertoli fagocitant un espermatozoide. Barra = 2 pm.

Abreviatures:

f: flagel S: cel-lula de Sertoli

li: lisosoma Sd: espermatida

m: mitocondri Sz: espermatozoide
mb: membrana basal v: vacuol

N: nucli vp: vesicula picnocitica
n: nucléol VS: vas sanguini

rell: reticle endoplasmatic llis }:unions fortes
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S. scrofa

El procés d’espermatogenesi de Scorpaena Scrofa és semblant al de I'espécie anterior,
ja que aquest procés tampoc s’acaba dins el cist, sind que el procés d’espermiogéenesi
es doéna també a la llum del I0bul. De totes maneres, l'alliberament de les cél-lules
germinals sembla que es produeix més tard que en S. porcus ja que no s’ha observat
cap espermatocit fora de cist, i en canvi, si que s’han detectat espermatides encara

envoltades per cél-lules de Sertoli.

Cél-lules germinals
Espermatocitogenesi

Les espermatogonies primaries (Fig. 18a) sén arrodonides i es localitzen sobretot a

I'extrem cec dels Iobuls testiculars, tot i que, tal com passa amb I'espécie anterior,
se’n poden observar al llarg del 10bul. El nucli és molt rodé, amb cromatina granular i,
a diferéncia de l'espécie anterior, s’hi poden observar dos nucléols, un de meés
electrodens que Il'altre. Els mitocondris sén molt grossos, més que no pas en S.
porcus, i ocupen gquasi tot el citoplasma. Tenen molt poques crestes lamel-lars i una
matriu molt laxa. El “nuage” és molt abundant i es localitza normalment al voltant del
nucli i entre mitocondris (ciment intermitocondrial). També presenta algun reticle

endoplasmatic llis i complex de Golgi.

Les espermatogonies secundaries (Fig. 18b) es troben ja dins un cist connectades

entre elles per ponts intercitoplasmatics. S6n rodones, amb nucli esferic, cromatina
meés heterogénia i mantenen els dos nucléols. El nombre i mida dels mitocondris ha
disminuit, i la forma és més allargada que en l'estadi anterior. El material “nuage”
també es redueix considerablement, sobretot al voltant del nucli; en canvi, el reticle

endoplasmatic llis és abundant al llarg de tot el citoplasma.

Meiosi

L’espermatocit primari (Figs. 18c,d) és molt similar al de S. porcus. Té un nucli molt

rodd, amb els dos nucleols presents en els estadis anteriors (Fig. 18d), i en I'estadi de
paquité es fan molt evidents els complexes sinaptonemics (Fig. 18e). El reticle
endoplasmatic llis continua essent abundant en tot el citoplasma i, a diferéncia de
Scorpaena porcus, els mitocondris son petits i allargats. Encara es mantenen els ponts

intercitoplasmatics.
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No s’han observat espermatocits secundaris. De fet, aquest estadi en general és forca

dificil de detectar perqué el temps entre la primera i la segona divisié mitotica és molt

curt.

Espermiogenesi

L’espermatida inicial s’ha observat tant dins com fora d’'un cist (Figs. 18f,g), per tant
€s en aquest estadi quan es dona I'alliberacio de les cél-lules germinals a la llum del
Iobul. Sén cel-lules arrodonides, amb el nucli molt roddé i que encara manté els dos
nucléols. El citoplasma presenta mitocondris petits i allargats, complex de Golgi,
lisosomes i moltes vesicules de reticle endoplasmatic llis (Fig. 19a). Dins el cist es
mantenen els ponts intercel-lulars, perd un cop les espermatides son alliberades, van
perdent progressivament aquestes connexions tot i que mantenen durant forca temps
contacte per interdigitacions. Les espermatides inicials que ja es troben a la llum del
Iobul tenen els mitocondris més allargats i més quantitat de lisosomes i vacuols que

les que encara no s’han alliberat (Figs. 18f,g).

Un cop a la llum del Iobul, els centriols es desplacen cap a la membrana cel-lular on es
formara el flagel (Fig. 19b,c). El cos basal arrossega el flagel fins a ancorar-lo a la
fossa nuclear, molt més profunda que no pas la de S. porcus . Simultaniament la
cromatina es comenca a condensar de forma heterogénia des de la fossa cap amunt, i
els mitocondris es van desplacant cap a la base del flagel per formar la peca
intermédia (Figs. 19d-f). Cal esmentar que s’ha pogut observar la formacio de fins a 4

flagels per una mateixa cél-lula, tot i que al final només se n’acaba utilitzant un.

Posteriorment, el citoplasma també es desplaca al voltant de la peca intermédia. Es un
citoplasma més lax, ja que es produeix una disminucié considerable del reticle
endoplasmatic llis i del nombre de mitocondris. Tot i aixd presenta un complex de

Golgi prominent (Figs. 19g, 20a).

Al final d’aquest procés, la cromatina s’acaba de condensar totalment i s’elimina el

citoplasma residual.

L’espermatozoide (Fig. 20b) es caracteritza per tenir un cap rodd i lleugerament
aplanat, ben diferent del de S. porcus, i amb algunes zones on la cromatina no s’ha
condensat. La fossa nuclear és molt profunda i arriba fins practicament a la meitat del
cap, i els centriols es col-loquen en posicid totalment coaxial. La pec¢a intermédia és

molt llarga, 1,57 pm (x 0,40), més que no pas el cap, i esta formada per tres fileres
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de 8 mitocondris cadascuna (Fig. 20c). El flagel, igual que en la primera espécie,

també presenta I'estructura axonemica tipica i les projeccions lamel-lars.

Ceél-lules de Sertoli

A I'inici de I'’espermatogénesi, les espermatogonies primaries es troben envoltades per
cél-lules de Sertoli de caracteristiques molt similars a les descrites per S. porcus.
Presenten un nucli eucromatic i pleomorfic, amb un nucléol molt prominent. El
citoplasma és molt lax i s’hi observa reticle endoplasmatic llis, ribosomes, filaments

intermedis i alguns mitocondris (Fig. 21a).

Quan es formen les espermatogonies secundaries, les cél-lules de Sertoli delimiten el
cist que, a diferéncia de S. porcus, es mantindra fins a I'estadi d’espermatida inicial.
Aquestes cel-lules s’'uneixen entre elles per interdigitacions i continuen tenint un nucli
gros, pleomorfic, i amb un nucléol prominent en posicié central. A mesura que va
avancant el procés d’espermatocitogenesi i meiosi, el seu citoplasma cada cop es va
fent més electrodens a causa de I'augment de la quantitat d’organuls. Incrementen de
forma notable el nUmero de mitocondris, el reticle endoplasmatic llis i els ribosomes, i

apareix un Complex de Golgi prominent (Figs. 21b,c).

Tal i com s’ha dit anteriorment, quan les cél-lules germinals arriben a I'estadi
d’espermatides inicials, el cist es trenca (Figs. 21d) i les cél-lules germinals s’alliberen
a la llum del Iobul on es donara practicament tota I'espermiogenesi. Igual que en el
cas de S. porcus, les cel-lules de Sertoli que anteriorment formaven els cists
s’hipertrofien, i es converteixen en cél-lules columnars unides entre si per
interdigitacions i unions fortes que revesteixen la llum del Iobul (Fig. 21e, 21f). El nucli
esdevé més roddé i amb un nucléol central. El citoplasma té les mateixes
caracteristiques que quan formava el cist, perdo amb la presencia reticle endoplasmatic
rugos, lisosomes i més mitocondris. Com en I'espécie anterior, també s’han observat

processos de fagocitosi de cossos residuals i espermatozoides (Fig. 219g).
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Taula 10. Evolucié dels diametres nuclears al llarg de I'espermatogénesi de S. scrofa.

(n: nimero d’oocits mesurats; SE: error estandard)

Estadis n Diametre (um z SE)
Espermatogonia laria 10 7,33 £ 0,27
Espermatogonia 2aria 8 6,66 + 0,42
Espermatocit lari 19 7,82 + 0,19
Espermatida 83 4,51 + 0,07
Espermatozoide 31 1,37 = 0,02
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LAMINA 18

ESPERMATOGENESI DE S. scrofa

a. Ultraestructura d’una espermatogonia primaria. Barra = 3 pm.
b. Espermatogonies secundaries. Barra = 2 um.

c. Espermatocit primari on s’observen clarament els diferents complexes

sinaptonémics (fletxes). Barra = 3 um.
d. Espermatocit primari amb els dos nucléols. Barra = 3 um.

e. Detall al microscopi electronic de transmissié d’'un complex sinaptonémic.

Barra = 0,5 um.
f. Cist d’espermatides. Barra =5 pm.

g. Espermatides fora del cist. Barra = 6 pm.

Abreviatures:

cs: complexa sinaptonémic rell: reticle endoplasmatic llis

G: complex de Golgi S: cel-lula de Sertoli

m: mitocondri Sci: espermatocit primari

N: nucli Sd: espermatida

n: nucléol Sgi: espermatogonia primaria
pi: pont intercel-lular Sg,: espermatogonia secundaria
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LAMINA 19

ESPERMATOGENESI DE S. scrofa

Espermiogéenesi

a. Ultraestructura d’una espermatida molt inicial. Barra = 2 pm.
b. Espermatida amb els centriols prop de la membrana plasmatica. Barra = 3 pm.
c. Detall dels centriols de la figura anterior. Barra = 1 pm.

d. Espermatida on la cromatina del nucli es comenga a condensar i els mitocondris es

desplacen cap a la base del flagel. Barra = 3 pm.

e. Detall del nucli d’'una espermatida on s’observa clarament la presencia d’un

nucléol. Barra = 1 pm.
f. Detall de la fossa nuclear d’'una espermatida. Barra = 1 pm.

g. Espermatida on s’observa com el citoplasma es desplaca cap al voltant del flagel.

Barra = 3 um.

Abreviatures:

c: centriols m: mitocondri

cb: cos basal N: nucli

cp: centriol proximal n: nucléol

f: flagel rell: reticle endoplasmatic llis
G: complex de Golgi rer: reticle endoplasmatic rugés
li: lisosoma v: vacuol
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LAMINA 20

ESPERMATOGENESI DE S. scrofa

Espermiogéenesi

Espermatida final. Barra = 2 pm.
Espermatozoide. Barra = 1 pm.

c. Secci6 transversal de la peca intermédia d’'un espermatozoide. Barra = 0,5 pm

Abreviatures:

A: axonema m: mitocondri

cb: cos basal N: nucli

cp: centriol proximal rell: reticle endoplasmatic llis
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LAMINA 21

ESPERMATOGENESI DE S. scrofa

Cél-lules de Sertoli

a. Ultraestructura de dues ceél-lules de Sertoli situades a I'extrem cec del Ilobul

testicular, acompanyant les espermatogonies primaries. Barra = 3 um.
b. Cel-lula de Sertoli que envolta espermatogonies secundaries. Barra = 3 um.

c. Detall d’'una cél-lula de Sertoli que forma part de dos cists, un d’espermatocits
primaris i un altre d’espermatides inicials. La fletxa mostra les interdigitacions que

es formen entre cél-lules de Sertoli d’'un mateix cist. Barra = 3 pm.

d. Electrografia on s’observa la pérdua de contacte entre dues cel-lules de Sertoli de

diferents cists. Barra = 3 pm.

e. Cél-lules de Sertoli que no formen cap cist situades sobre la membrana basal de la

paret del Iobul. Barra = 6 pm.

f. Detall d’'una cél-lula de Sertoli hipertrofiada situada a la paret del Iobul.

Barra = 4 um.

g. Cél-lula de Sertoli fagocitant un espermatozoide. Barra = 3 pum.

Abreviatures:

G: complex de Golgi S: cel-lula de Sertoli

li: lisosoma Sci: espermatocit primari

m: mitocondri Sd: espermatida

N: nucli Sgi: espermatogonia primaria
n: nucléol Sg,: espermatogonia secundaria

rell: reticle endoplasmatic llis
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5.3. DISCUSSIO

El testicle de Scorpaena porcus, S. scrofai S. elongata presenta una estructura forca
particular. En principi es tracta d’'un testicle lobular no-restringit, perqué esta format
per lobuls que acaben en un extrem cec a la periferia del testicle, i les
espermatogonies es poden trobar al llarg de tota la longitud d’aquests Iobuls. Tot i
aixo, la majoria d’espermatogonies es troben localitzades a la periféeria del lobul,
concretament a I'extrem cec, essent molt escasses les detectades al llarg del Iobul. A
meés, a mesura que el testicle madura van desapareixent les poques espermatogonies
de la part més proximal, i només s’observen a la part més distal. Aquest fet, unit a la
certa ordenaci6 dels cists segons I'estadi de maduraci6 de les cél-lules germinals, i a
I'abséncia de lumen central, fa que es tracti de testicles amb una estructura molt
semblant al tipus lobular restringit de les espécies de la série Atherinomorfa. En certa
manera se situaria en un tipus intermig: no es pot dir que sigui restringit perque es
troben algunes espermatogonies al llarg del 16bul, perd a la vegada també es distancia
forca del tipus de testicle no-restringit que s’ha descrit fins ara. El fet que s’hagi
descrit una estructura similar per Scorpaena notata (Mufioz et al., 2002c), suggereix

que podria tractar-se d’'una organitzacio testicular tipica del génere Scorpaena.

Un altre aspecte que tenen en comu l'estructura testicular dels escorpénids estudiats
en aquest treball amb la dels aterinomorfs, és el fet que no existeix un epiteli germinal
vertader que s’entén al llarg de Iobul, present en la majoria de testicles lobulars no-
restringits. En les espécies analitzades en aquest treball hem de parlar d’'una
disposicio epitelioide de les cél-lules de Sertoli i les cél-lules germinals. L'epiteli
germinal ha estat recentment clarificat i redefinit (Grier, 2000; Grier i Lo Nostro,
2000). Els quatre criteris principals que segons aquests autors haurien de complir les
cél-lules per considerar-se un vertader epiteli sén: limitar una superficie del cos,
lumen o tubul; estar connectades lateralment per unions intercel-lulars; no estar
vascularitzades; i recolzar-se sobre una membrana basal. En el compartiment
germinal dels testicles de S. porcus, S. scrofa i S. elongata, els cists ocupen tota
I'amplada del Iobul, de manera que no existeix cap lumen central mentre les cél-lules
germinals es desenvolupen dins el cist. Aixi doncs, no es compleix el primer requisit
per poder parlar d’epiteli germinal. Quan el cist es trenca, si que les cél-lules
germinals son alliberades en el lumen del I6bul, perd en aquest lumen normalment no
es troba cap cist en desenvolupament, ja que el Iobul passa a realitzar la funcié de

conducte eferent. Per tant, tot i aparéixer lumen, en aquest cas tampoc el podem
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considerar un epiteli germinal perqué no existeix la relacié intima entre les cél-lules de

Sertoli i les cél-lules germinals (el cist), components essencials de I'epiteli germinal.

El terme epitelioide va ser aplicat per primera vegada en la descripcié del testicle de
Rachycentron canadum, en referéncia a les cordes d’espermatogonies que, juntament
amb ceél-lules de Sertoli, creixen a la part terminal dels Iobuls durant la classe
regressionada del cicle anual d’aquest peix (Brown-Peterson et al., 2002). Al llarg
d’aquesta classe, aquestes cordes espermatogonials tampoc presenten lumen, tot i
que a mesura que avanca el cicle reproductiu s’anira desenvolupant, de manera que
aquesta disposicio epitelioide és transitoria. En el cas dels testicles de les tres espécies
d’estudi mai es desenvolupa un lumen, per tant mai podem parlar d’epiteli germinal
sind que la disposicio epitelioide es manté al llarg de tot el cicle anual. Aquest fet
també s’ha detectat en les 79 espécies d’aterinomorfs estudiades fins ara (Parenti i

Grier, 2004), és a dir, en totes les espécies que tenen un testicle lobular restringit.

