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RESUMEN

En el presente trabajo se describi6 el ciclo gonadico de Bathygobius ramosus (Gobiidae),
habitante permanente y dominante de la zona intermareal rocosa del Pacifico mexicano.
Se realizaron cuatro muestreos estacionales en Troncones, Guerrero, en los cuales se
capturaron los organismos con trampas disefadas ex profeso. De cada individuo se
registraron la longitud total (LT, cm + 0.1) y el peso (P, g £ 0.01). Posteriormente, fueron
preservados en una solucién de formaldehido al 10%, neutralizada con agua de mar. En
el laboratorio, se disecaron las gbénadas, se deshidrataron con alcoholes graduales, se
incluyeron en parafina y posteriormente se tifileron con la técnica de H-E. El material
bioldgico fue analizado al microscopio y fotografiado. Todas las génadas se ubicaron en
clases reproductivas de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas. Se establecié la talla a la
cual el 50% de las hembras son sexualmente maduras asi como la talla de primera
madurez.

Se recolectaron un total de 195 organismos de los cuales 102 fueron hembras y 93
machos, lo que permitié estimar una proporcién sexual de 1:1 (X2, p < 0.01). Las tallas
variaron de 24 a 93 mm y los pesos de 0.13 a 10.42 g.

La longitud total a la cual el 50% de las hembras presentaron caracteristicas de madurez
sexual fue de 58 mm. Sin embargo, la hembra madura mas pequefia tuvo una longitud
total de 47 mm.

El anélisis histoldgico de las gonadas de las hembras muestra que B. ramosus tiene un
desarrollo ovérico asincrénico debido a que en una misma génada se encontraron
ovocitos en varias fases de crecimiento. Ademas de los estadios de crecimiento primario,
alvéolos corticales, crecimiento secundario y maduracién también se encontraron foliculos
postovulatorios y ovocitos atrésicos. En los ovocitos en estadio de crecimiento secundario
se observaron los filamentos de fijacién y el micrépilo.

Los machos de B. ramosus presentan un arreglo testicular lobular. Hacia las paredes de los
I6bulos se ubicaron los cistos mostrando varios tipos celulares de la espermatogénesis. Los
espermatozoides de esta especie carecen de flagelo.

La presencia organismos pertenecientes a todas las clases reproductivas en las pozas de
marea aporta evidencias para proponer B. ramosus lleva a cabo todo su ciclo
reproductivo en la zona intermareal.



1. INTRODUCCION

La zona intermareal es la banda de costa que se encuentra entre los limites de la
bajamar y la pleamar constituyendo un ambiente sumamente dindmico y exigente
para las especies que lo habitan. Durante la marea alta, las condiciones de la zona
intermareal pueden reflejar las del mar, siendo relativamente uniformes en
temperatura, salinidad, pH y concentracion de oxigeno disuelto. Sin embargo,
durante la marea baja este ambiente sufre un cambio drastico de un medio
acudtico a uno practicamente terrestre, quedando el agua aislada del mar en
charcas o pozas, donde dependiendo del clima, el agua puede enfriarse o
calentarse y la salinidad puede disminuir o aumentar. Durante el dia, la fotosintesis
de las algas aporta cantidades de oxigeno que superan las demandas respiratorias
de los habitantes de las pozas, alcanzandose altas concentraciones de oxigeno vy
bajas de diéxido de carbono. Por la noche, cuando la fotosintesis cesa. la
respiracion de los animales y las plantas de la poza provoca que la concentracién
de oxigeno disminuya mientras que la del diéxido de carbono aumenta (Horn et
al. 1999).

La zona intermareal rocosa, al ser un medio tan dinamico, es muy rica en
plantas, invertebrados y peces. El tamafio pequefio, la naturaleza sigilosa y la
rareza aparente de muchos peces intermareales ha ocasionado que sean ignorados
frecuentemente por los bidlogos interesados en los organismos intermareales

(Horn et al. 1999).

Los peces intermareales pueden clasificarse como visitantes si pasan sélo
alguna parte de su vida en la zona intermareal, o residentes si ocupan

permanentemente este ambiente (Horn et al. 1999).



Los peces que residen permanentemente en esta zona comparten una serie
de caracteristicas que los capacitan para poder sobrevivir en este ambiente. La
mayoria de las especies son de habitos bénticos o demersales y, normalmente, no
pueden nadar rapidamente por periodos largos de tiempo. Las especies residentes
son relativamente pequefias y presentan cuerpos alargados o aplanados dorso-
ventralmente. Muchos carecen de vejiga natatoria o la tienen reducida, son
iteréparos y su mecanismo de dispersidon estd dado principalmente a través de
larvas plancténicas (Almada y Serrdo-Santos 1995). Adicionalmente, muchas
especies bénticas tienen fusionadas sus aletas pélvicas a manera de disco que
funciona como un érgano adherente el cual les ayuda a contrarrestar las corrientes

(Horn et al. 1999).

La distincién entre la residencia y la migracién estacional-mareal es crucial
para comprender las historias de vida, incluyendo la reproduccién y el desove de

los peces intermareales (DeMartini, 1999).

Los peces intermareales, como los teledsteos en general, muestran una gran
profusion de modelos reproductivos encontrdndose desde la oviparidad sin
cuidado parental, cuidado de huevos demersales, hasta la viviparidad. Entre los
oviparos intermareales, la mayoria de los taxa proporciona algun tipo de cuidado
parental expresado por varios procesos, como la ventilacién, la limpieza bucal de
los huevos y la proteccién fisica de los huevos contra el canibalismo y los

depredadores interespecificos (DeMartini, 1999).

Las estrategias reproductivas de los peces (y de los seres vivos en general) se
pueden estudiar desde cuatro aspectos trascendentales que forman parte de la

tocologia': modo, maquinaria, dinamica y adecuacién.

' Miller (1984) reintroduce la expresién tocologia como un término apropiado para referirse al
estudio de los mecanismos y la rentabilidad de la reproduccién de los organismos vivos.
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El modo corresponde a la sexualidad, proporcién sexual y presencia de
hermafroditismo. La maquinaria comprende la estructura gonadal, incluyendo las
glandulas especiales endocrinas y exocrinas, el dimorfismo sexual secundario, la
organizacion conductual y el control neuroendocrino de la reproduccion. La
dindmica examina temas de esfuerzos reproductivos, fase de desarrollo,
frecuencia, reclutamiento y consecuencias de la reproduccién para los
reproductores. Finalmente la adecuacién (maximizada por la adaptacién de las
estrategias reproductivas) incluye aspectos relacionados con los recursos y la

influencia intrinseca del tamafio corporal (Miller, 1984).

Si bien no es facil establecer la etapa reproductiva de cada especie,
considerando algunos parametros del proceso tocolégico y utilizando una serie de
métodos se puede alcanzar dicho fin; entre los pardmetros que se utilizan se
encuentran la proporcién sexual, la talla a la que se alcanza la madurez sexual, la

fecundidad y la evaluacién de la madurez gonédica (Abad, 1996; Granado, 1996).

La mayoria de las descripciones de madurez gonédica realizadas en peces, se
ha efectuado con base en los criterios morfocromaticos definidos por Nikolsky
(1963), los cuales se han tratado de generalizar para todos los teledsteos. Sin
embargo, estos criterios, aunque Utiles no consideran el nivel microscédpico de la
génada. Este es importante ya que en una génada no-todos los elementos
celulares son germinales y los germinales en ciertas condiciones no representan un
gameto potencialmente viable. Conocer la estructura microscopica de las génadas
también es importante debido a que estos érganos no estdn exentos de desarrollar
diversas alteraciones en respuesta a eventos internos o externos que sélo pueden

ser detectados y definidos desde el punto de vista histolégico (Badillo, 1998).

Histolégicamente, el ovario estd constituido por tres capas: la externa,

compuesta por epitelio cibico—iliar; la media, formada de tejido conectivo en el



que se localizan los vasos sanguineos que la irrigan y la més interna, de naturaleza

compacta y fibrosa (Rodriguez, 1992).

En el interior del ovario se encuentra el estroma ovarico que es lameliforme
y en él se encuentran embebidas las ovogonias, que contienen los vasos
sanguineos y las células somaticas que se asocian al desarrollo del ovocito: las

células foliculares y las tecales (Rodriguez, 1992).

Las ovogonias se reconocen por ser células de citoplasma claro que, segti
la especie, pueden encontrarse aisladas o formando cimulos. La ovogonia origina
los ovocitos primarios, que se encuentran rodeados de células foliculares que
constituyen una unidad estructural llamada foliculo. En ésta, varios autores han

descrito los diferentes estadios de desarrollo microscépico (Rodriguez, 1992).

