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Abstract.- Diverse indices have been used to characterize the nutritional condition of fish larvae. Histological
criteria were shown to be reliable in diagnosing nutritional condition, because they involve the study of cellular
aspect, structure and tissular integrity. However, since the microscopical appearance of larval tissues varies
both as a consequence of nutritional status and developmental stages, it becomes necessary to characterize the
employed structures and to take into account the developmental stage of the studied specimen. The aim of this
study was to develop a typical micro-anatomical description to assess the nutritional condition of Engraulis
anchoita fish larvae collected in the Argentine Sea. Several tissues were diagnosed to calculate a histological
condition index (ICH) in regards to anchovy larvae ontogeny. In addition, the tissues analysed were divided into
short and long-term indices. A reduction of HCl was observed during yolk exhaustion and at the end of the larval
stage. In order to detect slight changes in histological condition, short term tissues proved to be more sensitive
to starvation than long term tissues.

Key words: Engraulidae, southwest Atlantic Ocean, histology, starvation

Resumen.- Diversos indices han sido empleados para caracterizar la condicion nutricional en larvas de peces. Los
criterios histoldgicos han demostrado ser confiables para diagnosticar la condicion ya que involucran el estudio
del aspecto de las células y la estructura e integridad de diferentes tejidos de las larvas. Sin embargo, debido a que
el aspecto microscopico de los tejidos varia tanto como consecuencia de la condicion nutricional como del estadio
de desarrollo de las larvas, se hace necesario caracterizar las estructuras empleadas para diagnosticar su
condicion nutricional y tener en cuenta el estadio de desarrollo de los ejemplares. El objetivo principal de este
trabajo fue una descripcion micro-anatomica de los tejidos utilizados para determinar la condicion nutricional de
larvas de peces con larvas de Engraulis anchoita recolectadas en el mar Argentino. Se determind un indice de
condicion histologica (ICH) para diferentes estadios de desarrollo de larvas de anchoita, discriminandose entre los
tejidos que muestran inanicion sufrida a largo plazo y los que muestran inanicion a corto plazo. Se observé una
reduccion en el ICH luego de la reabsorcion del vitelo y hacia el final de la etapa larval. Los tejidos de corto plazo
mostraron mayor sensibilidad a pequefios cambios en la condicion nutricional.
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INTRODUCCION

En los teledsteos marinos que desovan huevos pelagicos,
la mayoria de los sistemas de 6rganos se originan durante
el periodo embrionario tardio o durante la etapa larval
vitelina y se hacen funcionales hacia el final de esta etapa.
El periodo de larva vitelina dura de unos pocos dias a una
semana dependiendo principalmente de la temperatura, y
una vez que se ha agotado el vitelo, en general las larvas
deben comenzar a alimentarse rapidamente (Jobling 1995,

Fuiman 2002). A lo largo del desarrollo ontogénico, los
requerimientos nutricios de las larvas se incrementan
constantemente y los habitos alimenticios, los patrones
de locomocidn y otras caracteristicas se transforman. La
maduracion de los sistemas de 6rganos debe involucrar
los cambios funcionales relacionados con modificaciones
en la ecologia de las larvas (O’Connell 1981).



Es ampliamente aceptado que la inanicién es una de
las causas principales de mortalidad larval. El estudio del
estado nutricional permite evaluar individualmente el
estado fisiologico de las larvas que es reflejo de las
condiciones ambientales a las que han sido expuestas,
permitiendo asi la estimacion de la incidencia de la
mortalidad embrionaria. Las técnicas histologicas
permiten estudiar la condicion nutricional a través de las
modificaciones en la apariencia de las células y sus
arreglos en diferentes tejidos del animal. Esto es posible
ya que la histologia de las larvas privadas de alimento es
diferente a la de los animales bien alimentados.

La temperatura determina el metabolismo larval, las
tasas de crecimiento y el desarrollo de los érganos, asi
como también la relacion entre el estadio de desarrollo y
la longitud de los ejemplares (Jobling 1995). De este modo,
cuando se investiga la inanicion en distintos ambientes,
los resultados deberian ser interpretados considerando
tanto las caracteristicas ambientales como los estadios
de desarrollo de las larvas (Sieg 1992). Debido a que los
estudios histologicos excluyen los andlisis de edad
empleando los otolitos, Sieg (1998) propone emplear un
método alternativo para clasificar estadios de desarrollo
larval para Engraulis anchoita Hubbs & Marini, 1935.
Este método requiere el estudio histologico de ciertos
tejidos de cada larva (Tabla 1).

Engraulis anchoita se distribuye tanto en el area
costera como de plataforma en un amplio rango latitudinal
(23-47°S) desde Cabo Frio, Brasil, hasta el extremo sur del
Golfo San Jorge, Argentina (Séanchez 1995). Existen al
menos dos poblaciones, la poblacién bonaerense al norte
de los 41°S y la patagénica entre 41° y 47°S las que se
reproducen durante primavera y verano austral,
respectivamente (Brandhorst et al. 1974). La poblacion
norte o bonaerense de anchoita, objeto de estudio en el
presente trabajo, conforma el grupo de peces pelagicos
més importante de la region, tanto por su biomasa
(Ciechomski & Sanchez 1988) como por su importancia
en la trama tréfica. Si bien constituye un recurso poco
explotado en la actualidad, posee una gran potencialidad
pesquera, y debido a la situaciéon pesquera mundial y
local, E. anchoita podria ser explotada mas intensamente
en el futuro, por lo cual se hace necesario profundizar los
estudios sobre su biologia. En particular, debido a la
elevada mortalidad embrionaria y larval de esta especie
(Sanchez 1995), los estudios sobre los primeros estadios
de desarrollo son de gran importancia.

