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I. INTRODUCCION

1. Generalidades:

El estudio de la biologia reproductiva de
teleósteos ha recibido durante las dos últimas décadas va

liosos aportes que consignan una serie de factores comunes,

pero también una inmensa variabilidad que no permite realizar

generalizaciones. Hechocomprensible si se tiene en cuenta

que los teleósteos abarcan a la mayoria de las 30.000 espe

cies de peces conocidos en la actualidad y que su historia

filogenética se remonta al Jurásico (Romer, 1966) habiéndo

se originado en el tiempo una gran diversidad de corrientes

evolutivas. Algunasespecies adquirieron caracteristicas es
tructurales y fisiológicas muyparticulares, configurando
una notable variedad de sistemas reproductivos (Hoar, 1969).

Por lo tanto consideramos que resulta de interés el estudio

de especies que por su distribución geográfica, incidencia

ecológica o peculiaridades, puedan contribuir a un mejor
conocimiento de los hábitos y caracteristicas reproductivas.

Las consideraciones teóricas que de estos

estudios se deSprenden, tienen variadas implicancias, ya

sean filogenéticas o en las aplicaciones biOmódicas o bien

en acuicultura (Donaldson, 1985).

La especie en estudio, Hoplias malabari

cus malabaricus (Bloch, 1794; Eiqenmann y Kennedy, 1903)

hasta el momentose ubica en la siguiente posición SiSthfi

tica (López gt 1, 1987):



clase osteichthyes

Subclase Actinopterygíi
Superorden Ostrariophysi (Greenwoodgg El, 1966)

"Orden Cypriniformes (Berg, 1947)

Suborden Characoidei

Familia Erythrinidae (Starks, 1906; Fowler, 1950)

Subfamilia Erythrininae (Gili, 1895)

con tres géneros:

Erythrinus (Gronow, 1754)

Hoglerythrinus (Gill, 1895)

Hoglias (Gill, 1903)

Este último género presenta cinco especies

según Azevedo y Gomes (1942), con escasos caracteres morfo

lógicos que los diferencian:

- Hoplias microlepis (Günther, 1864): Ecuador y Panamá.

- Hoglias macroghtalma (Pell, 1902): Brasil (Rio Purús,

Amazonia), Cayena, Guayana Inglesa.

- Hoplias microphtalma (Peli, T908): Guayana Francesa.
—Hoglias lacerdae (Ribeiro, 1908): Brasil (Sao Paulo).

- Hoplias malabarica (Bloch, 1794).

Godoy (1975) reconoce sólo dos especies:

- Hoglias lacerdae (Ribeiro, 1908): Brasil (Sao Paulo)

- Hoglias malabaricus, ésta con dos subeSpecies que di

fieren por el tamaño del ojo y 1a coloración general:

- fl¿_gglabaricus malabaricus (Bloch, 1794;

Eigenmann y Kennedy, 1903): Bolivia, Para

guay, Uruguay, Brasil, Argentina, Venezue

la, C010mbia y Guayanas.



- H. malabaricus macrOphtalmus (Eigenmann,

1912; Fowler, 1950): Guayana Francesa e 1n

glesa y Brasil (Amazonia y Rio Purús).

La familia Erythrinidae se considera como

la más antigua de los cypríniformes por sus caracteres os

teológicos, caracterizados por un total de 655 huesos (Weitz

man, 1964; Godoy, 1975).

Hoplias 59., durante toda la vida presenta

dentición caniniforme que se observa desde el periodo lar

val (Azevedo y Gomes, 1942; Godoy, 1975).

Según Greenwoode; al (1966) esta familia

es de estirpe austroamericana, con origen en el agua dulce Y

distribución neotropica ; se encuentra presente en todos
sus sistemas hidrográficos (Fowler, 1950).

En Argentina se distribuye en los ambientes

lénticos de: Tucumán, Cuenca del rio Pilcomayo en Formosa,

rio Bermejo en Salta, rio Dulce en Santiago del Estero, rio

Cuarto en Córdoba, Iberá en Corrientes, rio Paraná, Uruguay,

R10 de la Plata, rio Salado y laguna Salada Grande en Buenos

Aires (Ringuelet gt al, 1967).
Algunos de sus nombres comunes son: "Tara

rira" (Argentina), "Traira" (Brasil), "Guabina" (Colombia)

(Ringuelet e_t a_1_,1967).

Esta especie alcanza en la cuenca del rio

Salado, una talla de 62 cm, si bien ha sido citado un ejem

plar de 90 cm (Ringuelet g; al, 1967), en tanto que las ta

llas de los ejemplares brasileños son considerablemente me

nores: de 40 cm, 1300 gr a un máximo de 60 cm y 4100 gr



(Pinto Paiva, 1972; Godoy, 1975).

Todavia no se ha encontrado un método con

fiable para saber la edad de los ejemplares dado que exis
ten dificultades en reconocer las marcas anuales en las es

camas. bn las especies de Brasil parecen relacionarse con

la reproducción, contándose VII anillos en las escamas de

ejemplares de 40 cm (Pinto Paiva, 1972); en Chascomús, en

cambio, se ha registrado 1 solo anillo para tallas de 120

245 mm, 2 anillos en los de 270-395 mm; 3 anillos en los

de 370-495 mmy 4 anillos en los de 450-510 mm, que se pre

sentarian en función del paso del periodo invernal (Rami

rez, 1963 a).

La importancia ecológica de esta especie

reside en un conjunto de factores:

a) La capacidad de adap

tación a distintos ambientes, lo que determina su amplia

distribución geográfica (Panamá- Sur de Buenos Aires); in

clusive, introducida en Florida (USA), ha llegado a repro

ducirse y a colonizar amplias zonas (Hensley y Moody, 1975;

Hensley, 1976).

.b) La elevada capacidad

de dispersión que presentan los juveniles, capaces de sor

tear obstáculos saltando o arrastrándose sobre ellos y su
notable voracidad (Azevedo y Gomes, 1942; Pinto Paiva, 1972).

c) Los bajos requerimien

tos de oxigeno (en general un 30-40%menor del que utilizan
otras eSpecies con las que conviven) junto con la resisten



cia a niveles minimos de oxigeno (nivel de oxigeno letal:

0,30-0,80 ppm) y una óptima capacidad de recuperación (Par

ma de Croux, 1983 a y b) hacen que se adapten a condiciones

hidrológicas anormales. En términos de biomasa se torna una

de las especies más importantes en charcas y lagunas con va

riaciones estacionales marcadas, o casualmente aisladas y

en vias de desecación (Pinto Paiva, 1972; Godoy, 1975; Bone

tto gt _¿, 1969).
d) Alimentacicn: clasifi

cado comogeneralista (Lowe, 1964), durante la fase adulta,

se presenta comopredador ictiófaqo y, ocasionalmente, in

giere crustáceos. Resulta incorrecta su fama de voraz, ya
que estudios ictiológicos han encontrado en el 58%de los

ejemplares, estómago vacio y en los que presentaban alimen

to solo una clase de presa por ingesta (Pinto Paiva, 1972).

Los alevinos (postlarvales —juveniles),

primero planctófagos, pasan a ser insectivoros y finalmente

ictiófagos; si bien su voracidad es muynotable, también

ha sido señalado un sólo tipo de alimento por ingesta (Pin

to Paiva, 1972)

Especialmente los ejemplares adultos de

esta especie se muestran muyresistentes a la falta de ali

mento (Pinto Paiva, 1972; Godoy, 1975).

e) Hábitat: generalmente

cuerpos de agua lénticos (raramente lóticos), vegetados y

de profundidad variada, tanto sujetos a estres hidrico co

mo permanentes, tolerando también cambios de salinidad (Azp

vedo y Gómes, 1942; Pinto Paiva, 1972; Godoy, 1975).



f) Reproducción: si bien

la fecundidad no parece ser elevada (46.000 ovocitos en un

ovario de 42 g, proveniente de una hembra de 39 cm y 1200

g), el caracter parcelado de los desoves permite incremen

tar la probabilidad de supervivencia (Moreira, 1921; Aze

vedo y Gómes, 1942; l'into Paiva, 1972; Hensley y Moody,

1975).

La época reproductiva se verificaria du

rante la temporada de lluvias por lo menos en el NE de Bra

sil (Pinto Paiva, 1972; Godoy, 1975). bl aspecto tal vez

más importante es'el cuidado parental de las crias ya que

el casal construye un nido (depresión de 20 cm de diámetro)

donde desovan. Luego el macho cuida y ventila el nido con

las aletas pectorales, hasta que las larvas comienzana a

limentarse (total de 10 dias) (Azevedo y Gómes, 1942; Rami

rez, 1963 b; Pinto Paiva, 1972; Godoy, 1975).

Al respecto, Hensley y Moody (1975) opinan

que "si se toma c0mocriterio para estimar el éxito para a

daptarse,a la abundancia y a la amplia distribución, se pue

de afirmar que esta especie lo es. La alimentación generalis

ta, plasticidad en la época reproductiva en distintas zonas,
cuidado de la cria, diverso rango de hábitat y sobrevida a

condiciones adversas y de hambruna lo hacen posible".

En Argentina la tararira es consumida, en

la actualidad, en los mercados de las lagunas encadenadas

del rio Salado en forma de filet. El desarrollo, por parte

de los pescadores, de una técnica que permite obtener exce

lente carne sin espinas, ha determinado que esta especie,



antes desperdiciada, adquiriera un.valor económicotodavia

insospechado. El peso muscular es del 58%del total, en

tanto que por el faenado se obtiene un 30%.

En Brasil, esta especie es consumida e in

cluso se efectúa su piscicultura en los extensos "acudes"

del NE. Además es recomendada por 1a FAO, entre otras espe

cies regionales, para el estudio más profundo de sus hábi

tos alimenticios, crecimiento, reproducción, ecologia y co

mopotencialmente apta para la intensificación y extensión

de su cultivo (Nomura, 1974).

2. Estado del tema:

Reproducción en H.m.malabaricus

No se han detectado ni dimorfismo sexual,

ni variaciones externas que indicaren el grado de madura

ción de los ovarios; en cuanto a los ejemplares machos, só

lo en el máximo de fluidez de su semen, pueden emitir una

gota cuando son estimulados por masajes abdominales (Aze

vedo y Gómes, 1942; Pinto Paiva, 1972; Godoy, 1975). Esta

falta de parámetros adecuados dificulta la selección de re
productores.

Azevedo y Gómes (1942) han descripto a

los testículos, macroscópicamente, comode forma acintada

y sin irrigación periférica. Histológicamente, Pinto Paiva

(1972) ha observado, aparentemente, una capa muscular y una

capa conectiva, caracterizando someramentea las espermato

gonias (SPG), eSpermatocitos (SPC), espermátidas (SPD) y



espermatozoides (SPZ). Este autor ha descripto además dos

estadios de maduración testicular: 19) inmaduros: filíformes,

sin SPD ni SP2 y 2Q) maduros: fusiformes, de sección redon

deada, con SPDy SPZ, encontrando diferencias en el indice

gonadosomático (IGS) de ejemplares brasileños de 0,1 en el

primer estadio y 0,5 en el segundo (Pinto Paiva, 1972). Se

gún este mismoautor, los machos madurárian después del pri

mer año de vida (largo total (LT): 170-230 mm)en tanto que

Godoy (1975) afirma que lo hacen después del segundo año.

Calvo gt g¿_(1966) no observaron variaciones en el IGS en

distintas épocas del año, a la vez que hallaron espermato

zoides con motilidad durante todo el ciclo. La motilidad de

los SPZ osciló entre 5 y 20 minutos (Azevedo y Gomes, 1942).

En la bibliografia se señalan tres descrip

ciones de la escala de maduración de los ovarios (Calvo gt

al, 1966; Pinto.Paiva, 1972 y Caramaschi.gt al—9 1982) (Ta

bla 1) que presentan características en común, salvando las
diferencias de criterio entre los distintos autores en la
diagnosis de los elementos celulares. En esta tabla hemosin

tentado homologar con fines comparativos los cuadros descrip

tos por esos autores, adaptandolos,en base a las caracterist¿
cas funcionales y da tamaño, a la nomenclatura empleada en

el presente trabajo. De esta manera: loa ovocitos II

(u OIL) corresponden a los previtelogénicos basótilos; los
ovocitos III (u OIII) presentan vesículas vitelinas (o cor

ticales); los ovocitos IV (u OIV) son los correspondientes

al inicio de la viteloqénesis; 0V: formación de plaquetas

vitelinas; OVI: completamente vitelados y OVII: migración



Calvo t al (1966)
Argentíïa-Tthascomüs)

Pinto Paiva (1972)
Brasil (Nordeste) Caramaschi et 3% (1982)Brasil (Sie-pau o) Matkovic (este trabaïo)Argentina (Chascomús

PREMADUREZ VIRGINAL

NO DESCRIPTO

INMADUROS

Peso Ovarioa:0.7gr
blanco-rosados

JOVEN

O II tempranos, 0 lI.
casi transparentes

NO DESCRIPTO

PRE-HADURACION

OII, OIII, 01V
Sección sub-triangu
lar. Amarillo claroa
las: 0,79

PRINCIPIO DE LA

MADURACION

OII, OIII, OIV, 0V,
OVI.

Sección triangular
Amarillo oscuros
IGs: 2,93
Septiembre-Octubre

EN DESARROLLO

Peso ovarios:3,1gr

Amarillentoa

MADURACION

011, 0111.
Sección sub-triangular
Amarillo claroa
ICS! 0.4-0.7
Febrero-Marzo

011, 0111, oxv. ov.
OVI.

sección triangular
Anaranjados
165: 2,5-5
Scotinmhre-Octubre

PREVITELOGENESIS

011. 0111, 01v
Crecimiento 1° y form;
ción de alvéloa cortic.
Blanco-Amarillentoa
lGS: hasta 0,5
Mayo-Julio

VITELOGENESIS

011, 0111, 01v, ov,
(OVI).
aeccibn triangular
Amarillo claroa
IGS: 1-1.5
Julio-Septiembre

MADURACION AVANZADA

OII a OVII
Sección circular
Beige amarillento
IGS: 9,35
Noviembre

HADUROS

No DESCRIPTO

Diciembre- Enero

POST-DESOVE

Oli, 011, ov, ov1
Foliculoa vacios
y Atreaiaa.
Sección subtriangular
Naranja borravino

MADUROS

OII n OVII
Sección Circular
Naranja fuerte
Peso ovarios 11,1qr

MADURO

OIII a OVII
Sección circular
Anaranjados
ICS: 12

Sept70ct-Diciembre

VITELOGENESIS ACTIVA

OII a 0V]
Sección circular
Amarilloa
ICS! 2-3

Septiembre-Enero
MADURACION FINAL

OII a OVII
Sección circular
Amarillo-naranja
IGS: 3-16
Noviembre-Febrero

715M] Ut. SOVADUS

011, 0111. 01v, ov
Foliculos vacios

SEMIDLSOVADO

ox: a OVII,
vacios y Atreaiaa

roliculoa

Seccibn aubtrianqular
o circular

Sección aubtriangular
Blanco-rosados
IGS: 0,63
Marzo

Sección aubtrlangular

Peso ovarios 7,4qr

cion

Enero-Abril

IGs y 1.9 lGS nr0,7 IGS: 3-5
Diciembre Diciembre-Febrero Noviembre-Marzo

REGRESION OVARICA DESOVADO DLSOVADO DESOVADO

OII a 0V Atreaiaa Clll, Foliculoa va- Oli a OVI, Foliculoa
vaciol. Atreaiaa
Sección subtriangular
o triangular
IGS: 0.5-1.5
Noviembre- Mayo

Tabla 1: Comparación
malabaricus. entre las osralns de maduración de los ovarios de fi; g.



de la vesicula germinal.

En base a la comparación efectuada, se ob

serva que el estado joven o inmaduro se encontrarla fuera

del ciclo anual, correspondiendo a ejemplares que no han

alcanzado la primera maduración. Los estadios de Pre-madu

ración y Principio de ggggracigg, según Calvo gt _¿ (1966),

equivalen al estadio de Maduracion descripto por Caramas

chi g; al (1982) y éste equivaldria a] de Desarrollo pro

puesto por Pinto Paiva (1972); el estadio de Maduración a

vanzada señalado por Calvo e; al (1966) equivale parcial

mente al Maduro de Caramaschi t _¿ (1982). En tanto, el

Maduro de Pinto Paiva (1972) correspOnde a estos dos últi

mos estadios, más el semidesovado o de Post-desove. Según

Caramaschig; al (1982) la existencia del estadio semide

sovado seria descriptivo del ciclo de H.m.malabaricus de

finiendo su caracter de desovante parcial. Los estadios gg

sovados son equivalentes y no es clara su relación con el estg

dio de regresión ovárica de Calvo EL¿¿ (1966). (Tabla i).
La fecundidad en localidades del NBbrasi

leño se ha estimado en 46.000 ovocitos en un ovario de 42 g

correspondiendo a una hembra de 390 mmde largo total (LT)

y 1200 g de peso total (Wt) (Pinto Paiva, 1972). En tanto

que en Chascomús, en una hembra de 400 mmde LT, con ovarios

de 47 q, fueron señalados solo 37.500 ovocitos (Ramirez,
1963 a).

Los ovocitos maduran progresivamente, re

sultando desoves parciales a intervalos de quince dias, ca
da uno constituido por aproximadamente 2500 ovocitos (Pinto



Paiva, 1972). Esta caracteristica es relacionada, por ese
mismo autor, con más de un anillo difuso como marca anual

en las escamas.

El desove, en el nordeste brasileño, se ex

tiende durante todo el año, siendo más importante durante

el primer y segundo trimestre que corresponden a 1a época

de mayores precipitaciones (Pinto Paiva, 1972); según Godoy

(1975) habria una correlación temporal entre el desove y las

lluvias. En sao Paulo el desove se efectúa durante diciembre

febrero (Caramaschi et al, 1982). En Argentina, Calvo _¿__¿

(1966), sitúan la reproducción en Chascomúsentre noviembre

febrero; Ramirez (1963), para la misma localidad, en noviem

bre-diciembre y Ringuelet es al (1967) de setiembre a octu
bre.

La primera maduración de las hembras se ve

rificaria, si bien en forma poco fiable, después del primer

año (Azevedo y Gómes, 1942; Pinto Paiva, 1972).o en el ter

cer año (Godoy, 1975) para ejemplares brasileños.

La prOporción de sexos en Chascomús, según

un análisis preliminar, fue de 50:50 (Calvo g¿_¿¿, 1966).
Azevedo y Gómes (1942) describen con deta

lle la conducta en etapas previas y durante el aparcamiento;

es de destacar que los ovocitos son desovados en grupos de
aproximadamentesesenta e inmediatamente fertilizados den

tro de un canal que forma la hembra con su aleta anal so

bre la papila urogenital del macho.

El desarrollo ontogenético de la especie

ha sido objeto de una descripción externa (Azevedo y Gómes,



1942): con temperaturas de 21°C el desarrollo embrionario

se extiende por 52 hs; el sexto dia después de la eclosión

se observa que el saco vitelino se reabsorbe y que las lar

vas comienzan a alimentarse; a los 2,5 meses los ejemplares

se consideran Juveniles y cerca del primer año (15-20 cm de

largo total) las hembras presentan ovocitos en estadios
avanzados.

H.m¡malabaricus, según trabajos técnicos

de la C.T.P. brasileña de 1934-1939 compendiados por Aze

vedo y Gómes (1942), puede ser inducido a desovar con hipó

fisis. Los varios autores han usado dosis crecientes sucesi

vas de 1/8 a 1 hipófisis/animal inyectadas en intervalos

cortos (4 hs 30’) utilizando hipófisis frescas o conserva
das en glicerina, de donantes en pre-astro, sin aclarar la

especie. La selección de reproductores para estos ensayos

fue efectuada recolectando ejemplares que se hallaban for

mandoel nido, es decir con conducta reproductiva. Los ma

chos en todos los casos fueron sacrificados y sus testicu

105 macerados para los procesos de fertilización (Azevedo

y Gómes, 1942; Godoy, 1975).

3. Objetivos:

El propósito de este estudio es analizar

algunos aspectos de la biologia reproductiva de H.m¡malabar¡gus.

- La primera etapa, descriptiva, examina

los procesos de gametogénesis, su relación con la hipófisis

como órgano regulador y Comparael ciclo reproductivo con
los factores ambientales.



- La segunda, experimental, describe 1a

acción que poseen algunos agentes hormonales sobre 1a madu

ración final (in vitro e in vivo{, la ovulación y 1a esper

miación, con el objeto de obtener desoves viables.

El desarrollo de la obre, para su mejor con

prensión, se ha dividido en capitulos que consideran a cada

uno de los objetivos.



II. GAMETOGBNBSIS

La gónada de los ciclostomos y teleósteos,

a diferencia de la de los otros Vertebrados, carece del área

medular; por lo tanto se responsabiliza al estroma que la

constituye denominado"cortex", la formación del ovario o,

respectivamente, del testículo. Esa peculiaridad ha sido

considerada comoposible factor de la intersexualidad.en el

grupo de los peces (Hoar, 1969). Si bien son principalmente

dioicos, se presenta con relativa frecuencia el hermafrodi

tismo (Nagahama, 1983).

La organización morfológica de las gónadas

de varias especies de teleósteos ha sido estudiada tanto a

nivel de micróscopia óptica comoasi también ultraestructural,

reconociéndose, a pesar de la diversidad, un plan básico

uniforme (Hoar, i969: Nagahama, i983) que simplifica en par
te el estudio anatómico.

El estudio de la-espermatogénesis, la ovo

génesis, la hipófisis comoórgano regulador y de la relación

del ciclo reproductivo con factores bióticos y abióticos,

abarca cada uno un capitulo distinto y hemoscreido conve

niente separarlos en unidades independientes para su mejor

comprensión.



A. ESPERHATOGENESIS

A.1 INTRODUCCION

La organización de los testículos de teleós

teos responde a una estructura básica común. b'on en general,

pares, poseen gonoductos y una organización peculiar. En e

fecto, según la especie, en el testículo se reconocen tubu

los o bien lóbulos seminíferos, que confluyen en conductos

de mayor tamaño, hasta llegar a un ducto deferente princi

pal (Grier, 1975; billard, 1986).
Por lo general el sistema urinario y el re

productor desembocanindependientemente, existiendo excepcio

nes e incluso cloacas verdaderas (Romer, 1966).

La forma del testículo es muyvariada, de

acintada a globular y, en general, su organización es homo

génea (Hoar, 1969; Nagahama, 1983), si bien en algunas es

pecies se presentan zonas especializadas, glandulares (Fam.

Ictaluridae, Sneed y Clemens, 1963) o de almacenamiento (fi.

seenqhala y R.rita, Shesta y Khanna, 1978).

Se distinguen dos tipos de testículos se

gún la ubicación del tejido germinal:

a) tipo lobular o de espggmgtoqonias no restringidas:
típico de la mayoría de los teleósteos. Está caracterizado

por lóbulos seminíferos rodeados por tejido conectivo; en

el espesor de las paredes lobulares se desarrollan numero

sos cistos conteniendo los elementos de 1a serie espermáti

ca. El desarrollo de la espermatogénesis se verifica ¿g_¿¿

tu; los espermatozoides son expulsados al lúmen lobular,



desde donde alcanzan a los eferentes (Belsare, 1966; Nayyar

y Sundararaj, 1970; Nichols y Graham, 1972; Nagahama, 1983).

Las paredes lobulares se encuentran tapi

zadas por células planas semejantes a las células cistales.
Todo el desarrollo de la espermatogénesis se Verifica en cistos

constituidos por células cistales (también denominadasde

Sertoli, Lofts y Bern, 1972) y por células germinales reuni

das en grupos isógenos; es caracteristica la sincronia de

su evolución. Entre las células germinales se observan puen

tes citoplasmáticos (Nagahama, 1983) análogamente a lo que

ocurre en la mayoria de las especies animales (Courot g¿_g¿,
1970)

'b) tipo tubular o de espermatoqonias restringidas: es

tipico de los Atheriniformes. Las espermatogonias se encuen

tran agrupadas en cistos situados en el extremo ciego de

los túbulos (en la periferia de la gónada). Durante la es
permatogénesis, los cistos migran en forma progresiva ha

cia 1a zona medular en la que se liberan los espermatozoi

des o bien los espermatóforos (Billard, 1969; Hyder, 1970;

Gresik g; l, 1973; Grier, 1973, 1975; Grier t 1, 1978;

Russo y Pisanó, 1973; Gardiner, 1978; Billardgt al, 1982).
Tanto los lóbulos como los túbulos están

separados por septos de tejido conectivo (Belsare, 1966;

Nayyar g¿__¿, 1970; Grier, 1975) aunque se ha mencionado

en algunos casos 1a presencia de fibras musculares lisas

con posible incidencia en la espermiación (Gresik, 1973;

Ruby y McMillan, 1975; Gardiner, 1978; Aoki y Gutierrez,

1908; Arriaga, 1981).



La renovación de las espermatogonias (SPG)

en ambos tipus de testiculo se efectúa por medio de las cé

lulas baSAles (o troncales) denominadas STEMCELLS(Roosen

Runqe, 1977; Grier, 1981) de ubicación generalmente perifé

rica en los lóbulos seminiferos, y apical en los tübulos,

aunque se le ha atribuido también un origen intersticial

por lo menos en LJalmogairdneri y en Culaea inconstans (Van

den Hurk _¿ _l, 1978; Ruby y Mc Millan, 1975).

Se reconocen varios estadios durante la

espermatoqénesís y la espermiogénesis caracterizados por el

aspecto nuclear y citoplasmático.

Las espermatogonias (SPG) presentan varios

tipos: en general la SPGA corresponde a la célula germinal

de mayor diámetro, con núcleo en interfase, aislada y ro

deada por células cistales, asociada usualmente con la STEM

CELL. El número de tipos subsiguientes varia según los au

tores, reconociendose una SPG B de menor diámetro que la

primera, también aislada y luego SPGC agrupadas en acúmu

los formando un cisto. En las etapas sucesivas se encuentran

los espermatocitos (SPC) y las espermátidas (SPD). Durante

la espermiogénesis éstas últimas se diferencian en esperma

tozoides (SPZ) dentro de los cistos, sin que medie una aso

ciación celular con las células de Sertoli (Nagahama,1983).

Los espermatozoides presentan casi siempre cabeza esferoidal

(sin acrosoma) y pieza media corta (Gríer, 1981). Las espe

cies en las que la fecundación es interna, poseen esperma

tozoides con cabeza elongada (Dadone y Narbaiz, 1967; Grier,

1973, 1975; Russo y Pisanó, 1973; Nagahama, 1983).



El desarrollo de la espermatogénesis si

bien es morfológicamente diferente al que ocurre en Mamife

ros (Courot _¿ _¿, 1970), posee similitudes funcionales.

En peces, una barrera hemato-testicular permite mantener un

medio intracistal particular (Marcaillou y 52611651, 1980;

Abraham_e_t_a_1,1980; Parmentier g; _a_1,1985). En Mamíferos.

en cambio, las células de Sertoli crean compartimientos

para el desarrollo de las células germinales (Dymy Fawcett,

1970).

La espermiación estaria en relación con

la hidratación del liquido seminal, proceso hormona-depen

diente, vehiculizando los espermatozoides a1 vas deferens

(Billard e_t_l, 1982).
El tejido intersticial presenta abundante

irrigación, tejido conectivo y células productoras de es
teroides. Estas últimas se suelen considerar homóloqasa

las células de Leydig de los Vertebrados superiores (Hoar,

1969; Follenius, 1968; Nagahama, 1983) ya que poseen'análo

gas caracteristicas ultraestructurales (Gresikgt al, 1973;
Arriaga, 1981) y las enzimas ligadas a la producción de es

teroides (3 64HSD) (Chieffi y Botte, 1964; Yaron, 1966; Ya

mazaki y Donaldson, 1969; Van den Hurk gt EL, 1978 a y b).

Eventualmente las células de Sertoli tam

bién tienen función esteroidogénica comoen meatogaster

aggregata (Wiebe, 1969), Fundulus heteroclitus (Bara, 1969)

y en Salmo gairdneri (Van den Hurk t al, 1978 a y b).

En este capitulo se estudian las distintas pg
blaciones celulares en sus aspectos anatómicos y dinámicos.



A.2 MATERIAL Y METODOS

a) Material biológico

Los ejemplares de fi¿m¿mg¿ggg¿¿gggproceden

de las lagunas del sistema de las Encadenadas de 1a cuenca

del rio Salado (Provincia de Buenos Aires) tomando como

centro de referencia a la localidad de Chascomús(359 45'S,

589 W). La captura fue realizada mensual o quincenalmente

por pescadores comerciales, mediante el uso de red de enma

lle o espinel, entre los años 1983-1988.

Los ejemplares fueron mantenidos en jaulas

cercanas a la costa, por lapsos casi siempre no mayores de

tres dias, hasta su traslado al laboratorio. Este se reali
zó en bolsas de polietileno, con agua y atmósfera de 0x1

geno, colocadas en recipientes plásticos para evitar en los

ejemplares eventuales traumatismos o roturas de las bolsas.
En el laboratorio los animales fueron a

condicionados en acuarios de 100 lts. El mantenimiento se

efectuó en agua al 3%0de salinidad con recambios parcia

les dia por medio y aireación por burbujeo. Los ejemplares

no fueron alimentados. Las heridas, pérdidas de escamas y
micosis fueron controladas por medio del agua salobre y con

el uso de productos farmacéuticos antisépticos (Pervinox
crema y Merthiolate, solución).

En ocasiones el muestreo se efectuó en el

lugar de la captura por no contar con medios de transporte.



b) Metodologia descriptiva

La rutina de muestreo fue en todos los ca
sos similar:

- anestesia de los ejemplares con benzocaina

100 pp. o aturdimiento por golpe.

- determinación del largo total y estandard.

- determinación del peso total.
- corte de la cabeza con un alicate robusto.

- remoción de las gónadas, pesado y fijatión.