El desarrollo ovarico de los peces puede clasificarse en tres categorias
principales de acuerdo al patrén de crecimiento de los ovocitos en el ovario
cdmo: sincrénico total, sincrénico por grupos y asincrénico (Rodriguez, 1992;
Tyler y Sumpter 1996). En las especies que presentan un sincronismo total, todos
los ovocitos se desarrollan al unisono, estos organismos presentan un
comportamiento reproductivo caracteristico y ovulan una vez en la vida, después
de lo cual mueren. El tipo sincrénico por grupos es mdas comuin; cerca de la
estacién reproductiva se pueden reconocer dos tipos de ovocitos en el ovario que
se distinguen claramente uno de otro por su estadio de desarrollo. Un grupo esta
compuesto por ovocitos grandes y maduros, que forma el grupo que sera ovulado
durante esa estacion. El otro grupo consiste de ovocitos muy pequefios y sin
vitelo. Estos pueden ser los ovocitos que formaran el grupo que serd ovulado en
el siguiente evento. Los peces de este tipo usualmente ovopositan una vez al afio
y pueden hacerlo muchas veces en su vida. La estacién de desove es generalmente
corta y definida. El nimero de especies que se encuentran en el grupo de

asincrénicos es también elevado. Estos organismos tienen ovarios que contienen

5



varios tipos de ovocitos en desarrollo, tienen una estacién reproductiva
relativamente larga y normalmente ovopositan varias veces durante la misma

estacion (Yamamoto y Yamazaki, 1961; Wallace y Selman, 1981).

Al igual que las hembras, los machos desempefian un papel importante

para lograr el éxito reproductivo de una especie.

En el aparato reproductor de los machos, los testiculos son dos sacos
ubicados ventralmente con relacién a la columna vertebral y la vejiga natatoria.
Su estructura es variable de especie a especie, pero se pueden distinguir dos tipos
bésicos: el lobular y el tubular. El tipo lobular, que es tipico de los teledsteos, esta
compuesto de numerosos l6bulos que se encuentran separados unos de otros por
una delgada capa de fibras de tejido conectivo, su arreglo varia
considerablemente. Dentro de los I6bulos, la espermatogonia sufre numerosas
divisiones mitéticas para producir cistos que contienen varias células germinales
que estdn aproximadamente en el mismo estadio de desarrollo (Billard, 1986;
Rodriguez, 1992). El tipo tubular estd constituido por tubulos que generalmente
estan orientados entre la tinica externa y la cavidad central, dentro de la cual se
liberan los espermatozoides. Este tipo estd restringido al grupo ateriniforme

(Billard, 1986; Rodriguez, 1992).



Il. ANTECEDENTES

La mayoria de los conocimientos generados para entender diversos
aspectos de las estrategias reproductivas en peces (y de aspectos biolégicos en
general) se han derivado de especies con importancia comercial que son
destinadas al consumo humano, dejando a un lado a muchas otras que juegan un
papel muy importante dentro del equilibrio de un ecosistema (Badillo, 1998: Tyler

y Sumpter, 1996).

Entre las familias de teleésteos que han sido relegadas se encuentra la
Gobiidae, la cual es una de las mas numerosas, cuenta con representantes en una
gran variedad de ambientes como los sistemas estuarinos y las zonas intermareales

rocosas.

En este sentido los estudios que se han realizado sobre aspectos
reproductivos de la familia Gobiidae se remontan a la década de los treinta.
Eggert (1931) describié la presencia de una estructura accesoria a los érganos
sexuales denominada vesicula seminal. Weisel (1949) menciona que esta estructura
fue observada por primera vez en Gobius niger por Rathke (1824). Posteriormente
Fishelson (1991) hace una descripcién histolégica e histoquimica de las vesiculas
seminales, Seiwald y Patzner (1989) describen a la glandula testicular (érgano
sexual accesorio) en goébidos. Tavolga (1954) estudi® el comportamiento
reproductivo, época de desove, desarrollo embriolégico y larval de Bathygobius
soporator. Asimismo, Cole (1988) analizé la forma para predecir el cambio de
sexo en siete especies de goébidos; Fishelson (1989) describié la presencia de
hermafroditismo en algunas especies de gébidos distribuidos en arrecifes de coral y
Badillo (1998) analizé algunos aspectos de la biologia de Gobionellus hastatus,
incluyendo resultados sobre el ciclo reproductivo y el desarrollo de los ovocitos.

Otros estudios realizados sobre esta familia se han enfocado a determinar

aspectos tales como el costo energético en el cuidado parental (Lindstrébm vy
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Wennstrédm, 1994; Jones y Reynolds, 1999). Taru y Sunobe (2000) describen el
comportamiento reproductivo de Eviota abax de acuerdo con las fases lunares y

las condiciones de marea.

Dentro de los representantes de la familia Gobiidae considerados como
residentes en los sistemas intermareales rocosos se encuentra Bathygobius ramosus.
Especificamente para esta especie los trabajos que se han efectuando se han
enfocado a estimar las tasas metabdlicas (Alcaraz et al. 2002) y las respuestas
fisiolégicas del organismo ante cambios en el medio externo (Rios, 2002);
también se han analizado algunos aspectos sobre bioenergética y tolerancia
térmica (Badillo, 2003); ademas, se ha generado informacién para proponer a la
especie como un ejemplo de orientacién, reconocimiento y fidelidad al sitio
(Aragén, 2003). Sin embargo, la biologia béasica de esta especie permanece
pobremente conocida. Por esta razén, en este trabajo se pretende contribuir al

conocimiento de la biologia reproductiva de estos organismos.



11l. CLASIFICACION DE LA ESPECIE

La familia Gobiidae, destaca sobre otras como la més rica y diversa en
representantes actuales. Estimaciones recientes sefialan la existencia de
aproximadamente 2 mil especies de gobios distribuidos en todo el mundo. En su
mayoria son peces pequefios de cuerpo alargado y comprimido, cabeza
redondeada o deprimida y ojos situados en lo alto y muy préximos entre si. La
aleta dorsal tiene su origen justo detras de la cabeza y puede ser simple o doble,
con espinas flexibles en su porcién anterior. La caracteristica més relevante radica
en la disposicién de las aletas pélvicas, que estan interconectadas para formar una
especie de ventosa o disco adhesivo. Otra caracteristica distintiva es la ausencia de
la linea lateral. Sin embargo, cuentan con un conjunto de canales mucosos, tubos
y poros dispuestos en la cabeza que realizan esa funcién. Su pequefio tamafio les
ha permitido diversificarse ampliamente y ocupar todo tipo de ambientes
(Orozco, 1991).

La especie Bathygobius ramosus se clasifica de acuerdo a Nelson (1994) vy,

Allen y Robertson (1994) como:

Phylum Chordata
Subphylum Vertebrata
Superclase GCnathostomata
Crado Teleostomi
Clase Actinopterygii
Subclase Neopterygii
Divisiéon Teleostei
Subdivisién Euteleostei
Superorden Acanthopterygii
Serie Percomorpha
Orden Perciforme
Suborden Gobioidei
Familia Gobiidae
Subfamilia Gobiinae
Género Bathygobius

Especie

Bathygobius ramosus Ginsburg, 1947



Sinonimias (de acuerdo a Allen y Robertson, 1994).

Bathygobius arundelii (Garman) de las islas Clipperton, 1899.
Bathygobius longipinnis Ginsburg de Socorro, 1947.
Bathygobius ramosus longipinnis Ginsburg, 1947.
Bathygobius ramosus ramosus Ginsburg, 1947.

Figura 1. Bathygobius ramosus, Ginsburg 1947. (Barra =10 mm)

Bathygobius ramosus (Figura 1) es un pez benténico de cuerpo robusto que
dentro de la familia alcanza tallas relativamente grandes (120 mm). Presenta seis
espinas en la primera aleta dorsal y escamas grandes en todo el cuerpo,
incluyendo la regién de la nuca. Se distingue facilmente de los otros gobios por
presentar cinco radios superiores a las aletas pectorales libres. La coloracion que
presenta es variable, generalmente de color verde-olivo a café (Thomson, 1987:
Allen y Robertson, 1994).

Estos organismos se distribuyen desde la Bahia Magdalena (en Baja
California) hasta el norte de Perl, incluyendo el Golfo de California. En Baja
California Sur se localiza en el Puerto San Carlos, Cabo San Lucas, San José del
Cabo y Bahia de la Paz (Bearez, 1995: Villareal et al. 1999). Habita
preferentemente en pozas de marea de las zonas rocosas intermareales, siendo el

gobio mas abundante de estas zonas (Thomson, 1987: Allen y Robertson, 1994).
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IV. ZONA DE ESTUDIO

El trabajo de campo se llevé a cabo en el sistema de pozas intermareales de
la playa Troncones, perteneciente al municipio de La Unién, localizado en la parte
occidental del Estado de Guerrero (Figura 2). Se ubica en los 17° 47’ 16 latitud
Norte y 101° 44’ 17" longitud Oeste (SEGOB, 1988).