La morfologia externa de las larvas de anchoita a
lo largo del desarrollo ontogénico ha sido descrita por
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Tabla 1. Criterio histologico para clasificar los estadios de
desarrollo de las larvas de Engraulis anchoita, tomado de
Sieg (1998). ED: estadio de desarrollo / Histological criteria
used to classify different organ developmental stages of Engraulis
anchoita larvae, taken from Sieg (1998). ED: developmental stage

EDI Larvas vitelinas. Se detecta claramente una masa
vitelina o0 remanentes en posicion anterior al
higado en desarrollo.

EDII Sin vitelo detectable. Tubo digestivo recto,
quijada ventral con una capa simple de
condrocitos, primer esbozo de vejiga gaseosa.

ED III Tubo digestivo todavia recto. La altura del
epitelio del esofago comienza a incrementarse.
El pancreas se extiende hacia la zona craneal. La
quijada ventral esta formada por mas de una capa
de condrocitos. La vejiga gaseosa aumenta de
tamafio.

ED IV Mucosa del tubo digestivo medio plegada en la
parte ventral, la parte dorsal comienza a plegarse,
el tubo digestivo posterior sin plegamientos. La
vejiga gaseosa continia incrementandose en
tamafio y puede formar una pequefia cavidad.

EDV Mucosa del tubo digestivo medio plegada dorsal
y centralmente, el tubo digestivo posterior
comienza a plegarse. Vejiga gaseosa con varias
capas de células.

ED VI Tubo  digestivo  posterior —completamente
plegado. La altura del epitelio del esofago se
incrementa de manera importante, con diferentes
capas celulares. El pancreas se extiende craneal y
caudalmente. La vejiga gaseosa presenta una
pared delgada debido al primer llenado, puede
mostrase muy extendida.

Ciechomski (1965) y Phonlor (1984). Sieg (1995) realizo
una descripcion histologica e histoquimica de los
estadios larvales de esta especie; sin embargo, estos
resultados no han sido publicados hasta el momento.

Debido a que el aspecto microscopico de los tejidos
varia tanto como consecuencia de la condicion nutricional
como del estadio de desarrollo de los individuos, se hace
necesario caracterizar las estructuras empleadas para
diagnosticar su condicion nutricional y tener en cuenta
el estadio de desarrollo de los ejemplares. Los tejidos
generalmente empleados son: el tubo digestivo, higado,
musculo, cerebro u otros tejidos que muestren variaciones
en funcion del tratamiento alimenticio para la especie de
estudio. Por otra parte, de acuerdo a la literatura disponible,



los distintos tejidos responden de manera diferente a la
inanicion (Theilacker 1978, Watanabe 1985, Oozeki ef al.
1989, McFadzen et al. 1994). Por lo tanto en este estudio
se han clasificado como tejidos de respuesta a la inanicion
a largo plazo al tejido nervioso, cartilago, musculo y
notocorda, y como de respuesta corto plazo al tubo
digestivo, pancreas e higado.

El objetivo principal de este trabajo fue la descripcion
micro-anatomica de siete tejidos utilizados para determinar
la condicion nutricional de larvas de peces empleando
larvas de Engraulis anchoita recolectadas en el mar
Argentino. Se determiné un indice de condicién
histologica (ICH) para diferentes estadios de desarrollo
de larvas de anchoita, discrimindndose entre los tejidos
que muestran inanicion sufrida a largo plazo y los que
muestran inanicion a corto plazo.

MATERIALES Y METODOS

Las larvas empleadas en este trabajo provienen de la
campafia de Evaluacion de la anchoita Argentina realizada
por el Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo
Pesquero (INIDEP) para la estimacion de la abundancia
de la poblacion bonaerense de la especie (entre 34°y 41°S)
durante el periodo reproductivo de 2006. Las muestras
fueron recolectadas realizando lances verticales empleando
una red PairoVET con un diametro de boca de 25 cm y
provista de una malla de 200 um. Las larvas fueron
separadas in situ, fijadas en formol buffer durante 2 h y
posteriormente conservadas en alcohol 70% (N= 191). Se
registro la longitud estandar (LE) de cada una de ellas
(distancia entre la punta del hocico y punta de la notocorda
en larvas en preflexion notocordal, y distancia entre la
punta del hocico y la base de los radios hipurales en larvas
en postflexion notocordal) empleando una lupa Wild M8
con ocular graduado. Luego las larvas fueron
deshidratadas en diluciones crecientes de etanol,
aclaradas en xilol y finalmente incluidas en paraplast®.
Posteriormente se procedi6 a realizar cortes histologicos
longitudinales de 4 um de espesor en forma seriada y se
realizd una tincion con hematoxilina-eosina (HE). A cada
ejemplar se le asignd un estadio de desarrollo de acuerdo
a los estadios propuestos por Sieg (1998) que se presentan
en la Tabla 1.

Por otra parte, empleando microscopia dptica
(resolucién de 0,1 um), se realizé una descripcion
microscopica de los tejidos que usualmente son
empleados para la caracterizacion histolégica: tejido
nervioso, cartilago, musculo, notocorda, tubo digestivo,
pancreas e higado. Finalmente, se realizé un diagnostico

histologico cualitativo de todos tejidos de cada una de
las larvas para determinar su estado nutricional. Se le
asigno un nivel de condicion a cada tejido y luego se
promediaron los valores obtenidos para todos los tejidos.
De este modo, cada individuo fue caracterizado con un
indice de condicion histoldgica semi-cuantitativo (ICH)
de 1 a 3 indicando inaniciéon o buena condicidn,
respectivamente. Como se mencion6 previamente, debido
a que los tejidos responden de diferente manera frente a
la inanicion, se calcularon separadamente los ICH a corto
y largo plazo.

Los valores medios de longitud larval e ICH obtenidos
para cada ED (= estadio de desarrollo) fueron comparados
mediante un ANOVA de una via seguido de un test de
Tukey cuando se encontraron diferencias significativas,
utilizando el software estadistico INFOSTAT®.

Para evitar factores subjetivos, los diagndsticos
histologicos fueron realizados a modo ciego, sin tener
informacion previa sobre la procedencia de la larva
estudiada.

