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Resumen

Pérez, D.; Olea, G.; Méndez, G.S.; Blanco, C.T.; F.Quintana, C.: Morfologia ovdrica y
Jfoliculogénesis en Gymnotus carapo (Linnaeus, 1758). Rev. Vet. 33: 1, 11-16, 2022. El obje-
tivo del presente trabajo fue el estudio de la morfologia ovarica y la foliculogénesis de Gym-
notus carapo, a fin de aportar informacion sobre su biologia reproductiva, y que ésta sea de

utilidad en el manejo de dicha especie como recurso pesquero. Se recolectaron 40 ejemplares

hembras durante el periodo de febrero a diciembre del 2019 en ambientes naturales proximos

a la Ciudad de Corrientes. Posteriormente a la captura fueron anestesiados con solucion de

lidocaina al 2% v sacrificados por seccion medular. Los ovarios fueron aislados y fijados en
formol al 10%; posteriormente fueron procesados para la técnica histolégica convencional

y coloreados con hematoxilina-eosina (H-E), tricromica de Gomori y reaccion histoquimica
de PAS. Los preparados histologicos fueron analizados a través del microscopio optico. Se

pudo observar que la foliculogénesis en G. carapo es similar a la descrita para otros peces. El

ovarioy los ovocitos de G. carapo experimentan diferentes etapas de desarrollo: crecimiento

primario, secundario, vitelogénesis y maduracioén durante el ciclo reproductivo, informacion

que sienta base para estudios futuros sobre biologia reproductiva. La informacion brindada

en ¢l presente trabajo es importante dado que aporta un estudio histolégico detallado que

describe la morfologia ovarica y foliculogénesis en G. carapo y contribuye a la gestion y

planificacién de conservacion de especies de importancia para el recurso pesquero.

Palabras clave: peces, reproduccidon, gametogeénesis.

Abstract

Pérez, D.; Olea, G.; Méndez, G.S.; Blanco, C.T.; F.Quintana, C.: Ovarian morphology

and folliculogenesis in Gymnotus carapo (Linnaeus, 1758). Rev. Vet. 33: 1, 11-16, 2022. The

objective of this work is to study the ovarian morphology and folliculogenesis of Gymnotus
carapo, in order to provide information on its reproductive biology, and that this is useful in
the management of this species as a fishing resource. 40 female specimens were collected

during the period from February to December 2019 from natural environments near the City

of Corrientes. After capture, they were anesthetized with 2% lidocaine solution and sacrificed

by spinal section. The ovaries were isolated and fixed in 10% formalin; Later they were pro-
cessed for the conventional histological technique and stained with hematoxylin-cosin (H-E),
Gomori trichrome and PAS histochemical reaction. The histological preparations were ana-
lyzed through the light microscope. It was observed that the folliculogenesis in G. carapo is

similar to that described for other fish. The ovary and oocytes of G. carapo undergo different

stages of development: primary and secondary growth, vitellogenesis and maturation during

the reproductive cycle, information that provides the basis for future studies on reproductive

biology. The information provided in this work is important since it provides a detailed his-
tological study that describes the ovarian morphology and folliculogenesis in G. carapo and

contributes to the management and conservation planning of species that are of importance

to the fishing resource.

Key words: fish, reproduction, gametogenesis.

INTRODUCCION reflejada en las diferentes estructuras gonadales, las
estrategias reproductivas y los modos de cuidado pa-

El comportamiento de los peces es tan diverso rental encontrados en este grupo >22. A pesar de la gran
como su morfologia * . Esta diversidad se ve también variabilidad de estrategias reproductivas presentes, la
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organizacion bdsica del ovario de los peces estd nota-
blemente conservada 2%

En la gran mayoria de los Teledsteos, los ovarios
son uniformes con forma sacular, ubicado longitudinal
v dorsalmente a la cavidad celémica, unidos a la pared
del cuerpo a través del mesovario %° . La cavidad ovari-
ca es continua con oviductos que se unen caudalmente
y terminan en la papila urogenital >'*

Las células madre de la linea germinal persisten
toda la vida y se dividen continuamente dando lugar a
las ovogonias que entran en la ovogénesis. La ovogéne-
sis es el proceso por el cual las ovogonias se convierten
en ovocitos capaces de ser fecundados. Por lo tanto no
hay limite en ¢l nimero de ovocitos que se pueden pro-
ducir >

