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RESUMEN

El pez ledn es una especie considerada invasora y registrada por pri-
mera vez en Cuba en el 2008. Varios autores han afirmado que entre
los factores que han contribuido a su éxito estan las caracteristicas
de su reproduccién, por lo cual el objetivo de la presente investigacién
ha sido analizar la morfologia de las gonadas maduras de Pterois
volitans y la influencia de esta en su estrategia reproductiva en el
litoral oeste de La Habana, Cuba. Se tomaron las medidas de Longi-
tud Total y Peso Total en 64 ejemplares. Se procesaron fragmentos de
gbénadas para su analisis mediante Microscopia Optica y Electrénica.
En la poblacion de P. volitans en estudio existe dimorfismo sexual:
los machos muestran una Longitud y Peso Total significativamente
mayor que las hembras. Esta especie, acorde al desarrollo de sus cé-
lulas sexuales, esta activa reproductivamente durante todo el afio. La
espermatogénesis de P. volitans es semicistica. El patrén morfologi-
co de los espermatozoides del pez leén es uno de los esquemas mas
ampliamente representados entre los peces teledsteos, descritos como
espermatozoides simples anacrosomales de Tipo I. La morfologia ova-
rica interna presentada se clasifica como estructura cistovariana Tipo
II-3. La gran cantidad de gametos, ovocitos y espermatozoides, en-
contrados en los tejidos gonadales apoya la potencialidad del pez leén
como una especie invasora.

PALABRAS CLAVE: pez ledn, espermatogénesis, ovogénesis, ultraestruc-
tura gonadal

REVISTA DE INVESTIGACIONES MARINAS
RNPS: 2096 * ISSN: 1991-6086 VOL. 40 ¢ No. 2 * JULIO-DICIEMBRE ¢ 2020 ¢ pp. 26-42



MORFOLOGIA DE GONADAS DEL PEZ LEON

27

Cruz Lépez * Sanz Ochotorena * Rodriguez Gdmez ¢ Lara Martinez ¢ Segura Valdéz ¢ Jiménez Garcia

ABSTRACT

Lionfish is an invader species registered in
Cuba for the first time in 2008. Several au-
thors have affirmed that among the factors
that have contributed to its success are the
characteristics of its reproduction; therefore,
the main goal of this work has been to analyze
gonad’s morphology of P. volitans and its influ-
ence in its reproductive strategy in the west
littoral of Havana, Cuba. Measurements of To-
tal Length and Total Weight were calculated.
Gonad fragments were processed for analysis
by Light and Electron Microscopy. Sexual di-
morphism exists in the studying population
of P. volitans: males show significantly bigger
Total Length and Weight than females. This
species is reproductively active throughout the
year. P. volitans spermatogenesis is semicys-
tic. The morphological pattern of lionfish sper-
matozoa is one of the most widely represented
schemes among teleostean fish, described as
Type I simple anacrosomal sperm. The pre-
sented internal ovarian morphology is classi-
fied as cystovarian structure Type II-3. The
great amount of gametes, oocytes and sper-
matozoa, found in gonad tissues supports the
lionfish’s potentiality as an invader species.

KEY WORDS: lionfish, spermatogenesis, oogene-
sis, gonadal ultrastructure.

INTRODUCCION

El pez ledn es nativo de las aguas tropi-
cales del Océano Pacifico occidental y el
Océano Indico oriental (Meister et al.,
2005; Hamner et al., 2007). Existen multi-
ples teorias con respecto a su introduccién
en el Océano Atlantico y en algiin momen-
to entre 1999 y 2004 el pez leén devino en
el primer pez ex6tico marino reproductiva-
mente establecido en el oeste del Atlantico
(Whatfield et al., 2002; Ruiz-Carus et al.,
2006; Albins, 2017) pero la liberacién acci-
dental de un acuario en la Florida a través
del huracan Andrew sigue siendo el escena-
rio mas probable (Harris et al., 2020). En
Cuba se informo la presencia del pez leén
por primera vez por Chevalier et al. (2008).

No hay estudios acerca de la reproduccién
de esta especie en nuestro territorio, y ain
son desconocidos muchos aspectos de la es-
tructura y ultraestructura gonadal de P.
volitans que pudieran explicar en parte su
extraordinario éxito reproductivo.

Varios autores (Morris, 2009; Morris et
al., 2011) han afirmado que entre los fac-
tores que han contribuido al éxito de P.
volitans en el Atlantico estan las caracteris-
ticas de su biologia reproductiva. Las hem-
bras durante la copula liberan dos masas
gelatinosas huecas, cada una de las cua-
les envuelve una cantidad aproximada de
15 000 huevos (Fishelson, 1978); mientras
que los machos liberan los espermatozoides
en el interior de dichas masas. Algunos au-
tores, como Morris et al. (2011), consideran
la morfologia de las bolsas de huevos como
una adaptacion para atrapar y concentrar
espermatozoides, y de esta forma garanti-
zar la fertilizacion de los ovocitos. Ademas,
esta especie puede mantenerse activa re-
productivamente durante todo el ano, con
una frecuencia de desove potencial de cada
tres o cuatro dias, y una fecundidad anual
de mas de dos millones de huevos por hem-
bra (Morris, 2009). Por las razones antes
expuestas, el objetivo del presente trabajo
fue analizar la morfologia de las génadas
maduras de P. volitans y la influencia de
esta en su estrategia reproductiva en el li-
toral oeste de La Habana, Cuba.