Els conductes espermatics periferics detectats en S. porcus sé6n molt similars als
descrits en S. notata (Mufioz et al., 2002c). Aquests autors consideren que I'esperma
es mou des del conducte testicular principal als conductes periférics, els quals
desemboquen en el conducte espermatic. Malgrat que la disposicié dels
espermatozoides descrita per I'espécie citada, amb el cap orientat cap a I’endoteli del
conducte i les cues cap a l'interior, no es troba en S. porcus, la xarxa de conductes
també podria funcionar de la mateixa manera. Per altra banda, cap de les tres
especies estudiades presenten conductes eferents, els I0buls desemboquen
directament en el conducte testicular principal, caracteristica tipica de testicles no-

restringits (Grier et al., 1980; Lahnsteiner et al., 1994)

La particularitat més important que presenten els testicles de S. porcusi S. scrofa, és
I'espermatogénesi anomenada semicistica (Mattei et al., 1993): els cists es trenquen
abans d’haver-se acabat tot el procés d’espermatogénesi, el qual s’acaba de completar
a la llum del 1obul. En el cas d'S. porcus el cist s’obre a nivell d’espermatocit, mentre
que en S. scrofa ho fa a nivell d’espermatida. En totes dues espécies, un cop s’han
alliberat les ceél-lules germinals a la llum del I6bul, aguestes es mantenen unides per
ponts citoplasmatics durant un cert temps, perd després aquestes unions
desapareixen i el desenvolupament passa a ser asincronic. Aquest tipus
d’espermatogénesi també s’ha detectat en Lepadogaster lepadogaster (Mattei i Mattei,
1978), on tots els estadis espermatogenics es troben barrejats en el lumen; en les
especies de la familia Neoceratidae (Jespersen, 1984), on no hi apareix cap cist en

tota I'estructura testicular; en blénnids (Lahnsteiner i Patzner, 1990), Ophidion sp.
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(Mattei et al., 1993), Ophistognathus whitehurstii (Manni i Rasotto, 1997), Lophiomus
setigerus (Yoneda et al., 1998a) i Ophidion barbatum (Hernandez, 2004), on els cists
s’obren a nivell d’espermatida, igual que S. Scrofa; i en Scorpaena notata (Mufioz et
al., 2002c) que s’obren a nivell d’espermatocit, igual que S. porcus. Tot i aixo, la
descripcid ultraestructural detallada de tot el procés d’aquest tipus d’espermatogéenesi
fins ara només s’havia realitzat en aquesta ultima espécie (Mufioz et al., op. cit.) i en
Ophistognathus whitehurstii (Manni i Rasotto, 1997), de manera que és forca
desconeguda. Segons Manni i Rasotto (1997), aquesta espermatogénesi porta a reduir
el nombre d’espermatozoides que maduren simultaniament; i defensen que podria ser
un mecanisme utilitzat per reduir el cost de produccié d’esperma en espeéecies
territorials i amb cura parental, on no tota I'’energia destinada a la reproducci6 pot ser
invertida en la producci6 d'esperma. Ara bé, malgrat que vertaderament
I’'espermatogénesi semicistica produeix espermatozoides de forma asincronica, aixo no
significa que en produeixin menys que les espécies amb espermatogénesi cistica, sind
que senzillament els produeixen de forma més espaiada en el temps. Aixi doncs,
I'estalvi energétic que suposa creiem que tampoc deu ser molt important. En base al
que sabem de I'espermatogéenesi semicistica, considerem que senzillament és un altre
tipus d’espermatogénesi i que no necessariament ha de tenir un avantatge per sobre

de I'espermatogénesi cistica.

L'estructura de les cél-lules de Sertoli varia molt al llarg de tot el procés
d’espermatogénesi, pero el canvi més acusat es dona després del trencament del cist i
del subsegient alliberament de les cél-lules germinals al lumen. Pel que sembla,
algunes interdigitacions que existien entre les diferents cél-lules de Sertoli que
formaven el cist es perden, de manera que el cist s’obre alliberant les cél-lules
germinals. Després de trencar-se els cists, les cél-lules de Sertoli s’hipertrofien i es
mantenen sobre la membrana basal unides entre elles per interdigitacions i unions
fortes, revestint el I16bul que en aguest moment passa a realitzar la funcié de conducte
eferent. S’ha pogut evidenciar que les cel-lules columnars que revesteixen la part
proximal del 16bul sén realment cél-lules de Sertoli hipertrofiades perqué s’ha observat
com aquestes ceél-lules fagociten cossos residuals i espermatozoides, una funcié
important que realitzen les cél-lules de Sertoli. A més, en cap moment s’han observat
cél-lules de Sertoli en degeneracié al lumen del Iobul després del trencament dels
cists. Al mateix moment, les cél-lules de Sertoli també varien a nivell funcional:
I'aparicié de reticle endoplasmatic rugds, granuls de secreci6, vacuols i vesicules
picnocitiques, i I'observacié de processos d’exocitosi a la part apical, indiquen que

tenen un metabolisme actiu o activitat secretora, segurament per tal de constituir el
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fluid seminal. La substancia que secreten conté mucopolisacarids neutres, ja que es

tenyeixen fortament amb el reactiu de PAS-Schiff.

La bipotencialitat de les cél-lules de Sertoli també ha estat descrita en Salmoniformes,
Perciformes, Cypriniformes, i Atheriniformes (Grier et al., 1980). Per altra banda, en
altres casos s’ha vist com les cél-lules de Sertoli degeneren just després de I'obertura
del cist (Pudney, 1995).

Un fet important a destacar de les cel-lules de Sertoli hipertrofiades, és que es troben
unides entre elles mitjancant unions fortes situades a la part latero-apical de la
cél-lula. La preséncia d’aquestes unions suggereix lI'existéncia del qué s’anomena la
barrera de les cél-lules de Sertoli (“Sertoli cell barrier”), la funcié de la qual és impedir
la formacié d’anticossos anti-esperma i crear un medi especific on les cél-lules
haploides puguin diferenciar-se (Marcaillou i Sz6ll6si, 1980). La barrera de les cél-lules
de Sertoli existeix en tots els amniotes, i es considera un caracter plesiomorfic i
conservat de les cél-lules de Sertoli dels cordats, indicant I’homologia d’aquestes
cél-lules al llarg d’aquest taxon (Grier, 1993). L’existéncia d’aquesta barrera en
teleostis, ha estat demostrada mitjancant una série de marcadors cel-lulars en
Aphanius dispar (Abraham et al., 1980), Poecilia reticulata (Marcaillou i Szo6ll6si,
1980), Cyprinus carpio (Parmentier et al., 1985), Oryzias /latipes (Shibata i
Hamaguchi, 1986) i Oreochromis niloticus (Lou i Takahashi, 1989). En tots aquests
casos aquesta barrera es forma en cists que contenen cél-lules germinals en
desenvolupament avancat, és a dir, en espermatocits finals i/o0 espermatides, a
diferéncia d’aus i mamifers on la barrera s’estableix just després de comencar la
meiosi (Dym i Fawcett, 1970). En S. porcusi S. scrofa, també només s’ha observat a
partir del moment en qué es formen les espermatides, tot i que, a diferencia de les
especies anteriors, les cél-lules de Sertoli que formen la barrera ja no estan formant

part de cap cist.

Actualment diferents autors estan discutint les causes del creixement del cist al llarg
del procés d’espermatogéenesi. Pudney (1993), per exemple, va suggerir que els cists
creixien gracies a l'allargament de les extensions citoplasmatiques de les cél-lules de
Sertoli; Koulish et al. (2002), en canvi, van demostrar la divisio de les cél-lules de
Sertoli en Thalassoma bifasciaturm mitjancant el marcatge de cél-lules amb triti, fet
que els va portar a suggerir que el creixement del cist es donava gracies a un
augment del niumero de cél-lules de Sertoli causat per la proliferacié d’aquestes. La
utilitzacié de la técnica immunohistoquimica de PCNA en testicles de S. porcus, ha

permeés detectar ceél-lules de Sertoli en divisié durant tot el procés d’espermatogénesi,
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tant a la part distal del I6bul mentre formen cists d’espermatogonies secundaries i
espermatocits, com també quan estan situades a la paret del lobul, després de
I'obertura del cist. L'observacié de divisions mitotiques per part de les cel-lules de
Sertoli en aquesta espécie recolza la hipotesi formulada per Koulish et al. (op.cit.).
Fins ara s’havia observat la divisi6 de cél-lules de Sertoli en molts pocs estudis, i en la
majoria aquestes ceél-lules deixen de dividir-se més enlla dels cists amb espermatocits
primaris (Schulz et al., 2000; Lo Nostro et al., 2003). Schulz et al. (ogp.cit.) van
suggerir que les cél-lules de Sertoli deixen de proliferar quan el cist s’aproxima al
numero de cél-lules germinals previsibles. Potser és aixi quan parlem d’espécies amb
una espermatogenesi cistica, €s a dir, quan tot el procés d’espermatogéenesi es realitza
a l'interior dels cists. Ara bé, aquest estudi demostra que en S. porcus les cél-lules de
Sertoli es continuen dividint després del trencament del cist i després d’hipertrofiar-se,
posant de manifest que el paper d’aquestes cél-lules continua essent important en la

maduracio final dels espermatozoides i en la constitucié del fluid espermatic.

Al llarg de I'espermatogénesi de S. porcus i S. scrofa, es van desenvolupant les
diferents cel-lules germinals que presenten alguns trets destacables i a vegades

diferents per cada espeécie.

En S. porcus cal comentar la preséncia de la lamina anellada (“/amella annulata™) tant
en espermatogonies i espermatocits, com en espermatides. Aquest organul és usual
en el citoplasma de les ceél-lules germinals dels peixos, perd normalment en cél-lules
germinals joves: sobretot en espermatogonies (Grier, 1975; Billard, 1984; Quagio-
Grassiotto i Carvalho, 1999), i en algun cas en espermatocits primaris (Mattei et al.,
1967). No és usual trobar lamina anellada en espermatides. Encara no se sap amb
certesa la funcié d’aquest organul, pero sembla que esta involucrat en el metabolisme
de RNAs de llarga durada (Kessel, 1983; 1992). Les espermatides d’aquesta espécie,
a més de presentar lamina anellada, també presenten altres caracteristiques forca
peculiars que no solen trobar-se en aquest estadi espermatogénic: encara retenen
molt de citoplasma, una quantitat exagerada de reticle endoplasmatic llis, i
absorbeixen productes de la llum del lobul. Pel qué fa a aquest udltim aspecte,
possiblement absorbeixen les substancies que estan secretant les cél-lules de Sertoli,
que precisament tenen la funcid6 de suport nutricional de les cél-lules germinals
(Russell, 1999). Si les cél-lules germinals es desenvolupen dins un cist, el pas de
nutrients d’'una cél-lula a I'altra és més facil per la proximitat dels dos tipus cel-lulars;

perd en S. porcus les espermatides es troben lliures en el lumen, sense contacte
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directe amb les ceél-lules de Sertoli, per tant la transferéncia de metabolits s’ha de

realitzar via la llum del Iobul.

L’espermatozoide tant de S. porcus com S. scrofa es pot classificar com aquasperma
anacrosomic del tipus | (Mattei, 1970; Jamieson, 1991). Tot i aix0, I'espermatozoide
de S. scrofa té una peca intermédia més gran d’1 um, i per tant més gran del que sol
presentar aquest tipus d’espermatozoide; concretament mesura 1,57 um. Una peca
intermeédia llarga sol anar lligada a un nombre elevat de mitocondris, i per tant més
energia disponible per la mobilitat de I'espermatozoide. Tot i que aquest caracter se
sol relacionar amb una adaptacié a la fertilitzacié interna (Nagahama, 1983; Mattei,
1991), S. scrofa presenta fertilitzacié externa malgrat que la seva peca intermeédia és
lleugerament més llarga que la de Sebasticus marmoratus, un escorpeniforme vivipar
que té una peca intermeédia de 1,50 pm (Mattei, 1988). Aquest allargament de la peca
intermédia també s’ha observat en altres escorpeniformes amb fertilitzacié externa:
Cottius gobio (Jamieson, 1991), Scorpaena angolensis (Mattei, 1970) i Scorpaena
notata (Mufioz et al., 2002c). En el cas dels escorpénids, aquest allargament podria
estar relacionat amb el fet que I'espermatozoide necessita més energia per travessar

la massa gelatinosa que engloba la posta i poder fertilitzar els ous.
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6.1. INTRODUCCIO

A I'hora d’estudiar a fons la biologia de la reproduccié d'una espécie, cal també

analitzar el seu cicle anual i la seva fecunditat.

L'estudi del cicle anual d’'una especie permet determinar no només el periode de
posta, siné que també posa de manifest si la maduracié de les gonades dels dos sexes
es déna de manera simultania en el temps, si la condici6 en qué es troben els
individus afecta a la seva reproduccid, o bé en quin moment del cicle reproductiu les
reserves energetigues emmagatzemades al fetge soén utilitzades, entre d’altres
aspectes. Aixi doncs, a I'hora d’analitzar el cicle anual s’han d'utilitzar diferents
metodes per tal d’aconseguir tota la informacié necessaria. Concretament es solen
utilitzar tres meéetodes: I'analisi macroscopica i I'analisi histologica de les gonades al

llarg dels diferents mesos de I'any, i els index relacionats amb la reproducci6.

El métode d’analisi macroscopica de les gonades se sol utilitzar basicament en
femelles. Es basa en observar els ovaris externament, i determinar si els oocits que
contenen sén opacs (amb vitel) o translicids (ovari madur). Aquest meétode, tot i ser
molt més rapid que I'andlisi histologica, requereix experiéncia per part de I'observador

i és poc acurat (West, 1990).

L'analisi histologica de les gonades és el métode més exhaustiu (Hunter i Macewicz,
1985a), pero a la vegada requereix més temps, un personal més especialitzat i, degut
a la utilitzaci6 de productes toxics, unes instal-lacions adequades (West, 1990).
Malgrat que és un dels métodes més utilitzats actualment (Takemura et al., 1987;
Treasurer, 1990; Jakson i Sullivan, 1995; Janssen et al., 1995; Koya et al., 1995a;
Macchi et al, 1995; Grier i Taylor, 1998, Leonardos i Sinis, 1998; Mufoz et al., 1999;
De Oliveira et al., 2002; entre d’altres), encara no existeix un criteri Unic ni una
terminologia estandarditzada per determinar i denominar les diferents classes de

maduracio de l'ovari, els quals varien molt en funcié dels autors.

I per dltim, l'estudi de Il'evolucié anual de diferents index relacionats amb la
reproduccid és un meétode que tradicionalment s’ha fet servir com a suport objectiu
per descriure els cicles reproductius dels peixos, sobretot per complementar I'analisi
histologica (Takano et al., 1991; Janssen et al., 1995; Jackson i Sullivan, 1995; Koya
et al., 1998; Brown-Peterson et al., 2002). Per exemple, I'index gonadosomatic (IGS)

dona uns indicis generals de I'estat de desenvolupament de I'ovari (West, 1990), i la
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forma de la corba informa de I'estratégia de posta de I'espécie (Yamamoto i Yoshioka,
1964).

Finalment I'estimaci6 de la fecunditat d’'una espécie informa sobre la seva capacitat o
potencial reproductor, i s’estima com el nimero d’oocits en les fases finals de

desenvolupament o madurs presents a I'ovari abans de la posta (Hunter et al., 1985).
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6.2. RESULTATS

CICLE ANUAL | FECUNDITAT DE S. porcus

CICLE ANUAL DE LES GONADES

Ovaris

En funcié del tipus d’oocit més desenvolupat que contenen els ovaris, el cicle anual de
les femelles de S. porcus es divideix en 3 classes: de previtel-logénesi, d’alvéols

corticals, i de vitel-logénesi i maduracio.
Previtel-logénesi: setembre-marg

Aquesta classe comenca al mes de setembre, quan tots els oo0cits presents a l'ovari
son previtel-logenics (I'ovari esta en previtel-logénesi) (Fig. 1la). Des de linici fins
practicament al mes de desembre, apareixen una gran quantitat de centres
melanomacrofagics, fortament PAS positius, situats a les parets del raquis i de les
lamel-les (Fig. 22a). De gener a marg, aquests centres van essent més escassos i no

reaccionen de manera tan forta a la tincié de PAS-Schiff.

En aquest periode I'epiteli de la paret ovarica estda format per una Unica capa de
cél-lules columnars amb un nucli pleomorfic molt gran que ocupa bona part de la
cél-lula (Fig. 22b). Aquest nucli presenta la cromatina condensada de forma
heterogénia. El citoplasma és forca electrodens degut a que conté una gran quantitat
de reticle endoplasmatic rugods i ribosomes. Els mitocondris son petits, amb la matriu
electrodensa i moltes crestes lamel-lars, i es localitzen sobretot a la part basal de la
cél-lula. Aquestes cél-lules es troben connectades entre elles per complexes d'unio:
unions fortes i desmosomes (Fig. 22c). A la part apical s’hi observen pocs microvillis

distribuits de forma molt laxa.

L’epiteli lamel-lar té una aparenca semblant a I'epiteli de la paret ovarica. Esta format
per 2 fileres de cel-lules aplanades amb un nucli gros, de forma irregular i amb la
cromatina condensada heterogéniament (Fig. 22d). El citoplasma és molt electrodens i
s’hi pot observar complex de Golgi, alguns mitocondris de matriu molt laxa, i molta
quantitat de reticle endoplasmatic rugds i ribosomes. A la part apical també s’hi

observen alguns microvillis i processos de secrecié exocrina i macroapocrina, pero de
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poca magnitud (Fig. 22e). En aquest cas les cél-lules es mantenen fortament unides
entre elles per molts desmosomes i interdigitacions.

Alveols corticals: abril

Al llarg del mes d’abril comencen a aparéixer oocits en estadi d’alveols corticals.
Encara es manté la presencia de centres melanomacrofagics pero sén més petits i més

escassos, tot i que continuen essent PAS positius.

Vitel-logénesi i de maduracio. maig-agost

No s’ha pogut diferenciar clarament entre la fase de vitel-logénesi i la fase de
maduracio, ja que en el primer mes en qué s’han observat oocits vitel-logénics, el mes
de maig, també s’han observat oocits madurs amb migracié nuclear (Fig. 23a). Al
principi d’aquesta fase encara hi s6n presents alguns centres melanomacrofagics
lleugerament PAS positius, perdo de mida molt més petita que els presents en les fases

anteriors. A mesura que l'ovari va madurant aquests centres van desapareixent.