Después de la diferenciacion sexual y al comienzo
de cada ciclo reproductivo, las células germinales se di-
viden varias veces por mitosis *°. Por lo tanto, se auto-
renuevany/o se diferencian en ovogonias, que s¢ juntan
en racimos o nidos. En los nidos entran en meiosis dan-
do lugar a ovocitos que avanzan a la profase de la pri-
mera division y la misma se detiene en diploteno %13,

Las células epiteliales prefoliculares que se origi-
nan en las laminillas ovigeras, envuelven al ovocito en
diploteno aisldndolo y sintetizando gradualmente la
membrana basal. Posteriormente los ovocitos abando-
nan los nidos pero permanecen conectados al epitelio
germinal > '*1¢ Desde el tejido conectivo circundante,
las células pre-tecales se disponen alrededor del folicu-
lo en formacién, sobre la membrana basal recién sinte-
tizada, y dan lugar a tecas. Esto completa la formacion
del complejo folicular 2. Posteriormente comienza el
desarrollo primario y secundario de dicho foliculo.

El inicio y la terminacion de la vitelogénesis ocu-
rren durante el crecimiento de los ovocitos secundarios.
En el proceso, la vitelogenina, sintetizada y secretada
por el higado, llega a la superficie de los foliculos en
crecimiento a través de la circulacidn, y se difunde
a través de la membrana basal que separa las células
tecales de las células foliculares, a través de espacios
intercelulares en el epitelio folicular '

El conocimiento sobre la morfologia ovarica y la
foliculogénesis en peces esta limitado a unas pocas
especies utilizadas en investigacidén basica y/o biotec-
nologia de acuacultura (por ejemplo: bagre, bacalao,
anguila, lebistes, medaka, salmon, tilapia, trucha y pez
cebra) ¥ . La morfologia de las gonadas ha sido estu-
diada para identificar el ciclo anual reproductivo y la
extension de las estaciones de cria.

Gymnotus carapo es conocida vulgarmente como
‘morena”. Estd incluida en el orden Gymnotiformes y
posee una amplia distribucion que incluye las cuencas
de los rios Parana, Paraguay, Uruguay y Rio de la Pla-
ta! . Es una especie de habitos nocturnos que durante
el dia permanece debajo de camalotes u otra vegetacion
flotante *.

Estudios sobre la biologia reproductiva de Gymmno-
tus sp han sido abordados por diversos autores 101732,
Sin embargo, informacion detallada sobre los aspectos

<
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histologicos del proceso de foliculogénesis durante
todo el ciclo reproductivo, no estan disponibles.

Por lo antes expuesto, ¢l objetivo del presente traba-
jo fue estudiar la morfologia ovarica y la foliculogéne-
sis de Gymmnotus carapo, a partir del analisis morfold-
gico ¢ histoquimico, con el fin de aportar informacion
sobre su biologia reproductiva y su utilidad en el mane-
jo de dicha especie como recurso pesquero.

MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

Los muestreos fueron realizados quincenalmen-
te entre los meses de febrero y diciembre del 2019 en
cuerpos de aguas Iénticos en cercanias a la ciudad de
Corrientes, 10 km en direccion NE (Paraje Perichon: 27°
26’ 36.6” S58° 45° 14.0”W). Fitogeograficamente, el sitio
de muestreo se ubica en el Chaco Humedo. El clima es
subtropical o mesotermal ° , con un gradiente de tem-
peratura media anual que oscila de norte a sur entre los
21°C y 19.5°C, siendo enero el mes mds calido (media
anual, 27°C) y julio el mes mads frio (media anual, 14°C).

Metodologia de captura y procesamiento del material
Se efectud la captura manual de un total de 40 hem-
bras de Gymmnotus carapo. Para el sexado se siguid la
metodologia propuesta para este género * . Los anima-
les fueron traslados al laboratorio en bolsas plasticas y
posteriormente se procedié a la eutanasia de los ejem-
plares con sobredosis de lidocaina al 0,2%, siguiendo el
protocolo establecido en la Guia para la eutanasia ani-
mal propuesta por la ITACUC (The Institutional Animal
Care and Use Committee) bajo las normas del comité
de ética de la Facultad de Ciencias Veterinarias-UNNE.