Como novedades destacan la utilizacion
por primera vez de la microscopia electro-
nica en la caracterizaciéon de las células
sexuales del pez leén y la tincién con un
compuesto intercalante (DAPI) con el fin de
detectar grados de compactacion de la cro-
matina. La presente constituye la primera
caracterizacion detallada de la estructu-
ra testicular de P. volitans, y en particu-
lar de la ultraestructura de su peculiar
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espermatozoide, tanto en el Atlantico como
en su rango nativo. Se observaron algunos
elementos que destacan por su exclusivi-
dad en el grupo los cuales se informan por
primera vez en este trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares de pez ledén se capturaron
en la porcién de arrecife costero ubicada
frente al litoral del Acuario Nacional de
Cuba (ANC), provincia La Habana (Fig.
1). Se realizaron siete muestreos durante
el periodo Octubre/2013-Septiembre/2014
(octubre/2013, noviembre/2013 y febrero,
abril, junio, julio y septiembre/2014), en los
cuales se captur6 un promedio de nueve in-
dividuos por muestreo, para un total de 64
ejemplares en el estudio. Para las captu-
ras se emplearon redes de mano. Luego los
peces se introdujeron en bolsas de nylon,

y para mayor seguridad se mantuvo el re-
cipiente colector con los peces capturados
a clerta distancia del buzo, mediante una
cuerda de cinco metros de largo y una boya.

Los ejemplares se sacrificaron y diseca-
ron siguiendo los protocolos de Green et
al., (2012). Se determiné de cada animal
la Longitud Total (LT) con un pie de rey
digital marca Mitutoyo precision 0,1mm y
el Peso Total (PT) mediante una balanza
Ohaus, con resolucién 0,01g.

Se tomaron fragmentos de cada goéna-
da de aproximadamente un gramo de ma-
sa, se colocaron en paraformaldehido al
4 % como fijador, minimo por 24 horas y
se sometieron a la técnica clasica de inclu-
si6n en parafina. Los cortes se obtuvieron
entre 5y 7 um con un micrétomo de rota-
ci6n manual marca Sakura; se colocaron en
portaobjetos con albiimina como adherente

LA HABANA
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Fig. 1. Ubicacion del sitio de muestreo en el litoral de La Habana. El &rea del sitio de recolecta se ha encerrado en un

cuadrado.
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y se tifieron con las técnicas Hematoxilina-
Eosina, Tricromica de Mallory y Mason. Las
observaciones se realizaron en un microsco-
pio Carl Zeiss modelo Axiomat, con objetivos
de 20 X, 40 X y 100 X; con camara digital
Nikon E400 para el registro fotografico.

También se fijaron, de cada animal,
fragmentos de la géonada izquierda en glu-
taraldehido al 2,5 % en tampén fosfato de
sodio a pH 7,4. Estos se procesaron luego
mediante la técnica de microscopia electro-
nica de transmision (MET) segiin Vazquez-
Nin y Echeverria, (2000). Se obtuvieron
cortes semifinos —tenidos con azul de to-
luidina— de 2-4 pm y ultrafinos de 40-60
nm, con un micrétomo modelo Ultracut de
Leica contrastados con acetato de uranilo y
citrato de plomo. Los cortes se observaron
bajo un microscopio JEOL JEM 1010 que
opera a 80kV.

Un grupo de muestras se tiferon con
4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), com-
puesto intercalante que se sitia entre los
surcos mayores de la doble hélice del ADN,
a partir del procedimiento propuesto por
Rodriguez (2008). Las preparaciones teni-
das con este reactivo se analizaron con la
técnica de i1luminacion epifluorescente con
el objetivo de detectar los grados de com-
pactaciéon de la cromatina nuclear en los
diferentes estadios de la ovogénesis. Se ob-
servaron con un microscopio 6ptico con adi-
tamento de epifluorescencia (Nikon E800).

Tabla I. Valores medios de Longitud Total (LT), log10 del
Peso Total (PT), para ambos sexos de Pterois volitans. Los
asteriscos indican los valores estadisticamente diferentes
(Student, p<0.05).

Sexo N LT (cm) log10 (PT)
Machos 28 25,8 2,29*
Hembras 26 21,56 * 2,09~

Las imagenes se registraron digitalmente
con una camara CCD (3CCD, MTI) acopla-
da al microscopio mediante el programa
FlashPoint 3D FPG.

La LT y el PT de machos y hembras se
compararon mediante el estadistico t de
Student, con el fin de encontrar un posi-
ble dimorfismo sexual. Se realizé también

un analisis de medias con los valores de
LTy PT.

RESULTADOS

De los 64 ejemplares de P. volitans mues-
treados en el litoral oeste de La Habana
se identificaron 28 machos y 26 hembras
(Tabla I). Los valores de talla y peso de in-
dividuos maduros alcanzaron cifras maxi-
mas de 37,2 cm para machos y 30,0 cm
para las hembras en cuanto a LT y 589,1 gy
304,1 g respectivamente en relaciéon al PT.
Como se aprecia, en la Tabla I las hembras
difieren significativamente de los machos
en cuanto a LT y log10 del PT.