RESuULTADOS

Las larvas de Engraulis anchoita mostraron diferencias
significativas en sus longitudes promedio entre los
estadios de desarrollo (F s 155 = 164,515 P <0,0001, Fig.
1). Solo los estadios I y I mostraron similares longitudes
corporales, mientras el resto de los estadios (III al VI)
fueron todos distintos entre si.

DESCRIPCION HISTOLOGICA PARA DIAGNOSIS A LARGO
PLAZO

En la descripcion microscopica general de los tejidos de
las larvas de Engraulis anchoita empleados para realizar
diagnosticos histologicos, se individualizé la variabilidad
en la micro-anatomia que muestran los ejemplares
capturados en el ambiente natural.

Encéfalo (Fig. 2a-c): Para caracterizar la condicion
histolégica del tejido nervioso se observod el aspecto de
los cuerpos celulares del cerebro, el grado de asociacion
entre ellos y la presencia de espacios intercelulares. El
tejido nervioso cerebral de las larvas en buena condicion
se observo en estado de normalidad en su parte glial y
neuronal, bien irrigado, compacto e integro, los cuerpos
celulares se presentaron asociados (Fig. 2a). Las larvas
que mostraron una condicion pobre presentaron una
masa encefalica necrosada con neuropilo al parecer
edematizado (Fig. 2b, c).

Vol. 46, N°3, 2011 | 433

Revista de Biologia Marina y Oceanografia



434

14 - E
Maximo
Percentil 75%
Media
124 Mediana (percentil 50%)
Percentil 25% D
Minimo K
«  Valor extremo .
10 -
E C
E 8/ .
L
— :

I 0 m W v VI

ED
- v

Figura 1. Diagrama de cajas (Box-plot) de la longitud estandar
(LE) (mm) para los diferentes estadios de desarrollo (ED) de las
larvas de Engraulis anchoita. Las letras distintas en mayusculas
indican diferencias significativas en las comparaciones segun
el test a posteriori de Tukey (P < 0,001) / Box-plot diagram of
standard length (LE) (mm) obtained for each developmental stage
(ED) of Engraulis anchoita. Different capital letters indicate
significant differences (P < 0.001) among developmental stages,
according to a posteriori Tukey’s test

Cartilago (Fig. 2d-f): Las quijadas y los elementos
branquiales, junto con ciertos elementos de la cintura
pectoral y el craneo, son tipificables como procartilago,
compuestos por condrocitos muy proximos, separados
por una delgada capa de matriz endocondral. Durante la
etapa de procartilago, los condrocitos basoéfilos tienen
nucleo prominente, redondeado, claro y granular (Fig.
2d). En las larvas que mostraron una buena condicion
también se observo el citoplasma levemente tefiido
llenando completamente los espacios capsulares. En
larvas que mostraron estadios necrobioticos incipientes
o avanzados, el nucleo se caracteriz6 por ser pequefio y
denso y el citoplasma pudo faltar total o parcialmente
como neta manifestacion de muerte celular (Fig. 2e, f).

Musculatura del tronco (Fig. 2g-i): El endomisio de la
musculatura del tronco esta estrechamente insertado a
las superficies laterales del conjuntivo de la notocorda,
entre la médula espinal y la aorta dorsal. La musculatura
estd segmentada en midmeros en forma de «v» y
solapandose levemente; la capa es delgada durante el
comienzo del desarrollo.

Los principales componentes de la musculatura del
tronco son una capa de miocélulas internas oblicuas,
antero-ventral a postero-dorsal, y una capa externa de
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miocélulas oblicuas de alineacion opuesta. Las fibras
musculares contienen un numero de nucleos axiales
rodeados por miofibrillas que corren a lo largo de toda la
longitud de la fibra con evidentes estriaciones, estan
ampliamente unidas a los mioseptos y precisamente
alineadas en midmeros sucesivos. El tronco muscular en
las larvas en buena condicion se observd compacto, con
las fibras musculares paralelas y asociadas (Fig. 2g). Se
observaron nucleos prominentes y nucleolos
distinguibles. En las larvas en mala condicion las fibras
musculares se observaron delgadas, retraidas, separadas,
sin una clara disposicion paralela con espacios entre las
fibras (Fig. 2h, 1). Los niicleos se presentaron intensamente
tefiidos y las estriaciones no se distinguieron con claridad.

Notocorda (Fig. 2j-1): La notocorda esta compuesta de
tejido cordoide vesicular en el cual predominan células
llenas de liquido de aspecto vesiculoso; es la estructura
parenquimatosa mas larga del cuerpo. Se encuentra
ventralmente ubicada respecto a la medula espinal situada
en la linea media dorsal conjuntamente con la aorta dorsal
sobre su linea media ventral, y estad rodeada de una capa
fibroconjuntiva que forma la cubierta externa. En general
la notocorda es turgente y muy distendida, en las larvas
saludables se caracteriza por estar en contacto con la
musculatura del tronco (Fig. 2j), pero en larvas en mala
condicién puede mostrar cierto grado de contraccion y
separacion de la musculatura (Fig. 2k, 1).

DESCRIPCION HISTOLOGICA PARA DIAGNOSIS A CORTO
PLAZO

Tubo digestivo (Fig. 3a-c): El tubo digestivo esta
compuesto de una porcion anterior, una intermedia de
menor longitud pero mayor didmetro y una porcion distal
corta. La mucosa es recta al comienzo de la etapa larval y
luego muestra pliegues leves longitudinales en toda su
extension. Los pliegues de la mucosa en las larvas en
estadios avanzados de desarrollo son transversales lo
que da un aspecto estriado a la vista externa.

El epitelio de la mucosa en la faringe es estratificado y
solo se encuentran células caliciformes. Esta porcion
mostrd una leve variacion a lo largo de la ontogenia larval
por lo que no se utiliza en los diagnosticos de condicion.
Es importante mencionar que las larvas de anchoita no
presentan un estomago diferenciado, en sentido
morfoldgico y glandular, hasta llegar a un estado de
madurez muy avanzado.