Andlisis morfologico

Para el andlisis macroscopico de los ovarios s¢ pro-
cedio6 a la diseccion de los ejemplares y posterior obser-
vacidn bajo microscopio estercoscopico y aislamiento
del sistema reproductor. Los ovarios fueron fijados en
formol con pH 7,4 al 10%. Fueron observados y foto-
grafiados bajo lupa estereoscdpica.

Andlisis histologico

Con los ovarios previamente fijados en formol al
10% con pH 7.4, sc elaboraron preparados histolégicos
siguiendo la técnica convencional de deshidratacién,
inclusion en parafina y coloracioén. La deshidratacion
se realizd en concentraciones crecientes de alcohol eti-
lico (70, 80, 96 y 100%), el aclaramiento se realizé con
xilol. Se llev6 a cabo la inclusion en xilol-parafina (50%
v 50%) durante 12 h y 3 bafios de parafina de 2 h cada
uno. Finalmente se confeccionaron tacos orientando
las muestras para la obtenciéon de secciones transver-
sales o longitudinales de 5 a 7 . Estas fueron obteni-
das con microtomo rotatorio tipo Spencer manual. Las
muestras fueron coloreadas con Hematoxilina-Eosina
(H-E) y Tricrémica de Gomori para la caracterizacion
citologica ¢ histologica general y la reaccidn histoqui-
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mica de PAS-H (Periodic Acid-Schiff-Hematoxilina)
para la deteccion de glicosaminoglicanos acidos pri-
mariamente carboxilados . Los preparados fueron
observados y fotografiados con un sistema compuesto
por un microscopio trinocular marca LEICA, modelo
DME 500, perteneciente al Departamento de Biologia
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agri-
mensura-UNNE.

RESULTADOS

Estructura ovdrica

El ovario de G. carapo es un érgano alargado, im-
par y bilobulado hacia la region anterior. Dependiendo
del estadio en el que se encuentre, se lo puede observar
de color naranja con bordes irregulares por la presen-
cia de los foliculos vitelogénicos y con gran vascula-
rizacion (Figura 1 A), mientras que si el estado en el
que se lo observa es el de post-desove, el ovario se ve
translacido con pocos ovocitos atrésicos y grandes va-
sos (Figura 1 B).

Debido a la posicion del poro urogenital, ubicado
justo debajo de la cabeza, cerca de la abertura del opér-
culo, el ovario tiene su porcion craneal en una posicion
posterior y el caudal esta en una posicidn anterior, en
relacion con el cuerpo del animal.

Se encuentra envuelto por una cdpsula de tejido
conjuntivo, la tinica albuginea, la cual emite septos
hacia el interior del ovario constituyendo las lamelas
ovuligeras, que delimitan ¢l lumen ovdrico, el epitelio
germinativo de las lamelas se encuentra constituido por
células de la linea germinativa y por células somaticas
(Figura 1 C).

Los ovarios se continian con dos oviductos, los
cuales son estructuras pares, que parten de cada 16bu-
lo de la porcion anterior del ovario (Figura 1 B). Los
conductos estan ubicados anteriormente en la cavidad
celomatica y conectan el 6rgano a la papila urogenital.

Foliculogénesis

Las ovogonias de G. carapo sufren varias mitosis,
v las que no contintan el ciclo, se renuevan y perma-
necen como células madre (Figura 2 A). Las células
que han sido reclutadas para la reproduccion continuan
dividiéndose por mitosis y forman nidos, que tienen
células prefoliculares en su periferia (Figura 2 B). El
nido puede estar compuesto por varios grupos de célu-
las germinales, que pueden estar en diferentes etapas
de desarrollo.

Las ovogonias entran en la meiosis, originando los
ovocitos. En la profase de la primera division meidti-
ca (en paquitene), los cromosomas homologos se em-
parcjan seguidos de su condensacion (Figura 2C), y
Iuego los ovocitos entran en diplotene, entre el final
del paquitene y al comienzo del diplotene los ovocitos
comienzan a cubrirse por células epiteliales prefolicu-
lares y dejan los nidos (Figura 2 D).

