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RESUMEN

El calamar gigante Dosidicus gigas es una especie endémica del Océano Pacifico
Oriental, la cual sostiene la pesqueria de cefalépodos mads grande del planeta. Para un
manejo pesquero que permita la sostenibilidad del recurso, es basico comprender la
biologia reproductiva de la especie, porque de ello derivan estimaciones sobre la talla de
madurez, época reproductiva e historia de vida. La aproximacién metodolégica a partir del
uso de andlisis histoldgicos, distribucion de frecuencia de tallas y del diametro de los
ovocitos empleando una distribucion multinomial, el drea de cobertura gonadica empleada
en los machos y el enfoque multimodelo para estimar la talla de madurez sexual no ha sido
aplicada previamente en D. gigas; la fortaleza de este trabajo es la utilizaciéon de todos los
analisis en su conjunto. Bajo este contexto, el objetivo del presente trabajo fue determinar
los principales aspectos de la biologia reproductiva del calamar gigante D. gigas en el Golfo
de California. Para ello se realizaron analisis cualitativos y cuantitativos a individuos
recolectados quincenalmente desde marzo de 2008 hasta noviembre de 2009 en Santa
Rosalia, Baja California Sur, México. Las hembras presentaron un intervalo de tallas de 28 a
82 cm de longitud de manto (LM), mientras que para machos el rango de tallas fue de 30 a
78 cm LM. A partir del analisis multinomial de la distribucién de frecuencias de LM, se
observé la presencia de cuatro grupos de tallas (41.2, 48.5, 55.2 y 68.5 cm LM) en 2008,
mientras que en 2009 se detectaron tres grupos (39.9, 47.8 y 53.9 cm LM). Para los machos,
en 2008 se encontraron cuatro cohortes (43.4, 51, 56.8 y 67.5 cm LM) y en 2009, cinco
grupos de talla (30.3, 38, 44, 50.7 y 68.4 cm LM); al realizar el analisis combinado de ambos
sexos se observd la presencia de cuatro grupos en ambos afios. El predominio de las
hembras en la poblacién influyd en el nimero estimado de cohortes, por lo que la
estructura de tallas de los machos podria estar subestimada por la abundancia de las
hembras. A partir del andlisis histoldgico fue posible identificar cinco estadios de desarrollo
ovarico: previtelogénesis, vitelogénesis, postvitelogénesis, desove y postdesove. El
desarrollo asincrénico de los ovocitos quedd evidenciado por la presencia simultdnea de

siete tipos de ovocitos en diferentes subestadios de desarrollo y de multiples cohortes de
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ovocitos en cada estadio ovarico. La presencia de foliculos postovulatorios a lo largo de la
estructura de tallas y en hembras en recuperacién/reposo sugiri6 que la estrategia
reproductiva de D. gigas es la iteroparidad. En el caso de los machos, se identificaron tres
estadios de desarrollo: inmaduros, en maduracion y maduros. En el proceso de
espermatogénesis se observaron espermatogonias, espermatocitos primarios,
espermatocitos secundarios, espermatidas y espermatozoides. El drea de cobertura
gonadica en escala temporal presentd valores altos, tanto en los estadios de desarrollo,
como en la estructura de tallas. Las proporciones altas de individuos maduros a lo largo del
tiempo y en la estructura de la longitud del manto permiten asumir que los machos de
calamar gigante tienen una capacidad reproductiva alta; asimismo, se observd actividad
reproductiva continua durante todo el periodo de estudio. En el caso de las hembras, se
identificaron dos picos reproductivos durante los meses del verano (mayo - junio y agosto
— octubre). Lo anterior, permite senalar que el calamar gigante D. gigas en el Golfo de
California desova dos veces, generando diferentes cohortes. La estimacion de la talla de
madurez sexual para D. gigas fue de 72 cm LM, para realizar la ponderacion se utilizaron
todos los modelos propuestos, estimando una Ls, de 72.9 cm LM. Los analisis cualitativos
y cuantitativos utilizados de manera conjunta en este estudio permitieron determinar que
el desove ocurre a lo largo de toda su estructura de tallas, desde los 30 cm hasta los 82 cm
LM, por lo que las hembras pueden desovar en multiples ocasiones a lo largo de su vida.

Asimismo, la actividad reproductiva de los machos ocurre a largo de todo el afio.



ABSTRACT

The jumbo squid Dosidicus gigas is an endemic species in the eastern Pacific Ocean
and has supported the largest cephalopod fishery on the planet. For jumbo squid fishery
management is essential to understand the reproductive biology of the species, because
this knowledge is crucial to estimate size of maturity, spawning period and life history. The
methodological approximation based on the use of histological analysis, the frequency
distributions of sizes and the diameter frequency distributions of oocytes using a
multinomial distribution, the gonadal coverage area in males, and the multi-model
inference used to estimate the length at maturity have never applied to D. gigas; the
strength of this study is jointly to analyze all them. Under this context, the objective of the
present work was to determine the main aspects of the reproductive biology of the jumbo
squid D. gigas in the Gulf of California. For that, different quantitative and qualitative
analysis of reproductive performance were used; biological data were collected fortnightly
from March 2008 to November 2009 in off the coast of Santa Rosalia, Baja California Sur,
Mexico. The females had a size range of 28 to 82 cm in mantle length (ML), for males the
size range was 30 to 78 cm ML. The multinomial density function applied to the ML
frequency data of females showed four cohorts (with mean MLs of 41.2, 48.5, 55.2, and
68.5 cm), during 2009, only three ML groups were observed (mean MLs 39.9, 47.8, and 53.9
cm). For males, during 2008 four mantle length groups (43.4, 51.0, 56.8, and 67.5 cm) were
shown, in 2009 five mantle length groups (30.3, 38.0, 44.0, 50.7 and 68.4 cm) were
observed. When performing the combined analysis of both sexes, the presence of four
groups was observed in both years. The dominance of squid females influences on the
number of mantle length classes estimated; therefore, the size structure of squid males
could be underestimating by the abundance of squid females. The histological analyses
showed five stages of development: previtellogenesis, vitellogenesis, postvitellogenesis,
spawning, and postspawning. The asynchrony development was evidenced with the
simultaneous presence of seven types of oocytes at different substages of development and

by the presence of multiple cohorts of oocytes in each ovarian stage. The presence of



postovulatory follicles in individuals throughout the mantle length structure and in resting
females indicates that the reproductive strategy of D. gigas is iteroparity. In males, were
identify three stages of development, including immature, maturing and mature; in the
spermatogenesis process were observed spermatogonia, primary spermatocytes,
secondary spermatocytes, spermatids and spermatozoa. The high values of the gonadal
coverage area on a temporal scale, by development stage and in the size structure, the high
proportions of mature individuals over the time and in the structure of the mantle length
suggest that male of jumbo squid present a high reproductive capacity; furthermore,
continuous reproductive activity was observed throughout the study period. The results in
this study indicated that females have two reproductive peaks during the summer months
(May - June and August — October); thus, D. gigas in the Gulf of California spawns two times,
generating different numbers of cohorts. The size at sexual maturity for D. gigas was
estimated at 72 cm ML, to carry out the averaging, all models were used, estimating an Lz,
of 72.9 cm ML. The qualitative and quantitative analyzes used jointly in this study allowed
us to determine that spawning occurs throughout its size structure, from 30 to 82 cm LM,
so females can spawn multiple times during its life, whilst the reproductive activity of males

was observed throughout the year.

Xi



1.INTRODUCCION

El calamar gigante Dosidicus gigas d’Orbigny, 1835 es el representante mds grande
de la familia Ommastrephidae. Es un cefalépodo ocednico, el cual puede alcanzar tallas de
hasta 1.2 m de longitud de manto, 65 kg de peso y una esperanza de vida de 1.4 afios (Rosa
etal., 2013; Zepeda-Benitez et al., 2014). El calamar gigante se distribuye desde la superficie
(principalmente en la noche) hasta mdas de 400 m de profundidad durante el dia (Gilly et al.,
2006). Esta especie es endémica del Pacifico oriental (PO), cuya distribucién abarca desde
Alaska hasta Chile (Zeidberg & Robison, 2007) presentando las mayores abundancias en las

zonas de la corriente de California y la Corriente de Humboldt (Nigmatullin et al., 2001).

La estructura poblacional del calamar gigante es compleja, un patron general basado
en la distribucion de tallas (longitudes de manto) a lo largo de su gradiente latitudinal fue
propuesto por Nigmatullin et al. (2001), quienes clasificaron los calamares en tres grupos:
pequenos, medianos y grandes; sin embargo, diferentes estudios realizados en aguas
ecuatorianas, peruanas y mexicanas han reportado entre una y hasta seis cohortes, con
diferentes estructuras de tallas en cada region (Keyl et al., 2011; Veldzquez-Abunader et al.,
2012; Morales-Bojorquez & Pacheco-Bedoya, 2016b). La estructura de edad también
presenta diferencias de acuerdo al gradiente latitudinal, encontrando a los individuos mas
viejos en México (450 dias) y Peru (354 dias), mientras que los individuos mas jévenes se
han localizado en Costa Rica (289 dias) (Arglielles et al., 2001; Chen et al., 2013; Zepeda-
Benitez et al., 2014).

Esta especie es un importante recurso pesquero en Latino América, desde Chile
hasta México, siendo las aguas peruanas la principal zona de captura (Tafur et al., 2010;
Ibafiez et al., 2015; Morales-Bojorquez & Pacheco-Bedoya, 2016a). En la region central del
Golfo de California, el calamar gigante presenta abundancias considerables, lo cual facilitd
su explotacidon como recurso pesquero en 1975 y, a partir de 1995 se constituyd su

pesqueria en el Pacifico mexicano de manera permanente, concentrando sus flotas en dos



puntos: Guaymas, Sonora y Santa Rosalia, BCS. Las capturas de dichas flotas vario
estacionalmente dependiendo de la disponibilidad del recurso, es asi que en BCS se pescd
durante primavera y verano y en Sonora, durante otofio e invierno (Markaida & Sosa-
Nishizaki, 2001; Morales-Bojérquez & Nevarez-Martinez, 2010). Los registros de
desembarques de la pesqueria de calamar mostraron que las capturas mas altas se
registraron durante 1996 y 1997, seguidas de una marcada caida durante 1998 y 1999, y
una posterior recuperacion en los desembarques en el 2000 (Morales-Bojérquez et al.,
2001; Nevérez-Martinez et al., 2006); nuevamente, en 2010 se registré un descenso en las
capturas. A pesar de la abundancia erratica del calamar gigante, los volimenes de captura
se mantuvieron dentro de los primeros lugares de produccién a nivel nacional (CONAPESCA,

2013).

Dada la importancia comercial del calamar gigante, se han desarrollado diversos
estudios a lo largo de su distribucién sobre la edad y el crecimiento individual (Argielles et
al., 2001; Chen et al., 2011, 2013; Liu et al., 2013; Zepeda-Benitez et al., 2014) y sobre la
dindmica poblacional analizada a través de su abundancia y distribucion (Nevarez-Martinez
et al., 2000; Gilly et al., 2006; Bazzino et al., 2007). En aspectos reproductivos, la mayoria
de los estudios se han enfocado en las hembras, sin embargo, en todos ellos se ha asumido
gue es una especie semélpara (con un Unico evento reproductivo antes de morir) sin
evidencias histoldgicas que soporten dicha condicion (Nigmatullin et al., 2001; Nigmatullin
& Markaida, 2009; Hoving et al., 2013). En machos, solo existen algunas descripciones
macroscépicas, recientemente se realizd una validacion de la escala de madurez
morfocromdtica a través de preparaciones histolégicas (Michel et al., 1986; Perea et al.,

2018).

Por otro lado, se han realizado evaluaciones del stock y a partir de sus resultados, se
establecid un escape proporcional del 40% como estrategia de manejo, la cual ha sido
utilizada para la administracion de la pesqueria desde 1996 (Hernandez-Herrera et al., 1998;

Morales-Bojérquez et al., 2001a, 2001b). El escape proporcional se define como el nimero



de reproductores vivos al final de la temporada de pesca como una fraccidn de los
individuos que hubieran sobrevivido sin pesca (Barton, 2002), esta estrategia ha sido
considerada apropiada para especies semélparas o de vida corta. Para establecer el punto
de referencia biolégico constituido por el escape proporcional constante, es necesario
realizar estimaciones del tamafio poblacional y para ello, el método que se ha utilizado es
el de extraccién sucesiva (Rosenberg et al., 1990); el supuesto basico de este método es
gue la poblacion sujeta a explotacion estd constituida por una sola cohorte que va
disminuyendo en funcién del tiempo. No obstante, diferentes estudios realizados en el
Golfo de California han reportado la presencia de entre tres y cinco cohortes (Ehrhardt et
al., 1983; Veldzquez-Abunader et al., 2012). De este modo, la presencia de multiples
cohortes en la poblacién es una consecuencia de diferentes eventos de desove (Markaida

& Sosa-Nishizaki, 2001; Diaz-Uribe et al., 2006; Pérez-Palafox et al., 2019).

Las discrepancias en el nimero de cohortes, asi como una descripcion incorrecta de
la estrategia reproductiva ha provocado que la dinamica poblacional y los modelos de
evaluacion del stock, asi como las estrategias de manejo sugeridas, estén equivocadas. Por
lo anterior, diversos autores han subrayado la necesidad de determinar con precision la
estrategia reproductiva del calamar gigante, asi como establecer el ciclo reproductivo de
machos y hembras (Martinez-Aguilar et al., 2004). Es necesario también, generar
conocimiento sobre parametros tales como la talla de madurez sexual y la relacién talla-
peso, ya que, a partir de ellos, es posible realizar evaluaciones pesqueras mas precisas, las
cuales son indispensable para el manejo de un recurso explotado, asegurando su

sostenibilidad.



2. ANTECEDENTES

Estrategias reproductivas: Semelparidad - Iteroparidad

La historia de vida describe los patrones de crecimiento, maduracion, reproduccién
y longevidad de una especie, y se concentra en intercambios entre aspectos demograficos
(que tan rdpido crece una poblacion, asi como el tiempo de generacion) y rasgos
reproductivos (limitaciones fisioldgicas en fecundidad y comportamientos como cuidado
parental). Los principales rasgos de historia de vida son: talla al eclosionar, patrén de
crecimiento, edad y talla de madurez, nimero, talla y sexo de la descendencia, frecuencia
reproductiva, tasas de mortalidad especificas de talla y edad, y longevidad (Stearns, 2000).
El estudio de las historias de vida presta especial atencidn a la manera en que los procesos
de adaptacién y diversas limitantes interactuan, produciendo adecuaciones que llevan al
maximo la probabilidad de sobrevivencia y descendencia de aquellos organismos que
emplean estrategias exitosas (Stearns, 2000). Los rasgos reproductivos (o tacticas) que
presentan todos los individuos de una misma especie definidos por su historia evolutiva
constituyen su estrategia reproductiva (McNamara & Houston, 1996). Wootton (1984)
definid estas tacticas como variaciones poblacionales en el patrén reproductivo tipico en
respuesta a las fluctuaciones ambientales, estas tacticas incluyen los procesos de regulaciéon
y compensacioén, la combinacion de dichos rasgos aumenta las probabilidades del éxito
reproductivo (Roff, 1981; Murua & Saborido-Rey, 2003; Wootton & Smith, 2015). Hanlon y
Messenger (1996) identificaron y clasificaron las tacticas reproductivas en cuatro grupos: 1)
seleccidén intrasexual (competencia entre los machos por el apareamiento), 2) seleccién
intersexual (eleccion de la hembra respecto a la ornamentacion del macho), 3)
apareamiento (competencia entre espermas) y 4) el patron de desove (semélparo o

iteréparo).