- extracción de la hipófisis y fijación.

b.1) Testiculo

Las muestras de los testículos, fijadas

en líquido de Bouin (Martoja y M; Pierson, 1970) por 24 hs

y conservadas en alcohol 709 fueron procesadas para obtener

cortes seriados de 5 Fm en parafina-cera de abejas. Se uti
lizó comocoloración general a la hematoxilina de Ehrlich 

eosina y al tricrómico de Masson (Martoja y M. Pierson, 1970).

Muestras de testículos fijadas en Bouin,

formol calcio o en solución de McManus-Baker, fueron proce

sadas para obtener cortes histológicos de congelación o en

parafina, según la técnica usada, con el objeto de detectar:

- colesterol y sus ésteres: (S) métodode Shultz

- fosfolipidos: (SB) método de Mc Manus-Baker

- glicosaminoglicanos ácidos: (AB) alcian blue pH 2,5

- glicosaminoglicanos neutros: (PAS) ácido periódico de
Schiff.



- proteinas: (MA)mercurio-azul de bromofenol

- ácidos nucleicos: (E) técnica de binardson

'- tejido conectivo y músculo liso: tricrómico de Cajal

Gallego.(Martoja y Martoja Pierson, 1970; Troyer, 1980; Loc

quin y Langeron, 1985; Pearse, 1985).

Las observaciones se efectuaron al micros

copio óptico realicando mediciones de los tamaños celulares,
por medio de un ocular micrométrico. Para el reconocimiento

de los distintos elementos de la serie espermática, se con

sideraron las caracteristicas nucleares y citoplasmáticas

que se suelen señalar al respecto.
Cortes histológicos de S‘pm, teñidos con

hematoxilina-eosina, fueron examinados a 400 aumentos. Se

han medido las áreas ocupadas por los cistos que respecti

vamenteencierran los diferentes elementos celulares de la

espermatogénesis y el área ocupada por el tejido intersti

Cial. Se registró además el número de células de Leydig y

la densidad de espermatozoides en el lúmen lobular. Estas

mediciones,efectuadas usando ejemplares de distintas mues

tras mensuales, se realizaron proyectando la imagen micros

cópica con una cámara clara sobre la placa magnética de un

sistema de medición Kontron MOP3Zeiss (facilitado por la

CQNEA).Los resultados fueron expresados en’pm2 y en por

centajes respecto de un área total de 89.000 pmá que fue
medida en 5 campos diferentes dentro de 1a zona central del

testículo de distintos cortes tomadosal azar. Esta cantidad

fue considerada suficientemente representativa.
Se efectuaron recuentos del número de célu



las de Leydig presentes dentro de un reticulo micrométrico

de 625 sz, con el fin de obtener una estimación del volu
mende estas células en distintos periodos del año. Las ob

servaciones se efectuaron teniendo en cuenta veinte campos

microscópicos diferentes por muestra; al respecto hemos

cuidado que el reticulo abarcase zonas con solo células de

Leydig. Se calculó el área a 625 Fmg/NQde celulas uti
lizándola como estimador del volúmen.

Las tres clases de espermatogonias (SPGA,
B y C) fueron contadas en cinco lóbulos espermáticos de ta

mañocomparable entre si (a 400 x) en los distintos ejemplares.

Una estimación de la cantidad de espermato

zoides (SPZ) que llenan la luz de los conductos eferentes y

los lóbulos espermáticos fue obtenida mediante el examen de

las muestras mensuales, utilizando una escala objetiva:

0: vacio - 25% ocupado por SPZ; 1: 25-50% ; 2: 50-75%; 3:

75-100%. En función de su diámetro, los lóbulos espermáti

cos se reconocieron como: pequeños, 0; medianos, 1; grandes,
2.

El indice gonadosomático (IGS) fue obteni
. WG .

do mediante la relación- IGS WT_WG 100

donde HG- peso de la gónada y WT= peso total del ejemplar.

Los resultados fueron estadísticamente con

trolados mediante Anova. (Sokal y Rohlf, 1969)t



A.3 RESULTADOS

a) Material biológico

De los 777 ejemplares capturados entre 1983

1988, 402 han sido hembras (52%), 365 machos (47%) y 10 juve

niles, lo que Sugiere que la proporción de sexos, de la po

blación estudiada de H.m.malabaricus es de aproximadamente

50:50.

Las tallas de los ejemplares han oscilado

entre 315 mmy 635 mmde largo total. correspondiendo un

promedio de'456,5 mma las hembras y de 461,9 mma los ma

chos. Los pesos corporales se han registrado entre 400 g y

3350 g, correspondiendo un promedio de 1259,7 g a las hem

bras y de 1322,9 g a los machos. Se ha comprobado que ambos

parámetros correlacionan, relacionados por una función poten
L1,34cial W- 56,12 con un r a 0,96 para los machos y

“,33,w a 59,52 r - 0,95 para las hembras.

b) Testiculo

b.1) Anatomia externa:

Son órganos pares, ubicados a ambos lados

de la vejiga natatoria, ocupando toda la longitud de la ca
vidad general del cuerpo (fig. 1). El aspecto es filiforme,

de bordes lisos y no refleja variaciones relacionadas con

el ciclo anuo, El diámetro de cada testículo es uniforme

(1-3 mm)salvo a la altura de la constricción que divide la

vejiga natatoria, área en la que se engrosa notablemente.



Hg. 1: a) Esquemade la posición de loa testiculoa en la cavidad genere!
del cuerpo. Todo. loa órganoa que los recubran han aldo renovldoa. Vlata
ventral. b) Corte tranaveraal de un ejemplar nacho. left Artarla Teatlca
lar (AT); Ciegos pllfirlcoa (C); Ductua (d); Eetonaqo (Ea): Grasa (Or); H
gado (HM Papua Urogenltal (PU); ¡Mon l); Teaticulo (1)) Vejiga Nata
ria (VNH Vena Taaticnlar (VT): Dorsal g Derecha ® x Iaqulerdall.



La porción más cefálica del testículo se encuentra adosada

al tabique de la cavidad pericárdica, la más caudal en cam

bio penetra en la pared muscular en donde ambos testículos,

respectivamente, se unen con el conducto urinario, desembo

cando en la papila orogenital.

La superficie dorsal de la gónada se encuen

tra recubierta por abundante tejido adiposo, En la faz ven
tral, hacia la cavidad general del cuerpo, corren la arte

ria y la gran vena testicular (fig. 1).

b.2) Estructura microscópica:

La pared formada por la túnica albuginea

consta de una gruesa capa de tejido conectivo denso con fi

bras colágenas y vasos sanguíneos; el todo se encuentra

recubierto, externamente, por la serosa del peritoneo (fig.
2).

La organización del testículo es "lobular",

disponiéndose los lóbulos en forma radial al eje mayor del

órgano y anastomosándose en diferentes niveles, formando una

estructura intrincada. EStos lóbulos desembocanen "ductos
eferentes" dorsales, de disposición longitudinal (fig. 3).
Esta organización se mantiene desde el extremo proximal, va

riando solo el númerode ductos eferentes dorsales, que se
incrementa hacia las secciones más caudales. En el extremo dis

tal se pierde la disposición radial de los lóbulos, tornán

dose éstos longitudinales al eje mayordel testículo; a la

vez que los ductos eferentes se fusionan en conductos cada

vez mayores hasta que forman respectivamente un ducto defe
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Fig.v2t Corte tránsversál de testicuio. 32x, HB.F19. 3: Corte sngital de tg;
tículo. 150x, SH. F19. 4: Ducto eferente y lóbulos semlniferos, periodo reprg
ductivo. 400K, HE. Ref: Arterla testicular (A); Pared üeñtral del ducto efe
rento—%&)3pared dorsal del ducto eferente Kb); Dueto eferente (E); Grasa (G):
Interstlcio interlobular (I); Lbbulo seminifero (L); Túnica albuglnea (T); V3
na testicular (V); DorsglC) . ' l

26'



rente. Ambosductos deferentes se unen a los lados del con
ducto.urinario desembocandoen forma conjunta en la papila

urogenital.
kodeando a los lóbulos se encuentran una o

dos capas de células perilobulares y tejido conectivo. En

contacto con la membranabasal el análisis microscópico se

ñala células cistales (o de Sertoli), algunas de las cuales
forman las paredes de los lóbulos y ductos, mientras otras

constituyen los cistos en los que se verifica la espermato

génesis y sucesivamente 1a espermiogénesis (fig. 4).

El ducto deferente presenta epitelio plano
o cúbico con prolongaciones citoplasmáticas notables y, al me

nos en los periodos de actividad reproductiva, células glan
dulares.

Los espacios interlobulares son estrechos;

en los sitios donde se tocan tres o más lóbulos, los espa

cios se ensanchanpresentando capilares, fibrocitos, célu

las de Leydiq (fig. 4) y en ocasiones, según parece, haces
de músculo liso.

b.3) Citologla:

Las caracteristicas citológicas y meristi
cas de todos los elementos celulares se c0ndensan en la ta

bla 2.

- Espermatogonias tipo A (SPG A) (Fig. 5):

son las células germinales más voluminosas del testículo

(o: 12,96 Fm); de forma esferoidal, se encuentran aisladas

o en cistos formados por no más de 2 células y rodeados por
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Tabla 2: Caracteristicas citolóqicen de lo. ele-entes celulares del teltlculo.
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células cístales. El núcleo, central, ocupa gran parte de

su volumen; presentan un nucléolo, cromatina en gránulos,

carioplasma cromófobo y citoplasma poco cromófílo sin in

clusiones. Se suelen observar figuras mitóticas.

- Espermatogonias tipo B (SPG B) (Fig. S):

poseen caracteristicas similares a los SPGA, pero con diá

metro menor: 9,36 pm; presentan uno o dos nucléolos de 1,6

Pm.

- Espermatogonias tipo C (SPG C) (F19. S):
se encuentran en cistos multicelulares. Los limites no se

distinguen fácilmente. Núcleos con gránulos densos de cro

matina y nucléolo, semejantes a los del tipo B.

- Espermatocitos 1 (SPC 1) (Fig. 5): forman

grandes cistos con numerosas células. Los núcleos son ovales

o esféricos con la cromatina formando hilos grumosos y es re

lativamente fácil distinguir los distintos estadios de la
profase de la primera división meiótica.

—Bspermatocitos 2 (SPC 2) (Fig. 6): se en

cuentran formando grandes acúmulos celulares que se desta

can por poseer núcleos de menor volumen que los SPC 1 y cro

matina en cordones grumosos gruesos en varios estadios de

condensación. El carioplasma es basófilo.

_ Espermátidas (SPD) (fig. 6): 51 cito

plasma ¡g distingue con dificultad, por su cromofobia, ob

servándose sólo los núcleos. Estos son esféricos, densos,

intensamente basófilos, evidenciando una herradura de mate

rial nuclear más condensada de posición periférica. Su vo-
lumen se reduce condensándose el contenido durante la esper
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mioqénesis, en la que se observan distintos estaGÍOS. Antes

de la ruptura del cisto y la liberación de los espermato
zoides, éstos ya tienen su tamaño final.

- Espermatozoides (SPZ) (Fig. S): se en

cuentran libres en la luz de los lóbulos y conductos efe

rentes . Están constituidos por un núcleo intensamente ba

sófilo (cabeza) en el que se nota una zona más densa perifé

rica y, reSpectivamente, por el flagelo (cola).

- Atresias celulares (D) (Fig. 7): es nor
mal observar estadios de destrucción celular durante el ci

clo de la gametogénesis. En efecto, se aprecian núcleos pic

nóticos, con forma de medialuna, principalmente entre_los

SPC. El citoplasma presenta zonas basófilas y los contornos

celulares no están definidos. Es frecuente observar,además,

en un-mismo cisto, elementos de apariencia normal y elemen

tos en regresión.

- Células cistales o de Sertoli (C) (Fig. 5):

células epiteliales, de forma adaptada a su función, llenan

todos los intersticios del epitelio germinal y envuelven a

las células germinales. Sus núcleos, comprimidos por los

cistos presentan formas triangulares o planas y en zonas

libres se suelen presentar ovalados o planos. La cromatina

es granulada fina y homogénea; en ocasiones se observa un

nucléolo. En general basófilas, se detectan gránulos de fos

folipidos y de GAG'sácidos. Se encuentran rodeadas, hacia

el exterior del cisto, por material PAS+ que se interpreta

como una membrana basalr

- Células intersticiales o de Leydig (L)



(Fiq. 7): se ubican en pequeñas poblaciones celulares in

terlobulares. Denúcleo eliptico o esférico, presentan la

carioteca bien marcada, carioplasma basófilo finamente gra

nulado y es característico un nucléolo. bl citoplasma pre

senta zonas granuladas, ácidos nucleicos, sudanofilia débil,

gránulos proteicos y GAG'sácidos, pero es dificil definir
los limites celulares.

- Células perilobulares (P) (Fig. 6): ro

dean a los lóbulos espermáticos. Fusiformes, de citoplasma

escasamente distinguib e, se marcan por poseer depósitos

proteicos importantes, GAG'sácidos y fosfolipidos. Podrian

ser células mioides, musculares lisas o fibrocitos próximos

a una membrana basal muy densa.

- Células especiales de la túnica albugí

nea (E) (Fig. 8): distribuidas en la túnica albuginea, se

encuentran en mayor número cerca de los grandes vasos san

guíneos. be forma muy variada, presentan citoplasma muy

carqado de qránulos fosfolipidicos, siendo positiva la reag

ción para detectar tanto colesterol comosus ésteres y grá

nulos proteicos. Se presentan cromótobas a la tinción con

H-E, evidenciando solo gránulos refrinqentes.
bn las gónadas de algunos ejemplares esté

riles,capturados,hemos podido observar que las células de
Sertoli,hipertrofladas y de formacúbica alta, presentan
abundantes prolongaciones celulares y frecuentemente un nu

cléolo. La luz lobular, normalmente es pequeña; el tejido

interlobular muyabundante y con numerosas células de Ley

dig. Sin embargo, la apariencia externa de esos testículos
fue normal.



/

F19. 8: a) Células especiales de la túnlca albuglnea (f l. ZOOX,SB. b) Deta
lle 600 X, SB; Flg. 10: TesElculo del periodo de proliferación, lóbulos tad:
zados por SPG, presencia de SP2. GOOX,HE. Flg. 11: Testlculo del periodo de
preparación, lóbulos con SPGy SPC, abundantes figuras melbtlcas y mltbtlcas,
presencia de SPZ. ncnx, HE. Ref: Arterla testicular (A); Vena testiculár (V);
Túnlca albuginea (T); Células especiales (l ).
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b.4) Ciclo anuo testicular:

El análisis del área ocupada por los ele

mentos celulares de la espermatogénesls, permite detectar

diferencias signifíCativas (P < 0,05) relacionadas con el

ciclo anual, presentando cada elemento celular un patrón
particular.

Para este estudio el año ha sido subdivi

dido en quince periodos (en el texto entre paréntesis) con

el objeto de obtener una mejor comprensión del ciclo dado

que los meses de febrero, agosto y octubre presentan dife

rencias claves en sus dos quinCenas (Fig. 9).

- Las espermatogonias se encuentran durante

todo el año pero presentan tres fases sucesivas que expre

san un incremento numérico progresivo hasta octubre (12)

(Fiq. 9 A). La primera fase se extiende de enero a mayo (6),

la segunda de mayo a setiembre (11) y la tercera de setiem

bre a diciembre (15).

Las SPGA (Fig. 9B) presentan un ciclo de

proliferación de marzo a noviembre (14) manteniendose luego
en número reducido hasta marzo (4). Las SPG B ae mantienen

relativamente constantes entre abril (S) y noviembre (14)
sufriendo luego un crecimiento hasta marzo (4)

y un súbito descenso. Las SPCC poseen un caracter cíclico

marcado, ausentes entre julio (8) y agosto (10) , se in
crementan de manera marcada alcanzando el máximo en octubre

(13), decreciendo luego.

Comparando las figuras 9 a y b se obser

va que la primera fase corresponderia a una proliferación de

SPG B yFC que se verifica entre enero (1) y marzo (4). La
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segunda fase coincide con parte de la curva de prolifera

ción de los SPGA que, extendiéndose entre marzo (4) - octg

bre (13),se hace notoria entre abril (S) y setiembre (11).

La tercera fase corresponde a la formación de los SPGC

(Fig. 9 B) durante la cual alcanza su máximo(octubre (13)).

- Los SPC (Fig. 9 C) presentan marcada esta

cionalidad; ausentes durante los meses julio (8) - setiembre

(li), aparecen en la primera quincena de octubre (12) y con

sideramos que marcan el inicio de lameiosis.Loa valores

máximos se alcanzan en diciembre (15) para descender luego

paulatinamente.

—Las SPD (Fig. 9 D) evidencian la misma ca

racteristica que las SPCpero desfasadas en el tiempo, ya
que luego del periodo de ausencia (junio (7) - octubre (12)

se hacen presentes en la segunda quincena de octubre (13).

Luego de un rápido incremento se estabilizan de diciembre
(15) a abril (5) descendiendo entonces bruscamente.

- Los SP2 (Fig. 9 E), presentes durante todo

el año en el lumen lobular, evidencian un comportamiento

ciclico. A fines de octubre (13) y luego de haber atrave

sado una etapa de disminución (lO-13), se encuentra un va

lor minimoa partir del cual paulatinamente se alcanza un

máximoentre mayo (6) y la primera quincena de agosto (10).

No se han constatado diferencias entre

los valores de densidad de SP2 en el lumen testicular. ya

que salvo variaciones individuales no se expresan cambios

notables o significativos (Fig. 9 F).
Los extendidos de material testicular efec
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tuados en distintos meses, revelaron que los SPZ son siem

pre móviles.

- Las atresias celulares, observables en

los SPCy SPDtempranas, presentan variaciones cíclicas

(Fig. 9 G). Estas comienzan a observarse al iniciar la meio

sis (inicios de octubre (12)) y continúan hasta febrero (2)

presentándose en escasa cantidad; en la segunda quincena

de febrero (3) se incrementan y permanecen en elevada pro

porción durante marzo (4) y abril (5), decreciendo luego

hasta volver a desaparecer en julio (8).
- El intersticio testicular tambiénsufre

variaciones ciclicas de volumen (Fig. 9 H). Se reconocie

ron dos ondas sucesivas, la primera de abril (5)a octubre

(13) y la segunda desde este mes hasta abril (5) alcanzan
do su máximo en noviembre (14).

- Las células de Leydig mantienen el mismo

patrón que el intersticio, reflejando la existencia de dos

ondas sucesivas que expresan un incremento numérico (Fig.

9 I) que se encuentra precedido por una hipertrofia celular

(Fig. 9 J). La primer onda presentq un aumento muy pronunciado,

alcanzando el máximoen julio (8) y manteniéndose elevado

hasta la primera quincena de octubre (12); luego de un des

censo abrupto pero de poca magnitud se vuelve a incrementar

iniciándose la segunda onda con un minimo en abril (5) (Fig.
9 I).

El análisis histoquimico, efectuado a lo

largo del ciclo anuo señala que existirian diferencias es



tacionales en las células especiales de la túnica albuginea,

encontrando fosfolípidos, colesterol y sus ésteres desde

abril (S) hasta octubre (12) pero no durante la época re

productiva en noviembre (14).

En las células de Leydig la prueba de co

lesterol no ha dado resultado'y la cantidad de lípidos re
sulta escasa durante todo el año (tabla 2).

El análisis permite reconocer que la onda

mitótica de proliferación de SPGes considerable de abril

a setiembre. En la primera quincena de octubre se inicie

la meiosis produciéndose SPC; en la segunda quincena de oc

tubre se encuentran formadas las primeras SPDy en noviembre

se diferencian los SPZ. Cabe destacar al paralelismo que

existe entre las curvas de los SPC, SPDy SPZ durante el pe

riodo octubre-enero junto con el descenso proporcional de
las SPGindicando la formación sucesiva de los otros ele

mentos celulares.

La atresia cobra destacada importancia a

fines de febrero y principalmente en abril, mes en el que
se evidencia la disminución brusca de los SPC.

Las células de Leydig acompañan la onda de

proliferación de las SPGA.

Los procesos descriptos permiten subdivi

dir el ciclo testicular de H.m.malabaricusen cuatro perio
dos funcionales:

- Periodo reproductivo: desde la diferencia

ción de los SP2 a fines de octubre-noviembre hasta antes de
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iniciarse 1a atresíalnasiva, primera Quincena de febrero

(Fig. 4, 5 y 6).

—Periodos postrgproductivo o de regaración:

con atresia y sucesiva remoción de los SPC y SPD, desde 1a

2a. quincena de febrero hasta abril-maxo (Fig. 7).

- Periodo de proliferación: división mitó

tica de los SPC, culmina 1a remoción de los SPC y SPD, pro

liferación de las células de Leydig: ¿2¿¿l;m¿12_2_233¿22252

(Fig. 10).

—Periodo de preparación: 1a meiosis se ini

cia en 1a primera ouincena de octubre, hasta 1a diferencia

ción de los SPZ, fines de octubre-noviembre (Fig. 11).

El indice gonadosomático (IGS) permanece

constante a lo largo del ciclo anuo, no reflejando caracteris

ticas estacionales ya que los testículos no sufren variacio

nes de VOIUmenni de peso (Fig. 12).

Los ductos eferentes siempre contienen

SP2. Los lóbulos espermáticos se encuentran permanentemente

colmado; de SP2. La luz tubular sufre pequeñas variaciones

en marzo (3) y octubre (10) permaneciendo en general ensan

chadoa (Fig. 13).



ng]
(4)

[gl “3) (12) (5) (2) .
“F ' (2) \

(1.) “ (2) (Í) ] (21)

<rIT..__.— / "‘\ / \__\\
w ' . í ¿3:5

fli Ï‘“Ï\\Ï' :o.1
. L0

LUZ
LOB .

0

F19. 12: Peso testicular (HG) n Indice Gonado-Somático (IGS) registrado du
rante el año, entre paréntesis se indica el númerode animales considerados.
F19. 13: Grado de ropleslón dv los lf‘wïnfi rnmlnlfnros (A-WA)y de los con
ductos oferentes (o 0) y luz de los lóbuloa senlnlferos registrados du
rante el año.



A.4 DISCUSION

o) Estructura de los testículos:

Los testículos de H.m.malabarícus ocupan

toda la longitud de la cavidad_general del cuerpo. Presen

tan la mismaestructura en toda su extensión; los ductos

deterentes se unen con el conducto urinario desembocanoo

en 1a papila urcgenital.

Las espermatogonias se encuentran disper

sas por todo el perímetro lobular. junto a los clstos de

los distintos elementos de la serie espermática que al pa

recer se desarrollan in situ, liberando los SP2 al lumen

lobular. Estas características concuerdancon el tipo "lo

bular " de testículo, también denominado de "espermatogo

nias no restringidas" (Grier, 1980; Billard gt _¿, 1982)

que constituye el tipo testicular más difundido entre los

teleósteos, distribuido entre los Ostarioficeos, los Per
ciformes y Salmoniformes (Belsare, 1966; Nayyar y Sundara

raj, 1970; Nichols y Graham, 1972; Arriaga, 1981; Barbieri

_¿__l, 1981; Nagahama, 1983). En cambio el tipo testicular

denominado"tubular" o de "espermatogonias restringidas" se

encuentra en los Atheriniformes, estudiados, dentro de las
especies de nuestra ictiofauna, en el pejerrey (García Ro

meu, 1964), Platypoecilus maculatus (Russo y Pisanó, 1973)

y en Cnesterodon decemmaculatus (Molero y Pisanó, DNP); pre

sentan una ubicación apical de las SPGy en las etapas su

cesivas de la espermatogénesis los clstos van migrando ha
cia la zona de los conductos eferentes no existiendo una



estructura homólogaal lumen lobular. bn las especies vivi
paras , Platypoecilus y Cnesterodon, la espermiogénesis se
desarrolla íntimamente relacionada con las células de Ser

toli; los SP2 de cabeza elongada son depositados en el trac

to femenino dentro de espermatóforos.
Los conductos eferentes de H.m.malabaricus

son dorsales presentando la particularidad de poseer célu

las qerminales en su cara ventral, pero nunca en su cara

dorsal que está en contacto con la túnica albuginea. Entre
los teléosteos existen diferencias en la ubicación de los

conductos eferentes, los que pueden ser medulares como en

PleCOBtOMUS(Arriaga, 1981) o dorsales como en Geophagus

(Barbieri e; l, 1981) con las paredes tapizadas por célu

las germinales en el primer caso o por células epiteliales

en el segundo. La presencia de células germinales en una

cara sola de los eferentes de H.m.ma1¿baricus parece ser

una peculiaridad de la especie que quizás merezca la aten

ción en el estudio de la diferenciación sexual y la ontoge

nia de las gónadas.

b) Ciclo de la espermatogónenis:

Los tres tipos de espermatogonias en fi¿m.

malabaricus evidencian cada uno un comportamiento particu

lar. Las SPGC poseen el ciclo más marcado, correlacionado

(r - 0,84) con el ciclo de los SPC desde noviembre (14) a

junio (7). En efecto, en ese periodo las SPGC parecen di

ferenciarse produciendo SPChasta agotarse, desapare

ciendo en julio (8) - agosto (10). En el mes de OCCUbre
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(12-13), que corresponde al inicio de la nueva fase meió

tica, las curvas de SPGC y SPC se encuentran desfasadas

sugiriendo que la formación de SPC a partir de los SPGC es

lenta.

Las SPGB permanecen relativamente constan

tes en tanto que las SPGA fluctúan en forma contraria a

las SPGC durante todo el año (r =-0,81) salvo durante octu

bre (12-13) (r s 0,55).

La renovación de las SPG se origina a ex

pensas de las células basales (troncales) o "stem cells".

En H.m.malabaricus aún no se ha precisado si éstas corres

ponden a las SPG A o a las B debido al comportamiento que

ambas presentan. En función de las variaciones anuales y

su relación con otros tipos celulares parecería que pueden
desarrollarse dos mecanismosalternativos:

1) Considerando a las SPGA como células basales

(Fig. 14 a):

- Durante el periodo de proliferación (mayo (6)

setiembre (11)) las SPGA se dividen y crecen; sólo pocas

SPG A darían SPG B.

- En el periodo preparatorio: (octubre (12-13))

Las SPGA se dividen formando SPG B y éstas, multiplicándo

se rápidamente conforman cistos de SPGC, de forma tal que

las SPGB aparentan mantenerse constantes.

- Durante el periodo reproductivo: (noviembre

(14) - 1a. quincena de febrero (2)) Las SPGA disminuyen

de número debido a la incrementada producción de SPG B.

Conjuntamente se forman SPC C en gran cantidad que mantie
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Fig. 14: Modelos de renovación do las SPC. a) Modelo 1, b) Modelo 2. Ref: Mi
tosis (M); Crecimiento (C);-Autorenovación (CT); Las flechas indican la integ
sidad de la renovación en cada periodo. Explicación en el texto.



nen el elevado número de SPCcaracterístico de este periodo.

- Durante el periodo de reparación (2a. quincena de

febrero (3) - abrii (5))oLas SPGA se encuentran escasas a

causa de la formación de SPG B; comenzando la etapa de pro

liferación mitótica, en marzo (4L se detiene la formación

de SPG B y conjuntamente disminuye 1a formación de SPG C

a la vez que éstas continúan diferenciándose en SPChasta

desaparecer.
2) Considerando a las SPGB como células basales:

(Fig. 14 b):

- Durante el periodo de proliferación: (mayo

(6) - setiembre (11)).Las SPGB se dividen, renovándose y

produciendo SPGA que Sufren una fase de crecimiento, moti

vo por el cual las SPGB se mantienen constantes.

- Durante 1a preparación: (octubre (12-13))«Las

SPGA disminuyen, originando por sucesivas divisiones a las

SPG C. Las SPG B se mantienen constantes.

- Durante 1a reproducción: (noviembre (14) - 1a.

quincena de febrero (2))'Las SPGA disminuyen aceleradamente

ya que por divisiones sucesivas originan las SPGC. Las SPG

B Se dividen y por lo tanto aumentan de número.

—En el periodo de reparación: (2a. quincena de

febrero (3) - abril (5))'Las SPGB se dividen continuando en

aumentar su número. Las SPCA decrecen originando las últi

mas SPG C; en marzo (4) comienzan a formarse nuevamente las

SPG A a expensas de las SPG B. Las SPG C remanentes, origi

nan las últimas SP6 C.

La hipótesis de considerar a las SPCA co



mocélulas basales, está avalada por el hecho de encontrar

SPGcon las mismascaracteristicas morfológicas y meristi

cas en ejemplares indiferenciados sexualmente (45 dias de

edad) y en otros de un año, es decir durante la primera ma

duración sexual (tabla 3). Además, en varias especies se ha

aceptado que la célula de mayor tamaño, es decir la SPGA,

se encuentra asociada con las "stem cells" o células basa

les (Hagahama, 1983). La segunda hipótesis considera que

las SPGB se deben dividir permanentemente para mantener el

proceso de la espermatogenesis. A1 respecto Billard (1983),

en un estudio cuantitativo de este proceso, observó que las
"stem cells" deben dividirse más de una vez durante le

reproducción, para proveer el número de gonias capaces de

dar origen a la cantidad estimada de SPZ.
En H.m.malabaricus no se han observado cé

lulas germinales en ubicaciones extralobulares, por lo tan

to la proliferación dependeria de la presencia de estas cé

lulas en los lóbulos, proceso similar a lo que sucede en

otras eSpecies de teleósteos, ya sea de SPGrestringidas o

no restringidas (Grier, 1975, 1976¡ 1981; Rosen Runge, 1977;

Nagahama, 1983). Un caso diferente se ha observado en tru

chas, en Culaea inconstans y en Covessius plumbeus en los

que parte de la renovación de verifica por células germina

les primordiales interlobulares (Ahsan, 1966; Ruby y McMi

llan, 1975; Van den Hurk si 1, 1978).

La fase de proliferación mitótica ocupa un

largo periodo del año en H.m.ma1abaricus (de mayo a octubre

como minimo) y es denominada fase lenta o de división lenta



¡unmzmos (R en pm)

2' crzmuu .er uucuzo ff NUCLEOLC
’- . __ .__.