Los ovocitos diploténicos iniciales tienen un nu-
cleo redondo y un citoplasma ligeramente basdfilo
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(Figura 2 E) debido al comienzo de la acumulacion de
ARN. Con la amplificacion nucleolar el nicleo de los
ovocitos comienza a contener multiples nucléolos peri-
féricos (Figura 2 F).

Antes del final de 1a formacion del foliculo, comien-
za el crecimiento primario. El foliculo formado esta
constituido por el ovocito diploténico inicial rodeado
por la zona radiada (en formacién), células foliculares
y membrana basal. Una vez que la teca esta organizada,
finaliza la formacién del complejo folicular.

Desarrollo folicular

En el crecimiento primario v la sintesis de compo-
nentes citoplasmaticos, los orgdnulos membranosos en
el ovocito son intensos, lo cual hace que éste tenga un

Figura 1: A) Detalle macroscopico del ovario maduro
de Gymnotus carapo. B) Detalle macroscdpico del
ovario post-desove de Gymnotus carapo. C) Corte
transversal del ovario con detalle del lumen y lamelas
ovuligeras con ¢l epitelio germinal (coloracidn: he-
matoxilina-cosina H-E). Referencias: punta de flecha:
tiinica albuginea. Ov: ovario. Ovi: oviducto. Lineas de
puntos: epitelio germinal. Lu: lumen.

Figura 2: A) Corte transversal del ovario de Gym-
notus carapo con detalle de un ovogonio (coloracion:
H-E). B) Detalle de los nidos germinales de ovogonios
en el ovario de Gymmnotus carapo (coloracion: H-E).
C) Detalle de ovocito en paquitene (coloracién: H-E).
D) Detalle de ovocito en diplotene (coloracion: PAS-
H). E) Detalle de foliculo en crecimiento (coloracion:
H-E) F) Detalle de foliculo con nucléolos peri nucleo-
lares (coloracidén: H-E). Referencias: punta de flecha:
ovocitos en distintas fases de la meiosis. N Ov: nio de
ovogonios. N: nicleo. C: citoplasma. Flecha: nucléolos.
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aumento significativo de volumen al final del proceso;
también se hace visible el cuerpo de Balbiani (Figura 3A).

Poco a poco ¢l citoplasma se vuelve mas basofilo y
los organulos se dispersan formando surcos por todo el
citoplasma. El nicleo, que inicialmente tiene un con-
torno regular, se vuelve irregular y los alvéolos corti-
cales comienzan su formacion, lo cual caracteriza al
ovocito en ¢l estadio alvéolo-cortical (Figura 3B).

Al comienzo de la deposicion de los alvéolos cor-
ticales en el ovocito, estos son dispersados por ¢l cito-
plasma en vesiculas mas pequefias, que con ¢l desarro-
1o del ovocito se vuelven progresivamente mas grandes
y constituyen las grandes vesiculas, que en esta ctapa
se ubican en el region cercana al nucleo (Figura 3 C).

Concomitante con el desarrollo folicular, se produ-
ce la deposicion de la membrana basal, que se deposita
en capas, y se espesa con el desarrollo del foliculo, ha-
ciéndolo muy visible en microscopia 6ptica (Figura 3D).
Las células foliculares forman una sola capa.

En crecimiento secundario, el ovocito tiene un ni-
cleo de forma irregular y multiples nucléolos ubicados
por debajo de la envoltura nuclear (Figura 3D). Poco a
poco ¢l ovocito incorpora vitelogenina, producida por
el higado, que alcanza al ovocito por endocitosis. Las
vesiculas formadas se fusionan y forman granulos de
vitelo, que se tifien fuertemente con PAS, para indicar
la presencia de glicoproteinas (Figura 3E).

Con la creciente acumulacion de vitelo, ¢l ovocito
aumenta de tamafio y los alvéolos corticales recién for-

Figura 3: A) Detalle de foliculo pre-vitelogénico en
crecimiento, presencia del cuerpo de Balbiani (Co-
loracién H-E). B) Detalle de foliculo en crecimiento
primario con alvéolos corticales (Coloracién H-E).