DESCRIPCION MACROSCOPICA DE LAS GONADAS:

Las génadas de P. volitans son 6rganos pa-
res localizados en la region posterior de la
cavidad del cuerpo, por detras del estoma-
go, debajo de la vejiga natatoria y justo en-
cima del intestino. (Fig.2 A y Fig. 2B). Los
ovarios maduros (Fig. 2A) tienen forma de
saco con una coloracién crema rojiza, y se
unen posteriormente para formar el ovi-
ducto, el cual desemboca en el poro genital
detras del ano. Los testiculos son alarga-
dos y de color crema claro (Fig.2B).

CARACTERIZACION MICROSCOPICA DE LOS
TESTICULOS:

Los testiculos del pez leén P. volitans
muestran una elevada organizacion de los
tejidos germinales y somaticos durante la
espermatogénesis. En secciéon transversal
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Fig. 2. A Vista lateral de la region abdominal de una hem-
bra del pez ledn Pterois volitans. La flecha indica el ovario.
B: Vista lateral de la region abdominal de un macho del
pez ledn Pterois volitans. La flecha indica el testiculo.

son estructuras reniformes con los princi-
pales conductos espermaticos ubicados in-
terna y externamente en el lado concavo
(Fig. 3). La pared de la génada masculina
esta constituida por la tunica albuginea,
que se aprecia como una fina capa de teji-
do conectivo fibroso. Los tibulos seminife-
ros aumentan su didmetro interno en el eje
convexo-concavo en el interior de la gonada.
Las células sexuales se desarrollan en el
epitelio germinal que forma los tubulos se-
miniferos, llegan en su desarrollo al lumen

Fig. 3. Seccion transversal al Microscopio de Campo
Claro del testiculo (Masson). Las flechas indican los tabu-
los seminiferos. ce: conducto espermatico.

de los tubulos seminiferos, pasan hacia los
conductos espermaticos y se agrupan fi-
nalmente hacia el lumen (Fig. 3). Estas se
organizan en grupos de células llamados
cistos (Fig. 4A y Fig 4B), los cuales contie-
nen células germinales en un mismo esta-
dio de desarrollo. Se observo que los cistos
pueden desintegrarse antes de culminar la
gametogénesis (Fig. 4A), con un patrén de
espermatogénesis semicistica.

En los testiculos de los machos sexual-
mente maduros estudiados se observaron
células germinales en todos los estadios de
desarrollo (espermatogonias, espermatoci-
tos, espermatidas y espermatozoides). Las
espermatogonias (Fig. 4A) aparecen como
células relativamente grandes distribuidas
en diferentes secciones de los tibulos semi-
niferos. Se caracterizan por presentar un
nucleo redondeado, con la cromatina difu-
sa, clara y un solo nucléolo prominente. En
la siguiente fase, los espermatocitos prima-
rios se caracterizan por un ntcleo con cro-
matina visible y con figuras cromosémicas
en el nucleoplasma (Fig. 4A, Fig. 5 y Fig.
6). Estos se observaron en diferentes fases
de la profase I de la meiosis como puede ob-
servarse una fase paquitena en la Fig. 4By
una diplotena en el cisto de espermatocitos
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Fig. 4. A. Seccion de un tubulo seminifero (H-E). Notese la presencia de cistos. T: tibulos. L: lumen. Epg: espermato-
gonias. Epc: espermatocitos. Epd: espermatidas Epz: espermatozoides. S: célula de Sertoli. Ley: células de Leydig B.
Espermatocitos primarios en diferentes fases de la profase | de la meiosis en un cisto. (azul de toluidina). Se observa
una fase paquitena. Epc: espermatocitos. Pqt: paquiteno. (Fotomicrografias al Microscopio de Campo Claro).

primarios vistos al MET que se muestra cisto, donde quedan junto con espermati-
en la Fig. 5. La mayoria de los espermato- das y espermatozoides. Los espermatocitos
citos contindan su desarrollo en los cistos, secundarios fueron dificiles de observar y
pero otros se vieron independientes en el presentan caracteristicas similares a los
lumen del ttbulo tras la desintegracién del primarios, aunque se muestra el final de
esta etapa ya en la telofase, en la Fig. 6.
Las espermatidas (Fig. 4A) se observa-
ron también en cistos y en el lumen de los
tabulos seminiferos con un alto grado de
compactacion de la cromatina nuclear.

Fig. 5. Cisto de espermatocitos primarios al Microscopio
Electronico de Transmision. La flecha indica una célulade Fig. 6. Telofase de espermatocitos secundarios al
Sertoli. Epc: Espermatocitos. Microscopio Electronico de Transmision.
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Fig.7. Microfotografia del espermatozoide de P. volitans al Microscopio Electronico de Transmisién A. N: nicleo, pra:
posible remanente de acrosoma. m: mitocondria. La flecha sefiala al centriolo proximal. B. Seccion media-posterior del
espermatozoide. N: nticleo, m: mitocondria, f: flagelo, cp: centriolo proximal. C. Seccion transversal donde se observa
el patrén microtubular del axonema de la cola del espermatozide. mt: microttibulos. La flecha sefiala los brazos de
dineina.