PÜS'IÍARVA (INDIFEREZNCIADA) 10’09 8,09 2,24

JUVENIL (MACHO) 1?,32 n,37 ?,24
15,92 10,49 2,72

ADULTO(MACHO) sra A 11,94 9,15 2,16
src a 9,44 6,32 1,5

Tabla 33 Dimensiones de la SPGen Juveniles y Adultos de fl. g. malabarlcus.



en COVessius plumbeus (Ahsan, 1966) y que según este autor

incluye la formación de los SPC 1. En H.m.malabarícus los

SPC 1 no parecen formarse rápidamente después de la proli

feración de los SPC-C, por lo tanto se encontrarian dentro

de la fase lenta.

La espermiogénesis se verifica dentro de
las células de Sertoli pero no se ha observado, al micros

copio óptico, que haya alguna asociación celular con estas
células. Los SPZ formados son liberados con el tamaño defi

nitivo al lumen lobular. El periodo desde ql que se verifica

la presencia de SPC 1 hasta la formación de SP2 en H.m.mala

baricus, abarca un mes concordando con las observaciones e

fectuadas en Salmo trutta fario (Billard, 1983) que determi

naron cuantitativamente que los SPGB se transforman en SP2

a lo largo de un mes. En Poecilidos el análisis por autora

diografia revela que la cronologia de la espermatogénesis

y la espermiogénesis lleva 21 dias desde el inicio de la
profase meiótica, hasta la diferenciación de los SPZ (De

Felice y Rasch, 1969);

H.m.malabaricu5, durante el periodo de re

paración, pierde la totalidad de los SPGC, SPC y SPDresi

duales. Por medio de la atresia celular son eliminados cis

tos que contienen estos elementos celulares. Concluida es

ta’limpieza" durqnte el mes de julio solo quedan SPGA y B

en la pared lobular. Ahsan (1966) emite la hipótesis que

los procesos de reabsorción de las células germinales serian

mecanismos de conservacion del ADNo previsiones para evitar

maduraciones prematuras. Independientemente de estas dos po
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sibilidades se podría concluir que representan mecanismos

para asegurar la formación ex novo de las gametas en cada

periodo.

La degeneración de los elementos residug

les se verifica,en mayor o menor grado, también en otras

especies; algunas de éstas no llegan a eliminar completa

mente todos los elementos como Plecostqmus cordovae (Arria

ga, 1981). otros, comoFundulus heteroclitus y Qegphagus

brasiliensis, presentan una actividad cíclica que no se in

terrumpe completamente; en efecto9 se encuentran siempre

todos los elementos germinales (Mathews, 1938; Barbieri gt

al, 1981). tn Salmo gairdneri, Covessius glumbeus y Culaea

inconstwns, luego de la remoción, guedan solo SPGA (Ahsen,

1966; Ruby y McMillan, 1970; Billard, 1983).

La eliminación del material residual se

verifica principalmente en relación con las células de Ser

toli,que en la etapa post-reproductiva poseen vesículas fa

gociticas en Plecostomus cordovae (Arriaga, 1981), áíimg 32¿¿g—

neri (Billard g; al, 1972; Van den Hurk si al, 1978), Salmo

trutta ¿3512 (Billard, 1983), Poecilia latipinna (Grier, 1975)
entre otras especies, revelándose comouna característica co

múndentro de los teleósteos (Nagahama, 1983). En la repara

ción colaboran macrófagos libres en el lumenlobular en ági

mgggirdneri, Plecostqmgs cordovae, Culaea inconstans (Billard,

y Takashima, 1983; Arriaga, 1981; Ruby y.Mc Millan, 1975) res

pectivamente, que fagocitan los SPZresiduales, tarea en la

que también actúa el epitelio de los ductos espermáticos de

Sagairdneri (Billard y Takashima, 1983). La reparación se



complementa con una lisis in situ de los SPZ dentrc de los

lóbulos espermáticos en galgo gairdneri (Billard y Takashi
ma, 1983).

En H.m.malabaricus la reparación se verí

fica removiendo todo el tejido que se encuentra en diferen

ciación, pero no se observa ni fagocitosis, ni lisis de los

SPZ como asi tampoco se han observado macrófagos libres en

el lumen lobular. En el periodo post-reproductivo (de repa

ración) y durante el de proliferación se ha constatado que

el nivel de SPZ permanece elevado e incluso es mayor que

durante el periodo reproductivo.

Una primera conclusión de estas observacio

nes qs que H.m.ma1abaricus no posee un mecanismo de elimina

ción de los SPZ residuales; los almacena hasta un momento

situado entre el final del periodo de proliferación y el ini

cio del periodo de preparación en el cual aparentemente son

evacuados. Una segunda conclusión es que parte de los ele

mentos inmaduros no se atresian y consiguen diferenciarse

en SPZ originando los altos niveles mencionados, en forma

similar a‘lo observado por Billard (1983) en S. trutta ¿g

gig en la que mientras queden SPGb, se siguen produciendo

SPZ.

Los SP2 obtenidos en macerados testicula

res de H.m.malabaricus a lo largo del año fueron siempre

móviles, evidencia de que no habian sufrido un deterioro

notorio durante su almacenamiento, aunque nada puede decir

se sobre su capacidad fecundante.
La presencia de SPZ todo el año, además de



ser una particularidad de la especie en estudio, determina

que los lóbulos espermáticos se encuentren permanentemente

distendidos; lo que no permitiría que se produjeran variacio
nes en el volumen testicular relacionadas con el ciclo anuo.

Este hecho, visible macroscópicamente, se corrobora con la

falta de variación del IGS ya señalada por Calvo g; ¿l (1966)

y que podria considerarse comootra caracteristica también

liqada a la escasa producción de semen de esta especie (Aze

vedo y Gomes, 1942; Pinto Paiva, 1972). Las caracteristicas

descriptas no son comunesentre los teleósteos, dado que ge

neralmente presentan variaciones de peso y de volumen refle

jadas en el IGS testicular (Mathews, 1938; Ahsan, 1966; Gar

cia Romeyy Cordero Funes, 1964; Nayyar y Sundararaj, 1970;

Ruby y Mc Millan, 1970; Van den Hurk e; al, 1978; Arriaga,

1981; Billard, l983,entre otros).

El tejido interlobular de H.m.ma1abaricus

sufre variaciones estacionales relacionadas con el número

y 1a hipertrofia de las células de Leydiq en función del

ciclo reproductivo. Se forman dos ondas sucesivas, siempre

precedidas por variaciones de volumen de las células de Ley

diq; la primera concuerda con el periodo de proliferación

en el que se forman por mitosis SPGA, la segunda coincide

en cambio con la etapa reproductiva. Estas evidencias, si

bien escasas, y a pesar de no haberse detectado la presencia

de colesterol y sus ésteres, indicarian que las células de

Leydig serian las productoras de andrógenos como en la mayo

ria de los teleósteos. Ln varias especies se ha observado

1a presencia de células de Leydig con variaciones de tamaño y
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número relacionadas con la reproducción, asi como la presen

cia de caracteristicas ultraestructurales relacionadas con

la sintesis de esteroides (reticulo endoplásmicoliso y mi

tocondrias con crestas tubulares) y presencia de enzimas

del ciclo esteroidogénico (Stanley EL al, 1965; Yaron, 1966;

Wiebe, 1969; Yamazaki y Donaldson, 1969; Takahashi e Iwasa

ki, 1973 a y b; Van den Hurk gt al, 1978; Arriaga, 1981; Ni

chols y Graham, 1972; Hiroi y Yamamoto, 1968; Gresik _t _l,

1973 a y b).

Las células especiales de la túnica albu

ginea de H.m.malabaricus poseedoras de gránulos lipidicos

y de colesterol, son un elemento hasta ahora no señalado

en el testículo de teleósteos y su función no puede ser
descifrada a la luz de nuestros actuales resultados. Como

única referencia relativamente comparable puede señalarse

que Van den Hurk gt ¿l (1978) han encontrado en S.gaírdneri

células no descriptas, con actividad paralela a las
células de Leydig pero con diferentes características celu

lares en el tejido conectivo que rodea al vas deferens.

En numerosos trabajos se cita como posibles

productoras de andróqenos a los "lobe boundary cells" (Mar

shall y Lofts, 1956; Ahsan, 1966; O'Halloran e Idler, 1970;

Joshi, 1980) aunque en varias especies se han considerado

estas células comohomólogasa las células de Sertoli (Ni

chols y Graham, 1972; Grier, 1975). En H.m.malabaricus los
cambios de forma de las células de Sertoli obedecerian a

cuestiones estéricas en tanto que las células perilobulares

no parecen presentar cambios estacionales que pudieran suge

rir un rol esteroidogénico.



B. OVOGENESIS

8.1 INTRODUCCION

El sistema reproductor femenino de teleós

teos es muyvariable en relación con las distintas modali

dades reproductivas. El ovario es un órgano par que se une

en el extremo más caudal antes de desembocar en la papila

urogenital; a veces, las dos gónadas, por fusión entre si

forman un ovario impar como en el caso de los viviparos. La

cavidad ováríca, que hasta el desove actúa comoreservorio

de los ovocitos ovulados, se continúa con un corto oviducto

(Nagahama, 1983).

La reproducción, en general, es ciclica y

de acuerdo con el patrón de desarrollo ovárico (Marza, 1938;

Wallace y Selman, 1981) se reconocen tres grupos: a) Ovarios

sincronos en los teleósteos que desovan una sola vez en la

vida. b) Ovarios sincronos por grupos: poseen por lo menos

dos poblaciones distintas de células germinales en diferen

tes estadios del desarrollo; este tipo, el más común, se en

cuentra en los teleósteos que desovan una vez al año en una

estación reproductiva breve. c) Ovarios asincronos que con

tienen ovocitos en todos los estadios del desarrollo, sin
presentar poblaciones dominantes, según se verifica en los

ejemplares que desovan en forma parcial a lo largo de la

temporada reproductiva.

La ovogénesis fue descripta en varias es

pecies de teleósteos dividiendo el proceso en estadios de a



cuerdo a criterios de tamaño, cantidad y distribución de

las inclusiones celulares, la morfología de los crOmosomas,

del núcleo y de los nucleolos (Yamamoto_¿ _l, 1965; Walla

ce y Selman, 1981; Nagahama, 1983). Por lo tanto el número y

las caracteristicas de los estadios varian entre las varias

especies y según los numerosos autores (Bara, i960; Ulrich,

1969; Gupta y Yamamoto, 1972; Shackley y King, 1977; Wallace

y Selman, 1981; Nagahama, 1983; Selman y Wallace, 1986; etc.).

En forma independiente del numero de estadios que han sido

señalados en distintas especies la ovogénesis presenta proce

sos comunes: una fase de/proliferación mitótica de las oogo

nias, un crecimiento primario de los ovocitos, una etapa de

formación de los alveolos corticales (o vitelogénesis endó

gena), una vitelogénesis exógena (Wallace, 1978; Bun Ng e

Idler, 1983) y, en ciertos casos, una vitelogénesis lipidi

1, 1965). Una etapa de maduración final oca (Yamamoto gt

nuclear, en que se completa la primera división meiótica,

seguida de una fase de hidratación y la subsiguiente ovula

ción (Nagahama, 1983; Goetz, 1983).

Los ovocitos en su desarrollo más temprano

se encuentran rodeados por células foliculares que más tar

diamente forman la capa de la granulosa; la capa de la teca

se forma en cambio a partir del tejido estromal (Nagahama,

1983). Con respecto a la función de las células de la gra

nulosa es de considerar el papel regulador que ejercen me
diante la secreción endócrina de esteroides. Numerosa evi

dencia experimental se ha recopilado sobre la sintesis indu

cida por gonadotrofinas de mediadores que producen la madurg



ción final, y de 178 estradiol que actúa sobre la síntesis

y secreción de la vitelogenina en el higado (Wallace y Sel

man, 1981). Se ha caracterizado,_primero en salmónidos y luego

en otras especies, a la 17 a 20(3 dihidroxi - 4 - pregnen 

3 —ona como el mediador que actúa sobre el ovocito (Suzuki

gt gl, 1981; Nagahama y Adachi, 1983; Nagahamasi gl, 1985)

en cuya sintesis intervienen células de la teca y de la gra

nulosa al igual que lo observado en la sintesis de 17(3 es

tradiol (Nagahama,1983; Fostier e; l, 1983).

Las membranas que rodean al ovocito de te

leósteos suelen ser varias y a menudose confunden debido

al uso de una terminología amplia (membrana ovocitaria, mem

brana vitelina, zona radiata, zona pelúcída, corion), Direc
tamente en contacto con el ovocito se encuentra una membrana

que por su apariencia estriada al microscopio óptico es gene

ralmente denominada"zona radiata", ultraestructuralmente se

ha observado que presenta poros por los cuales pasan microve

llosidades del ovocito y procesos de las foliculares (Nagaha

ma, 1983). Existen controversias sobre el origen de estas

membranas. En Higgocamgus erectus y en Syngnathus fuscus

asi comoen algunas otras especies, se cree que están forma

das por el ovocito (Wourms, 1976; Tesoriero,'l977; Dumonty

Brummett, 1980), clasificándolas comomembranasprimarias

(Anderson, 1967). Las células foliculares contribuirían a

formar ciertas zonas de algunas membranas compuestas por más

de una hoja como en Cynolebías sp. (Wourms y Sheldon, 1976)

siendo clasificada esa zona como una membrana secundaria. En

varias eSpecies estructuras gelatinosas, adhesivas y filamen
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tos coriónicos son sintetizados o bien proceden de la secre

ción apócrina de la; foliculares (Chacon, 1975i Wourmsy

Sheldon, 1976; Busson-Mabillot, 1977; Shelton, 1978; Dumont

y Brummet, 1980; Ohta, 1984; Matkovic _¿ _l, 1985; Cussac y

Maggese, 1986).

El micrcpilo es una abertura en la membrana

Vitelina del ovocito que permite el paso del espermatozoide

durante el proceso de fertilización, ya que éste carece de

acrosoma (Laale, 1980); determina el polo animal del huevo.

Conalgunas variaciones interespecificas, la abertura micro

pilar se continúa CCHuna estructura infundibular en el caso

de la existencia de un grueso corion gelatinoso (Shelton,

1978; Cussac y Magqese¡ 1986) o bien un adelgazamiento en

las envolturas secundarias delgadas (Dumont y Brummet, 1980;

Kobayashi y Yamamoto, 1981).

Calvo si ¿l (1966); Pinto Paiva (1972) y

Caranaschi 5; ¿l (1982) han efectuado las descripciones de

la ovogóneaia en H.m.malabaricus qua han sido sintetizadaa en

la tabla 1 y comentadas en la introducción general. Las eaca
laa de maduración ovárica alli vertidas se coupararán con los

presentes reaultadoa.

El objetivo de esta capitulo es analizar el

ciclo da la ovogénaaia an sus aspectos anatómicos y dinamicas.

8.2 MATERIAL Y METODOS

Muestras de ovarios y ovocitos sueltos

fueron fijados en Douiní Ancel-Vintemberger, baker o formol

5% (Martoja y M. Pierson, 1970). Luego de ser medidos y ca
racterizados macroscópicamente fueron procesados para estu

dios histológicos incluyéndolos en parafina-cera de abejas
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(Pf: 58-600C). Las secciones de 5 pm fuurcn coloreadas con

hematoxilina de Ehrlich-eosina (HE) y con el tricrómlco de

Masson (TM) (Martoja y M. Pierson, 1970). Los ovocitos con

plaquetas vitellnas, dificiles de cortar normalmente,fue

ron seccionados e 10 ym pincelando el taco con colodión an
tes de efectuar cada corte; luego,para Colorearlos se extra

jo el colodión con alcohol absoluto-eter antes de proceder

a desparafinarlo.
Se han empleado varias técnicas histoqui

micas para detectar:

- glicosaminoglicanos (UAG)neutros: (PAS) ácido perió
dico de Schiff.

—qlicosaminoqllcanos ácidos: (AB) alcian blue pH 2,5.

- proteinas: (MB)mercurio azul de bromofenol.

- fosfolipidos: (SB) negro b sudan.
—DNA/RNA:(VP) verde de metilo-pironina.

- ácidos nucleicos: (G) gallocianina-técnica de Binard

son (Troyer, 1980; Pearse, 1985).

0vocitos procedentes de hembras inyectadas

con suspensiones de hipófisis (9,5 hipófisis/kg), para indu

cir la maduración final y la ovulación, fueron fijados para

su examenmacroscópico e histológico acorde a la técnica ex

puesta. Muestras obtenidas por medio de canulación a través

de 1a papila urogenital fueron estudiadas bajo lupa transpa
rentando los ovocitos con solución clarificadora (ácido acé

tico 6%; glicerina 4%y sol. fisiológica 90%). Ovocitos ob

tenidos de la mismaforma fueron fijados en qlutaraldehido
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2,5% en buffer cacodilato 0,2 N (pH 7,3). Una vez deshidra

tados en un gradiente de acetona fueron enviados al servi

cio de Microscopía Electrónica de Barrido, Facultad de Odon

tologia (UBA),para su metalizado y posterior observación.

Se calculó el indice gonadosomático (IGS)

como:
HG

IGS - ' 100
WT - NG

donde WG= peso del ovario, WT= peso total del ejemplar.

Ovarios cortados en secciones transversales

gruesas (1 mm)fueron examinados bajo lupa (25 X) recontando

el númerode ovocitos en distintos estadios presentes asi

como los diámetros promedio de los mismos. Se ha calculado,

comoestimador del área ocupada por los distintos estadios

ovocitarios, la fracción del área total que corresponde a ca

da estadio (fracción de área a FA) como FA a Ak . (2::_1 Ak);l

para los K estadios presentes en cada muestra, donde Ak=
área calculada en pase al radio (r) de los ovocitos y al

número contado (N) AR: n'. r2 . N Utilizando para este
cálculo los algoritmos expresados.en un programa de computa
ción.

¡.3 RESULTADOS

Los ovarios de H.m.malabarícus, estructu

ras pares ubicadas en la pared interna dorsal del ejemplar,

ocupan por toda su longitud 1a cavidad general del cuerpo

fusionándose en su porción caudal en una zona muy cercana

a la papila urogenital. Poseen sección que oscila de trian
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guiar a redondeada, según la época del ciclo anuo y sufren

además variaciones, en su espesor, relacionadas con el esta
do de maduración.

Los folículos ováricos se encuentran recu

biertos por un epitelio que forma lamelas; éstas se introdu

cen en el lumen del OVario desde la zona ventral de la pared

donde se encuentran los grandes vasos sanguíneos (Fig. 16).

En función de sus características hemoscon

siderado oportuno clasificar el desarrollo ovocitario de fl¿m¿

malabaricus en nueve estadíos; por brevedad y comparación,

sus peculiaridades macro y microscópicas han sido consigna

das en las tablas.4 y 5, en tanto que la constitución histo

química de los elementos celulares se encuentra en la tabla

6.

a) Estudio al microscopio esterooscopico: Tabla 4, P19. 15

- Las ovogonins (OI) no son observables.

- ovocitos basófilos (OII): aparecen translúcidos y su

núcleo se observa por transparencia análoqamente a lo que

ocurre con los nucleolos. En los ovocitos de mayor volumen

se visualiza el núcleo vitelino y algunas vesículas cito
plasmáticas.

- ovocitos en vitelogénesis incipiente (OIII): presentan

numerosas vesículas vitelinas que ocupan gran parte del ci

toplasma dejando libre sólo una delgada franja periférica.

Por el aumento numérico de estas vesículas, el ovocito se

torna cada vez más opaco, hasta aparecer blanquecino a la

luz reflejada.



Tabla 4: Hxnmnna bajo aumvnto do los ovocitos.
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DLAMETRO(mm)

F19. 15: Desarrollo de la ovogénesis. Observación a bajo aumento¿g toto luz
transmitida. Ref: 0voc1tos transparentados (T); Corte a través de la ves cul.
germinal (2): Polo animal (*).
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—Ovocitos vireloqéuesis temprana (01V): son blancos

bajo luz reflejaoa ¿eroy e -a luz transmitida presentan una

zon más opaca oeonoa a granulos de vitelo que se encuentran

úbicaco; entre dos zonas más claras. Estas corresponden más

internamente a la ubicación del núcleo y del citoplaSma pe

rinucle¿: y más .3ternamente a la capa periférica que con
tiene las vesículas vltelinas.

u Ovocitos en vitelogénesls tardía (0V): sl bien se pre

sentan opacos bajo luz transmitida, su zona periférica apa
rece más clara. El núcleo en fresco es difícilmente obser

vable, sin embargoel uso de soluciones clarificadoras con

signa su posición central. Con luz reflejada el ovocito en
este estadio se muestra blanco amarillento.

- 0vocitos vltelados (CVI): son totalmente opacos bajo

luz transmitida y de color amarillo pálido con luz refleja

da. El núcleo continúa en su posición central, por lo menos

según lo demuestra el ovocito puesto en solución clarifica
dora.

- 0voc1t05 con vesícula germinal en migración (OVII): El

polo animal es distinguible por un espesamlento citoplasma

tlco blanco a 1a luz reflejada. Transparentando el ovocito

se verifica la posición excéntrica del núcleo, que se en

cuentra lateralizado hacia el polo animal.Se presentan car
gados de plaquetas vitelinas voluminosas que tornan la au

perficie ovocitaria granulada gruesa.
- 0voc1tos maduros(OVIII): presentan caracteristicas

semejantes a1 estadio anterior pero no se observa el núcleo

al efectuar el tranSparentado y las células follculares pue
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den removerse con facilidad por acción mecánica.

- 0vocitos ovulaoos (OIX): se encuentran libres en la ca

vidad ovárica, despojados de las células foliculares y de
ovocitos menosdesarrollados que habitualmente se ubican

en la periferia de los ovocitos VIII.

—Los ovocitos en estadios VI y VII que sufren atresia

se distinguen por ser amarillos translúcidos con zonas blan
cas distribuidas en distintos sectores del ovocito.

b) Observaciones con microscopia óptica: Table S, Figa. 16-29.

- Ovogonias (OI): aparecen aisladas o formando nidos que

se ubican en el epitelio de la lámina ovárica. presentan al

guna variación en el estado de la cromatina que puede apare

cer granulosa o resolverse en hebras cromosómicas o bien en

contrarse en mitosis. Con mayor frecuencia se encuentra la

cromatina con cromocentros adosados a la carioteca y un nu
cleolo central. Tabla 5, fig. 17.

Etapa de crecimiento primario:

- ovocitos basófilos (OII): tabla 5, figs. 18-19. En los

elementos menos voluminosos de este estadio, el núcleo pre

senta cromosomasplumulosos y basofilia citoplasmática, lo

que indica el inicio del periodo de crecimiento ovocitario

(fig. 18). La basofilia citoplasmática se debe a la presen

cia de gran cantidad de proteinas y de ácidos nucleicos.

Durante la mayor parte de este periodo de maduración se en

cuentran, ubicadas al azar, en el citoplasma, algunas vesi

culas con contenido proteico, lipidico y con GAGácidos,

que desaparecen al finalizar la fase de ovocito basófilo.
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Tabla 5: Cnracterístlcas mlcrñscópicnn do los vlvmnntos do la ovnqfinnsls.
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COLORANTE

us IA PA: AI VP GA

CITOPLASHA o o - ...‘. .7 . ...‘. .7

cxtov. PCRINUCLIAI - l . - _ . - 
VtSICULASVITELXNAS - - .. ...’. .J - 
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chuLAs TECALts o ' . - . - 

Tabla 6: Características histoquímicas de los ovocltos. Reacción a los distlg
tos colorantes: —(sin reaccion), ... (reacción fuerte). se detectaron cambios
en la coloración en los cstadlos OIl (1), OIII (P), OIV (3) y 0V (4).



La técnica histoquimica para fosfolipidos (N5) revela leve

positividad y se observa además gran cantidad de GAGácidos

citoplasmáticos. El núcleo vitelino, presente en las fases

finales de este estadio, reacciona sólo a la tinción para

proteinas (mercurio-azul de bromofenol). Tabla 6, fig. 19.

Etapa ce formación de los alvéolos corticales o Vitelogénesis

endógena:

- 0vocitos en vitelogénesis incipiente (OIII): (tabla 5,

fig. 20-22). En este estadio se reconocen tres etapas, que

corresponden a manifestacirnes sucesivas de la vitelogéne

sis endógena. Para obtener una definición más precisa hemos

considerado oportuno señalarlas como: 10) aparición de in

clusiones PAS+y ABven la periferia del ovocito (fig. 20),

20) formación de vesículas de 6,4 á 10 ym de diámetro, de
nominadosvesículas vitolinas (futuros alvéolos corticalos) en

la mismaubicación que las inclusiones y que presentan las

mismascaracteristicas tintoriales que éstas (fig. 20-21),
3Q) oCupación del citoplaSma por vesículas vitelinas a cau

sa de su paulatino aumento numérico, hasta colmar el ovoci

to (fig. 20-22). Alrededor del núcleo se diferencia una zo

na perinuclear con citoplaSma homogéneoy más basófilo que

el citoplasma remanente entre las vesículas.

Durante esta última etapa se acu

mulan qránulos que reaccionan positivamente a las técnicas

parq proteinas y fosfolipidos; inicialmente se ubican en la

periferia del ovocito, pero paulatinamente se colocan entre

las vesículas vitelinas de la región central. Estos gránu

los representarian la primera manifestación de la vitelo



rlq. 16: Corte transversal de ovario inmaduro las lunelns ováricas parten
del ¡rea ventral. 9x, H8. Fig. 17: Ovogonias (o I) aisladas y en nido. soox
HE. rig. 18: 0vocito basófilo temprano (o IIt), con crono-ones plunulndol.
soox, HE. riq. 19: 0vocito.ba¡6filo (O II). OOOX,un. rig. 20: 0vociton en
vitelognnaain incipiente (O III) grado 1 2, 3 y ovocito on vitelog‘nonil
tardía (o V). 200K, PAS.Ref: Arteria ov‘rica (A); Células folicui-reo (f):
"cubran. del ovocito (n): Núcleo vitolino (nv); Von. oviricn (V): Dorsal o
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génesis exóqena (fiq. 22). También en esta etapa comienza

la formación de la zona radiata que se enriquece de mate

rial GAGy proteico que se distribuye alrededor del ovoci

to. Durante este período las células tecales se discrimi

nan de la qranulosa y entre ambas puede reconocerse una

membrana basal PAS+.

Con respecto al estadío OII se verifica

una reducción de la basofilia del ovocito, debida en parte

quizás, a la dispersión del citoplasma impuesta por la pre
sencia de las vesículas vitelinas.

Etapa de vitelogénesis exógena:

- ovocitos en vitelogénesis temprana (OIV): (tablas 5-6,

fiq. 23)- Cuandolas vesículas vitelinas llegan a la zona

perinuclear son reemplazadas paulatinamente por gránulos

vitelinos; éste proceso acontece en sentido centrífugo. Estos

qránulos PAS+y AB- poseen elevado contenido fosfolipídico

y proteico. Externamente a la zona radiata se forma una ca

pa densa muy PAS+ y AB+ que denominamos "zona externa"

(fiq. 23 b); ambas zonas constituyen la membranadel ovoci
to.

- ovocitos en vitelogénesis tardía (0V): (tabla 5-6,
fig. 20 y 24). Durante este estadío los gránulos vitelinos

dan origen a las plaquetas vitelinas que conservan las mis
mas características histoquímicasa Debido al aumento de vo

lumendelvitelo y por lo tanto del ovocito, las vesículas

vitelinas adoptan una posición más periférica. Cabe señalar

que tanto el citoplasma periférico comoel perinuclear per

manecen libres de vitelo. Se encuentra formado el micropilo
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F19. 21: Ovocito en Viteloqénesia intlpiente (o Ill) grado 2. aoox, un.
Flg. 22! Ovaclto en Vitelogénessn incipiente grado 3 (O III 3). 3001, HA.
qu. 23: Ovacito en Vitelogéneals temprana (0 IV). 200x, HE. F19. 23’: DI
talle de O IV. JOOX,PAS. F19. 24: Ovoclto en vitologtnosls tardía (0 V).
125K, N5. Ref: Células foliculares (f)x Gránulon Vitellnon (qv)' Membrana
del oveclto (n)¡ Plaqueta: Vitelln-s (pv); Vcslculaa Vitelincl ¿vag Zona
externa (se); zona perlnuclear (zp)¡ Zona rndlata (Ir); Gr‘nuloo protólcol
( z' )¡ Micropilo (u). ‘
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en la membrana del ovocito.

- ovocito vitelado (OVI): (tabla S, fig. 25). La incor

poración de vitelo se refleja en el aumento del volúmen o

vocitario. El núcleo (o vesícula qerminal) se encuentra en

el centro del ovocito, mientras que la zona perinuclear

se reduce considerablemente debido a la compresión por el

vitelo. El citoplasma más periférico, rico en plaquetas vi

telinas de pequeño volumen, contiene además una mono o bica

pa de vesículas vitelinas (fig. 25). Las células de la gra

nulosa y las de la teca son planas con citoplasma cromófilo

y núcleos densos.

Etapa de maduración final:

- 0vocito con vesícula qerminal en migración (OVII): (ta

bla 6, fig. 26)' La vesícula qerminal, durante este estadío,

sufre una translación hasta ubicarse en la periferia del po

lo animal en el que se concentra la mayor cantidad de cito

plasma. El componente citoplaSmátíco remanente se encuentra

distribuido entre las plaquetas vitelinas y forma ademásuna

delqada banda alrededor del ovocito. Adosados a la membrana

celular se encuentran los alveolos corticales con contenido

basófilo denso de GAGácidos. En el vitelo la positividad

a la reacción PASdecrece(tabla 6, fig. 26); se evidencia

además un importante cambio en las células de la granuiosa

que presentan citoplasma claro, granulado y núcleo granulo

so (fig. 28 b).