Presenta un clima de tipo Aw (w), célido sub-himedo con lluvias en
verano, una precipitacion media anual de 1200 mm y una temperatura media
anual de 26 a 28 °C siendo los meses mas calurosos marzo, abril, mayo y junio. La
vegetacion de la zona corresponde principalmente a selva baja caducifolia y
agricultura de temporal (Garcia, 1988).

La costa en esta zona es rocosa y escarpada, lo que permite la formacién de

pozas intermareales. En general los sedimentos son gruesos cerca de la costa,

siendo arenas con manchones de gravas, cantos rodados y pefiascos desgastados
(Gallardo, 2002).

_ Bario )\
Boca Pantla ,3:;:,'2 A Q\Sa

\.

titre

(2

Figura 2. Mapa del &rea de estudio (Troncones, Guerrero). Fuente INEGI.
Escala 1:250 000.
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V. OBJETIVO GENERAL

Describir histolégicamente el ciclo gonadico de Bathygobius ramosus, presente en

la zona intermareal rocosa de Troncones, Guerrero.

OBJETIVOS PARTICULARES

-~ Realizar la descripcién morfolégica, macro y microscédpica de las génadas
masculinas y femeninas de Bathygobius ramosus, en diferentes etapas de
desarrollo.

== Establecer la talla a la cual el 50% de la poblacién es sexualmente madura.

-~ Establecer la talla de primera maduracién para hembras y machos.

12



VI. MATERIAL Y METODOS

Los organismos se recolectaron en las pozas de marea formadas
durante la marea baja. Para capturar a los organismos se utilizaron redes disefiadas
ex profeso con tubos de PVC y tul para semejar refugios (Figura 3). Las trampas se
colocaron en las pozas de marea sujetdndolas con arena para evitar que flotaran.
Para atraer a los organismos se utilizaron caracoles como carnada. De cada
individuo se registré la longitud total, con un vernier (LT, = 0.1 cm) y el peso con
una balanza semianalitica (P, + 0.01 g). Posteriormente, fueron preservados en

una solucién de formaldehido al 10%, neutralizada con agua de mar®.

La captura

30 gm incluyé  organismos
I

de diferentes tamafos

PR ELCEEEET que, antes de ser
SEEEE AR anaasnEan 3 sacrificados,  fueron

Boca de ;
anestesiados con una
entrada.
Abrazadera .
Red de solucién de aceite de
malla fina
clavo: 120 mg/L
Figura 3. Dispositivo de captura disefiado para capturar a los (Aragdn, 2003).
organismos. ¢

Los ejemplares de trasladaron a la Unidad de Investigacién en Biologia
de la Reproduccién de la FES Zaragoza para su procesamiento.

En el laboratorio se identific el sexo de los individuos recolectados, se
agruparon en intervalos de clase tomado como base la longitud total (ANEXO 1) y
se disecaron las génadas.

Se seleccionaron once génadas de hembras y doce génadas de machos

representativos de los intervalos de clase para someterlos a la técnica histologica

* Esta solucién también se les inyectd a los organismos en la parte anterior del abdomen para
evitar cambios post mortem en las estructuras internas debido a que los organismos no fueron
disecados in situ.
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(ANEXO 1l), la cual consistié en una deshidratacién con alcoholes graduales e
inclusion en parafina (Hinton, 1990; Aguilar et al; 1996). Los cortes histolégicos se
realizaron de forma seriada a 7 pm, con un micrétomo de rotacion.
Posteriormente, se tifieron con la técnica de H-E (ANEXO lll), modificada de
Estrada et al. (1982) y Aguilar et al. (1996).

Las preparaciones histoldgicas se observaron al microscopio Optico para
realizar las descripciones del ciclo ovarico segin Wallace y Selman (1981) y Selman
y Wallace (1989). El ciclo testicular se describié de acuerdo con los criterios de
Billard (1986).

Se midieron los diametros de 30 foliculos con sus respectivos nucleos para
cada fase de crecimiento del ciclo ovérico con un ocular micrométrico.

Las gébnadas femeninas se ubicaron en clases de madurez utilizando la escala
propuesta por Brown (2003). Para ubicar el grado de madurez en los machos se
utilizaron algunas caracteristicas propuestas por Taylor et al. (1998) y Brown
(2003).

El material fue analizado con un microscopio 6ptico (Labophot-2,
NIKON) y fotografiado con una cdmara (Microflex, NIKON) en la Unidad de
Investigacion en Ecologia Marina de la FES- Zaragoza.

A partir de los datos obtenidos a nivel histolégico, tomando como
base a los tipos celulares, las gbnadas de todos los ejemplares recolectados se
clasificaron en clases reproductivas.

Se obtuvieron las frecuencias de las clases reproductivas con respecto a
la temperatura de las pozas de marea para cada época de muestreo y para cada
sexo.

Finalmente se graficé el porcentaje acumulativo de hembras maduras,
interpolando el valor de la longitud en una escala probabilistica para establecer la
talla a la que el 50% alcanzan la madurez sexual. Para establecer la talla de
primera madurez se utilizé la talla minima a la cual las hembras mostraron ovarios

en maduracioén tardia.
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VIL. RESULTADOS

Proporcién sexual.

Se realizaron cuatro salidas a campo en un periodo comprendido de agosto
del 2001 a marzo del 2002, durante las cuales se recolectaron un total de 195
organismos. De ellos, 102 fueron hembras y 93 machos, lo que permite estimar

una proporciéon sexual de 1:1 (X2, p < 0.01). Las tallas variaron de 24 a 93 mm

(LT) y los pesos de 0.13 a 10.42 g.

Dimorfismo sexual.

Bathygobius ramosus es una especie gonocorista (sexos separados) que
presenta dimorfismo sexual externo, este dimorfismo radica, ademas del tamafio
de los organismos (las hembras son mas pequefias que los machos) en la forma de
la papila urogenital. En los machos es larga, cénica y fuertemente pigmentada con
melandforos (Figura 4). La papila de las hembras (Figura 5) es corta, truncada y
escasamente. pigmentada; en la extremidad se bifurca formando unas
proyecciones. Tavolga (1954) se refiere a estas estructuras como papilas
epidermales. La forma de la papila urogenital es facilmente distinguible a simple

vista, excepto en organismos de tallas menores a 28 mm LT.
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Figura 4. Papila urogenital masculina (pu), obsérvese la forma cénica y la gran cantidad
de melanéforos que le proporcionan su coloracion.

Figura 5. Papila urogenital femenina (pu). obsérvese la forma truncada, hacia su
parte final se observa bifurcada.
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DESCRIPCION MACROSCOPICA DE LAS GONADAS.

El aparato reproductor de la hembra estd constituido por dos ovarios en
forma de sacos que se contintian en su parte posterior hasta unirse formando un
corto oviducto que se abre dentro de la papila urogenital para desembocar en un

gonoporo (Figura 6).

Los ovarios se localizan en la cavidad corporal y se sitdan
ventrolateralmente con respecto a la vejiga gaseosa y dorsolateralmente al
intestino; el ovario derecho es ligeramente mas pequeiio y abultado que el ovario

izquierdo. A medida que van madurando la diferencia en tamafio es mas notoria.

Figura 6. Vista ventral del ovario de Bathygobius ramosus’.
(Barra =5 mm).

‘Génada de una hembra de 63 mm de LT y 3.11 g.
17



El aparato reproductor de los machos esta constituido por un par de
testiculos y un par de vesiculas seminales (Figura 7). Al igual que los ovarios se
encuentra en la cavidad corporal ubicado ventrolateralmente a la vejiga natatoria
y dorsolateralmente al intestino. Los testiculos son dos sacos aplanados, sinuosos y
en los cuales en su parte media se distingue un cordén amarillo que se extiende en
toda su longitud y que contrasta con el color blanco lechoso que predomina en
los testiculos.

Las vesiculas seminales se encuentran situadas en la cavidad corporal a los
lados de los testiculos y los extremos anteriores se encuentran “abrazando™ al
intestino. Tanto las vesiculas seminales como los testiculos van cambiando de

tamano y color conforme van madurando.

Figura 7. Vista ventral del aparato reproductor masculino
de Bathygobius ramosuf. (Barra = 5 mm).
T: testiculo; VS: vesicula seminal).

' Testiculo disecado de un organismo de 91 mm de LT y 8.17 g.
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DESCRIPCION HISTOLOGICA DE LOS OVARIOS

Para realizar la descripcién histoldgica se utilizaron once hembras situadas
en intervalos de talla de 38 mm a 70 mm LT e intervalos de pesos de 0.68 a 3.56
g.

Los ovarios estdn cubiertos por wuna tinica albuginea revestida
externamente por el peritoneo, en su interior se encuentran las laminas ovigeras
(dispuestas perpendicularmente al lumen ovérico) en las cuales se encuentran
embebidos los ovocitos en diferentes estadios de desarrollo y por lo tanto

presenta un desarrollo ovarico de tipo asincrénico.

Se observaron ovocitos en todos los estadios de desarrollo que mencionan
Wallace y Selman (1981) y Selman y Wallace (1989) y que se describen a

continuacion.