En aquest periode apareixen projeccions citoplasmatiques en l'epiteli de la paret
ovarica (Fig. 23b). Les cél-lules epitelials s’allarguen notablement, mentre que el nucli
passa a ser més petit, amb la cromatina més homogeénia i situat a la part basal de la
cél-lula (Fig. 23d). Els mitocondris es troben repartits per tot el citoplasma i s6n més
grans i allargats, tot i que continuen tenint una matriu molt densa i amb moltes
crestes. El citoplasma també presenta reticle endoplasmatic rugés, molt complex de
Golgi i alguns ribosomes. A la part apical apareixen una gran quantitat de vacuols, i el
nombre de microvillis augmenta considerablement. A la base d’aquests microvillis

s’observen molts processos d’exocitosi (Fig. 23e).

L'epiteli lamel-lar també experimenta canvis en relacio a la fase de previtel-logénesi.
Passa a ser un epiteli simple, les cél-lules creixen, perd de forma moderada, i el
citoplasma passa a ser més lax (Fig. 23f). Aquest conté mitocondris, complex de
Golgi, moltes vesicules de reticle endoplasmatic llis i poc reticle endoplasmatic rugos.
En aquest epiteli les cél-lules es troben connectades entre elles basicament mitjancant
interdigitacions, que han augmentat considerablement en relacié a les fases anteriors,
i per unions fortes a la part apical. EIl nombre de microvillis, tal com passa a I'epiteli de
la paret ovarica, també augmenta molt, igual que els processos d’exocitosi que es

donen a la seva base.

En el microscopi Optic s’‘observa com les substancies que secreten aquestes

projeccions sén fortament PAS positives (Fig. 23c), mentre que les secretades per les
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lamel-les ovariques i la teca dels fol-licles ovarics sén PAS positives (Fig. 24a) i també
blau de toluidina positives (Fig. 23g). En tots els casos la secrecié té lloc a I'inici

d’aquesta classe.

Cal destacar que al llarg del procés de maduraciéo de I'ovari va apareixent el fluid
ovaric, en aquest cas molt viscés i transparent, que acabara omplint tot el lumen i
envoltant als oocits madurs (Fig. 23a). Tant al juny com al juliol s’han pogut observar
dins el lumen de l'ovari oocits hidratats envoltats per aquest fluid, generalment PAS
negatiu (Fig. 23c), i en algunes zones blau de toluidina positiu (Fig. 24b). Al mes

d’agost ja s’han detectat alguns ovaris que havien realitzat la posta.

S’ha pogut obtenir 2 postes d’escérpora fosca just abans de la seva alliberacio.
Aquestes postes sOn pelagiques i flotants, i estan formades pels ous madurs envoltats
per aquest fluid ovaric de consisténcia gelatinosa. Es tracta, doncs, de masses d’ous

pelagiques.

Testicles

En els cas dels mascles de S. porcus el cicle anual es pot dividir en 5 classes
reproductives segons les cél-lules germinals presents en el testicle: proliferacié
d’espermatogonies, maduracié inicial, maduraci6 mitjana, maduracié tardana i

maduracié funcional.

Proliferacio d’espermatogonies (1): octubre-novembre

A I'inici d’aquesta fase la part distal dels I0buls esta plena d’espermatogonies, sobretot
espermatogonies primaries, mentre que la part proximal es troba buida, amb una llum
molt reduida, quasi inexistent (Fig. 25a). Es fregilent la preséncia de petits granulocits
en aquesta part proximal i de grans centres melanomacrofagics a la zona dels

conductes espermatics.

Els Iobuls comencen a créixer des de la part proximal fins a la periféeria del testicle.
Aquesta elongacié es produeix per divisions mitotiques de les cél-lules germinals i
també, tot i que en menys freqiiéncia, de les cél-lules de Sertoli (Fig. 25b). A mesura
que va avancant aquesta classe, es pot anar observant com la quantitat

d’espermatogonies en els I0buls va augmentant progressivament.

Els espermatozoides residuals de I'estaci6 reproductiva préevia s’observen

freqientment tant a la part proximal dels Idbuls com als conductes espermatics.
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Maduracio inicial (11): desembre

Les espermatogonies secundaries entren en meiosi fins a formar espermatocits
primaris (Fig. 25c). En alguns casos fins i tot s’hi poden observar les primeres
espermatides. Continua la preséncia d’espermatozoides residuals i de centres
melanomacrofagics, tant a la part proximal dels lobuls com en els conductes,

generalment PAS positius (Fig. 25d).

Maduracio mitjana (111): gener-abril

De gener a febrer apareixen de forma abundant les espermatides inicials a la part
proximal de quasi tots els Iobuls i, en alguns casos, tot i que de forma molt discreta,
s’observen ja alguns espermatozoides de nova formacio. En una etapa més avancada,
entre els mesos de marg i abril, ja es poden observar clarament tots els tipus cel-lulars
germinals en els lobuls testiculars, des d’espermatogonies fins a espermatozoides (Fig.
25e). A partir d’aquests mesos és quan es fa més evident una certa ordenacid dels
diferents estadis espermatogénics de menys a més madur, des de la part distal dels
Iobuls fins a la part proximal, respectivament. Cal dir que, tot i que en un primer
moment pugui semblar una ordenacié estricte, si s’observa atentament es veu que en

realitat existeixen alguns casos en qué aquesta ordenaci6 es trenca.

Quan s’arriba a I'etapa d’espermatocits, els cists es trenquen, i les cél-lules germinals
s'alliberen a la llum del ldbul, on s’acabaran de desenvolupar fins a [I'estadi
d’espermatozoide. Les cél-lules de Sertoli que delimitaven el cist que s’ha trencat
s’hipertrofien i queden situades a la paret del 10bul, sobre la membrana basal (Fig.
25¢g). La regio6 dels Iobuls més propera als conductes espermatics passa a realitzar la

funcio de conductes eferents.

Els Iobuls testiculars continuen la seva elongacié degut a les divisions mitotiques de
les cel-lules de Sertoli i les espermatogonies de la part proximal dels Iobuls (Fig. 25f).
Cal destacar que en les Ultimes etapes de la maduraci6 mitjana s’han observat
cél-lules de Sertoli situades a les parets dels lIobuls que també s’estaven dividint (Fig.
250). Els centres melanomacrofagics encara hi sén presents, perd en molta menys

quantitat, tot i que segueixen essent PAS positius.
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Maduracio tardana (1V): maig-juliol

En aquest periode s’arriba a la mida maxima del testicle. A mesura que va avanc¢ant
aquesta classe hi ha una disminucié de la mitosi i la meiosi, que van quedant
restringides a la part més distal dels Iobuls, mentre que el procés que va agafant
protagonisme és I'espermiogénesi (Fig. 25h). Les espermatogonies quasi no hi son
presents, només en una fina linia a I'extrem cec del I0bul (Fig. 26a). La major part del
Iobul funciona com a conducte eferent amb gran quantitat d’espermatides en diferents
fases de desenvolupament barrejades amb espermatozoides, i amb les cél-lules de
Sertoli que formaven cists a les etapes anteriors situades al llarg de les seves parets
(Fig. 26b). En aquests conductes es poden observar tant espermatides com

espermatozoides (Fig. 26c¢).

Al llarg d’aquesta classe s’ha observat en les cel-lules de Sertoli que ja no formen cist i
revesteixen el Iobul, la secrecié de substancies fortament PAS positives envers el
lumen (Fig. 26d). Els centres melanomacrofagics practicament desapareixen, tan sols
se'n troben alguns de forma esporadica i de mida molt petita a les parets dels

conductes espermatics.

Cal destacar que al mes de maig, la prova de la PCNA detecta un elevat nimero de
cél-lules de Sertoli hipertrofiades situades a les parets dels Idbuls que es divideixen
(Fig. 26e). A mesura que va avancant aquesta classe el numero d’aquestes cél-lules

en divisié baixa en picat.

En qualsevol d’aquests tres mesos es pot trobar testicles amb Iobuls for¢a buits senyal

d’haver fet una posta recentment (Fig. 26f).

Maduracio funcional (V): agost-setembre

El testicle disminueix considerablement de mida i pes. Aquesta classe es caracteritza
per tenir la major part del testicle ple d’espermatides i espermatozoides situats a la
llum dels Iobuls i per un lleuger augment d’espermatogonies primaries a la periféria
(Fig. 269g). En alguns casos puntuals del mes de setembre, també s’han observat
encara espermatocits secundaris. En aquest mes, quasi tot el I10bul fa la funcié de
conducte perqué només emmagatzema i transporta els espermatozoides cap al
conducte principal. El conducte espermatic es troba ple només d’espermatozoides (Fig.
26h).
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Les cél-lules de Sertoli hipertrofiades i les ceél-lules de I'epiteli del conducte espermatic
continuen secretant substancies PAS positives cap a la llum del Iobul. Al final

d’aquesta classe ja es tornen a observar alguns centres melanomacrofagics petits a la

part proximal del testicle.
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LAMINA 22

CICLE ANUAL DE LES FEMELLES DE S. porcus

Classe de previtel-logénesi

Visié general d’'un ovari en la classe de previtel-logénesi. Mes de setembre. Es pot
observar la presencia de centres melanomacrofagics PAS positius al raquis i a les

lamel-les. PAS. Barra = 200 um.

Vista al microscopi electronic de transmissio de I'epiteli de la paret ovarica del mes

de febrer. Barra = 4 um.

Detall de la part apical d'una de les cél-lules epitelials de la figura anterior.
S’observa clarament els complexes d’'unié que s’estableixen amb les cél-lules

adjacents (puntes de fletxa). Barra = 1 pm.

Ultraestructura de I'epiteli lamel-lar de la classe de previtel-logénesi. Mes de
febrer. Les puntes de fletxa assenyalen els desmosomes que es formen entre les

diferents cél-lules epitelials. Barra = 2 um

Detall d’'una cél-lula de I'epiteli lamel-lar de la figura anterior. Barra = 1 pm.
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LAMINA 23

CICLE ANUAL DE LES FEMELLES DE S. porcus

Classe de vitel-logénesi i maduraci6

a. Secci6 transversal d’'un ovari en classe de maduraci6. Mes d’agost. Mallory.

Barra = 400 pm.

b. Projeccions citoplasmatiques de I'epiteli de la paret ovarica (fletxes) que es

desenvolupen durant aquesta classe. Blau de toluidina. Barra = 30 pm.

c. Detall de les projeccions citoplasmatiques secretant una substancia PAS positiva
(fletxes). PAS. Barra = 10 um.

d. Visié al miscroscopi electronic de transmissio de les projeccions citoplasmatiques.

Mes d’agost. Barra = 6 um.

e. Detall de la part apical de les projeccions citoplasmatiques. La punta de les fletxes
mostren els complexes d'unié entre les diferents cél-lules, i les fletxes els

processos de secrecio per picnocitosi. Barra = 3 um.

f. Ultraestructura de I'epiteli lamel-lar durant la classe de maduracié de l'ovari. A la
part apical s’'observen les unions entre ceél-lules (punta fletxa) i processos de

secrecio per picnocitosi (fletxa). Barra = 3 pm.

g. Detall al microscopi optic de la teca secretant una substancia blau de toluidina

positiva (fletxes). Blau de toluidina. Barra = 10 um.

Abreviatures:

e: epiteli mi: microvilli

fo: fluid ovaric N: nucli

G: complex de Golgi r: raquis

gl: glicogen rer: reticle endoplasmatic rugés
Ho: odcit hidratat t: teca

m: mitocondri v: vacuol
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LAMINA 24

CICLE ANUAL DE LES FEMELLES DE S. porcus

Classe de vitel-logénesi i maduraci6

a. Detall al microscopi Optic de la teca secretant una substancia PAS positiva. PAS.

Barra = 10 um.

b. Fluid ovaric blau de toluidina positiu. Blau de toluidina. Barra = 200 pm.

Abreviatures:
fo: fluid ovaric t: teca
g: granulosa zr: zona radiata

po: paret ovarica
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LAMINA 25

CICLE ANUAL DELS MASCULES DE S. porcus

a. Secci6 transversal d'un testicle a Vl'inici de la classe de proliferacio

d’espermatogonies. Mes d’octubre. Blau de toluidina. Barra = 200 um.

b. Espermatogonies i cél-lules de Sertoli dividint-se. Mes d’octubre. PCNA.

Barra = 10 um.

c. Secci6 transversal d'un testicle del mes de desembre, durant la classe de

maduracio inicial. Blau de toluidina. Barra = 200 pm.

d. Detall al microscopi optic de diversos centres melanomacrofagics PAS positius. Mes

de desembre. PAS. Barra = 200 pm.

e. Testicle en classe de maduraci6é mitjana. Mes de marc. Blau de toluidina.

Barra = 200 pm.

f. Testicle del mes de mar¢ on s’observen, tenyides de marrd, les cél-lules que

s’estan dividint mitdéticament. PCNA. Barra = 200 pm.

g. Cél-lules de Sertoli situades a la paret del 10bul, PCNA positives. PCNA.
Barra = 30 um.

h. Testicle en classe de maduraci6 tardana. Mes de juny. Blau de toluidina.

Barra = 200 pm.

Abreviatures:

c: conducte testicular principal Sd: espermatides

cm: centre melanomacrofagic Sgi: espermatogonies primaries
S: cel-lula de Sertoli Sg.: espermatogonies secundaries
Sc: espermatocits Sz: espermatozoides
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LAMINA 26

CICLE ANUAL DELS MASCLES DE S. porcus

a. Vista al microscopi optic de les espermatogonies situades a I'extrem cec del 1obul.

Blau de toluidina. Barra = 30 pm.

b. Part proximal d'un Iobul testicular on s’observa espermatides i espermatozoides,
fora dels cists, barrejats en el lumen. Mes de maig. Blau de toluidina.

Barra = 30 um.
c. Conducte testicular principal. Mes de juny. Blau de toluidina. Barra = 30 pm.

d. Detall al microscopi optic de les cél-lules de Sertoli hipertrofiades situades a la
paret del Iobul, secretant una substancia PAS positiva. Mes de juliol. PAS.

Barra = 10 um.

e. Cél-lules de Sertoli de la paret del Iobul, dividint-se. Mes de maig. PCNA.

Barra = 30 um.

f. Testicle del mes de juny amb alguns lobuls buits degut a que ja s’ha realitzat

alguna posta. Blau de toluidina. Barra = 400 pm.

g. Seccidé transversal d'un testicle en classe de maduracié funcional. Mes de

setembre. Blau de toluidina. Barra = 200 pm.

h. Conducte testicular d’'un exemplar del mes de setembre ple d’espermatozoides.

Blau de toluidina. Barra = 200 pum.

Abreviatura:

c: conducte testicular principal Sg: espermatogonies

S: cel-lula de Sertoli Sgi: espermatogonies primaries
Sd: espermatides Sz: espermatozoides

Sc: espermatocits
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indexs relacionats amb la reproduccié

La taula 12 mostra els resultats obtinguts en el disseny preliminar i final de ’ANCOVA
que s’ha realitzat per tal d’analitzar si el pes gonadal, el pes del fetge i el pes eviscerat
varien significativament al llarg de I'any. En el disseny preliminar s’han inclos les
interaccions de cada factor amb la covariable longitud estandard, i la interaccio triple
entre la covariable i els 2 factors, sexe i mes. El resultat d’aquestes interaccions ha
estat no significatiu, indicant que existeix una homogeneitat de pendents i, per tant,

que es pot dur a terme el disseny tipic de ’ANOVA.

Segons aquest disseny definitiu tan el pes gonadal, com el pes del fetge i el pes
eviscerat, varien de forma molt significativa en tots dos sexes al llarg dels diferents
mesos de I'any (p < 0,0005). La variacio segueix un patré similar tant en mascles com
en femelles, ja que la interaccié sexe-mes no és significativa. També es detecten

diferéncies significatives entre el pes gonadal de mascles i femelles (p<0,0005).

Les variacions d’aquestes tres variables es poden analitzar mitjancant I'observaci6 de
I'evolucié mensual dels indexs gonadosomatic (IGS) i hepatosomatic (IHS), i el factor
de condici6 (K) (taules 13, 14, 15 Graf. 1, 2, 3).