- ovocito maduro (OVIII): (tabla 5, fig. 27-28)‘ Se veri

fica la ruptura de 1a vesícula germinal, confundiéndose su

contenido con el citOplasma del casquete animal. Esta zona
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.Elg. 25: Ovocito Vltdlado (o VI). 803, Aa. rlg. 26: Migración da la vaalcala
gernlnal (o VII). 50X,Hs. Flï. 26': Detalle de la pariferla dal o VII. 500!OVIPAS. Flg. 21: Ovaclto maduro II). 80x, Hs. Flg. 28: Detalla del o VIII
polo animal. asox, HE; Flg. 28': Detalla de la perlfarla dal 0 VIII. aoox,
HE: F19. 29: Ovocitos en atresla (D). zoox, HE. P19. 29°: Pollenlo desovado
(r). 200x RE. Ref: Alvéoloq cortlcales (ac); Cltoplasma periférico engrosa
do (c): Cllula nlcropllar (cm); Células folicularea (f); Célula: de la gra
nuloaa (7); nenbrana dal ovocito (a): Plaqueta: vitallnal (pv); Cólulaa de
la teca t Í Polo animal (pa); mlcropllo (u): vesículas vitallnaa (vv); Zona externa no); Zona radlata (ar).

71



de citoplasma en forma de casquete presenta mayor concentra

ción de fosfolipídos y de proteínas, presumiblemente debido

a la condenSación citoplasmática. A nivel del micropilo se

observa una célula micropilar voluminosa diferenciada de

la capa de la qranulosa folicular; su cuerpo celular forma

una proyección que alcanza la superficie del ovocito. En la

zona radiata, que se encuentra muyespesada en el área supe

rior del casquete animal, se forma el infundibulo en el que

se aloja la célula micropilar (figs. 27 y 28.a).

Ovulación:

- 0vocito ovulado (OIX): libre de células foliculares,

guarda las mismascaracteristicas del estadio anterior, pero

su volumen es mayor.

En los ovarios examinados se ha encontrado

un númeroconsiderable de ovocitos en atresia (fig. 29 b),
con alteraciones marcadas comoson la invasión del cito

plasma por células probablemente fcliculares y fusión de pla

quetas vitelinas, lo que da origen a una masa amorfa. Eh los

ovarios en los que recién se produjo la ovulación se encuen

tran además foliculos vacios formados por células cúbicas

(fiq. 29 a).

c) Observaciónes con microscopio electrónico de barrido:

- 0vocito con la vesicula germinal en migración (OVII):

Los ovocitos en una etapa temprana de la maduración final pre

sentan un ordenamiento en forma de cono, primero en las pla

quetas vitelinas situadas entre la vesicula qermínal y la

periferia micropilar (fig. 30) y, conforme avanza la migra
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ción de la vesícula qerminal, en el citoplasma submicropi

lar (fiq. 31). Entre las plaquetas vitelinas se observa la

presencia de citoplasma y delgadas proyecciones que conec

tan a éste con los poros de la carioteca.

- ovocito maduro (OVIII): Alcanzada la periferia, la ve

sícula germinal se desintegra y su contenido se confunde con

la capa de citoplasma, más espesa, de la zona micropilar.

Se observa menor cantidad de citoplasma entre las plaquetas
vitelinas.

Rodean al ovocito dos capas de células fo

liculares, la interna o granulosa se presenta comoun epite

lio plano en el que sobresalen solo los núcleos (fig. 32).

La segunda capa, la teca, también es unuepitelio plano que

forma una trama más enqrosada sobre la primera (fig. 33).

Entre el ovocito y las células foliculares

se extienden prolongaciones citoplasmáticas de ambosque a

traviesan los canales de la membranaovocitaria (figs 34 y 35).

No se han detectado capas diferentes en esta membranaen los

cortes transversales pero la superficie externa, plana con
las perforaciones netas (fig. 36), es claramente distinta
de 1a interna, donde los canales se continúan con suaves on

dulaciones (fiq. 35).

Previo a la ovulación las proyecciones cito

plasmáticas del ovocito y de la granulosa parecen desprender

se comoparte de la'haduración folicular" (fig. 36).

- ovocito ovulado (01X): El ovocito ovulado presenta so

bre la membranaovocitaria material finamente granulado que

reviste los canales de la zona radiata (fig. 37), imagen to

talmente diferente de la observada durante la etapa de madu
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F19. 30: 0voc1to VII vesícula qerminal (VG) lateralizada, nótese el ordenamiqg
to de las plaquetas vitelinas desde la periferia hacia la vesícula germinal
(*). MEB70X. F19. 31: 0voc1to VII, vesícula germinal periférica, citoplasma
acumulado bano el polo animal (c). MEB300X. F19. 32: 0voc1to VIII, células de
la granulosa (g). MEB700X. Fig. 33: Ovoclto VIII, célúlas de la teca (t) cu
briendo las de la granulosa (g). M88700X. Escala 100 pm.
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F19, 342 0voc1to VIII proyecciones de la granulosa (*). MEB1ooox. F19. 35:
Cvoclto VIII, proyeCc ones dol ovociro (*), membranadel ovoclto vista inte;
na. MEB3ooox. P19. 36: 0v0c1to VIII membrana del ovocito vista externa. MBB
3000x. Fig. 37: 0voc1to 1x, vista de] polo animal, micropllo (u), superficie
de la membrana del ovoclto luego de la ovulación. MEB700X. Ref: citoplasma

Ncortical (c); Celulas follculares (f); membranadel ovoclto (m); poros cana
les (l ). '



ración folicular xfiq. 361 4a zona del micropilo, infun

dibuliformev presenta la superfic1e muyirregular y dis

tinta de la superficie oe la membranadel ovocito (fig. 37).

d) Ciclo ovárico:

El análisis del área ocupada por cada es

tadio de la ovogénesis. relativo al total contado por ova

rio, o fracción de área (FA), permite aproximarse a la diná

mica de la ovogénesis. Considerando las medianas mensuales

se ha observado que: los ovocitos basófilos (OII) (fig. 38),

presentes durante todo el año, evidencian un ciclo con va

lores elevados entre abril-julio y un minimoen noviembre.

Los ovocitos que se encuentran formando las vesículas corti

cales (OIII) (fio. 38) presentan caracteristicas semejantes
a las anteriores, con valores relativamente elevados entre

mayo-agosto y el minimo en noviembre. Los ovocitos en Vite

logénesis temprana (OIV) (fiq. 39), estando presentes duran

te todo el año, manifiestan un caracter cíclico con valores

elevados entre marzo-abril que luego descienden para, desde

julio, estabilizarse por el resto del año.
Con el estadio de vitelogénesis tardía

(0V) (fig. 39) se inicia una fase marcadamenteestacional

que también se registra en los estadios sucesivos; los 0V

luego de un periodo de ausencia (mayo-julio) se incrementan

progresivamente presentando el valor máximoen febrero. Los

ovocitos Vitelados (OVI) (Fig. 40) se encuentran presentes
solo de octubre a marzo con el máximoen enero. Los ovocitos

en maduración final (OVII) (fig. 40) se encuentran entre los
meses de octubre a febrero con el máximo en noviembre.
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F19. 381 FrPccion de-area ocupada pon OII (&--o) y OIII (A—-A). Las líneas 12
dlcan las deianas mensuares. Entre paréntesis se indica el númerode ejempla
res considerados. Fig. 39x Fracción do area ocupada por OIV (*--‘) y 0V
F19. 40: Fracclon dc area ocupada por OVI (o- o) y OVII US—qA).F19. 41s Por
centaje del area Ocupada por OI (rr 4) y OIIt (AN-A).



Recuentos efectuados en cortes histológi

cos han revelado que entre mayo y diciembre se observan ovo

qonias y ovocitos basófilos tempranos en cantidades relati
vamenteestables (fig. 41).

El peso ovárico y el indice gonadosomático

(IGS) presentan un comportamiento paralelo y evidencian el

caracter ciclico de la reproducción en H.m.malabaricus (fig.

42). No obstante este caracter,se observa gran proporción

de ejemplares con pesos e IGS bajos durante todo el año que

reducen los valores de la mediana. En ella se manifiestan

solo pequeñas diferencias estacionales. Entre marzo y mayose

superponen las curvas de las medianas y máximas mensuales mar

cando un periodo homogéneo; desde mayo se comienzan a incrementa

tar levemente hasta el mes de setiembre a partir del cual se

desencadena un crecimiento rápido, acentuandose la heterogenei
dad de la población. Presenta un máximoen noviembre-diciembre

y un descenso progresivo en los tres meses siguientes.

El análisis conjunto de las variaciones en

cada elemento celular y el IGS permite visualizar algunas

correspondencias en el ciclo ovárico (fig. 43):

El inicio del crecimiento del IGS (mayo)

concuerda con niveles altos de OII y OIII (previtelogénicos),

eSCasos OIVy ausencia de otros estadios de la ovogénesis,

caracterizando un periodo de crecimiento previtelogénicoi ma

yo-julio.
Desde julio se comienzan a encontrar 0V ca

racterizando el inicio de la vitelogénesis: julio-setiembre.
Desde agosto se observan algunos OVI que se hacen más nume
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F19. 42: Indice Gonadu-snmático (IGS) durante el ciclo anuo. La linea llena
indica el máximomensual, la linea de trazos indica la mediana. Entre parén
tesis se indica el númnrodv ejemplares considerados.
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F19. 43: Variación mensual relativa dc los distintos elementos de la ovogénesls
y del IGS, el análisis conjunto permito subdividlr el ciclo en los períodos de
crecimiento primario y formación de los alvéolos cortlcales(1), vlteloqénesis
(2), Vitelogénesis activa (2‘), maduraclhn rlnnl (3) y reparación (4).
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rosos en octubre definiendo un periodo de vitologénesis ac

¿lïáz setiembre-octubre.
En octubre ya se encuentran OVII eviden

ciando que 1a maduración final se desarrolla entre octubre
febrero.

La sucesiva remoción de los estadios OVI

y 0V entre marzo-mayo marca el periodo de reparación.

La presencia de ejemplares con IGS diver

sos durante el periodo de maduración final sugiere una a

sincronia dentro de la población. La composición de los

distintos ovarios examinados, expresada en FPBCCiónde area

(fig.44) revela que hay un sucesivo reemplazo en los esta

dios dominantes conforme varia el IGS. Cada estadio sigue

un patrón particular. Los OII, OIII, OIVy 0V presentan

curvas 1/logaritmo desfasadas. Los OII presentan su máximo

con un IGS próximo a 0 y luego de un decrecimiento progresi

vo se estabilizan entre el IGS 1,5 al 8. Un comportamiento

paralelo se observa para los OIII. Los OIV, desfasados de

los anteriores se encuentran en ejemplares con IGS próximo

a 0 pero alcanzan valores máximos en IGS de 0,5, decrecen

luego y se estabilizan entre ICS: 2-8. Los 0V comienzan a

observarse en ejemplares con IGS= 0,5, poseen un máximo

con IGS- l y decrecen en forma continua. Los OVI ya son

observables en IGS= 0,5 pero encuentran su máximo en IGS- 3,

descendiendo, se estabilizan con valores bajos en IGS- 5-8.

Los OVII se hacen presentes con IGS= 3 y permanecen relativ

vamente estables.
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F19. 44: Fraccion dc area ocupada por los distintos estadios de la ovogehesis
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Se ha c0mprobado que existe una correla

ción positiva (r - 0,83) entre el diámetro de los ovocitos

más avanzados de cada ovario y el IGS (relacionados por una

función potencial) (fig. 45) que justifican las variaciones

registradas en la fracción de área de la figura 44.

El peso del ovario y el IGS (fig. 46) se

encuentran correlacionados (r = 0,94).

Los ovarios inmaduros que apenas presentan

ovocitos en vitelogénesis temprana corresponden a pesos de

entre 2 y 12 g con IGS de 0,5. Ovarios con indices de 0,5-3

presentan pesos de 7-98 g con ovocitos predominantemente

en vitelogénesis (ov-ov1); ovarios con IGS de 3 o mayores

presentan ovocitos en vitelogénesis avanzada y en madura

ción final correspondiendo a ovarios maduros.

Ovarios desovados colectados en la natura

leza o bien obtenidos por inducción hormonal presentan IGS

entre 0,5-5, más frecuentemente IGS c 3 con ovocitos OVII

ocupando más de un 40% de la gónada revelando un desove

parcial. Ovarios con IGS O,S-1,5 post-desovados solo reve

lan OVIpudiendo indicar un desove total.

La coloración del ovario, si bien es un

caracter subjetivo, constituye un indicador: los ovarios

inmaduros son blancos rosados en fresco y blancos después

de fijados en formol; al iniciarse la viteloqénesis se tor
nan amaríllentos y progresivamente el color se acerca al a

marillo naranja. Los ovarios sobremaduros con ovocitos en

atresia son de color ocre translúcido. Los ovarios luego del
desove son fláccidos color naranja sanguinolento.

La sección de los ovarios presenta cambios
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relacionados con e] qrado de madurez. Las hembras inmaduras

(IGS = 0,5) y las que se encuentran en vitelogénesis tempra

na (IGS n 1-1,5) poseen ovarios triangulares de 3 á 10 x 4 á

8 mm, los ovarios en Vitelogénesis temprana también suelen

ser de sección subtriangular con sus bordes redondeados y

diámetros de 7,5 á 10 x 6 á 12,5 mm. Los ovarios en vitelo

génesis más avanzada (IGS a 2-3) son de sección redondeada

y diámetro 9-15 mmen tanto que los ovarios maduros (IGS > 3L

también redondeadoslpresentan diámetros de 14-27 mm.

8.4 DISCUSION

Los teleósteos, grupo con una enorme diver

sidad, han desarrollado gran variedad de estrategias repro

ductivas. Dentro del espectro de posibilidades, Hoglias g.
malabaricus, si bien posee Caracteristicas comunesa otras

especies, también ofrece especificas peculiaridades.

Las ovogonias (OI) en H.m.malabaricus,

aisladas o en nidos, son células con escaso citoplasma,

núcleo voluminoso con uno o dos nucleolos a1 igualque lo

observado por Christiansen (1971) en Merlugcius hubbsi y

en otras especies por Nagahama(1983). Estas células resul

tan semejantes a las espermatogonias de la misma especie

y a las células de ejemplares indiferenciados (tablas2 y 3)

homólogo a lo encontrado en otras especies (Nagahama, 1983).

En cambio Wallace y Selman (1981), en P.heteroclitus recono

cen, con las caracteristicas antes detalladas, a los gxggi

¿gg en su fase más temprana de desarrollo es decir 1a "chro

matin nucleolar phase".
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La etapa sucesiva, de ovocito basofilo

(OII), en H,m.malabaricus se considera el inicio del creci

miento primario y presenta caracteristicas similares a las

señaladas para Scomoer (Bara, 1960), Pimelodus (Codinho g;

al, 1974), Barbus (A1 Dahamy Bhatti, 1979), Geophagus

(Barbieri g; al, 1981). Corresponden de acuerdo a lo seña

lado por Wallace y Selman (1981) a los ovocitos arrestados

en diplotene que presentan varios nucleolos (amplificación

de genes ribosomales) en el "perinucleolar stage".

En una etapa temprana de los OII de fi¿g.

malabaricus se evidencian cromosomas plumulados, en forma

semejante a lo indicado por Bara (i960) para Scomber, y en

conjunto con un incremento en la basofilia citoplasmática

relacionada con ARNcitoplasmático y proteinas lo que re

compone el cuadro observado por Calvo gt al (1968) en Eg

silichthys (Odontestngs) bonariensis.
bl núcleo Vitelino, en H m mal baricus, es

oscencialmente proteico; en T.tinca también se reconoce un

gran acúmulode proteinas que serviria para la multiplica

ción mitocondrial (Toury si el, 1977). bn varias especies

se reconoce una ultraestructura muyparticular vinculada

con los procesos de replicación de organelas y materiales

necesarios para la vitelogénesis (Beams y Kessel, 1973; Gu

raya, 1979; Wallace y Selman, 1981).

El periodo de vitelogénesis endógena (OIII)

de H.m.malabaricus se desarrolla según lo descripto para la

mayoria de las eSpecies icticolas verificándose asimismo

que las vesículas vitelinas se movilizarian para la forma

ción de los alveolos corticales según ya ha sido observado
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en otras especies (Anderson, 1968; Shackley y King, 1977;

Khoo, 1979; Wallace y Selman, 1981; Naqahama, 1983; Bun N9

e Idler, 1983; Selman_¿ _l, 1986). Estos alveolos cortica
les de teleósteos serian análogos a los gránulos corticales

de Invertebrados y otros Vertebrados que intervendrian en

los procesos de fertilización (Yamamoto,1964).

La etapa de viteiogénesis exógena en H m.

malabaricus se reconoce por la presencia de gránulos lipo

proteicos dispuestos en un comienzoperiféricamente (OIII,

3), luego de distribuyen en el interior del ovocito y for

mangránulos vitelinos. Estos en lo sucesivo darán origen

a las plaquetas que, según Nagahama(1983), en conjunto de

berian denominarse "glóbulos vitelinos". La secuencia des

cripta se verificaria en los teleósteos por la incorpora

ción de vitelogenina hepática (Bailey, 1957; Wallace, 1978)

por micropinocitosis y su posterior crecimiento por fusión

(Droller y Roth, 1966; Anderson, 1968; Ulrich, 1969; Gupta

y Yamamoto, 1972; Shackley y King, 1977).

La etapa de maduración ovocitaria en fi¿g.

malabaricus se verifica por la migración de la vesícula

germinal hacia el polo animal (OVII) y su posterior ruptu

ra que marca la reanudación de la méiosis (OVIII), análoga

mente a lo señalado por Goetz (1983) para otras especies.

En H.m.malabaricus, durante la migración

de la vesícula germinal parece permanecer conectada con el

citoplasma perinuclear y aparentemente hay un huso que trac

ciona al núcleo a la periferiá micropilar.

La fusión de las plaquetas vitelinas, que

es una de las caracteristicas de la maduraciónovocitaria,
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presenta una gama muyamplia de variabilidad entre las dis

tintas especies. H.m.malabaricus pertenece al grupo que no

presenta coalescencia vitelina en tanto que la mayoria de

las especies la presentan de manera total o parcial (Wallace

y Selman, 1981; Goetz, 1983).

Durante esta etapa de maduración del ovoci

to de H.m.malabaricus se verifica un cambio morfológico en

las células de la granulosa; en efecto, las células se pre

sentan más activas con citoplasma granulado, según Goetz
(1983) en P.heteroclitus este cuadro estaria relacionado con

la sintesis de un activador de la meioeis.

La membrana del ovocito de H¡m=malabaricus

posee una vzona radiata"; esta zona también recibe otras

denominaciones en otras especies (Nagahama, 1983) y es con

siderada como una membranaprimaria, producida por el 0vo

cito (Anderson, 1967). En H.m.ma1abaricus es 1a primera en

aparecer; de naturaleza glicoproteica, no difiere de la ya

descripta en otros grupos (Nagahama, 1983). Más externamen
te a esta zona radiata se encuentra una segunda capa también

qlicoproteica denominada"zona externa" que se podria consi

derar comouna diferenciación de la zona radiata y por lo

tanto parte de 1a membranaprimaria, o bien reconocer su o

rigen en las células de la granulosa en cuyo caso se la cla

sificaria como una membranasecundaria (Anderson, 1967). Es

ta última posibilidad resultaría más probable teniendo en

cuenta que se ccnstituye después de haberse formado la zona
radiata. Producida la ovulación la estructura de la zona ex

terna parecería cambiar, obturando los canales presentes

en el ovocito intrafolicular. Además,por su naturaleza gli



coproteica podria permitir la adhesividad que entre si pre

sentan los ovocitos desoyados, de modode formar la carac

teristica masa compacta del desove que observara Ramirez

(1963) en los nidos de H.m.malabaricu5.

Cabe señalar que en otras especies la for
mación de la membranaexterna a la zona radiata tiene di

verso origen. En trucha el ovocito presenta una delgada zo

na periférica, electrodensa al ME,que parece constituir

parte de la zona radiata (Hurley y Fisher, 1966); en cambio

el ovocito de Rhamdiapresenta un grueso corion gelatinoso

formado por destrucción de las células foliculares (Cussac

y Maggese, 1985)'también de naturaleza glicoproteica pero

con contenido lipidico, de modoanálogo a lo que se observa

en Cichlasoma (Busson Mabillot, 1977). En cuanto a H,m.ma

labaricus, por las caracteristicas ovocítarias señaladas,

el origen de la membranaexterna no ha podido ser todavia

aclarado y constituye en la actualidad un tema de análisis.

Aspectos dinámicos:

El tamaño de los ovocitos maduros de fi¿g.

malabaricus es de alrededor de 1,7 mm,considerado como
normal para los Cypriniformes (Battle, 1940; Freyre y Togo,

1967; Durand y Loubens, 1971; Long y Ballard, 1976) e in

termedio entre otros teleósteos. En efecto, los huevos de

Cymatogaster aggregata miden 0,3 mmen tanto que los de tru

cha alcanzan 5 mm,existiendo especies con ovocitos mayores

como 22352 marinus con 20 mm(Wallace y Selman, 1981).

Un aspecto relacionado con el tamaño final

de los ovocitos es el de la hidratación, como fase de la ovo
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génesis, que en H.m.malabaricus es de aproximadamente un

12%. Considerada poco importante, se encuentra acorde con

la condición de formar desoves demersos y que contrasta

con los huevos pelágicos (principalmente marinos) en los

cuales 1a hidratación adquiere mayor importancia, alcanzan

do un 60%en Testogolabeus adspersus (Wallace y Selman,

i981) y un 50% en Chanos chanos (Kuo y Nash, 1979).

Durante los periodos de vitelogénesis ac

tiva, maduración final y reparación se encuentran ejempla

res con IGS muydiversos que evidencian una gran asincronia

reproductiva en la población. Durante el periodo de repro

ducción se observan ovarios maduros y en maduración en pro

porciónes del 50%del total muestreado, sugiriendo que du

rante ese periodo hay un sucesivo reemplazo de los reproduc

tores los que desovarian, total o parcialmente, y luego de una

nueva fase de maduración entrarian nuevamente en reproducción.

Acorde a lo observado en esta misma especie por Pinto Paiva

(1572), los ejemplares maduranprogresivamente resultando

desoves parciales a intervalos de quince dias. Esta hipóte

sis es sostenida por la presencia de un estadio de post-de

sove o semidesovado (Calvo e; al, 1966; Caramaschi gt gl,
1982).

Los ovarios de H.m,malabaricus presentan

siempre ovocitos en estadios previtelogénicos (OII y OIII

1 y 2) y es común encontrar OIV, es decir en vitelogénesis

temprana. Los ovocitos 0V (vitelogénesis tardia) correspon

den al primer estadio discontinuo durante el ciclo anuo,

indicando que el "reclutamiento" se efectuaria durante esa

fase, coincidiendo con lo observado en arenques (Bowens y



Holliday, 1961). A partir del reclutamiento se encuentran

en ovarios con IGS ='2 (en vitelogénesis), poblaciones de

0V y OVI que son dominantes sobre los ovocitos menos desa

rrollados; esta condición se mantiene conforme aumenta el

IGS adquiriendo predominancia las poblaciones de OVII.

Los ovarios de HlmzmalabariCUs, durante

la reproducción, presentan-un grupo de ovocitos más desa

rrollados (VII) que son volumétricamente dominantes sobre

un acúmulo de estadios (OII, OIII,.OIV, 0V) que se mantie

nen ocupando un volumen reducido. Esta caracteristica los

ubica en el grupo de los "ovarios sincronos por grupos" que

habitualmente desovan en una temporada reproductiva breve

y que es común en la mayor parte de las especies de teléós

teos (Wallace y Selman, 1981). Las poblaciones de ovocitos

dominantes, denominadas"clutch", son perfectamente identi

ficables en los ovarios con IGS > 5, en los cuales dominan

los OVII; los ovarios con IGS i 3-5 presentan alguna mezcla

entre los OVII, OVI y 0V correspondiendo a ejemplares re

cientementa’desovados o que estan reiniciando la maduración.
La variedad de ciclos ováricos se hace e

vidente en los teleósteos refiriendo solo algunos ejemplos

que contrastan marcadamente con H.m.ma1abaricus. Barbus ¿gy

¿sus luego de un periodo postreproductivo en el cual una atre
sia activa remueve sucesivamente los ovocitos más maduros y

luego los inmaduros, presenta un estadio de arresto ovárico

con sólo OII (A1 Dahamy Bhatti, 1979). Algo similar sucede

en Chanos chanos, destacando también que coexisten du
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rante el periodo reproductivo ovarios maduros e inmaduros

dentro de la población a pesar de ser del tipo sincrono

(Kuo y Nash, 1979). En contraste Expriggs ggggig presenta

vitelogénesis durante casi todo el año y un rol muy impor

tante de la atresia en todos los periodos (Bienarz g; _¿,

1979). Por otra parte, FundulusEsteroclitus.con ovarios
asincronos, desova continuamente durante la temnxada re

productiva ovocitos que son "reclutados" en la fase de madu

ración final (Wallace y Selman, 1980 y 1981).

La tabla de maduración ovárica, que de este

trabajo resulta, se condensa en la tabla 1. Los estadios de

"previtelogénesis" y "vitelogénesis" coinciden con los de

"premaduración" y de "principio de maduración" de Calvo g;

_l_(1966) salvo en el IGS que en ambos estadios es menor en

nuestro estudio. El estadio "maduro"de Caramaschi g; al

(1982) es muyamplio, incluye a los estadios "maduro" y de

"maduración avanzada' de Calvo gt al (1966). A este último

corresponde el de "vitelogénesis" activa, definido en el

presente trabajo, a pesar de las diferencias en el IGS y
del periodo en el cual se lolenouentra. El estadio "maduro"

de Calvo gg al (1966), que fuera anticipado pero no descrip

to por estos autores, se encuentra ahora definido por el
estadio de "maduración final”. El estadio "semidesovado"

'coincide con los ya deScriptos, encontrando diferencias en

la presencia de OVII remanentes y en consecuencia IGS mayo

res; el periodo en el que se puede encontrar este estadio

ha sido ampliado a noviembre-marzo. En el estadio "deSovado"

hemos encontrado ovocitos IV a VI como dOminantes durante

toda 1a temporada reproductiva, evidenciando que también

91



hay ejemplares qu desovan toda Ia dotación de OVII ; lue

go aurante el período de reparación se reducen gradualmen

te los estadios más maduros hasta que queda una alta pro

porción de OIV. Los estadios equivaientes de "regresión

ovárica" (Calvo gs gl, 1966) y "desovados" (Caramaschi g;

si, 1982) son'ïelativamenté'equivalentespado qucel prime
ro se limita a una fracción de 1a etapa post-reproductiva.



C. LA HIPOFISIS COMO ORGANO REGULADOR

C.1 INTRODUCCION

La regulación de la actividad reproductiva

es ejercida por el sistema nervioso central, a través de

los órganos sensoriales, cerebro, hipotálamo, hipófisis y
finalmente las qónadas.

-Enlas distintas especies la actividad
hipofisaria es requlada por neurohormonasde origen hipote

lámico y por retroalimentación de las hormonas gonadales

exhibiendo un ciclo estacional que se evidencia en cambios

citológicos de la hipófisis (Van00rdt y Peute, 1983).

En general, en 1a hipófisis se reconocen

macro y microscópicamente, 1a neurohipóflsis (NH) y la ade

nohipófisis (AH). Entre los teleósteos se consideran dos

tipos estructurales principales: los Platibásicos, en los
que la NH, representada por el piso del infiundibulo, emite

procesos hacia la AHdiscoidal (85.: anguilas) y los Lepto

básicos, que poseen un tallo infundibular bien definido y una

AHglobular u ovoide (55.: salmbnidos). Es común, también,

que la adenohipófisis de los teleósteos presente tres áreas

con distintas células tróficas: "pro", "meso"y "meta" ade

nohipófisis (Pickford y Atz, 1957) o bien: Pars dístalis

rostral (PDR), gars dístalis prouimal (PDP) y pars interme

dig (PI) (Van 00rdt y Peute, 1983). La neurohipófisis posee

una extensa interrelación con las tres áreas suplantando el

sistema porta que normalmente existe en Vertebrados (Sage

y Bern, 197i).
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Las investigaciones inherentes a la hipó

fisis, han aparcado varios aspectos: la identificación his
tológica de las distintas células ttófíCñS, aspectos histo
fisiológicos liqados al ciclo anual y a perturbaciones expe

rimentales, asi comoaspectos inmunocitoqulmicos, seriamen

te limitados por la disponibilidad de hormonas homólogas

(Van Oordt y Peute, 1983) y finalmente los aspectos de la

regulación de la secreción de qonadotrofinas (Peter, 1983;

de Leeuw, 1985).

Adoptandocriterios citológicos tales como

granulación, reacción a Colorantes, naturaleza quimica, morfo

loqia y relativa ubicación topográfica en la hipófisis, se
pueden identificar distintos tipos celulares (Ball y Baker,

1969). Se reconocen: células prolactlnicas (fit o eritrosinó
filas) o paralactinicas, en la PDR;células adenocorticotro
fas ( 6 o células x) o corticotrofas ubicadas entre la PDR

rodeando la rama anterior de la neurohipófisis; células pro

ductoras de la hormona del crecimiento (cx o somatotropas)

o GHo STH, acidófilas de la PDP; células gonadotropas ((4 y

X ), basófilas de la zona ventral de 1a PUP, reconociéndo

se a veces un solo tipo (Sundararaj, 1959; Leatherland,

1969, 1970; Peute e; al, 1976) y otras veces dos tipos ce

lulares (Olivéreau y Ridgeway, 1962; Olivereay, 1963 a y b;

Cook y 0verbeeke,1972, Leatherland, 1972) según las espe
cies. También se reconocen variaciones funcionales que per

miten agrupar las células en basófilas granuladas,cisterna
les y degranuladas (Van Oordt y Peute, 1983); células ti

reotrofas ( á , TSH), basófilas de la PDP. En la PI se en

cuentran uno o dos tipos celulares y una gran cantidad de
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ramas de 1a neurohipóflsis cuyo rol fisiológico es proba

blemente melanoforotrófico (Ball y Baker, 1969).

La identificación de las células producto

ras de gonadotrofina ha sido llevada a cabo en distintas

especies icticolas mediante técnicas de diversa compleji

dad y exactitud. Sin embargo, el suborden Characoidei ha

sido escasamente estudiado en este campo; se cuenta en este

caso con 1a descripción de 1a adenohipófisis de Pseudocuri

¿gta ilberti, en base a caracteristicas tintoriales y a
la observación de cambios citolóqicos relacionados con el

ciclo sexual (Morriconi y Calvo, 1974).