CRECIMIENTO PRIMARIO

El estadio de crecimiento primario también se conoce como
previtelogénico; es el periodo inicial de la formaciéon del ovocito a partir de las

vesiculas germinales (ovogonias).

Si bien en este estadio el ovocito crece considerablemente, el tamano es
muy pequefio en comparacién con el ovario. Los ovocitos no acumulan vitelo en
su interior ya que el material necesario para su desarrollo durante esta etapa es
producido por la misma célula. Los estadios iniciales de crecimiento se caracterizan
por un periodo intenso de sintesis de dcido ribonucleico (Wallace y Selman, 1981).
Comprende las fases de: cromatina nucleolar, perinucleolar temprano y

perinucleolar tardio.
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Cromatina nucleolar: son ovocitos muy afines a la hematoxilina, presentan un
ndcleo muy grande en relacion al citoplasma. Presentan diametros que van de 19
a 69 ym (Tabla 1). Es evidente la presencia de varios nucléolos de los cuales

destaca uno que es mas grande que los demés (Figura 8).

Perinucleolar temprano: en esta fase el didametro de los ovocitos se encuentra
en un intervalo de 23 pm a 91 ym (Tabla 1). Van perdiendo su afinidad por la
hematoxilina y los nucléolos se van arreglando en la periferia del nucleo, el

ovocito es rodeado por algunas células foliculares (Figura 9).

Perinucleolar tardio: en esta fase los nucléolos siguen arreglados en la periferia
del nucleo, el ovocito sigue perdiendo afinidad por la hematoxilina y comienzan a
aparecer los alvéolos corticales que se aprecian como estructuras esféricas huecas
(Figura 10). El diametro de los ovocitos en esta fase mide entre 58 ym y 68 ym
(Tabla 1).

ALVEOLOS CORTICALES

Durante este estadio de crecimiento los ovocitos incrementan su tamafio
con respecto al estadio anterior (55 pm a 90 pm). En algunos ovocitos los
nucléolos han perdido su arreglo y se han dispersado en el nucleo, los alvéolos
corticales son mas numerosos. Si bien en algunos ovocitos en estadio perinucleolar
tardio se empezd a observar el corién (también llamado zona radiada o zona
pelucida), esta estructura se hace mas evidente en este estadio de desarrollo

(Figuras 11y 12).
La aparicién del corién y de los alvéolos corticales revela el comienzo del

proceso de maduracién por parte del ovocito, el cual continuara si las condiciones

son favorables (Saborido y Junquera, 2003).
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CRECIMIENTO SECUNDARIO

Este estadio también se conoce como vitelogénesis, principal evento
responsable del enorme crecimiento de los ovocitos.

En la vitelogénesis, el ovocito secuestra y empaqueta a la vitelogenina que
es una proteina producida por el higado y que es precursora del vitelo (Tyler y
Sumpter, 1996).

Este estadio consta de tres fases: vitelino primario, vitelino secundario y

vitelino terciario.

Vitelino primario: esta fase concentra una extensa gama de ovocitos en un
amplio intervalo de didmetros (54 pm a 360 pm, Tabla 1). En esta fase se
observan desde los ovocitos en los cuales se empiezan a depositar los glébulos de
vitelo (Figura 13) hasta aquellos en los cuales este proceso esté casi por finalizar y
por lo tanto estdn préximos a la maduracién (Figura 14). La zona radiada
eosindfila aumenta mas en grosor; entre la zona radiada y la capa de la granulosa
se empiezan a observar unas estructuras delgadas y largas en forma de cintas
denominadas filamentos de fijacion que sirven para que los ovocitos se fijen a un

sustrato una vez que ocurre el desove.

Vitelino secundario: en esta fase los ovocitos han aumentado aproximadamente
14 veces su tamafio inicial (275 pm - 410 pym; Figura, 15). Ademas, se presentan
otros cambios como el incremento en grosor de la zona radiada y de los
filamentos de fijacion (Figuras 16, 17, 18, 26-29). Aparece bien diferenciada una
capa de células acidodfilas en forma de gota (células de la granulosa) sobre las
cuales se dispone una capa de células (células de la teca) débilmente tenidas de
morado (Figura, 18). Si bien durante todas las fases de desarrollo se observaron
hilos de cromatina en este estadio se observa a los cromosomas, adquiriendo

formas muy peculiares, a los que se les denomina cromosomas plumosos (Figuras
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19 y 20). En algunos cortes histolégicos con una gran cantidad de ovocitos en esta

fase fue posible observar el micrépilo (Figuras 29-31).
MADURACION

En este estadio de crecimiento la caracteristica mas notable es la migracion
de los nucleos hacia la periferia del ovocito. (Figura 21).

El nimero de ovocitos encontrados en este estadio fue muy bajo
probablemente esto se debié a que una vez que ha comenzado este proceso’, los
eventos son mas fisioldgicos que morfolégicos. Durante este estadio se produce la
primera division meidtica y la formacién del primer cuerpo polar. Mediante una
estimulaciébn hormonal adecuada se llevard acabo la ovulaciéon (Saborido y

Junquera, 2003).

* El inicio de la maduracién estd marcado por la liberacion del nicleo hacia la periferia del
citoplasma y la fusién de su membrana.
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OTROS ASPECTOS CELULARES DEL CRECIMIENTO DE LOS OVOCITOS

FOLICULOS POSTOVULATORIOS

Al final de la maduracién se lleva a cabo la ovulacién, ésta ocurre con la
ruptura del foliculo que contenia al ovocito, que es liberado en el lamen del
ovario. Los foliculos postovulatorios que resultan de este proceso se identifican
facilmente cuando son recientes, pero degeneran rdpidamente (Saborido y
Junquera, 2003). En los cortes histolégicos de las génadas de B. ramosus se
observé que algunos foliculos postovulatorios ain mostraban la abertura por
donde salié el ovocito (rodeado por su capa vitelina), dejando s6lo una gran
cavidad rodeada por las células foliculares (Figura 22), las cuales mas tarde

entraran en un proceso de involucién

ATRESIA FOLICULAR

La atresia folicular es un proceso degenerativo mediante el cual los ovocitos
en desarrollo son reabsorbidos por el ovario. Este proceso se observé tnicamente
en hembras que habian entrado en la fase vitelogénica. Las células de la granulosa
invadieron con un caracter fagocitico al ovocito (Figura 23), al ir avanzando este
proceso se observé una pequefia masa amorfa con algunas células de la granulosa,

de la teca y granulos de vitelo (Figura 24).

MICROPILO Y FILAMENTOS DE FUJACION

En foliculos en vitelino primario y secundario entre la zona radiada y la
capa de la granulosa se observaron unas estructuras delgadas y largas en forma de
cintas denominadas filamentos de fijacién, las cuales se unen formando una red
que sirven a los ovocitos para adherirse a un sustrato, una vez que han sido
ovulados (Figuras 25-29).

Estos filamentos se disponen alrededor de la zona micropilar formada por

el orificio micropilar y las células micropilares (Figuras 30 y 31). En algunos
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ovocitos el nivel del corte permiti6 observar al orificio micropilar como una

depresion (Figura 27).

Tabla 1. Intervalos de los didmetros de los ovocitos en diferentes estadios de

desarrollo.
ESTADIO DE DIAMETRO DEL DIAMETRO DEL | NUMERO
DESARROLLO OVOCITO (um) NUCLEO (um) PROM’EDIO DE
NUCLEOLOS
Cromatina 19 - 69 10- 23 5
nucleolar
Perinucleolar 23-91 12 - 41 9
temprano
rPerinucleolar tardio | 58-68 25-41 12
Alvéolos corticales 55-90 22-44 13
| Vitelino primario | 54 — 360 24 — 41 14
Vitelino secundario | 275 - 410 70 - 108 7
Maduracién 257-365 50-100 7
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Figura 8. Estadio cromatina nucleolar (CN). Nétese el gran tamafio del nicleo (N)
con respecto al citoplasma (C). 2500 Aumentos.

Figura 9. Estadio perinucleolar temprano (PTe). Obsérvese el gran ntcleo (N) y la
disposicion de los nucléolos (Nu). TA: tdnica albuginea. 100 Aumentos.
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Figura 10. Fase perinucleolar tardio (Pta). Se empiezan a observar algunas esferas huecas en
el citoplasma (C) que corresponden a los alvéolos corticales (AC). LOv: laminas ovigeras:

N: ntcleo. Nu: nucléolos. 1000 Aumentos.

Figura 11. Fase de alvéolos corticales (AC). Obsérvense las células foliculares (Cf)
que rodean al ovocito y el corién (Co) que aparece como un hilo delgado
brillante (eosinofilo): LOv: ldminas ovigeras; C: citoplasma; N: nicleo. 1000 Aumentos.
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Figura 12. Acercamiento de un ovocito en estado de crecimiento de alvéolos corticales
(AC) nétese la capa de células foliculares (CF) que rodean al ovocito, los nucléolos
aun se encuentran en la periferia, se empieza a evidenciar el corién. Hay una gran
cantidad de hilos de cromatina en el nicleo (N). 2500 Aumentos.