El termino semelparidad proviene del latin semel una vez y pario parir (Bonnet,

2011). Las especies con genotipo semélparo tienen una fecundidad alta en un Unico evento



reproductivo, dedicando todos sus recursos fisioldgicos a la reproduccion y posteriormente,
mueren (Cole, 1954; Young, 1981). Por lo tanto, las especies con esta estrategia
reproductiva estdn programadas genéticamente con una degeneracién irreversible
posterior a la reproduccién (Crespi & Teo, 2002). En contraste, el patrén de desove
iteréparo se define por repetidos episodios reproductivos a lo largo de la vida de un
organismo (Hughes, 2017). Especies con genotipo iteréparo deben dividir sus recursos
fisiolégicos entre la reproduccion, el crecimiento somatico y el mantenimiento; por lo tanto,
este genotipo tiene cierta probabilidad de sobrevivir para reproducirse nuevamente
(Young, 1981). Después de que la primera reproduccién se haya producido en organismos
iteréparos, nuevos eventos reproductivos pueden repetirse en varios intervalos (por
ejemplo, estacional, semestral, anual) (Cole, 1954). Si bien las hembras de especies
iteréparas pueden reproducirse mas de una vez, varios factores, como condiciones
ambientales desfavorables que afectan la condicién fisiolégica de los individuos, la
disponibilidad de alimento y la alta densidad poblacional, podrian influir en la reabsorcién
de ovocitos y omitirse el desove (Rideout et al., 2005; Rideout & Tomkiewicz, 2011; Sieiro
et al., 2016). Por otra parte, el modelo de alternancia de generaciones sostiene que la tasa
de crecimiento y longevidad de los organismos esta influenciada por la temperatura del
agua al momento en que los individuos eclosionan; en algunas especies de calamares como
Sepioteuthis lessoniana y Loligo gahi se ha seialado que temperaturas ambiente mas altas
inducen un crecimiento mas rapido, tamafios mds pequefios (debido a una maduraciéon mas
temprana) y génadas mas pequefias, mientras que temperaturas bajas favorecen un
crecimiento mas lento, tamafios mds grandes, mayor longevidad y géonadas mds grandes
(Hatfield, 2000; Jackson & Moltschaniwskyj, 2002). En D. gigas, Arkhipkin et al. (2015)
sugirieron que una alta temperatura superficial del mar provoca un ciclo de vida mas corto
(de aproximadamente 1 afo), mientras que, a bajas temperaturas, el ciclo de vida es mas
largo (mayor a un afio o 2), sin embargo, basan sus conclusiones en una débil correlacién

lineal.



De manera generalizada, los cefalépodos han sido considerados como especies
semélparas (Arnold, 1984; Rodhouse, 1998; Boyle & Rodhouse, 2005). Esta estrategia
reproductiva ha sido atribuida indebidamente a D. gigas sin evidencias histoldgicas
rigurosas (Nigmatullin et al., 2001; Nigmatullin & Markaida, 2009; Hoving et al., 2013). No
obstante, se han encontrado evidencias del desove de mas de un grupo (“batch”) de huevos
en el ciclo de vida de varias especies de cefalépodos, tal es el caso de Nautilus spp.,
Idiosepius pygmaeus, Sthenoteuthis oualaniensis y Lolliguncula panamensis, 1o que indica la
diversidad reproductiva dentro de este grupo (Saunders, 1984; Harman et al., 1989; Lewis
& Choat, 1993; Arizmendi-Rodriguez et al., 2012). Por otro lado, especies semélparas de
otros taxones, como el capelin (Mallotus villosus) y la arafia cangrejo (Lysiteles coronatus)
pueden presentar una iteroparidad facultativa; ademas, muchos cefalépodos, aunque son
considerados semélparos, exhiben una senescencia post reproductiva muy larga, con
algunos individuos capaces de un segundo episodio de reproduccién (Hughes & Simons,
2014). Existen algunos estudios en cefalépodos en los cuales se ha sefialado a la
iteroparidad como estrategia reproductiva, en Vampyroteuthis infernalis la evidencia se
baso en la presencia de foliculos postovulatorios en los ovarios de hembras adultas, lo cual
es indicio de un desove previo (Hoving et al., 2015). Para Graneledone boreopacifica y Loligo
vulgaris reynaudii, la evidencia se apoyd en el analisis histolégico y de frecuencia del
diametro de ovocitos (Melo & Sauer, 1999; Bello, 2006). De manera similar, a partir de una
descripcidn histolégica se mostro la prevalencia de atresia en Octopus vulgaris, ademas se
determind que el desarrollo ovarico es asincrénico, mientras que, durante el desove, la
ovulacion es sincrénica (Sieiro et al., 2016). Por otro lado, en individuos de O. chierchiae
mantenidos en condiciones de laboratorio, la iteroparidad se evidencié cuando las hembras

copularon al menos tres veces mientras estaban cautivas (Rodaniche, 1984).

En el calamar gigante D. gigas se han realizado diversos estudios referentes a
aspectos reproductivos, se ha documentado que es una especie dioica, en la cual no se
observa un marcado dimorfismo sexual (Nesis, 1983). De igual forma se le ha descrito como

una especie con una fecundidad elevada con mas de 32 millones de huevos por hembra



madura, y que el desarrollo de sus ovocitos es asincrénico (Nigmatullin & Markaida, 2009).
En cuanto a su estrategia reproductiva, diversos autores la consideran como una especie
semélpara, esta caracteristica ha sido atribuida sin evidencia histoldgica, sino como una
generalidad para la familia Ommastrephidae (Nigmatullin et al., 2001; Nigmatullin &
Markaida, 2009; Hoving et al., 2013; Rosa et al., 2013). No obstante, Hernandez-Mufioz et
al. (2016) y Pérez-Palafox et al. (2019) observaron atresias y foliculos postovulatorios en
diferentes estadios ovaricos, incluyendo hembras en estadio de reposo, asi como multiples
cohortes dentro de la poblacidn, lo cual sugiere que la estrategia reproductiva de D. gigas

es la iteroparidad.

Biologia reproductiva de machos

El conocimiento sobre el ciclo reproductivo de machos de D. gigas es escaso, existen
solamente algunas descripciones macroscoépicas y clasificaciones realizadas de manera
arbitraria (Ehrhardt et al., 1983, 1986; Nesis, 1983); de igual modo, las descripciones
histoldgicas sobre su desarrollo gonadal son limitadas (Michel et al., 1986; Perea et al.,
2018). De manera general, la morfologia del sistema reproductor de los machos de
cefaldpodos consiste en un Unico testiculo conectado a los vasos deferentes, los cuales
transfieren los espermatozoides maduros al érgano espermatoférico, en el cual los
espermatozoides son empaquetados en espermatdforos y almacenados en el saco de
Needham (Boyle & Rodhouse, 2005). Durante el apareamiento, los espermatéforos son
transferidos a la hembra por el hectocétilo, un brazo modificado especificamente para esta
funcién (Nesis, 1996; Boyle & Rodhouse, 2005). De acuerdo con Miura y Miura (2003), la
maduracién de los gametos masculinos se da en la espermatogénesis, este es un proceso
de desarrollo que involucra la proliferacién mitética de las espermatogonias, las cuales
atraviesan por dos divisiones meidticas y posteriormente, por la espermiogénesis, un
proceso durante el cual las espermatidas haploides se desarrollan en espermatozoides;
estos a su vez pasan por un proceso de maduracidn, en el cual obtienen la habilidad para

fertilizar los huevos.



La anatomia del sistema reproductor y la estructura de los espermatéforos ha sido
descrita en varias especies de cefalépodos, tales como L. pealeii, S. lessoniana, Architeuthis
sp., V. infernalis, Histioteuthis miranda, Idiosepius paradoxus, O. minor y O. ocellatus, sin
embargo, el objetivo de estos estudios ha sido con fines taxondmicos y para describir
relaciones filogenéticas entre especies (Austin et al., 1964; Healy, 1989; Emam & Aly, 2000;
Hoving et al., 2004, 2010; Yang et al., 2011; Sato et al., 2014; Qian et al., 2016). En contraste,
los estudios enfocados en describir los cambios en el testiculo durante el desarrollo sexual
son escasos, resaltando las descripciones realizadas para L. vulgaris reynaudii (Sauer &

Lipinski, 1990) y O. hubbsorum (Alejo-Plata & Gémez-Mdarquez, 2015).

Talla de madurez sexual

La talla en la que cierta fraccién de la poblacién alcanza la madurez sexual es uno de
los rasgos poblacionales mas importantes en la historia de vida de una especie (Chen &
Paloheimo, 1994; Roa et al., 1999); ademas, el parametro derivado es relevante en analisis
demogriéficos. De igual forma, es importante en el establecimiento de algunas medidas de
manejo pesquero, por ejemplo, establecer tallas minimas de captura (Cerdenares-Ladrén
de Guevara et al., 2013; Jacob-Cervantes & Aguirre-Villasefior, 2014). El proceso de
maduracién supone cambios programados a nivel genético que se presentan a lo largo de
la vida de un individuo. Arkhipkin (1992) sefala que el desarrollo del sistema reproductor
en cefalépodos se lleva a cabo en cinco etapas: 1) juvenil, 2) maduracion fisioldgica, 3)
madurez fisioldgica, 4) maduracién funcional y 5) madurez funcional. De esta forma, el
sistema reproductor experimenta las primeras tres fases solo una vez; las fases cuatro y
cinco se presentan solo una vez en organismos semélparos y en iteréparos, repetidas veces
(Arkhipkin, 1992). Sin embargo, por diversas razones, no todos los individuos de la
poblacién son funcionalmente maduros durante la temporada reproductiva y no participan
activamente en los eventos de desove. Este fendmeno es conocido como omisién del

desove (Rideout et al., 2005; Rideout & Tomkiewicz, 2011).



La omisién del desove puede ser determinada cualitativamente por la apariencia
externa de las génadas, el tamafo de los ovarios con respecto al resto del cuerpo y por
analisis histoldgicos (Rideout et al., 2005). Para estimar cuantitativamente el porcentaje de
hembras maduras que contribuyen a la reproduccién en una poblacion considerando la
ocurrencia de omision al desove, es necesario contar con informacion sobre dos aspectos:
1) la proporcién observada de hembras fisiolégicamente maduras, es decir, organismos
capaces de producir gametos viables; y 2) la proporcion de estas hembras que realmente
estan aportando huevos en un momento dado (Restrepo & Watson, 1991). En este sentido,
la funcién sigmoide es el modelo mas utilizado para representar la relacién entre la talla y
la madurez sexual (Chen & Paloheimo, 1994; Roa et al., 1999; Walker, 2005). En las
diferentes formulaciones de la funcién sigmoide, el parametro que representa la proporcion
maxima que pueden alcanzar los individuos maduros siempre toma el valor de 1, esto es
debido a que se supone que todos los individuos participaran en los eventos reproductivos
después de cierta talla (Lysack, 1980; Schnute & Richards, 1990; Brouwer & Griffiths, 2005;
Walker, 2005). No obstante, aquellas hembras que presenten desove omitido durante la
temporada reproductiva, modificaran dicha proporcion; por lo tanto, la asintota de la curva
y el valor del parametro que denota la verdadera proporcién de madurez diferira de 1

(Restrepo & Watson, 1991; Garcia-Borbon et al., 2018).

Existen diversos modelos para estimar la talla en la cual el 50% de los organismos
estdn maduros y participando activamente en la reproduccién (Lsgq,), por ejemplo: los
modelos de Gompertz (1825), Chen y Paloheimo (1994), Turner et al. (2002) vy
recientemente Brouwer y Griffiths (2005). No obstante, en la mayoria de los andlisis donde
se estima la L, el criterio de seleccidn es arbitrario (Flores et al., 2010; Oviedo-Pérez et
al., 2014), por lo tanto, la estimacion de la Lsqq,, de los parametros y la precision de los
mismos, se basan Unicamente en un solo modelo. Como una alternativa para obtener una
estimacién mas robusta, la seleccién basada en la teoria de la informacion permite
confrontar diferentes modelos, evaluando el soporte relativo de los datos observados con

respecto a cada modelo (Morales-Bojorquez et al., 2014). Los estudios en biologia



reproductiva que utilizan la inferencia multimodelo para estimar L, son escasos; dentro
de estos destacan los realizados en atun patudo Thunnus obesus (Zhu et al., 2011), en la
sardina crinuda Opistonema libertate (Jacob-Cervantes & Aguirre-Villasefior, 2014), en el
tiburédn Rhizoprionodon terraenovae (Oviedo-Pérez et al., 2014) y en el ostidon de roca
Striostrea prismdtica (Hernandez-Covarrubias et al., 2013). En cefaldpodos este criterio

nunca se ha aplicado.

En calamar gigante se han realizado diversos estudios para estimar la talla de
madurez sexual empleando Unicamente un modelo para su evaluacién, encontrando
variaciones considerables dependiendo la zona de distribucién. En aguas peruanas, D. gigas
alcanza la madurez sexual a los 54 cm de longitud de manto (Liu et al., 2013). En Ecuador,
la talla de madurez sexual es alcanzada por calamares de 32 cm de longitud de manto
(Morales-Bojérquez & Pacheco-Bedoya, 2016b). En el Pacifico mexicano, y particularmente
en el Golfo de California, el calamar gigante alcanza la madurez de los 40 a los 75 cm de
longitud de manto (Markaida & Sosa-Nishizaki, 2001; Markaida et al., 2004; Diaz-Uribe et
al., 2006; Markaida, 2006; Bazzino et al., 2007). En la tabla I, se pueden observar
detalladamente aspectos relacionados con el origen de los datos utilizados para estas

estimaciones.
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Tabla I: Estimaciones de L5, obtenidas de la literatura a lo largo de |a zona de distribucion de
Dosidicus gigas en el Océano Pacifico oriental.