En grupos emparentados como el suborden

Ciprinodei y el orden Siluriformes, se han efectuado exten
sas observaciones detectando "aumentos en la abundancia re

lativa de las células basófilas" de Carassius auratus (Ci

prinodei) (Munkittrick y Leatherland, 1984). En Heterog

neustes fossilis (Siluriformes) las células basófilas de
la PDPfueron caracterizadas como gonadotrofas (GTH)a tra

vés de su relación con el ciclo gonadal (Sundararaj, 1959,

1960) y con los cambios hipotalámicos (Viswanathan y Sunda

raraj 1974) asi comopor la respuesta a tratamientos hormo

nales y ovariectomia (Sundararaj y Goswami, 1968; Anand y

Sundararaj, 1975). En Clarias lazera (Siluriformes) las cé
lulas GTHfueron reconocidas a nivel ultraestructural a in

munocitoquimico(Peute gt al, 1984). Rhamdiahilarii (Silu

riformes) presenta un solo tipo de célula GTHcaracteriza

da morfológica, citológica y citoquimicamente, por varia
ciones funcionales que originan células granuladas (o no
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vacuoladas) y celulas vacuoladas (Val-Sella y Fava de Mora

es, 1979 a y b; Val-Sella y Sasso, 1980 a y b). Rhamdia ¿g

22 (Silutiformes) también presenta un solo tipo de célula

qonadotrófica y caracteristicas semejantes a R.hilarii

(Cussac y Maggese, 1984).

En los estudios de Nagahama y Peter (i982)

que se refieren a la sintesis de precursores de la gonado

trcfina (Gnh) se establece el papel que desempeñan las

grandes cisternas del reticulo endoplásmico rugoso (RER)

presentes en las caracteristicas células vacuoladas o cis

ternales. Estos mismosautores, mediante la destrucción

de áreas hipotalámicas, constatan el aumento de los niveles

séricos de Gnh, ac0mpañados por la presencia de numerosas

células degranuladas y por grandes dilataciones del RER.

Cisternas análogas se encuentran en ejemplares castrados

(Borq gt gl, 1985) y pueden observarse aún en las células

degranuladas (p no vacuoladasï, cisternas de pequeño tama

ño (Val Sella y Sasso, 1980 a y b).

C.2 MATERIAL Y METODOS

Hipófisis de ejemplares de ambos sexos de

H.m.malabaricus, colectados en forma periódica entre 1984

y 1988, fueron procesados para microscopía óptica, con el

fin de reconocer los tipos celulares y detectar las even

tuales variaciones histológicas relacionadas con el ciclo
reproductivo.

Las glándulas fueron extraidas separando

la DÓVedacraneana y removiendo el cerebro; han sido fija



das en liquido de Bouin por 12-24 horas, deshidratadas, a

claradas en xilol o cloroformo e incluidas en parafina-ce

ra de abejas. Los cortes sagitales y seriados de S'Pm fue
ron coloreados con:

1. Hematoxilina de Ehrlich - eosina (HE) (Locquin y

Lageron, 1985)

2. Paraldehldo-fucsina de Elftman (mezcla de Gomori)

(AF) (Halmi, 1952)

3, AB — PAS - OG (APO) (Gabe, 1968)

b o Alcian blue pH 2,5 (AB) (Pearse, 1985)

APS (PAS) (Pearse, 1985)LF o

O" o Orange G (OG)

Se usaron des colóraciones 2 y 3 de uso

corriente para teñir cortes de hipófisis fijadas en Bouin

o en Bouin-Hollande, dado que las células conocidas como

qonadotrofas son basófilas, PASo (por su contenido glico

proteico) y con cantidad variable de gránulos AB6’ AF o

(reacción con grupos ácidos expuestos luego de una oxida

ción fuerte) (Sokol, 1961; olivereau, 1967; Ball y Baker,

1969; Van Oordt y Peute, 1983; Farbridqe gt al, 1985).
Conel fin de caracterizar las variaciones

en las presuntas células qonadotrofas, se procedió al con

teo de las células presentes en 1a PDP, es decir de las

basófilas AB0 y PAS+, considerando los tres estadios fun

cionales: células densamentegranuladas, cisternales y es

casamente granuladas (en conjunto con las cromófobas) y de las

células OG+. Se tomó comocriterio contar la franja ven

tral de la PDPpara evitar incluir las basófilas dorsales



de función probablemente tireotrofa, de acuerdo a lo ob

servado en otras especies (Van 00rdt. y Peute, 1983; Far

bridge g; al, 1985). Ademásno se c0nsideró 1a franja pe

riférica ya que en ella se encuentran células más intensa

mente teñidas. Se eligieron, con aumentos bajos (100 x),

zonas que tuvieran predOminio de células basófilas y con

aumento de 1250 X (utilizado para los reCuentos) se co

rrigió la ubicación para evitar los vasos sanquineos. En

cada corte se contó el númerode células de cada tipo,

presentes en un campode 10.000 pmz, repitiendo el conteo

en 10 camposen distintos cortes elegidos al azar, expre

sando los resultados en porcentajes.
En el caso de los machos los resultados

fueron agrupados de acuerdo con el periodo del ciclo anuo

previamente determinado: Proliferación, inicial (mayo-junio)

y final (agosto-setiembre); Preparación (primera quincena

de octubre); Reproducción, inicial (segunda quincena de oc

tubre) y plena reproducción (noviembre-diciembre); Repara

ción (segunda quincena de febrero-abril).

En el caso de las hembras, los resultados

fueron agrupados de acuerdo con el estado de maduración del

ovario: Previtelogénesis (ovarios hasta 10 g), Vitelogéne

sis (ovarios hasta 50 g, sin OVII), Maduración final (ovarios

con OVJI) y Desovados.

En ambos casos se efectuaron tests de Anova

para detectar diferencias significativas entre los disttn
tos periodos y análisis de correlación respecto del IGS y

diferentes elementos celulares claves (Sokal y Rohlf, 1969).
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G.3 RESULTADOS

a) Anatomia

La hipófisís de H.m.malabaricus es de for

ma aproximadamente oval; su peso, en ejemplares entre 1000

y 2500 g, oscila entre los 7 y 16 mg, con un promedio de

11,61 mg. Ubicada debajo de la porción hipotalámica del ce

rebro, se aloja en una foseta del piso de 1a bóveda cranea

na. Se encuentra conectada con el hipotálamo por un corto

tallo pituitario, a través del cual penetran los filetes
nerviosos de 1a neurohipófisis y los vasos sanguíneos (fig.
47).

La neurohipófisis, en contacto con la ade

nohipófisis, se ramifica principalmente a nivel de la 2353

intermedia. La adenohipófisis presenta tres zonas diferen

tes denominadaspor su similitud con las de otoos teleóste

os, pars distalis rostral (PDR),pars distalis proximal

(PDP) y pars intermedia (PI) (fig. 47), de acuerdo a la no

menclatura de Gorbman (i965, en Ball y Baker, 1969).

La membranaque recubre la hipófisis es

monoo bicelular plana. Por debajo de la misma se ubican

células tróficas y una conspicua red de capilares que de

termina una irrigación muyprofusa.
Los resultados de las diferentes tinciones

y las dimensiones celulares se condensan en la tabla 7.

- La Pars distalis rostral (PDR), fig. 48,
tabla 7, presenta células debilmente teñidas por el orange

G (probablemente correspondan a las células A1 ), dispuestas
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CELULA- BASOFILA ACIÚOFILA CULORANTE FORMA

PORCION _ FAS AB AF/UG OG
Ñ ü

,1 -PDR (qro) (oro) 0* o CILINDRICA

¿ —PDR oo - . (.) POLIEURICÁ
CILINDRICA

m -pup - . . .. u n. POLIElmICA
ESFEHICA

b' ..|>DP + - u. u. . _ POLIEHUCA
ESFERICA

C -PDP qr.o - gr. — qxo — FOLIEURICA
PI ESEERICA

d —FI qr.o - - _ _ . POLIELURICA

e -pI . - u. - o _ POLIEURICA

NSi-NH # - OOO 0.4 4 .. 

Tabla 7: Características tintorlales do las células de la hipófisis. Ref: (*)
solo en contacto con la neurohipórlsiS.



Í

F19. 47: Corte sagital de la hipófisis. 40x, FAS-AB-OG.P19. 48: Pars distalis
rostral. 800x, PAS-AB-OG.F19. 49: Pars distalis proximal. 800x, PAS-AB-OG.
F19. SO: Pars distalls proximal. 1000x, PAS-AB-OG.Fig. 51: Pars intermedia.
soox, PAS-AB-OG.Ref! Pars distalis rostral (PDR); Para distalis proximal (
PDF); PArs intermedia (PI); Neurohlpóflsis (NH); Células a (/()¡Célulasdï(“-);
células basófilas granuladas (bg); células basófíles escasamente granuladas
(be): Células basófilas cisternales (bc); células e (e); células d (d); Dorsal

;- Anterior ® .
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alrededor de capilares sanguíneos, en forma radiada. Algunas

de estas células también están en contacto con filetes de

la neurohipófisis presentando material basófilo denso en

esa área (AB, PAS y AF-OGo). En cambio la porción que cir

cunda a los capilares es más acidófila.

Existen poblaciones de células en contacto

con la NH, especialmente en la PDRdorsal, por_cuya tinción

PAS# podná representar un segundo tipo celular ( ¿5 ).

- La Pars distalis proximal (PDP), fig. 49f50

tabla 7, está formadapor tres tipos celulares: dos basófilos

y uno acidófilo. Este último, OGo ( 05), se encuentra difun

dido por toda la PDP, con mayores concentraciones en la zona

central o medular, en proximidades de los filetes de la NH.
Los dos tipos basófilos presentan diferente afinidad tinto

rialz I) el primero consta de células ABy PAS# (b) agru

padas en la periferia de la PDPy relativamente dispersas

en la zona central. Estas células basófilas evidencian apa

rentes variaciones funcionales que permiten agruparlas en:

1) células basófilas densamentegranuladas (bg) (fig. 49),

con qránulos ABa ocupando el citoplasma, el núcleo perma

nece central, 2) células basófilas escasamente granuladas

(be) (fig. 49): también presentan gránulos ABo en escasa

proporción, el citOplasma puede ser leve o marcadamente

PAS0. 3) células basófilas cisternales (bc) (fig. 50): po

seen una o dos vesículas de gran tamaño que desplazan al

núcleo, éstas en ocasiones presentan precipitados PASe u OGe.

En el citoplasma también.se hallan gránulos AB+ en proper;
ción variable.
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II) El segundo tipo de células se encuentra en escasa

proporción y esparcido en la PDFpresentando un citoplasma

cromófobo y algunos gránulos PAS + (c) (fiq. 49).

- La Pars intermedia (PI), Fig. 51, Tabla

7, posee tres tipos celulares y abundante neurosecreción

AB 4, asi como cuerpos de Herring (Ball y baker, 1969) co

rrespondientes a terminaciones neurosecretoras engrosadas.

El primer tipo corresponde a células PAS y AF-OGe (e) que

se encuentran formando acúmulos pequeños y abundantes entre

los que se disponen cordones del segundo tipo celular con

sistente en células orange G 0 (d). Entre estos dos tipos

se disponen pocas células cromófobas con gránulos PAS5,

semejantes a las de la PDP (c).

No se han observado signos de atresia celu

lar, figuras mitóticas o división celular amitótica.

b) Caracteristicas funcionales do la Para Distolis Proxinal:
ñ

Machos:

El análisis del númerototal de células basófilas

por unidad de área evidencia diferencias significativas du

rante el "periodo de preparación" (tabla 8); estas diferen

cias, debido a la falta de figuras mitóticas o atresias, se
atribuyen a Variaciones de volumencelular. Se ha registra

do que durante el periodo de preparación las células basófi

las cisternales predominan, en tanto que durante el "periodo

de reproducción" las células baéofilas, densamentegranula

das, se encuentran en porcentaje significativamente mayor.

Las células basófilas escasamente granuladas son mumerosas

durante el’berlodo de proliferación" y en el de la "repa
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ON PREPARACION REPRODUCCION
FINAL INICIAL INAL

8-9 10(100) 10(2OQ 11-12 2(20)-3

1555 ' 1375 2100 _ 1825 2400

74 62

Tabla 8: Ciclo de las celulas dn la PDPdr ejemplares machos.

PERIODO VITELOGLNESIS HADURACION
FINAL

N9 8.10.12 10512 1,11 1, 11

4 440-550

Tabla 9: Ciclo de las celulas do ln Pur do njnmplares hembras.
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F19. 52: Machos. Porcentaje dc células de la PDP(lb) registrados en los dis
tintos perchod del ciclo anuo. Proliforaclbnt inicial (1) final (2); prepa
ración (3); reproducción: inicial (4); plena (5); roparac1¿n (6). Fiq. 53:
Hembras. Porcentaje de células do la PDP(xb) registrados en ejemplares en
distinto estado de maduración. Provltoloqónesls (PV); Vitelogénesls (V); Ma
duracibn final (MF); Desovndas (D). Rot: hasófllas qranuladas (bgo——4)¡basá
Illas cisternales (cC}{j); hnsófllas DSCflsflmenLcurnnuladas (bo-w-- n células
d («:0 ----"o )
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ración"y pero son escaSas en el de "preparación" y en el

de “reproducción” átabla 8, fig. S2).

Hembras:

Las células oasófilas totales por unidad de área,

muestran diferencias significativas durante el periodo de

viteloqénesis (tabla 9); tambiénestas diferencias serian
atribuibles a variaciones de volumencelular. Durante la

vitelogénesís las células basbfilas cisternales, se presen
tan en mayor proporción frente a los otros dos tipos de ba

sófilas. Las células basófitas densamentegranuladas, son
más abundantes durante la maduracion final, en cambio las

células basófilas escaSamente granuladas se encuentran en

reducida proporción durante la vitelogénesis y la reproduc

ción, alcanzando valores elevados durante la previtelogéne
sis y en ejemplares desovados (tabla 9, fig. S3).

No se ha efectuado un análisis mensual de

las hembras, debido al caracter asincrono de H.m.malabari

sus que permite encontrar los cuatro tipos de ovarios en una
misma muestra mensual.

C.4 DISCUSION

La hipófísis de H.m.ma]abaricug pertenece
al tipo leptobásíco, ya que su NHpresenta el tallo infundi

bular bien desarrollado y la AHglobular. Concaracteristie

cas semejantes a las descriptas en otras especies, conside

rando las distintas poblaciones celulares presentes, posee
las tres zonas que habitualmente se reconocen en la AHde
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teleósteos (Ball y.Baker, 196“; Van 00rdt y Peute, 1983).

En H.m.ma1abaricus, las células basófilas

AB +, PAS v de la región ventral de la PDP presentan varia

ciones relacionadas con e] ciclo reproductivo, comparables

en ambossexos, siendo las probables células gonadotrofas.

Al respecto, se ha comprobado que el número total de célu

las basófilas presenta diferencias significativas en los

periodos'preparatorio" y de "vitelogénesis" (de machosy

hembras respectivamente) al igual que lo observado en E¿3g

¿353; (Nunkittrick y Leatherland, 1984). Sin embargo, al

no haberse observado indicios de división celular, ni de

atresia, se debe suponer que ese aumento en el número seria

en realidad debido a una disminución del volumen celular

que es sesgada por el sistema de recuento. Una explicación

similar para esta misma observación se ha dado para Rhamdia

hilarii (Val-Sella y Sasso, 1980) y para R.sago, si bien

en la última no se han encentrado diferencias significativas

entre las basófilas totales (Cussac y Maggese, 1987).
Las variaciones observadas en el volumen

celular, si bien reflejan una actividad cíclica, no serian
las más importantes ya que las principales manifestaciones de

esa actividad se encontrarian en los cambios funcionales pre
sentes dentro de las células basófilas. Las células basbfi

las cisternales, son predominantes en ambos sexos durante

el periodo de "preparación"/"vitelogénesis", caracterizado

por la presencia de grandes vesículas, que en Carassius gg?
ratus han sido indicadas comointervinientes en la sintesis

de gonadotrofina (Nagahama y Peter, 1982) al igual que en

Rhamdia hilarii (Val-Sella y Sasso, 1980 a y b). En el pe
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riodo siquíente ("reproductivo"/"maduración final") en fi¿m.
malabaricus se marca notablemente el incremento de las cé

lulas basófilas densamente granuladas, observación que se

corresponde plenamente a las registradas en otras especies,

incluso no emparentadas (Sundararaj, 1959; SokoL 1961; Schrei

bman, 1964; Olivereau, 1967; Ball y Baker, 1969; Marmorino

e; al, 1969; Viswanathan y Sundararaj, 1974; Van Uordt y Peu

te, 1983; Munkittrich y Leatherland, 1984; Farbridge g; al,

1985). Se observa además que el incremento en la granulación
posee correlación con el aumento del indice gonadosomático

(IGS) de las hembras en Heterogneustes fossilis (Viswanathan y

Sundararaj, 1974) y en Rhamdia ¿322 (Cussac y Maggese, 1987).

Eiiste correspondencia entre estas observaciones y los nive
les de 6th plasmáticos, que en C.commersoni y C, auratus son

reducidos durante la "preparación"/"vitelogénesis" y se in

crementan al inicio de la "reproducción" y la "maduración

final", evidenciando luego de la freza, una disminución en

ambos sexos (Stacey g; El, 1984; Kobayashi gt'gl, 1985). La
disminución en los niveles de 6th se encontrarla en corres

pOndenciacon la presencia de células basófilas degranuladas

o escasamente granuladas, comunmenteobservadas (Van 00rdt y

Peute, 1983);
En H.m.malabaricuslas caracteristicas es

tructurales y funcionales de la hipófisis parecen ser seme

Jantes en ambos sexos (tablas 8 y 9) no detectandose diferen
cias siqnificativas en los distintos elementoscelulares.

En Xighoghorus maculatus, salvo diferencias en el tamaño, tanpg

co se ha encontrado dimorfiSmo sexual en la hipófisis
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(Schreibman, 1964). En el hermafrodita sincrono Serranus

scriba los ciclos hipofisario y gonadal re5pect1vamente,

se correSponden (Marmorinogg al, 1969).



D. FACTORES AMBIENTALES Y REGULACION DE LA REPRODUCCION

0.1 INTRODUCCION

El ambiente actúa sobre la gametogénesis,

la freza y la regresión gonadal aunque los factores que re

gulan cada una de estas fases suelen ser diferentes y va

rian entre las distintas especies. En general el fotoperio

do y la temperatura actúan sobre la gametogénesis en las

especies subtropicales y de aguas templado-frias en tanto

que las especies tropicales se reproducen durante las máxi

mas precipitaciones. La importancia relativa de esos facto

res depende del sexo, la estación reproductiva y fundamental

mente de las especies. Fotoperiodos largos en combinación

con temperaturas cálidas son los que actúan comunmente(Sun

dararaj y Vasal, 1976; Lam, 1983) si bien el fotoperiode so

lo, en su fase creciente, estimula la vitelogénesis en 339
¿igug ghoxinus (Scott, 1979); especies que desovan en otoño

invierno requieren fotoperiodos decrecientes y temperaturas

bajas comoestimulo (Ej.: Salmonidos, Billard t al, 1981 b).
Sumadoa estos estímulos existen evidencias de un control

circadiano en varias especies (Iwamatsu, 1978; Lam, 1983).

El control ambiental sobre la freza estaria

dado por un requerimiento de temperaturas'minimas o bien por

variaciones súbitas, aunque también son fundamentales la pre

.sencia de un sustrato apropiado para anidar y los:factores

sociales en combinación con ritmos circadianos propios de

las especies (Lowe-McConnell, 1975; Lam 1983).

La regresión de las gónadas parece seguir
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un ritmo endógeno más que a los factores ambientales; luego

de 1a freza las gónadas entrarian en un’beriodo refractario"

(Yoshioka, 1966; Guraya e; al, 1976) relacionado con la su

presión del ciclo diario de liberación de gonadotrofina (Pe

ter, 1981). En algunas especies_la temperatura, el fotoperio

do, la disponibilidad de alimento, salinidad del agua, estres

y otros disturbios comola polución influyen sobre la regre

sión (Lam, 1983).

Se han efectuado estudios en varias espe

cies sobre las relaciones entre los factores ambientales y

el ciclo de las células hipofisarias comprobandola existen

cia de una regulación (Viswanathan y Sundaraj, 1974; Iwamatsu,

1978).

En este capitulo se comparan los ciclos ová

ricos,testiCUlares e hipofisarios con las variaciones regis
tradas de temperatura, fotoperiodo y las precipitaciones.

0.2 MATERIAL Y METODOS

Los valores extremos y promedios de tempe

ratura y precipitaciones de los años 1983-1988 en conjunto

con las medias históricas (1913-1937 y 1937-1967) y el foto

periodo del año 1985 (datos del Servicio Meteorológico Nacio

nal, Fuerza Aérea Argentina) fueron comparados gráficamente

con los ciclos ovárico, testicular e hipofisario. Para ese
fin se utilizarón el IGSy la fracción de área correspon

diente a los distintos estadios de la ovogénesis (datos del

capitulo de ovogénesis) asi como el área ocupada por-los
distintos elementos de la espermatogénesis (capitulo de es

H1



permatoqénosis) y el númerode células basófilas granula

das de la PDPhipofisaría (capitulo de hipófisis comoórga

no regulador).

0.3 RESULTADOS

Machos: (fig. S4)

- El periodo reproductivo se inicia con un fotoperio

do de 14 hs luz en noviembre con tendencia creciente, ex

tendiéndose luego de un máximode 16 hs de luz hasta aproxi

madamente13 hs luz en febrero. La temperatura, creciente,

permanece mayor de 170 C. Las precipitaciones son mayores

de 80 mm.Las células basófilas granuladas se encuentran

en sus cantidades máximas.

- El periodo de reparación, con fotoperiodo y tempera

tura decrecientes, se extiende entre 13-10 hs de luz y 19

119 C continuandose la atresia.hasta que esos parámetros a1

canzan los valores minimos(hasta julio). Las precipitaciones

son superiores o cercanas a 80 mm.Las células basófilas gra
nuladas se encuentran en su nivel basal.

- El periodo de proliferación se desarrolla con tempe

raturas y fotoperiodo descendentes hasta el minimoy luego

en ascenso. Las precipitaciones son escasas (menores de 60

mm).Células basófilas granuladas en el nivel basal.

- El periodo de preparación se observa con temperatu

ras escendentes (mayores de 130 C y fotoperiodos de 13 hs

de luz) dentro del periodo de precipitaciones mayores de

80 mm.Células basófilas granuladas en su nivel basal y

lueqo comienzan a incrementarse.
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Hembras: (fiq. 55)

—El periodo de maduración final se inicia con fo

t0periodo creciente, cercano a las 14 hs y temperatura tam

bién creciente, superior a 170 C. Superado el máximose ex

tiende hasta un fotoperiodo, decreciente de cerca de 13 hs

de luz y temperaturas de 190 C. Las precipitaciones son ma

yores a 80 mm.Las células basófilaa granuladas se encuen

tran en su máximo.

- El periodo de reparación se extiende durante el

fotoperiodo y las temperaturas decrecientes con células ba

sófilas granuladas escasas. Las precipitaciones otoñales

son superiores o cercanas a 80 mm;

- El periodo de crecimiento primario y formación de

alveqlon corticales se inicia con fotoperiodo y temperatu

ras decrecientes y continúa con la fase creciente. Las cé

lulas basófilas granuladas se encuentran en escasa propor

ción pero no en su minimo. Las precipitaciOnes son cercanas

a los 60 mm.

- El periodo de vitelogénesis se inicia cuando el

fotoperiodo y la temperatura comienzan a crecer, haciéndose

más activo con temperaturas de 129 C y fotoperiodo de 12 hs

de luz en conjunto con el inicio de las lluvias primaverales.

Las células basófilas granuladas se encuentran en cantidad es
C858.

0.4 DISCUSION

En H.m;ma1abaricus los ciclos reproductivos

de ambos sexos presentan coincidencia en sus periodos de "re
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producción"/"maduración final" y de "reparación" si bien

hay que destacar que 1a variedad de estados de maduración de

las hembras hace que no toda 1a población ee encuentre en

fase. Los periodos de "proliferación" y de "preparación" de

los machosy de "crecimiento primario" y "vitelogénesis" de

las hembras no son homólogos y la única relación temporal

es su desarrollo dentro de los meses de mayo-octubre.

H.m.malabaricus comienza a reproducirse

con fotOperiodos de 14 hs de luz y 10 hs de oscuridad, tem

peraturas ambientales medias mensuales superiores a 17o C

(con máximas cercanas a los 300 C y minimas próximas a OOC)

y durante el periodo de las lluvias mayores de 80 mm, prima
verales-estivales.

En ambos sexos, globalmente, las condicio

nes de temperatura,fotoperiodo y precipitaciones son las

mismasdurante el periodo reproductivo, sin embargoeiisteu

una importante diferencia entre los sexos. Los machos, en

forma más homogénea se relacionan con los factores ambien

tales, en cambio las hembras, a causa de su variabilidad,

si bien se encuentran dentro del periodo favorable para

reproducción, parecen responder a otros estimulos para

marse a los ejemplares en estado reproductivo. Diferencias

sexuales de este tipo son comunesentre los teleosteoa

(de Vlaming 1972 a y b; Lam, 1983).

El periodo reproductivo se relaciona tam
bién con las máximascantidades de células basófilas densa

mente granuladas de la hipófisis. Estas se observan en la
población de machos adultos y solo en las hembras que se
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encuentran en la fase de maduración final reflejando que

los factores ambientales homogéneospara todos los ejempla

res influirian sobre la hipófisis de los machos, pero que

las hembras responderian a otros estímulos pues gran parte

de éstas no se encuentran en.maduración final.

Las células de Leydig testiculares presen

tan dos fases, una no relacionada con el incremento de las

células gonAdotrófas y una segunda relacionada con ese au

mento durante el periodo reproductivo. Las células ováricas
de la granulosa presentan un cambio morfológico manifiesto
en el transcurso de la fase de maduración final.

La actividad reproductiva, comunmentees

estimulada por la temperatura y fotoperiodo en combinación

(Viswanathan y Sundararaj, 1974; Sundararaj y Vasal, 1976;

Lam, 1983). En H.m.ma1abaricus la formación de SPC 1 se ini

cia con temperaturas y fotoperiodos altos en forma semejante

a lo observado en Phoxinus laevis (Bullough, 1939) a la vez

que, en 1a mismaespecie el fotoperiodo creciente estimula

la vitelogénesis (Scott, 1979). En cambio, en varias especies

y contrariamente e lo observado en H.m.malabaricus y en

Couessius plumbeus la etapa de espermiación es la menos depea

diente del ambiente (Ahsan, 1966).

El periodo de "reparación" se relaciona en

H,m,ma1abaricus con fotoperiodo y temperaturas decrecientes

y en apariencia es independiente de las fuertes precipita
ciones otoñales. Se observa también que los niveles de ce

lulas gonadotrofas son bajos; en conjunto, las células de

Leydig decrecen y las atresias se incrementan en los machos.



Los periodos de "proliferación" y el de

"crecimiento primario" no son homólogos a pesar de desarro

llarse en las mismascondiciones ambientales y con niveles

bajos de células qonadotrofas. En los machos el período de

"proliferación" se desarrolla conjuntamente con un incremen

to de las células de Leydig.

La "preparación" testicular y le "Vitelo

génesis" activa se desarrollan con fotoperiodos y tempera

turas crecientes y precipitaciones copiosas evidenciando

diferencias entre los sexos al igual que durante la etapa

reproductiva.



III. ENSAYOS SOBRE LA INDUCCION DE LA MADURACION FINAL, LA

OVULACION Y LA ESPERMIACION

111.1 INTRODUCCION

Los peces, en general, ofrecen un número

de ventajas sobre los Mamíferosen lo referente al desarro

llo de la reproducción controlada y a otras biotecnologlas

asociadas (Wilkins, 1981). Alta fecundidad, fertilización
externa, labilidad de la diferenciación sexual a la inter
vención hormonal, sobrevida de híbridos interespecificos

y la factibilidad de una manipulación cromosómicaconstitu

yen, hasta el momento, indudables ventajas (Donaldson, 1986).

Estudios sobre el control de la reproduce

ción, conducidos en algunas especies, compruebancaracteris
ticas comunesasi comodiferencias de intrínseco valor bio

lógico (Hoar gt El, 1983). Si bien estos mecanismos no están

completamentedilucidados, se han establecido las lineas ge
nerales:

La reproducción, influida por los factores ambienta

les, es regulada por medio del sistema nervioso central} el

hipotálamo produce un decapéptido liberador de la gonadotro

fina (GnRH)que actúa sobre la hipófisis (Peter, 1983; de

Leeuw, 1985). Las gonadotrofinas (6th), transportadas por via

circulatoria, actuarian sobre la sintesis.de mediadoreses
teroides (sustancias inductoras de la maduración o "MiS") en

el ovario, comoes el caso de la generalidad de los teleóste

os. (Jalabert, 1976; Goetz, 1983) o bien en el tejido interre

nal, comoen el caso de Heteropneustes fossilis (Sundararaj,y
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Goswami, 1977; 5undararaj gt al, 1979).
Los mecanismos de acción de distintas hor

monas fueron estudiados in vitro, confirmando el papel de
las qonadotrofinas en númerosas especies (ver tabla II, Go

etz, 1983), probando como más efectivas a las Gth homólogas

frente a las heterólogas. Estas diferencias se han relacio

nado con variaciones en 1a estructura de 1a Gth que les o

torgarian especificidad (BonnaGailo y Licht, 1983;

Goetz, 1983).

La gonadotrofina actuaria sobre el folicu

lo (fiq. 56) (Jalabert, 1976) produciendo esteroides activos

en 1a maduración en las células de la granulosa (Iwamatsu,

1980). Estas observaciones fueron confirmadas por medio de

estudios con inhibidores de ias enzimas esteroidogénicas

(Jalabert, 1976; Younge; gl, 1982) .