El epitelio de la mucosa de la parte media del intestino
presenta conspicuas microvellosidades (Fig. 3a). El
citoplasma tiende a ser homogéneo, basofilo y levemente



Figura 2. Cortes histologicos de larvas de Engraulis anchoita que caracterizan los diferentes niveles de condicion nutricional para los
tejidos de largo plazo, (a-c) sistema nervioso, (d-f) cartilago, (g-i) musculo, (j-l) notocorda; izquierda = buena condicién, centro =
condicién intermedia y derecha = mala condicion. cn: contraccidon notocordal, eic: espacio inter-celular, eim: espacio inter-muscular,
iL: islote de Langehans, nd: nucleo denso, np: nucleo prominente / Histological sections of Engraulis anchoita larvae that characterize the
different levels of nutritional condition for long-term tissue, (a-c) nervous system, (d-f) cartilage, (g-i) muscle, (j-1) notochord; left = healthy
condition, middle = intermediate condition and right = poor condition. cn: notochordal contraction, eic: inter-cellular space, eim: inter-
muscular space, iL: Langehans islet, nd: dense nucleus, np: prominent nucleus
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granular. Las células se encuentran estrechamente unidas
en la superficie lateral y los nucleos estan en la porcion
basal. Las células se deprimen y expanden cuando el lumen
es amplio. La porcion media mostr6é una vacuolizacion y
células hipertroficas en algunos especimenes.

Los indicadores tipicamente utilizados para
diagnosticar la condicion nutricional a nivel de la mucosa
de la porcion media del tubo digestivo son: 1) la textura y
la reaccion cromatica del citoplasma, 2) la prominencia
del patrén en mosaico del epitelio o la tendencia a la
separacion de las células y 3) el aspecto de la banda de
microvellosidades. En las larvas saludables se observo
un patrén en mosaico de la mucosa prominente, las células
se observaron asociadas y con un lumen amplio. Las

larvas en inanicién presentaron las células de la mucosa
intestinal con cierta separacidén y algo encogidas,
atroficas, con formas irregulares y el citoplasma oscuro
(Fig. 3b, ¢).

Las dos grandes glandulas anexas del tracto digestivo
(higado y pancreas) son 6rganos elongados, compactos,
por debajo y parcialmente rodeados por el tubo digestivo.
Ambos desembocan por medio de ductos en la porcion
pildrica del intestino medio con el conducto cistico de la
vejiga gaseosa, la cual es una estructura cilindrica,
membranosa en la parte anterior del higado y el pancreas.

Pancreas (Fig. 3d-f): El pancreas exdcrino se ubica a lo
largo del lado derecho de la porcion anterior del tubo

Figura 3. Cortes histoldgicos de larvas de Engraulis anchoita que caracterizan los diferentes niveles de condicion nutricional para los
tejidos de corto plazo, (a-c) tubo digestivo, (d-f) pancreas, (g-i) higado; izquierda = buena condiciéon, centro = condicion intermedia
y derecha = mala condicion. inc: inclusiones, mi: microvellosidades, nd: nicleo denso, np: nicleo prominente, sc: separacion celular
/ Histological sections of Engraulis anchoita larvae that characterize the different levels of nutritional condition for short-term tissue, (a-c)
digestive duct, (d-f) pancreas, (g-i) liver; left = healthy condition, middle = intermediate condition and right = poor condition. inc: inclusions,
mi: microvilli, nd: dens nucleus, np: prominent nucleus, sc: cellular separation
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digestivo, compuesto por acinos de células piramidales
rodeados por las ramas terminales del sistema de ductos
pancreatico. En los estadios tempranos de desarrollo los
ductos no son visibles. En las células pancreaticas se
observa un nucleo basal basofilo y en la parte apical
acumulaciones eosinoéfilas de cimoégeno. El pancreas
enddcrino presenta un unico islote de Langerhans
localizado en la masa pancreatica, detras del ducto
pancreatico (Fig. 2j). En larvas saludables el tejido
pancreatico se observd compacto, los nucleos celulares
prominentes y nucleolos conspicuos; células con neta
bipolaridad basoéfila basal y acidéfila en la porcion apical
(Fig. 3d). Las larvas en mala condicion presentaron células
pancreaticas pequenas, disociadas y sus nucleos densos,
intensamente tefiidos (Fig. 3e, f). El contenido de cimogeno
no fue utilizado para caracterizar la condicion de los
ejemplares.

Higado (Fig. 3g-i): El higado como glandula tubulosa
compuesta, esta estructurado como compacta formacion
trabecular, cuyas células en la parte basal asientan sobre
la red de capilares sinusoides y cuya parte apical delimita
los tibulos de los capilares biliares. Los nucleos y el
citoplasma de los hepatocitos mostraron gran variabilidad
de acuerdo a la condicion de los ejemplares. En las larvas
saludables, los nucleos fueron evidentes y se observo la
presencia del nucleolo, citoplasma hialino en algunos
ejemplares, uniforme o con granulos en otros. Los
hepatocitos presentan inclusiones de glucégeno o
lipidos, observadas como granulos o vacuolas
respectivamente (Fig. 3g). Debido a que la tincion
empleada no permite detectar especificamente estas

sustancias, los sitios donde presuntamente estaba el
glucdégeno se observaron como espacios claros
irregulares, dando al citoplasma un aspecto delicadamente
alveolar. Por otra parte, las inclusiones lipidicas se
observaron como vacuidades redondeadas por la
disolucion de esta sustancia causada por los solventes
utilizados durante el procesamiento histologico. En las
larvas que dieron evidencias de mala condicion los nticleos
fueron picnoticos, oscuros e irregulares, el citoplasma
reducido y sin espacios intracelulares (Fig. 3h, 1).

