Rev. Invest. Mar. 30(3): 215-225, 2009

HISTOLOGIA GONADAL DE LA LANGOSTA
Panulirus argus. 1. HEMBRAS

Desislava Davila 1 *, Raul Cruz ! *, Ana Sanz 2, Erick Perera ! y German Saavedra !

(1) Centro de Investigaciones Marinas, Universidad de la Habana, Calle 16 No. 114, Playa, CP 11300, Ciudad Habana, Cuba.
(2) Facultad de Biologia, Universidad de la Habana, Calle 25 entre I y J, Vedado, Ciudad Habana, Cuba.
(*) Autores correspondiente: Emails: davde1978@gmail.com; rcruz@uh.cu

A la memoria de la
Dra. Maria Elena Ibarra Martin

RESUMEN

La estructura macroscopica y microscopica de las géonadas de Panulirus argus y la dinamica de su desarrollo
durante el ciclo reproductivo fue estudiada en 24 génadas de langostas con un intervalo tallas entre los 61 y
127.1 mm Lc. Las colectas de los ejemplares se realizaron en la regiéon suroeste del Golfo de Batabané. Los tipos
celulares propuestos segiin la morfologia y diametro (didmetro medio e intervalo de confianza 95%) en las génadas
de las hembras son: ovogonias (19.70 + 0.63 pm,), ovocitos primarios en fase inicial del crecimiento (OI, 54.80 +
1.81 um), ovocitos primarios en crecimiento avanzado (OII, 95.29 +* 3.98 pm) y ovocitos maduros (OIII, 427.3 £
28.43 um). Se observd que los diametros de los OII se diferencian en dos grupos en relacién con el largo del
cefalotérax (Lc). Se proponen cinco estadios de desarrollo gonadal: EI (inmaduro); EII (inicio del desarrollo); EIII
(desarrollo medio); EIV (desarrollo final pre-ovulatorio) y EV (regresiéon o fase post-desove). Se describen células
atrésicas en diferentes estadios del desarrollo gonadal.

Palabras clave: reproduccion; ovario; ovocitos; células atrésicas; Panulirus argus.
ABSTRACT

The macroscopic and microscopic structure of the gonads of Panulirus argus and the dynamic of its development
during the reproductive cycle were studied in 24 ovaries of females between the 61 y 127.1 Lc. The collection of
the samples has been carried out in the Southwest region of the Gulf of Batabané. The cellular types proposed
according to the morphology and its diameters (average diameter and 95% confidence limits) in the ovary of the
females are: Oogonium (19.70 + 0.63 um), Oocyte in first stage of development (OI, 54.80 + 1.81 um), Oocyte in
advanced growth (OII, 95.29 + 3.98 um) and ripe oocyte (OIII, 427.3 + 28.43 um). It has been observed that the
diameters of the OII can be differentiate in two groups depending on the carapace length (in the present study
named OIIA and OIIB); in females between 61 and 96 mm CL, the average diameter and 95% confidence limits of
OIIA was 95.29 + 3.98 um and in females between 97 and 127 mm CL the average of OIIB was 135.79 + 5.96 ym.
We propose for the females five stages of gonadal development: Stage I: (immaturity); Stage II: (begin of the
development); Stage III: (half develop); Stage IV: (final develop pre-ovulatory) and Stage V: (Regression or post-
spawns phase). Atretic cells are described in different phases of gonadal development.

Key words: reproduction; ovary; oocytes; atretic cells; Panulirus argus.

La langosta espinosa Panulirus argus es la especie
de la familia Palinuridae que presenta la mayor
extension geografica en su distribucion y sus zonas
de agregacion se localizan en una superficie de
aproximadamente 472926 km? (Cruz et al., 1995).

El ciclo de reproduccion de las langostas espinosas
se ha estudiado en detalle en muy pocas especies.
La informaciéon basica sobre maduraciéon sexual,
ciclos anuales de reproduccion, épocas de desove,
fecundidad y potencial reproductor proviene fun-
damentalmente de la pesqueria (Nakamura, 2000).
En Cuba los estudios sobre la dinamica repro-
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ductiva de la langosta (P. argus) provienen por lo
general de muestreos aleatorios de ejemplares
colectados en refugios artificiales o pesqueros
(Cruz y Phillips, 2000). Las hembras alcanzan la
talla de primera madurez sexual a los 81 mm Lc y
en tallas mayores a los 120 mm Lc la fecundidad
media es superior al millon de huevos (Cruz y
Leon, 1991)