C) Corte transversal del ovario de Gymnotus carapo
con foliculos en distintas fases del creci-miento, con
tamafios variables de los alvéolos corticales (Colora-
cién: H-E). D) Detalle de 1a membrana basal y células
foliculares y tecales del foliculo (Coloracién: H-E).

E) Detalle de los alvéolos corticales del foliculo en
crecimiento (Coloracion: PAS-H-E). F) Detalle de los
foliculos con la presencia de los alvéolos corticales de
gran tamafio y periféricos (Coloracion: H-E). Referen-
cias: punta de flecha foliculos pre-vitelogénicos. N:
nucleo. C: citoplasma. CB: cuerpo de Balbiani. MB:
membrana basal. CF: células foliculares. T: células te-
cales. AC: alveolos corticales. GV: granulos de vitelo.

mados se mueven a una posicion mas periférica (Figura
3 F). Durante el periodo de vitelogénesis, los polisaca-
ridos dcidos y neutros se producen ¢ incorporan en los
alvéolos (Figura 4 A). La monocapa de células folicu-
lares cambia de plana a ctbica (Figura 4 B). Alrededor
del foliculo, en una distribucidn discontinua, s posible
observar la presencia de células de la teca (Figura 4 B).

En la etapa de maduracion, los ovocitos muestran el
citoplasma lleno de yema con granulos y alvéolos cor-
ticales de diferentes tamafios (Figura 4C). Las células
de la capa folicular toman una forma columnar con un
nucleo redondo en la base y numerosos vesiculas en el
citoplasma. Las células de la capa de la teca muestran
la misma forma, y se destaca de la capa folicular por la
membrana basal.

Otro tipo de foliculos que pueden observarse en el
ovario son los foliculos atrésicos y cuerpos residuales
con lipofucsina, los cuales son comunes en los ovarios
post-desove (Figura 4 D).

DISCUSION

El estudio de la ovogénesis en peces es un paso
basico para mejorar la comprension de las siguientes
fases del desarrollo, como lo referente al hecho que los
ovocitos pueden entrar en crecimiento primario y con-
tinuar el proceso. La descripcion de la foliculogénesis
en (. carapo permite una comprension detallada del
proceso inicial de ovogénesis, como la proliferacion
mitética de estas células, dando lugar a nidos y raci-
mos de ovogonias, asi como ovocitos en desarrollo de
la profase hasta alcanzar la fase de diplotene, que im-
plica la formacion de foliculos ovaricos.

o a7 3 | = )

Figura 4: A) Detalle de los alveolos corticales en foli-
culos en crecimiento secundario de Gymnotus carapo
(Coloracién: tricrémica de Gémori). B) Detalle de los
foliculos en crecimiento secundario y células foliculares
y tecales (Coloracion: H-E). C) Detalle de los foliculos
en fase de vitelogénesis (Coloracion: H-E). D)Detalle
de foliculos atrésicos y cuerpos residuales. Referencias:
GV: granulos de vitelo. MB: membrana basal. CF: cé-
Iulas foliculares. AC: alveolos corticales. Fvit: foliculos
vitelogénicos. FAtr: foliculo atrésico. CR: cuerpos resi-
duales
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Para la mayoria de los 7eleosteos, las gdnadas
estan localizadas longitudinal y dorsalmente a la ca-
vidad celomadtica, unida a la pared del cuerpo por el
mesovario > %% La orientacion de Gymnotus carapo
en la cavidad celomatica difiere del encontrado para
la mayoria de 7eleosteos, ya que se encuentra en una
posicion similar a la de los Pleuronectiformes (Solea
senegalensis), que también tiene la papila urogenital en
la region anterior ' . El patron mas conminmente obser-
vado es incluso ovarios saculiformes ubicados longitu-
dinal y dorsalmente a la cavidad celomatica, adheridos
a la pared corporal por el mesovario. A diferencia de
los mamiferos, son cavidades con ¢l compartimiento
germinal en forma de laminilla que se proyectan desde
la capsula hacia la Iuz del érgano.

La cavidad ovarica es continua con los oviductos
que se unen caudalmente y terminan en la papila uro-
genital »*' Internamente ambos ovarios de G. carapo
tienen las mismas caracteristicas, son 6rganos cavita-
rios, cubiertos externamente por la tinica albuginea,
que emiten tabiques en el 6rgano que constituye el so-
porte de las laminillas ovigeras.