L'IGS, tant en mascles com en femelles, presenta un pic molt destacable entre els
mesos de maig i juliol, presentant el valor maxim el mes de juny (Graf. 1). El segon
index que s’ha estudiat, L'IHS, oscil-la més que no pas I'anterior (Graf. 2). Tot i aixo0,
cal comentar que pels dos sexes experimenta un augment durant els mesos de maig i
juny, coincidint amb l'inici de la plena maduracié de les gonades (Graf. 4). També
s'observa I'existéncia d’'un desfasament temporal entre aquest index i I'lGS: I'lHS cau
en picat un mes abans que ho faci I'lGS (Graf. 4). | per ultim, en referéncia al factor
de condicié cal destacar que el valor més baix de tot I'any pels dos sexes se situa al
mes d’agost, en plena época de posta, recuperant-se rapidament al llarg del mes
seguent fins a arribar al valor maxim de tot I'any al mes d’octubre. De totes maneres,
cal tenir en compte que aquest valor maxim pot estar influit pel fet que, tant per
mascles com per femelles, en aquest mes només s’ha pogut obtenir i analitzar un

individu.
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Taula 12. Disseny preliminar i definitiu de ’ANCOVA del pes eviscerat (Pe), el pes

gonadal (Pg) i el pes del fetge (Pf) de S. pocus respecte la covariable longitud

estandard (Ls), segons el sexe i el mes. Totes les variables han estat transformades

logaritmicament.

Disseny Preliminar:

LogPg logPf logPe

Font de variacio df F P P F P

logLs 1 0,28 0,597 1,59 0,208 28,31 0,000

sexe 1 0,05 0,831 0,03 0,853 0,41 0,522

mes 10 0,29 0,982 0,47 0,909 1,46 0,157

sexe X mes 8 0,96 0,471 0,37 0,933 1,15 0,332

sexe X logLs 1 0,14 0,709 0,02 0,898 0,26 0,609

mes X logLs 10 0,41 0,942 0,50 0,886 1,45 0,161

sexe X mes x log

Ls 9 0,89 0,536 0,35 0,956 1,01 0,435
Disseny Definitiu:

LogPg logPf logPe

Font de variaci6 df F P F P F P

sexe 1 194,95 0,000** 0,03 0,854 2,44 0,120

mes 11 22,10 0,000** 6,85 0,000** 4,04 0,000**

sexe X mes 11 1,23 0,266 0,79 0,651 1,24 0,262
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Taula 13. Valors mensuals mitjos de l'index gonadosomatic (IGS) en Scorpaena

porcus. (N = ndmero total, ES = error estandard).

mascles femelles

n mitjana minim maxim ES n mitjana minim maxim ES
gener 5 0,063 0,054 0,068 0,002 2 0,388 0,314 0,463 0,074
febrer 4 0,086 0,041 0,112 0,016 5 0,507 0,431 0,550 0,022
marg 6 0,066 0,046 0,088 0,006 6 0,491 0,300 0,869 0,090
abril 2 0,075 0,072 0,079 0,004 7 0,560 0,413 0,759 0,042
maig 19 0,181 0,069 0,326 0,017 29 1,402 0,113 3,571 0,154
juny 44 0,279 0,105 0,502 0,014 22 4,288 0,264 9,586 0,594
juliol 35 0,242 0,062 0,508 0,018 12 3,281 0,326 14,908 1,160
agost 2 0,074 0,073 0,705 0,001 7 0,528 0,310 0,711 0,059
setembre 9 0,109 0,081 0,166 0,008 9 0,599 0,240 2,120 0,196
octubre 1 0,063 0,063 0,063 . 1 0,287 0,287 0,287 .
novembre 1 0,051 0,051 0,051 . 11 0,457 0,165 0,603 0,039
desembre 2 0,059 0,051 0,067 0,008 3 0,443 0,291 0,577 0,083
total 130 0,206 0,041 0,508 0,010 114 1,757 0,113 14,908 0,219

Graf. 1. Valors mensuals de I'|GS en S. porcus. Barres verticals: * error estandard

IGS femella —— IGS mascle
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Taula 14. Valors mensuals mitjos de l'index hepatosomatic (IHS) en Scorpaena

porcus. (N = ndmero total, ES = error estandard).

mascles femelles

n mitjana minim maxim ES n mitjana minim maxim ES
gener 5 1,728 1,288 2,269 0,195 2 2,588 1,802 3,375 0,787
febrer 4 1,137 0,791 1,552 0,166 5 1,630 1,157 1,960 0,155
marg 6 1,968 0,986 2,426 0,215 6 1,681 0,797 3,104 0,338
abril 2 1,720 1,625 1,816 0,095 7 2,194 0,968 3,763 0,347
maig 19 2,591 1,054 4,552 0,222 29 2,595 1,055 4,326 0,165
juny 44 2,513 1,427 10,513 0,211 22 3,868 0,512 16,996 0,681
juliol 35 1,560 1,065 2,198 0,048 12 1,821 1,109 3,300 0,179
agost 2 1,674 1,208 2,140 0,466 7 1,966 0,864 3,433 0,402
setembre 9 1,506 0,142 2,491 0,202 9 1,378 0,852 2,887 0,239
octubre 1 1,319 1,319 1,319 1 1,029 1,029 1,029 .
novembre 1 1,962 1,963 1,963 . 11 1,595 1,005 2,811 0,179
desembre 2 2,697 2,675 2,719 0,022 3 2,028 1,791 2,148 0,118
total 130 2,065 0,142 10,513 0,092 114 2,384 0,512 16,996 0,164

Graf. 2. Valors mensuals de I'lHS en S. porcus. Barres verticals: + error estandard
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Taula 15. Valors mensuals mitjos del factor condicid (K) en Scorpaena porcus.

(n = ndmero total, ES = error estandard).

mascles femelles

n mitjana minim maxim ES n mitjana minim maxim ES
gener 5 4,071 3,564 4,487 0,171 2 4,531 4,394 4,668 0,137
febrer 4 4,233 3,619 4,555 0,209 5 4,153 3,999 4,262 0,047
marg 6 4,434 3,680 5,465 0,235 6 4,323 4,059 4,721 0,106
abril 2 4,328 4,155 4,501 0,173 7 4,224 3,035 5,017 0,246
maig 19 4,379 3,768 4,973 0,081 29 4,318 3,711 5,031 0,062
juny 44 4,208 3,317 4,977 0,050 22 4,035 3,132 4,923 0,085
juliol 35 4,257 3,625 5,228 0,062 12 4,267 3,813 4,959 0,106
agost 2 3,901 3,476 4,326 0,425 7 3,716 3,094 4,402 0,182
setembre 9 3,938 3,591 4,367 0,077 9 4,103 3,528 4,854 0,150
octubre 1 5,521 5,521 5,521 1 4,846 4,846 4,846 .
novembre 1 5,429 5,429 5,429 . 11 4,228 3,560 4,913 0,130
desembre 2 4,401 4,285 4,518 0,116 3 4,518 4,413 4,644 0,067
total 130 4,253 3,317 5,521 0,035 114 4,195 3,035 5,031 0,039

Graf. 3. Valors mensuals del K en S. porcus. Barres verticals: + error estandard
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Graf. 4. Cicle anual de Scorpaena porcus. Els grafics mostren el cicle anual dels indexs
relacionats amb la reproduccié. A sota de cada grafic s'especifica en quina classe del

cicle es troba la gonada.
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Analisi morfomeétrica i gravimétrica de femelles i mascles.

Tal com s’observa a la Taula 16 existeixen diferéncies molt significatives entre mascles

i femelles en relacid a la longitud estandard, longitud pre-anal i pes total (p = 0,000).

Les femelles s6n més grans i pesen més que no pas els mascles.

S’han mesurat un total de 248 individus, dels quals 132 s6n mascles, i 116 femelles.

Aix0 significa que un 53,2% de la poblacié sén mascles (Taula 17), determinant un

"sex-ratio" de 1,14, un resultat no significativament diferent de 1 (x*= 1,032, g.d.l. =

1, p = 0,310).

Taula 16. Longitud estandard, longitud pre-anal i pes total de Scorpaena porcus.

[Ls = longitud estandard (mm), LpA = longitud pre-anal (mm), Pt = pes total (g)]

mitjana + o . nivell

: error st. Minim axim DS significacio
Ls
mascles 132 135,1 + 2,3 82 215 26,64
femelles 116 159,4 + 2,9 65 218 31,46 *x
total 248 146,5 + 2,0 65 218 31,37
LpA
mascles 132 825+1,5 48 128 17,13
femelles 116 99,0 + 2,0 36 142 20,65 *x
total 248 90,2 +1,3 36 142 20,54
Pt
mascles 131 132,3+ 7,2 26,4 490,4 82,55
femelles 115 218,7 +11,6 10,6 794.,9 123,91 *x
total 246 172,7 £ 7,2 10,6 794,9 112,36

Taula 17. Proporcié de sexes en Scorpaena porcus.

n %
mascles 132 53,2
femelles 116 46,8
nivell significacié ns

B mascles Ofemelles
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FECUNDITAT

La taula 18 mostra les fecunditats absoluta i relativa de 12 femelles madures de S.
porcus, capturades entre els mesos de juny i juliol. També s’indica la talla i pes de

I'exemplar i la distribucié dels ous per fregtiencia de diametre de cada exemplar.

Paral-lelament a aquest estudi, es van aconseguir dues postes de les quals també se’n
va mesurar els ous que la formaven (taula 19). Cal comentar que aquestes postes ja
es trobaven parcialment a fora lI'individu quan es van extreure. En aquest cas no es
tenen les dades de longitud i pes, malgrat que el segon individu que apareix en la
taula era de mida molt petita, probablement amb una longitud estandard menor a 130

mm.

Les equacions de regressié obtingudes per les dues fecunditats i la longitud estandard

(Ls), el pes eviscerat (Pe) i el pes gonadal (Pg), sén les seguents:

Log Fabs = 3,05 + 1,57 log Ls (r = 0,554) p = 0,062 n.s.
Log Fabs = 3,71 + 0,55 log Pe (r = 0,580) p =0,048 *
Log Fabs = 4,32 + 0,62 log Pg (r = 0,792) p = 0,002 **
Log Frel =4,39 -1,39 log Ls (r = 0,520) p = 0,083 n.s.
Log Frel = 3,71 — 0,45 log Pe (r = 0,501) p = 0,097 n.s.
Log Frel = 2,60 + 0,09 log Pg (r = 0,123) p = 0,702 n.s.

(Fabs = fecunditat absoluta, Frel = fecunditat relativa, Ls = longitud estandard, Pe =

pes eviscerat, Pg = pes de les gonades).

Segons aquests resultats, només existeix una correlacié significativa entre la

fecunditat absoluta i el pes eviscerat i pes gonadal.

Al Graf. 4 es representa la distribucié dels odcits per frequéncia de diametre de cada
individu. Existeix una distribucié molt variable entre els diferents individus analitzats:
alguns individus (nims. 4,6,8,12) presenten un numero similar d’oocits en diferents
fases de desenvolupament; en d’altres (nims. 1 i 9), apareix una freqiencia de
diametre que sobresurt de totes les altres; i finalment, n’hi ha alguns (nims. 5 i 7),

que presenten una distribucié bimodal.
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Taula 18. Distribuci6 dels ous per frequiéncies de diametre (mm) i fecunditat de
Scorpaena porcus. (Ls = longitud estandard, Pe = pes eviscerat, Pg = pes de les

gonades, D = diametre, F = fecunditat).

Mes Ls Pe Pg D.0,125 D.0,2 D.0,3 D.0,4 D.O,6 F. F._
(mm) (9) Q) (%) (%) (%) (%) (%) absoluta relativa
1 6 199 283,3 6,6630 61,5 29,7 8,8 0 0 109193 385.,4
2 6 122 81,2 7,7839 42,5 36,1 13,1 8,3 0 72343 890,9
3 6 176 204,0 18,0059 44,1 30,2 18,5 7,2 0 143595 703,9
4 6 162 188,4 10,6491 37,7 29,1 22,6 10,6 0 169058 897,3
5 6 191 286,6 13,4825 34,9 19,4 37,9 7,8 0 87635 305,8
6 6 176 217,2 7,7351 36,6 26,5 22,8 14,1 0 49549 228,1
7 6 196 337,9 29,1006 44,5 19,8 28,2 7,5 0 247005 731
8 6 160 176,6 8,4883 37,0 38,8 22,6 1,6 0 82926 469,6
9 6 104 42,8 3,8844 54,8 28,0 11,8 5,4 0 45841 1071
10 7 184 258,4 38,5228 35,8 25,6 17,1 21,4 0,1 121327 469,5
11 7 194 290,3 15,3290 51,2 37,1 10,8 0,9 0 106161 365,7
12 7 153 151,0 3,6623 29,0 34,5 36,4 0,1 0 34421 228

Taula 19. Fecunditat absoluta i distribuci6 dels oocits per freqiiéncia de diametres de

dues postes de S. porcus.

Mes D.0,4 D.0,6 D.0,7 D.0,8 n°dous

6 2256 2865 154 5275
7 343 967 508 4 1822
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Graf. 4. Distribuci6 dels ous per frequéencia de diametre de cada individu.
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CICLE ANUAL | FECUNDITAT DE S. scrofa

Cicle anual dels ovaris:

Tal com s’ha comentat en anteriorment, el cicle anual de S. scrofa no s’ha pogut
descriure en profunditat degut a la petita talla dels individus capturats i al poc nombre
d’individus que s’han aconseguit en alguns mesos. Tot i aix0, I'estudi realitzat a partir
dels individus que s’han pogut obtenir aporta resultats destacables pel que fa al cicle

anual de les femelles d’aquesta espécie:

Durant tot el periode anterior a la classe de maduracié s’observa, amb molta
frequencia, centres melanomacrofagics de diferents mides en el raquis i a la base de
les lamel-les ovariques. Aquests centres solen ser PAS positius (Fig. 27a) i en alguns
casos també es tenyeixen lleugerament amb blau d’alcia pH 2,5 (Fig. 27b). En aquest
periode les cél-lules de I'epiteli de la paret ovarica son prismatiques o columnars, amb
un nucli gros amb la cromatina condensada heterogéniament que ocupa quasi tota la
cel-lula (Fig. 27c). En el citoplasma s’hi poden observar alguns mitocondris de matriu
lleugerament densa, molt reticle endoplasmatic rugoés i ribosomes. A la seva base hi
destaquen tota una serie d’espais buits sense citoplasma (Fig. 27d); i a la part apical
s’hi localitzen, de forma molt esporadica, alguns microvilli (Fig. 27e). Les cél-lules
epitelials es mantenen unides per desmosomes, sobretot situats a la meitat apical de

les cél-lules, i per algunes interdigitacions (Fig. 27c).

En els mesos de juliol i agost I'ovari es troba en la classe de maduracio, ja que conté
tots els estadis de desenvolupament de I'oocit, des de I'estadi d’oogonia fins a odcits
hidratats (Fig. 27f). Es probable que aquesta fase s’allargui algun mes més, pero
malauradament no s’han pogut capturar femelles potencialment madures dels mesos
de setembre i d’octubre per poder comprovar-ho. En exemplars del mes d’agost i
setembre s’ha detectat la preséncia de fluid ovaric en el lumen, que igual que en
I'espécie anterior, és una massa viscosa i transparent que envolta els oocits madurs
just abans que tot el conjunt sigui alliberat cap al medi mari en el moment de la

posta. Aquesta posta també és pelagica i flotant.

Al llarg d’aquests dos mesos I'epiteli de la paret ovarica desenvolupa unes projeccions
citoplasmatiques (Fig. 27g), tal com també s’ha detectat en S. porcus. Aquestes
secreten una substancia que reacciona positivament a la tincié de PAS-Schiff i a la de

blau de toluidina. Les ceél-lules d’aquest epiteli s’allarguen de forma exagerada i el
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nucli, que s’acaba localitzant a la meitat basal, es redueix, al mateix temps que la
seva cromatina esdevé homogeénia (Fig. 28a). A sobre d’aquest nucli hi destaca una
vesicula molt gran de productes de secrecié (Fig. 28b). El citoplasma esta format per
reticle endoplasmatic rugds, mitocondris, molts vacuols i glicogen. En aquest cas el
numero de microvillis sembla no augmentar, tot i que s’observa secreci6 apocrina (Fig.

28c) i holocrina (Fig. 28d).

Al llarg d’aquests dos mesos també s’han observat al microscopi optic secrecions PAS

positives i blau de toluidina positives per part de I'epiteli lamel-lar i la teca (Fig. 28e,f).
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LAMINA 27

CICLE ANUAL DE LES FEMELLES DE S. scrofa

a. Ovari en classe de previtel-logénesi. S’observa clarament la preséncia de diversos

centres melanomacrofagics PAS positius. PAS. Barra = 400 pum.

b. Detall al microscopi optic de dos centres melanomacrofagics blau alcia pH 2,5

positius. Blau d’alcia pH 2,5. Barra = 200 pm.

c. Vista al microscopi electronic de transmissio de la paret ovarica durant la classe de

previtel-logénesi. Mes de febrer. Barra = 2 pm.

d. Detall de la part basal de les cél-lules epitelials de la paret ovarica, on s’observa la

preséncia de diversos espais buits (fletxes). Barra = 1 pm.

e. Detall de la part apical de les cel-lules epitelials de la paret ovarica. La fletxa

mostra els microvillis tallats transversalment. Barra = 0,5 um.
f. Seccio transversal d’'un ovari madur. Blau de toluidina. Barra = 400 pm.

g. Detall al microscopi optic de les projeccions citoplasmatiques de I'epiteli de la paret
ovarica que es formen durant la classe de maduracié de I'ovari. Blau de toluidina.

Barra = 30 um.