L i Escal
Pais s0 estimada scala de Tipo de datos Observaciones Referencia
(cm) madurez
32.41 ] 5013
(30.95 — 33.86) N Frecuencia (Morales-Bojérquez &
Ecuador 3654 Morfocromatica relativa Pacheco-Bedoya, 2016b)
) acumulada 2014 va,
(34.55-36.53)
Perti 54.4 Morfocromitica NE Invierno/primavera (Liu et al,, 2013)
55.2 Verano/otofio v
75
Grupo de talla grande
(65.3-87.5)
Frecuencia
40 . . i
5 Morfocromatica relativa Grupo de talla mediano (miﬁi;dk? 82‘5315;
(32.3-46.6) acumulada ’
59 Grupo de talla
(50.4-61.8) combinados
72 Morfocromatica NE (Martl'neZ-Aguilar etal.,
2004)
37.1
Grupo de talla mediano
(32.3-44.5)
Grupo de talla grande
55.7
Estadio de madurez Il
Méxi (30.5-69.3)
exico 67 . Frecuencia
49.1-74.6 Morfocromatica relativa Estadio de madurez Ill (Markaida et al., 2004)
(49.1-74.6) acumulada
71
Estadio de madurez IV
(50.4-81)
74.4 (67-87.5) Estadio de madurez V
73.1
Estadio de madurez IV-V
(59.1-87.5)
38 Morfocromatica NE may-99 (Markaida, 2006)
(24.7-42.7) ago-99 ’
74 Histologia NE (Diaz-Uribe et al., 2006)
77 o NE 2003 )
Morfocromatica (Bazzino et al., 2007)
69 2004

NE — No Especificado

11



3. JUSTIFICACION

A pesar de que el calamar gigante Dosidicus gigas es un importante recurso
pesquero a nivel nacional (CONAPESCA, 2013), el conocimiento sobre la dindmica
reproductiva estd basado en informacién dependiente de la actividad pesquera, por lo que
su cobertura espacial y temporal es limitada. Adicionalmente, |la estrategia de manejo esta
basada en un método que contempla la existencia de una sola cohorte (Hernandez-Herrera
et al.,, 1998). Aunado a esto, la existencia de una fuerte variabilidad interanual en la
estructura poblacional y en su abundancia ha provocado que los volUmenes de captura sean
erraticos (Bazzino et al., 2007). Este y otros factores han generado que la evaluacién del
stock y el manejo de esta pesqueria no sea asociada a incertidumbre. Por estas razones, se
hace evidente |la necesidad de utilizar otras tecnicas tales como observaciones histoldgicas
y andlisis cuantitativos que permitan revisar y determinar el ciclo de vida del calamar
gigante y los posibles efectos de la estrategia reproductiva en la talla de madurez sexual.
Como resultado, sera posible considerar las limitaciones asociadas al entendimiento de una
especie que se asume con ciclo de vida semélparo, lo que contribuira a tener evaluaciones
mas precisas y que permitan establecer estrategias de manejo que contemplen la existencia

de multiples cohortes en la pesqueria del calamar gigante en el Golfo de California.
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4. HIPOTESIS

La presencia de multiples cohortes en la poblacidn podria indicar distintos eventos
de desove y fertilizacién dentro del Golfo de California; de igual forma, el desarrollo ovarico
asincronico y la existencia de foliculos postovulatorios en distintos estadios de desarrollo,
incluyendo hembras en reposo, podrian indicar que D. gigas presenta un patrén de desove
multiple en diferentes temporadas reproductivas, de tal manera que la estrategia

reproductiva podria ser la iteroparidad.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar los principales aspectos de la biologia reproductiva del calamar gigante

Dosidicus gigas en el Golfo de California.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir los estadios de desarrollo ovérico y los subestadios de los ovocitos.

e I|dentificar la presencia de foliculos postovulatorios y atresias en hembras en reposo
o recuperacion.

e Identificar la estrategia reproductiva de las hembras de calamar gigante.

e Establecer la temporada reproductiva de hembras y machos de calamar gigante.

e Estimar la talla de madurez sexual de hembras.

e Describir los estadios de desarrollo en la espermatogénesis.

13



6. MATERIALES Y METODOS

Recolecta de muestras y analisis histoldgico

Las muestras bioldgicas fueron obtenidas de la flota artesanal, la cual usa pequefias
embarcaciones con motor fuera de borda conocidos como “pangas”; el método de pesca es
a través de lineas de mano cebadas con poteras fluorescentes y un sistema de luz. Los
muestreos se realizaron catorcenalmente de marzo de 2008 a noviembre de 2009, en la
costa de Santa Rosalia, Baja California Sur, México (Fig. 1). Los datos bioldgicos y las
muestras recolectadas para cada espécimen incluyeron: longitud del manto (cm), peso total
(g) y peso de la génada (g). Las génadas (ovarios= 287, testiculos= 99) fueron fijadas en
solucion Davidson (Howard & Smith, 1983) y analizadas siguiendo la técnica histoldgica
convencional. De cada génada se obtuvo aproximadamente 1-cm3 de tejido, el cual fue
deshidratado en etanol, clarificado con Hemo-De y embebido en parafina (m. P. 56°c);
posteriormente, se realizaron cortes de 4 um usando un micrétomo rotatorio y se tifieron
con hematoxilinay eosina (H&E). Adicionalmente, se utilizé la tincion tricromica de Masson,
empleada para visualizar fibras colagenas de tejido conjuntivo, las cuales son caracteristicas
de foliculos postovulatorios. Las preparaciones histoldgicas fueron digitalizadas y analizadas
con un microscopio éptico Olympus Bx50 equipado con una camara digital Coolsnap-Proy
el software Image Pro Plus software (Media Cybernetics ver. 4.5). Los estadios de desarrollo
ovdricos y testiculares se basaron en los criterios descritos por (Diaz-Uribe et al., 2006;

Hernandez-Mufioz et al., 2016; Perea et al., 2018).
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Figura 1: Region central del Golfo de California, la zona sombreada muestra la zona de
recoleccién de muestras.

Diametro del ovocito

El area de al menos 30 ovocitos por hembra fue medida para determinar su didmetro
tedrico (DT). Para tener en cuenta los cambios en la forma de los ovocitos, que son comunes
durante su desarrollo, el DT se estandarizé mediante la ecuacidn propuesta por Saout et al.

(1999):

DT = [4A/n (1)
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donde A es el area del ovocito y m es una constante. Para determinar si hay
diferencias estadisticamente significativas en el didmetro tedrico de los ovocitos en cada
estadio ovarico se utilizé un ANOVA de una via a = 0.05. Si el ANOVA mostré diferencias
estadisticamente significativas, la prueba post hoc de Tukey se utilizé para identificar las
diferencias entre los valores medios de DT para cada subestadio de ovocitos a = 0.05 (Zar,

2010).
Distribucion del diametro de ovocitos

Melo y Sauer (1999) sugirieron que, para proporcionar conclusiones mas sélidas
sobre la estrategia reproductiva de los cefalépodos, es necesario analizar dos fuentes de
informacién: a) analisis histoldgicos y b) analisis sobre la distribucién de frecuencias del
tamano de los ovocitos. Por lo tanto, la distribucion de frecuencia del diametro de ovocitos
(DFDO) en cada estadio ovarico fueron representados en un histograma de frecuencia.
Siguiendo a Cerdenares-Ladron de Guevara et al. (2013), se utilizd una distribucién
multinomial para determinar estadisticamente el diametro esperado en cada estadio
ovarico, y su funcion de densidad de probabilidad (FDP) se expresd segun lo descrito por

Haddon (2001):

i

P{xilni pl, D2, ---;pk} =n! H{c=1%
(2)
donde x; es el nUmero de veces que el evento i ocurre en n muestras, n es el tamafio
de la muestra y p; es la probabilidad de cada evento k suceda. Para estimar los pardmetros
del modelo, fue necesario transformar la ecuacién anterior a una funcién log-negativa de

verosimilitud (—In £):

n (3)
—In L {x;|n,py, D2y ) Dk} = Z[Xi In(p,)]

=1
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El supuesto principal para la estimacion de parametros es que el DFDO para cada
didmetro esperado puede ser analizado con una distribucién normal, suponiendo que cada
media estimada representa un subestadio de ovocitos diferente. Bajo esta condicién, las
proporciones relativas esperadas de cada didmetro medio de ovocitos se estimaron

utilizando la siguiente FDP:

1 —(0i—p)? (4)

FDP = Xe 20 X A;
oV2r '

donde O; es el diametro observado de ovocitos, u; es el didmetro estimado de
ovocitos, g; representa la desviacidn estandar del didmetro de ovocitos y 4; es una funcién
de penalizacién para forzar el numero predicho de observaciones de cada diametro medio
de ovocitos, estabilizando asi la solucién durante la optimizacion proceso. Para estimar las
frecuencias esperadas y los parametros del modelo, los valores estimados y observados se
compararon con una distribucién multinomial expresada como una funcion log-negativa de

verosimilitud (— In £) (Haddon, 2001):

n

n ~
p 2
—InL{0;|u;, 01, A3 = ; piIn (2})\> + Z (N — Ny (5)

L m=1

donde p; es la frecuencia observada de los ovocitos i, p, es la frecuencia esperada
de los ovocitos i, N, es la frecuencia total de ovocitos observada en todos los estadios
ovaéricos y N,,, representa la frecuencia total de ovocitos estimada para todos los estadios
ovdricos (Aguirre-Villasefior et al., 2006). Los parametros del modelo se estimaron cuando
la funcién log-negativa de verosimilitud se minimizé con un ajuste no lineal utilizando el
método de gradiente reducido generalizado (Lasdon et al.,, 1973). Los intervalos de
confianza para cada didmetro estimado se calcularon utilizando una distribucién t de

Student.
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Para conocer cuantas medias de diametros de ovocitos fueron estadisticamente
significativas, se utilizé el Criterio de Informacion de Akaike (AIC) el cual compara y evalla
diferentes hipdtesis expresadas a través de modelos matemadticos, éste tiene como
premisas la bondad de ajuste de cada modelo y se basa en el principio de parsimonia, es
decir, penaliza la cantidad de pardmetros de cada modelo y los jerarquiza de acuerdo a su
valor de AIC (Burnham & Anderson, 2002). El AIC fue calculado a través de la siguiente

ecuacion:
AIC = (2K + 2(—InL)) (6)

donde —In L es el valor de la funcidn log-negativa de verosimilitud y K es el nimero
de parametros. El nimero de didmetros esperados para cada estadio ovarico se calculé a
partir del FDP, asumiendo que diferentes nimeros de didmetros de ovocitos representan
un subestadio de ovocitos especifico. El nUmero de didmetros esperados se definié cuando

el AIC alcanzd su valor mas bajo (Burnham & Anderson, 2002; Montgomery et al., 2010).
Distribuciones de frecuencia de longitud de manto

Para estimar el nimero de grupos de longitud de manto (LM), las distribuciones de

LM fueron analizadas anualmente utilizando un intervalo de clase de 2 cm. El procedimiento
estadistico fue similar al utilizado para analizar la distribucién de frecuencia del diametro
de ovocitos, por lo tanto, se utilizé la misma ecuacién de la FDP (ecuacion 4). La FDP utilizé
un residuo aditivo expresado como (LM; — p;,,)?, mientras que la funcién objetivo se basé
en el algoritmo de la suma de cuadrados de los residuos expresada como SSQ =
™ (LM; — pp)?, donde LM; es la longitud del manto (cm) observada para el individuo i,
Y Uy €s la longitud del manto (cm) estimada para el i individual. Finalmente, se seleccioné
el nimero de grupos de LM a partir del AIC¢ ,;,, utilizando el estimador modificado para
S5Q y corregir el sesgo cuando el tamafio de la muestra es pequefio (n/K < 40) (Burnham

& Anderson, 2002; Katsanevakis & Maravelias, 2008; Guzman-Castellanos et al., 2014):
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AIC;, + [2 X K x (K + 1)] (7)
AICC,min = n—-K-—1

Donde:

(8)

S5Q
AICC=nx[ln(2><nxT)]+2xK

Donde n es el numero total de individuos, SSQ es la suma de cuadrados de los
residuos y K es el nimero de parametros. Este criterio se aplicé aumentando el nimero de
grupos de LM de uno a cuatro para los datos de frecuencia de LM (cm) anuales en el caso
de las hembras y de uno a cinco en el caso de los machos (Morales-Bojérquez & Pacheco-

Bedoya, 2016b).
Proporcion sexual e indice gonadosomatico

La proporcion sexual fue estimada considerando la escala temporal (meses) vy la
estructura de tallas por cada 2 cm de marca de clase, se compardé usando una prueba de Chi
cuadrado (y?;a < 0.05,df = 1) (Zar, 2010; Cerdenares-Ladrén de Guevara et al., 2013).
Para identificar la temporada reproductiva de machos y hembras, en conjunto con analisis

histoldgicos, se utilizé el indice gonadosomdatico mensual (IGS) como sigue:

IGS = bG x 100 (9)
PT

donde PG es el peso (g) del ovario o testiculo y PT es el peso total (g). De acuerdo
con Arizmendi-Rodriguez et al. (2012) el IGS se estimé de manera individual y se compardé

con el promedio mensual durante el periodo de estudio.
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Area de cobertura gonadica

El drea ocupada por células testiculares en la génada fue determinada usando un
software de andlisis de imagen (Image Pro Plus v.7.0) a 10x (2.2 mm?2); para ello, se tomaron
30 microfotografias de cada individuo. El andlisis de imagenes se basa en la intensidad de
color especifica del tejido, entonces el software estima de forma automdtica el drea
gonadica en pixeles y es expresada en um?. El drea de cobertura gonadica (ACG) fue

calculada mediante la siguiente ecuacién (Rodriguez-Jaramillo et al., 2017):

ACG = (U/¢) x 100 (10)

Donde v es el valor promedio del drea de la génada ocupada por células testiculares
y ¢ es el 4rea total en um?. El ACG fue estimada considerando la talla del manto, los

estadios de desarrollo, asi como en la escala temporal (meses).
Talla de madurez sexual (Ls,)

La talla de madurez sexual es definida como la talla en la cual el 50% de los individuos
de una poblacidn esta sexualmente maduro (Chen & Paloheimo, 1994). En este sentido, la
funcién sigmoide ha sido utilizada para representar matematicamente la relacién entre la
tallay la madurez sexual de un organismo. El modelo logistico ha sido el mas utilizado para
estimarla Lsg, sin embargo, este modelo es elegido a priori sin tomar en cuenta que existen
otros modelos que permiten su estimacion y que el valor estimado puede variar entre los
modelos. Por lo anterior, la estimacion de la Lg, se realizé utilizando diferentes hipétesis
asociadas a la naturaleza de los datos, empleando cinco modelos candidatos. Para ello, se
determind la condicion reproductiva de cada hembra de manera binomial, asighando las
categorias de activa (1, estadios Ill y IV) o no activa (0, estadios I, Il y V) a la reproduccion
de acuerdo con el andlisis histoldgico, asi mismo se registré la talla de cada hembra y las

longitudes de manto se agruparon en clases con 2 cm de intervalo; para este analisis se
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contaron con datos provenientes de 10 afios de muestreos bioldgicos (2000 — 2010) lo que
correspondié a 1052 hembras analizadas. Los modelos candidatos se describen a

continuacion:

e Modelo de Gompertz (1825)

—exp~YLMi-Ls)

P; = exp (12)
Donde y es la tasa de cambio.
e Modelo de Brouwer & Griffiths (2005)
L £ (12)
L 1+ exp_(LMi_LSO)/H
Donde u es la amplitud de la ojiva de madurez.
e Modelo de Welch & Foucher (1988)
Pi = - (13)
(=BLM;)
1+ LM, exp

Los parametros sigmoides a, f no tienen un significado bioldgico intrinseco, por lo
que en este modelo se convierten y reportan en términos de la longitud al 50% de madurez
(xos) vy la pendiente aritmética en este punto ¢'(x,s). Los nuevos parametros se

estimaron de la siguiente manera:

In(a) — In(xos) — B(Xxos) =0 (14)

Esta ecuacion fue resuelta numéricamente para y,s mediante iteracion utilizando

el método generalizado de gradiente reducido (Lasdon et al., 1973).
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P'X05) = M (15)

4
e Modelo de Weibull (1951)

Pi=¢—exp (— (%)ﬁz) (16)

e Modelo de distribucion acumulada gamma

a)-z(a)

Pi = exp (—exp (Z(S_ 5
2

(x — B1) +2(0.5)) (17)

La proporcion observada (Pi) de hembras maduras en la clase de talla i fue estimada

. m; p .
como Pi = — donde m; es el nimero de hembras maduras en la clase de talla i y n; es el

4

numero total de hembras en la clase de talla i. El pardmetro € pudo adquirir los siguientes
valores 0 < ¢ < 1, lo cual permitié que la fraccion maxima de hembras maduras pudiera
ser inferior a 1 (Restrepo & Watson, 1991). La funcion objetivo para estimar los pardmetros
de los modelos de talla de madurez sexual fue definida de acuerdo con Brouwer & Griffiths

(2005):

n

P;
—ln,C:—Z[mixln(l P>+ni xIn(1—-P)+Ink (18)
— b

=1

n

i (Welch & Foucher,

El coeficiente binomial k fue calculado como k = ———
mi! x(ni—mi)!