Se observan las células de Sertoli, las
cuales se ubican en el interior de los tdbu-
los seminiferos y se caracterizan por un
nucleo con un nucléolo prominente y cro-
matina compacta cercana a la membrana
nuclear (Fig. 5). En el tejido intersticial del
testiculo se localizan las células de Leydig,
las cuales se observan como células alarga-
das entre las membranas basales de los tu-
bulos seminiferos, con un nucleo evidente
(Fig. 4A). En los testiculos de los machos

maduros de P. volitans se observo un ele-
vado nimero de gametos.

En la morfologia general de los esper-
matozoides se distinguen tres secciones:
cabeza, pieza media y flagelo (Fig. 7A). La
cabeza es de forma redonda e incluye el
nucleo del gameto (también redondeado),
el cual tiene la cromatina altamente com-
pacta. En general, no existe acrosoma en
la region anterior de la cabeza de los es-
permatozoides (Fig. 7A), sin embargo, en
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algunos gametos en desarrollo se observo lo
que podria ser un remanente de acrosoma

20 pm

Fig. 8. A. Seccion longitudinal del ovario (Masson). ec:
estroma central. Ico: lumen de la cavidad ovarica. po:
pared del ovario. oac: ovocito en alveolo cortical. B. Se
observan numerosos ovocitos en diferentes estadios de
desarrollo. ec: estroma central. og: ovogonias. oac: ovoci-
to en alveolo cortical. C. Seccion longitudinal de la pared
del ovario mt: mesotelio. ml: musculo longitudinal. mc:
musculo circular. ep: epitelio. La flecha sefala los cilios.
(Fotomicrografias al Microscopio de Campo Claro).

(Fig. 7A). Los centriolos proximal y distal
estan ubicados en la concavidad posterior
del nuacleo (Fig. 7A y Fig. 7B), A continua-
cién de la cabeza se observa la pieza media
(Fig. 7B), region relativamente corta, asi-
métrica, que incluye dos mitocondrias con
material electrodenso en su interior. Por
ultimo, el flagelo o cola del espermatozoide
alcanza una longitud de aproximadamen-
te 2-3 veces el diametro de la cabeza. En
su interior, el axonema presenta el patron
microtubular clasico (9 + 2), nueve doble-
tes periféricos mas un par central, cuya ul-
traestructura se observa en la Fig. 10, En
esa imagen, al Microscopio Electronico de
Transmision (Fig. 7C) se detecta también
la presencia de los brazos de dineina en los
laterales de los dobletes.

CARACTERIZACION MICROSCOPICA DE LOS OVARIOS

En los ovarios también se aprecidé en to-
das las muestras estudiadas una elevada
organizacion de los tejidos, asi como una
gran cantidad de células sexuales en de-
sarrollo. En la estructura interna de los
ovarios (Fig. 8A) se encuentra un estroma
central con abundante tejido conectivo, vi-
sible también en la Fig 11A, que se origina
en el extremo anterior del ovario y se ex-
tiende longitudinalmente por el centro de
la génada libre de conexiones con la pared
ovarica. Este encierra los vasos sangui-
neos que irrigan al érgano y esta rodea-
do por el epitelio germinal (Fig. 8A). En la
Fig.8A y Fig.8B se observan lamelas ova-
ricas las cuales se disponen radialmente
alrededor del estroma, conectadas a este
por un tronco de tejido muscular y conec-
tivo. En esas lamelas se desarrollan las cé-
lulas sexuales, en las cuales los ovocitos de
menor desarrollo se encuentran adyacentes
al estroma central, mientras que las de de-
sarrollo mas avanzado se ubican cercanas
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Fig.9. Ovocitos en crecimiento primario A. Microscopio de Campo Claro. Azul de toluidina. B. Microscopio Electronico

de Transmision.

al lumen del ovario, hacia donde seran li-
beradas una vez culminada la ovogénesis.

La cavidad esta limitada externamente
por la pared del ovario (Fig.8A), la cual es-
ta compuesta internamente por tres capas
de tejidos (Fig.8C). La capa mas interna es
un epitelio simple glandular de células ci-
liadas. La segunda capa es de tejido mus-
cular liso, dividida en dos secciones: una
en disposicion longitudinal (méas interna)
y otra en disposicién circular (mas exter-
na). Ambas secciones incluyen varios vasos
sanguineos, los cuales estan recubiertos
internamente por un endotelio simple. Por
ultimo, la capa mas externa de la pared es-
ta constituida por mesotelio (Fig. 8C).