Abreviatures:

cm: centre melanomacrofagic m: mitocondri

d: desmosoma mb: membrana basal

e: epiteli N: nucli

Ho: oocit hidratat r: raquis

i: interdigitacions rer: reticle endoplasmatic rugés
I: lamel-la Vos: oocit vitel-logénic 111
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LAMINA 28

CICLE ANUAL DE LES FEMELLES DE S. scrofa

a. Vista al microscopi electronic de transmissié de I'epiteli de la paret ovarica durant

la classe de maduracid. Mes de juliol. Barra = 12 um.

b. Detall de la vesicula situada sobre el nucli que presenten les cél-lules epitelials de

la figura anterior. Barra = 3 pm.

c. Detall de la part apical de les projeccions citoplasmatiques de I'epiteli de la paret

ovarica. Les fletxes mostren una vesicula de secreci6é apocrina. Barra = 3 pm.
d. Secreci6 holocrina de les projeccions citoplasmatiques. Barra = 3 pm.

e. Detall al microscopi oOptic de la teca secretant una substancia PAS positiva

(fletxes). PAS. Barra = 10 pm.

f. Detall de les cel-lules de la teca i de I'epiteli lamel-lar secretant una substancia

blau de toluidina positiva. Blau de toluidina. Barra = 10 pm.

Abreviatures:

gl: glicogen N: nucli
m: mitocondri t: teca
mb: membrana basal v: vacuol
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Analisi morfométrica i gravimétrica de femelles i mascles.

Entre els mascles i les femelles de S. scrofa existeixen diferéncies molt significatives
en relacié a la longitud estandard i a la longitud pre-anal (p = 0,001). En canvi, les
diferencies sé6n no significatives pel qué fa al pes total (p = 143) (taula 20). Cal tenir
en compte que en I'analisi pel pes total no es van poder incloure els espécimens més
grossos, ja que es tracta d’individus capturats durant la campanya de Colombrets, on

no es pesaren els exemplars.

D’un total de 108 exemplars analitzats, el 43 % s6n mascles, el 53% son femelles, i el
12% restant queden com indeterminats. Descartant aquests ultims, la proporcié de
sexes és molt equilibrada, 0,81, i molt propera a 1 (y*= 1,042, g.d.l. = 1, p = 0,307)
(taula 21).

Taula 20. Longitud estandard, longitud pre-anal i pes total de Scorpaena scrofa.

[Ls = longitud estandard (mm), LpA = longitud pre-anal (mm), Pt = pes total (g)]

mitjana * . . nivell
: error st. Minim axim DS significaci6
Ls
Indeterminats 12 119,0 £ 7,2 93 168 24,80
mascles 43 252,4+ 12,4 143 410 81,09
femelles 53 199,9 + 8,5 94 356 61,74 **
total 108 211,8+7,6 93 410 78,71
LpA
Indeterminats 12 73,8 4,6 57 107 16,00
mascles 43 162,86 * 8,7 87 275 56,83
femelles 53 126,3 £ 5,9 42 233 43,16 **
total 108 135,0 +£5,2 42 275 54,50
Pt
Indeterminats 12 78,6 = 13,2 36,0 174,0 45,75
mascles 30 371,9+38,1 37,6 874,0 208,75 ns
femelles 45 330,5+46,5 31,0 1939,8 312,11
total 87 310,0 £29,1 31,0 1939,8 271,71
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Taula 21. Proporci6é de sexes en Scorpaena scrofa.

n %
Indeterminats 12 11,1
Mascles 43 39,8
Femelles 53 49,1

nivell significacio

ns
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FECUNDITAT

A la taula 22 es detallen les fecunditats absoluta i relativa, algunes dades
morfometriques i la distribucié dels ous per freqiiencia de diametre, de cada una de
les femelles madures de S. scrofa capturades entre els mesos de juliol i agost. No
s’han calculat les equacions de regressi6 entre les fecunditats absolutes i relatives, i la
mida, el pes eviscerat i el pes gonadal, ni tampoc s’han representat la distribucié dels

ous de cada individu degut a que només s’han pogut analitzar cinc femelles.

Taula 22. Distribucié dels ous per frequencies de diametre (mm) i fecunditat de
Scorpaena scrofa. (Ls = longitud estandard, Pe = pes eviscerat, Pg = pes de les

gonades, D = diametre dels ous, F = fecunditat).

Mes Ls Pe Pg D.0,125 D.0,2 D.0,3 D.0,4 F. F.'
(mm) (9) (9) (%) (%) (%) (%) absoluta relativa
1 7 356 1745,5 88,1636 18,5 34,5 33,4 13,6 428057 245,2
2 7 199 334,9 1,8770 25,8 32,0 23,5 18,7 152949 237,2
3 8 247 536,9 25,0731 46,8 32,6 18,7 1,9 224602 418,3
4 8 259 641,5 63,2575 22,6 33,7 22,5 21,2 260346 405,8
5 8 219 355,4 13,8734 46,0 31,0 22,6 0,4 171084 481,4
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6.3. DISCUSSIO

Els cicles anuals dels mascles i femelles de Scorpaena porcus coincideixen quasi
totalment, ja que només difereixen lleugerament al final de I'etapa de maduracio6:
mentre que la de la femella s’acaba a I'agost, la del mascle s’allarga fins al setembre.
Aquesta petita diferencia no es considera important perque el limit de les diferents
fases no és fix per a tota la poblacio, sin6 que pot variar en funcié de cada individu i

de les condicions ambientals.

En els mesos en qué les gonades s6n immadures I'lGS es manté molt baix fins al mes
d'abril, quan aquest index comenca a augmentar de manera rapida i sobtada
aconseguint el valor maxim al mes de juny. A les femelles aquest augment es pot
relacionar amb I'acumulacié d’'una gran quantitat de fluid ovaric gelatindés i amb
I'augment de volum dels oocits, mentre que en els mascles és degut a I'elevat nombre
de cel-lules germinals en tots els diferents estadis de desenvolupament que conté el
testicle. El periode de posta de S. porcus es pot delimitar entre juny i agost, tenint en
compte la baixada brusca que experimenta I'lGS en aquests tres mesos i la preséncia
d’oocits hidratats i fol-licles postovulatoris. Aquest periode és similar al citat per la
regio d'Alger (Silbot-Bouteflika, 1976) i pel Golf de Gabes (Bradai i Bouain, 1991),
situat entre els mesos de juliol i de setembre. Durant aquest periode apareix una gran
quantitat de fluid ovaric gelatinés i transparent, i que en la posta s’expulsa juntament
amb els oocits madurs formant una massa gelatinosa d’ous flotant. Aquest tipus de

fluid també apareix en ovaris de S. scrofa obtinguts el mes d’agost.

S’han descrit masses d’ous pelagiques en diverses espéecies: Branchiostegus japonicus
(Okumura et al., 1996); varies especies de la familia Lophiidae: Lophius piscatorius
(Prince, 1891; Fulton, 1898; Afonso-Dias i Hislop, 1996), Lophius americanus
(Armstrong et al., 1992) i Lophiomus setigerus (Yoneda et al., 1998b); en espeécies de
la familia Ophidiidae: Ophidion sp. (Sparta, 1932); i sobretot en moltes especies de la
familia Scorpaenidae: Dendrochirus brachypterus (Fishelson, 1975), D. zebra (Moyer i
Zaiser, 1981), Pterois volitans i P. radiata (Fishelson, 1975), Sebastalobus alascanus
(Erickson i Pikitch, 1993), Sebastolobus macrochir (Koya i Matsubara, 1995),
Trachyscorpia cristulata echinata (Ragonese i Giusto, 1999), Helicolenus dactylopterus
dactylopterus (Krefft, 1961; Mufoz et al., 1999), Scorpaenodes littoralis (Yoneda et
al., 2000); Scorpaena miostorna (Kimura et al., 1989) i Scorpaena notata (Mufioz et

al., 2002b). Els diferents autors suggereixen diverses funcions que pot dur a terme la
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massa gelatinosa que engloba la posta: facilitar la fertilitzacié i dispersié dels ous
(Armstrong et al., 1992; Alfonso-Dias i Hislop, 1996), protegir els ous i larves davant
els depredadors (Fishelson, 1977; Moyer i Zeiser, 1981; Armstrong et al., 1992;
Alfonso-Dias i Hislop, 1996), i funcionar com a mecanisme de flotacio de la posta

(Armstrong et al., 1992; Mufoz et al., 2002b).

En diverses espécies s’ha suggerit que el fluid ovaric és secretat per I'epiteli de la
paret ovarica (Yamamoto, 1963; Takano, 1968; Fishelson, 1977; Gardiner, 1978;
Erickson i Pikitch, 1993 i Yoneda et al., 1998b, Mufioz et al., 2002b); mentre que en
altres casos s’ha descrit que, a part de la paret ovarica, I'epiteli lamel-lar també
contribueix en la seva secrecido (Koya et al., 1993; Koya i Matsubara, 1995; Koya et
al., 1995b; Mufoz et al., 1999; Yoneda et al., 2000). En S. porcus es produeix un
canvi ultraestructural de les ceél-lules que limiten el lumen ovaric. Tant I'epiteli de la
paret ovarica com en I'epiteli lamel-lar mostren canvis morfologics importants al llarg
del procés de maduracio. Les cél-lules s’hipertrofien, apareixen una gran quantitat de
vesicules en el citoplasma, i es donen processos d’exocitosi a la base dels microvillis
que s’han desenvolupat a la part apical de la cél-lula. En el microscopi Optic s’observa
com aquestes secrecions contenen mucopolisacarids neutres, ja que es tenyeixen
fortament amb la reaccié de PAS-Schiff. En S. scrofa també s’ha observat com I'epiteli
de la paret ovarica desenvolupa una série de projeccions citoplasmatiques similars a
les de I'espécie anterior. S’han detectat secrecions per part dels dos epitelis que, en
aquest cas, no només son PAS positives, sind també blau de toluidina positives; per
tant, secreten tant mucopolisacarids neutres com mucopolisacarids acids. Aquests
resultats obtinguts per les dues espécies indiquen que tant I'epiteli de la paret ovarica
com I'epiteli lamel-lar participen en la formacié de les substancies que formen el fluid

ovaric.

La disminucié de I'IGS a partir del mes de juny en mascles, no esta relacionat amb
I'alliberament dels gametes, com en el cas de la femella, sin6 que finalitza
I'espermatocitogénesi i la meiosi, de manera que en el testicle hi predomina
I'espermiogéenesi al mateix temps que es dona l'eliminacié dels cossos residuals per
part de les cél-lules de Sertoli (Stoumbodi et al., 1993). Aquesta davallada del pes
dels testicles coincideix amb la classe de maduracié funcional, que juntament amb la
classe de proliferaciéo d’espermatogonies, és quan es produeix un repoblament de les
espermatogonies primaries a la part distal del Iobul gracies a la divisio tant
d’espermatogonies com de cel-lules de Sertoli, per preparar-se per la propera época

de posta. Mitjancant la tecnica de PCNA s’ha constatat que no existeix cap periode de
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repos entre dues estacions reproductives, siné que la divisi6 cel-lular és activa al llarg
de tot el cicle anual. Aixi doncs, el procés d’espermatogénesi és continu al llarg de tot
el cicle reproductor, tot i els canvis de mida del testicle i els canvis de predominancia
de les cel-lules germinals. Aquest fet també s’ha constatat en Rachycentron canadum

(Brown-Peterson et al., 2002), i en Synbranchus marmoratus (Lo Nostro et al., 2003).

En aquests mesos de post-posta i preparacié de la propera época de reproduccio
apareixen una gran quantitat de centres melanomacrofagics a I'estroma ovaric i a la
regid central testicular. Aquests centres també es detecten en S. scrofa. Els centres
melanomacrofagics sén descrits com agregats cel-lulars compactes o com grans
cel-lules amb inclusions heterogenies. La seva funcié basica és de reabsorcid, per
fagocitosi, de particules o productes resultants de la degradacié cel-lular (Ellis et al.,
1976; Macchi et al., 1992), i es creu que aquests centres so6n una resposta immune de
les céel-lules a una zona concreta de degeneracio del teixit (Grier i Taylor, 1998). S’han
observat centres melanomacrofagics en gonades de Symbranchus marmoratus,
sobretot en I'época post-reproductiva, i situats proxims a les cel-lules germinals o
dispersos pel teixit intersticial, associats o no als vasos sanguinis (Ravaglia i Maggese,
1995). En mascles de Centropomus undecimalis aquests centres sén PAS positius i
apareixen sobretot a I'interior del compartiment intersticial i poques vegades també
dins el Iobul, i se’ls hi atribueix la funcié de fagocitar espermatozoides residuals
juntament amb les cel-lules de Sertoli (Grier i Taylor, 1998). En el cas de S. porcus i
S. scrofa s’observen al raquis musculo-connectiu i a les lamel-les ovariques en les
femelles; mentre que en els mascles es localitzen sobretot prop dels conductes
espermatics i en l'espai intersticial, perdo no dins el Iobul. Tampoc s’ha detectat cap
procés de fagocitosi d’espermatozoides. En S. notata també apareixen centres
melanomacrofagics PAS positius, que en un primer moment van ser descrits com
glandules holocrines (Mufioz et al., 2002b). Segons Grier i Taylor (1998), la preséncia
de cel-lules PAS positives i centres melanomacrofagics en gonades, pot ser un
mecanisme generalitzat de regressiéo gonadal tant en peixos com en altres animals

que presenten un cicle reproductor anual.

La contribucié del fetge com a font d’energia necessaria per la reproduccié en S.
porcus és forca clara en ambdos sexes. L'IHS va augmentant des del marg-abril fins al
pic de maduracié de les gonades, quan cau en picat. Aix0 indica que les reserves
lipidiques s’utilitzarien com a font d’energia per la fase final de la maduracio i per la

posta, tant en mascles com en femelles. De fet, Shchepkin (1971) ja va constatar en

171



Cicle anual i fecunditat: Discussio

aqguesta mateixa especie que els triglicérids del fetge participen activament en el
creixement de les gonades i com a suplement energétic del periode de posta. L’efecte
de la condici6 fisica dels individus en la reproduccié és diferent segons el sexe. En
mascles, el factor de condicié es manté més o menys constant durant els mesos de
maduracid, i per tant les reserves corporals sembla que no contribueixin a la
maduracié dels testicles. En les femelles, en canvi, experimenta un lleuger descens
coincidint amb el valor maxim de I'lGS i I'lHS, que s’atribueix a la demanda d’energia
que necessiten les femelles per la vitel-logénesi (Santos et al., 1996). Aixi doncs, els
mascles de S. porcus utilitzen les reserves lipidiques del fetge per realitzar el procés
de maduracio dels testicles i la seva condici6 no es veu massa afectada pel procés
reproductiu; mentre que les femelles utilitzen les reserves acumulades en diferents
parts del cos al llarg de la vitel-logénesi, de manera que la seva condicio fisica es veu
ressentida pel desgast energéetic que comporta la maduracié dels oocits, i finalment

utilitzen les reserves del fetge per acabar la fase de maduracio i per la posta.

La poblacié estudiada de l'escorpora fosca té un numero semblant de mascles i
femelles, pero presenta dimorfisme sexual: la longitud estandard, longitud pre-anal i
pes total de les femelles sén superiors i molt significativament diferents als dels
mascles. Bradai i Bouain (1988) també assenyalen pel Golf de Gabes que les femelles
d'aquesta espécie creixen més rapidament que els mascles, pero en el seu cas les
femelles s6n més abundants que els mascles. Per contra, a la regié de Marsella son els
mascles que predominen a la poblacio i que tenen talles més grans que les femelles
(Kaim-Malka i Jacob, 1985). Aixi doncs, els resultats dels que disposem s6n molt
diferents i contradictoris, fet que fa pensar en la necessitat d'analitzar un nombre
d'individus més elevat per tal de poder estudiar amb més detall la proporcié de sexes i

el dimorfisme sexual en aquesta espeécie.

En la poblacié estudiada del cap roig la proporcié de sexes es manté sempre propera a
I'equitat, i els mascles s6n més grans que les femelles. Aquests resultats coincideixen
plenament amb els observats per la poblacié estudiada del Golf de Gabes (Bradai i

Bouain, 1988; Bradai i Bouain, 1991).

El nombre d'ous de S. porcus que maduren en cada cicle reproductor varia entre
34000 i 247000, aproximadament. La distribucié dels ous per freqiéncia de diametre

dels 12 individus estudiats també és forca variable, fet que suggereix que s’han
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analitzat femelles que es troben en diferents moments del periode de posta. Aixi,
I'existéncia d’algunes distribucions bimodals posa de manifest que la posta de
I'escorpora fosca és mudltiple, i suggereix que els exemplars que presenten
distribucions més uniformes o unimodals han estat capturats i analitzats després
d’haver realitzat una o més postes. L'analisi de la fecunditat feta per aquesta mateixa
especie en el Golf de Gabes (Bradai i Bouain, 1991), mostra un nombre total d’ous
molt inferior a I'observat en aquest treball, ja que no van comptabilitzar els oocits en
estadi d’alvéols corticals. De totes maneres, és important tenir en compte que el valor
de la fecunditat absoluta calculat és aproximat, perque, per una banda, tal com s’ha
comentat anteriorment, alguns dels individus ja han realitzat una o més postes abans
de ser capturats; i per l'altre banda, alguns dels oodcits que s’han comptabilitzat no

seran mai alliberats, ja que degeneraran pel procés d’atrésia.