1988). Los pardmetros 6; de cada uno de los modelos candidatos se estimaron cuando la
funcién del logaritmo negativo de verosimilitud fue minimizada con un ajuste no lineal

utilizando el método generalizado de gradiente reducido (Lasdon et al., 1973).
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Intervalos de confianza

Se estimaron los intervalos de confianza (IC) para cada parametro 8; por medio de
simulaciones de tipo bootstrap con reemplazo de tipo no parametrizado. En este proceso
se cred un nuevo conjunto de datos con la misma orientacion estocastica (caracteristicas
estadisticas) que los datos originales. Los datos simulados fueron estimados de la siguiente
forma: 1) Un bootstrap con reemplazo de tipo no parametrizado fue aplicado para obtener
un binomio de datos de longitud de manto y su respectiva condicidon de organismo activo
(1) o no activo a la reproduccién (0), el remuestreo se basé en una distribucion uniforme
para la secuencia ordinal (j = 1,2,3... N) de los 1052 datos observados, una vez
remuestreado en valor ordinal, se extrajo el binomio correspondiente, la funcion de
remuestreo fue: U = (1, N), garantizando asi una secuencia de valores aleatorios todos
ellos con la misma probabilidad en cada evento de remuestreo. 2) Se obtuvieron 3000
nuevos sets de datos con tamafio de muestra 1052, lo cual permitié replicar el tamano de
muestra originalmente observado. 3) Con cada tamafio 1052 de muestra obtenido por el
bootstrap se obtuvo una nueva distribucion de frecuencias de individuos activos a la
reproduccion (m;) y del total de la muestra (n;}), el asterisco denota el valor remuestreado
de acuerdo a la rutina bootstrap. 4) A partir de este remuestreo, se estimaron nuevos
parametros para cada modelo candidato de Lsp usando las ecuaciones 11, 12, 13, 16y 17
previamente descritas. 5) Finalmente los pardmetros de los modelos candidatos de Lso
fueron estimados a partir de la ecuacién 18. 6) Una vez estimados los parametros para las
3000 simulaciones, los intervalos de confianza (IC,a < 0.05) fueron estimados usando el
método de percentiles corregidos por sesgo, incluyendo la media(x), la desviacién estandar

(ds) y el coeficiente de variacién (CV) el cual se estimé de acuerdo con Zar (2010).

ds
CV =— (19)
X

El sesgo (S) y el porcentaje de sesgo (%S) fueron estimados de acuerdo a las

ecuaciones propuestas por Jacobson et al. (1994):
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(20)

x 100 (21)

Donde x es la media de las 3000 simulaciones y 8; es el valor de los parametros

estimados para cada modelo candidato de Lsg (Efron 1979; Haddon 2001).

Para la estimacion de los percentiles corregidos por sesgo se calculd la inversa de la
distribucién normal acumulativa (®~1) a partir de la fraccién de réplicas que son menores

que el valor éptimo (6;) utilizando la siguiente ecuacién:

Zy = ¢)_1(0i) (22)

Posteriormente, los percentiles inferior y superior (P) para las distribuciones de
arranque para cada uno de los parametros se obtuvieron utilizando las siguientes

ecuaciones:

Pins = ®(2,0 — 1.96) (23)

Poyp = (2,0 + 1.96) (24)

Donde @ es la funcién de distribuciéon normal acumulativa y 1.96 es el valor critico

de la curva normal inversa para IC al 95% (Haddon, 2001).
Seleccion del modelo
La seleccion del mejor modelo de talla de madurez sexual se basé en la teoria de

informacidn, a través del Criterio de Informacion de Akaike (AIC), el modelo que resulte con

el valor mds bajo de AIC, serd el que mejor se ajuste a los datos (Burnham & Anderson,
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2002); el AIC fue calculado a través de la ecuacién 6. Para conocer el soporte estadistico de

cada modelo, se calcularon las diferencias de AIC mediante la siguiente expresion:

A;= AIC; — AICpin (25)

Donde AIC,,;, corresponde al modelo con el valor mas bajo de AIC y AIC; son los
valores de cada uno de los modelos candidatos. Valores de A;> 10 indican modelos sin
apoyo estadistico y deben ser descartados como modelos alternos; valores de A;< 2
sugieren un soporte estadistico elevado y, por tanto, son los mejores para ser utilizados
para describir la talla de madurez sexual de la especie; los modelos que obtengan valores
de A; entre 4 y 7 pueden considerarse como alternativos, sin embargo, tienen menor
soporte estadistico que el caso anterior (Burnham & Anderson, 2002). Como medida de la
evidencia a favor que tiene cada modelo, se calculé el peso de Akaike (I;), mediante la
ecuacion:

(26)
exp (=0.54))

i 2{=1 exp(-0.58)

Asi, el modelo con menor valor de AICy en consecuencia mayor (W;), asi como aquel
con valor de A;< 2, se consideré como el de mejor ajuste para los datos. Existen casos
donde un solo modelo no es claramente superior al resto de modelos candidatos, es decir,
ninguno alcanza un peso de Akaike (IW;) superior a 0.9 (90%), por lo que desde la inferencia
multimodelo se evalua la pertinencia biolégica y estadistica de varios modelos; bajo ese
planteamiento se pueden ponderar los pardmetros (@) gue son equivalentes en todos los

modelos candidatos, como es el caso de la Ls, (Burnham & Anderson, 2002).

n
g = Z W, x 8, (27)
i=1
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7. RESULTADOS

Se analizaron un total de 317 muestras de calamar gigante provenientes de las
capturas comerciales realizadas durante 2008 y 2009. A partir de las observaciones
histolégicas se determiné el sexo de los individuos, de las cuales 218 fueron hembras y 99
machos. La estructura de tallas de hembras varié de 28 a 82 cm de LM, mientras que para

machos el rango de tallas fue de 30 a 78 cm LM (Fig. 2).

W Hembras

Machos

Frecuencia

28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80
Longitud de manto (cm)

Figura 2: Distribucion de frecuencias de talla de calamar gigante Dosidicus gigas durante
el periodo de estudio (2008 — 2009).

Evaluacion reproductiva de hembras

La caracterizacion del desarrollo ovarico se realizé con base en el andlisis histolégico
de las génadas de D. gigas. Se identificaron cinco estadios de desarrollo ovdrico y nueve
subestadios del ovocito, la descripcion detallada de cada subestadio, incluyendo su

diametro tedrico se muestran en la tabla Il.
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Estadio | (previtelogénesis): en este estadio predominan las ovogonias (Og) las
cuales se encuentran unidas al estroma ovarico, de igual forma se pueden observar ovocitos
en previtelogénesis inicial (Pv1), intermedia (Pv2) y final (Pv3) pero en menor proporcion.
El estadio Il (vitelogénesis) esta caracterizado por la presencia de ovocitos en vitelogénesis
inicial (Vo1) en los cuales ha iniciado el proceso de invaginaciones de la membrana del
ovocito y de las células foliculares que lo tapizan; en este estadio también es posible

observar ovocitos en previtelogénesis (Fig. 3 A-F).

Figura 3: Microfotografias de secciones de ovario mostrando los diferentes estadios de
desarrollo de génadas de hembras de Dosidicus gigas del Golfo de California. A—C: Estadio
I, Previtelogénesis, D—F: Estadio Il, Vitelogénesis. Oogonia (og), ovocito previtelogénico
inicial (Pv1), ovocito previtelogénico intermedio (Pv2), ovocito previtelogénico final (Pv3),
ovocito vitelogénico inicial (Vo1l). Nucleo (n) y nucleolos (nc)
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En el estadio Ill (postvitelogénesis) se observan ovocitos en vitelogénesis final (Vo2)
los cuales presentan invaginaciones de la membrana muy profundas, por lo que la forma de
la célula es muy irregular; de igual modo, el volumen del citoplasma se ha incrementado

considerablemente por la presencia de vitelo (Fig. 4 A-D).

Figura 4: Microfotografias de secciones de ovario mostrando los diferentes estadios de
desarrollo de génadas de hembras de Dosidicus gigas del Golfo de California. A-D: Estadio
I, Postvitelogenesis: ovocito vitelogénico final (Vo2).

Estos estadios fueron definidos basados en el grupo mds avanzado de ovocitos
observados en la muestra bioldgica. De igual modo se observaron ovocitos atrésicos (a) y
foliculos postovulatorios (pof) los cuales son caracteristicos del desove (estadio IV) y

postdesove (estadio V) (Fig. 5 A-D).
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Figura 5: Microfotografias de secciones de ovario mostrando los diferentes estadios de
desarrollo de gdénadas de hembras de Dosidicus gigas del Golfo de California. Estadio IV,
desove y estadio V, postdesove: ovocito postvitelogénico (Pos), atresia (a) y foliculo

postovulatorio (Pof).
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Tabla Il. Descripcidn de los estadios de desarrollo ovarico en Dosidicus gigas en el Golfo

de California.
Estadio Subestadios _ Didmetro, um .
. . . Descripcion Min-Max
ovarico del ovocito (1C)
Células redondeadas con un ntcleo grande
Ovogonia con escaso citoplasma, el cual es basdfilo. 60.13 4.4-100.2
(Og) Estas células forman grupos o nidos en el (59.85-60.42) ' '
epitelio germinal.
Ovocitos de forma irregular con la
Previtelogénico presencia de un gran nucléolo, el
. , . R . - , 121.54
Previtelogénesis inicial citoplasma es basofilo. Las células 51.9-209.8
. (120.95 - 122.13)
[ (Pv1) foliculares planas forman una capa
delgada.
Ovocitos redondos o irregulares, con
Previtelogénico varios nucléolos alrededor de la 199.51
intermedio membrana del nucleo. El citoplasma es ' 70.1-268.5
» . (192.50 - 206.53)
(Pv2) abundante y basofilo. La capa de células
foliculares es de planas a cubicas.
Ovocitos ovalados con un nucleo bien
definido y nucléolos periféricos. Las células
Previtelogénico foliculares son cubicas e inician su 254.81 91— 350.6
final (Pv3) introduccidén hacia la célula, formando (241.89 - 267.73) ’
invaginaciones de la membrana del
ovocito.
Ovocitos ovalados con citoplasma baséfilo,
Vitelogénico idofi & i
Vitelogénesis : .g. tor|.'1ando a audofllo. CeILfIas fgllcu!ares 309.91
inicial cubicas con prominentes invaginaciones 216.4 —499.5
[ : . ) (285.47 - 334.36)
(Vol) hacia dentro del ovocito. El nucleo es
desplazado a el polo animal.
Ovocitos con citoplasma acidéfilo debido a
Vitelogénico Final Ila :cumutlacclion (iie w(;celol. Nulcleo. | 41127 y363 5974
(Vo2) comple ameln e desplazado al polo animal. (384.24 - 438.29) . .
) o Las células foliculares forman
PostV|te|I|c|>gene5|s invaginaciones muy profundas.
Ovocitos redondos u ovalados, con
Postvitelogénico  citoplasma acidéfilo completamente lleno 358.10 1619 - 618.9
(Pos) por vitelo. Las invaginaciones son menos  (257.30 - 458.91) ’ )
notorias.
Desove Atresia Ovocitos sin forma definida. Las células i
v (a) foliculares en deterioro.
Foliculo Capa de células foliculares con nucleo
Post-desove . S . .
v postovulatorio  picndtico, con una cavidad central si el pof -
(pof) es reciente.
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Durante el periodo de estudio el 91% de las hembras de calamar gigante fueron
encontradas en previtelogénesis (estadio 1). La vitelogénesis (estadio IlI) se identificd
durante dos periodos: mayo-julio (4.5% en mayo) y noviembre (20%). La posvitelogénesis
(estadio lll) se observd durante un Unico periodo, de junio a agosto, con la mayor proporcién
en junio (7.7%). Los calamares con evidencia de desove (estadio IV) se observaron durante
mayo-junio, con la mayor proporcion durante junio (3.8%). Finalmente, el postdesove
(etapa V) se identificd durante abril, junio y agosto -octubre, con la mayor proporcién en
septiembre (20%). En contraste, durante marzo, solo se observaron hembras inmaduras

(Fig. 6).
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Figura 6. Proporcién mensual de los diferentes estadios ovaricos de Dosidicus gigas durante
del periodo de estudio en el Golfo de California, México. Estadio | (previtelogénesis), estadio
Il (vitelogénesis), estadio Il (postvitelogénesis), estadio IV (desove), estadio V (posdesove)

Diametro tedrico del ovocito
Las diferencias de los didmetros de los ovocitos entre los diferentes subestadios
fueron significativas [ANOVA, F (s, 17445y = 7199, p = 0,001]. La prueba post hoc de Tukey

mostré diferencias significativas entre el diametro teérico de todos los estadios ovaricos (p
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<0,001). En el estadio Ill, los ovocitos postvitelogénicos presentaron invaginaciones de las
células foliculares relativamente profundas y, en consecuencia, se observé una alta
variabilidad en su DT. Las diferencias en los DT de ovogonias hasta ovocitos
postvitelogénicos representan el crecimiento de los ovocitos a lo largo del proceso de

maduracién (Fig. 7).
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Figura 7. Variacion en el diametro del ovocito por subestadio: Og (oogonia), Pvl
(previtelogénicoinicial), Pv2 (previtelogénico intermedio), Pv3 (previtelogénico final), Vol
(vitelogénico inicial), Vo2 (vitelogénico final) y Pos (postvitelogénico). Se muestran los
didmetros minimos y maximos para cada tipo de ovocito.