En las hembras adultas estudiadas se
encontré una alta densidad de ovocitos.
Cabe destacar que en ovarios maduros es-
tan presentes ovocitos en todos los estadios
de desarrollo: ovogonias, (Fig.8B), ovoci-
tos en crecimiento primario (Fig. 9A y Fig.
9B), ovocitos en etapa alveolo cortical (Fig.
8A, Fig. 8B y Fig. 10A) ovocitos vitelogéni-
cos y ovocitos en etapa de maduracion. Las
ovogonias (Fig. 8B y 11A) aparecen como
células pequenas adyacentes al estroma

central con un nucleo y citoplasma muy te-
nidos. Los ovocitos en crecimiento prima-
rio son células también pequenas, aunque
mayores que las ovogonias, que se ubican
cerca del estroma central en la vecindad de
estas ultimas. Se caracterizan por un ci-
toplasma fuertemente baséfilo y un nucleo
grande, en el cual se observan uno o po-
cos nucléolos prominentes dispersos por el
nucleoplasma (Fig. 9A y Fig. 9B). En los
ovocitos en crecimiento primario tardio los
nucléolos son mas pequenos, numerosos, y
adoptan una posicién periférica en el nu-
cleo (Fig. 9A).

En la etapa de alveolo cortical, los ovo-
citos se encuentran alejados del estroma
central en direccion al lumen de la cavidad
ovarica. Ademas del significativo aumento
de tamano, estas células también se carac-
terizan por presentar varios nucléolos ad-
yacentes a la cara interna de la membrana
nuclear, y por la apariciéon de alveolos cor-
ticales en el citoplasma (Fig. 10A, Fig.10B
y Fig.10C). Estos tltimos son vesiculas de
naturaleza granular que se observan al mi-
croscopio como granulos blancos, que ini-
cialmente se ubican rodeando el ntcleo y
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Fig. 10. Ovocitos en etapa alveolo cortical. A. Tincion
Hematoxilina Eosina (HE). B. Marcados con DAPI. Observe las
células foliculares con el niicleo azul brillante lo que denota
actividad transcripcional de la célula. C. Un ovocito. (HE). N:
ntcleo, n: nucléolo, ac: alveolo cortical, cf: célula folicular.

‘é'é.'a"

posteriormente se alejan en el citoplasma.
En esta etapa de desarrollo se aprecian
muy bien rodeando al ovocito un conjunto
de células foliculares (Fig. 10C) con eleva-
da actividad transcripcional (Fig.10B).
Los ovocitos vitelogénicos se encuen-
tran cercanos al lumen de la cavidad ova-
rica, pero algunos se mantienen unidos
al estroma central mediante un pedun-
culo vascularizado (Fig. 11A y Fig. 11B),
cuya longitud aumenta a medida que avan-
za la vitelogénesis. En el nuacleo de estos
ovocitos se observan varios nucléolos peri-
féricos. En la periferia del ovoplasma sur-
gen granulos de vitelo que posteriormente
continian hasta ocuparlo completamente.
Simultaneamente con la acumulaciéon de
los granulos de vitelo ocurre la deposicion
de las gotas lipidicas, que se observan al
microscopio como espacios vacios debido al
procesamiento histolégico (Fig. 11B). La
capa de células foliculares y de la teca es-
ta mas desarrollada que en la etapa ante-
rior. En la etapa de maduracion el ntcleo

% 0415' °

Flg 11. A. Seccion longitudinal deI ovario (HE) Observe ovocitos wtelogenlcos cercanos al lumen de la cavidad ovarica,
alguno unido aun al estroma central mediante un pedunculo vascularizado. ov: ovocito vitelogénico, p: pedunculo, og:
ovogonias, ec: estroma central. B. Ovocito vitelogénico temprano (Masson). Ov: ovocito vitelogénico, p: pedunculo, gv:
granulo de vitelo.
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de los ovocitos se desintegra. Los granu-
los de vitelo se fusionan y aumentan de ta-
mano hasta ocupar completamente todo
el ovoplasma. Las gotas lipidicas también
coalescen y aumentan de tamano.

Hacia la ovulacién, los ovocitos se des-
prenden del pedinculo y son liberados hacia
el lumen ovarico (Fig. 11A). No se observa-
ron ovocitos hidratados u ovocitos atrésicos.
Se encontré una correspondencia entre el
desarrollo de la génada y el grado de dife-
renciacion de los ovocitos: los ovarios en el
comienzo de la ovogénesis presentan ovoci-
tos en crecimiento primario; cuando los ovo-
citos en etapa alveolo cortical son los mas
avanzados los ovarios se encuentran en otro
estadio reproductivo; mientras que en los
ovarios maduros ya se observan ovocitos en
diferentes grados de vitelogénesis.

DISCUSION

En la poblacién de P. volitans en estudio
existe dimorfismo sexual en cuanto a la
LT y PT, significativamente mayores en los
machos que en las hembras. La presencia
de individuos maduros de ambos sexos y
las caracteristicas morfologicas de sus goé-
nadas maduras durante todos los perio-
dos de muestreo, sugiere que el pez leén
esta activo reproductivamente durante to-
do el ano. Esto coincide con los resultados
expuestos por Morris (2009) y Gardner
et al. (2016) en la costa este de EE.UU.,
Bahamas e Islas Caiman.