Los diferentes tipos de ovogonias observados en el
epitelio germinal de G. carapo también se observaron
en otros grupos de peces, como Siluriformes Pimelo-
dus maculatus * lo que demuestra que es una caracte-
ristica bien conservada en los peces.

En G. carapo el epitelio de la laminilla ovigera esta
formado por células epiteliales y ovogonias, que proli-
feran por mitosis. Cuando se describid el epitelio de la
linea germinal femenina de Centropomus undecimalis,
se observé que la produccion ilimitada de ovocitos en
las hembras de Teleosteos se debe a la constante proli-
feracion de ovogonias situadas de manera discontinuas
entre las células epiteliales de la laminilla ovarica '8,
Las ovogonias pueden evolucionar individualmente ha-
cia la meiosis, o pueden entrar simultincamente en la
meiosis formando nidos de ovocitos * %16,

Las ovogonias solas o en grupos nunca hacen con-
tacto directo con células ovaricas, es decir, siempre
estan rodeadas de células epiteliales. Cuando no estan
completamente envueltas, las ovogonias se asientan di-
rectamente sobre la membrana basal, y en proliferacion
forman agregados celulares por encima de la membra-
na basal. Las células derivadas del epitelio, emiten pro-
cesos citoplasmaticos que involucran ¢ individualizan a
las ovogonias, formando grupos mas pequefios *.

Las células de la teca resultan de la diferenciacion
de las células mesenquimales presentes en el estro-
ma 1% que rodean el foliculo excepto en la region que
comparte con el epitelio '°. En //yodon whitei, una es-
pecie vivipara perteneciente a la familia Goodeidae, es
posible observar que en realidad los nidos de ovocitos y
posteriormente los ovocitos individuales, permanecen
conectados a la epitelio, con ¢l que comparten una cier-
ta extension de la membrana basal '¢.

La participacion de las células somaticas en la for-
macién del foliculo ovdrico para diferenciarse en célu-
las foliculares fue descrita por primera vez como una

caracteristica comunmente observada en Teleosteos ©.
Esta condicion también se describe para G. carapo. Lo
que se pudo evidenciar en ¢l presente trabajo es la for-
ma como los ovocitos se aislan tras el alargamiento de
las células prefoliculares, proceso que comienza en la
etapa tardia del paquitene.

El crecimiento primario en G. carapo comienza
antes de la formacién completa del foliculo o antes de
que el ovocito esté¢ completamente rodeado por ¢l com-
plejo folicular. El mismo se inicia cuando la meiosis se
detiene en diplotene **. Durante el crecimiento prima-
rio de los ovocitos, se genera una sintesis intensa de
ARN, resultando en una basofilia citoplasmética ">

En G. carapo el desarrollo de los ovocitos en si
se dividié en tres etapas: crecimiento primario, creci-
miento secundario y maduracion. Durante el desarrollo
de los ovocitos perciformes, orden que ha sido referen-
cia para determinar las etapas del desarrollo de los ovo-
citos en teledsteos, en el crecimiento primario ocurre
la deposicién de gotas de lipidos alrededor del micleo,
y en la maduracion, las gotas de lipidos se fusionan en
una sola gota, los granulos de vitelo se fusionan y las
proteinas de la yema se hidrolizan ' '1%2*

A diferencia de las especies de perciformes mari-
nos, ninguna de las caracteristicas mencionadas ante-
riormente fue observada en los ovocitos de G. carapo,
excepto que hay una fusion de los granulos parciales de
vitelo que se producen durante la maduracion.

Como se pudo evidenciar a partir de este andlisis,
el ovario y los ovocitos de G. carapo experimentan
diferentes etapas de desarrollo: crecimiento primario,
secundario, vitelogénesis y maduracion durante el ci-
clo reproductivo, informacién que sienta base para es-
tudios futuros sobre biologia reproductiva.

La informaciéon brindada en el presente trabajo
aporta un estudio histologico detallado que describe
la morfologia ovarica y foliculogénesis en G. carapo
y contribuye a la gestién y planificacién de conserva-
cidn de especies que son de importancia para el recurso
pesquero.
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