INDICE DE CONDICION HISTOLOGICA

Los valores de ICH obtenidos para los diferentes ED
presentd diferencias significativas empleando todos los
tejidos (F(s, 159) = 5,39; P <0,0001), los de corto plazo (F(S,
189) = 4,45; P <0,0001) y los de largo plazo (F(S, 159) = 2,52;
P <0,05). Las comparaciones de los valores ICH entre los
ED mediante el test a posteriori, mostraron diferencias
significativas entres estados (test Tukey P < 0,005)
considerando todos los tejidos (Fig. 4a), los de corto plazo
(Fig. 4b) y los de largo plazo (Fig. 4c).

El ICH a largo plazo permitié inicamente encontrar
diferencias significativas entre el ED Il y el VI, los estadios
restantes no difirieron significativamente de estos dos.
El ICH a corto plazo permitié encontrar una mayor
cantidad de diferencias significativas entre los ED de los
ejemplares y el ICH, empleando todos los tejidos, presento
una situacion intermedia.

Se destaca que el ICH a corto plazo mostré una
reduccion significativa en el estadio de desarrollo II, asi
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Figura 4. indice de Condicién Histolégico (ICH) medio en funcién del estadio de desarrollo en larvas de Engraulis anchoita. Promedio
de todos los tejidos estudiados (a), empleando tejidos de corto plazo (b) y de largo plazo (c). Las letras mayusculas distintas indican
diferencias significativas en las comparaciones de Tukey (P < 0,001). Las barras verticales indican el error estandar / Mean values of
Histological Condition Index (ICH) for Engraulis anchoita larvae from each developmental stage. Average of all tissues studied (a), employing short
term tissues (b) and long term tissues (c). Different letters indicate significant differences (P < 0.001) among developmental stages, after ANOVA
followed by post-hoc Tukey’s (HSD) test. Vertical bars indicate standard error
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como también una pequefia reduccion en el estadio VI
(Fig. 4b). E1 ICH a largo plazo solo mostr6 una reduccion
durante el estadio de desarrollo II (Fig. 4c).

DiscusionN

El efecto de la disponibilidad de alimento sobre la
condicion nutricional de los individuos depende de la
constitucion individual de los ejemplares. A medida que
las larvas se desarrollan se hacen mas resistentes a la
inaniciéon debido al incremento en la acumulacion de
reservas. Si la cantidad de alimento disponible disminuye,
las larvas de mayor edad podrian tolerar las condiciones
desfavorables durante mas tiempo empleando sus
reservas de lipidos y glucdgeno (Blaxter & Ehrlich 1974,
Powell & Chester 1985). Por lo tanto, cuando se pretende
estudiar la incidencia de la inaniciéon en poblaciones
naturales, se deberia contemplar la edad o estadio de
desarrollo de los ejemplares al momento de realizar
comparaciones. El hecho de que las longitudes de los
ejemplares de los distintos estadios de desarrollo se
solapen indica que la longitud no es un buen indicador
del desarrollo o la edad larval. Por otra parte, como
consecuencia de la amplia distribucion de las areas de
desove de la anchoita, sus estadios tempranos de
desarrollo pueden ser encontrados en zonas con
escenarios oceanograficos muy diferentes, y en particular
a temperaturas muy diferentes. La temperatura representa
uno de los principales factores con influencia sobre el
desarrollo larval (Jobling 1995) y por consiguiente la
relacion longitud-edad de las larvas puede variar
significativamente a diferentes latitudes. Resulta evidente
que la longitud larval provee informacion restringida
sobre el estadio de desarrollo, que es esencial para estimar
la incidencia de la inanicién en las distintas fases del
incremento somatico o empleando material recolectado
en zonas con diferentes temperaturas. Debido a que el
estudio de crecimiento mediante otolitos en general no
es compatible con la histologia, las comparaciones
deberian hacerse entre ejemplares del mismo estadio de
desarrollo y no entre ejemplares de una misma longitud.

El patrén micro-anatémico observado en este estudio
fue similar a lo descrito para Engraulis mordax por
O’Connell (1981) bajo condiciones controladas de
laboratorio. Debido a que los resultados aqui presentados
provienen de observaciones realizadas sobre material
recolectado en ambiente natural, algunas diferencias
cronologicas en el desarrollo podrian esperarse al
comparar la micro-anatomia de larvas de E. anchoita bajo
condiciones controladas de laboratorio y pueden deberse

Diaz et al.
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a diversas fuentes de variabilidad que operan en el océano
y suelen ser controladas en estudios realizados bajo
condiciones de laboratorio.

Todos los tejidos caracterizados en este trabajo han
sido ampliamente utilizados para determinar la condicion
de larvas de peces tanto en laboratorio como en el medio
natural (O’Connell 1976, Theilacker 1978, McFadzen &
Franceschini 1997, Sieg 1998). En particular, el sistema
digestivo de las larvas privadas de alimento muestra un
deterioro progresivo en los tejidos y en la cito-estructura,
aun durante breves periodos de inaniciéon (Gisbert &
Doroshov 2003). En general, el patrén de cambios
histologicos observado en teledsteos frente a la inanicion
incluye: cambios en la organizacion del higado, una
disminucion en el glucoégeno y en los lipidos almacenados
en los hepatocitos (Margulies 1993, Green & McCormick
1999, Crespo et al. 2001), una reduccion en la altura de los
enterocitos (Margulies 1993, Bisbal & Bengtson 1995,
Theilacker & Porter 1995, Green & McCormick 1999, Gwak
et al. 1999) y una degeneracion en la estructura del
pancreas exocrino (Yufera et al. 1993, Gwak et al. 1999,
Crespo et al. 2001). Conjuntamente con la reduccioén en
las sustancias de reserva durante la inanicion ocurre un
incremento en los contenidos de agua (Johnston &
Goldspink 1973, Stirling 1976). Los cambios en el tubo
digestivo y en el higado son rapidos debido a su funcién
como tejidos de reserva. El tejido nervioso parece ser el
ultimo en mostrar cambios frente a la inanicion (Ehrlich et
al. 1976). La movilizacion de las sustancias de reserva
parece ser un proceso controlado en los estadios
tempranos de desarrollo, mostrando una conservacion
de la reserva energética en los 6rganos mas vitales para
la supervivencia, las que solo son consumidas o
transformadas si las condiciones de inanicién son
extremas.