CARACTERIZACION MICROSCOPICA DE LOS TESTiCULOS
La espermatogénesis ocurre en el inte-
rior de los tubulos seminiferos, en los
cuales las células germinales se agru-
pan en cistos. Estos pueden desintegrar-
se y liberar las células sexuales antes de
que estas culminen su desarrollo, fenéme-
no definido por Munoz et al. (2002a) como

espermatogénesis semicistica. Segun es-
tos autores, este tipo de espermatogéne-
sis solo se observo en unas pocas especies
de peces de las familias Gobiesocidae,
Bleniidae, Opistognathidae, Ophidiidae,
y en Scorpaena notata (Scorpaenidae).
Estos teledsteos presentan determinadas
caracteristicas relacionadas con el desove
que permiten el estudio de un posible pa-
tréon evolutivo, como la liberacién de hue-
vos envueltos en secreciones y que forman
grandes masas. Ambas caracteristicas es-
tan presentes en P. volitans, quien libera
los huevos envueltos en dos grandes bol-
sas gelatinosas (Morris, 2009), por lo que
se puede considerar que la espermatogé-
nesis semicistica pudo haber evolucionado
paralelamente con la secrecién de sustan-
cias gelatinosas en el desove (Mufoz et al.,
2002a). Ademas, estos autores proponen
como otro elemento de apoyo a este plan-
teamiento, que en el suborden Ophidioidea
existen especies oviparas, viviparas y espe-
cies que combinan ambas formas de repro-
duccién, como también ocurre en la familia
Scorpaenidae.

Se observo que los espermatocitos I al-
canzan una mayor dimension que las esper-
matogonias, lo cual esta en concordancia
con lo planteado por otros autores (Petrini
& Zaccanti, 1998, Paniagua, 2007), quienes
expresan que los espermatocitos I son las
células mas grandes observadas durante el
proceso de espermatogénesis. La observa-
cién de espermatocitos II resulté dificil, lo
cual puede estar debido a que la segunda
division meidtica ocurre muy rapido, segin
plantea Schatten y Constantinescu (2007).

Las espermatidas resultantes de la di-
vision de los espermatocitos II se observa-
ron en el lumen de los tibulos seminiferos
con un significativo grado de compactacion
de la cromatina nuclear, y el subsecuente
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silenciamiento de la transcripciéon en el na-
cleo, proceso que ocurre tempranamente
en esta etapa de conversion hacia esper-
matozoides denominada espermiogénesis
(Barresi y Gilbert, 2020). A pesar de que
un cambio en la forma del nicleo de redon-
deado hacia alargado es otro evento carac-
teristico de la espermiogénesis, el nicleo
de las espermatidas de P. volitans man-
tiene su forma redonda, lo que resulta en
un espermatozoide con cabeza de la misma
forma. Esto parece tener tanto implicacio-
nes en el modo interno de fertilizacién, co-
mo filogenéticas entre peces de la Familia
Scorpaenidae y asi lo informan Pavlov y
Emel’yanova, (2018).

El alto nimero de espermatozoides en-
contrado en el interior de los testiculos
durante todo el tiempo de estudio de P.
volitans solo incrementa ain mas su po-
tencialidad para considerarlo invasor. Lo
anterior, unido al mecanismo ya descrito
por Fishelson (1978) y Morris et al. (2011)
para garantizar la fertilizacion de los hue-
vos durante el apareamiento, es evidencia
del gran éxito reproductivo que ha alcan-
zado esta especie, lo que posiblemente le ha
permitido dispersarse satisfactoriamente
por la costa oeste del Atlantico como afir-
man Rojas-Vélez et al., (2019).

La espermatogénesis semicistica descri-
ta en esta especie también podria constituir
una adaptaciéon a la produccién de un gran
numero de espermatozoides, ya que al abrir-
se los cistos antes de que las células sexua-
les completen su desarrollo, y estas pasar al
lumen del tibulo seminifero tempranamen-
te, nuevas espermatogonias pudieran reclu-
tarse para comenzar la espermatogénesis y
asi producir una mayor cantidad de esper-
matozoides en el menor tiempo posible.

El espermatozoide de P. volitans cumple
con la regla general de una division en tres

regiones fundamentales acorde con Luo et
al., (2011) y Pavlov y Emel’'yanova, (2018),
cabeza, pieza media y flagelo. Estos ga-
metos pueden clasificarse como esperma-
tozoides anacrosomales uniflagelados, los
cuales son caracteristicos de peces con fer-
tilizacion externa (Maricchiolo et al., 2010).

El espermatozoide de P. volitans coin-
cide con la descripciéon anacrosomal Tipo
I, patrén que comparte con otras especies
de la familia Scorpaenidae por ejemplo,
Scorpaena notata (Munoz et al., 2002a)
y Helicolenus dactylopterus (Vila et al.,
2007). De acuerdo con Medina et al. (2000),
este patréon morfolégico de los esperma-
tozoides es uno de los esquemas mas am-
pliamente representados entre los peces
modernos, y constituye una condiciéon ple-
siomorfica en los animales; por lo tanto, se
considera como un tipo de espermatozoide
primitivo. Sin embargo, la presencia de es-
te caracter primitivo en estos teledsteos ac-
tuales no necesariamente implica que se
conservo a partir de un antepasado comun
a través de diversos linajes evolutivos, sino
que la condicién plesiomorfica pudo adqui-
rirse secundariamente como adaptacion a
la biologia de la fertilizacion.