En las langostas hembras se han establecido
estadios de madurez que incluyen -caracteres
sexuales primarios, como el cambio de color de las
gonadas y su talla relativa (Buesa y Mota-Alves,
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1970; Fielder, 1964; Cruz, 1980; Juinio, 1987;
Ramirez, 1996), el indice gonadosomatico (Gomez
et al., 1994) o la talla de los ovocitos a todo lo largo
del ciclo reproductivo (Fielder, 1964; Mota y Tomé,
1965; Nakamura, 2000), y caracteres sexuales
secundarios, que se apoyan en el desarrollo de las
setas donde se fijan los huevos fecundados en los
pleépodos (Gregory y Labisky, 1981) y en la
diferencia en el crecimiento relativo de las segun-
das y terceras patas en ambos sexos en relacion
con el largo del cefalotérax (Aiken y Waddy, 1980;
MacDiarmid y Sainte-Marie, 2006).

Para P. argus, se ha definido la anatomia gonadal
durante el ciclo reproductivo (Buesa y Mota-Alves,
1970; Ramirez, 1996) y se describieron histolégi-
camente los estadios de desarrollo de las gonadas
por sexos a nivel microscopico (Mota y Tomé,
1965). Sin embargo, no se ha abordado la relacién
dinamica entre los aspectos macroscopicos y
microscopicos de los ovarios en esta especie.

Por las razones expuestas, el objetivo del presente
estudio es describir y comparar la estructura ma-
croscopica y microscopica de las gonadas de las
hembras de P. argus y la dinamica de su desarrollo
durante el ciclo reproductivo y de acuerdo a esos
resultados proponer una nueva clasificacion de los
estadios de desarrollo gonadal.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio y colecta de las muestras

Fueron seleccionadas tres zonas del suroeste del
Golfo de Batabané, Punta Francés, Cayo Los Indios
y la Ensenada de la Siguanea (Fig. 1) para colectar
las muestras de gonadas de langostas hembras
utilizadas en el estudio histolégico de la reproduc-
cion.

Las muestras de gonadas de 24 ejemplares se
colectaron en los meses de mayo, septiembre,
octubre y noviembre del 2003, febrero del 2004,
marzo del 2005 y abril y junio del 2006. Los meses
de muestreo se seleccionaron de modo que
coincidieran con los picos de reproducciéon pro-
puestos para la especie en Cuba (Cruz y Phillips,
2000).

Una vez colectados los animales se midié el largo
del cefalotorax con un Pie de Rey de precision 0.05
mm. Se anot6é el sexo, el color de la gonada, la
presencia o no de espermatoforo (chapa) o sus
restos; la presencia de masa ovigera (freza) y su
color, asi como el estadio de desarrollo de las setas
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ovigeras de acuerdo a los criterios de Gregory y
Labisky (1981). Los ejemplares capturados estuvie-
ron en las clases de talla comprendidas entre los
61 - 127,1 mm del largo del cefalotérax (Lc).

Golfo de Batabano

Fig. 1. Mapa del Golfo de Batabané en el archipiélago
cubano. Se presenta una ampliacion del suroeste de la
Isla de la Juventud, que muestra la ubicacién de las
zonas de muestreo de langosta (Panulirus argus): 1- sur
de cayo Los Indios (21° 43' 48" Ny 83° 09' 41" O), 2-
Punta Francés (21° 39' 52" N y 83° 11' 36" O) y 3-
Ensenada de la Siguanea (21° 36' 25" N y 83° 04' 48" O).

Procesamiento de las muestras

Las gonadas se fijaron en liquido de Bouin por
espacio de 20 horas y se sometieron a la técnica
de inclusion en parafina (De la Torre, 1985). Se
obtuvieron cortes de 5 um que se colorearon con
Hematoxilina-Eosina segin la metodologia de Gali-
gher y Kozloff (1971).

Se tomaron fotografias de los cortes histolégicos
con una camara Nikon COOLPIX 995 en un
microscopio Olympus BH-2. Se realizaron medicio-
nes en un microscopio Hertel & Reuss CN-fl de
todos los tipos celulares.

Se midi6é en cada corte histologico el diametro de
cada tipo celular y sus nucleos en diferentes fases
de desarrollo gonadal. Se escogieron al azar 15
células de cada tipo celular por campo y se
realizaron descripciones de los diferentes estadios
de maduraciéon gonadal macroscopica y micros-
copicamente. Todas las mediciones que se
presentan en los resultados son referencias de los
valores medios * el valor del intervalo de confianza
al 95%.

Con un microscopio estereoscopico marca Van-
guard y la camara antes mencionada, se tomaron
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fotos e hicieron mediciones de ovocitos III prove-
nientes de gonadas maduras.

