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RESUMEN

Con base en la riqueza de teleósteos vivíparos que habitan en México y la

escasez de estudios sobre sus aspectos reproductivos, en particular la estructura

de las gónadas y la gametogénesis, las especies de la familia Goodeidae

endémicas de México, constituyen excelentes modelos biológicos en el análisis de

las características morfológicas y fisiológicas de la reproducción de peces

vivíparos. El presente estudio contribuye al conocimiento de la biología

reproductiva del goodeido Girardinichthys multiradiatus, a través del análisis de los

cambios estacionales de sus gónadas en un ciclo anual. El análisis realizado

mostró que los machos de G. multiradiatus presentan testículos de tipo lobular

con espermatogonias restringidas a la periferia del testículo y espermatogénesis

longitudinal y quística. Cuando los espermatozoides dejan el quiste forman

agrupaciones sin encapsular llamados espermatozeugmata. Durante todo el año

están presentes las espermatogonias y espermatocitos, posteriormente de febrero

a abril se encuentran muy abundantes espermátidas y espermatozoides. Las

hembras de G. multiradiatus presentan un ovario sacular, donde se lleva a cabo la

ovogénesis, fecundación interna y desarrollo embrionario. El ovario está dividido

interiormente por un septo de tejido conectivo, presenta dos pliegues ováricos, uno

a cada lado, en los que se localizan las células germinales. Las ovogonias se

restringen al epitelio interno que limita los pliegues ovígeros. La ovogénesis se

clasifica en 6 estadios. La vitelogénesis ocurre desde diciembre hasta abril,

culminando con la formación del vitelo homogéneo. El epitelio folicular es

monoestratificado y cambia de plano a columnar conforme avanza la ovogénesis.

Durante todo el año se presenta la atresia folicular, la que puede ocurrir en todos

los estadios de la ovogénesis. El desarrollo de los embriones es intraluminal y

están presentes durante los meses de febrero a junio. Durante los meses de

febrero y septiembre se observan espermatozoides en el lúmen ovárico.



l. INTRODUCCiÓN

Aspectos generales de la reproducción en peces teleósteos

En el estudio de la biología de la reproducción de los peces teleósteos, al

igual que en los demás vertebrados, el análisis de la gametogénesis y sus

cambios cíclicos constituyen aspectos esenciales que determinan sus procesos de

reproducción. En la gametogénesis ocurre la formación de gametos, los

masculinos durante la espermatogénesis, y los femeninos durante la ovogénesis.

Ambos procesos están controlados por factores ambientales tales como: luz,

temperatura, humedad, disponibilidad de alimento y nivel del agua (Nagahama,

1983; Whitlier y Crew, 1987; Redding y Patiño, 1993). Los factores ambientales

influencian al sistema nervioso central desencadenando la secuencia

neuroendocrina del eje hipotálamo-hipófisis-gónada, m ediante la neurosecreción

de factores de liberación e n el hipotálamo, los cuales controlan la liberación de

gonadotropinas en la hipófisis las que, a su vez, regulan la gametogénesis y la

secreción de hormonas esteroides en las gónadas (Redding y Patiño, 1993).

Las características morfológicas de las gónadas y sus cambios a lo largo

del ciclo reproductor se pueden definir mediante la observación macroscópica de

cambios como color, forma y tamaño, y de características de estructura

microscópica como el desarrollo de los gametos (Díaz-Pardo y Ortiz-Jiménez,

1986, Wallace y Selman, 1990, Parenti y Grier, 2004). Ambos niveles de

observación se complementan y contribuyen a una interpretación mas integral de

la actividad reproductora. Sin embargo, son escasos los estudios que se refieren



al análisis microscópico de la estructura de las gónadas y sus cambios cíclicos,

particularmente, en teleósteos vivíparos de la fauna silvestre.