Distribucion de frecuencias del diametro de los ovocitos

La distribucién multinomial del didmetro tedrico en cada estadio ovarico mostro el
desarrollo asincrénico de los ovocitos. Para el estadio ovarico |, se estimé una moda con un
valor de 95.9 um (Fig. 8a); para el estadio Il se estimaron tres modas, lo que indicé la
presencia de diferentes marcas de clase de didmetros esperados que variaron de 50.9 a
230.7 um (Fig. 8b). El estadio Il mostrd tres modas, con didmetros estimados de 95.8 a

365.8 um (Fig. 8c). El estadio ovarico IV se caracterizé por dos modas, con didmetros
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estimados de 95.9 y 186.2 um (Fig. 8d). Finalmente, en el estadio V de igual modo se

estimaron dos modas, con diametros de 140.8 y 276.0 um (Fig. 8e). El analisis multinomial

mostro evidencia de un aumento progresivo en el didmetro de los ovocitos de los estadios

ovaricos | all y de Il a lll. Aunque se observé un aumento en el didmetro del ovocito para el

estadio ovarico 1V, la estimacidon cuantitativa no mostré un valor modal dada la baja

frecuencia de ovocitos, con diametros variando entre 366 y 456 um. Se observé un patrén

similar para el estadio V donde se encontraron los ovocitos mas grandes entre 456 y 636

um (tablas Il y IV).
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Figura 8. Analisis multinomial de la distribucién del didmetro de los ovocitos observados

(barras) y estimados (lineas) para todos los ovocitos (DFO) en cada estadio ovarico en

Dosidicus gigas. Tamafio de muestra de los ovocitos: a) estadio | n=5925, b) estadio Il

n=151, c) estadio lll n=121, d) estadio IV n=60, e) estadio V n=248.
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Utilizando como criterio el grupo mas avanzado de ovocitos observado en la génada,
se definieron los siguientes estadios ovaricos: el estadio ovarico | mostré solo ovogonias
(Og). El estadio ovarico Il mostrd cuatro subestadios de ovocitos, incluidos ovogonias,
ovocitos previtelogénicos iniciales, intermedios y finales (Og, Pv1, Pv2y Pv3); se observé la
presencia de Og en ambos estadios (I y ), sin embargo, la frecuencia fue baja en el estadio
Il. En el estadio ovarico Il se detectaron ovocitos en vitelogénesis inicial, lo que indicé la
transicién de la previtelogénesis a la vitelogénesis, corroborada con la presencia de ovocitos
en Pv3 y Vol. El estadio ovarico IV mostré simultdneamente ovocitos asociados con
vitelogénesis, incluidos Og y Pv1. Desde el estadio ovarico IV hasta el V, se observé la
presencia de nuevos estadios de ovocitos, principalmente Pos, que denotaron el estadio
postvitelogénico; sin embargo, también se observaron Og y Pv3. Los resultados de los
parametros asociados a la funcion de densidad multinomial se muestran en las tablas Il y

V.
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Tabla lll. Seleccién del nimero de grupos estimados utilizando una funcién de densidad

multinomial basado en el AIC, aplicada al diametro tedrico de los ovocitos (um) para cada

estadio ovarico de Dosidicus gigas en el Golfo de California.

Estadio ovarico Numero de grupos —InL K AIC
I Un grupo de DT 3.02E-09 3 6.0*
Un grupo de DT 11,488.8 3 22983.6
Il Dos grupos de DT 6,213.9 6 12439.7
Tres grupos de DT 73.1 9 164.2*
Un grupo de DT 17,305.6 3 34617.2
1" Dos grupos de DT 12,834.2 6 25680.5
Tres grupos de DT 41.2 9 100.5*
Un grupo de DT 2,513.69 3 5,033
v Dos grupos de DT 18.25 6 48*
Un grupo de DT 14,856.09 3 29,718
Y Dos grupos de DT 50.18 6 112%*

El logaritmo negativo de verosimilitud (—In £) es el valor estimado de la funcién objetivo,

K es el nUmero de parametros estimados. El asterisco indica el AIC mas bajo.

35



Tabla IV. Pardmetros y numero de grupos estimados utilizando un analisis multinomial,
aplicada al didmetro tedrico de los ovocitos (um) para cada estadio ovarico en Dosidicus

gigas en el Golfo de California.

Estadio ovarico Numero de grupos Promedio (um) o; A Min (cm) Max (cm)

I Un grupo de DT 95.92 0.33 5,035.19 95.91 95.93
Un grupo de DT 50.97 0.50 26.32 50.90 51.05

1l Dos grupos de DT 140.99 0.79 181.09 140.86 141.11
Tres grupos de DT 230.70 0.81 82.08 230.57 230.83

Un grupo de DT 95.89 0.37 85.90 95.83 95.96

1] Dos grupos de DT 231.00 0.37 21.64 230.93 231.06
Tres grupos de DT 365.82 0.95 20.93 365.65 365.99

Un grupo de DT 95.93 1.02 98.38 95.67 96.19

v Dos grupos de DT 186.22 0.50 29.67 186.09 186.34
Un grupo de DT 140.89 0.41 205.09 140.84 140.94

Y Dos grupos de DT 276.02 0.47 64.43 275.97 276.08

Se muestran los valores de la media (um), desviacién estandar (a;), proporcion (4;), e

intervalos de confianza (p < 0.05) para cada grupo de talla.

Incidencia de foliculos postovulatorios

El analisis histolégico mostré la presencia de foliculos postovulatorios en calamares
gigantes en toda la distribucién de las frecuencias de la estructura de la LM, incluidas
hembras con LM de 32 a 82 cm. Las frecuencias mas altas de foliculos postovulatorios se
encontraron en las clases de LM 38-40, 44-48 y 60 cm; a la inversa, las frecuencias mds bajas
de los foliculos postovulatorios se encontraron en las clases de LM 32, 52, 76 y 78 cm. Esto
indica que las hembras mads jévenes (32 cm LM) y las mas viejas (82 cm LM) aparecieron
simultaneamente (Fig. 9). La presencia de foliculos postovulatorios en el estadio | del ovario
también se observo en calamares gigantes en toda la estructura del LM para hembras con

LM que oscilaban entre 32 y 70 cm (Fig. 9); los foliculos postovulatorios en este estadio se
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caracterizaron por presentar forma irregular sin un lumen definido, debido a que el proceso
de muerte celular y reabsorcion ha iniciado. Los foliculos postovulatorios también se
encontraron en el estadio ovarico I, aunque en baja frecuencia en las clases de LM a 38, 42
y 76 cm (Fig. 9). Se observaron resultados similares para el estadio ovarico Ill, donde se
encontraron foliculos postovulatorios en LM que iban de 38 a 44 cm (Fig. 9). Se observd una
baja frecuencia de foliculos postovulatorios para los estadios ovarico IV y V, incluidas las
hembras con LM entre 36 y 82 cm (Fig. 9). La presencia de foliculos postovulatorios en
hembras de calamar gigante en fase de reposo se demostro utilizando la tincidn tricrémica
de Masson; esta técnica tiene la caracteristica de teiiir fibras coldgenas en color azul, por lo
que facilita la observacion de las células foliculares que estan siendo sostenidas y rodeadas
por las fibras. La evidencia histolégica mostrd que los ovarios tienen simultaneamente
foliculos postovulatorios y ovocitos previtelogénicos, principalmente caracterizados por
ovocitos previtelogénicos tempranos e intermedios (Fig. 10A-F), lo que significa que la
regeneracién ovdrica se produce en D. gigas. Este hallazgo fue consistente para las hembras

de 30-80 cm LM, como se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Frecuencia acumulada de foliculos postovulatorios por estadio ovarico a través de
la estructura de longitud de manto de calamar gigante, Dosidicus gigas.
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Figura 10: Evidencia de foliculos postovulatorios (pof) encontrados en hembras de Dosidicus
gigas en fase de reposo usando la tincion tricrémica de Masson. Hembras de calamar de 38
cm LM (A, B), 42 cm LM (C, D), y 69 cm LM (E, F) muestran foliculos postovulatorios y
ovocitos previtelogénicos indicando la recuperacion del ovario. Los foliculos
postovulatorios estan formados por células foliculares (fc) sostenidas por tejido conectivo
constituido por fibras eldsticas reticulares o coldgenas, cuando se tifien de azul indica que

son fibras de colageno (cf).
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Distribucidn de frecuencias de longitudes de manto

Suponiendo que el nUmero de cohortes en la poblacion de calamar gigante se puede
representar por la cantidad de grupos de LM, la funcién de densidad multinomial aplicada
a los datos de frecuencia de LM mostré que durante 2008 hay cuatro cohortes (con medias
de 41.2,48.5,55.2 y 68.5 cm), los individuos mas grandes (entre 66 y 70 cm LM) mostraron
una moda muy bien definida, lo que sugiere la existencia de individuos viejos en la
poblacién, aunque los individuos mas frecuentes tuvieron una LM entre 48 y 58 cm (Fig.
11a). De manera inversa, durante 2009 solo se observaron tres grupos de LM (con medias
de 39.9, 47.8 y 53.9 cm). En este afio, los individuos mas pequefios fueron mas abundantes
y la longitud de manto de los calamares mas grandes varié de 60 a 82 cm, con bajas
frecuencias de individuos agrupados en este rango de clases de LM; por lo tanto, esta
cohorte no estuvo muy bien definida y su varianza fue la mas alta estimada para ambos

anos (Fig. 11b, Tablas Vy VI).

Tabla V. Seleccién basada en el AIC del niUmero de grupos de talla anuales estimados
utilizando una funcién de densidad multinomial aplicada a la distribucion de frecuencia de
longitudes de manto de hembras (LM, cm) de calamar gigante, Dosidicus gigas en el Golfo

de California.

Numero de grupos FO K AIC
Un grupo de talla 99.4 3 215.0
Dos grupos de talla 68.2 6 169.0
2008
Tres grupos de talla 334 9 76.6
Cuatro grupos de talla 24.1 12 38.1*
Un grupo de talla 565.4 3 747.6
2009 Dos grupos de talla 242.1 6 499.3
Tres grupos de talla 160.9 9 383.0*

FO es el valor estimado de la funcidn objetivo y K es el nimero de parametros estimados.

El asterisco (*) indica el AIC mas bajo.
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Tabla VI. Pardmetros y numero de grupos de talla estimados utilizando un andlisis

multinomial aplicado a la distribucién de frecuencia de longitudes de manto (LM, cm) de
hembras de Dosidicus gigas en el Golfo de California.

Numero de grupos Promedio (cm) o; 4; Min (cm) Max (cm)
Un grupo de talla 41.2 3.7 66.9 40.6 41.9
Dos grupos de talla 48.6 2.1 38.0 48.2 48.9
2008
Tres grupos de talla 55.2 3.8 145.7 54.6 55.9
Cuatro grupos de talla 68.6 1.6 223 68.3 68.8
Un grupo de talla 40.0 3.8 408.1 39.6 40.4
2009 Dos grupos de talla 47.9 1.5 98.5 47.7 48.1
Tres grupos de talla 53.9 8.0 92.6 53.0 54.8

Se muestran los valores de la media LM (cm), desviacidn estandar (a;), proporcién (4;), e

intervalos de confianza (p < 0.05) para cada grupo de talla.
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Figura 11: Distribuciones anuales de la frecuencia de longitud del manto de hembras
observadas (barras) y estimadas (lineas) para Dosidicus gigas durante las temporadas de
pesca en 2008 (a) y 2009 (b).
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Evaluacion reproductiva de machos

Espermatogénesis

La espermatogénesis tiene lugar en el epitelio germinal, es un proceso que se lleva
a cabo en tres fases: 1) fase proliferativa o espermatocitogénesis, que implica divisiones
mitoticas de las espermatogonias, las cuales se observaron con un gran nucleo y escaso
citoplasma (Fig. 12 A, B). 2) meiosis, durante esta fase se presenta la divisidon reduccional
del nimero de cromosomas dando lugar a los espermatocitos primarios y secundarios, el
citoplasma y el nucleo se separan (Fig. 12 C, D). Derivado de las divisiones meiéticas, se
obtienen las espermadtidas las cuales son haploides; durante esta fase se formara el
acrosoma, organelo con forma de capucha ubicado en la region apical, y el flagelo (Fig. 12
E, F). 3) espermiogénesis, fase en la cual las espermatidas haploides se diferencian en

espermatozoides, los cuales se conglomeran hacia la luz del tubulo (Fig. 12 G, H).
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Figura 12: Diferentes estadios de desarrollo de testiculos de Dosidicus gigas. A y B) Estadio
I, tubulos seminiferos (Tb) que contienen principalmente espermatogonias (Sg), células de
Sertoli (Se), células de Leydig (Ldc) y pocos espermatocitos primarios (Sc1). Cy D) Estadio ll,
espermatocitos primarios (Scl), espermatocitos secundarios (Sc2) y algunas espermatidas
(Sd) llenan la luz del tdbulo. E, F, G, H) Estadio Ill, espermatozoides maduros (Sz) con
acrosoma (Ac) y nucleo (n) formando la cabeza. Las colas eosinofilicas (t) estan orientadas
hacia la luz del tubulo. Tincidn con hematoxilina-eosina.
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Desarrollo gondadico

En el ciclo gametogénico de D. gigas se observaros tres estadios de desarrollo
testicular de acuerdo con la siguiente clasificacion: a) estadio | (inmaduro), los tubulos son
claramente diferenciados y se observan abundantes espermatogonias (8.38 + 1.35 um de
didmetro) con un nucleo esférico que contiene una densa cromatina, las células de Sertoli
y Leydig estdn inmersas en las paredes del tubulo. Espermatocitos primarios (6.08 +-0.93
um) también estdn presentes y se encuentran distribuidos de forma centripeta desde las
paredes del tubulo hacia el lumen. b) estadio Il (en maduracidn), los tubulos estan llenos
con espermatocitos primarios y secundarios (3.32 + 0.66 um de didmetro) los cuales
presentan una forma esférica, se observan también algunas espermatidas (4.73 £ 0.72 um
de didametro). En este estadio aun es posible observar algunas espermatogonias en las
paredes de los tubulos. c) estadio lll (maduro), los tubulos estan llenos con abundantes
espermatozoides (7.9 * 0.48 um) con las colas orientadas hacia el lumen. Los
espermatocitos, espermatidas y todos los tipos celulares fueron observados en cortes
histoldgicos longitudinales, lo cual sugiere que la espermatogénesis es un proceso continuo

(Fig. 12).

Distribucion de estadios de desarrollo en la estructura de LM

La estructura de longitud de manto de machos oscilé entre 30 y 78 cm, analizando
los estadios de desarrollo, se observé que el estadio Il estuvo presente a lo largo de toda
la estructura de tallas, calamares en estadio de desarrollo | y Il se observaron en las marcas
de clase de entre 30 y 52 cm LM con proporciones variables, por lo tanto, todos los
individuos mayores a 54 cm estaban maduros. De este modo, se observa que los machos a
diferentes intervalos de longitud de manto mostraron actividad reproductiva (Fig. 13a). En
la escala temporal, las proporciones de machos maduros (estadio Ill) aumentaron desde
abril (33.3%) hasta noviembre (83.3%), con la proporcién maxima durante septiembre. En

marzo, no se observé actividad reproductiva por parte de los calamares machos (Fig. 13 b).
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Figura 13: Proporcidn por talla (a) y mensual (b) de los diferentes estadios testiculares de
Dosidicus gigas a través del periodo de estudio en el Golfo de California, México.
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Area de cobertura gonadica

De acuerdo con la estructura de longitud del manto (30-78 cm), la actividad
reproductiva también se analizé utilizando estimaciones de ACG. Se estimd un promedio de
ACG de 32.2% a partir del cual se denotaban individuos maduros, con base en esto se
observé que calamares mayores de 36 cm LM estaban maduros (Fig. 14 a). Las estimaciones
de ACG por estadio de desarrollo fueron 32.6% (etapal), 45.6% (etapa Il) y 43.0% (etapa Ill).
Estos resultados no mostraron un predominio de calamares maduros, sin embargo, el ACG
para los estadios de desarrollo Il y Il fue ligeramente superior al estimado para el estadio |
(Fig. 14 b). EI ACG mensual estimado mostré una variacion entre el 29.4% y el 44.6%, con
picos observados durante abril, septiembre y noviembre. El patrén general mostré un area

de cobertura gonadica cercana al 40.0%, excepto en marzo (29.4%) (Fig. 14 c).
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Figura 14: Area de cobertura gonadica (ACG) analizada por la estructura de longitud de
manto (a), por estadio de desarrollo testicular (b) y de manera mensual (c) de Dosidicus
gigas en el Golfo de California, México.
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Distribucion de frecuencias de longitudes de manto

La distribucién de frecuencias de longitudes de manto en machos de calamar gigante
durante el 2008 (Fig. 15 a) mostrod la presencia de cuatro grupos, mientras que durante 2009
se estimaron cinco grupos (Fig. 15 b). El criterio estadistico para seleccionar los grupos fue
basado en el criterio de informacion de Akaike, los resultados de este analisis se muestran
en la tabla VII. Los valores medios estimados para los diferentes grupos para cada afio, asi
como los pardmetros asociados con cada distribucién normal, se muestran en la Tabla VIII.