Figura 13. Foliculo en vitelino primario (Ovp). La depositacion de glébulos de
vitelo (Vi) es apenas perceptible. Co: corién; N: nacleo. 1000 Aumentos.
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Figura 14. Foliculos en vitelino primario (Ovp). Se observa una gran cantidad de vitelo
(Vi) que se ha depositado en los ovocitos y el gran tamafio que han alcanzado. Nu:
ntcleo. 250 Aumentos.

| N AR, NP N
Figura 15. Estadio vitelino secundario (Ovs). El corién ha engrosado y a su alrededor se
aprecian filamentos de fijacion (FF). Se distinguen dos poblaciones de ovocitos: Ovocitos
vitelogénicos (Ovs); Ovocitos previtelogénicos (Opv): Vi: vitelo: N: nicleo. 200
Aumentos.
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Figura 16. Acercamiento de un ovocito en vitelino secundario. El corién (Co) ha
aumentado en grosor. Obsérvese la ubicacién de los nucléolos (Nu) y algunas figuras
cromosémicas en el ntcleo (N). CF: células foliculares. 1000 Aumentos.

Figura 17. Acercamiento de un ovocito en vitelino secundario, en donde se puede
apreciar la zona radiada o corion (Co). Vi: vitelo; CF: células foliculares. Contraste de
fases. 2500 Aumentos. 29



Figura 18. Acercamiento de un ovocito en vitelino secundario, en donde se puede
apreciar la zona radiada (Co), las células de la granulosa (Cg) eosinéfilas en forma de gota
y sobre ellas se dispone una capa de células baséfilas (Ct) de la teca. 2500 Aumentos.

Figura 19. Cromosomas plumosos (CPl) en un ovocito en vitelino secundario. Se
observa el nicleo granuloso con sus nucléolos (Nu) rodeados por granulos de vitelo
(Vi). 2500 Aumentos.
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Figura 20. Aumento de un ovocito que muestra otra disposicién de cromosomas
plumosos (CPI). Nu: nucléolos; Vi: vitelo. Contraste de fases. 2500 Aumentos.

Figura 21. Ovocitos en fase de maduracion (Ofm). Se observa la disposiciéon del nicleo
(N) dirigiéndose hacia el polo animal. N: Ndcleo; TA: tunica albuginea. 200 Aumentos.
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Figura 22. Foliculos postovulatorios (Fpo). Se observa una abertura (AF) entre las células
foliculares (CF) por donde se liberé el ovocito. Ademas de los foliculos postovulatorios también
se observan ovocitos en crecimiento primario. CN: cromatina nucleolar. 1000 Aumentos.

Figura 23. Ovocito atrésico (OAt). Las células de la granulosa empiezan a invadir al
ovocito. Hay un gran contraste entre los ovocitos en vitelino secundario (Ovs) que
aun contintian con su maduracién. 500 Aumentos.
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Figura 24. Restos de un ovocito atrésico (OAt). Las células de la granulosa han
degradado casi por completo al ovocito. Ovs: ovocitos en vitelino secundario.
500 Aumentos.

Figura 25. Apariencia macroscépica de un ovocito extraido de un ovario en
maduracién tardia. Obsérvese la forma del ovocito y la fina red de filamentos
dispuestos en el polo animal.
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Figura 26. Corte histolégico donde se observan los filamentos de fijacién (FF).
Vi: vitelo; Co: corién. 1000 Aumentos.

Figura 27. Filamentos de fijacién (FF). En medio de ellos dispone una depresion (=)
que corresponderia a la regién micropilar. Hacia la periferia se observa a los alvéolos
corticales (AC). Vi: vitelo. 1000 Aumentos.
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Figura 28. Disposicidn de los filamentos de fijacién sobre el ovocito. Se observan
algunas células basofilas (Ce). 1000 Aumentos.

Figura 29. Disposicién de los filamentos de fijacion (FF) a partir de algunas capas de
células micropilares (CM). Contraste de fases. 1000 Aumentos.
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Figura 30. Se observa el orificio micropilar (M) por donde el espermatozoide entra
para fertilizar al ovocito, lo rodean celulares micropilares (CM). Contraste de fases.
2000 Aumentos.

T
Figura 31. Aumento de un ovocito que muestra el micrépilo (M) y las células
micropilares (CM). Contraste de fases. 5000 Aumentos.
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CLASES REPRODUCTIVAS DE LAS HEMBRAS

A partir de los datos obtenidos a nivel histolégico, tomando como base a los tipos
celulares, las génadas se clasificaron en clases reproductivas con base a Brown

(2003). .
CLASE REPRODUCTIVA CARACTERISTICAS CARACTE'RI'STICAS 1
MICROSCOPICAS DEL MACROSCOPICAS DEL
OVARIO OVARIO
Inmaduro S6lo se encuentran ovocitos en | Génadas transparentes,
(1 estadio de crecimiento | delgadas, casi como hilos.

primario. Las lamelas ovigeras
son compactas y por lo tanto
muy evidentes (Figura 32).

No se observan ovocitos a
simple vista (Figura 37).

Maduracién temprana
(Mt)

Las lamelas ovigeras aun se

diferencian. Ademas de
ovocitos en crecimiento
primario, también se
encuentran presentes los

ovocitos en alvéolos corticales
(Figura 33).

Las génadas son de color rosa

pélido. A contraluz se observa
a los ovocitos como pequefias
esferas transparentes (Figura
37).

Maduracién media
(Mm)

Las lamelas ovigeras son aln
evidentes. Los ovocitos en
vitelino primario son muy
abundantes. Todos los demas
estadios de desarrollo estén
presentes (Figura 34).

Las génadas tienen un aspecto
granular y son de color
amarillo claro. Los ovocitos se
observan a simple vista
(Figura 37).

Maduracién tardia
(Mta)

No se aprecia una separacién
entre las lamelas ovigeras. Se
distinguen dos poblaciones de
ovocitos, una que comprende
ovocitos en desarrollo
previtelogénico y otra que
presenta aquellos que estan en
su etapa previa a la
maduracién. En esta etapa se
observa una gran cantidad de
ovocitos con filamentos de
fijacion (Figura 35).

Desde la diseccién del pez se’
observa un abdomen muy
prominente. Las génadas son
de color amarillo intenso; se
encuentran llenas de ovocitos
que se observan a simple vista
(Figura 37).

Maduracion final del ovocito

No se registro

No se registré

Regresién Las lamelas ovigeras
(R) nuevamente se diferencian
pero ahora  contienen
foliculos post-ovulatorios vy
ovocitos en crecimiento
primario (Figura 36).
Regresado No se registrd

La génada es blanca lechosa y
flaccida (Figura 37).

No se registrd
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ASPECTO HISTOLOGICO DEL OVARIO SEGUN SU ESTADIO DE
DESARROLLO

Figura 32. Corte longitudinal de un ovario inmaduro, las lamelas ovigeras (Lov) son
muy evidentes y en ellas se arreglan ovocitos en crecimiento primario. 250 Aumentos.

Figura 33. Corte longitudinal de un ovario en maduracién temprana, las lamelas
ovigeras (Lov) son muy evidentes; el vitelo empieza a depositarse en los ovocitos.
Ovp: ovocito vitelino primario; CN: cromatina nucleolar. 250 Aumentos.
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Figura 34. Génada en maduracién media, los ovocitos han seguido creciendo y todavia
se observan los espacios entre las lamelas ovigeras (Lov). Ovp: ovocitos en vitelino
primario; CN: cromatina nucleolar; AC: alvéolos corticales. 250 Aumentos.
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Figura 35. Génada en maduracién tardia la delineacién de las lamelas ovigeras se ha
perdido y se observa a dos poblaciones de ovocitos: crecimiento primario (Ocp) y
secundario (Ocs). 100 Aumentos.
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Figura 36. Corte longitudinal de un ovario en regresién. Nuevamente las lamelas
ovigeras (Lov) son perceptibles y ahora abundan ovocitos en crecimiento
primario (Ocp) y foliculos post- ovulatorios (Fpo). 250 Aumentos.
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Figura 37. Diferentes estadios de desarrollo de las génadas de las hembras de B. ramosus a nivel macroscépico. Obsérvese los cambios
que van presentando mientras van madurando. |: inmadura; Mt: maduracién temprana; Mm: maduracién media; Mta: maduracién
tardfa; R: regresién. Barra = 5 mm.