RESULTADOS
Descripcion macroscopica de las gonadas

En la condicion inmadura los ovarios son muy
delgados, pequenos y flacidos lo que los hace
dificiles de localizar en algunas clases de talla; son
de color blanco parejo y comienzan a tomar una
tonalidad blanco-lechosa que cambia de amarillo
palido hasta color crema en la fase inicial del
desarrollo gonadal. En esta fase aumenta también
el grosor de las génadas, su turgencia y el espacio
que ocupan en la cavidad cefalotoracica. Con el
avance de este proceso las gonadas se tornan de
un color naranja claro primero (Fig. 2) y luego
naranja muy intenso; se vuelven muy grandes y
turgentes, los lébulos anteriores y posteriores se
expanden mas profundamente en el cefalotorax y
en los primeros segmentos del abdomen respecti-
vamente. El tejido en este estado se vuelve
quebradizo y expone facilmente el contenido inter-
no: ovocitos maduros sin fecundar, de una talla
suficientemente grande como para verlos a simple
vista.

Esternon

Fig. 2. Morfologia del sistema reproductor femenino.
Esta formado por dos ovarios (O), en forma de H, unidos
por una fracciéon estrecha y dos oviductos (OV), en la
linea media del ovario, que se conectan al ginoporo
ubicado en el coxopodio del 3er periépodo. La flecha roja
indica la posicion del ovario en la cavidad del cefalotérax
en un estadio medio de desarrollo.

Descripcion microscopica de las géonadas.
En las go6onadas femeninas de hembras de

cualquiera de las tallas analizadas se presentan,
de acuerdo al estadio de desarrollo gonadal, todos
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los tipos celulares: ovogonias, ovocitos primarios
en la fase inicial del crecimiento (OI), ovocitos
primarios en la fase avanzada del crecimiento (OII)
y ovocitos maduros (OIIl). Se observan numerosas
células foliculares alrededor de los dos ultimos
tipos celulares antes mencionados (OII y OIII).
Todos los tipos celulares se encuentran en el
interior de las gonadas en estructuras llamadas
pseudo-loci que son secciones formadas por septos
cuyo origen es el tejido conectivo periovarico.
Pueden presentarse células con diferentes grados
de atresia en algunos de los estadios de desarrollo.

Ovogonias (O)

Las ovogonias, células iniciales del desarrollo
sexual que provienen de un epitelio germinal, son
células pequenas redondas cuyo diametro medio
se encuentra entre 19.70 = 0.63 um y tienen
citoplasma escaso. (Fig. 3A). El diametro medio de
los nucleos es de 11.73 £ 0.49 ym. Estos muestran
en su interior granulos de cromatina y pequenos
nucléolos de los cuales uno predomina en cuanto
al diametro.

A B

Fig. 3. Ovogonias (O) y ovocitos primarios (OI). Los
circulos discontinuos destacan: A) los lechos germinales
con ovogonias en su interior y B) detalles de los ovocitos
primarios alrededor de un lecho germinal, se observa
que el nucleo del OI es grande y con granulaciones de la
cromatina alrededor del nucléolo.

Las ovogonias se presentan agrupadas en numero
variable, desde 6, hasta 14, en el centro de cada
pseudo-locus. En estadios de desarrollo temprano
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las ovogonias estan rodeadas de ovocitos I funda-
mentalmente. En estadios preovulatorios, donde
predominan los ovocitos maduros y los ovocitos
primarios en fase avanzada del crecimiento, pue-
den verse también ovogonias.

inicial del

Ovocitos primarios fase

crecimiento (OI)

en

Las células de los ovocitos primarios (OI) pueden
ser redondas o poligonales con bordes redondea-
dos, con diametro medio 54.80 + 1.81 um. Por lo
general este tipo celular se encuentra alrededor de
las ovogonias en el interior de los pseudo-loci, en
grupos de numero variable (Fig. 3B). El nucleo es
muy grande, redondo u oval y engloba un nucléolo
(que puede llegar a ser voluminoso), rodeado de
granulaciones de cromatina. El diametro medio del
nucleo es de 23.90 + 0.62 um. En el citoplasma de
estas células se observan granulaciones en forma
de vesiculas eosinéfilas de un color mas claro.

Ovocitos primarios en fase avanzada del creci-
miento (OII)

Los ovocitos primarios en fase avanzada del
crecimiento (OII) son células redondas o poliédri-
cas con bordes redondeados que presentan como
caracteristica mas notoria la presencia de nucléo-
los en numero variable (Fig. 4A).