La carencia de acrosoma indica que
estos espermatozoides no presentan la
bateria enzimatica necesaria para pene-
trar las membranas ovulares (Schatten
y Constantinescu, 2007). Medina et al.
(2000) plantearon que la ausencia de acro-
soma se interpreta como una clara apo-
morfia de los teledsteos actuales, ya que
se cree que la pérdida de esta estructura
ha sido el resultado de la coevoluciéon con
el desarrollo del microépilo en el corion del
huevo. El micrépilo se define como un ca-
nal en el polo animal del ovocito que brinda
acceso a los espermatozoides anacrosoma-
les hacia la superficie ovoplasmica (Dinesh
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& Mema, 2012). Debido a su dificil detec-
ci6n, el microépilo de los huevos de P. voli-
tans no se encontro en el presente estudio.
En algunos espermatozoides en desarrollo
del pez leén se observo una estructura si-
milar a un pequeno acrosoma. Medina et
al. (2000) y Munoz (2010) plantearon que
en varias especies de teledsteos con estos
espermatozoides anacrosomales pueden
observarse reminiscencias de estructuras
con forma de acrosoma.

Los centriolos proximal y distal del es-
permatozoide de P. volitans se localizan en
la concavidad nuclear posterior, lo cual es
caracteristico de los espermatozoides ana-
crosomales Tipo I (Luo et al., 2011); en el
Tipo II se ubican fuera de la concavidad.
También en esta especie los centriolos se
encuentran orientados perpendicularmen-
te uno con respecto al otro. Ambas carac-
teristicas (localizacién y orientacién) se
consideran plesiomoérficas en los peces mo-
dernos (Medina et al., 2000), y el pez leén
las comparte con otros teledsteos como
Lota lota (Gadidae) y muchas especies de
las familias Merluciidae, Moridae (Medina
et al., 2003) y Sparidae (Maricchiolo et al.,
2010).

En la pieza media del espermatozoide de
P. volitans solo existen dos mitocondrias es-
féricas. La presencia de pocas mitocondrias
sugiere que estos espermatozoides tienen
poca movilidad; por lo tanto, las caracte-
risticas de las masas de huevos gelatino-
sas y del desove deben ser suficientes para
garantizar la llegada de los gametos mas-
culinos a la vecindad de los ovocitos, cuya
distancia a recorrer acorde al tipo de esper-
matozoide debe ser corta. Segin Medina et
al. (2003), el nimero de mitocondrias en la
pleza media es una caracteristica de am-
plia variacién interespecifica entre los pe-
ces. Mientras que en el pez leén solo hay

dos mitocondrias, en otras especies como
Laemonema laureysi, Merluccius polli y
Merluccius merluccius hay varios de estos
organelos (Medina et al., 2003); otras como
Pagellus bogaraveo, Diplodus puntazzo y
Sparus aurata solo tienen una mitocondria
(Maricchiolo et al., 2010). Las mitocondrias
son responsables de la produccion de ATP,
la principal fuente de energia para el mo-
vimiento flagelar y en la pieza media entre
los dobletes de microtubulos esta la dinei-
na, proteina con actividad ATPasica.

Las células de Sertoli a quienes se aso-
cian las células sexuales masculinas del
macho durante todo su desarrollo, se en-
contraron alrededor de las células sexuales
en diferenciacion. Estas células somaticas
cumplen funciones vitales durante este pro-
ceso, como nutricion de las células esper-
maticas en desarrollo (Barresi y Gilbert,
2020), actdan como barreras hemato-tes-
ticulares contra respuestas autoinmunes
mediante uniones estrechas, regulan el flu-
jo de metabolitos hacia las células germi-
nales por su proximidad con estas (Munoz
et al., 2002a), etc. Estos ultimos autores
plantearon que en los peces con esperma-
togénesis semicistica, como es el caso de P.
volitans, la transferencia de metabolitos
ocurre a través del lumen de los tubulos
seminiferos ya que no existen conexiones
entre Sertoli y las células germinales du-
rante las etapas finales del desarrollo.

CARACTERIZACION MICROSCOPICA DE LOS OVARIOS

La estructura ovarica presentada para P.
volitans, en la cual un estroma central esta
rodeado por el epitelio germinal y a conti-
nuaciéon la cavidad ovarica, recibe el nom-
bre de estructura cistovariana Tipo 1I-3,
segun la describe Takano (1989) y la con-
firman Priyadharsini et al., (2013). El pez
le6n comparte este patrén morfologico con
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otros escorpénidos como Scorpaena nota-
ta, Scorpaena porcus, Sebastolobus alas-
canus, Sebastolobus macrochir, Helicolenus
hilgendorfi, Helicolenus dactylopterus
(Murfioz et al., 2002b), Setarches longima-
nu, Scorpaenopsis diabolus, Trachyscorpia
cristulata y Hozukius embremarius (Koya
& Munoz, 2007).