Las células de la granulosa producen este

roides del grupo de los progestágenos entre los que fueron

identificadas la progesterona, 17at Hidroxiprogesterona, 17°C

20 (-5di OHprogesterona (‘17!20fi DHP) (Schmidt e Idler, 1962).

Su producción fue comprobada por incubación con precursores

marcados (Goetz y Bergman, 1978; Theofan y Goetz, 1983), con

firmando también que la sgh induce un incremento en los niVe

les de 17a 20(GDHP (Suzuki e_t ¿1_, 1981; Fostier e_t a_1_,1981).

Esta última hormonaes producida en altas cantidades antes
de 1a maduración final ovocitaria(ïoun92¿ EL, 1983; Dyesi

gi, 1986; Van der Kraak y Donaldson, 1986) y durante las 61

timas fases de 1a espermatogénesis, previo a 1a espermia

ción (Dye e; gi, 1986), siendo indicada comoei "Mis" que
actuaria directamente sobre 1a maduración final del ovoci
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to (Detlaff y Skoblina, 1969; Jalabert, 1976; Goetz, 1983).
Existiria un-mecanismode facilitación

(fig. 56), también regulado por la hipófisis, que estaria

.mediudo por ACTH,la que actuaria sobre la interrenal y/o

sobre el OVario produciendo corticosteroides (Schmidt e

Idler, 1962); Jalabert, 1976; Colombogt_al, 1973, 1978;

Tesaone y Charreau, 1980; Theofan y Goetz, 1983). Entre es

tos, los desoxicorticosteroides, actuarian elevando la con

centración de 174.20¿ZDHPlibre por desplazarlos del equi

librio en que se encuentran ligados a proteinas transporta

doras (transcortinas) en el plasma sanguíneo (Fostier y Bre

ton, 1975; Jalabert, 1976; Goetz, 1983).

Otros esteroides, comolos andrógenos y

estrógenos tendrian un efecto indirecto en la regulación

de la maduraciónfina1,.ejerciendo retroalimentación a va

rios niveles (Jalabert, 1975; Theofan, 1981; Sundararaj gt

gl, 1978; Fostier _¿ _¿, 1978);
El mecanismo de la ovulación es menos co

nocido. Si bien suelen registrarse niveles elevados de 6th

(Dye g; al, 1986) asi comode esteroides involucrados en

la maduración final (Goetz, 1983» no es seguro que sean ne

cesarios para la ovulación. Cabe la posibilidad de una re

gulación independiente, ya que se la puede disociar experi

mentalmente de la maduración final (Jalabert, 1976; Berndt

son y Goetz,i986). Algunos autores sugieren una mediación

del sistema nervioso autónomo, ya que 1a epinefrina actua

ria sobre receptore54x - adrenérgicos (Jalabort, 1976) en
relación con la producción de prostaglandinas. En particu

lar la PGF actuaria sobre la expulsión del ovocito es24x
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timulando la contracción de las células de la teca (526113

si y Jalabert, 1974, Nagahamagt i, 1976; Yorkey McMillan,
1980).

La intervención exógena para inducir la

maduración final y 1a ovulación, basada en los mecanismos

de regulación expuestos, utiliza gran variedad de_compues

tos con distinto qrado de eficacia, a distintos niveles

(fiq. 57), entre las especies ensayadas (Lam, 1982; Donald

son y Hunter, 1983; Donaldson, 1986).

1) Antiestrógenos: son productos sintéti

cos que inhiben la retroalimentación negativa que ejercen
los estrógenos y andrógenos sobre la liberación de qonado

trofinas (Singh y Singh, 1976). Entre estos productos se

encuentran el citrato de clemifene, el tamoxifeno y el ci

clofenil, siendo exitosos en algunas especies (Pandey y Hour,

197?) aunque a dosis excesivas pueden actuar en forma in

versa (Breton gt _¿, 1982).

2) Antagonistas de la dopamina: ia-dopa

mina fue identificada como el posible inhibidor de 1a GnRH

(Chang y Peter, 1982, 1983; Chang gt al, 1983). Compuestos

antagonistas comoel pimozide y el haloperidol liberan esa

inhibición (Chang y Peter, 1982, 1983).

3) GnRHy sus análogos superactivos: este

decapéptido y algunas variantes de mayor vida media son e

fectivos en inducir maduración final y ovulación en varias

especies (Hirose e Ishida, 1974; Fujino g; al, 1974; Goetz,
1983).

122.



4) Gonadotrofinas:

4.a. Extractos y homogenatos_dehipófi

sis: es la técnica más simple y económica aunque posee 1a

desventaja de reQUerir donantes y que es dificil de estan

darizar. Empleada por primera vez por Houssay (1930, 1931),

cobró gran popularidad y es aún la más utilizada (Chaudhuti,

1976; Lam, 1982). El procedimiento se basa en la adecuada

selección de los donantes, la evaluación de la madurez de

los receptores, la dosificación y en establecer el tiempo

del efecto de la hormona (Lam, 1982).

4.b. Preparaciones purificadas de 6th:

posee algunas ventajas debidas a su pureza: solubilidad, es

tabilidad y facilidad para estandarizar en ensayos. Hansido

aisladas en pocas especies (Burzawa-Gerard, 1971, 1974; Do

naldson y Hunter, 1983) existiendo también algunas parcial

mente purificadas (Donaldson y Yamazaki, 1968; Donaldson g;

al, 1972). Si bien son activas en una variedad de especies

existe especificidad de especie confirmando que no posee

siempre la mismaestructura (Kuoe; al, 1974; Castagnoli y

Donaldson, 1981; Donaldson y Hunter, 1983).

4.c. Gth de Mamiferos: ventajosas por

ser accesibles, comoproductos farmacéuticos, son baratas

y estandarizables. Se han comprobadocomoefectivas en nu

merosas especies, principalmente la GCH(Lam, 1982).

5) Esteroides:

5.a. Progestágenos: la progesterona y

sus derivados actuarian c0mosustratos para la producción

de 17vL20(áDHP(Jalabert e_t_1, 1978). Esta última hormona



es efectiva, (H1truchas, s<flr>en ovociix>s cuya vesícula

germinal es subperiiérica, es decir próximos a la madura

ción final (Jalabvrt EL ¿¿, 1978). La ovulación en estos

casos parece ocurrir solo si la Gth endógena se encuentra

en concentraciones suficientes (Lam, 1982); es decir, que

los progestáqenos pueden reemplazar a la Gth solo parcial

mente (Donaldson y Hunter, 1983).

5.b. Corticosteroides: son efectivos

en algunas especies donde actúan elevando el nivel de 17a

20/SDHP libre (Lam, 1982; Donaldson y Hunter, 1983).

6) Prostaglandinas y catecolaminas: ac

túan directamente sobre la ovulación (Jalabert, 1976; Singh y

Singh, 1976). También la PG F2cx inyectdda en el IV ventrícu

lo cerebral induce conducta reproductiva (Stacey y Peter, 1979).

Inducción de la eSpermiación: suele ser

más simple de inducir que la ovulación. En general los ma

chds espermian espontáneamente sin embargo en caso de emi

tir esperma poco fluido o en los casos de falta de espermia
ción se utiliza la intervención hormonal:

- GnRH:efectiva en Salmo salar (Weil y

Crim, 1982) e inefectiva en Essex lucíus (Billard y Marcel,

1980) y en Carassius duratus (Peter, 1980).

—Homogenatosde hipófisis: efectivos en

algunas especies (Chaudhuri, 1976; Lam, 198?). Se emplean

también purificados de 6th (Donaldson y Hunter, 1983) y

GCH(Yamazaki y Donaldson, 1968; Billard, 1976; Donaldson

y Hunter, 1983).
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—Esteroides: Andrógenos(metiltestoste

rona, 11 ketotestosterona, dehidroepiandrosterona, testos
terona) (Yamazaki y Uonaldson, 1969; Billard, 1976) repor
tándose también efectos adversos con estas mismas hormonas

dependiendo de la modalidad de administración (Billard gt

_¿, 1981).

Progestágenos (progesterona,

17a; hidroxiprogesterona y 17a zop DHP)(Billard, 1976;

Scott y Baynes, 1982).

En Brasil, trabajos de la CNPhan probado

como efectiva la inducción de la ovulación en H.m.malabari—
Egg mediante el empleo de macerados de hipófisis obtenidas

de ejemplares en estro (sin aclarar la especie) inyectados

,en forma gradual. Los resultados positivos se obtuvieron en

animales que se encontraban en la fase de anidación es decir

con conducta reproductiva, en los ejemplares que no eviden

ciaban estas caracteristicas los resultados fueron negativos
(Azevedo y Comes, 1942; Godoy, 1975).

El objetivo de este capitulo es comprobar

la actividad de distintas hormonas,qonadotrofinas, esteroi
des y antiestrógenos sobre ejemplares de H.m.malabaricus

que no evidencian conducta reproductiva.

Las hormonas se ensayaron in vitro y se

corroborará su efecto in vivo. Los macerados de hipófisis
homóloga, por ser el medio más económico se analizarán en

forma más exhaustiva.
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11292 HATERIAL Y METODOS

Durante el periodo noviembre-febrero de

los años 1986-1988, ejemplares adultos de H.m.ma1abaricus

fueron capturados mediante "cercos" con redes o con espine

les. TranSportados a la Estación Hidrobiológica de Chasco

mús, se los acondicionó en acuarios de 1000 lts con agua

circulante, temperatura de 18-199 C y fotoperiodo de 14 hs

de luz —10 hs de oscuridad, de acuerdo a1 fotoperiodo largo

de 1a época reproductiva. Durante el periodo de cautiverio

los ejemplares no se alimentaron.

Las heridas y pérdidas de escamas fueron

tratadas con el antiséptico Merthiolate solución (Merck) pa

ra prevenir micosis siendo de mucha ayuda, también, el agua
circulante.

a) Selección de los reproductores:

Los ejemplares fueron anestesiados con

benzocaina (100 ppm) hasta la pérdida de los movimientos

operculares (S minutos) que permitió mantener los ejem

plares por 20-30' inmóviles fuera del agua y realizar las

laparotomias si fueran necesarias/siendo rápida la recupe
ración al regresarlos a1 agua (S minutos); Los ejemplares

sedados fueron medidos, pesados y sometidos a un examen

para determinar el sexo. Este se efectuó utilizando algunas

caracteristicas que hemosencontrado en 1a papila urogenital

en combinación con canulaciones a través del orificio uroge

nital con una sonda plástica de 0 25 mm.
Los ovocitos obtenidos durante 1a canula

ción intraovárica por biOpsia fueron medidos bajo lupa, de
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terminando su diámetro. Las muestras que presentaban ovocitos
en Vítekc:én>s;¿ c-eron tratadas con solución "cla

rificadora” (áC1doacético 6%, glicerina 4%, sol. fisiológi

ca 90%) para observar la posición de la Vesicula germinal

de los mismos. Ejemplares con evidencias de no haber comple

tado la vitelogénesis, es decir, diámetro del ovocito menor

de'1,3 mm(estadio VI o anteriores) o con ovarios reciente

mente desovados con ovocitoa en atresia, fueron descartados,

seleccionando ejemplares con ovocitos en estadio VII. Ejem

plares dudosos fueron sometidos a una laparotomia explora

toria para visualizar la gónada.
Los machos no emitian Semen al estimulo

de presión abdominal; no siendo posible efectuar una selec

ción previa al tratamiento, se optó por tener un testigo de

control histológico. Para ello, los machosfueron biopsiados

durante las laparotomias obteniendo una muestra del estado

inicial de la gónada (M0). Luego de suturar músculo y piel por

separado se trató la zona con antibióticos (sulfaa y gentami

cine). Los ejemplares fueron inyectados con la primera dosis y

vuelto: al agua para au rehabilitación. El tratamiento hormo

nal subsiguiente se efectuó sin el uso de anestesia.

b) Acción hormonal en los pechos

Con el fin de verificar la acción hormonal

sobre la espermatogénesis, espermiogénesis y espermiaoión,

se trataron los ejemplares con distintas hormonas. Cada mues

tra (M1, M2,..., MF)obtenida por duplicado significa un
par de ejemplares que fueron sacrificados fijando el tes
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ticulo contralaterai al biopsiado en Bouin para su pro

ceso histológico.

Los ensayos hormonales se efectuaron se

gún los siguientes esquemas:

a) Macerados totales de hipófi

sis homóloqa (HH) en solución fisiológica (0,9%'C1Na). Inn

yección intraperitnnoal.

Biopsia

6hs 6hs 6hs 6hs 6hs 6hs (Esquema 1)

M0 M1 M2 M3 M4 Muestra/tiempo
Fr : e ' t e ——4 4

0,05 0,75 1 3 4,5 6 H/kg por dosis

0 0,5 1,25 2,25 5,25 9,75 15,75 Total efectivo
' (H/kg)

O 6 12 18 24 30 36 Tiempo acumula
do (hs)

b) Gonadotrofina coriónica huma

na (GCH)(Endocorion, Elea) disuelta en solución fisiológi

ca. Inyección intraperitoneal.

Biopsia
6hs 6hs 6hs 6hs 6hs 6hs

M0 M1 T2 M3 q4 mb Muestra/tiempo
100 360 4gb 660 7g0 v gj UI/kg por dosis

0 100 400 850 1450 2200 2200 Total efectivo (UI/kg)

0 6 12 18 24 30 36 Tiempo acumulado (hs)

c) Metíltestosterona (MT) (Ru

sell) disuelta en alcohol propilenglicol (1:1) y suSpendida
en solución fisiológica (Max10%). Inyección intraperitoneal.



Biopsia

6hs 6hs 6hs 6hs 6hs 6hs

M0 A M1 M2 q} M4 Muestra/tiempo

56 1g0 2;0 v gt j ‘ mg/kg por dosis

0 SO 200 450 450 450 450 Total efectivo (mg/kg)

0 6 12 18 24 30 36 Tiempo acumulado (hs)

d) Testosterona (T) (Testoviron

depot, Scherlnq) vehiculo: aceite de girasol, inyección in
traperitoneal.

Biopsia
' 48hs
M0 MF

250 mg

e) Testosterona o Hipófisis homó

loga (T e H):

Biopsia
| 12hs 48hs
M0 MF

300 mg/kg 125 mg
+ o

.3 H/kg 6 H/kg

Los controles se efectuaron sobre animales

biopsiados por laparotomia e inyectados periódicamente con

solución fisiológica, procediendo luego de 42 hs a1 mues
treo de la gónadacontralateral.

Las muestras fueron examinadas utilizando

el sistema Kontron MOP3 Zeiss (CONEA)para el recuento de

las áreas ocupadas por cada uno de los elementos celulares,

el número de células de Leydig y una medida de la densidad

de SP2, en forma idéntica a1 capitulo de espermatogénesis.

Los resultados se expresaron en Pm?y porcentajes relativos
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a un total de 89.000 sz contadasr
El control estadístico se realizó mediante

un Anova y comparaciones de Tuckey entre las distintas mues
tras tomadas (M1, 2, ..., MF)y los controles con solución

fisiológica utilizando en cada caso las diferencias entre

la muestra inicial (MO)y la respectiva luego de cada tra

tamiento (Mkpara k: 1, 2, ..., MF), realizando también un

análisis de regresión para cada tratamiento (Sokal y Rohlf,
1969). Los mismosfueron analizados utilizando el test no

paraméttico de los signos para muestras pareadas (s) por me

dio del cual se compara cada muestra final con su propia

muestra inicial (Siegel, 1979).

E1 ensayo de inducción con hipófisis fue

repetido controlando la emisión de semen por masajes abdominales

suaves, en lugar del muestreo histológico. Un segundo esquema

mas reducido fue ensayado:

Biopsia

12hs 12hs 12hs 12hs 12hs (Esquema 2)

M0 M1 M2 M3 M4 M?

1:5 gg’ AT fi y v Dosis (H/kg)

0 1,5 4,5 4,5 4,5 4,5 Dosis efectiva (H/kg)

0 l? 24 36 48 60 Tiempo acumulado (hs)

asi como un tercero:

Biopsia

4hs 4hs 4hs 4hs 4hs 4hs (Esquema 3)

M9447 Mi M? M3 M4 M5 M?

0:5 i 3' 5' ' v v Dosis (H/kg)

0 0,5 1,5 4,5 9,5 9,5 9,5 Dosis efectiva (H/kg)

0 4 B 12 16 20 24 Tiempo acumulado (hs)
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El qrado de reploción de los lóbulos es

permáticos, de los ductos eferentes y del ducto deferente

fue registrado por medio de una'escala objetiva: O= 0 a 25%

de la superficie ocupada por SPZ, 1- 25-50%, 2= 50-75%, 3

75-100%.

Conel objeto de verificar diferencias de

peso testicular debidas a la acción hormonalhipofisaria,

dos lotes de ejemplares, con pesos eduivalente, fueron in
yectados reSpectivamente con solución fisiológica (comocon

trol) y con macerados de hipófisis (0,5; 1; 3 y S H/kg cada

4 hs). 24 horas después de la primera dosis se los satrifi

c6, extrayendo los testículos con sumocuidado y determi

nando el peso fresco (hi) al miligramo. Se desecaron los

testículos durante 24 hs a 60° C y se los volvió a pesar

(Ws). La diferencia se ponderó respecto del peso testicu
lar: H - -!¿-:-!ï- . 100 . Los resultados se verificaron

mediante un angía de una via (Sokal y Rohlf,

1969) y por la prueba no paramétrlca de la mediana de Wood

Wertenberq para muestras independientes.

Un ensayo, efectuado para controlar la er

xistencia de espermiación, se llevó a cabo sobre dos lotes

de animales. Ambosfueron laparotomizados y se procedió a

ligar el testículo izquierdo en su porción más caudal, de

jando libre el derecho. Un lote fue inducido con hipófisis

homóloqa (0,5; 1; 3 y S H/kq cada 4 hs) y el control fue

inyectado con solución fisiológica 0,9%. Los ejemplares

fueron sacrificados 24, 36 y 48 hs después de la primera
inyección y los testículos procesados para su examenhisto
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c) Envejecimiento de los SP2:

Se han efectuado controles de motilidad y

viabilidad con espermatozoides en diversas condiciones: de

ejemplares sin tratar recién sacrificados, de ejemplares

inducidos almacenados en refiriQeración ( 4559€) por 24 hs

y por 48 hs. Los testículos en todos los casos fueron extrai

dos, trozados y macerados empleandolos para los controles de

motilidad y para los controles de vbbílidad. Esta última se
verificó fertilizando lotes de 200-300 ovocitos de una mis

mahembracon los distintos testículos a ensayar, produci

da la eclosión se recontó el número de muertos, malforma

dos y normales en cada tratamiento.

d) Cultivo ¿g vitro de tejido ov‘rico:

Hembrascon ovocitos VII fueron-prepara

das para la extracción de las gónadas cuidandollas condicio

nes de esterilidad por medio de lavajes sucesivos de la piel

con hipoclorito de sodio y alcohol 709 recién preparado

(Wolf y Quimby, 1969). Los ovarios fueron retirados con ins

trumental esterilizado y en proximidad de 1a llama de un

mechero. Las gónadas se lavaron en dos baños sucesivos de

medio de cultivo y luego se procedió a fragmentarlas con la

ayuda de tijeras para iris y pinzas de punta fina. Los frag

mentos se colocaron en cubetas de fondo plano (3,5 ml; LINBRO)

a razón de 30 foliculos (0,1 cm3) en 0,3 ml de medio.

Preparación de los medios: los distintos medios se prepararon

seqún el siguiente esquema:
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Pesado de las sust.
orgánicas y delsales _
NaH2CO3

Pesado de las

Disolución en agua bidestilada (calidad cultivo)
Esterilización _ Filtrado a
por ebullición y través de
enfriado repe- milipore

tidos. 200 um.

Matraz aforado estéril
MEDIO DE CULTIVO

Conservación a 40 C

Para la selección del medio adecuado se
prepararon las cuatro fórmulas de uso más común (tabla 10).

Los cuatro medios fueron ensayados por

triplicado sobre dos hembras y examinados a las 24, 48 y

72 hs.

El examenconsistió en: 1) verificar cam

bios del pH a través del indicador Rojo de Fenol (Amarillo:

6,8-7,4: Rojo) y de pHmetro. 2) Observación de la estructu

ra del tejido ovárico a través del microscopio estereoscó
pico, utilizando material fresco y también transparentado

con solución "clarificadora" (Glicerina 4%, Acido acético

6%, Sol. fisiológica -0,9% NaCl- 90%). 3) Tinción ¿g ¿939

del tejido ovárico con colorantes vitales: 2 minutos en eo

sina azulada 0,5% en holtfreter o 2 minutos en eosina azula

da 0,8% o Fast Green 2%en Holtfreter, procediendo luego a

lavarlo con solución fisiológica (0,9% NaCl) y a observarlo

en la mismasolución. Se tiñen las células que se encontra

rian dañadas (Aañseth y Saacke, 1986).
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ÉARLE CCRTLAND TBSS cass

NaCl 6,8 7,25 8,6 7,3

CaC12.2H20 0,27 0,23 0,5 0,35
KCl 0,4 0,30 0,23 0,10

NaHzFO4.H20 0,14 0,41 0,12 0,00

MgC12.6H20 o a 0,2 0,10

M9504.7H20 0,2 0,23 0,07 0,07

NaHCO3 2,20 1,0 0,57 0,90

Glucosa 1,0 1,0 1,0 1,0

Rojo de Fenol 0,0? 0,02 0,02 0,02

Penicilina 105UI 105UI 1OSUI 1OSUI

Entreptomicina 0,1 0,1 0,1 0,1

Nystatina 25.000UI 25.000UI 25.000U1 25.000UI
Pícsion.osmot1ca 310 275
(mMol/Kg) I
Pto. congelac16n(0C) -0,S0 I,-0,58
pH 7.3-7,s 7,3-7,6

Tabla 101 Composición de los modlos de cultivo empleados. (en Gramos/litro).



Ajuste de la presión osmótlca del medio de cultivo: de va

rios ejemplares de Noelias se extrajo 1 ml de sangre de la

vena caudal utilizando 0,1 m1 de EDTAcomo anticoagulante,

se centrifugó 5 minutos a 4000 RPMextrayéndose el suero.

Se determinó la presión osmótica de las muestras y de la

fracción correspondiente al EDTA,por medio de un osmióme

tro de presión de vapor, calculandOSe la osmolaridad del

suero. Luego se determinó la presión osmótica del TBSSpre

parado ajustándola empiricamente con la adición de NaCl, la
nueva solución se denomina TBSSh.

e) Acción hormonal ¿a !¿552:

Sobre fragmentos de tejido ovárico de dos

hembras obtenidos según consta en el puntozcultivo ¿g litro
de'tejido ovárico, se ensayaron:

A. Macerados de hipófisis

homóloga en medio de cultivo TBSSh. se utilizó el sobrena

dante que queda luego de 6 á 12 hs de extracción. Las con

centraciones fueron preparadas en base al peso seco de las

hipófisis utilizadas. Los ensayos se efectuaron usando 0,0018

á 18 mgde hipófisis/ml. Un ensayo fue efectuado con extracto

alcohólico de hipófisis según la técnica de Otsuka (1956, en:

Donaldson EL _l, 1972).
B. Gonadotrofina coriónica

humana (GCH) (Endocorion, ELBA), disuelta en medio de cul

tivo (TBSSh) en concentraciones de 0,1 á 1000 UI/ml.

C. Proqesterona (Prog.)

(RUSSELL)disuelta en alcohol etílico 1000 - Propilengli—

col (1:1) máximo 20%en TBSSh. Ensayada en concentraciones

136



de 0,01 á HM)pq/ml.

o. 17 oc 2o [37Dihidroxi-4

pregnen-3-ona (17fiin)filnuq SIGMA)disuelta en alcohol eti
lico 1000, máximo 20% en TUSSh. Lnsuyada en concentracio

nes de 0,01 á 100 Pg/ml.
E. 11 Desoxicorticosterona

(DOC, SIGMA)disuelta en alcohol etílico 1000, máximo 20% en

TBSSh. Ensayada en concentraciones de 0,01 á 100 Pg/ml.
Los controles se efectuaron en TBSShsolo

o adicionado con los solventes utilizados para los esteroides.

Las replicaciones de los ensayos fueron exa

minadas a las 24, 48 y 72 hs, incubando a 25-270 C. Se regis

tró en cada caso la posición de la vesícula germinal,-ca1cu

lando el porcentaje de ovocitos que alcanzaron la maduración

final y el porcentaje de detoriorados. Para el análisis esta

dístico de los resultados se transformaron los porcentajes

por medio de la función Arsen‘ríz analizándolos lueoo con

unANCOVAy contrastes entre las concentraciones (Sokal y Rohlf,
1969).

f) Acción hormonal ¿g vivo:

Se suministraron las siguientes hormonas:

A. Hipófisis homóloga: las hipófisis de H.m.malabaricus
utilizadas en los ensayos de inducción, fueron extraidas du

rante la temporada reproductiva de ejemplares provenientes

de la pesca comercial y desecadas en acetona fria (Donald

son y Hunter, 1983). El suministro se efectuó por via intra

peritoneal suspendiendo las glándulas en solución fisiológi

ca 0,9% NaCl; antes de cada inyección se observó, para un
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Oportuno control, una muestra ovárica mediante biopsia.

El sistema utilizado para la "hipofisa

ción" es el de las dosis qraduales. Se utilizaron cuatro

metodologías:

- 1: dosis de 1/8; 1/4; 1/2; 3/4; l; 1,5; 3

y 4,5 hipófisis/kg vivo con intervalos de aplicación de

a) 6hs entre dosis; b) 12 ns entre dosis; c) 24 hs entre

dosis.

- 2: dosis de 1/2; 1; 3 y 5 hipófisis/kg vivo

con intervalos de aplicación de 4 hs entre dosis.

- 3: dosis preparatoria de 3 hipófisis/kq vivo

y dosis roswlutiva de 6 hipófisis/kg con intervalo de apli
cación de 12 hs.

—4: dosis única masiva de 9,5 hipófisis/kg
vivo.

_ Control: solución fisiolóqica 6,9%, 1,5 ml
cada 6 hs.

Lueqo de la última inyección, a los mis

mos intervalos de tiempo usados durante e] suministro hor

monal, se controló el estado ovocitario mediante biopsia

hasta obtener una ovulación o pruebas de deterioro de los ovo
.citos.

Durante el curso de la inducción hormonal

se han controlado diversos parámetros que se considera

-afectan la acción hormonal o sirven como indicadores de su
efecto y de la viabilidad de los desoves. Se ha registrado

el diámetro de los ovocitos más desarrollados (OVII) y de
los acompañantes vitelados (OVI) asi como sus correspondien

tes porcentajes y los de los ovocitos en atresia; también
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se ha registrado la posición de la vesícula germinal calcu

lando un indice del estado de maduración (E). Luego de 24

hs se ha repetido el registro, principalmente de los ovoci

tos VII. Se controló el tiempo que tarda en llegar a la RVG

mediante muestras sucesivas a intervalos minimos de 4 hs

asimismo se registró el tiempo hasta la ovulación desde el

inicio de la inducción (TMAD)y Se ha registrado el tiempo

durante el cual se extiende el desove mediante masajes ab

dominales repetidos cada hora o 2 hs. Luego de registrar el

peso de los desoves parciales y culminado el desove o cons

tatado el deterioro de los ovocitos más avanzados se ha

examinado el estado del ovario remanente.

Cada parámetro fue eValuado con respecto

a su relación con la ovulación y Con el desarrollo de los o

vocitos obtenidos. Se ha utilizado el cálculo exacto de Fi

sher (Sokal y Rohlf, i969) para verificar el limite de cada

parámetro en el cual se detectan diferencias significativas,
para ello se ha partido de la mediana (cálculo no paramétri

co de WoodWertenberg) y sucesivamente se ha trasladado el
limite hacia los valores en los cuales se observan cambios

significativos en la respuesta.
Se han efectuado pruebas de viabilidad y

de envejecimiento de los ovocitos obtenidos. Los desoves

fueron fertilizados poniendo en contacto las gametas antes

-de Colocarlas en agua, por el llamado'hétodo seco” (Espinach

Ros g; al, 1984 a). Lotes de 200-300 ovocitos, captados cada

dos horas, fueron fertilizados y se dejaron desarrollar en
cajas de Petri provistas de alreación. Producida la eclo
sión (65 ha a 22-240 C) se controló el número de larvas



normales, malformadas y muertas confrontando el desarrollo

con las tablas normales (Matkovic y Pisano, 1985, 1986,

1989 a y b).

B.GCH(Bndocorion, ELBA)disuelta en solución fisiológi

ca (0,9% NaCl). Se suministraron dos dosis intraperitonea

les de 2000-3000UÍ/kg con un intervalo entre aplicaciones
de 12 hs.

C. Proqesterona (Prog) (RUSSELL)disuelta-en alcohol eti

lico 1000 - Propilengiicol (1:1) máximo10%en sol. fisio

lógica (0,9% NaCl) o bien PROLUTON(Prog.100 mg en medio

oleoso, SHLRING)suministrada:

Ci: Prog en S dosis de 67 mg/kg inyectadas cada 6 hs IP.

C2: Proluton en i dosis de 100 mg/kg intramuscular.

D. Desoxicorticosterona (DOC) (DOCABOLIN,ORGANON)como

fenilpropionato de desoxicorticosterona 10 mg+ fenilpropio
nato de Nandrolona (anabólico) en vehiculo oleoso. Suminis

trada:

Bi: 2 dOSis de 10 mg/kg inyectadas cada 12 hs. intrape
ritoneal.

52: 2 dosis de 10 mg/kg inyectadas cada 12 hs intramus

cular.

B. Antiestróqeno: Citrato de clomifene (CLOM)(Genozym,

ARGENTIA)suspendido en sol. fisiológica (0,9% NaCl) e in

yectado intraperitoneal. Se suministraron 4 dosis de 50 mg/

kg cada 24 hs.