CONADA I 12 13 Mt 1 Mt 2 Mt 3 Mt 4 Mt 5 Mm 1 Mm 2 Mta 1 Mta 2 R
Longitud | O.1 | 3.46 5.61 6.1 9.08 5.88 7.3 725 7.9 9.06 9.22 10.52 10.5 9.08
(mm)

O.D | 412 6.75 5.5 8.77 5.91 7.0 7.0 7.1 9.44 8.81 10.85 11.81 9.71
Peso (g)
total 0.00025 | 0.00264 | 0.0025 | 0.00669 | 0.00408 | 0.0135 | 0.0095 | 0.0125 | 0.04388 | 0.05482 | 0.09041 | 0.09298 | 0.01753




ESTIMACION DE LA TALLA DE PRIMERA MADUREZ
La talla a la cual el 50% de las hembras presenté madurez sexual fue de 58
mm, sin embargo, se encontraron organismos maduros desde los 47 mm. Para los
machos la talla a la cual el 50% son maduros sexualmente y la talla de primera

maduracién no se pudieron establecer.
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Figura 38. Talla a la cual el 50% de las hembras son sexualmente maduras.
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DESCRIPCION HISTOLOGICA DE LOS TESTICULOS

Para realizar la descripcién histolégica se utilizaron 12 machos
comprendidos en intervalos de longitud total de 38 a 81 mm y de peso 0.68 a
6.79 g.

De acuerdo con la clasificacion de Billard (1986) Bathygobius ramosus
presenta un tipo de testiculo lobular.

Se observan numerosos Iébulos (delimitados por una delgada capa de fibras
de tejido conectivo) dentro de los cuales se disponen un gran nimero de cistos
con diferentes tipos celulares: espermatogonias, espermatocitos, espermatides y
espermatozoides (Figura 39). Hacia el centro de los testiculos se observa una gran
cantidad de células acidéfilas, (Figura 40). Se ha propuesto que en estas células se

lleva a cabo la sintesis de feromonas.
ESPERMATOGONIAS

Son células ligeramente basofilas por lo cual se tifien débilmente de morado. Estas
son las células mas grandes de los tipos celulares descritos y se observan en las
paredes de los cistos. Su forma varia de triangular a redondeada; algunas se
observaron unidas por tejido, Shultz y Miura (2002) lo refieren como puentes
citoplasmdticos). Las espermatogonias observadas, segin Billard (1986),
pertenecen a espermatogonias B, ya que son éstas las que se encuentran en grupo

dentro de un cisto (Figura 41).

ESPERMATOCITOS
Son células méas pequefas que las espermatogonias y, por su disposicion en los
cistos, dan la apariencia de ser de forma hexagonal. La afinidad por la

hematoxilina es mayor que en las espermatogonias (Figura 41).
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ESPERMATIDES
Son células redondeadas cuyo tamafio se ha reducido en un gran porcentaje, la

afinidad a la hematoxilina se acentiia mas (Figura 41).

ESPERMATOZOIDES

Son las células mds pequenas y se caracterizan por ser fuertemente basdfilas, por lo
que se tifien intensamente de morado. Se observaron situadas en el centro de los
|6bulos (Figura 41), en el lumen de los testiculos (Figura 40) y en las vesiculas
seminales (Figuras 43 y 44). Los espermatozoides son de forma redondeada,

presentan un nicleo mas claro que el citoplasma y carecen de flagelo (Figura 42).
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Figura 39. Estructura del testiculo. Se observan los Iébulos con una gran cantidad de

cistos (Ci). Obsérvense la gran cantidad de espermatozoides (E) en el centro de los
I6bulos (Lo). 500 Aumentos

Figura 40. Obsérvese la masa celular acidéfila (MC) que esté rodeada por los conductos
espermaticos (CE) llenos de espermatozoides (E). 500 Aumentos.
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Figura 41. Diferentes tipos celulares organizados en los cistos (Ci) dentro del Iébulo.
Hacia el centro se encuentran una gran cantidad de espermatozoides (E). SGC:
espermatogonias; SP: espermatocitos; St: espermétides. 2000 aumentos.

Figura 42. Nétese la forma redondeada de los espermatozoides (E) y el contraste
entre el nucleo y el citoplasma. 5000 Aumentos.
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Figura 43. Corte transversal de una vesicula seminal (Vs) en donde se observa una gran
cantidad de espermatozoides (E).500 Aumentos.

=
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Figura 44. Aumento de un corte de vesicula seminal en donde se aprecia a los
espermatozoides (E) inmersos en lo que se sugiere sea una secrecion (). 2000 Aumentos.
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CLASES REPRODUCTIVAS DE LOS MACHOS

CLASE REPRODUCTIVA CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS
MICROSCOPICAS DEL MACROSCOPICAS DEL
TESTICULO TESTICULO
Inmadura® No se registréd No se registrd
En Maduracion | Hay una elongacién de los | Gonadas y vesiculas
temprana’ | I6bulos y un aumento en | seminales en un amplio

su numero. Los | intervalo de tamanos vy
maduracion. | Maduracion | €spermatozoides empiezan | colores (Figura 49).
media a dirigirse  hacia .los
conductos espermaticos
(Figuras 45, 46).
Maduracién tardia Los cistos estan | Testiculos y vesiculas
completamente llenos de | seminales de color blanco
espermatozoides: muchos | lechoso. A simple vista se

l6bulos se han roto y han
vertido los espermato-
zoides a los conductos
espermaticos (Figura 47).

alcanza a ver los lébulos
(Figura 49).

Regresién

Los Iébulos se encuentran
casi  vacios, presentan
algunos  espermatozoides
residuales. En los cistos, las
esperma-togonias son los
tipos celulares
predominantes (Figura 48).

Gonadas y vesiculas

seminales flaccidas.

Regresado

No se observd

No se observd

® En los cortes histolégicos que se efectuaron en machos muy pequefios (39 mm LT) se observaron
I6bulos completamente llenos de espermatozoides caracteristicas que no corresponden con un

testiculo inmaduro (Figura 45).

" No hay un patrén de caracteristicas que permita clasificarlos en una u otra clase reproductiva, por
lo que se decidié unir a las dos clases en una sola.
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ASPECTO HISTOLOGICO DE LAS GONADAS SEGUN SU ESTADIO DE
DESARROLLO

Figura 45. Maduracién temprana-media. Obsérvese el tamafio de la génada la cual
contiene una gran cantidad de espermatozoides (E) en el centro de los I6bulos. 250

Figura 46. Maduracién temprana-media. La génada continua con su maduracion.
Algunos I6bulos (Lo) tienen una gran cantidad de espermatozoides (E) y en otros la
produccién de estos estd comenzando otra vez. 200 Aumentos.
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Figura 47. Génada en maduracién tardia. Dentro de los |6bulos se observa una gran
cantidad de espermatozoides (E) y otros tipos celulares. Algunos I6bulos se han roto y
han liberado el esperma dentro de los conductos (CE). 200 Aumentos.

hay algunos espermatozoides residuales (E). 200 Aumentos.
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DISTRIBUCION DE FRECUENCIA DE LAS CLASES REPRODUCTIVAS EN
LAS EPOCAS DE MUESTREO.

El andlisis temporal de las clases reproductivas de las hembras de B. ramosus
muestra que en las cuatro épocas de muestreo se encuentran organismos en
regresion (figura 50). Asi mismo en julio y octubre cuando los porcentajes de
individuos en esta clase son bajos, se presentan las mayores proporciones de
hembras en maduracién tardia. Dado que en todas las épocas de muestreo se
presenta la mayoria de todas las clases reproductivas incluyendo aquéllas en las
que ha ocurrido el desove o que este evento este a punto de ocurrir, es posible
decir que B. ramosus se reproduce varias veces a lo largo del afio.

La frecuencia de cada clase reproductiva de los machos considerando las
épocas de muestreo, muestra una tendencia similar a la de las hembras (Figura, 51).
Durante todo el afio fue posible encontrar individuos en maduracién tardia, es
decir, préximos a llevar a cabo el evento reproductivo, y de julio a diciembre se
presentaron organismos en regresion. Estos resultados permiten suponer que
durante todo el afio los machos estéan en posibilidad de fecundar a los ovocitos en
el momento en que las hembras los depositan en las oquedades en donde ocurre
la freza.

Asi mismo el intervalo de temperatura registrado en la zona de estudio,

parece no ser un factor limitante para el éxito reproductivo de esta especie.
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VIIL. DISCUSION

La zona intermareal experimenta frecuentes y dramaticas fluctuaciones en
las condiciones ambientales, amenazando a sus habitantes con desecacién en caso
de exposicion al aire, enfrentdndolos con variaciones en la salinidad, la
temperatura y en la disponibilidad de oxigeno, que pueden ser letales para otras
especies. De esta manera los peces residentes estan adaptados para enfrentar estos
cambios (Horn y Gibson, 1988).

El interés que ha despertado el conocimiento biolégico de las especies de
peces intermareales, se debe precisamente a las adaptaciones que les han
permitido explotar estos ambientes.

Junto con las inusuales caracteristicas anatémicas y fisiologicas, los peces en
la zona intermareal tienen despliegues distintivos de comportamiento. El proceso
reproductivo en la mayoria de los peces intermareales sigue un patrén particular.
La regla general es la presencia de gonocorismo y el cuidado parental de la
progenie.