En estadios mas avanzados del desarrollo, el con-
tenido nuclear en estas células es mas difuso, sélo
se observan vestigios de cromatina condensada y
no se distinguen los nucléolos. En el citoplasmas
las granulaciones eosinéfilas se incrementan des-
de la periferia de la célula hacia nucleo (Fig. 4B).

Aunque la talla observada de este tipo celular es
muy variable, los diametros de los ovocitos secun-
darios (OIl) tienden a diferenciarse en dos grupos
en relacién con la longitud del cefalotérax (Fig. 5).
En las hembras entre 61 y 96 mm Lc (N=14), el
diametro medio de este tipo celular es de 95.29 *
3.98 um, mientras que en las hembras entre 97 y
127 mm Lc (N=7) el diametro medio midié 135.79 %
5.96 um. Algunos de estos ovocitos con nucléolos
accesorios en sus nucleos (lo que los caracterizaria
como ovocitos secundarios OII segiin Mota y Tomé,
1965) pueden tener un diametro similar al de los
ovocitos primarios (OI).

Los nucleos de los ovocitos primarios en fase
avanzada del crecimiento (OIl) son redondos u
ovales con diametro medio de 32.02 + 0.99 um. Su
diametro por lo general disminuye gradualmente
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con el aumento del diametro del ovocito. No obs-
tante existen excepciones de ovocitos mas grandes
cuyos nucleos son mayores que la talla media y
estan deformados probablemente por la acumula-
cién de vitelo a su alrededor.
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Fig. 4. Ovocitos en fase avanzada del crecimiento (OII).
A) El circulo discontinuo sefiala una célula poliédrica,
con su nucleo (N) y los nucléolos (Nu). B) Las flechas
discontinuas sefialan el incremento de los granulos de
vitelo desde la periferia (P) de la célula hacia el nucleo
(N), donde se observa una zona de una coloracién mas
intensa.
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Fig. 5. Tendencia a la diferenciacion por clases de talla
de los individuos, respecto a al diametro medio (* valor
del intervalo de confianza al 95%) de los ovocitos en fase
avanzada del crecimiento (Oll). La denominacién de OIIA
(N = 14) y OIIB (N = 7), se utiliz6 para diferenciar los
intervalos de tallas (Lc) de las hembras y N el nimero de
OII que fueron medidos.
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Ovocitos maduros (OIII)

Los ovocitos maduros (OIIl) son células cuyo
citoplasma es de naturaleza eosinoéfila y estan
llenos de granulos de vitelo (Fig. 6A). Los granulos
parecen fundirse entre ellos hacia la periferia de la
célula. La forma de estas células es circular
aunque pueden ser también poliédricas por la
tension contra las capas de tejido conectivo de los
septos que en estadios avanzados del desarrollo
gonadal se hacen muy finos. Las células foliculares
que rodean a este tipo celular se hacen dificiles de
observar. El nucleo de los ovocitos maduros es de
forma oval y aparece como una mancha, sin
definiciéon de los elementos nucleares y con una
tincion homogénea (Fig. 6B); el nucleo puede
también presentar ciertas granulaciones y un
nucléolo excéntrico. El diametro medio de los
ovocitos maduros (OIIl) y sus nucleos es de 427.3 =
28.43 um y 42.14 + 3.40 um, respectivamente.

Fig. 6. Ovocitos maduros (OIIl). A) El maximo diametro
de los ovocito maduro es de aproximadamente 456 pum;
el vitelo es abundante en el citoplasma, el nucléolo
decrece en talla y en ocasiones es dificil su observacién.
B) Se muestra el engrosamiento de la membrana vitelina
(M) y el nucleo (N) de este estadio es de forma oval.

Los OIIl en gonadas totalmente maduras pueden
ser vistos a simple vista, presentan diametros
entre 390.00 y 450.08 um antes de ser
fecundados, por lo que no existen grandes
diferencias en relacién con los diametros de este
tipo celular medidos al corte (Fig. 7).

Ovocitos atrésicos (OA)

Las células atrésicas son de diferente tipo en
dependencia del estadio gonadal en que ocurren,
existen en este sentido ovocitos atrésicos (OA)
provenientes de los restos de ovocitos primarios en
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fase inicial y avanzada del crecimiento (OI y OII) en
gonadas que transitan por el inicio del desarrollo
(Fig. 8A, B y C) y ovocitos atrésicos (OA) originados
por el proceso de reabsorcién (Fig. 8D). La atresia
en ovocitos que transitan por el inicio del
desarrollo se presenta con un grado de degrada-
cion celular avanzado, lo que se evidencia en un
citoplasma separado en muchas ocasiones de la
membrana citoplasmatica que también tiende a
fraccionarse; el nucleo en estas células puede o no
presentarse y las células foliculares se hacen mas
evidentes a su alrededor. El otro tipo de atresia,
que se observa en hembras en estadio de reabsor-
cion o post-desove, se caracteriza por mostrar en el
interior de la célula granulos eosinofilos que se
tinen de igual color que los granulos de vitelo.
Estos granulos pueden observarse en ocasiones
separados de la membrana citoplasmatica.