Comparativamente, en 2009, los calamares machos eran mas pequenos que en 2008.

Tabla VII. Seleccién basada en el AIC del nimero de grupos de talla anuales estimados
utilizando una funcién de densidad multinomial aplicada a la distribucidn de frecuencia

LM (cm) de machos del calamar gigante, Dosidicus gigas en el Golfo de California.

Numero de grupos FO K AIC

Un grupo de talla 25.3 3 60.2

Dos grupos de talla 24.9 6 67.7

2008

Tres grupos de talla 35.3 9 90.4
Cuatro grupos de talla 4.2 12 26.5*

Un grupo de talla 40.5 3 94.4

Dos grupos de talla 333 6 89.1

2009 Tres grupos de talla 15.6 9 49.4
Cuatro grupos de talla 12.5 12 44.2
Cinco grupos de talla 10.6 15 43.9*

FO es el valor estimado de la funcién objetivo y K es el nimero de parametros estimados.

El asterisco (*) indica el AIC mas bajo.
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Tabla VIII. Pardmetros y numero de grupos de talla estimados utilizando un analisis
multinomial aplicado a la distribucién de frecuencia de longitudes de manto (LM, cm) de

machos de Dosidicus gigas en el Golfo de California.

Numero de grupos Promedio (cm) a; 4; Min (cm) Max (cm)
Un grupo de talla 43.4 2.1 14.8 42.7 44.1
Dos grupos de talla 51.0 0.6 13.3 50.8 51.2
2008
Tres grupos de talla 56.8 4.0 36.8 55.4 58.1
Cuatro grupos de talla 67.5 0.8 11.3 67.3 67.8
Un grupo de talla 30.3 0.2 1.9 30.2 30.3
Dos grupos de talla 38.0 1.8 31.1 37.6 38.4
2009 Tres grupos de talla 44.0 2.4 66.8 43.4 44.6
Cuatro grupos de talla 50.7 0.5 18.7 50.6 50.9
Cinco grupos de talla 68.4 0.3 3.2 68.3 68.4

Se muestran los valores de la media LM (cm), desviacidn estandar (a;), proporcién (4;), e

intervalos de confianza (p < 0.05) para cada grupo de talla.
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Figura 15: Distribuciones anuales de la frecuencia de longitud del manto de machos
observados (barras) y estimados (lineas) para Dosidicus gigas durante las temporadas de
pesca en 2008 (a) y 2009 (b).

La distribucién de frecuencias de longitudes de manto combinando ambos sexos
mostré la presencia de cuatro grupos en ambos afios (2008 y 2009). La representacién visual
de las cuatro cohortes para cada afio se muestra en la figura 16 ay 16 b. Los resultados del
criterio de informacién de Akaike para seleccionar los grupos se muestran en la tabla IX y
los valores medios estimados para los diferentes grupos para cada afo, asi como los

parametros asociados con cada distribucion normal, se muestran en la tabla X.
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Tabla IX. Seleccidn basada en el AIC del nimero de grupos de talla estimadas utilizando
una funcion de densidad multinomial aplicada a la distribucién de frecuencia LM (cm) de

ambos sexos de calamar gigante, Dosidicus gigas en el Golfo de California.

Numero de grupos FO K AIC
Un grupo de talla 172.0 3 324.8
Dos grupos de talla 120.3 6 268.5
2008
Tres grupos de talla 110.5 9 260.2
Cuatro grupos de talla 41.5 12 95.8*
Un grupo de talla 601.1 3 856.3
Dos grupos de talla 268.9 6 570.4
2009
Tres grupos de talla 221.8 9 506.8
Cuatro grupos de talla 129.0 12 316.6*

FO es el valor estimado de la funcidén objetivo y K es el nimero de pardmetros estimados.

El asterisco (*) indica el AIC mas bajo.
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Tabla X. Parametros y nimero de grupos de talla estimados utilizando un analisis

multinomial aplicado a la distribucién de frecuencia de longitudes de manto (LM, cm) de

Dosidicus gigas en el Golfo de California.

Numero de Promedio

grupos (cm) o; A Min (cm) Max (cm)
Un grupo de talla 56.2 1.6 41.1 55.9 56.4
Dos grupos de talla 52.1 0.0 11.0 52.1 52.1
2008
Tres grupos de talla 50.6 8.5 279.6 49.4 51.9
Cuatro grupos de talla 68.5 1.0 23.6 68.4 68.6
Un grupo de talla 37.9 1.2 75.3 37.7 38.0
Dos grupos de talla 42.7 5.2 580.7 42.2 43.3
2009
Tres grupos de talla 48.3 0.2 14.9 48.3 48.3
Cuatro grupos de talla 55.9 0.3 4.3 55.9 56.0

Se muestran los valores de la media LM (cm), desviacidn estandar (a;), proporcién (4;), e

intervalos de confianza (p < 0.05) para cada grupo de talla.
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Figura 16: Distribuciones anuales de la frecuencia de longitud del manto de ambos sexos
observados (barras) y estimados (lineas) para Dosidicus gigas durante las temporadas de
pesca en 2008 (a) y 2009 (b).

Proporcion sexual e indice gonadosomatico de hembras y machos

El indice gonadosomatico (IGS) estimado para las hembras de calamar gigante
mostré dos valores maximos durante el periodo de estudio, el primero durante junio (IGS =
0.4) y el segundo durante septiembre (IGS = 0.5), lo anterior indicé que el IGS tuvo valores
mas altos y un periodo mas extendido durante los meses de verano en comparacién con el

resto del afo (Fig. 17 a). El IGS en machos mostré un incremento de marzo (IGS = 0.1) a
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noviembre (IGS = 0.7), con dos picos durante este periodo, el primero en junio (IGS=0.5) y
el segundo en noviembre (IGS =0.7) (Fig. 17 b), durante estos meses, el IGS indico la maxima

actividad reproductiva. Durante septiembre no se obtuvieron datos para los machos.
0.8 a)
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Figura 17: indice gonadosomatico estimado para hembras (a) y machos (b) de calamar
gigante Dosidicus gigas. Las barras indican los limites inferior y superior (e < 0.05)

La proporcién sexual mostro diferencias significativas de acuerdo con la prueba de
x?; de esta forma se pudo observar la predominancia de las hembras en la poblacién de
calamar gigante. De manera mensual, las diferencias se observaron de mayo a agosto,
mientras que, en los periodos de marzo a abril y septiembre a noviembre, la proporcion

sexual fue 1:1 (Fig. 18, tabla XI,).
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Figura 18: Proporciéon de hembras de Dosidicus gigas a través del periodo de estudio en el
Golfo de California, México

Tabla XI. Valores mensuales de y? y de P para Dosidicus gigas en el Golfo de California.

Mes Hembras  Machos x? Valor de P

Marzo 5 4 0.06 0.81
Abril 25 21 0.17 0.68
Mayo 44 18 5.45 0.02*
Junio 26 9 4.13 0.04*
Julio 43 14 7.38 0.01*
Agosto 43 9 11.12 0.00*
Septiembre 5 6 0.05 0.83
Octubre 26 12 2.58 0.11
Noviembre 5 6 0.05 0.83

Los asteriscos (*) denotan diferencias significativas.

Talla de madurez sexual de hembras

Se analizaron 1052 hembras correspondientes a muestreos realizados del aino 2000
al 2010. El intervalo de tallas varié de 28 a 92 cm LM; la hembra madura de menor tamaiio
fue de 33.5 cm LM, mientras que la hembra inmadura de mayor tamafo fue de 91 cm LM.
Las estimaciones de la talla media de madurez sexual y los parametros para cada modelo
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se muestran en la tabla XIl. De los modelos analizados, el que mejor se ajusta a los datos es
el de Brouwer & Griffiths el cual obtuvo el mayor peso de Akaike (W;=83.3) y el valor mas
bajo de AIC, por lo tanto, este modelo es considerado como el mejor para estimar la L, de
las hembras de calamar gigante, el cual fue de 72 cm LM; el siguiente modelo con buen
soporte estadistico fue el de Weibull (W;=16.5). El resto de los modelos no fueron
seleccionados por AIC y consecuentemente, estos no fueron considerados adecuados para
describir la talla de madurez sexual por si mismos; sin embargo, para realizar la ponderacién
se utilizaron todos los modelos, estimando una Ls, de 72.9 cm LM (70.7-76.2). lLas
trayectorias estimadas para los cinco modelos, asi como para el modelo global se muestran
en la figura 19. En todos los modelos se estimaron tres pardmetros e invariablemente, en
todos ellos el valor de la asintota superior (&) fue 1. Lo anterior indica que la proporcién de
madurez observada en D. gigas fue suficientemente informativa de una asintota con valor

de 1.

Tabla XII: Valores de talla de madurez sexual e intervalos de confianza (en paréntesis) estimados

para para Dosidicus gigas en el Golfo de California.

Modelo Lsg —InL K AIC A; w;

Brouwer &
72 (69.9-74.9) 81.3 3 168.6 0.0 83.3

Griffiths

Weibull 77.8 (74.9-82.5) 82.9 3 171.9 3.2 16.5
Welch & Fourcher 72.9(69.9-75.2) 87.3 3 180.6 12.0 0.2
Gamma 76.4(72.7-82.3) 100.4 3 206.8 38.2 0.0
Gompertz 64.1 (63.2-68.8) 102.3 3 210.5 41.9 0.0

El logaritmo negativo de verosimilitud(—In £) es el valor estimado de la funcion objetivo, K es el
numero de parametros estimados, AIC es el criterio de informacién de Akaike, A; y

W; es la diferencia y el peso de Akaike, respectivamente.
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Figura 19: Modelos de talla de madurez sexual de hembras de calamar gigante Dosidicus

gigas en el Golfo de California, México.
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8. DISCUSION

Evaluacion reproductiva de hembras

A través del andlisis histolégico se demostré la presencia de foliculos
postovulatorios, los cuales se encontraron en todos los estadios ovaricos. Particularmente,
en el estadio | se observd la mayor frecuencia. Lo anterior es debido a que estas hembras
han tenido al menos un evento de desove, como consecuencia, ha comenzado la
regeneracién de ovocitos para la proxima temporada reproductiva; durante esta etapa es
posible observar la presencia de ovocitos previtelogénicos tempranos y foliculos
postovulatorios (Brown-Peterson et al., 2011). Este patréon también fue reportado por
Hernandez-Mufioz et al. (2016), sin embargo, ellos encontraron una mayor presencia de

foliculos postovulatorios en el estadio ovarico V.

Los resultados de este estudio mostraron foliculos postovulatorios en individuos en
toda la distribucién de frecuencias de tallas de la LM, incluidas las hembras pequefias (32
cm)y grandes (82 cm). De igual forma, fue posible observar ovocitos atrésicos, sin embargo,
su presencia no es necesariamente caracteristica de un evento de desove, ya que pueden
presentarse en cualquier momento del desarrollo ovarico, ademas, los factores ambientales
(p. €j. la temperatura, el fotoperiodo) pueden influir en su presencia o simplemente
representan la reabsorcion de vitelo para mantener las reservas de energia (Melo & Sauer,
1999; Valdebenito et al., 2011). De acuerdo con Tyler y Sumpter (1996), Torres-Villegas et
al. (2007), Lowerre-Barbieri et al. (2011) y Sieiro et al. (2016), la presencia de ovocitos
atrésicos no sugiere el final de la puesta, a menos que se pueda cuantificar y su frecuencia
sea mayor del 6%, lo cual no se observé en D. gigas. En contraste, los foliculos

postovulatorios son las mejores estructuras que indican eventos de desove.

La dinamica celular del crecimiento de los ovocitos descrita anteriormente

demuestra el desarrollo asincrénico entre grupos, caracterizado por la presencia simultanea
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de siete tipos de ovocitos en diferentes subestadios de desarrollo. Ademas, a través del
analisis multinomial aplicado al didmetro tedrico, se identificd el desarrollo sincrénico
dentro de los grupos de ovocitos. En el estadio ovarico | se observé predominancia de
ovogonias, las cuales fueron reclutadas para el siguiente estadio ovarico, dependiendo de
qgué tan rdpido aumentaron su didmetro. Como consecuencia, en el estadio ovarico Il se
observé simultdneamente la presencia de ovocitos caracteristicos de la previtelogénesis
temprana e intermedia y ovogonias. Este proceso de maduracion continud en el estadio
ovarico lll, con observaciones de ovocitos previtelogénicos tardios, incluyendo ovocitos
previtelogénicos intermedios y ovogonias. De acuerdo con el analisis de frecuencia del
didmetro de los ovocitos, se observd una estrategia reproductiva similar en el calamar
chokka (Loligo vulgaris reynaudii), donde se encontraron ovarios maduros con ovocitos

vitelogénicos junto con ovocitos previtelogénicos (Melo & Sauer, 1999).

De manera conjunta, el andlisis de frecuencia del didmetro de los ovocitos y la
evidencia histolégica donde se observan ovarios con foliculos postovulatorios junto con
ovocitos en diversas etapas de la vitelogénesis, confirma que D. gigas desova en repetidas
ocasiones (Rocha et al., 2001), lo cual también ha sido reportado para el calamar veteado
Loligo forbesi (Boyle et al., 1995; Collins et al., 1995). Si la estrategia reproductiva de D.
gigas fuera la semelparidad, tal como lo sefialan Nigmatullin et al. (2001), Nigmatullin y
Markaida (2009) y Hoving et al. (2013), en el andlisis de frecuencia del didmetro de los
ovocitos se observaria que todos se desarrollan al mismo tiempo hasta alcanzar su didmetro
maximo, lo que indicaria un desarrollo sincrénico de los ovocitos, tal como se ha reportado
para el calamar Onykia ingens (anteriormente conocido como Moroteuthis ingens), calamar
antdrtico (Gonatus antarcticus) y pulpo comun (Octopus vulgaris) (Rodriguez-Rua et al.,
2005; Laptikhovsky et al., 2007). En especies semélparas, el andlisis de frecuencia del
diametro de los ovocitos forma una Unica curva con forma de campana, lo que indica un
solo valor modal; en contraste, el andlisis multinomial aplicado a la distribucién de

frecuencia del didmetro de los ovocitos para D. gigas mostré una distribucién multimodal,
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demostrando el desarrollo asincrénico de los ovocitos, lo cual es comun para especies

iteréparas (Murua & Saborido-Rey, 2003).