Theilacker & Watanabe (1989) emplearon la altura del
epitelio intestinal como un indice de condicion nutricional
para larvas de Engraulis mordax criadas en laboratorio.
Estos autores utilizaron larvas en estadios tempranos de
desarrollo con el tubo digestivo recto y larvas con el
tubo digestivo plegado. Sieg (1998) observé que durante
el proceso de plegamiento de la mucosa intestinal, la altura
de los epitelios primero decrece para luego volver a
incrementarse. Por consiguiente, la altura del epitelio
intestinal como indicador de condicidon solo puede ser
utilizada dentro de un cierto estadio de desarrollo, de
otra manera conduciria a errores de interpretacion. La
altura del epitelio intestinal ha demostrado no ser un buen
indicador de la condicion nutricional en larvas de E.



anchoita recolectadas in situ (Sieg 1998). Por el contrario
la apariencia histologica del higado y el tubo digestivo
son estructuras confiables para clasificar la condicion de
las larvas de esta especie recolectadas en su ambiente
natural (Sieg 1998). En el presente estudio, el ICH a largo
plazo permitié encontrar diferencias significativas
unicamente entre el ED I y el VI. En cambio el ICH a corto
plazo mostré una mayor cantidad de diferencias
significativas entre los diferentes estadios de desarrollo.
Es decir que estos tejidos parecen mas sensibles para
detectar diferencias en la condicion nutricional de las
larvas. Diversos estudios han senalado que estos dos
tejidos muestran cambios claros frente a la inanicion, ya
sea en estudios de laboratorio como en el océano (Sieg
1992, 1995, Ferron & Leggett 1994).

La reduccion observada en el ICH durante el estadio de
desarrollo II indicaria que luego de la reabsorcion del vitelo,
que ocurre al finalizar el estadio de desarrollo I, la condicion
fisiologica de las larvas se reduciria y se hizo evidente
empleando tanto los tejidos de corto como los de largo plazo.
En esta etapa, llamada también periodo critico (Hjort 1914)
las larvas se enfrentan a grandes requerimientos energéticos
y si no logran acceder con relativa rapidez al alimento
apropiado, corren riesgo de suftir inanicion y en consecuencia
retardar su crecimiento o morir (May 1974, Theilacker 1978).
Como resultado, si la fuente de alimento es escasa o la captura
de presas no es adecuada, las posibilidades de
supervivencia se reducen significativamente. Por este
motivo, el periodo critico larval es considerado una de las
mayores causas de mortalidad en muchas especies de peces
marinos (Hunter 1976)

Por otra parte la reduccion en el ICH a corto plazo
observada en el estadio VI indicaria que la metamorfosis
hacia la etapa juvenil también representaria en esta especie
un periodo critico de grandes requerimientos energéticos
para las larvas, en el cual la probabilidad de supervivencia
se reduciria. Ciechomski et al. (1986) observaron un patron
similar en el comportamiento del factor de condicion en
larvas de E. anchoita y registraron una reduccion
importante durante el periodo de reabsorcion del vitelo,
una mejora posterior y una nueva reduccion hacia el final
de la etapa larval. Este patron fue relacionado con cambios
en el desarrollo de los ejemplares. Estudios futuros
empleando técnicas morfométricas e histoldgicas
simultdneamente permitirian verificar la correspondencia
entre los cambios en la morfometria y las alteraciones
histoldgicas durante estas dos etapas del periodo larval.

Los ejemplares del ED I usualmente no son
considerados para los estudios de condicion nutricional
ya que, debido a su alimentacion endogena, su condicion
fisiologica seria basicamente reflejo de las influencias
maternas, mas que de su condicién nutricional exdgena
vinculada al ambiente. Sin embargo en este estudio han
sido incluidos con fines comparativos para estimar la
condicidn inicial o maternal de las larvas.

Cabe aclarar que de acuerdo a observaciones previas
realizadas por Diaz ef al. (2011), las larvas de anchoita
presentaron valores medios de ICH entre 2 y 3 indicando
una condicién moderada a saludable. Estos autores
empleando técnicas morfométricas, histologicas y la
relacion ARN/ADN han observado que las larvas de
anchoita de la poblacion bonaerense de la especie se
encuentran en condicion saludable al menos durante el
periodo de estudio. En este sentido se destaca la
sensibilidad del ICH a corto plazo que aun frente a una
condicion saludable de las larvas permitié distinguir
aquellas con una pequefia reducciéon en su condicion.

Dentro de la gran variedad de posibilidades para el
estudio de la condicién nutricional de larvas de peces,
las técnicas histologicas han sido caracterizadas como
de gran potencial. A pesar que requieren una inversion
de tiempo importante, siguen siendo utilizadas
ampliamente. El estudio histologico puede ser focalizado
en los tejidos que mejor representen las variaciones para
la especie estudiada, el estadio de desarrollo y la escala
temporal de interés, en funcion del objetivo de estudio.
Uno de los problemas es la dificil objetivacion de los
métodos de valoracion de las caracteristicas de los tejidos
o células, ya que las medidas suelen basarse en
apreciaciones cualitativas o semi-cualitativas (O Connell
1980). Si bien las apreciaciones cualitativas son mas
sencillas de obtener, plantean el problema de la
variabilidad introducida por la experiencia del observador
(Ferron & Leggett 1994).