Fig. 7. Fragmento de goénada madura solo fijada de
liquido Bouin. A) Con un aumento de 7x y B) 15x, se
observan los detalles de un conjunto de ovocitos
maduros (circulo discontinuo).

Dinamica del proceso de desarrollo de las célu-
las sexuales

El diametro de las células sexuales tendio a
incrementarse de manera exponencial a lo largo
del desarrollo (Fig. 9). Las ovogonias mostraron
una mayor homogeneidad en el diametro celular,
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en relacion con las variaciones que se observaron
en los ovocitos OI, OIl y OIIL.

Fig. 8. Ovocitos atrésicos. A) OI atrésicos en estadio de
inicio del desarrollo B) OII atrésico en estadio de inicio
del desarrollo C) OIl atrésico en estadio de inicio del
desarrollo, se observan células foliculares (CF) rodeando
a la célula, no se observa el nucleo. D) Detalle de la
atresia durante la reabsorcién (estadio post-ovulatorio)

Qvocito I
427.3 £ 28,432 ym

Ovocito Il B
Ovocito 11 A 135-79£5.96 ym

95.29 £ 3.98 um

Diametro celular (pmj

Ovocito |

Ovogonias 54.80 + 1.81 pm

19.70 £ 0.634 uym

(61- 96) (97-127) (88-127)
Le (mm}

Fig. 9. Dinamica del proceso de desarrollo gonadal
femenino. Se muestran los valores puntuales de cada
célula que se midié (circulo oscuro). Se identificaron
cinco grupos (puntos agrupados en un ovalo oscuro), se
plotearon sus didmetros medios (circulo claro) de los
diferentes tipos de células presentes en las goénadas
femeninas analizadas (N=24) en relacién con el largo del
cefalotérax y se ofrecen los valores medios * el intervalo
de confianza al 95%

Propuesta de estadios de desarrollo gonadal

De acuerdo con las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas descritas para la especie en este
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trabajo se proponen cinco estadios de desarrollo
gonadal para las hembras.

Estadio I (EI): Inmadurez

Las génadas son de color blanquecino, flacidas y
pequenas; al corte, las células se disponen en el
interior de pseudo-loci, éstos estan formados por
septos de tejido conectivo que son gruesos y que
muestran zonas con senos hemolinfaticos. EI
ordenamiento del centro a la periferia, es el
siguiente: al centro las ovogonias en lechos
germinales, rodeadas de grupos de entre 6 a 9
ovocitos primarios (OI) no muy avanzados en el
desarrollo (Fig. 10A).

Fig. 10. Estadios de desarrollo gonadal de las hembras
de langosta (Panulirus argus). Se muestran los cortes
histolégicos y un esquema del aspecto macroscépico de
los ovarios en cada estadio de desarrollo. A) Estadio I:
Ovario inmaduro, las géonadas son flacidas, pequenas y
de color blanquecino; al corte se observan lechos
germinales (LG) de ovogonias (O) y ovocitos primarios no
muy desarrollados (OI). B) Estadio II: Inicio del
desarrollo, las génadas son de color blanco a crema; al
corte se observan O, Ol y OII dentro de los pseudo-loci
(p]). Imagen superior: disposicion de los pseudo-loci en
las gonadas. Imagen inferior, detalle de la organizacion
dentro de los pseudo-loci, de los tipos celulares. C)
Estadio III: Desarrollo medio, las génadas son de color
naranja-palido, al corte la estructura interna es
homogénea y predominan los OII en los pseudo-loci (pl).
A los OII sercanos a los septos (s) no se les ve el nucleo.
D) Estadio IV: Desarrollo preovulatorio, las génadas de
color naranja-rojo intenso y ocupan casi la totalidad del
cefalotérax, al corte predominan los OIIl a los que en su
mayoria no se les ve el nucleo. D) Estadio V: Regresion o
fase post-desove, gonadas turgentes de color entre
naranja fuerte y crema, al corte se observan OI, OII, OIII
(no liberados) y lechos de O y ovocitos atrésicos (OA)

A) Estadio |

Estadio II (EII): Inicio del desarrollo

Las gonadas pueden ser de color blanquecino y
variar hasta crema; son flacidas aunque el
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diametro de los lébulos es ligeramente mayor que
en el estadio anterior. Microscopicamente se obser-
van ovogonias (O), ovocitos primarios en fase
inicial y avanzada del crecimiento (OI y OII), cuyo
ordenamiento en el interior de los pseudo-loci es
muy homogéneo y del centro a la periferia, coincide
con el estadio anterior. Aparecen como elementos
nuevos en este estadio los ovocitos primarios en
fase avanzada del crecimiento (OI) mas en
contacto con los septos de tejido conectivo.