La fecunditat absoluta de S. porcus incrementa a mesura que augmenta el pes
eviscerat i el pes gonadal. La relaci6 que s’estableix entre aquests parametres
presenta una al-lometria decreixent, és a dir, que el creixement en pes de l'individu i
de la gonada és més rapid que I'increment en nombre d’ous. Tot i aix0, el coeficient de
correlacié entre fecunditat absoluta i pes gonadal és elevat, tal i com passa en la
majoria d’'especies (Kartas i Quignard, 1984). Per altra banda, no existeix correlaci6
entre la fecunditat absoluta i la longitud estandard, fet poc habitual ja que en la
majoria de peixos la fecunditat esta en funcié de la mida de I'individu (Wourms i
Lombardi, 1992). Aquest resultat, com també I'abséncia de correlacié6 entre la
fecunditat relativa i la mida, el pes eviscerat i el pes ovaric, podrien ser causats per
I'analisi d’exemplars que ja havien realitzat alguna posta, per la poca grandaria
mostral, i per la gran variabilitat dels valors obtinguts que se’n deriva. L'escassetat
d’individus en plena maduracié ha fet necessari I'agrupament d’exemplars capturats
en diferents anys, de manera que els resultats també es veuen afectats per les
variacions interanuals de la fecunditat, ampliament demostrades en altres espécies
(Bagenal, 1957, 1973; Raitt i Hall, 1967; Hunter et al., 1985; deMartini, 1990, 1991;
Eldridge i Jarvis, 1995). De totes maneres, deMartini (1990) també comenta que
justament a causa de I'elevada variabilitat interanual de caracters com la fecunditat o
la mida dels ous (Svardson, 1949), no seria raonable descriure la biologia de la

reproduccié d’'una espécie a partir de les dades d’un sol any.

El diametre maxim dels ous de S. porcus és aproximadament de 500-600 um, tant si
es mesura en els talls histologics com després d’estar un temps amb liquid de Gilson.

En canvi, el diametre maxim trobat en les 2 postes obtingudes és de 700-800 pm.
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Aquesta diferencia de mida probablement evidencia I'augment de volum que pateixen

els ous de moltes espécies quan entren en contacte amb l'aigua de mar.

Pel que fa a la fecunditat absoluta obtinguda pel cap roig també és molt variable,
d’entre 153000 i 420000 ous. Aquest és un estudi preliminar de la fecunditat
d’aquesta espécie, perqué només s’han pogut obtenir cinc individus degut a I'elevada
talla en qué es déna la maduracio sexual i a la dificultat d’obtenir especimens de talles
grans. Es probablement per aquestes mateixes raons per les que tampoc s’han pogut
trobar dades bibliografiques sobre la fecunditat de I'espécie. L'analisi d’aquestes
primeres dades suggereixen que la fecunditat de S. scrofa es mou dins d’uns
parametres similars als de S. porcus, malgrat que cal ampliar I'estudi a un major

nombre d’individus per tal de poder-ho afirmar.
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7. DISCUSSIO GENERAL

Al llarg dels tres capitols anteriors s’ha analitzat la biologia reproductiva de S. porcus,
S. scrofa i també, encara que en menys detall, de S. elongata, posant de manifest
tota una serie de caracteristiques particulars que difereixen de la majoria de teleostis
ovipars, i que situarien aquestes especies dins un ovuliparisme més especialitzat.
Mufioz et al. (2002b, 2002c) també ho va destacar per Scorpaena notata, fet que fa
pensar que possiblement caracteritza a totes les especies del génere Scorpaena. De
fet, Wourms i Lombardi (1992) ja van assenyalar que aquest geénere representa una
transicio dels escorpénids cap a una posta més especialitzada. En aquest treball s’ha
vist que I'especialitzacié no es troba només en la posta, sin6 que també afecta molts

altres caracters.

En primer lloc aquestes espeécies presenten una estructura ovarica molt particular:
I'estroma esta situat al centre de la gonada, envoltat completament pel lumen i per la
paret ovarica; i els oocits s’hi troben connectats per mitja de peduncles. Aguesta
estructura és exclusiva dels escorpéenids ovipars, i s’ha relacionat amb la producci6
d’'una massa gelatinosa que acaba englobant la posta (Koya i Matsubara, 1995). Tots
els generes ovipars de la familia Scorpaenidae estudiats fins ara (Helicolenus,
Sebastolobus, Pterois, Dendrochirus, Scorpaenodes, Scorpaena, Scorpaenopsis,
Setarches i Trachyscorpia) presenten aquesta estructura, i totes les espeécies
analitzades sintetitzen aquest fluid ovaric viscos i transparent, incloent les espéecies
estudiades en aquest treball. Aquest fluid ovaric envolta els oocits hidratats i tota la

massa és expulsada en el moment de la posta.

S’ha estudiat el comportament d’alguns escorpénids que produeixen aquestes masses
d’ous. En tots els casos analitzats s’ha vist com el procés d’alliberament dels gametes
no és tan simple com el de la majoria d’espéecies amb fertilitzacié externa, sind que va
precedit d’'una pauta de festeig, més o menys complicada segons I'espécie, i d'un
aparellament mascle-femella. Aixi per exemple, en D. brachypterus, P. volitans i P.
radiata, quan la femella accepta el mascle s’aparellen i tots dos pugen cap a la
superficie on alliberen els seus gametes (Fishelson, 1975). En D. zebra les femelles en
condicions de fer la posta es situen prop del centre d’activitat d’alguns mascles, i
posteriorment els mascles competeixen per les femelles, sovint amb lluites, abans

d'aparellar-se (Moyer i Ziser, 1981). En Branchiostegus japonicus també s’ha descrit el
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festeig i un posterior aparellament que acaba amb l'alliberament dels gametes dels
dos sexes (Okumura et al., 1996). Aixi doncs, la producci6 de masses d'ous
gelatinoses pelagiques sembla estar relacionada amb el procés d’aparellament entre el
mascle i la femella. Tal i com suggereix Mufioz (2000) per S. notata, la posta dels ous
dins una massa gelatinosa els manté agregats, facilitant aixi la fertilitzacio total dels
mateixos. En aquest sentit és molt probable que tant S. porcus com S. scrofa
presentin també un comportament d’aparellament, assegurant d’aquesta manera que

I'esperma s’allibera directament sobre la massa d’ous.

També s’han descrit caracters que han estat relacionats amb el viviparisme en peixos,
com és el cas de la disminucié de gruix de la zona radiata, i I'escassetat i la mida
petita dels alveols corticals. Com ja s’ha comentat en un capitol anterior, tots dos
caracters tindrien com a conseqiencia una disminucié de la proteccié dels ous,
aspecte que no suposa cap problema en espécies vivipares, per0 que sembla
contraproduent en especies ovipares. Ara bé, en el cas dels escorpénids ovipars, la
protecci6 dels ous s’'aconsegueix mitjancant la massa gelatinosa esmentada

anteriorment.

L'estructura testicular i I'espermatogenesi de les tres espécies estudiades és també
molt poc usual. El testicle d’aquests escorpénids en principi es classificaria com a
lobular no-restringit, tot i que presenta alguns trets semblants als testicles restringits
de I'ordre dels Ateriniformes. Aquesta estructura tan particular només s’ha descrit fins
ara, i de forma parcial, en S. notata (Mufioz et al., 2002c), per tant podria tractar-se
d'una altre exclusivitat d'aquest génere. Per altre banda, I'espermatogenesi és
semicistica: els cists s’obren abans d’acabar el procés d’espermatogenesi i les cél-lules
germinals son alliberades a la llum del Iobul on s’acaben de desenvolupar fins a
esdevenir espermatozoides. La majoria de treballs que es refereixen a
I'espermatogénesi semicistica la presenten com poc comuna, estranya i molt
particular. De totes maneres, tenint en compte que s’ha detectat en espécies d’ordres
diferents (Scorpaeniformes, Perciformes, Ophidiiformes, Lophiiformes i
Gobiesociformes) i filogeneticament allunyades, fa pensar que segurament és més
habitual del que sembla, perd que fins a I'actualitat no s’han estudiat les espécies que

la presenten.

La familia Scorpaenidae es considera particularment interessant pels modes de
reproduccié tan variats que presenta. Set de les seves vuit subfamilies estan

constituides per especies ovipares, pero la fertilitzacio interna, requisit del viviparisme,
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es dona en moltes d’aquestes especies. La viviparitat només es déna en la subfamilia
Sebastinae, concretament en els generes Sebastes i Sebasticus. Precisament, dins
d’aquesta subfamilia també hi destaca el genere Helicolenus, constituit per espéecies
zigopares i considerat per alguns autors com un estadi transicional cap al viviparisme
dins de la familia Scorpaenidae (Wourms, 1991; Wourms i Lombardi, 1992). H.
dactylopterus dactylopterus, per exemple, presenta fertilitzacié interna, pero els ous
fertilitzats son alliberats en un estadi de desenvolupament molt primari envoltats per
la mateixa matriu gelatinosa descrit per les espécies ovipares d’aquesta familia
(Mufioz et al., 1999; 2000; 2002a). Cal comentar que recentment Koya i Mufioz
(2005) han analitzat I'evolucié dels modes de reproduccié en escorpénids basant-se,
principalment, en I'estructura ovarica de les espécies que constitueixen aquesta
familia. L'ovari de les dues especies vivipares, Sebastes i Sebasticus, presenta un
estroma dorsal, tal i com apareix en altres families d’escorpeniformes com en Cottidae
i Hexagrammidae, i en molts altres ordres de teleostis. Aix0 suggereix que aguesta
estructura ovarica és primitiva, i no pas una estructura especialitzada pel viviparisme.
Per altre banda, els ovaris amb estroma central, com els observats en les d’espéecies
estudiades en aquest treball, s’han detectat en tots els geéneres analitzats
d’escorpénids, a excepci6d de les especies vivipares, i no apareixen en cap altre familia
d’escorpeniformes. Aquest fet suggereix que aquest tipus d’estructura ha evolucionat
dins d’aquesta familia. A partir d’aquests resultats els autors apunten que, mentre
Sebastes va evolucionar cap al viviparisme mantenint una estructura ovarica més
primitiva, els géneres que realitzaven una massa d'ous flotant van desenvolupar un
tipus d’ovari amb estroma central, a partir del qual va evolucionar posteriorment la
zigoparitat que trobem en el génere Helicolenus. Per tant, per una banda hi hauria les
especies vivipares del génere Sebastes i Sebasticus; i per l'altre, els escorpenids
ovulipars especialitzats, com els del génere Scorpaena, juntament amb els zigopars
del genere Helicolenus. Aixi doncs, la viviparitat de Sebasticus i Sebastes, i la
zigoparitat d’Helicolenus, tot i tenir aspectes en comu com fertilitzacio interna, haurien
evolucionat seguint dues linies separades. Tenint en compte aquests resultats, potser
caldria replantejar la classificacié del genere Helicolenus dins la subfamilia Sebastinae,

juntament amb Sebastesi Sebasticus.

Aixi doncs, encara queden molts aspectes per resoldre de la familia Scorpaenidae: des
de determinar I'escenari evolutiu dels diferents modes de reproduccié que s’hi donen

fins a discutir la seva sistematica. Es important continuar estudiant la reproduccié de
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les diferents espécies d’escorpénids per tal de poder aclarir tots aquests dubtes i, fins i

tot, potser poder ajudar a comprendre I'evolucié dels modes de reproduccié d’altres

families de peixos.
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8. CONCLUSIONS

Scorpaena porcus, S. scrofa i S. elongata son espécies ovipares ovulipares

especialitzades.

Aquesta especialitzacié consisteix en tota una série de trets molt particulars i poc

comuns a la resta de peixos ovipars estudiats:

Posici6 central del raquis musculo-connectiu, envoltat completament pel
lumen i la paret ovarica (ovari cistovaric 11-3)

- Preséencia de peduncles en oocits en fase de creixement secundari

-  Escassetat i mida petita dels alveols corticals

- Poc gruix de la zona radiata

- Secreci6 d'una massa gelatinosa que engloba els ous en el moment de la

posta.

Totes aquestes caracteristiques també s’han observat en Scorpaena notata,
suggerint que l'especialitzacié de I'oviparisme ovulipar es déna probablement en

moltes especies del genere Scorpaena.

Tots els escorpénids ovipars analitzats fins a I'actualitat presenten un ovari amb
I'estroma central, oocits amb peduncles i la produccié d’'una massa gelatinosa.
Probablement, doncs, aquests sén trets compartits per totes les espeécies ovipares

de la familia Scorpaenidae.

El fluid ovaric en S. porcus i S. scrofa és secretat tant per les projeccions

citoplasmatiques de I'epiteli de la paret ovarica com per I'epiteli lamel-lar.

El desenvolupament de I'ovari d’aquestes espécies és del tipus "grup sincronic". La
posta és multiple i consisteix en una massa d’ous pelagica, que en el cas de S.
porcus s’allibera entre els mesos de juny i agost, i en S. scrofa, a partir del mes de

juliol.

L'estructura testicular d’aquestes espéecies també és forca particular. El testicle és
del tipus lobular no-restringit; tot i aix0, presenta algunes caracteristiques com la
ordenacio parcial dels cists segons I'estadi de maduracio de les cél-lules germinals,
i 'abséncia de lumen central, que també s’observen en testicles del tipus lobular

restringit de les espécies de la serie Atherinomorfa.
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8. L'espermatogéenesi és semicistica, els cists s’obren abans d’acabar tot el procés
d’espermatogenesi. En S. porcus s’obren a nivell d’espermatocits, mentre que en
S. scrofa i S. elongata ho fan a nivell d’espermatida. Un cop alliberades, les
cél-lules germinals es desenvolupen a la llum del Iobul fins arribar a I'estadi

d’espermatozoide.

9. Un cop el cist es trenca, en S. porcus i S. scrofa les cel-lules de Sertoli
s’hipertrofien i es situen a la paret del Iobul, sempre recolzades sobre la membrana
basal. Aquestes cel-lules es troben connectades entre elles per unions fortes a la
part latero-apical, suggerint I'existéencia del que s’anomena la barrera de les
cél-lules de Sertoli (“Sertoli cell barrier”), la funcié de la qual és impedir la

formacié d’anticossos anti-esperma.
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10. ANNEX

En les pagines segients es presenten les dades morfomeétriques i gravimetriques de

tots els exemplars de S. porcus, S. scrofai S. elongata que es van recol-lectar per a

I'elaboracio d’aquest treball

Les dades que es mostren son:

Individu: el codi indica I'espécie (Sp: Scorpaena porcus, Ss: Scorpaena scrofa i

Se: Scorpaena elongata), I'any i el mes de captura, i finalment la numeracio de

I'individu.
Lt: longitud total (mm)
Ls: longitud estandard (mm)
Lpa: longitud pre-anal (mm)
Pt: pes total (g)
Pe: pes eviscerat (Q)
Pg: pes de la gonada (g)
Pf: pes del fetge (Q)
Sexe: M: mascle
F: femella
I: indiferenciat
Procedéencia: CS: Cornide de Saavedra
LI. Palamés: Llotja Palamos

P. Llenca: Peixateria Llenca

205



Annex
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Individu
Sp000601
Sp000602
Sp000603
Sp000604
Sp000605
Sp000606
Sp000607
Sp000608
Sp000609
Sp000610
Sp000611
Sp000612
Sp000613
Sp000614
Sp000615
Sp000616
Sp000617
Sp000618
Sp000619
Sp000620
Sp000621
Sp000622
Sp000623
Sp000624
Sp000625
Sp000626
Sp000627
Sp000628
Sp000629
Sp000630
Sp000631
Sp000632
Sp000633
Sp000701
Sp000702
Sp000703
Sp000704
Sp000705
Sp000706
Sp000707
Sp000708

Lt
183
191
162
160
206
174
196
172
170
193
203
149
155
205
178
212
144
154
151
171
248
195
162
170
185
174
222
208
179
189
211
188
233
137
171
186
153
174
167
161
126

Ls
141
141
124
120
160
135
148
131
129
148
158
113
119
154
140
167
112
121
117
132
199
150
122
131
148
137
176
162
138
146
166
151
186
107
136
145
119
134
129
125

98

Lpa
91
88
78
69
99
86
89
80
79
93
94
72
72
96
88

111
67
74
71
80

128
96
81
78
84
85

117
98
85
90

107
89

112
62
83
91
69
78
85
76
56

Pt
134,0
126,9
102,2
87,2
196,4
125,0
159,1
116,6
114,3
141,7
221,0
67,8
90,0
195,5
133,4
197,5
67,8
75,2
73,8
97,5
337,3
173,9
105,2
98,0
130,6
103,6
260,6
230,9
121,2
150,5
248,5
163,0
313,9
54,8
121,1
123,1
85,5
141,6
103,7
100,4
42,6