En este estudio, se encontraron cuatro y tres cohortes de D. gigas durante 2008 y
2009, respectivamente. En ambos anos, las cohortes se caracterizaron por individuos con
LM de menos de 56 cm, aunque en 2008 se identificé una cohorte con una LM promedio de
68.8 cm. Esta variabilidad en el numero de cohortes de calamar gigante en el Golfo de
California ha cambiado entre uno y tres, aunque la poblacion a menudo estd compuesta de
solo dos cohortes (Veldzquez-Abunader et al., 2012); sin embargo, durante 1980-1981,
cinco cohortes fueron claramente distinguibles (Ehrhardt et al., 1983). Estos cambios
interanuales repentinos en el nimero de cohortes también se han observado en la
Corriente de Humboldt, donde se han reportado entre una y seis cohortes (Keyl et al., 2011),
y al menos tres cohortes se han documentado a lo largo del OPO en diferentes zonas
marinas y costeras, principalmente en Costa Rica, Ecuador, Peru y Chile (Argielles et al.,
2001; Chen et al., 2013; Ibafiez et al., 2015; Morales-Bojorquez & Pacheco-Bedoya, 2016b);
por lo tanto, la presencia de multiples cohortes en la poblacion de calamar gigante es
consecuencia de varios eventos de desove. En el Golfo de California, con datos
dependientes de la pesca se han observado hembras pequenas desovando cada afio desde
1995 (Hernandez-Herrera et al., 1998), lo anterior indica que en cada cohorte la madurez
sexual empieza en organismos pequeiios (aproximadamente 20 cm LM y 5 meses) y
contindan desovando en cada temporada reproductiva a lo largo de toda su vida,

alcanzando aproximadamente 85 cm LMy 1.4 afios (Zepeda-Benitez et al., 2014).

En este estudio se observo que la abundancia de hembras en la poblacién fue mayor
qgue la de los machos, lo cual es una caracteristica poblacional comun reportada para D.
gigas (Morales-Bojérquez & Pacheco-Bedoya, 2016a). Un patrén de proporcién sexual
similar fue sefialado por Nigmatullin et al. (2001) en la corriente de Humboldt, donde los
autores sugieren que la reproduccién ocurre todo el aifo con maximos durante primaveray

verano. Los hallazgos del presente estudio indicaron que las hembras en etapa de desove
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se observaron principalmente durante mayo-junio, mientras que las hembras en
postdesove se identificaron durante abril-junio y agosto-octubre. El periodo de desove de
abril-junio fue reportado previamente por Herndndez-Herrera et al. (1998) a través de la
identificacién de estadios ovdricos. De manera similar, durante 2006-2007 y 2015, se
identificaron masas de huevos de D. gigas en el Golfo de California en los meses de mayoy
junio (Staaf et al., 2008; Birk et al., 2016), lo cual coincide con los hallazgos previamente
reportados y los del presente trabajo. Sin embargo, el segundo periodo evidenciado por el
analisis histolégico no ha sido confirmado con la presencia de masas de huevos en campo.
Lo anterior, permite sefialar que el calamar gigante D. gigas en el Golfo de California desova

dos veces, generando diferentes nimeros de cohortes.

Tradicionalmente, la semelparidad ha sido definida por un solo evento reproductivo
altamente fecundo y la posterior muerte del individuo; en contraste, en la iteroparidad
existen repetidos eventos de reproduccién a lo largo de la vida del organismo (Cole, 1954;
Charnov & Schaffer, 1973; Young, 1981; Crespi & Teo, 2002). Sin embargo, dada |la extrema
plasticidad de la paridad en algunos organismos, esta clasificaciéon no refleja la realidad
biolégica reproductiva. Hughes y Simons (2014) y Hughes (2017) sefialan que la paridad
debe entenderse como una distribucién del esfuerzo reproductivo a través del tiempo, por
lotanto, debe ser tratado como un rasgo continuo en lugar de uno discreto; de esta manera,
la semelparidad y la iteroparidad son los puntos extremos de este rasgo continuo. Para
evitar confusiones, Rocha et al. (2001) propusieron cambiar los términos semelparidad por
“desova unavez” e iteroparidad por “desova mas de una vez”; en este contexto, clasificaron
a D. gigas como un desovador multiple. Asi mismo, con base en la presencia de foliculos
postovulatorios, Hernandez-Mufioz et al. (2016) sefalaron que el calamar gigante desova
mas de una vez; sin embargo, no llegaron a conclusiones especificas sobre la estrategia
reproductiva debido a que sus hallazgos se basaron en 73 ovarios recolectados en una
escala regional amplia (Golfo de California y la regién occidental de la peninsula de Baja
California) y sin un disefio de muestreo sistematizado (muestras obtenidas durante octubre

de 2000, septiembre de 2003, febrero de 2012 y agosto de 2012). En contraste, en este
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estudio la escala regional se limité a la principal area de distribucién de D. gigas en el Golfo
de California, y las muestras bioldgicas se recolectaron quincenalmente de marzo de 2008
a noviembre de 2009. En este contexto, los andlisis cuantitativos y cualitativos mostraron
evidencia del desarrollo asincrénico de ovocitos en los ovarios de D. gigas, con didmetros
entre 4.5 um en ovogonias y 619 um en ovocitos postvitelogénicos, destacando que los
encontrados en este estudio fueron mas pequefios que los descritos por Hernandez-Mufioz
et al. (2016), los cuales oscilaron entre 11.7 um para ovogonias y 656.7 um para ovocitos
postvitelogénicos; la diferencia en los didmetros de las ovogonias entre los dos estudios se
podria deber a la etapa en la division mitdtica en que fueron medidos. Asi mismo, el patrén
de desarrollo ovarico se caracterizé por la presencia de multiples subestadios de ovocitos,
evidenciados por las multiples cohortes reconocidas por su didmetro promedio y sus
caracteristicas celulares. Estos procedimientos histologicos y estadisticos son
fundamentales en los analisis reproductivos, por lo tanto, han sido utilizados de manera
comun para redefinir las estrategias reproductivas de varias especies de cefalépodos

clasificados erréneamente (Tabla XIII).

62



Tabla XIIl. Estrategia reproductiva para especies de cefalépodos reclasificados de semélparos a desovadores multiples o iteréparos.

Tamafio Estrategia Nueva
. Periodo de ., reproductiva clasificacion de Criterios para definir la
Especies R Region de . . . . Fuente
estudio muestra previamente la estrategia estrategia reproductiva
reportada reproductiva
El ovario y los oviductos
. se examinaron y midieron
Diciembre Noreste del (s Y
Graneledone , . Desovador macroscépicamente para  (Bello, 2006)
- 1961y océano 5 Desconocido e . C
boreopacifica . multiple determinar la distribucion
marzo 1970 Pacifico . o
de frecuencia de tamafio
de los ovocitos.
Huevos maduros en el
oviducto en un espécimen
que parece ser inmaduro
. con oviductos flacidos, .
. , 15 febrero Mar de . Posiblemente, (Laptikhovsky
Kondakovia longimana 1 Desconocido o que no prueban que esta
2012 Ross iteréparo . o . et al., 2013)
especie sea iterépara. Sin
embargo, es probable que
sean los remanentes de
un desove anterior.
Costa Las hembras copularon .
. . Febrero P , . . P (Rodaniche,
Octopus chierchiae Pacifica de 7 Semélparo Iteréparo tres veces mientras
1975 . Lo 1984)
Panama estaban en cautiverio.
Individuos Los foliculos
. . colectados Sureste de . . postovulatorios estaban (Hoving et
Vampyroteuthis infernalis . . 43 Semélparo Iteréparo . .
4 f entre 1962y  California P P presentes como evidencia al., 2015)

1972

de un desove previo.
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Tabla XllI. Continuacion

Tamafio Estrategia Nueva
. Periodo de ., reproductiva clasificacion de Criterios para definir la
Especies . Regién de . . . . Fuente
estudio previamente la estrategia estrategia reproductiva
muestra -
reportada reproductiva
Desovador
terminal
Aguas de simultaneo Desarrollo Descripcion histoldgica (Sieiro et
Octopus vulgaris 2004 - 2007 & . 359 ovarico P . & . y
Galicia con L prevalencia de atresia al., 2016)
-, asincronico
ovulacién
sincrdnica
Costa sur e . . (Melo &
. . n . D d Analisis histol del
Loligo vulgaris reynaudii 1992-1993 de 250 Desconocido es?v.a or na ISNIS It0 ogICOY € Sauer,
e multiple tamafio de los ovocitos.
Sudafrica 1999)
D I . .
ziaé:?:oo (Arizmendi-
. . 2003-2006 y Golfo de . L Histologia en diferentes Rodriguez
Lolliguncula panamensis . . 2460 Desconocido sincrénico con
2008 California etapas de desarrollo. etal.,
desoves
s 2012)
multiples
Histologia en diferentes
etapas de desarrollo,
presencia de foliculos
Dosidicus gigas 2008-2009 Gollfo d? 287 Deslov.ador Iteréparo postovulatorios en Este_
California multiple estudio

hembras en reposo,
distribucion del diametro
de los ovocitos.
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Nesis (1996), Nigmatullin et al. (2001), Rocha et al. (2001), Nigmatullin y Markaida
(2009) y Hoving et al. (2013) atribuyeron la semelparidad a D. gigas sin evidencia
histolégica, tomando como criterio el patrén reproductivo general observado para los
miembros de la familia Ommastrephidae. La primera descripcién histoldgica del desarrollo
ovarico para calamar gigante fue realizada por Michel et al. (1986) y anos mas tarde por
Diaz-Uribe et al. (2006); posteriormente, Hernandez-Muiioz et al. (2016) encontraron
foliculos postovulatorios como evidencia de desoves previos. Dichas estructuras estan
constituidas por capas de células foliculares que permanecen en el ovario después de la
liberacion del ovocito durante el desove; inicialmente son una estructura bien definida,
pero después de algunos dias se deterioran por efecto de la apoptosis, el cual es un
mecanismo en el que el nucleo y la membrana citoplasmica del ovocito se degeneran
progresivamente y son reabsorbidos por los macréfagos (Flores-Pérez et al., 2005; Grier et
al., 2017; Camacho-Mondragon et al., 2019); asi mismo, el deterioro puede estar influido
por efectos ambientales como la temperatura del agua (Ganias et al., 2007). En hembras en
reposo de D. gigas, los foliculos postovulatorios se encontraron simultaneamente con
ovocitos previtelogénicos, lo que denota la recuperacion ovarica. Considerando la fuerte
evidencia histoldgica mostrando la presencia de foliculos postovulatorios en todos los
estadios ovaricos, destacando su presencia en hembras en reposo y en individuos a lo largo
de toda la estructura de tallas, ademas del analisis de frecuencia del didmetro de los
ovocitos y la presencia de multiples cohortes en la poblacidn, indican que esta especie tiene

una estrategia reproductiva iterépara.

Evaluacion reproductiva de machos

Con base en criterios arbitrarios y macroscépicos, Nesis (1970, 1983) y Ehrhardt et
al. (1983, 1986) propusieron tres estadios de desarrollo sexual para machos de D. gigas en
aguas peruanas y cinco en aguas mexicanas. Mas tarde, con base en andlisis histoldgicos,
Michel et al. (1986) reportaron tres estadios de desarrollo para machos de calamar gigante

(inmaduros, en maduracién y maduros) en el Golfo de California. A pesar de que la
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propuesta de cuatro estadios de desarrollo de Sauer y Lipinski (1990) fue descrita
originalmente para loliginidos (L. vulgaris reynaudii), esta clasificacién ha sido utilizada de
manera comun para machos de D. gigas. Pese a su limitacion, Markaida (2001) utilizé esta
clasificacién para calamar gigante y reportd cinco estadios de desarrollo, observando una
baja abundancia de individuos en estadios inmaduros y “desovados”. Recientemente, Perea
etal. (2018) utilizaron tres estadios de desarrollo para la clasificacién de machos de D. gigas
basadas en criterios macroscépicos e histoldgicos, lo que confirma la presencia de
individuos inmaduros, en maduracion y maduros. En el presente estudio, con base en el
grupo celular mas avanzado observado en los testiculos, se identificaron tres estadios de
desarrollo para describir el ciclo gametogénico de machos de D. gigas, lo cual coincide con
la clasificacion previamente propuesta por Michel et al. (1986) y Perea et al. (2018).
Adicionalmente, aunque Michel et al. (1986) y Markaida (2001) informaron previamente
didmetros entre 4 y 8 um para espermatogonias y entre 1.5 y 3 um para espermatidas
respectivamente, el presente estudio es el primero en reportar las mediciones de todas las
células involucradas en el proceso de espermatogénesis. La actividad reproductiva de los
machos de calamar gigante se ha descrito a lo largo de un gradiente latitudinal en el Océano
Pacifico Oriental. Para el Pacifico mexicano, se han reportado individuos maduros durante
todo el afio, lo que indica que estan disponibles para la reproduccion en cualquier momento
(Markaida & Sosa-Nishizaki, 2001). En aguas ecuatorianas, no fue posible definir un periodo
reproductivo debido a que la especie mostré actividad reproductiva durante varios meses,
por lo que un periodo maximo asociado con la reproduccién no fue claramente evidenciado
(Morales-Bojérquez & Pacheco-Bedoya, 2016b). En aguas peruanas, Tafur et al. (2010)
analizaron los cambios interanuales en la actividad reproductiva del calamar gigante desde
1991 hasta 2007, informando que el periodo reproductivo de los machos no estd claroy es
generalmente mas amplio que el de las hembras (cominmente observado hacia el final del
afio). A la inversa, en aguas chilenas se identificd un periodo reproductivo utilizando el
indice gonadosomatico entre julio de 2003 y febrero de 2004, y se observd la mayor

actividad de machos maduros durante octubre (Ibanez et al., 2015).
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En este estudio, se encontré que los machos de D. gigas mostraron actividad
reproductiva continua y de manera constante durante el periodo de estudio. Dado que se
utilizaron diferentes criterios cuantitativos para evaluar el rendimiento reproductivo del
calamar gigante, se encontraron discrepancias entre el indice gonadosomatico, las
proporciones de los estadios de desarrollo y el drea de cobertura gonddica. Si la temporada
reproductiva para el calamar gigante se basara Unicamente en los criterios del indice
gonadosomatico y la proporcion de estadios de desarrollo, entonces los incrementos del
indice gonadosomatico de marzo a noviembre y el mismo patron temporal del estadio lll
indicarian una temporada reproductiva durante el otofio. En contraste, el drea de cobertura
gonadica en los diferentes estadios de desarrollo indic6 que la cobertura de los
espermatocitos primarios y secundarios, incluidas las espermatidas (estadio IlI) y los
espermatozoides (estadio Ill), fue ligeramente mayor que la cobertura estimada para el
estadio |, representado por las espermatogonias; esto significa que la espermatogénesis fue
continua. Si los machos de la especie tuvieran una sola temporada reproductiva, entonces
el drea de cobertura gonadal habria aumentado progresivamente de la etapa |l a la etapa lll;
sin embargo, esta condicion no fue observada. Por esta razon, el area de cobertura gonadal

estimada mensualmente mostrd una baja variabilidad (aproximadamente 40%).