Los septos en este estadio no son tan gruesos. En
los OIl presentes no se observaron grandes
variaciones en el diametro respecto a los OI, éstos
s6lo se diferencian por la presencia o no de
nucléolos accesorios y granulaciones en la periferia
del citoplasma. Algunos ovocitos en este estadio
sufren atresia con diferente grado de descompo-
sicion celular y disminuyen en numero los lechos
germinales en la gonada. (Fig. 10 B).

B) Estadio Il

Estadio III (EIII): Desarrollo medio

Las gonadas son de colores naranja palido, mas
turgentes y voluminosos que las anteriores y
ocupan casi toda o toda la cavidad cefalotoracica.
La estructura interna de las gbénadas es mas
homogénea y muestra predominantemente ovoci-
tos primarios en fase avanzada de crecimiento (OII)
de una talla superior a los observados en estadios
anteriores. La forma de éstos es redondeada, en
ocasiones hexagonales y presentan numerosas
granulaciones en su interior.

En este estadio en que las gonadas presentan un
grosor intermedio, a los ovocitos mas cercanos a
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los septos, en ocasiones no puede observarseles el
nucleo, y de presentarse éste, tienen uno o dos
nucléolos accesorios y masas compactas de
cromatina. Este estadio puede definirse como
proximo a la madurez. Se observan numerosas
células foliculares muy aplanadas rodeando a los
OIl. No se observan lechos germinales y son muy
escasas las Ovogonias y los ovocitos primarios en
fase inicial del crecimiento (OI). No se distingue
aun en este estadio un lumen en la gonada (Fig. 10
C).

C) Estadio Il
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Estadio IV (EIV): Desarrollo final preovulatorio.

Las gonadas son de color naranja cuando estan
totalmente maduras; muestran en su interior
fundamentalmente ovocitos maduros (OIIl) y entre
éstos en ocasiones se encuentran sitios con
ovogonias muy pequenas y algunos ovocitos prima-
rios (Ol y OII) de diametros similares. En este
estadio las gonadas son mas voluminosas y llegan
a ocupar, ademas de la cavidad cefalotoracica,
parte de los primeros segmentos abdominales.

En los ovocitos maduros (OIIl) de este estadio no se
observo el nucleo. El citoplasma es granuloso, con
vesiculas de vitelo que forman por fusion grandes
masas en los bordes de la célula. En este estadio
ya se distingue un lumen que se origina en los
sitios donde confluyen los septos que atraviesan la
gonada. Los septos se hacen mas finos en su
interior y se dificulta la observacién de los senos
hemolinfaticos (Fig. 10 D).

Estadio V (EV): Regresion o fase post-desove.

Las gonadas en este estadio son turgentes, de
tamafno considerable y ocupan gran parte de la
cavidad cefalotoracica. Presentan un color que
varis desde naranja fuerte hasta crema. Los
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ejemplares en este estadio tienen freza de reciente
colocacion de color naranja brillante y en ocasio-
nes restos de espermatoforo. En su interior la
gonada muestra numerosos ovocitos primarios y
maduros (Ol y OII, OIll) no liberados, algunos
lechos germinales con ovogonias (O) y se observan
ovocitos atrésicos (OA) con granulaciones y tincién
similar al vitelo. Estas gonadas se clasificaron en
regresion dado el proceso de reabsorcién que
sufren y la condicion de la gébnada en conjunto con
los datos macroscopicos de colecta (Fig. 10 E).

Desde el punto de vista de la vitelogénesis, el
estadio I y el V son no vitelogénicos, el estadio II
podria estar relacionado con la vitelogénesis
primaria y los estadios III y IV con la vitelogénesis
secundaria.

D) Estadio IV
all
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E) Estadio V
-
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DISCUSION

En la literatura existe mucho desacuerdo en
cuanto a cuales criterios seguir para clasificar los
estadios reproductivos de una especie determi-
nada. Para las diferentes especies existen estadios
de desarrollo definidos por la apariencia macros-
copica de la gonada, su talla asi como el diametro
de los ovocitos observados con diferentes técnicas
de microscopia y tincion (Nakamura, 2000). De
este modo se definen estadios y subesta-dios de
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desarrollo que dificultan la comparaciéon de unas
especies con otras, como por ejemplo la clasi-
ficacion planteada por Nakamura (2000) para P.
Jjaponicus, basado en el proceso de vitelogénesis y
el diametro medio del ovocito.