Pe
113,8
118,3
81,0
77,9
170,5
110,2
143,4
97,1
96,0
124,0
171,0
61,0
78,2
171,0
120,5
158,5
58,8
67,5
64,2
86,8
283,3
150,8
81,2
86,9
116,3
92,9
204,0
188,4
109,1
132,6
197,4
147,9
283,5
49,0
107,8
112,0
78,5
125,8
92,2
92,6
37,9

Pg
0,4531
0,4812
2,4792
0,1980
0,3212
0,2775
0,7199
5,0357
0,1532
0,5248
0,4289
0,1629
0,1390
0,6155
0,4158

10,6508

0,8610
0,1746
0,2327
0,1294
6,6630
0,2983
7,7839
0,3109
0,3109
0,2880

18,0059
10,6491

0,3602
1,3453
0,2069
0,6421
0,6073
0,1033
0,3509
0,1465
0,0761
0,4690
2,5774
0,1009
0,0235

Pf
3,3617
3,0384
3,9502
1,7105
4,6699
3,5846
2,9964
4,6902
4,1704
2,1847
2,4403
2,3069
2,5137
4,0691
2,0298
5,3206
2,7244
2,3366
1,9815
1,9627

11,8430
4,2948
3,0843
1,7945
2,1400
2,4160
8,1039
6,9315
2,1358
1,6501

20,7524
2,1875
7,7205
0,6049
1,2603
1,4554
1,1899
1,8776
1,5623
1,1108
0,6058

Sexe
M

E4dE IEAEREdE  IEAEdEdEdE  BEd B B EdAEdDdEd  BEdE | IEdAEdEdE B EEAEAEdEAEAEDdEdD  IEAFAEdE-dih B

Procedéncia
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS
CS

Xavega
Xavega
Xavega
Xavega
Xavega
Xavega
Xavega
Xavega
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Sp000901
Sp010101
Sp010102
Sp010201
Sp010202
Sp010203
Sp010204
Sp010205
Sp010206
Sp010207
Sp010208
Sp010209
Sp010301
Sp010302
Sp010303
Sp010304
Sp010305
Sp010306
Sp010307
Sp010308
Sp010309
Sp010310
Sp010311
Sp010312
Sp010401
Sp010402
Sp010403
Sp010404
Sp010405
Sp010406
Sp010407
Sp010408
Sp010409
Sp010501
Sp010502
Sp010503
Sp010504
Sp010505
Sp010506
Sp010507
Sp010508
Sp010509

147
235
261
222
225
200
204
185
217
206
132
171
159
147
190
231
119
247
239
180
224
184
252
154
253
260
192
137
167
154
213
151
214
202
248
171
246
217
221
182
253
194

116
184
208
175
174
156
160
144
169
163
102
132
122
113
147
184
91
193
186
135
174
144
200
121
198
205
150
105
128
121
164
115
168
156
196
133
193
170
174
142
197
150

67
113
134
104
108
102
97
86
99
96
61
79
75
68
89
117
57
118
113
85
109
90
122
73
121
128
96
64
78
75
101
72
101
95
123
85
118
108
110
87
124
97

74,2
300,2
431,3
262,1
241,5
165,0
185,7
146,6
232,6
205,4
42,4
109,0
88,5
74,2
151,7
355,6
35,8
346,2
313,5
107,0
314,9
134,2
335,0
72,7
411,3
513,3
168,0
52,7
103,9
78,7
225,4
83,8
217,6
173,7
337,9
102,9
297,2
211,8
290,0
131,5
414,1
174,5

61,0
290,8
395,4
228,4
221,2
151,8
167,9
136,0
211,4
182,2
38,4
100,7
80,0
65,2
138,3
294,1
31,6
316,8
277,5
106,6
287,9
121,2
327,5
65,2
235,6
413,6
141,9
48,1
94,4
70,8
198,4
76,3
190,6
154,3
296,5
92,7
266,8
182,6
237,4
116,6
341,3
150,1

0,2813
0,9135
1,8296
0,9832
1,2051
0,7984
0,8160
0,1523
0,1821
1,0017
0,0399
0,0408
0,0701
0,2056
0,4149
1,7088
0,2745
0,2251
0,1269
0,0752
0,1883
0,4155
1,7641
0,0349
1,7873
2,5284
0,5858
0,0381
0,0676
0,4160
0,9980
0,3658
1,0815
0,9909
2,0686
0,4695
1,6921
0,8131
3,7328
0,1136

1,7609
5,2388
13,3465
4,3710
2,5587
2,1111
2,8996
1,0756
2,6113
3,5715
0,5961
0,9767
1,9278
1,3156
1,1023
9,1293
0,5635
6,1932
5,4287
1,0513
6,9843
1,5707
3,5564
1,3542
6,5263
15,5625
1,3733
0,7814
1,7138
1,2672
5,1500
1,2407
3,5224
1,6281
5,3007
1,8688
4,3467
2,1856
7,9278
1,8563

12,1867 12,6206

3,7117

4,5924

M T nmmnmmTmmaTmTmTmmnm T nmnmn nmTnS ZZZZmnmnmnmnmn << n S EmmmmTmmT T n

Xavega
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI

CS
CS
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Sp010510 182 144 89 152,3 130,0 11,7305 22,4501 F CS
Sp010511 258 204 123 416,00 362,5 09,3891 8,1485 F CS
Sp010512 185 146 90 167,4 145,4 0,4426 5,7949 M CS
Sp010513 241 188 @ 114 396,7 330,0 5,9875 13,2426 F CS
Sp010514 170 131 79 98,0 86,8 | 0,1876 3,0568 M CS
Sp010515 191 148 91 163,8 148,6 0,4837 6,7648 M CS
Sp010516 172 135 85 106,3 96,0 0,1630 2,1604 M CS
Sp010517 189 146 89 147,8 125,3 0,2210 3,6357 M CS
Sp010518 169 133 81 105,9 95,1 1,3035  2,1353 F CS
Sp010519 152 119 74 87,1 74,4 < 0,1643 2,1704 M CS
Sp010520 226 182 110 284,5 250,0 0,4881 09,5155 M CS
Sp010521 220 172 104 246,9 240,8 0,3711 4,8261 M CS
Sp010522 183 143 83 164,5 128,6 0,8691 1,9786 F CS
Sp010523 185 @144 92 143,3 121,5 1,0923 3,8025 F CS
Sp010524 216 169 98 258,2 220,6 0,6393 77,9912 M CS
Sp010601 244 191 115 331,5 286,6 13,4825 09,0322 F | LUPI
Sp010602 155 117 71 90,4 78,9 0,2004 11,8192 M | LUPI
Sp010603 144 111 66 75,6 62,2 0,2635  1,1707 @M | LUPI
Sp010604 199 @155 96 178,5 161,8 10,3491 2,8511 M  LUPI
Sp010605 146 113 67 64,0 56,1 0,0943  0,8853 M | LUPI
Sp010606 137 106 61 60,9 52,4 10,1485 11,0580 M | LUPI
Sp010607 158 122 71 84,7 74,2 0,2113  1,1910 M | LUPI
Sp010608 124 97 57 45,6 36,0 1,3191  2,0016 F | LUPI
Sp010609 157 121 71 83,2 75,4 0,2379 1,5468 M | LUPI
Sp010610 200 @154 92 174,7 154,7 10,3770 3,0793 M  LUPI
Sp010611 179 138 83 147,7 130,8 0,5267 4,5962 M | LUPI
Sp010612 169 @130 79 102,2 92,2 0,2293  2,5085 M | LUPI
Sp010613 225 176 105 250,5 217,2 77,7351  6,2347 F | LUPI
Sp010614 196 152 93 158,4 142,2 10,4258 2,3724 M | LUPI
Sp010615 141 109 68 56,0 51,2 0,1639  1,3261 M | LUPI
Sp010616 160 @124 77 96,3 83,7 0,2002  1,8619 M | LUPI
Sp010617 250 196 125 414,0 337,9 29,1006 10,7897 F | LUPI
Sp010618 135 103 62 48,8 44,0 10,1243 0,8832 M | LUPI
Sp010619 80 65 36 10,6 8,6 0,0227 0,0440 F | LUPI
Sp010620 136 @ 105 65 52,0 45,5 0,0556  0,8948 M | LUPI
Sp010621 141 111 67 57,7 51,7 1,4309  1,1241 F | LUPI
Sp010622 136 @ 108 65 64,8 53,4 1,7340  1,7977 F | LUPI
Sp010623 177 138 79 138,3 121,4 10,3614 2,0345 M  LUPI
Sp010624 207 @ 160 99 230,6 @ 176,6 8,4883 30,0150 F | LUPI
Sp010625 237 183 116 272,8 240,9 4,1178  5,3371 F | LUPI
Sp010626 202 156 94 191,3 161,5 0,2701 3,3218 M | LUPI
Sp010627 173 133 82 115,2 101,8 10,2357 2,0983 M | LUPI
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Sp010628 131 104 65 57,2 42,8 3,8844 1,2148 F LUPI
Sp010701 236 184 120 338,1 258,4 38,5228 3,0223 F LUPI
Sp010702 191 @ 149 90 153,3 140,0 10,3024 1,9717 M LUPI
Sp010703 134 104 61 66,0 53,1 0,1969 1,0804 M LUPI
Sp010704 153 119 72 85,5 73,3 0,1765 1,4856 M LUPI
Sp010705 204 160 97 223,8  193,0 0,5472 12,8152 M LUPI
Sp010706 180 @138 87 126,8 114,0 0,3411 1,4949 M LUPI
Sp010707 172 134 84 124,0 107,3 0,2790 2,1296 M LUPI
Sp010708 211 162 101 223,3 194,7 11,6687 3,8351 F LUPI
Sp010709 247 194 123 350,6 290,3 15,3290 5,1529 F LUPI
Sp010710 209 163 100 207,33 184,0 0,1724 2,9337 M LUPI
Sp010711 228 178 111 246,44 222,6 0,8042 2,4688 F LUPI
Sp010712 224 174 110 236,8 216,0 0,4993 3,0465 M LUPI
Sp010713 159 125 73 88,5 79,1 0,3173 1,6158 M LUPI
Sp010714 203 @ 153 93 172,8 151,0 3,6623 3,1967 F LUPI
Sp010715 158 @122 77 81,1 71,7 0,3641 1,0286 M LUPI
Sp010716 186 144 91 131,5 120,2 10,2360 2,0409 M LUPI
Sp010717 158 @120 73 90,9 80,4 0,1946 1,1657 M LUPI
Sp010718 155 117 71 85,5 72,6 0,2293 1,5957 M LUPI
Sp010719 154 120 75 72,3 63,4 0,0414 0,9334 M LUPI
Sp010720 198 @155 102 150,0 135,0 0,1011 1,7685 M LUPI
Sp010721 181 @ 143 85 142,0 115,3 2,6813 1,6954 F LUPI
Sp010722 139 108 65 58,3 52,9 0,1405 0,9170 M LUPI
Sp010723 152 117 72 76,8 70,0 0,1882 1,2000 M LUPI
Sp010724 152 119 71 86,8 76,5 0,1346 0,9934 M LUPI
Sp010725 106 82 48 26,4 22,4 0,0570 0,4047 M LUPI
Sp010726 157 @121 79 106,0 86,5 1,2074 2,8545 F LUPI
Sp010727 182 @ 140 89 140,0 118,0 10,1381 1,2564 M LUPI
Sp010728 178 138 85 115,1 95,3 0,0777 1,3649 M LUPI
Sp010801 183 @ 140 86 133,7 118,7 0,0864 1,4341 M LUPI
Sp010802 206 @160 100 202,8 170,5 1,2125 2,5192 F LUPI
Sp010803 210 168 100 211,4 191,2 0,5929 1,6523 F LUPI
Sp010901 230 178 107 794,9 257,2 0,9577 5,8355 F LUPI
Sp010902 213 169 101 245,8 217,1 0,6866 2,0097 F LUPI
Sp010903 177 @ 140 84 113,12 102,8 0,1235 1,5479 M LUPI
Sp010904 189 @ 147 97 133,8 119,11 0,3426 1,3214 F LUPI
Sp010905 127 98 58 46,0 41,1 0,0395 1,0239 M LUPI
Sp010906 165 128 75 110,4 101,8 10,3725 0,8675 F LUPI
Sp010907 126 97 58 38,9 34,5 0,0398 0,0489 M LUPI
Sp010908 119 92 61 33,8 30,0 0,6360 0,3659 F LUPI
Sp010909 139 109 67 57,4 52,0 0,0864 0,8081 M LUPI
Sp010910 134 104 62 50,9 44,8 0,0361 0,7944 M LUPI
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Sp010911
Sp010912
Sp010913
Sp010914
Sp010915
Sp010916
Sp010917
Sp011101
Sp011102
Sp011201
Sp011202
Sp011203
Sp011204
Sp011205
Sp020101
Sp020102
Sp020103
Sp020104
Sp020105
Sp020501
Sp020502
Sp020503
Sp020504
Sp020505
Sp020506
Sp020507
Sp020508
Sp020509
Sp020510
Sp020511
Sp020512
Sp020513
Sp020514
Sp020515
Sp020516
Sp020517
Sp020518
Sp020519
Sp020520
Sp020521
Sp020522
Sp020523

125
122
216
125
202
146
145
213
247
164
237
237
240
202
206
232
222
215
235
200
233
232
210
181
172
145
167
115
173
160
178
171
243
186
121
189
145
239
164
198
180
136

96
95
170
98
158
113
113
167
192
127
187
183
189
159
159
182
173
170
185
158
184
183
165
142
131
112
129
89
215
122
141
133
187
153
173
146
114
186
128
154
143
107

57
56
101
57
102
72
71
106
121
72
116
114
122
93
93
113
109
108
113
98
115
116
102
90
85
67
82
55
128
75
87
78
113
95
105
94
73
110
79
93
87
64

38,6
40,9
240,8
38,1
168,2
58,3
62,6
231,4
274,7
104,5
304,3
326,2
343,9
197,9
183,1
283,3
253,7
190,9
266,1
187,8
311,3
260,0
221,3
118,8
114,3
69,2
111,7
35,9
490,4
93,4
136,6
115,9
343,5
216,4
241,7
154,6
67,5
311,6
108,8
192,4
153,2
63,9

34,4
35,7
207,7
33,8
147,8
50,9
56,4
214,4
252,0
92,1
280,2
284,6
305,0
177,4
166,9
262,3
232,3
175,1
240,7
171,6
275,4
234,7
197,6
107,9
107,9
64,7
100,5
32,3
439,2
85,2
115,9
102,7
314,5
180,2
216,3
139,2
61,6
265,6
104,3
157,5
136,0
55,7

0,0346
0,0392
1,4789
0,0344
0,3542
0,2636
0,0505
1,0771
1,3536
0,2680
0,1887
1,6432
0,1548
0,8189
0,1137
0,1423
0,1397
0,1145
0,1581
1,5224
2,7633
2,3124
4,6707
0,2545
0,1275
0,4400
1,4286
0,0698
0,5722
0,4675
1,5254
1,5514
0,2601
2,6827
0,2437
0,0965
0,0538
5,5629
0,1903
3,9126
2,8483
1,3676

0,5622
0,5307
1,7964
0,5133
1,3863
0,6807
0,8169
2,3395
3,8297
1,6498
7,4941
6,1120
8,2933
3,8038
2,1501
5,9508
3,4734
3,7107
3,5372
3,2581
9,1868
4,3093
2,7641
2,6356
2,5837
1,4653
3,6269
0,7447

13,5772
2,1070
3,7024
2,7144
5,7973
7,1026
5,7902
1,4676
0,9080
7,6574
1,8924
4,5005
4,1883
2,4094

T MmN nnan I nmnmnanmnmanI I nmanann ntnS S

LI.
LI.
LI.
LI.
LI.
LI.
LI.
LI.
LI.
LI.

LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
Palamoés
Palamos
Palamos
Palamoés
Palamoés
Palamoés
Palamos
Palamoés
Palamos
Palamoés
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI

CS

CS

CS

CS

CS

CS

CS

CS

CS

CS

CS

CS
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S. porcus

Sp020524 150 115 70 72,8 64,5 0,1101 1,0724

Sp020601 278 | 218 @142 561,5 510,0 19,2561 15,5738
Sp020602 157 122 76 89,0 72,7 0,2004  1,3769
Sp020603 170 132 83 120,5 96,2 0,8345 | 3,4779
Sp020604 247 | 199 @ 123 359,2 281,7 09,6271 2,7283
Sp020605 176 139 91 115,0 105,4 0,2510 1,8603
Sp020701 263 | 207 | 127 441,12 368,7 11,8869 6,0885
Sp020702 208 @ 164 104 195,6 168,2 8,2135 4,0640
Sp020703 194 150 90 174,12 158,6 0,2965 2,5022
Sp020704 180 141 85 154,5 139,0 0,8286 2,7961
Sp020705 120 95 57 40,7 36,4 0,1280 0,6974
Sp020706 176 135 81 118,9 110,0 0,3101 1,7891
Sp020707 128 @100 58 44,5 40,6 | 0,0937 0,6045
Sp020708 135 102 63 50,8 46,9 | 0,1620 0,6167
Sp020709 122 90 56 30,8 34,4 0,1054 0,5625
Sp020710 120 94 54 36,7 32,8 0,1224 0,4461
Sp020711 136 104 62 50,6 44,8 | 0,1341 0,8219 LUPI
Sp020712 133 102 59 47,2 42,7 0,1052 0,4844 LUPI