La proporcion de estadios de desarrollo segun la estructura de tallas indicé actividad
reproductiva en los individuos mds jovenes de la poblacién, principalmente en machos con
longitudes de manto menores de 38 cm; lo anterior indica que los reclutas son organismos
maduros. En este caso, el reclutamiento se define como el nimero de individuos que
alcanzan una etapa especifica del ciclo de vida, por ejemplo, la metamorfosis, el
asentamiento o la incorporacién a la pesqueria (Boyle & Rodhouse, 2005). Para el calamar
gigante en el Golfo de California, Hernandez-Herrera et al. (1998) reportaron que, de
acuerdo a la distribucién de frecuencia tallas, la edad de reclutamiento fue de seis meses,
correspondiente a las longitudes del manto entre 24 y 50 cm. Mas tarde, utilizando un
modelo de captura por edad, la clase de edad de reclutamiento se estimd en cinco meses,

correspondientes a 20 cm LM (Zepeda-Benitez et al., 2014, 2017). En el presente estudio,
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se observaron individuos maduros entre 40 y 50 cm LM, aunque también se observaron
individuos en las etapas | y Il. Sin embargo, la proporcién de calamares machos con
longitudes de manto a partir de 54 cm estuvo completamente madura (etapa Ill), estos
individuos pertenecian a clases de edad entre 8 y 9 meses (Zepeda-Benitez et al., 2014).
Tomando en cuenta que la longevidad de los calamares gigantes esta influenciada por la
temperatura del mar, su esperanza de vida puede variar entre 1y 2 afios (Arkhipkin et al.,
2015). Dado que los calamares machos alcanzan la madurez sexual a longitudes pequefias
y en las primeras clases de edad, se asume que la principal caracteristica de los machos de

D. gigas es su alta capacidad reproductiva.

La relatividad precocidad sexual de los machos también puede ser evidenciada a
través del area de cobertura gonadica en toda la estructura de tallas de la poblacidon. En el
presente estudio se definid un valor esperado de ACG (32.2%) que denota individuos
maduros, los individuos entre 30 y 38 cm LM estuvieron cerca de este valor, mientras que
los machos mayores de 40 cm mostraron un ACG mayor que el valor esperado. En resumen,
los machos de calamar gigante mostraron valores altos de ACG (de acuerdo con la escala
temporal, el desarrollo gonadico y la estructura de tallas) y altas proporciones de individuos
maduros a lo largo del tiempo. La alta capacidad reproductiva de D. gigas podria estar
asociada con la baja abundancia de machos en la poblaciéon; comunmente, la proporcién de
sexos difiere de 1:1 (F:M). Este patron se ha reportado a lo largo del Océano Pacifico
Oriental; en aguas chilenas entre 1993 y 1994, la proporcidon de machos a hembras varié de
1:3 a 1:9 (Chong et al., 2005), en 2003 y 2004, fue de 1:4.5 (Ibafez & Cubillos, 2007). En
aguas peruanas, la proporcion de sexos fue de 1:7.3 en 1989 (Rubio & Salazar, 1992) y de
1:2.5 en 2001 (Ye & Chen, 2007). En aguas ecuatorianas, las hembras fueron mas
abundantes que los machos en 2013 y 2014 (Morales-Bojorquez & Pacheco-Bedoya,
2016b). En México, la proporcién de sexos ha mostrado variaciones, de 1:1.7 (Bazzino et al.,
2007), 1:4.2 (Markaida, 2006), 1:3 (Diaz-Uribe et al., 2006), 1:4.9 (Markaida & Sosa-
Nishizaki, 2001), 1:14.3 (Hernandez-Herrera et al., 1998) y 1:2.2 (presente estudio). Por esta

razén, los estudios biolégicos (p. ej., reproduccién, edad y crecimiento) contienen un
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tamaiio de muestra reducido de calamares machos. La baja abundancia de machos también
podria estar relacionada con que la esperanza de vida es mds corta en comparacion con las
hembras (Arkhipkin & Murzov, 1989; Masuda et al., 1998; Pecl et al., 2004) y a un aumento

en la tasa de mortalidad después del apareamiento (Tafur et al., 2001).

El bajo numero de calamares machos en la poblacién ha causado una discrepancia
entre el nimero de clases de talla estimadas en este estudio y las reportadas previamente
(Veldzquez-Abunader et al., 2012). Asumiendo que el nimero de cohortes en la poblacién
de D. gigas esta representado por el nimero de clases de talla, en este estudio se mostré
la presencia de cuatro y cinco clases de longitud de manto durante 2008 y 2009,
respectivamente. De manera comparativa, la poblacién de calamar gigante en el Golfo de
California mostrd la presencia de dos cohortes, aunque varid entre unay tres clases cuando
se incluyeron a las hembras (Velazquez-Abunader et al., 2012). En este estudio, al estimar
el nimero de cohortes combinando ambos sexos, en 2008 y 2009 se encontraron cuatro
grupos de edad. La diferencia en el nUmero de cohortes que se encontraron en este estudio
puede explicarse por la baja frecuencia de machos en la poblacién. El predominio de las
hembras podria influir en la distribucién de frecuencias de la longitud del manto y, en
consecuencia, en el nUmero estimado de cohortes. Por lo tanto, es posible que la estructura
de clases de talla de los machos estd oculta por la abundancia de las hembras. Ademas, la
tasa de crecimiento de los machos es menor que la de las hembras, lo que resulta en una
estructura de tallas con individuos mas pequefios (Zepeda-Benitez et al., 2014). Para
Lolliguncula panamensis, también se ha observado una gran abundancia de hembras de
mayor tamafio que el de los machos, lo que puede ser resultado de una distribucién
diferencial por sexos después del apareamiento; ademas, los machos sufren deterioro
fisioldgico, lo que los hace presa facil para los depredadores. Lo anterior podria ser la causa
de la escasa presencia de machos en los estudios donde se analiza la estructura de tallas
(Arizmendi-Rodriguez et al., 2012). En este sentido, de acuerdo con la revisién de Boyle y
Rodhouse (2005), los machos alcanzan la madurez sexual a tamafios mas pequefios que las

hembras, permanecen en la etapa de madurez durante mas tiempo y se aparean con mas
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de una hembra. De acuerdo con la frecuencia de los estadios de desarrollo a lo largo de la
estructura de tallas, los individuos menores a 50 cm LM mostraron diferentes estadios de
desarrollo, lo cual se asocié a una cohorte durante 2008 y a tres durante 2009. Los
individuos completamente maduros fueron aquellos mayores de 50 cm LM y representaron
tres y dos clases de tallas durante 2008 y 2009, respectivamente. Esto indica que, durante
el periodo de estudio al menos cuatro cohortes de machos de calamar gigante participaron

activamente en la reproduccidn.

En este trabajo fue posible determinar que durante el proceso de espermatogénesis
de D. gigas implicados los cinco grupos celulares: 1) espermatogonia (8.38 + 1.35 um de
didmetro), 2) espermatocitos primarios (6.08 + 0.93 um), 3) espermatocitos secundarios
(3.32 £ 0.66 um), 4) espermatidas (4.73 + 0.72 um), y 5) espermatozoides (7.9 + 0.48 um,
acrosoma y nucleo) durante tres estadios de desarrollo: inmaduros, en maduracion y
maduros. De acuerdo con el drea de cobertura gonddica y la organizacién celular en los
testiculos, la especie exhibe espermatogénesis continua, con un predominio temporal de
espermatocitos y espermatidas (estadio Il) asi como de espermatozoides (estadio Ill). En
este estudio no fue posible analizar todas las estructuras del sistema reproductor masculino
(conductos espermaticos, glandula espermatofdrica, glandula espermatoférica accesoria 'y
saco de Needham). La presencia de machos maduros con testiculos en espermatogénesis
activa en todo el periodo de estudio esta cominmente reportada en otras especies de
cefalépodos, esto se asocia a que los machos pueden depositar los espermatéforos en
cualquier hembra madura y no restringirse a una temporada reproductiva para el

apareamiento (Rodriguez-Rua et al., 2005; Otero et al., 2007).
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Talla de madurez sexual de hembras

La eleccién de un modelo para estimar la talla media de madurez sexual de una
especie a menudo es arbitraria o de preferencia personal (Flores et al., 2010; Oviedo-Pérez
et al., 2014). Para reducir esta subjetividad al proceso, la teoria de la informacién permite
realizar la seleccion del mejor modelo de una manera sencilla y evaluando el soporte
relativo de los datos observados con respecto a cada modelo (Burnham & Anderson, 2002;
Morales-Bojorquez et al., 2014). Entre las diferentes opciones, el Criterio de Informacidn de
Akaike (AIC) es facil de estimar y es ampliamente utilizado en los estudios de biologia
reproductiva (Zhu et al., 2011; Jacob-Cervantes & Aguirre-Villasenor, 2014; Oviedo-Pérez et
al., 2014). En este estudio se analizaron cinco modelos para estimar el valor de Lz, en
hembras de D. gigas en su principal area de distribucion en el Golfo de California. El valor
mas alto se estimo con el modelo de Weibull (77.8 cm LM) y el mas bajo con el de Gompertz
(64.1 cm LM), sin embargo, el modelo de Brouwer y Griffiths fue el que mejor se ajusto a
los datos de las hembras (—In £ = 81.3) y fue seleccionado como el mejor con base en el
AIC (168.6). Este modelo asume una distribucién normal de los datos y la curva es simétrica,
es decir, a partir del valor medio (Ls,), la tasa de cambio es uniforme hacia ambas asintotas.
En contraste, el modelo de Gompertz tiene una distribucidon asimétrica y un punto de
inflexion hacia las primeras clases de tallas, por lo que el valor de la Ls, se alcanza antes
qué en los modelos simétricos (Oviedo-Pérez et al., 2014). En consecuencia, este modelo
obtuvo el mds valor mas bajo de las estimaciones; no obstante, no representd
adecuadamente los datos observados, lo cual se reflejé al obtener el mayor valor de AIC
(210.5). Consecuentemente, los modelos que se basan en distribuciones diferentes a la
normal no fueron considerados adecuados para describir la talla de madurez sexual del

calamar gigante.

En el presente trabajo se realizé una modificacién en los modelos al integrar un
tercer parametro para la estimacion final de la Ly, el principal supuesto de esta

modificacion es que el evento reproductivo del calamar gigante no es un proceso lineal
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relacionado con la tallay que no todas las hembras maduras estdn en actividad reproductiva
al mismo tiempo, por lo tanto, la maxima proporciéon de madurez alcanzada sera diferente
del 100% a partir de una determinada talla (Restrepo & Watson, 1991; Walker, 2005). La
implementacién de un modelo de tres pardmetros ha permitido determinar una alta
variacion en las proporciones de madurez sexual en algunas especies de invertebrados
como Farfantepenaeus californiensis y Penaeus esculentus en las cuales se pudo observar
gue no todas las hembras de la poblacion maduran o desovan durante la temporada
reproductiva (Restrepo & Watson, 1991; Garcia-Borbdn et al., 2018). Algunas de las posibles
causas que origina la omisién del desove se han relacionado con la talla y una pobre
condicién corporal del individuo, cambios ambientales o a la presién pesquera, sin
embargo, la o las causas no han sido completamente determinadas (Rideout et al., 2005;
Rideout & Tomkiewicz, 2011). El caso particular de la proporcién de madurez observada en
las hembras de D. gigas fue informativa de una asintota igual a uno, lo cual se corrobora al
encontrar que todas las hembras mayores de 72 cm LM se encontraban maduras y

participando activamente en la reproduccion.

Por otra parte, se ha encontrado una gran variabilidad en la talla de madurez sexual
del calamar gigante con un rango de 32 a 75 cm LM dependiendo de su zona de distribucion
(Liu et al., 2013; Morales-Bojorquez & Pacheco-Bedoya, 2016b). Especificamente, en el
Golfo de California se ha reportado que varia entre 40 y 75 cm LM (Markaida & Sosa-
Nishizaki, 2001; Markaida et al., 2004; Diaz-Uribe et al., 2006; Markaida, 2006; Bazzino et
al., 2007), estas estimaciones se han basado en muestras recolectadas en un corto periodo
(102afios)y en evaluaciones macroscépicas en su mayoria; dichas diferencias en el océano
Pacifico oriental podrian estar relacionado con los distintos intervalos de talla utilizados en
cada estudio. En el presente trabajo, la talla de madurez sexual fue de 72 cm LM, sin
embargo, fueron observadas hembras maduras desde tallas pequefas (33.5 cm LM). La
explicacidn de esta variacion en la L5, puede estar asociado a que se analizaron de manera
conjunta once afos de muestreos entre los cuales pudo haber diferentes cohortes con

diferentes rasgos reproductivos.
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La biologia reproductiva aborda aspectos sobre las estrategias reproductivas,
estacionalidad, fecundidad, tipo de desarrollo gonadico, talla y edad de madurez sexual,
frecuencia y calidad del desove, el reclutamiento, entre otros. En el presente estudio se
utilizaron diferentes metodologias cualitativas y cuantitativas para analizar los principales
aspectos de la biologia reproductiva de D. gigas, dichas técnicas anteriormente no se habian
analizado en calamar gigante y permitieron esclarecer aspectos fundamentales como es el
tipo de estrategia reproductiva. La integracién de dicha informacidon es fundamental para la
determinacion de la productividad y la capacidad de resiliencia de la poblacién. Asimismo,
una apreciacioén integral sobre los diferentes parametros poblacionales y su unificacién en
evaluaciones pesqueras mas robustas, permitira realizar inferencias sobre los impactos de

la actividad pesquera y generar mejores estrategias para el manejo de los recursos marinos.
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9. CONCLUSIONES

La presencia de foliculos postovulatorios en hembras en recuperacién/reposo

denota que la estrategia reproductiva de Dosidicus gigas es la iteroparidad.

La utilizacion de varias fuentes de informacién (cualitativas y cuantitativas), tales
como los andlisis histoldgicos y la distribucién de tamafio de los ovocitos permiten obtener

conclusiones mas robustas sobre la estrategia reproductiva de los cefaldpodos.

El desarrollo asincrénico de los ovocitos del calamar gigante quedd evidenciado por
la observacion de cinco estadios ovaricos, la presencia simultanea de siete tipos de ovocitos
en diferentes subestadios de desarrollo y una distribucién multimodal durante el periodo

de estudio.

No existe un Unico y evidente periodo reproductivo para los machos ya que se
observé actividad reproductiva constante durante todo el periodo de estudio. En el caso de
las hembras, tampoco es claro un patrén de periodicidad reproductiva, pero se lograron
identificar dos picos reproductivos durante los meses del verano (junio y septiembre). Lo
anterior, permite sefialar que el calamar gigante D. gigas en el Golfo de California desova

dos veces, generando diferentes nimeros de cohortes.

Las diferencias en el numero de cohortes entre anos, asi como el predominio de
hembras en la estructura de tallas, podria influir en una subestimacion en la presencia de

los machos dentro de la poblacién.

Los machos de calamar gigante tienen una alta capacidad reproductiva evidenciada
por los altos valores del drea de cobertura gonadica (en escala temporal, desarrollo
gonadico y la estructura de longitud del manto) y las altas proporciones de individuos

maduros a lo largo del tiempo y en la estructura de tallas.
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La implementacion de la inferencia multimodelo permite seleccionar de manera
objetiva el modelo que mejor representa los datos observados; de igual forma, la
estimaciéon del pardmetro relacionado con el valor maximo de la asintota permitiria
detectar variaciones en la proporcién de madurez a través del tiempo. La talla de madurez

sexual de las hembras se estimé en 72 cm LM.
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