En P. argus este problema es también evidente;
existen varias clasificaciones macroscopicas y
microscopicas no homologadas unas con otras y
que no coinciden totalmente con los resultados
antes expuestos para esta especie en Cuba.

La primera clasificacion propuesta para P. argus
fue la de Buesa y Mota-Alves, (1970) quienes de
acuerdo con el color de la gonada femenina propu-
sieron una escala de colores implementada desde
el ano 1965 en Cuba y desde 1966 en Brasil.
Aunque en términos generales esta clasificacion es
muy util en el trabajo de campo, puede ofrecer
dudas al observarse en el medio natural gonadas
en estado de regresion cuyo color es semejante a
gonadas recién desovadas o en estadio de desarro-
llo medio. La misma problematica se presenta en el
Estadio de inmadurez con relacion al Estadio de
inicio del desarrollo, en cuyo caso es mas compleja
la identificacion si se realiza so6lo por caracteres
macroscopicos.

Algunos autores como Aiken y Waddy (1980)
senalan que el color como criterio de seleccion
debe tomarse con reserva, ya que al determinarse
visualmente se introduce un sesgo en el punto de
cambio de un estadio a otro. Las diferencias entre
estos estadios no deben analizarse solamente a
través de la coloracion, sino también por otros
caracteres externos macroscopicos (como la pre-
sencia o no de freza y restos de espermato6foro) o
procederse al analisis histologico para con certeza
determinar el estadio.

Mota y Tomé (1965) realizaron la descripcion
histolégica de las gonadas masculinas y femeninas
y proponen tres y cinco estadios de desarrollo
respectivamente, pero no homologan estos estadios
con la descripcién macroscopica de la génada ni lo
relacionan con la talla o el mes de colecta. En ese
estudio también se presenta la dificultad de que
las células se clasifican en ovogonias, ovocitos
primarios, ovocitos secundarios y o6vulos de
acuerdo con criterios como el diametro celular y la
presencia en el nucleo de uno o mas nucléolos.

Si bien es cierto que los ovocitos secundarios en la
definiciéon de Mota y Tomé (1965) muestran como
caracteres de seleccion la presencia de nucléolos
accesorios y el diametro celular, también hay que
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tener en cuenta que el ovocito secundario propia-
mente dicho es el producido por la primera division
meiotica en que se reduce a la mitad el naumero de
cromosomas; este proceso en las hembras ocurre
una vez finalizada la fase de crecimiento del
ovocito primario (Balinsky, 1970; Gilbert, 2003;
Paniagua et al., 2002).

El ovocito secundario no muestra un incremento
considerable del diametro sino que, practicamente
con una talla idéntica a la adquirida en la fase de
crecimiento, se divide por segunda vez para
separar cromatidas duplicadas dando lugar al
o6vulo y un segundo corpusculo polar (Paniagua et
al., 2002; Aleaga, 2006).

En el presente trabajo, aunque se siguen los
criterios de clasificacion utilizados por estos
autores, se propone otra nomenclatura para los
tipos celulares de modo que los llamados por Mota
y Tomé (1965) ovocitos secundarios (OII), son fases
avanzadas en el desarrollo de los ovocitos
primarios (OI) en su proceso de crecimiento
(proceso que es mas marcado luego de comenzada
la vitelogénesis secundaria) y los o6vulos son
ovocitos maduros (OIIl). No se analiz6 a través de
técnicas histoquimicas el contenido del ntucleo ni
se observaron los cromosomas con facilidad, por lo
que no puede aseverarse que el ovocito (OII)
propuesto en este trabajo tenga realmente el
numero haploide de cromosomas que lo incluiria
en la clasificacién como ovocito secundario.

De acuerdo a lo antes expuesto, los ovocits
primarios y los ovocitos en crecimiento avanzado
podrian entonces definirse mejor si se considera el
tipo de proceso de vitelogénesis que tiene lugar: el
primario, en que los precursores del vitelo se
forman dentro del ovocito con la intensa sintesis
que dirige el nucleo en esta fase, o el secundario,
en que los precursores del vitelo vienen a través de
la hemolinfa desde otros sitios de sintesis,
presumiblemente desde el hepatopancreas (Aiken y
Waddy, 1980; Nelson et al., 1983; Paniagua et al.,
2002).