M CS
F
M
F
F
M
F
F
M
F
M
M
M
M
M
M
M
M
Sp021101 264 @ 209 @ 140 378,3 340,0 1,9222 4,7511 F | LI. Palamos
F
F
F
F
F
M
F
M
M
F
F
M
F
F
F
F
F
F
F
M
F

LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LI. Palamoés
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI
LUPI

Sp021102 214 169 99 241,3 215,6 0,8089 3,5958 LI. Palamoés
Sp021103 231 180 @ 113 257,12 233,1 0,3849 4,6367
Sp021104 201 155 98 175,3 162,4 0,5942 4,5651
Sp021105 222 171 105 211,3 195,00 11,1000 2,4109
Sp021106 203 157 99 165,6 154,2 0,5962 1,5500
Sp021107 208 156 93 231,7 206,1 @ 0,1047 4,0447
Sp030501 251 202 135

Sp030502 171 133 80

Sp030601 234 | 185 119 225,0 210,0

Sp030602 251 | 200 130 325,0 300,0

Sp031001 175 134 81 122,7 116,6 0,3350 1,1996
Sp031002 172 130 74 130,0 121,3 0,0765 1,6003
Sp031101 244 @ 190 @113 356,4 337,0 1,7954 8,2762
Sp031102 239 190 @114 318,2 293,2 1,2644 33,9065
Sp031103 ' 230 @ 182 112 310,2 284,6 11,7172 2,9496
Sp040802 263 | 207 133 327,12 303,6 1,6621 10,1715
Sp040803 216 @ 161 @ 105 202,6 183,7 1,0911 6,3065
Sp040804 233 186 @ 122 210,12 199,1 0,6213 1,7620
Sp040805 249 @ 191 120 257,7 240,0 1,4862 44,9551
Sp040806 202 @167 @ 106 176,8 161,9 0,1217 33,4653
Sp040807 243 @ 196 @ 122 300,0 260,0 1,5714 44,3890

LI. Palamoés
LI. Palamoés
LI. Palamés
LI. Palamoés
LI. Palamoés
LUPI
LUPI
Xavega
Xavega
LI. Palamoés
LI. Palamoés
Na Foguera
Na Foguera
Na Foguera
LI. Palamés
LI. Palamés
LI. Palamés
LI. Palamoés
LI. Palamés
Xavega
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S. scrofa
Individu Lt Ls Lpa Pt Pe Pg Pf Sexe  Procedeéencia
Ss000601 = 197 155 93 152,9 136,7 0,2165 1,9790 M Cs

Ss000602 121 93 59 37,6 30,0 0,0110 0,5603 I
Ss000603 = 332 266 163 7277 623,5 0,2056 15,9008 M
Ss000604 344 271 165 874,0 758,8 0,4778 14,9591 M
Ss000701 243 190 119 316,6 286,5 0,1952 | 2,5223 M
Ss000702 247 196 127 330,5 293,9 0,1209 @ 3,8843 M
Ss000703 238 188 117 2927 260,9 0,5052 @ 5,1514 F
Ss000704 267 207 126 410,8 364,0 1,0537 = 7,8415 F
Ss000705 266 205 126 37,6 336,5 0,1458 @ 3,3074 M
Ss000706 = 330 257 159 726,5 652,1 0,4578 10,3824 M
Ss000707 173 137 87 106,7 97,9 0,0327  1,4625 I Xavega
Ss010101 341 263 166 750,2 684,4 2,5061 24,2134 F
Ss010102 286 228 150 421,4 3717 0,1650 & 3,6703 M
Ss010103 | 305 237 154 556,4 524,5 2,7523 @ 4,4027 F
Ss010104 260 200 127 340,0 312,2 1,1988 @ 3,6684 F
Ss010105 310 243 154 483,2 474,8 0,2889 | 5,7475 M
Ss010201 304 243 157 527,6 4441 1,3439 = 8,4589 F
Ss010202 @ 220 172 101 204,2 191,3 0,1190 & 1,5903 M
Ss010301 191 150 96 150,9 125,9 0,2199 @ 1,5920 F
Ss010302 128 100 63 40,6 34,2 0,0160 0,2717 I
Ss010303 221 171 107 230,2 208,6 0,3954 | 3,9367 F
Ss010304 221 177 111 225,1 194,3 1,4215 LUPI

Ss010305 124 97 61 37,9 34,8 0,0452  0,4852 F LUPI
Ss010306 = 196 152 93 136,5 131,9 0,2592 | 0,6426 F LUPI
Ss010401 158 125 75 88,3 83,6 0,0270 1,7160 I LUPI
Ss010501 119 94 59 41,4 34,7 0,7536 = 0,0136 I LUPI
Ss010502 @ 225 180 42 246,1 223,5 0,7815 | 3,5561 F LUPI
Ss010503 & 192 149 91 142,0 130,8 0,0531 1,6460 M CS

Ss010601 293 236 148 592,5 538,5 0,2329 @ 7,7180 M LUPI
Ss010602 130 102 61 52,3 45,6 0,0151 0,7518 I LUPI
Ss010603 178 139 90 111,8 102,2 0,1720 & 1,0383 F LUPI
Ss010701 191 149 95 120,8 115,6 0,0617 | 0,4768 F LUPI
Ss010702 198 155 95 151,7 133,7 0,0300 I LUPI
Ss010703 189 149 96 1444 131,7 0,1343  1,9460 F LUPI
Ss010704 207 162 101 222,6 196,4 0,1337 | 2,0646 M LUPI
Ss010705 190 152 97 136,1 125,2 0,1311 @ 0,8798 F LUPI
Ss010706 = 218 172 115 198,4 182,6 0,2534 | 1,8968 F LUPI
Ss010707 210 168 107 174,0 162,4 0,0356 | 0,8575 I LUPI
Ss010708 189 150 94 140,7 127,1 0,1315 | 1,4206 F LUPI
Ss010801 227 178 115 262,5 237,6 0,3222 | 2,4328 F LUPI
Ss010802 116 94 57 31,0 26,8 0,0211 0,2717 F LUPI
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S. scrofa
Ss010803 1 139 110 67 55,8 50,8 0,0114 0,6289 | LUPI
Ss010804 ¢ 150 118 75 78,2 66,1 0,0596 @ 0,5646 F LUPI
Ss010901 @ 151 120 75 73,8 67,5 0,0210 @ 1,5466 | LUPI
Ss010902 @ 159 129 80 84,9 78,4 0,0231 @ 1,1842 | LUPI
Ss010903 | 121 96 56 41,4 36,1 0,0405 0,4791 F LUPI
Ss010904 @ 236 188 121 258,6 211,9 0,2689 @ 2,7273 F LUPI
Ss011101 1 210 165 107 184,7 171,3 0,3157 @ 1,8649 F LUPI
Ss011102 1 193 150 93 155,5 146,3 0,0680 @ 0,9129 M LUPI
Ss011103 | 242 189 129 266,1 236,5 0,0499 @ 3,3104 M LI. Palamés
Ss011104 @ 123 98 60 40,0 37,0 0,0616 @ 0,2613 F LI. Palamés
Ss011105 1 214 167 105 191.,4 180,0 0,4436 @ 1,0563 F LI. Palamés
Ss011201 | 275 217 137 4248 382,6 1,1736 10,4262 F LUPI
Ss011202 | 247 195 123 288,9 267,8 0,0761 @ 2,2536 M LUPI
Ss011203 1 207 163 101 168,2 157,5 0,2343 @ 1,3529 F LUPI
Ss011204 @ 290 227 147 461,1 427,8 1,1429  7,0020 F LI. Palamés
Ss011205 1 281 225 142 466,4 425,5 0,1138 10,3890 M LI. Palamés
Ss011206 | 340 268 169 741,3 690,7 0,2361 17,0153 M LI. Palamés
Ss011207 | 272 211 136 389,0 366,4 1,2430 @ 3,6990 F LI. Palamés
Ss020201 1 309 249 153 488,7 465,9 0,4846 @ 1,5422 M LI. Palamés
Ss020202 | 267 210 132 341,5 323,9 2,4903 @ 2,7413 F LI. Palamés
Ss020203 | 263 205 134 302,2 290,0 0,1580 @ 2,1567 M LUPI
Ss020204 @ 121 95 57 36,0 32,1 0,0148 @ 0,3787 | LUPI
Ss020501 1 270 215 126 420,8 375,5 2,4981 @ 7,4583 F LI. Palamés
Ss020502 | 217 173 106 231,1 211,7 0,0490 @ 0,7707 M LI. Palamés
Ss020503 | 237 188 119 330,0 277,9 0,4734 @ 2,5012 F LI. Palamés
Ss020504 @ 266 209 131 355,9 325,9 1,9802 3,8444 F LUPI
Ss020505 1 129 102 62 45,4 41,1 0,0421 0,6791 F LUPI
Ss020506 | 223 176 107 225,5 212,2 0,6256 @ 1,9035 F LUPI
Ss020507 | 197 153 95 147,8 138,5 0,3134 | 6,2250 F LUPI
Ss020701 @ 448 356 229 1939,8 1745,5 88,1636 60,5224 F LI. Palamés
Ss020702 | 317 254 158 735,2 644,8 51,3955 88,7560 F LI. Palamés
Ss020703 | 255 199 124 367,9 334,9 1,8770 7,7466 F LI. Palamés
Ss020801 @ 318 247 162 604,7 536,9 @ 25,0731  7,5759 F LUPI
Ss020802 1 331 259 172 762,8 641,5 63,2575  9,9118 F LUPI
Ss020803 | 281 219 131 400,0 355,4 13,8734  3,7301 F LUPI
Ss021101 1 230 183 116 233,9 215,6 0,6234 @ 2,6635 F LUPI
Ss021102 1 202 156 99 154,1 142,8 0,0352 @ 1,1523 M LUPI
Ss021201 | 304 239 154 513,4 465,2 0,3104 @ 2,6142 M LUPI
Ss021202 @ 226 173 110 216,9 205,6 0,0742 @ 1,6834 M LUPI
Ss021203 | 183 143 87 124,5 118,2 0,0360 @ 0,9231 M LUPI
Ss021204 @ 298 226 141 448,4 438,4 0,1163 @ 2,2561 M LUPI
Ss030501 1 263 212 141 F LUPI
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S. scrofa

Ss030601 | 320 252 175 F LUPI
Ss030602 | 296 233 154 F LUPI
Ss030603 | 363 296 194 5,8836 16,8831 F Calypso
Ss030604 | 395 310 206 1,2707 12,9764 M Calypso
Ss030605 | 390 311 201 7,8983 14,7239 F Calypso
Ss030606 @ 464 368 241 2,4567 23,8556 M Calypso
Ss030607 | 376 293 186 1,0432 24,5011 M Calypso
Ss030608 | 443 352 236 1,4961 13,9095 M Calypso
Ss030609 | 391 308 196 1,4960 10,3068 M Calypso
Ss030610 @ 321 257 158 2,2293 @ 8,2529 F Calypso
Ss030611 @ 475 384 263 1,5260 16,5193 M Calypso
Ss030612 @ 380 300 200 0,6430 @ 7,8022 M Calypso
Ss030613 1 500 402 275 1,7836 47,8143 M Calypso
Ss030614 @ 392 319 210 8,6746 13,1903 F Calypso
Ss030615 | 436 352 233 12,6167 16,1131 F Calypso
Ss030616 | 487 395 268 2,1170 24,3773 M Calypso
Ss030617 | 472 380 257 2,5528 24,1114 M Calypso
Ss030618 | 495 395 264 1,7355 37,4975 M Calypso
Ss030619 @ 456 367 230 2,0560 43,8877 M Calypso
Ss030620 ¢ 510 410 270 1,4115 25,1110 M Calypso
Ss031001 @ 246 192 123 323,9 306,8 0,1532 @ 3,4494 M LI. Palamés
Ss040501 1 302 230 152 450,0 419,0 1,3887 F CSs
Ss040502 @ 469 205 135 304,0 284,0 0,1592 M CSs
Ss040801 @ 302 231 158 480,0 4442 0,2101 @ 8,8447 M LI. Palamés
Ss040802 ¢ 301 239 158 418,8 394,3 0,2205 @ 3,5521 M LI. Palamés
Ss040803 | 298 240 161 450,0 400,0 3,9951 4,8070 F Xavega
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S. elongata

Individu Lt Ls Lpa Pt Pe Pg Pf Sexe Procedéncia
Se000601 = 143 111 69 61,8 54,1 0,1710 @ 1,8029 F Cs
Se000602 181 142 92 104,8 93,0 0,0163 | 2,1490 M Cs
Se000603 = 147 114 70 67,8 58,4 0,0346  1,8892 M Cs
Se000604 303 @ 242 149 502,2 453,2 1,7319 | 5,7668 F Cs
Se000605 297 | 227 160 458,5 420,8 1,2310 @ 0,5868 F Cs
Se001101 272 @ 217 @ 135 390,4 364,9  0,2942 9,3205 M P. Llanca
Se010501 @ 195 158 99 146,3 133,2  0,0691 2,0005 I LUPI
Se010502 280 @ 225 141 363,2 328,0 0,1781 @ 6,7340 M Cs
Se010503 166 144 920 103,3 96,7 0,1407 @ 1,3850 F Cs
Se010504 182 128 81 74,4 67,6 0,0880 | 1,1774 F Cs
Se010505 183 147 94 110,0 100,3 0,9777 I Cs
Se010506 106 85 53 23,5 18,2 0,0181 0,2167 I Cs
Se010507 172 137 82 101,3 89,0 0,0178 | 1,1070 I Cs
Se010508 299 = 235 151 528,8 456,9 @ 0,3515  7,3284 M Cs
Se010509 406 = 323 202 @ 14229 1292,4 11,1600 25,8150 M Cs
Se010510 411 = 328 208 @ 1673,9 1205,0 1,0632 26,9307 M Cs
Se010511 473 380 220 2269,8 1746,3 22,9805 85,7445 F Cs
Se011101 298 | 239 150 525,5 429,3 1,4113 11,7181 F LI. Palamés
Se011102 346 | 273 174 728,4 680,0 @ 4,2087 @ 6,0507 F LI. Palamés
Se011201 250 | 197 120 318,2 293,5 @ 0,8322 15,1301 F LI. Palamés
Se011202 208 164 102 161,4 149,1 0,0618 1,7562 M LI. Palamés
Se011203 = 200 157 96 166,0 153,2  0,0443 1,3913 M LI. Palamés
Se020501 221 179 110 238,8 218,4 | 0,4307 4,0172 F Cs
Se020502 246 190 119 270,0 254,7 | 0,1327 @ 3,8689 M Cs
Se020503 221 174 = 106 2245 206,3 1,4440 | 5,7012 F Cs
Se020504 220 @ 174 @ 109 208,2 193,0 0,4383 14,1064 F Cs
Se020505 188 152 94 122,8 115,0 0,3112 11,5641 F Cs
Se020506 166 134 79 91,2 83,5 0,1438 1,1561 F Cs
Se020507 294 | 232 140 476,0 4458 @ 0,4426 @ 6,8961 M Cs
Se020508 255 @ 201 121 288,8 2619 0,4891 3,9853 F Cs
Se020509 @ 140 109 71 50,0 45,1 0,0106 @ 0,5998 I Cs
Se020510 201 158 98 161,6 151,1  0,1150 2,4510 M Cs
Se020511 131 104 64 42,9 38,7 0,0263 = 0,4297 F Cs
Se020512 142 109 70 50,7 45,9 0,0208 @ 0,3770 I Cs
Se020513 130 100 60 45,3 42,0 0,0061 0,5656 I Cs
Se020514 154 = 120 75 65,5 57,7 0,0985 @ 0,9660 F Cs
Se020515 136 106 68 42,5 38,9 0,0420 0,4130 F Cs
Se020516 124 96 65 35,5 31,7 0,0517  0,5493 F Cs
Se020517 = 97 74 46 17,8 16,0 0,0056 @ 0,3088 I Cs
Se020518 = 93 76 49 14,2 12,8 0,0048 0,1596 I Cs
Se020519 75 57 34 8,0 6,7 0,0096 0,1837 F Cs
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S. elongata
Se020701 @ 485 384 252 2253,5 @ 2006,4 62,5066 82,0372 F LI. Palamés
Se020702 244 196 119 288,6 271,0 0,6925 9,5130 F LI. Palamés
Se030501 260 300,0 279,9 0,2186 @ 7,9725 M CS
Se030502 195 124,7 116,8 0,2220 @ 3,2932 F CS
Se040501 335 260 170 634,0 585,0 0,4004 F CS
Se040502 @ 302 230 149 457,0 419,0 3,0585 F CS
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