Bathygobius ramosus sigue este mismo patréon, presenta sexos separados
con un dimorfismo sexual externo.

La proporcién de sexos que se encontré en este estudio fue de 1:1,
contrario a lo que Miller (1984) observé en otros gobios durante la estaciéon de
freza, en la que hay una reduccién aparente en la proporcién de machos
relacionada con la proteccién que proporcionan a sus huevos bajo piedras o
conchas. Si bien durante la captura de B. ramosus se observaron conductas
agresivas (cambios de coloracién, de verde olivo a negro, despliegues
intimidatorios hacia organismos de su misma especie, nados persecutorios y
subordinacion de los machos méas pequefios) las cuales estan relacionadas con el
cuidado que proporcionan los machos a la puesta, esto no influyé en los
resultados finales sobre la proporcién de hembras y machos capturados lo que

sugiere que la técnica de muestreo utilizada es adecuada para estos ambientes.
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El andlisis microscépico de los ovocitos permite confirmar que el desarrollo
ovéarico en Bathygobius ramosus es asincrénico, por lo tanto se considera
iterOparo, es decir se puede reproducir varias veces a lo largo de su vida.

La maduracién de los ovocitos es un proceso continuo y la divisién de ésta
en estadios discretos de desarrollo es dificil, sobre todo en los estadios de
transicion (Saborido y Junquera, 2003).

Hay numerosas discrepancias entre el nimero de fases de crecimiento que
sufre un ovocito hasta su maduracién y por consiguiente hay una gran cantidad de
clasificaciones (Saborido y Junquera, 2003).

Con base en Wallace y Selman (1981) observamos que el crecimiento de los
ovocitos se da en cuatro principales patrones de desarrollo: crecimiento primario,
alvéolos corticales, vitelogénesis verdadera (crecimiento secundario) y maduracion.

El patrén de desarrollo de los ovocitos en B. ramosus presentd la mayoria
de las caracteristicas descritas para otros teledsteos durante el crecimiento
primario y los alvéolos corticales, pero el proceso de vitelogénesis presentd
algunas caracteristicas particulares para la especie. Hacia el final del estadio
vitelino terciario los alvéolos corticales se observaron en la periferia del ovocito.
Los granulos de vitelo conservaron su integridad durante del proceso de
crecimiento del ovocito, contrario a lo que observaron Wallace y Selman (1981)
para Cyprinodon variegatus, especie en la que los granulos de vitelo se fusionan y

forman una masa continua.

Asi mismo, en las fases del crecimiento secundario se observaron algunas
estructuras que en otras especies (representantes de las familias Characidae,
Anastomiadae, Gobiidae y Curimatiade) s6lo han sido observadas con
microscopia electrénica o simplemente no se han observado. Entre ellas estan el
micrépilo y los filamentos de fijacion que son estructuras fundamentales en el
proceso reproductivo de la especie. El micrépilo es muy importante para la
fertilizacién del ovocito, dado que asegura que el espermatozoide puede penetrar

en el ovocito aun careciendo de acrosoma. Los filamentos de fijacion aseguran los
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huevecillos a las paredes de las oquedades en las que ocurre el desove. En B.
ramosus se observé un plexo de filamentos, mientras que Peralta (1991) encontré
solamente dos filamentos en los ovocitos de Chirostoma estor copandaro.

Otras estructuras que se observaron en los cortes histolégicos de las
gbénadas de las hembras fueron los cromosomas plumosos en el nicleo del ovocito,
cuya presencia es una consecuencia de la gran cantidad de sintesis proteica que se
lleva a cabo en los ovocitos y los cuales, segiin Wallace y Selman (1981), no son
visibles facilmente en las preparaciones histoldgicas de rutina.

El proceso final de maduracién sélo se completa justo antes del desove y
esto puede ser la causa de que los ovocitos observados en el periodo de
maduracién fueran escasos.

El proceso de atresia también fue visible en los cortes histolégicos de las
gonadas de B. ramosus, aunque sélo se observé en aquellas que habian entrado en
un estado de crecimiento secundario. En este sentido, la informacion bibliografica
sobre el proceso de atresia sugiere que cuando los ovocitos entran a los estados de
alvéolo cortical y durante su posterior desarrollo, la atresia no juega un papel
importante en el control fisiolégico normal del ovario (Tyler y Sumpter, 1996).
En cambio, hacia el final de la estacién de reproduccién, se considera como un
proceso de limpieza, particularmente en los peces que tienen ovarios asincronicos.
Wallace y Selman (1981) mencionan que la atresia es un proceso poco comun en
hembras fisiol6gicamente saludables.

El aspecto macroscépico de los ovarios cambia notablemente a medida que
avanza el desarrollo de los ovocitos, por lo que es posible apreciar cambios en el
tamafio y en la textura de los ovarios, mismos que permitieron establecer una
correlacion entre las caracteristicas histoldgicas del tejido y su aspecto

macroscopico.
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En relacién a los machos y segin Billard (1986), entre los teledsteos se
pueden distinguir dos grandes grupos que se diferencian por la fisiologia
(fertilizacion externa o interna), morfologia (estructura del testiculo vy
espermatozoide) y caracteristicas bioquimicas (transformacion de proteinas
nucleares, presencia o ausencia de reserva de energia en el espermatozoide) de su

reproduccion.

El tipo de testiculo que presenta B. ramosus segin Billard (1986) es lobular.
Grier (1981) propone otra clasificacion (debido al uso indistinto de los términos
lobular y tubular) para referirse a los tipos de testiculos de los tele6steos. Esta
clasificacion se basa en la disposicion de las espermatogonias. Asi, menciona que
hay dos tipos de testiculos: el espermatogonial restringido y el espermatogonial no
restringido. En el primero, las espermatogonias se disponen al final del tdbulo
inmediatamente debajo de la tinica albuginea donde se asocian con las células de
Sertoli. En el tipo no restringido las espermatogonias se unen a lo largo de la
longitud total del tdbulo. Sin embargo las caracteristicas microscépicas que hacen
posible la separacion de tipos estructurales es basicamente la misma, es decir se
puede considerar que el testiculo espermatogonial restringido corresponde al tipo

tubular y el espermatogonial no restringido corresponde al tipo lobular.

En el andlisis de los cortes histolégicos de los machos de B. ramosus, la
clasificacion de los tipos celulares dentro del cisto se dificulté debido a que las
células son muy pequefias. Por esta razén, los tipos de espermatocitos (primarios o

secundarios) y espermatogonias no se pudieron identificar.

Bathygobius ramosus, al igual que otras especies que presentan fertilizacién
externa y liberan sus gametos al agua, tienen espermatozoides con ntcleos
redondos, aflagelados y desprovistos de acrosoma. Algunos autores han
considerado a estos tipos de espermatozoides como un tipo primitivo. Sin

embargo, Pudney (1995) considera que la ausencia del acrosoma es una
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consecuencia del método de fertilizacion en el cual los espermatozoides tienen
acceso al évulo via el micrépilo, haciendo asi inttil la presencia del acrosoma. Por
lo tanto, mas que considerarlos primitivos, la presencia o ausencia de caracteres

morfoldgicos se relaciona con las estrategias reproductivas de cada especie.

Ubicar dentro de una clase reproductiva a cada macho en particular fue
maés dificil que en las hembras. $i bien a nivel macroscépico se observaron cambios
en el tamafio y coloracién de las gébnadas, microscpicamente no se presentaron
variaciones en los testiculos que permitieran clasificarlos de acuerdo con la escala
de madurez descrita en la bibliografia, al menos para los primeros estadios.
Debido a la imprecisién para ubicar a los machos en alguna clase reproductiva la
talla a la cual presentan la primera madurez y la talla a la cual el 50 % de machos
son sexualmente maduros no se determind.

La literatura menciona que los machos inmaduros sélo presentan cistos en
los cuales las espermatogonias son los tnicos tipos celulares presentes, y en B.
ramosus esto no ocurrié, ya que los cortes histolégicos de machos pequefios (38
mm LT) sometidos a esta técnica ya muestran una gran cantidad de
espermatozoides en el centro de los I6bulos. Por lo tanto para este trabajo, sélo se
distinguieron claramente dos clases reproductivas: maduracién tardia (con cistos
rotos y conductos llenos de espermatozoides) y regresién (en donde los I6bulos
solamente contenian espermatozoides residuales). Las gbénadas que no
pertenecieron a ninguna de estas clases se agruparon en otra clase (maduracién

temprana-media).