El registro de la acción hormonal sobre la

maduración final Se efectuó mediante repetidas canulaciones

intraováricas, transparenta do luego los ovccitos extraidos
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para visualizar la vesícula germinal. Se calculó el índice
de Estado de maduración (E):

E = (b — (a/2 + c)) . b'1

donde a: diámetro de la vesícula germinal, b: diámetro del

ovocito, c: distancia entre la periferia de la vesícula ger

minal y la periferia del ovocito a la altura del micropilo.

El estadio más frecuente (Moda)se utilizó-para seguir la

acción hormonal. También se calculó un índice de maduración:

IM- (:5 ni . Ei) . (zi ni;

(promedio ponderado de todos los estadios de maduración).

Se consideró a los ovocitos deteriorados con un B - O. Se

realizó un análisis de regresión (Sokal y Rohlf, 1969) del
IM respecto al tiempo desde la primera dosis.

111.3'assunrnoos

a) Selección de reproductores:

El fenotipo masculino presenta un pequeño

orificio urogenital ubicado en el extremo de una reducida

protuberancia cónica, además al presionar esa zona se pro

yectan dos formaciones papilares blanquecinas.-El fenotipo
femenino, en cambio, pOsee un orificio urogenital más ancho

que el del macho, algo hundido y no se evidencian las dos

proyecciones. Se encuentran también formas intermedias que

no permiten una clara diagnosis de los sexos. De los 122

casos estudiados, utilizando comoparámetro el fenotipo y

a la vez el método de la biopsia por canulación, se han ob

161.



tenido para la determinación del sexo, 81 aciertos (66,4%)

y 41 errores (33,6%); los errores se deben en este caso

principalmente a la presencia de ejemplares inmaduros. Con

el fin de constatar el sexo se han practicado laparotomias

en varios ejemplares, los cuales luego se recuperaron y per
manecieron vivos durante más de una semana.

b) Acción hormonal sobre la espermatogénesis y la esperniación:

Las hormonas ensayadas con el fin de indu

cir la liberación de semenhan sido analizadas en relación

con los cambios que producen en el tejido germinal. Figs. 58

61, tabla 11.

a) Los macerados totales de hipófisis ho

móloga inducen una disminución en las áreas ocupadas por

las SPG, SPDy SP2 que se ha probado como significativa (fig.

58). Esta disminución se verifica desde la M1, transcurridas

18 hs desde el inició del tratamiento y los valores son re
lativamente estables para las muestras subsiguientes (M2, 3

y 4). No se_ha probado en ninguno de los Casos una regresión

significativa respecto d las dosis crecientes (tabla 11).
Los conductos eferentes y la luz lobular

presentan una marcada diSminución en su contenido de SP2,

disminución que es más manifiesta en la M4. El conducto de

ferente en los controles se ha mantenido con escaso conteni

do‘no registrando variaciones durante las inyecciones de so

‘luCión fisiológica (tabla 12).

b) La GCH nuestra variacion' en el área

celular de los SPCdebida a una disminución importante en la

H5, pero, no segistrándose ningún otro efecto, no se 1. con



TRATAMIENTO CON

HIPOFISIS GCH METILTESTOSTERONA TESTOSTERONA

P4 0,18 P <0,e1 P ¿0,30 P< 0,93
SPG s. 0,05 s. ns s. NS

c=-o,46 =—o,oe c=-0,36 

P (0,93 P< 0,05 P< 0,77 P4 0,72
SPC s. NS s. NS s. N5

c- 0,03 c--0,SB c- 0,10 

P <0,23 ' P <0,60. P <0,30 P (0,58
SPD s. 0,05 ' s. NS s. us

C=-0’42 CII 0,17 C's-0'37 

P< 0,16 P< 0,19 P< 0,50 P <0,05
SP2 s. 0,05 5. N5; 5. N."

c--0,48 c= 0,41 c‘ 0,24 

P <o,52 P (0,26 p <0,74 P< 0,62
LBYDIG

c- 0,23 C- —0,3S c= 0,19 

P (0,60 P< 0,07 P! 0,63 P <0,79
DENS.
SPZ c- 0,31 c=-0,12 c= 0,19 

P (0,21 P <0,32 P< 0,19 rv<0,se
ATRESIA s. NS s. NS s. NS

c--0,43 cu 0,31. c=-0,45 —

Tabla 11: significación del ANCVA,del Test no parametrico de los signos (s)
y coeficiente de correlación (c) para los difnrontes elementos celulares en
cada tratamirnto ornctuado.
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sidera confiable (fig. 59).

c) La Metiltestosterona no evidencia dife

rencias luego de] tratamiento (fig. 60).

d) Testosterona: en los escasos ensayos

efectuados se aprecia un descenso en los niveles de SP2 que

se revela comosignificativo (fig. 61). Los valores de los

demás elementos no presentan variaciones importantes. En com

binación con hipófisis homóloga parece que su acción se po
tencia.

Los ensayos con hipófisis homólogarepeti

dos con el fin de verificar la emisión de esperma por pre
sión abdominalsuave no han dado resultados positivos en

ninguno de los tres esquemas utilizados (Esquema 1, 2 y 3)
en los horarios de muestreo.

E1 ensayo tendiente a verificar posibles

diferencias de peso entre los testículos de ejemplares in

yectados con hipófisis homólogay con solución fisiológica

no demuestra diferencias significativas, observándose tan

solo niveles levemente mayores de hidratación en los testicu

los tratados con hipófisis (tabla 13). No se observan dife

rencias entre los pesos frescos ni secos de ambos lotes.

En el ensayo tendiente a verificar si existe

espermiación hormonalmente inducida. se ha observado microsco

picamente que en el condúcto deferente de los testículos liga

dos hay una acumulación notable de SP2, en tanto que en el tes

ticulo libre, tanto en el lumen lobular comoen el deferente,

1 1.5



MUESTRA DOSIS TIEHFO LOBULUS HFERENTES DEFEREHTE
(H/Kq) (hs) HI MP DIF HI MF DIF -—J

M1 2,25 18 2-3 1-2 —1 2-3 1-2 —1 1-2

M2 5,25 24 3 2 ¿1 3 1 —2 2

M3 9,75 30 3 1-3 -2 2-3 0-1 -2 0-2

M4 15,75 36 3 1 -2 3 o -3. o

CCNTROL 0 36 3 3 0 2 2 0 1

Tabla 12: Grado de repleslbn, en sz, de los lóbulos eferentes y deferentea en
ejemplares tratados con hlpórlsls hanóloqa y controles. Mi: muestra lnlclal;
MP: muestra final; le: MF-MI. Escala: O: 0-25 x dc SPZ en el lfimen, 1| 25
301; 2: 50-75, 3: 75-1001,

¡ESO TOTAL (gr) PESO TESTICULOS (gr) % HIUPATACICN
FRESCO SECO

A B A B A B A B

1775 1775 1,100 0,655 0,172 0,197 84,36 69,9?

1200 1200 0,940 1,055 0,200 0,220 78,72 79,14

1325 1275 0,945 1,035 0,183 0,167 80,63 83,86

875 900 0,837 0,795 0,140 0,127 83,27 84,02

1925 2100 1,455 1,150 0,240 0,250 83,50 78,26

S 1,085 0,971 0,187 0,192 82.09 79,04

hEDIANA 0,945 1,035_ 0,183 0,197 83,27 79,14

ZHUVA NS

P. MEDIANA NS NS HS

Tabla 131 Peso fresco, peso seco e Hidratación en ejemplares tratados con hl
póflsls homóloga (A) y en los controlns (n). Media (Í): Prueba de la mediana
de wood weltemberqtp. Mediana).

Tabla 14x Grado de repleslón en SFz de
plares tratados con hlpbflsls homóloqa

00515 TIEMPODIFERENCIAS_g¿gggggg¿ggnu¿gnosquLQps sunle
H/Kg .Hs MACROSCOP. DEFERENTES LOBULCS src:

LIBRE LIGAUO DIF LIURL LIGADU DIF

,,5 24 SI 1 2 l 1 1,3 0,3 coHrL.

9,5 36 SI 1 2,33 1,3 1,3 2 . 0,6 CuHrL.

9,H 48 51 0,6 1,h 1 1,3 2 , CLhFL.

o Jan N0 1 1 o 3 3 o (nmwwu

los testículos libres y ligados de ejem
on los controles. Escala idem tabla 13.



los SPZ se encuentran en menor cantidad (tabla 14). Esta di

ferencia se acentúa desde las 36 hs de iniciado el tratamieg

to y es manifiesta a las 48 hs en cuya muestra se observa que

los deferentes no ligados se encuentran casi completamente

evacuados. El ejemplar control, a las 48 hs, no presenta casi

espermatozoides en los ductos deferentes del testículo ligado

ni del libre en tanto que sus lóbulos permanecen cargados de

SP2 comprobandose que no se han movilizado.

c) Envejecimiento de los espermatozoides:
La motilidad media de los SPZ de H.m.malaba

¿i225 es de 20 m' prolongandose hasta 40 m’ los movimientos

direccionales. Los ejemplares, luego de 24 hs de inducidos,

conservan estas características; una vez sacrificados y remo

vidos los testículos, se verifica que el 100%de los SPZ son

móviles durante las primeras 15-18 hs de conservación en re

frigeración. Pero, los testículos conservados durante 48 ha

manifiestan motilidad solo en el 50%de los SPZ, reduciendose

a 2,5m' su motilidad media y a 20 m' 1a máxima (fig. 62).

Los ejemplares, luego de 48 hs de inducidos,

presentan un 90%de los SP2 con una motilidad media de 10 m'

y la máxima de 30 m', reduciendose luego de 30 ha de conserva

ción en refrigeración a un 10%con una motilidad media de 2,5

m‘ y un maximo de 10 m’ (fig. 62).

La viabilidad de estos SPZ, controlada so

bre una misma hembra (fig. 13), permite observar que los SPZ

recién extraidos de un ejemplar sin induCir presentan un 82%

de desarrollo normal, en tanto que los inducidos durante 24
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Fig. 62: Motllldad de los SP2. a) motllldnd direccional máxima(linea llena)
y media (linea de trazo) de los SP2 frescos (O ) y conservados en refrigeración
(TC) en ejemplares lnducldos con hipóflsls homólogo durante 24 hs ( °) 48hs
(A). b) porcentaje de motllldad (xn) a distintos tiempos de conservacl n en
refrigeración (TC) en ejemplarrs inducidos por ?4 hs (0 ) y 48hs (A). P19. 63:
Viabilidad de los SP2 obtenidos de testículos frescos (FR), de testículos 1ndu
cldos por 48 hs y conservados por 24hs en refrigeración (A ) e inducidos por _
24 hs y consurvados por 48 hs (B).Se ha registrado el porcentaje de embriones
normales ([Ïj), malformndos 6:3) y muertos (522) a las 65 hs de desarrollo (eclosión).



y 48 hs mantenidos en refrigeración durante 48 y 24 hs reapecti

vamente presentaron un 41-42 % de desarrollo normal y porcenta

Jes de alrededor de 30%de defectuosos y otro tanto de muertos.

d) Cultivo ¿n vitro de tejido ovárlco:

0vocitos mantenidosig vitro presenta
ron úarias caracteriáticas qu indican un prcceso de dete
rioro. La primera es la translación de 1a vesícula germinal

hacia 1a periferia no micropilar, ubicándose en la zona su

perior del ovocito independientemente de la posición de és

te. La vesícula germinal puede sufrir con el tiempo un pro

ceso de desaparición a'la vez que se observan cambios en 1a

disposición del citoplasma que se entremezcla con el vitelo,

caracteristica observada también ¿2 3132 durante el proceso

de atresia. Además, el ovocito se separa de la membranavi

telina y de las cubiertas celulares que lo rodean y final

mente se vuelve blanquecíno Opaco con el aspecto tipico de
las células.en lisis.

Ensayos previos efectuados sobre ovocitos

deteriorados experimentalmente, sometiéndolos a condiciones

osmóticas adversas por 18 hs, demostraron que los ovocitos

que presentan aspecto avanzado de deterioro se tiñen con Lo

sina azulada y Fast green. Esta coloración se mantiene por

lo menos por 30 minutos. Entre los ovocitos con aspecto nor

mal, solo un bajo porcentaje de los ovocitos previtelogéni

cos incorporó los colorantes.
El pH refleja dos aspectos: uno es el me

tabolismo celular y otro es la capacidad buffer del medio

“SC



de cultivo. En los ensayos ¿n ïitág se observó que en todos

los medios el pH se mantiene dentro de los limites fisioló

gicos hasta las 48 hs (tabla 15).

Los cuatro medios vnsayados (tabla 10)

permiten el cultivo de fragmentos ovárícos por 48 hs sin re

novación del medio (tabla 15). Luego de ese lapso el porcen

taje de ovocitos con evidencias de deterioro supera el 50%

y alcanza el 70-90% a las 72 hs. El TBSS es el medio que

presentó menor porcentaje de ovocitos deteriorados y por

esa caracteriática lo hemoselegido. Sin embargosu capaci

dad buffer es relativamente baja.

La presión osmótica del TBSShse ajustó

a la del suero de H.m.malabaricus durante la época reproducn

tiva. La presión osmótica de las mUestras de suero con EDTA

fuede X: 331,15 mMol/kg (fn-‘l: 18,209 mHol/kg, n: 1o). La

solución de EDTAutilizada de 840,46 mMol/kg. La presión

osmótica calculada del suero de H.m.ma1abaricus : 280,14

mMol/kg. Se ajustó una solución parcialmente preparada de

TBSScon NaCl de forma tal que la concentración final de

NaCl es de 8,35 g/l en vez de 8,6 g/l del TBSSoriginal (ta
bla 10).

e) Acción hormonal ¿g vitro:

Los resultados de la serie de ensayos, efec
tuados con TBSSh se ccndensan en 1a tabla 16. A las 24 hs de

incubación se registra actividad hormonalentre los esteroi
des; se obtuVieron respuestas significativas con 17fl=20fiDNP,

DOCy Prog. El máximo de RVGse obtuvo con 100 pg/ml de Frog

(45,5%); la 17K 20(3DHPen concentraciones de 10 ¡ig/m1 pro



Med13\\I\lncubaci6h 2‘ ho 48 hs 72 ha
\\‘ pH sonar pH ¡ODET pu 100€?

CBSS 7,9 30 7,5 SO 7 80

TBÉS 7,4 10 7 20 6,9 70

CORTLAND 7,4 20 7,4 40 7 ao

EARLE ' B 10 _ 8 50 8 90

Tabla 151 Ensayo sobre la capacidad que prosontnn los medios señalados en la
tabla 10 para mantener en cultivo tejido ovarlco. Porcenta e d
riorados (SODET). j e ovoc‘tos dete



Hormona Conc. 24 hs 48 hs
'LRVG n M WDBT ‘LRVG n M c¡»CDI-3T

Hipofisis 18 mg/nfl 0 93 0 33 4,25 98 17 63
1,8 " 0 79 O 49,5 0 92 0 81

NS(P<0,05) 0,18 " 2,5 78 10 30,5 0 73 O 88
0,0018" 0 95 0 42 2,25 96 9 71

GCH 1000UI/ml 1 84 4 5 7,75 76 21 72
100 " 0 89 0 64 O 76 0 71

NS(P<0,05) 10 " 0 82 0 57 2,75 86 11 72
0,1 " 0 82 0 65 1,25 71 5 76

Prog 100 Pg/M 45,5 57 74 28 12 55 23 73
1Q " 8 39 12 15 29,5 48 36 46

* (P<0,1) 1 " 57 5 36 8,5 30 17 63
a lds 24hs 0,01 " O 61 0 43 0 42 0 77

17aPOpDHP 100 pg/ml - - - - 10 40 20 62,5
1“10 " 38,5 99 53 20 11,2 93 28 70

' (P<0,05) 1 " 7 72 10 26 1,25 76 5 78,5
a las 24hs 0,1 " O 52 O 52,5 2 44 72,5

0,01 " 1,2 99 5 52 6 77 24 79

DCC 100 Pg/m117,5 40 30 20 20 43 30 62,5
10 " 28 79 41 29,5 24 95 73 57

‘ (P<0,05) 1 13 75 35 37 1,25 88 5 82
a las 24hs 0,1 " 1,5 49 3 39,5 6,5 33 13 7o

0,01 " 2,5 78 5 43 1,7 63 5 81

TBSSh O 159 O 57,5 0' 160 0 89,5
TBSSh 4 ETANOL-PROP. O 119 0' 62 O 168 O 83

Tabla 16: Accion hormonal ¿a vitro. Ref: Porcentaje de RVG(xavc), numero de
ovocitos contados (n), porcentaie de ovocltos deteriorados (%ODET),porcenta
je máximode RVGobservado en ensayos individuales (M). Los resultados fuerÉn
analizados con un ANOVA(P< 0,05) y por contrastes de Tuckey; No significati
vo (NS), slqnificntlvo (*).



senta 38,5% RVGy la DOC (10 Fg/ml) un 28% RVG. A las 48 hs

la máximaactividad se aprecia con la Prog (10 pq/ml) obte

niendo un 29,5% RVG, 1a DOC (10 Pg/ml) un 24% RVG y la 17x

ZO/BDHP(iOFg/ml) presenta un 11,25% RVG, actividades que en

ningún caso se demostraron comoestadísticamente significa

tivas (P < 0,05). A las 72 hs la actividad decrece y es ele
vado el porcentaje de ovocitos deteriorados.

Considerando los máximosvalores obtenidos

en ensayos individuales (tabla 16) se encuentra que el más

alto porcentaje es de 74% RVGcon 100 pg/ml de Prog a las

24 hs de incubación; le sigue un 54% RVGcon 10 Pg/ml de

17x20/bDHP a las 24 hs y un 41% va con 1o pg/ml de DOCa
las 24 hs.

En forma relativa a las concentraciones

empleadas la 170L20/50HPparece ser la más activa, seguida

por la Prog y la DOC.

Las qonadotrofinas presentan solo un 7,75%

RVGa las 48 hs con altas concentraciones de GCH(1000 UI/

m1), en tanto que la hipófisis no parece presentar actividad

_g vitro, ni comomacerado, ni comoextracto alcohólico.

f) Acción hormonal i vivo:

- Hipófisis: La acciFn hormonal ha sido estudiada uti
lizando 1a escala numérica del estado de maduración (E) en

función de 1a migración, ruptura de la vesícula germinal,
sucesiva ovulación o eventual deterioro de los ovocitos.

De acuerdo con esta relación se subdividió la escala deter

minando que:

La vesícula germinal central (VGC)posee un

E - 0,5 á 0,55.



La vesícula germinal lateralizada (VGL)posee

un E - 0,56 á 0,75

La vesícula germinal subperiférica iVGSP)po

see un E - (% o vc _ 0,76) z 0,76 á 0,86.

La vesícula germinal periférica (VGP)posee un

s - (0,99 - g o vc) á 0,87 á 0,99
Ruptura de la vesícula germinal (RVG), posee

un E - 1

Los resultados de cada ensayo de estimula

ción por medio de hipófisis homóloga se encuentran consigna

dos en la tabla 17 y la fig. 64.

En todos los casos un aumento en la dosis

durante el suministro gradual está relacionado con un incre

mento del índice del estado de maduración (E). Esta respues

ta concluye casi siempre con la ruptura de la vesícula ger

minal (E a 1) que se Verifica en promedio en 30 hs (24-36 hs)

para H], en 28,5 hs (24-35 hs) para H2 y en 24 hs para H3.

En los tratamientos H1a,H2 y H3 se obtuvo

ovulación; los'tiempos de latencia" entre la última dosis y

la ovulación fueron de elehs, 27,515hs y 24:2,5hs para cada

tratamiento reSpectivamente. El lapso entre la primera dosis y
la ovulación (tiempo de maduración - TMAD)es de 51 hs (45

60) para Hla, 39 hs (30-49) para H2 y 36 hs (33-39) para H3.

El tratamiento H4, que suministra la "dosis

efectiva" en una sola aplicación (9,5 H/kg), provoca la rup

tura de la vesícula germinal pero no la ovulación.

Cabe señalar que los ovocitos luego de la

ruptura de la vesícula germinal si no ovulan sufren un eviden

te deterioro (tabla 17, fig. 64).
Durante el mantenimiento previo así como

en el ejemplar control se evidenció un decremento del estado



Hia, H2 y H3. Se han re
metro de los ovocitos m3

istrado los pnrá

g

Tabla 17: Efecto de la inducción con hipbfisis hombloga in vivo, tratamientos
metros; Estado de ma ur

citos acompañantes (x2), porcentaje de ovocitos en atresia (10).
zados (Si), diámetro de los ovocitos acompañantPS(d2), porcentaj

s avanzados (61), porcentaje de los ovocitos má
ación (E).

la ruptura do la vesícula qcrmlnai (TRVG), tiempo hasta la ovulación (TMAD).

dia
a avnn

e de los ovo
tiempo hasta
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con hipófisla: H3 (a). H2 (b), “la (c). Se ha medido el estado de maduración
(E), la ovulación (0V), la Atrcsla (D) y ln Duración de 1a ovulación (D 0V).



de maduración, en algunos ejemplares este hecho se siguió

manifestando durante las primeras dosis de la estimulación

hormonal, pero con el tratamiento sucesivo se produce el in

cremento del E (fiq. 65).

El peso de la hipófisis fresca de Hoglias

m. malabaricus en la época reproductiva es de 11,61 mg

(z 4,65 mg) asi c0mo el peso seco es de 1,78 mg (Z 0,66 mg).

La equivalencia del total inyectado por kg es de:

Tratamiento Hipófisis/kg Peso fresco Peso seco
(mg/kg) (mg/kg)

1 11,625 134,97 20,69

2 y 4 9,5 110,29 16,91

3 9 104,49 16,02

Loa distintos parametros medidos durante
el transcurso de la inducción hormonal evidencian variada

relación con la ovulación y el normal desarrollo. (Tabla 18).

El diieetro de los ovocitoa más desarrollados (OVII) ae encueg

tra relacionado con la respuesta hormonal, eatimandoae que

ovocitoe de diametro menor a 1,425 nm preaentan escasa proba

bilidad de aer inducidos a ovular; en cambio, la posición de

la veaicula germinal (Ei) de estos ovocitoa no ha demostrado

tal influencia. La composición del ovario ea determinante en la

respuesta hormonal, ya que el porcentaje de ovocitoa viteladoa

.(0 VI) acompañantes debe aer menor del 18%y debe haber nenoe

del SS de ovocitoa en atreaia para lograr ovulacionea. La poli

cibn de la VGa laa 24 ha de iniciada la inducción (824) y el

tieepo que transcurre hasta la ruptura de 1a veaicula germinai

(TRVG)conatituyen buenoa indices de la evolución del enaayo;
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F19. 651 Evolución de la inducción Con hipófisls hombloga en cada tratamiento
efectuado y en el control, se ha roglstrndo el indice E para cada ejemplar por
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Tabla 18! Relación de lo. parámetros ovñrlcoa con la Inducción de la ovula
ción y ol desarrollo. C‘lculo de los limites en los que se comienzan o ob
servar cambios significativos en la respuesta. Ref.: P ilülimetro de los
ovocltos Vitoladon (OVII); Eli Estado inicial; 1- x i ovocltos en Vitelogé
nesia (OVI); ¡OSTs I ntreslcoa: 824: Estado a las 24 hn de Inducción; TRVG:
tiempo hasta la ruptura de 1, vesícula qermlnol; NOV:peso del ovario; THAD
tiempo hasta ll ovulación; H! mediano: L! limito; S: nivel de significación
NS: no significativo: N.| Normal; A.: Abortivo.
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ae ha observado que los ejemplares con 824 menor de 0,95 y

TRVGmayor de 29 ha presentaron escasas probabilidades de ovu

lar. El peso del ovario, entre los 40 y 190 q , no parece estar

relacionado con la ovulación; el peao del desove l. ISOCIGIXC

con un deaarrollo anormal solo ai es muy escaso (manos de 10 q )

El tiempo de maduración (TMAD)no condiciona el normal desarro

llo.

Los desoves obtenidos por masaje abdominal

suave tuvieron pesos de entre 30 y 94 g (W: 629) con H1a, 10

120 q (W: 57g) con H2 y 10-1019 (W: 44g) con H3; el ovario

remanente pesó 6?,5 1 2,5 g con H1a, 56,4 1 37,7 g con H2 y

36,7 1 17,2 q con H3; el examen determina que aún posee ovo

citos en maduración avanzada de los cuales un 50-100% se en

cuentran deteriorados (tabla 17).

Los ovocitos_fertilizados se desarrollan

normalmente (Matkovic y Pisanó, 1985, 1986, 1989 a y b) y los

embriones llegan hasta la eclosión en un 67%de los casos

con el tratamiento H1a y en un 75% en H2 y H3 (tabla 17).

Los ensayos para determinar envejecimien

to (tabla 19) son preliminares; obteniéndose que los porcen

tajes de ovocitos normales se enCUPntran en baja proporción

(37-65%). Bl tiempo de envejecimiento de los ovocitos, de

acuerdo con estos ensayos, sería de 4 á 6 hs luego de los

cuales los ovocitos ya se presentan polarizados y no desa
rrollan embriones.

- Los ensayos efectuados con GCH(fig. 66) no presentan

efecto de maduración; además, hay una leve correlación nega
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tiva del Indice de Maduración (IM) en función del tiempo

((: = -0’5)o

—La Progesterona presenta acción inductora de la madu

ración final en el_término de 24 hs (189 C) con un coefi

ciente de correlación de 0,95. Los ovocitos alcanzan la

RVGen proporciones que llegan al 100%en ambas modalidades

de suministro (C1 y C2), sin embargo éstos no continúan su

evolución y la ovulación no se produce; por el contrario, 24

á 48 hs después los ovarios se atresian (fig. 67).

- La Desoxicorticosterona (DOC)presentó diferencias

entre la inyección intraperitoneal y la intramuscular. En la

primera, a las 48 hs se alcanzó un 47% RVGen tanto que en

la segunda (si bien hubc un aumento en el IM) no llegó a

producir maduración final (fig. 68).

- El suministro del antiestrógeno CLOMno induce madura

ción final pero mantiene el IM-relativamente constante duran

te cuatro dias, luego hay atresia (fig. 69).

Comparandola acción ¿g litro con la ¿Q

xilg (tabla 20) se observa que las hormonas que han presen

tado una acción significativa son esteroideas. La Prog. pre

senta el mayor porcentaje de RVGtanto ¿g vitro como¿Q xixg

luego de 24 hs de tratamiento. La concentración más elevada

ensayada ¿2 vitro (100 pg/ml) presentó un 45,5% RVGmientras

que la minima concentración ensayada ¿n vivo un 100% RVG, a

ambas se les asignó una Eficiencia Relativa de 1. La Desoxi

cortixosterona presenta en ambos ensayos aproximadamente un

50%de 1a acción de la Prog (Eficiencia Relativa de 0,47 y

1C?



TIEMFO NORMALES MALFORMADÓS MUERTOS CARACTERISTICAS "PCADLHIIH
(hs) (1) - (Z) (1)

_0 39-37 15-20 46-43 NORMALES ECLOSICNAN

P 37 60 3 NORMALES ECLOSIUNAN

4 65-0 14-0 21-100 NORMALES- ECLOSIUNAN
POLARIZADÜS ABORTIVUS

6 0 0 100 PULARIZADUS -ABORT1VOS

8 0 0 100 POLARIZAULS ABORTIVOS

10 0 0 100 POLARIZADDS ADORTIVOS

Tabla 19: ¿nvejeclm.01-o LE -os ovocítos obtenidos durante dos ensayos con H2.



PiguraGS: Regresión lineal del IM en fución del tiempo desde el
inicio del tratamiento.con GCH¿g vivo
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Fiqura67: Regresión lineal del IM en función del tiempo desde al

¡M inicio del tratamiento con Prog ¿g vivo.
103

C - 0 95
33 ’

IM - 0,13 . t o 0,45
33r e

' 3'. /'
L 1/

53%":
V/

,53'L.'__- -.__¿_._¡_.——.u
C i: ¡9 25 30 l(hs)

FiguraGB: Regresión lineal del IM en función del tiempo desde el

IM inicio del tratamiento con Doc¿Q vivo.
102

c - 0,67

IM = 0,063 . t o 0,64

527
0 ‘ D 24 36 l(hs)

Figura69 Regresión lineal del 1Men función del tiempo desde el

¡M inicio del tratamiento con Clom¿g vivo.
55

c --o,o27

55'."‘“Ï-._N __,. 1M.. -1,5 .10'3 . t o 0,43

¿5. , ¡ a
O

.35_ ____:«--"-------_n_

'25 'A A t l J
0 24 L3 72 9€ [(hfi

164



Hormona lg vitro ¿_ vivo
?4hs' 48hs 24hs 48hs

'X.RVG CONC . XzRVG CONC MWG COHC .'.RVG CCNC

Prog 45,5 100pg — - 100 100m9 - 
ER:1 ER:1

UOC 28 10 pg 24 10pg 47 20m9 - 
ER:.62 .53 .47

ccu — - 7 , 75 1000 o 4000 'o 4000
ER: .17 UI 0 UI 0 UI

Hipóflsis - - 4,25 18m9 100 16-20 - 
ER: .09 1 _ mg

17-20pDHP 38,5 10pg' - — - - _ 

Tabla 201 Comparaciónentre la acción hormonal ¿g vitro e ¿g vivo. Eficiencia
relativa (respecto a la proqestnrona) (ER), concenEracIón en pg, mg o UI/ml
(CONC).



0,62). La GCHrecién a las 48 hs presenta un bajo porcenta

je de RVG¿a litro (Eficiehcia Relativa 0,17) que no.se ob

serva ¿a ïixg. La Hipófisis, practicamente inactiva ¿g li
tro, es igualmente activa que la Prog ¿g_ï¿19 (Eficiencia

Relativa de 1), su acción se prolonga entre las 24 y 48 hs

y es hasta el momento la única con la que se logró inducir

1a ovulación.

111.4 DISCUSION

a) Selección de los reproductores:

En Hfm.malabaricus no se aprecia claramen
te el dimorfiswo sexual ni Se obtiene emisión de esperma;

tampoco la maduración del ovario provoca 1a distensión ab

dominal qup es tipica en otros teleósteos. Lo señalado con

trasta con lo que ocurre en muchasespecies cuyas caracteris

ticas externas han servido de útil parámetro para la selec
ción de reproductores (tabla 21).