Los ovarios del pez leén son los mas
avanzados de los morfotipos -cistovari-
cos (tipo II-3) descritos por Koya y Munioz
(2007). Este tipo de ovario se describi6 pa-
ra especies que liberan masas de huevos
gelatinosas (Munoz et al., 2002b), como es
el caso del pez leon. Entre las caracteris-
ticas morfolégicas del ovario que permiten
la producciéon de dichas masas esta la pre-
sencia de células secretoras ciliadas en la
pared ovarica, las cuales producen la sus-
tancia gelatinosa que envuelve y protege
los huevos (Morris et al., 2011). La presen-
cia también de una gruesa capa muscular
en la pared del ovario indica que proba-
blemente este expulsa la masa gelatinosa
durante el desove mediante contracciones
musculares fuertes. De acuerdo con Mufioz
et al. (2002Db), se le atribuyen muchas fun-
ciones a la sustancia gelatinosa secretada
por los ovarios, como preservar la fertili-
dad de los huevos, inhibir o promover la
motilidad de los espermatozoides, facilitar
la expulsién de los ovocitos durante el de-
sove, formar las masas de huevos, hacer
estas masas indeseables para los depreda-
dores, y ademas, nutrir a los embriones que
se desarrollan dentro del lumen ovarico (en
el caso de las especies viviparas). Estos au-
tores también plantean que en Scorpaena
notata esta matriz podria representar un
mecanismo de flotacién para los huevos
desovados. La mayoria de estas funciones
pueden aplicarse también para P. volitans,
sin embargo, son necesarios estudios mas

especificos para verificar la veracidad de
estos planteamientos.

Morris et al. (2011) y Paz Rodriguez
(2016) plantearon que la presencia de ovo-
citos en todos los estadios de desarrollo en
las hembras maduras es una evidencia de
que esta especie es un desovador asincro-
nico, lo cual podria permitir una produc-
cién continua de huevos que explicaria su
extraordinaria reproduccion.

El alto nimero de ovocitos encontrado
en las hembras apoya la potencialidad del
pez leén como una especie invasora, y los
amplios espacios observados entre los teji-
dos pudieran constituir una adaptacién pa-
ra la acumulacién de tan alto nimero de
células sexuales.

Los ovocitos en crecimiento primario es-
tudiados presentan uno o varios nucléolos
prominentes, los cuales al avanzar el de-
sarrollo, pasan a ser mas numerosos, pe-
quenos y adoptan una posicion periférica
en el nicleo. Segiin Browder et al. (1993),
estos granulos aportan los componentes
de RNA ribosomal (rRNA) necesarios pa-
ra la intensa sintesis proteica que se activa
al inicio del desarrollo del embrién y que
aporta el citoplasma del ovocito. La presen-
cia de alveolos corticales en los ovocitos se
ha relacionado anteriormente con el endu-
recimiento del corion, lo que brinda protec-
cién al embrion en desarrollo (Mutioz et al.,
2002b). Sin embargo, se ha observado una
tendencia a la reduccién en el nimero y ta-
mano de los alveolos corticales en peces con
modos de reproduccion especializados. En
el caso del pez ledn, esta tendencia pudiera
estar relacionada con la proteccion adicio-
nal que brindan las masas gelatinosas, co-
mo ocurre de forma similar en Scorpaena
notata segun estos autores.

La presencia de células foliculares y
de la teca alrededor del ovocito constituye
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una evidencia de la relacion morfofuncio-
nal entre células somaticas y germinales
en los tejidos gonadales. Entre el ovocito y
las células foliculares se establecen cone-
xiones, dadas por las microvellosidades del
primero y las prolongaciones citoplasmati-
cas de las segundas, a través de las cuales
las células somaticas envian al ovoplasma
la vitelogenina, precursora del vitelo que
constituye el alimento del futuro embrién
(Barresi y Gilbert, 2020). El marcaje azul
brillante en el nucleo de las células folicu-
lares muestra que son células activas des-
de el punto de vista transcripcional, lo que
refuerza lo anterior. La utilizacion de esta
técnica constituye otra novedad del presen-
te trabajo.

El pedinculo ovarico es otra de las ca-
racteristicas de la génada femenina que se
cree favorece la produccion de la matriz ge-
latinosa (Munoz et al., 2002b). Morris et al.
(2011) plantearon que este también se en-
cuentra en otros peces viviparos, y sugie-
ren que entre sus funciones estan: impedir
el apilamiento de los huevos, entregar los
nutrientes directamente al ovocito y faci-
litar la fecundacién interna. Sin embargo,
solo un detallado estudio bioquimico de es-
ta estructura podria apoyar alguna de es-
tas funciones, o incluso sugerir una nueva.

CONCLUSIONES
Se confirma a nivel histolégico y ultraes-
tructural la organizaciéon cistovariana
Tipo II-3 de los ovarios del pez leén, con
caracteristicas propias de un modo de re-
produccion especializado que permite pro-
ducir un gran nimero de ovocitos, ademas
de garantizar la proteccién y fertilizacion
de estos.

El patréon morfolégico de los esperma-
tozoides de Pterois volitans, anacrosomal
Tipo I, constituye uno de los esquemas

ampliamente representado en los peces ac-
tuales, donde destaca su divisién en tres
regiones (cabeza, pieza media y flagelo). Su
ultraestructura revela ausencia de acroso-
ma y pocas mitocondrias.
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