Si bien estos datos sugieren que los machos de B. ramosus maduran
tempranamente esto se debe de analizar desde dos perspectivas. Primero, la
habilidad competitiva de los machos esta relacionada con su tamafio (Fuller, 1999)
por lo tanto se puede esperar que los machos de B. ramosus al proporcionar los
cuidados parentales se reproduzcan a tallas relativamente grandes, ya que

necesitan el tamafno adecuado para poder defender a sus huevos tanto de los
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depredadores intraespecificos como interespecificos; en segundo lugar los machos
de tallas relativamente pequefias (38 mm LT) encontrados con una gran cantidad
de espermatozoides han invertido una gran cantidad de energia en la produccién
y maduracién de las células sexuales. En términos evolutivos, estos costos
necesariamente deben de traducirse en beneficios, por lo que se puede considerar
que en B. ramosus también se presenta el fenébmeno conocido como sneaker,
reportado para B. fuscus (Taru et al. 2002) y para Etheostoma caeruleum (Fuller,
1999). En estas especies los machos pequefios aprovechan algun descuido de los
machos parentales para entrar en el nido y fertilizar a los ovocitos mientras la
hembra estd desovando. De esta forma los machos pequefios aseguran la
supervivencia de sus genes aunque el cuidado de su progenie lo lleve a cabo el
macho parental; asi la inversién de energia en la produccién de células sexuales no
habra sido inatil.

Por otro lado, Bathygobius ramosus es uno de los pocos representantes de
los distintos grupos de teledsteos que presentan oérganos sexuales accesorios
representados, en este caso, por las vesiculas seminales y cuya funcidn es la sintesis
de esteroides, principalmente de glucoronidas, que sirven como feromonas
durante la reproduccién (Seiwald y Patzner, 1989).

Contrario a lo que sucede en los machos, en las hembras de B. ramosus la
talla de primera madurez si se pudo establecer, ya que desde que se lleva a cabo la
diseccion del organismo se observa un vientre muy prominente e histolégicamente
el desarrollo de los ovocitos casi estd por finalizar. La hembra madura mas
pequefia que se encontrd, tenia una longitud total de 47 mm. El 50% de la
poblacién, madura a una talla estimada de 58 mm.

B. ramosus se encuentra entre los organismos que despliegan fascinantes
estrategias que les permiten sobrevivir en un ambiente tan variable como el de la
zona intermareal: en esta zona los huevos pueden ser destruidos por la accion de
las olas y la exposicion a la desecaciéon por lo cual esta especie (al igual que otras
especies intermareales) utiliza refugios para el desove que generalmente se

localizan en oquedades bajo las rocas (Badillo 2003); presentan huevos
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demersales con filamentos que les permiten adherirse al sustrato, al mismo tiempo
que presentan un micrépilo; estas estructuras permiten que el espermatozoide
llegue a los ovocitos para fertilizarlos sin necesitar flagelo ni acrosoma, ya que el
espermatozoide no tiene que recorrer una gran distancia para encontrar al ovocito
al estar fijos en un sustrato y no a la deriva como en muchas otras especies. La
fertilizacion se asegura al llevarse a cabo en los refugios y la sobrevivencia de la
progenie la asegura el cuidado parental proporcionado por los machos.

Para maximizar el éxito reproductivo, un individuo debe repartir sus
recursos energéticos adecuadamente y ademas, debe procurar que su descendencia
nazca en las condiciones medioambientales adecuadas. Por lo tanto la
estacionalidad con que se produce el desove es de vital importancia para el futuro
desarrollo y supervivencia de la descendencia (Saborido y Junquera, 2003).

Las fluctuaciones de los parametros ambientales que se registran en la zona
intermareal imponen a los organismos adecuaciones adaptativas para vivir en
estos ambientes. Si bien la temperatura presente en las épocas de muestreo
muestra fluctuaciones notables (23 a 34 °C), es importante sefalar que los
cambios son mas grandes en escalas de tiempo cortas, como lo es el ciclo mareal,
que estacionalmente, y para B. ramosus los cambios en la temperatura
aparentemente no representa un factor limitante para que la especie lleve a cabo
el proceso reproductivo.

Al encontrar organismos pertenecientes a todas las clases reproductivas en
las pozas de marea es posible sugerir que Bathygobius ramosus lleva a cabo todo

su ciclo reproductivo en la zona intermareal.
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IX. CONCLUSIONES

~e Bathygobius ramosus presenta sexos separados y dimorfismo sexual
externo.

== B. ramosus presenta desarrollo ovarico asincrénico, por lo tanto se puede
reproducir varias veces a lo largo de su vida.

~= La talla a la cual el 50% de las hembras de B. ramosus son sexualmente
maduras, se establecié en 58 mm de longitud total.

~= La talla de primera maduracién para las hembras de B. ramosus se
establecié en 47 mm de longitud total.

== En los ovocitos observados en los cortes histolégicos de las gbnadas que
estan en periodo de maduracién tardia, son evidentes el micrépilo y los
filamentos de fijacion. El micrépilo es una estructura muy importante para
la fertilizacion del ovocito mientras que los filamentos de fijaciébn permiten
que el ovocito se fije al sustrato.

== LOos machos de esta especie presentan un tipo de testiculo lobular y
estructuras sexuales accesorias representadas por las vesiculas seminales.

== LOs espermatozoides carecen de flagelo.

~= La presencia de organismos pertenecientes a todas las clases reproductivas
en las pozas de marea aporta evidencias para considerar que Bathygobius
ramosus lleva a cabo todo su ciclo reproductivo en la zona intermareal.
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INFORMACION GENERAL DE LOS ORGANISMOS CAPTURADOS EN TRONCONES, GUERRERO

ANEXO |

Intervalos de

talla para 3.6-

hembras. 2.1-2.5 | 2.6-3.0 3.1-3.5 4.0 4.1-4.5 4.6-5.0 5.1-6.0 6.1-6.5 6.6-7.0 7.1-7.5 | total

Peso Corporal 0.26 = 0.37 = 0.93%

(g) 0.13 | 0.02 0.02 0.68 | 0.03 1.352+0.04 | 1.99+0.06 | 2.98+0.1 | 3.93+0.2 4.06

n Julio 1 6 2 0 7 3 10 3 1 1 34
n Octubre 0 1 1 1 4 11 20 10 5 0 53
n Diciembre 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 6
n Marzo 0 0 0 0 2 1 5 1 0 0 9
n total 1 7 3 1 13 15 41 14 6 1 102
Intervalos de

talla para

machos 2.1-2.5 | 2.6-3.0 3.1-3.5 3.6-4.0 4.1-4.5 4.6-5.0 51-5.5 5.5- 6.0 6.1-6.5 | 6.6-7.0
Peso Corporal

(g) - 0.25+0.02 | 0.41+0.02 | 0.7+0.06 | 0.89+0.07 | 1.24+0.05 | 1.76+0.1 | 2.23+0.09 | 3.1+0.1 | 3.6+0.1
n Julio 0 2 6 1 1 6 2 4 5 3
n Octubre 0 0 4 5 2 4 4 12 2 1
n Diciembre 0 0] 0 0 0 0 0 1 0 2
n Marzo 0 0 0 0 1 1 2 2 2 3
n total 0 2 10 6 4 11 8 19 9 9




Intervalos de

talla para

machos. 7.1-7.5 7.6-8.0 8.1-8.5 8.6-9.0 | 9.1-9.5 total
Peso Corporal

(g) 5.56+0.71 | 5.15+0.30 | 6.60+0.5 6.78 | 8.61+0.8

n Julio 0 2 1 0 0 33
n Octubre 2 1 0 1 1 38
n Diciembre 0 2 1 0 2 6
n Marzo 0 1 1 0 0 13
n total 2 6 3 1 3 93




ANEXO 1l
TECNICA DE INCLUSION
(Modificada de Hinton, 1990; Aguilar et al; 1996)

Eliminar el fijador lavando abundantemente con agua corriente, hasta que
el olor del fijador no se perciba.

Deshidratar con etanol gradualmente:
e Etanol 70% (24 horas). «
e Etanol 96% (1 6 2 horas ). *
e Etanol absoluto (1 6 2 horas ).
- - *
Aclaramiento con cloroformo | durante 1 6 2 horas .
Aclaramiento con cloroformo Il durante 1 6 2 horas.

o %
Inclusién en parafina (56 C) durante 1, 2 6 3 horas .

Colado del bloque en moldes de pléastico, dando la orientacion deseada.

*
Dependiendo del tamario de la génada.



ANEXO 1l
TECNICA DE TINCION HEMATOXILINA-EOSINA
(Modificada de Estrada, 1999 y Aguilar et al. 1996).
Desparafinar con xilol | durante 1 hora.
Desparafinar con xilol 1l durante 10 minutos.

Lavar cada laminilla con etanol al 96 %, (limpiar el envés y los costados de
cada laminilla con una gasa).

Cambiar a agua destilada durante 5 minutos.

Tefir con hematoxilina durante 5 minutos.

Virar con agua corriente (2 cambios de 10 minutos cada uno).
Tefiir a cada la laminilla con eosina durante un minuto.
Quitar el excedente de colorante con etanol al 96 %.
Cambiar a carbol- xilol durante 5 minutos.

Cambiar a xilol para montar.

Montar las laminilla con resina sintética.
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