Si bien en algunos biluriformes y en 352

chilodus es posible utilizar esas caracteristicas externas
se considera más conveniente analizar los ovocitos obteni

dos por biopsias (Lam, 1982; ESpinach Ros gt El, 1984 a y b).

En H.m.malabaricus se ha combinado el examen de 1a papila

uroqenital c0n la biopsia por canulación intraovárica. Por
este procedimiento se ha podido obtener casi un 70%de segu

ridad en 1a determinación del sexo, siendo útil para selec

cionar las hembras. Si bien Se pueden extraer ovocitos en

estadios muypoco desarrollados, el 30%de error se debe

casi exclusivamente a hembras inmaduras que se confunden con
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Tabla 21: Ensayos_de inducción dp la 0vúlac16n en distintas especies.
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machos al no poder canular el-ovario. El uso de laparotomías

exploratorias soluciona en esos casos el problema ya que per

mite reconocer las qónadas.

b)'Acción hormonal en los machos:

Es de común aceptación que la inducción

de la espermiación no es problemática, en general es espon

tánea y solo en los casos en que el Semenemitido es visco

so o bien en las prácticas de acuicultura, donde se desea

sincronizar la emisión de gametas, se procede a inducir hor

monalmente la espermíación (Lam, 1982, Donaldson,y Hunter,

1983). El caso de H.m.ma1abarícus rarece ser diferente, sus

testículos, c0mohemos observado, no manifiestan cambios

de volumen estacionales ni relacionados con 1a maduración.

Su tamaño reducido hace suponer que el volumen de esperma e

mitido tiene que ser escaso; efectivamente, ejemplares re

colectados que ocasionalmente espermian nunca emiten más

que una o dos gotas de semen (Azevedo y Gomes, 1942; Pinto

Paiva, 1972) y los_ejemplares hasta el momentoutilizados

para fertilizar en forma artificial siempre han tenido que

ser sacrificados y macerados sus testículos (Azevedo y Go

mes, 1942). Este hecho, nada ventajoso, es de dificil reso

lución pues a pesar de las variados intentos aún no se ha

obtenido espermiaaión inducida.
El análisis del efecto de distintas hormo

nas sobre el tejido espermatogénico de H.m.malabaricus y los

ensayos con hipófisis homólogabrindan algunos resultados

preliminares. Entre las distintas hormonasensayadas solo los

macerados de hipófisis homóloga, que involucran varias hormo
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nas en forma conjuhta y la testosterona parecen tener acti
vidad sobre el testículo. En ambas se observa una disminu

ción de la cantidad de SP2 en los lóbulos espermáticosque en

sucesivos ensayos se comprobó como un traslado a1 ducto de

ferente itabla 22), Este efecto se comprobórelacionado a
la 11 oxotestosterona en ¿almg,gairdneri (Billard gt al,

1978) a 1a vez que en otras especies la testosterona y la

11 ketotestosterona estimulan la espermiación (Fostier gt gl,
1983).

El suministro de preparaciones de hipófí

sis y gonadotrofinas en distinto grado de purificación se

ha empleado en forma común para inducir espermiación, como

en 2225 lucius (Billard y Marcel, 1980) y en otras especies

(Donaldson y Hunter, 19L3). Intentando reproducir los incremen

tos en el nivel de gonadotrofina que se obServa relaciOnado

naturalmente con la espermiación (Billard gt al, 1975; Fos

tier si gi, 1982, 1983; Dyegt gl, 1986; Kobayashi gt El,
1986).

Tanto el traslado de los SP2 al ducto de

ferente comola espermiación en si se han relacionado con

la hidratación del plasma seminal (Clemens y Grant; 1964;

Clemensg¿_gl, 1964). Este proceso se encuentra bajo control
hipofisario, aparentemente mediadopor gonadotrofinas (Cle

mens gt El, 1964) y es inducible por GCHen Carassius auratus

(Kobayashi'gg'gl, 1986). En H.m.ma1abaricus-e1 ensayo efec

tuado con hipófisis homóloga esta inconcluso, observándose

un nivel escaso de hidratación a las 24 hs de inducido, y no

habiéndose efectuado ensayos a tiempos mayores.

El análisis conjunto de los distintos en
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CONTROLES TRATADOS (DOSIS H/Kg)

o 2,25 5,25 9'.7s 15,15 ssouu-m 1
o 9,5 9,5 9,5 ssuuu-m a
0 18 24 30 36 49 Horas de tratamiento

RESPUESTA:

- _ j j / j j Area ocupada por SPZ

_ / (u ¡(-1’) //(—2) ¡/(-2) - Diferencia ue'srz
entre Mi-HF, Louuws

- /(-1) '(-2) (-2) (-3) - Diferencia de SPZ
ll // ll/ entre MI-MF,IBFEREHTES

1 1-2 2 2-0 0 - Estado DEFERENTE

0 - 0.3 - 0,6 0,6 Diferencia LIGADO-LIBR
en loa LOBULOS

0 _ 1 - 1,3 1 Diferencia LIGADO-LIBRE
en los DEFERENTES

1 - 0-2 - 1 1-0 Estado UEFERENTELIBRE

7 FSCASA 7 7 7 HIDRATACION

N0 NO N0 HO N0 N0 ESFERNIACICN PCR
. MASAJE AUDCMINAL

SIN LOS SPZ SE ESPERNIACION
CAMBIOS MOVILIZAN AL

DUCTO DEFBRENTE

Tabla 22: Integración de los ensayos sobre inducción de la espermieción con
hipófisis homóloga.



sayos efectuados con hipófisis homóloga (tabla 22) permite

observar, en forma preliminar, que el efecto hormonal a las

30 horas de iniciada la inducción (dosis de 9,5-9,7S H/kg)

incide en una movilización de los SP2 de los lóbulos y los

eferentes al-ducto deferente, originando la disminución de

SPZ computada asi como el aumento de los mismos en el defe

rente. Entre las 30 y 48 hs de inducido se observa que la

evacuación de los lóbulos y eferentes se acentúa y que los
deferentes se encuentran eVacuados o con menor cantidad de

SPZque anteriormente. Esta fase de posible espermiación no

se detecta externamente y las causas son dudosas: podria

existir una espermiación espóntánea o bien inducida como

respuesta al estres de manipulación y cautiverio y por lo

tanto no se obtendria semen por presión abdominal suave. Cabe

destacar que parte del mecanismode regulación podria veri

ficarse por medio del sistema nervioso, acorde con observa
ciones de abundantes terminales nerviosas en contacto con

músculo liso peritubular en distintas especies (Gresik, 1973

Ruby y McMillan, 1975; Aoki y Gutiérrez, 1978; Gardiner,

1978; Arriaga, 1981) o células mioides (Arriaga, 1981), y

que podrian estar relacionadas con el estimulo de masaje
suave.

La motilidad de los SPZ de H.m.malabaricus

es indudablemente elevada (20-40m') en comparación con lo

observado para otras especies (Stoss, 1983, Maggeseg; al,

1984). Esta cualidad podria compensar la escasa cantidad
de semen emitida.

Las primeras observaciones sobre enveje

cimiento de los SP2 evidencian que hay una reducción, cohe
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rente en los dos niveles estudiados: motílidad (en tiempo
y porcentaje) y capacidad fecundante. Esta reducción obede

ceria tanto al almacenadointratesticular luego de la induc

ción hormonal comoal mantenimiento en refrigeración luego

de extirpados los testículos. La incidencia de estas condi

ciones se verifica en Una baja del 50%en ambas caracterís
ticas.

c) Acción hormonal en las hembras:

El medio de cultivo utilizado para los

foliculos ováricos de H.m.malabaricus ha permitido efectuar

ensayos sobre la acción hormonal in vitro durante las pri

meras 24 hs. Los resultados de incubaciones por 48 hs no son

tan confiables ya que se han registrado porcentajes relativa

mente elevados de ovccitos deteriorados. Esta caracteristi
ca se podria relacionar con el pH del medio que debido a la

escasa capacidad buffer del medio no ha podido ser ajustado,

ya que la presión osmótica, otro factor importante (Jala

bert gt El, 1973; Goetz y Nagahama, 1985; Berndtson y Goetz,

1986) fue ajustada a los valores del plasma de la especie.

Cabe destacar que el pH juega un importante rol en el efec

to hormonal, actuando sobre la dosis media necesaria para

obtener maduración final con Gth en truchas (Jalabert, 1976;

Goetz y Nagahama, 1985).

En H.m.ma1abarícus se ha logrado inducir

la maduración final ¿g vitro por medio de la 17K 2OC>DHP,

Prog y DOCcoincidiendo con los resultados obtenidos en:

Salmo (Jalabert _¿ al, 1972, 1973), Carassius, Essox (Jala
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bert! 1976), Cr zias (Hirose y Donaldson, 1972), Plecoglo

Isggg, Cnchorhynchus y Carassius (Naqahamagt _l, 1983),

Salvelinus y Perca (Theofan y Goetz, 1983), salvando las

diferencias que existen entre las concentraciones efectivas

y las potencias relativas en cada una de las especies.

La disociación que se obtiene ¿Q vitro

entre la maduración final y la ovulación es conocida y 1a
causa se encontraría en los diferentes mediadores hormona

les que actuan (Jalabert, 1976) si bien se postula que al
tos niveles de 17x ZOESDHPinfluirian sobre la ovulación

(Van der Kraak gt El, 1985).

La ovulación ¿g vivo se desarrolla, nor
malmente, a continuación de la maduración final (Jalabert,

1976; Goetz, 1983) separandola sólo en el caso de sistemas

experimentales especiales (Goetz y Nagahama, 1985). En fl¿g.

malabaricus la Prog y la DOC,activas en la maduración fi

nal ¿g vitro, produjeron el mismoefecto ¿Q vivo pero los

ovocitos no continúan el proceso hasta llegar a 1a ovula

ción. La explicación de este comportamiento particular no

es sencilla ya que las concentraciones hormonalesutiliza

das podrian ser insuficientes para superar un umbral deter

minadoo alguna caracteristica fisiológica particular de
los foliculos ováricos. Ese mismocuadro se encontró en a1

gunos ensayos efectuados con hipófisis hOmólogay fue supe
rado modificando la modalidad del suministro hormonal.

Las hormonas ensayadas sobre H.m.malaba

ricus presentaron diversa actividad:
- Las gonadotrofinas: los macerados de hipófisis homó

loga poseen actividad inductora de la maduraci(n final y de
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la ovulación ¿g vivo pero esa actividad aún no se ha demos

trado ¿g vitro. Esto se podria deber a que los extractos no

fueron activos, si bien se siguieron las técnicas de extrac

ción habituales (DonaldsonÉLal, 1972). Otra posibilidad

es que la actividad ¿g vivo se deba no solo al suministro

de Gth sino a las otras hormonashipofisarias. Esta suposi

ción podria ser apoyada en los modelos de regulación de la

maduración final postulados para teleósteos en los que se

incluye la acción de la interrenal, ya sea regulada por sgh

o bien por ACTH(Sundararaj y Goswami, 1977; Goetz, 1983).

La GCHno parece ser activa ¿Qrvitro ni

_2_x¿xg en H.m.ma1abaricus contrariamente a lo observado en

varias especies (Goetz, 1983; Donaldson y Hunter, 1983). Es

probable que esta hormona humana no sea compatible con los

receptores para 6th de esta eSpecie; al respecto se ha ob

servado que las hormonas de mamíferos son, en algunos bio

ensayos, entre 2 y 28 veces menosactivas que las de tele

ósteos (Bonna Gallo y Licht, 1983) requiriendo en algunos

casos concentraciones muyelevadas para inducir la madura

ción final (Donaldson y Hunter, 1983).

- Esteroides: se han elegido los que más frecuentemen

te presentan actividad de maduración (Goetz, 1983; Donaldson

y Hunter, 1983) comprobándoseque son activos ¿g litio e ¿2

vilo en Hoplias m. gglabaricus. La mayoreficiencia relativa

se ha obtenido ig vitro con 17az2ofiDHPacorde a lo observado

en la generalidad de las eSpecies, en las cuales se postula

comoel mediador que actúa directamente sobre el ovocito (Ja

labert, st El, 1973; Jalabert, 1976; Fostier si El, 1983; Goetz,
1983; Nagahama et 1 1983; Theofan y Goetz, 1983; Van der



Kraak et 1, 1985; Van der Kraak y Donaldson, 1986; Dye g;

EL, 1986). I

La Progesterona es metabolizada natural

mente produciendo varios derivados entre los que se encuen

tra 1a 17czZGfi50HP(Theofan y Goetz, 1983). La Desoxicorti

costerona se pOStula también como un derivado de 1a proges

terona y por lo tanto dentro de 1a misma via metabólica

(Theofan y Goetz sintetizada en el ovario (Colombo

g; _¿, 1973; Tessone y Charreau, 1980; Theofan y Goetz, 1983)

o en 1a jnterrenal (Sundararaj y Goswami, 1977). Su activi
dad se deberia a 1a liberación de 17120(30HP d. 1..

proteinas que actúan como transportadoras en 1a sangre (Go

etz, 1983) o bien actuar directamente sobre la maduración

final comoen el caso de Hetercpneustes fossilis y Brachida

n19 Eerio(Sundararaj y Goswami, 1977; Van Ree gt _¿, 1977).

- Antiestrógenos: los estrógenos tienen una acción in

directa sobre 1a regulación de la maduración, bajando las

concentraciones de 6th hipofísarias. Los antiestrógenos su

primen este efecto negativo (Goetz, 1983). En H.m¡ma1abari
cus aún no se ha demostrado la efectividad del Citrato de

Clomifene; sin embargo es muypositivo el indicio de mante

ner el Indice de Maduración constante durante cuatro dias

ya que se ha observado que este decae rápidamente si nessa
suministran las hormonas adecuadas.

d) Inducción con Hipófinia:

Algunas especies responden a una sola do

sis de hormona (tabla 21X no obstante, se conoce que el su

ministro en forma fraccionada resulta más efectivo que una



sola dosis masiva (tabla FD. En nuestro trabajo hemosuti

lizado la técnica de nipofxsación en dosis graduales en ba

se a los resultado; exitosua obtenidos en la mismaespecie

(tabla 2k Azevaoo y Qcme 2943; Godoy, 1975) y por el hecho

de que es un método progresivo que prepara al folículo ová

rico para la maduración fina] (Goetz, 1983). En H¡m,malaba

¿i533 el aumento gradual de la dosis, incrementó la madura

ción ovocitaria, sin embargo, si bien en casi todos los ca

sos se produjo la ruptura de la vesicula germinal, la ovula

ción solo se logró suministrando pequeñas dosis durante pe

riodos cortos (4 á 6 hs), o bien usando dosis elevadas apli

cadas con un intervalo de 1? hs. Interpretamos el resultado
en función de la necesidad de un umbral de hormona circulan

te para que se desencadene la ovulación. Es probable que en

los otros ensayos los niveles hormonales no puedan alcanzar

los umbrales adecuados como resultado del propio metabolismo

de las hormonas. Al respecto, en trucha 3 hs después de la ing

culación hipofisaria el nivel de hormonacirculante desciende y

es preciso mantenerlo con otras inyecciones (Fostier et al,’83).

El método H3 presenta menor varianza en

el TRVG,en el tiempo de latencia y en el TMAD,además requie

re la menor cantidad de hipófisis por poso y el menor núme

ro de inyecciones, obteniendose descves de magnitudes com

parables a los otros dos metodos. Por estas causas parece

ser el método más adecuado. El suministro de hipófisis en

dos dosis es dentro de los métodos graduales e1.más común

de los_utilizados para teleósteos (Lam, 1982) y es útil en.
H.m.malabaricus.

El análisis de los distintos parámetros

medidos durante la.inducción hormonal expresa que existe
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relación entre el diámetro de los ovocítos y la ovulación

de acuerdo a lo Quo ya se conocia (Goetz y Theofan, 1979; Wa

llace y Sal-an, 1980). En cambio, no se ha encontrado la rela

ción, que estos mismosautores expresan, entre la posición de

la vesícula qerminal y la ovulación, ya que los ejemplares con

VGlateraiizaoas o wuopeïx;üïiCeS responden bien a la induCCión.

Un parámetro importante es la coepoaiclon del

ovario, ya que si presenta más de un 181 de ovocitos afin Vitelg

génicos o más de un 5%de ovocitos en atresia, no responde a la

acción hormonal. Esta falta de respuesta puede atribuirse a 1a

ausencia de receptores hormonales, que todavia no se han dese

rrollado (Goetz, 1983), o a alguna interferencia hormonal ya

que tanto durante la vitelogenesis, comodurante 1a regresión,

se presentan condiciones hormonales adversas a la maduración

final (Van der Kraak, 1983; Goetz, 1983).

El normal desarrollo de los desoves no parece

estar condicionado por ninguno de las caracteristicas estudia

das ya que se ha observado que sólo los ovocitos logrados en los

extremos de estos parametros presentan eayor probabilidad de ser

defectuosos; esto se comprueba en ovarios con un 171 de OVI,

Si de atresicos y en desoves de menos de 10 g.

Cabe destacar que el TRVGrepresenta un buen

parametro para controlar la normal evolución de la inducción.

Se ha observado la presencia de hidratación

y precipitados protéicos en el liquido ovarico, le que se re
lacionarla con una evolución anormal en casos de presentarse
en exceso.

Unacaracteristica que debe ser tenida en

cuenta es la calidad de las hipófisis inyectadas,
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no siendo conveniente usar hiófisis conservadas de un año a

otro (Harvey y Hear. 1979) e menos que ee extremen las me

didas de almacenaje (Donaldson g¿_¿¿, 1978; Doneldaon y

Hunter, 1983).
Consideramos conveniente señalar que en

H.m.malabaricus hemos logrado ovulaciones usando concentra

ciones hipofisarias aproximadamentecuatro veces mayores

que las utilizadas en BIrasil para producir ovulaciones en
la miSWaespecie; es probable que esta diferencia se rela

cione con la distinta fase de maduración de los ejempla
res reSpectivamente utilizados en cada caso (tabla P; Azeve

Co Y Gomes, 1943; Godoy. 1975). Otro elemento que puede mo

dificar los resultados incluso para una mismaespecie de

diferentes localidades (Lam, 108?), es la distinta actividad

de las hipófisis utilizacas, debido a los múltiples factores

que las afectan; por otra parte, la comparación es dificul

tosa debido a que no existe aún un bioensayo "standard" que

indique su potencia como inductora (Lam, 1982).

El decrecimiento del estado de maduración,

demostrado por la regresión de la vesicula anminal que
vuelve hacia el centro del ovocito, observado en H.m.malaba

ricus, puede revertirse por estimulación hormonal, lo que

sugiere que la migración de la vesicula germina] se encon

trarla bajo control hormonal. Poco se sabe del mecanismo de

este desplazamiento, por lo menos en teleósteos; sólo ha po
dido constatarse que el estres ocasionado tanto por el trans

porte comopor el manipuleo del ejemplar alteran el metabo

lismo iónico (Aldrin g; EL, 1980).Por otra parte, este estre.
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provocaría sobre los ovocitos un efecto atrésico por lo

que se recomienda iniciar la estimulación hormonal innediatg

mente luego del transporte (De Montalembert _t EL, 1978;

Lam, 1982).

Cabe señalar que dejando en aclimatacifin

peces capturados, los ovocltcs en maduración, en general sv

atresian completamente- Utilizando los ovocitos de ejempla
res de H.m.malabar1cus recién sometidos a estres hemos lo

grado, en tiempo relativamente breve, que se reanude, con

todas las manifestaciones del caso, 1a maduración de los

miSmospor medio del suministro de hormona hipofisaria; es

ta observación permite emitir la hipótesis que las altera

ciones provocadas por estres por breve tiempo, serian reversi
bles.



IV. CONCLUSIONES GENERALES

—Los testiculos de H. m. malabaricus son de tipo "lobular,

de espermatogonias no restringidas", comparables al comúnde

los teleósteos.

- Se han reconocido'los distintos elementos celulares testicg
lares frecuentemente descriptos y, además, unas celulas pecu

liares de la túnica albuginea, que hemosdenominado"células

especiales" (ya que presentan qranulos de colesterol) y que no

reconocen homologias con otros grupos celulares descriptos nn
teleósteos.
- Los condúctos eferentes se encuentran parcialmente coloniza

dos por células germináles, limitandose éstas a la faz ventral.

- La dinámica de la espermatogénesis es cíclica, reconociendo

se-cuatro periodos:

a) Periodo reproductivo: con espermatogéne

sis y espermiogénesisactivas, hipertrofia e hiperplasia de las
células de Leydig. Se extiende desde fines de octubre a princi

pios de febrero.

b)Periodo de reparación: parte de los espe;

matocitos y de las espermátidas se atresian y parte prosiguen
su desarrollo diferenciandose en espermatozoides. A1 finalizar

este proceso sólo permanecen enpermatogonías A y B y espermato

zoides. Las células de Leydig decrecen en número y volúmen. Se

extiende entre fines de febrero y marzo.

c) Periodo de proliferación: las espermato
gonias C se forman por mitosis. Tanto las espermatogonias A

comolas B podrian_representar las células basales postulandose
dos modelos alternativos que explicarian la renovación. Durante
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este periodo se registra también hipertrofia e hiperplasia en
las células de Leydig. Se extiende desde abril/mayo a septiem
bre.

d) Periodo de preparación: se inicia la meig

sis, activandose la espermatogénesis; octubre-noviembre.
- El testiculo de esta especie no evidencia un mecanismode de

gradación de los espermatozoides remanentes; en efecto, se acu

mulan hasta que, antes de iniciarse una nueva espermiogénesis,
son eliminados.

- La marcada actividad ciclica, sin embargo, no se refleja en v3
riaciones de volúmen, peso o Indice Gonadosomático (ICS), cons

tituyendo esto una caracteristica poco c0múnentre los teleóstg
os.

- Los ovarios de fi. m. malabaricus poseen ovocitos que pueden

ser clasificados en nueve estadios, según las distintas fases

de maduración: a) 0vogonias (01), aisladas o formando nidos mui

ticelulares; b) Ovocitos en crecimiento primario (OII), con crg

mosomasplumulados, evidencias de acumulación de ARNy proteinas

citoplasmáticas y formación del núcleo vitelino; c) Ovocitos

(OIII) en los que se forman los alvéolos corticales; d) 01v,

0V y OVIque corresponden a distintos grados de la vitelogene

sis; e) OVII en los que se evidencian las distintas fases de la
migración de la vesicula germinal como parte de 1a maduración

final; f) OVIII en los que se verifica la ruptura de la vesicg

la germinal; g) OIXque corresponden al ovocito ovulado.

- La membranadel ovocito presenta una "zona radiata" tipica

y según nuestras observaciones también una "zona externa", gli

coproteica,que sufre cambios luego de la ovulación ocluyendo

los-poros canales. Esta capa externa podria considerarse como
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la responsable de la adhesión entre los ovocitos que es carac

teristica del desove de esta especie.

- Los ovarios presentan cambios de volúmen, peso e IGS en fun
ción de una actividad cíclica. En base a las variaciones.ce1u

lares hemosconsiderado oportuno dividir el año en cuatro per;

odos: 1) Mayo-Julio: Crecimiento primario y formación de los
alveolos corticales.

2) Julio-Septiembre: vitelogénesis, con una etapa más ac

tiva en Septiembre-Octubre.
3) Noviembre-Febrero: Maduración Final.

4) Marzo-Mayo: repnrción.

a La diversidad de ICS que se encuentra en un miSmoperiodo

evidencia una gran asincronia poblacional que permite encontrar
ovarios en distintos estadios de maduración.

- A medida que aumenta el IGS se nota la maduración de los ova

rios, caracterizada por ovocitos cada vez de mayor tamaño y de

estadios más avanzados. Ademáscon el aumento de peso varia tam

bién la sección transversal de los ovarios, que de triangular

se torna circular. La presencia de ovocitos avanzados en conjun

to con atresias y foliculos desovados en ovarios de IGS entre

3 y S indica desoves parciales, en cambio en ovarios con IGS 0,5

1,5 el desove es total.
—Los seis estadios de maduración ovarica consignados en este

trabajo (Previtelogénesis, Vitelogónesis, Vitelogénesis activa,
-Maduración final, Semidesovado y Desovado , ver tabla 1) resúmen

las distintas fases ovocitarias, el IGS, la sección del ovario,

y la coloración, según se manifiestan durante los cuatro perio
dos del año. En las poblaciones de las lagunas de Chascomús, el

periodo que comprende el cuadro de Madurqción final (Noviembre
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Febrero) resulta muyvariado, encontrandose ovarios desde pre
viteloqénesis hasta el desovado.
- La presencia de una cohorte de ovocitos de un determinado es

tadioq dominante,frente a otros estadios ovocitarios,caracteriza

a los ovariOS'de H. m. malabaricus como"Sincronos por grupos".

El reclutamiento de esa cohorte se efectuaria desde los 0V; que
durante el ciclo mantienen un lapso de discontinuidad. Se ha po

dido comprobar el reemplazo de ese estadio por OVI y OVII confor

me aumenta el IGS.

- La hipófisis de H. m.4mglabaricus es del tipo "leptobásico"

y presenta las tres zonas y los distintos tipos celulares que
habitualmente se describen para teleósteos.

- Las células basófilas (AB+, PAS+)de la PDPpresentan varia

ciónes funcionales relacionadas con el ciclo reproductivo, sien
do las probables células gonadótrofas. Nuestras observaciones

han reconocido células basófilas densamente granuladas, escasa

mente granuladas y cisternales que alternan numericamente duran

te el ciclo, tanto en ejemplares machos comoen hembras, siguieg

do un mismo patrón.

- Los ciclos reproductivos de.ambos sexos coinciden durante los

períodos de "reproducción (machos)"/"maduración fina1(hembras)"

y de "reparación (ambos sexos)". Sin embargo cabe señalar que

los machos parecen pespOnder más uniformemente que las hembras

a los factores ambientales; por otra parte las hembras requeri

rian otro tipo de estímulos que desencadenen los procesos de vi

telogénesis y de maduración final.

- El periodo de freza se encuentra dentro del caracterizado por

fotoperiodos largos (más de 14hs de luz), temperaturas medias

mayores de 17ÓCy precipitaciones mayores de 80mmmensuales
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(Noviembre-Febrero).

—El periodo de reparación se sitúa durante 1a fase descondon

te del fotOperiodo y de la temperatura.

- La selección de reproductores de ambos sexos en fi. g. malaba

ricus puede realizarse por medio de 1a combinación de 1a obser

vación de 1a papila uroqenital y de la canulación a trnv¿s del

orificio urogenital; estos métodos permiten reconocer las hem

bras maduras. El uso de laparotOmias soluciona los casos de du

da en 1a selección de machos.

- Se ha comprobado el efecto de la hipófisis homóloga y de la

Testosterona sobre la espermiucifin de H.m.mnlabaxicus. El sumi

nistro de 9,5-9075 H/kg produce una baja en la cantidad de es

permatozoides en el lúmen lobularl evidenciandose en una prime
ra fase su traslado a1 deferente (hasta las 30hs de iniciado el

ensayo). En la segunda {use sw observa una marcada evnr-nnrh'xn

tanto de los lóbulos semlnifezos y los oferentes comodel defe

rente (hasta 48hs). Sin embargo hasta el mOmentono se ha podido
obtener semen en forma controlada.

- La motilidad de los espermatozoides es prolongada (20-40 m').

—Se ha registrado envejecimiento en los espermatozoides Inhqo

del mantenimiento en refrigeración de testículos inducidos hor

monalmente, evidenciado por un descenso en 1a motilidad y úna

perdida de la capacidad fecundante.

- Se ha logrado mantener ¿n litro fragmentos de ovario y anna

yar sobre éstos el efecto de distintas hormonas, Se ha complo
bado que 1a más efectiva en inducir 1a maduración final es la

17o<20(30HP,seguidapor ia Progesterona y 1a Desoxicorticostero

na. Tanto 1a Proqesterona como 1a Desoxicorticosterona mantienen

su efecto in vivo en las mismasproporciones relativas, sin rm
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bargo no inducen la ovulación.

- La GCH,utilizada tanto ¿g vitro como¿2 x133, se ha dnmrstrne

do inactiva en machos y hembras de H.m.malabaricus.

- El antiestrogeno Citrato de Clomifene mantiene mn vesicula ger

minal en una posición constante durante varios dias, evidencian«
do actividad.

—Los macerados y extractos de hipófisis homólcga (extraídos de

la pesca comercial) constituyen un medio adecuado para inducir

la maduración final y la ovulación ¿g ïiïg, si bien no se ha

podido comprobar su actividad ¿g vitro. El mejor resultado ha

sido obtenido empleandodosis de 9 hipofisis/kg suministradas

en dos inyecciones (3 y 6 H/hg respectivamente con un intervalo

de 12 hs).

- Varios parámetros condicionan la respuesta a la inducción hor

monal: entre éstos, el diámetro de los ovocitOR debe ser mayor

de 1,425mm, el ovario deb" prvsvntar menos dv] 182.de OVPCÍLOS

VI y menos del 5%de ovocitos en atresia.
- La ubicación de la vesícula germinal a las 24 hs de iniciada

la inducción, representa un control útil de la evolución; Se ha

comprobado que si el Indice E es menor de 0,95 es aoco probnble

que el ejemplar ovule.

- Si los ejemplares hembras capturados no son inyectados inme

diatamente con hormona, la maduración del ovocito sufre un re

troceso indicado, según las observaciones realizadas en ovcci

tos tranSpnrentados, por el desplazamiento fiacia el centro del

ovocito)de la vesícula germinal. Luego de varios dias de la capw

tura el ovario se torna atresico. Por otra parte si el tratamien

to hormonal se efectua en un lapso relativamente breve (1-2 dias)

de la captura, se obtienen ovulaciones normales y eso coincido
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con un desplazamiento,hacia la periferia del'pvocltOIÓe la ve
sicula germinal, demostrando que se ha revertido el proceso de

desgaste inicialmente provocado por la captura.
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- Re11tionship between ovarian charactnristics and nvuu

lation induced with homologous hypophysis in Hoglias m. malaba
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