Recientemente, los estudios de analisis de imagenes
digitales son mds difundidos, permitiendo realizar una
cuantificacién del diagnostico histolégico para su
posterior analisis estadistico. Sin embargo, Catalan (2003)
ha comparado mediciones cualitativas y cuantitativas
realizadas sobre individuos sometidos a tratamientos de
alimentacion y ha observado que los métodos cualitativos
permiten la correcta clasificacion de los individuos en la
mayoria de los casos y para todos los estadios de
desarrollo. Esta situacion ha sido atribuida a que los
indices cualitativos consideran una mayor cantidad de
caracteristicas tisulares y celulares que los indices
cuantitativos.
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Debido a la gran sensibilidad que muestran frente a la
inanicion en estudios de laboratorio y de campo, el tubo
digestivo y glandulas anexas son usualmente los tejidos
empleados para realizar los diagnosticos histologicos de
larvas de peces (Pefia & Dumas 2005, Catalan ez al. 2006,
Chen et al. 2007, Diaz et al. 2011). Sin embargo, como
consecuencia de la respuesta diferencial frente a la
inanicion, los distintos tejidos reflejan cambios a corto o
largo plazo, por lo que el tipo de indice que se utilice
depende de la escala temporal con la que se desee trabajar.
Para la eleccion del indice mas apropiado a utilizar, también
debe considerarse la especie que se estudia, el estadio de
desarrollo en que se encuentran los especimenes y la
pregunta que se quiere responder (Suthers 1998).

Por lo tanto, el analisis histologico del sistema
digestivo de las larvas de la poblacion bonaerense de
anchoita (en particular del higado y el tubo digestivo)
representaria un indicador sensible de su condicidon
nutricional y podria ser empleado para estimar la
incidencia de la inanicion en la mortalidad larval a lo largo
de su desarrollo ontogénico.

AGRADECIMIENTOS

Los autores expresan su gratitud a Marta Estrada por su
gentil colaboracion en los procesamientos histoldgicos;
a las autoridades del INIDEP y al personal embarcado.
Finalmente, se agradece a los revisores andnimos del
manuscrito por sus valiosos comentarios y aportes.
Contribucién INIDEP n° 1700.

LITERATURA CITADA

Bisbal G & DA Bengtson. 1995. Descriptions of the starving
condition in summer flounder, Paralichthys dentatus, early
life history stages. Fishery Bulletin 93: 217-230.

Blaxter JHS & KF Ehrlich. 1974. Changes in behaviour during
starvation of herring and plaice larvae. En: Blaxter JHS
(ed). The early life history of fish, pp. 575-588. Springer-
Verlag, New York.

Brandhorst W, JP Castello, MB Cousseau & DA
Capezzani. 1974. Evaluacion de los recursos de anchoita
(Engraulis anchoita) frente a Argentina y Uruguay. VIIIL
Desove, crecimiento, mortalidad y estructura de la poblacion.
Physis A 33(86): 37-58.

Catalan IA. 2003. Condition indices and their relationship
with environmental factors in fish larvae. Doctoral Thesis,
Universitat de Barcelona, Barcelona, 265 pp.

Catalan IA, MP Olivar, I Palomera & E Berdalet. 2006.
Link between environmental anomalies, growth and condition
of pilchard Sardina pilchardus (Walbaum) larvae in the
NW Mediterranean. Marine Ecology Progress Series 307:
219-231.

Diaz et al.

Descripcion micro-anatomica de larvas de Engraulis anchoita

Chen NB, JG Qin, JF Carragher, SM Clarke, MS Kumar
& WG Hutchinson. 2007. Deleterious effects of food
restrictions in yellowtail kingfish Seriola lalandi during early
development. Aquaculture 271(1-4): 326-335.

Ciechomski JD. 1965. Observaciones sobre la reproduccion,
desarrollo larval embrionario y larval de la anchoita argentina
(Engraulis anchoita). Boletin del Instituto de Biologia
Marina 9: 1-29.

Ciechomski JD & RP Sanchez. 1988. Analisis comparativo
de las estimaciones de biomasa de la anchoita (Engraulis
anchoita) en el Atlantico Sudoccidental en diferentes afios
y con distintas metodologias. Publicacion de la Comision
Técnica Mixta del Frente Maritimo 4: 117-131.

Ciechomski JD, RP Sanchez, G Alespeiti & H Regidor. 1986.
Estudio sobre el crecimiento en peso y factor de condicion en
larvas de anchoita, Engraulis anchoita Hubbs & Marini.
Variaciones regionales, estacionales y anuales. Revista de
Investigacion y Desarrollo Pesquero 5: 183-193.

Crespo S, M Marin de Mateo, CA Santamaria, R Sala, A
Grau & E Pastor. 2001. Histopathological observations
during larval rearing of common dentex Dentex dentex L.
(Sparidae). Aquaculture 192: 121-132.

Diaz MV, M Pajaro, MP Olivar, P Martos & GJ Macchi.
2011. Nutritional condition of Argentine anchovy Engraulis
anchoita larvae in connection with nursery ground
properties. Fisheries Research 109: 330-341.

Ehrlich KF, JHS Blaxter & R Pemberton. 1976.
Morphological and histological changes during the growth
and starvation of herring and plaice larvae. Marine Biology
35:105-118.

Ferron A & WC Leggett. 1994. An appraisal of condition
measures for marine fish larvae. Advances in Marine Biology
30:217-303.

Fuiman LA. 2002. Special considerations of fish eggs and larvae.
En: Fuiman LA & RG Werner (eds). Fishery science: the
unique contributions of early life stages, pp. 1-32. Blackwell
Publishing Professional, New York.

Gisbert E & SI Doroshov. 2003. Histology of the developing
digestive system and the effect of food deprivation in larval
green sturgeon (Acipenser medirostris). Aquatic Living
Resources 16: 77-89.

Green BS & MI McCormick. 1999. Influence of larval feeding
history on the body condition of Amphiprion melanopus.
Journal of Fish Biology 55: 1273-1289.

Gwak WS, T Seikai & M Tanaka. 1999. Evaluation of
starvation status of laboratory reared Japanese flounder
Paralichthys olivaceus larvae and juveniles based on
morphological and histological characteristics. Fisheries
Science 65: 339-346.