Los diametros de los tipos celulares encontrados
en este trabajo, aunque coinciden con algunos de
los valores de intervalos observados por Mota y
Tomé (1965) en P. argus de Brasil, fueron por lo
general menores a los referidos por estos autores.
La tnica excepcion fueron las ovogonias, que en
este trabajo presentaron mayor diametro que el
observado en la misma especie en Brasil (Tabla 1)
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Tabla 1. Valores de diametro de los diferentes tipos
celulares observados en Panulirus argus en Brasil
(Tomado de Mota y Tomé, 1965)

TIPOS DE CELULAS DIAMETRO
Ovogonias 15.6 -23.4
Ovocitos primarios 42.9 - 69.0
Ovocitos secundarios 78.9-174.0
Ovulos 355.3-701.7

No existen referencias en otras especies sobre la
tendencia a la diferenciacion en dos grupos de los
ovocitos primarios en fase avanzada del creci-
miento (OIl) en relacion con el tamafno de la
hembra. El origen de la diferenciacion en dos
grupos (OIIA y OIIB) en relaciéon a la longitud del
cefalotorax podria pensarse que se debe a la
técnica de inclusién en parafina. Esta puede ofre-
cer sesgos, por cuanto las células durante el
proceso de inclusién, en dependencia del conte-
nido de vitelo (que depende a su vez del grado de
desarrollo gonadal), absorben con mayor o menor
dificultad esta sustancia. Sin embargo las medicio-
nes de ovocitos maduros visibles macroscépica-
mente (OIIl) solamente fijados y conservados en
alcohol 70%, no mostraron grandes diferencias en
relacion con las mediciones hechas de este tipo
celular en los cortes histolégicos, por lo que se
puede asegurar que no hubo grandes errores en
las mediciones por causa de la técnica.

Al corte, los ovocitos maduros con mayor
contenido de vitelo mostraron una mayor tenden-
cia a presentar deformaciones de las células. Para
minimizar el efecto de estas deformaciones sobre
las mediciones, se midieron las células de forma
redonda o con tendencia a presentar diametros
mayor y menor similares.

Sin embargo, se hace necesario analizar un mayor
numero de muestras de gonadas provenientes de
ejemplares de diferentes tallas para verificar si ésto
esta relacionado con la habilidad de las hembras
de tallas mas grandes de incorporarse al stock
reproductivo antes que las hembras mas jovenes, y
con el hecho de que las hembras de mayor talla
pueden aparearse mas de una vez en una misma
estacion de reproduccion sin realizar una muda
previa (Lipcius, 1985; MacDiarmid y Sainte-Marie,
2000).

Se plantea ademas que con el aumento del tamafo
de la hembra es mayor el nimero de larvas que
eclosionan exitosamente en Panulirus interruptus
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(Randall, 1840) (Baez-Hidalgo et al., 2004). Esto
podria deberse a un proceso de desarrollo gonadal
mas maduro en hembras de mayor talla, que
origine huevos con mas contenido de vitelo, lo cual
garantiza el éxito en la eclosion de una mayor
cantidad de larvas y que podria traducirse en la
presencia de ovocitos de mas grandes en estas
clases de talla.

En este sentido MacDiarmid y Sainte-Marie, (2000)
refieren que los huevos de mayor talla tienden a
tener un mayor contenido de lipidos y dan origen a
larvas de mayor tamafo que pueden tener mejores
caracteres de supervivencia que las larvas
eclosionadas de huevos mas pequenos. En P. argus
los indices de fecundidad son mayores en hembras
mas grandes (Cruz, 1980; Bertelsen y Matthews,
2001), lo que también podria estar relacionado con
estas diferencias.

La elevada fecundidad en hembras de mayor edad
pudiera también estar relacionada con la seleccion
que hace el macho de las hembras de tallas mas
grandes y aptas para aparearse. En este proceso
de seleccion el macho coloca espermatoforos de
mayor tamano a hembras grandes que son capaces
de liberar un numero mayor de huevos que las
mas pequehas (MacDiarmid y Butler, 1999;
MacDiarmid y Kittaka, 2000; MacDiarmid vy
Sainte-Marie, 2006).

Aguilar et al., (2007) refiere la presencia de de
globulos de vitelo fusionados en uno de los
estadios de la atresia en peces. Estos globulos
fueron tambien observados en P. argus en la fase
de reabsorcion. Puesto que la atresia en peces se
considera como un indicador de contaminacion
ambiental. En este sentido se hace necesario un
estudio mas profundo de este proceso en cada
estadio de desarrollo de P. argus y su posible
relacion con factores ambientales.
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