Hjort J. 1914. Fluctuations in the great fisheries of northern
Europe viewed in the light of biological researches.
Rapports et Proces-verbaux des Réunions, Conseil
International pour I’Exploration de la Mer 20: 1-128.



Hunter JR. 1976. Culture and growth of northern anchovy
(Engraulis mordax) larvae. Fishery Bulletin 74(1): 81-88.

Jobling M. 1995. Development of eggs and larvae. En: Jobling
M (ed). Environmental biology of fishes, pp. 357-390.
Chapman & Hall, London.

Johnston IA & G Goldspink. 1973. Some effects of prolonged
starvation on metabolism of the red and white myotomal
muscles of the plaice Pleuronectes platessa. Marine Biology
19: 348-353.

Margulies D. 1993. Assessment of the nutritional condition
of larval and early juvenile tuna and Spanish mackerel
(Pisces: Scombridae) in the Panama Bight. Marine Biology
115:317-330.

May RC. 1974. Larval mortality in marine fishes and the critical
period concept. En: Blaxter JHS (ed). The early life history
of fish, pp. 3-19. Springer-Verlag, New York.

McFadzen IRB & G Franceschini. 1997. The nutritional
condition of larvae of anchovy (Engraulis encrasicolus L.)
in the outflow of the River Po (Northern Adriatic). Acta
Adriatica 38(1): 49-64.

McFadzen IRB, DM Lowe & SH Coombs. 1994. Histological
changes in starved turbot larvae (Scophthalmus maximus)
quantified by digital image analysis. Journal of Fish Biology
44:255-262.

O’Connell CP. 1976. Histological criteria for diagnosing the
starving condition in early post yolk sac larvae of the
northern anchovy, Engraulis mordax Girard. Journal of
Experimental Marine Biology and Ecology 25: 285-312.

O’Connell CP. 1980. Percentage of starving northern anchovy,
Engraulis mordax, larvae in the sea as estimated by
histological methods. Fishery Bulletin 78(2): 475-489.

O’Connell CP. 1981. Development of organ systems in the
northern anchovy, Engraulis mordax, and other teleosts.
American Zoologist 21: 429-446.

Oozeki Y, T Ishii & R Hirano. 1989. Histological study of
the effects of starvation on reared and wild-caught larval
stone flounder, Kareius bicoloratus. Marine Biology 100:
269-275.

Peiia R & S Dumas. 2005. Effect of delayed first feeding on
development and feeding ability of Paralabrax
maculatofasciatus larvae. Journal of Fish Biology 67: 640-
651.

Phonlor G. 1984. Morfologia e biologia de larvas de Engraulis
Anchoita (Hubbs &Marini), (Osteichthyes, Engraulidae).
Atlantica 7: 85-98.

Powell AB & AJ Chester. 1985. Morphometric indices of
nutritional condition and sensitivity to starvation of spot

larvae. Transactions of the American Fisheries Society 114:
338-347.

Sanchez RP. 1995. Patrones de distribucion espacio-temporal
de los estadios embrionarios y larvales de la anchoita
(Engraulis anchoita Hubbs & Marini) a micro y macro
escala, su relacion con la supervivencia y el reclutamiento.
Tesis Doctoral, Universidad Nacional de Buenos Aires,
Buenos Aires, 672 pp.

Sieg A. 1992. Histological study of organogenesis in the young
stages of the mesopelagic fish Vinciguerria (Photichthyidae,
Pisces). Bulletin of Marine Science 50(1): 97-107.

Sieg A. 1995. Histologische Kriterien zur Erfassung
unterschiedlicher Erndhrungszustinde bei frithen
Lebensstadien der Stidwestatlantischen Sardelle, Engraulis
anchoita Hubbs und Marini 1935, und das Auftreten
verschieden erndhrter Larven dieser Art in hydrographisch
abweichenden Regionen ihres Rekrutierungsgebietes.
Doctoral Thesis, Berichte aus dem Zentrum fiir Meeresund
Klimaforschung der Universitit Hamburg, Hamburg, 159
pp.

Sieg A. 1998. A study on the histological classification of the
in situ-nutritional condition of larval South-west Atlantic
anchovy, Engraulis anchoita Hubbs and Marini, 1935.
Archive of Fishery and Marine Research 46(1): 19-36.

Stirling HP. 1976. Effects of experimental feeding and
starvation on the proximate composition of the European
bass Dicentrarchus labrax. Marine Biology 34: 85-91.

Suthers IM. 1998. Bigger? Fatter? Or is faster growth better?
Considerations on condition in larval and juvenile coral-
reef fish. Australian Journal of Ecology 23: 265-273.

Theilacker GH. 1978. Effect of starvation on the histological
and morphological characteristics of jack mackerel,
Trachurus symmetricus, larvae. Fishery Bulletin 76: 403-
414.

Theilacker GH & SM Porter. 1995. Condition of larval
walleye pollock Theragra chalcogramma, in the Western
Gulf of Alaska, assessed with histological and shrinkage
indices. Fishery Bulletin 93: 333-344.

Theilacker GH & Y Watanabe. 1989. Midgut cell heigth
defines nutritional status of laboratory-raised larval
northern anchovy, Engraulis mordax. Fishery Bulletin 87:
1989-1998.

Yifera M, E Pascual, A Polo & MC Sarasquete. 1993. Effect
of starvation on the feeding ability of gilthead seabream
(Sparus aurata L.) larvae at first feeding. Journal of
Experimental Marine Biology and Ecology 169: 259-272.

Watanabe Y. 1985. Histological changes in the liver and
intestine of freshwater goby larvae during short-term
starvation. Bulletin of the Japanese Society for the Science
of Fish 51: 707-710.

Recibido el 26 de enero de 2011 y aceptado el 14 de noviembre de 2011

Vol. 46, N°3, 2011 | 441

Revista de Biologia Marina y Oceanografia




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