En el proceso de reproducción de teleósteos se manifiesta una variedad de

estrategias reproductoras como: a) patrones de reproducción continuos ó cíclicos,

que permite el nacimiento de las crías en la época mas adecuada del año para su

sobrevivencian (Whittier y Crews, 1987); b) la morfofisiología de las gónadas,

cambios estacionales de acuerdo con el ciclo de maduración de los gametos

(Dodd, 1977; Grier et al., 1978, 1981, 2000; Nagahama, 1983; Billard, 1986;

Wallace y Selman, 1990); e) la formación de ovarios pares o fusionados (Turner,

1938, 1947; Mendoza, 1940, 1941, 1943), d) la fertilización interna ó externa

(Turner, 1947; Wourms et al. 1988, Burns et al. 1995); e) la carencia de

conductos reproductores femeninos derivados del conducto de Müller, por lo cual

las hembras de los teleósteos carecen de oviductos (Wourms, 1981; Wake, 1985;

Wourms et al. 1988; Wourms y Lombardi, 1992 y, f) la relación que se establece

entre la madre-huevo-cría, en especies ovíparas en donde los huevos no son

retenidos en el cuerpo de la madre durante su desarrollo, ó en especies vivíparas,

en donde los huevos son retenidos en el cuerpo de la madre hasta el nacimiento

de un pez de vida libre (Turner, 1947; Amoroso, 1960; Nagahama, 1983 Wake,

1985; Wourms et al. 1988; Wallace y Selman, 1990).

La viviparidad es una forma de reproducción de gran trascendencia en la

evolución de los vertebrados. En particular, los peces fueron los primeros

vertebrados en los que ocurrió la viviparidad, por lo cual es un grupo muy

importante para comprender el origen de esta forma de reproducción y el

desarrollo de la estrecha relación que se establece entre la madre y la cría durante
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la gestación (Mendoza, 1940; Amoroso, 1960, 1981; Wourms, 1981; Wourms et

al. 1988; Wourms y Lombardi, 1992).

Durante la evolución de la viviparidad en los vertebrados se transformaron

características estructurales y funcionales básicas de los sistemas reproductores

masculino y femenino. Estos cambios representan adaptaciones que favorecen

especialmente, la estructura y función de los sistemas reproductores de hembras y

machos, así como las relaciones que se establecen con los embriones. Estas

transformaciones se reflejan en el desarrollo de diversas estructuras entre ellas: a)

el cambio de la fertilización externa a la interna; b) las adaptaciones del sitio de

gestación como el tracto genital, en particular el útero ó el ovario; e) el desarrollo

de estructuras del embrión en relación con el intercambio metabólico de la madre;

y d) los mecanismos neuroendocrinos de la madre involucrados en el control de la

gestación interna (Turner, 1947; Amoroso, 1981; Callard y Ha, 1987; Guillette,

1989, Wourms y Lombardi, 1992).

Varios autores analizan el proceso de la viviparidad de manera comparada

en vertebrados, integrando la descripción de algunas adaptaciones presentes en

teleósteos vivíparos como: la reducción del tamaño del huevo, la obligada

fertilización interna y particularmente la gestación intraovárica (Turner, 1938, 1947;

Mendoza, 1940, 1941, 1943, Amoroso, 1960, Amoroso, 1960, Wake, 1985;

Wourms, 1981; C allard y Ha, 1987; Wourms et al. 1988; Wourms y Lombardi,

1992).

La viviparidad en los teleósteos ha sido reconocida desde hace más de dos

siglos (Turner, 1947), como una característica evolutiva que les ha facilitado
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colonizar una amplia diversidad de ambientes, al brindarle a los embriones mayor

protección para su sobre vivencia (Amoroso, 1960; Wourms y Lombardi, 1992).

La viviparidad en los peces ocurre con mayor frecuencia en los

cartilaginosos (tiburones y rayas), en los que existen 420 especies vivíparas, que

corresponden al 55% de un total aproximado de 600 especies. En tanto que en

teleósteos, la viviparidad es menos común, pues de las aproximadamente 20 000

especies, solamente son vivíparas alrededor de 510, lo que corresponde al 2-3 %

(Callard y Ho, 1987).

Las especies de teleósteos vivíparos pertenecen a 14 familias, y 123

géneros, siendo considerados como los teleósteos más evolucionados (Wourms et

al., 1988). De estas 14 familias 4 habitan en México: Goodeidae, Anablepidae,

Bythidae y Poeciliidae (Contreras MacBeath, 1995, 2005). En particular, las

especies de goodeidos vivíparos son endémicas de México (Turner, 1947; Álvarez

del Villar, 1970; Torres, 1991; Contreras Mc Beath, 1995, 2005; Domínguez­

Domínguez et al.,2005).

La fecundación interna es una adaptación básica de la viviparidad, por lo

que en muchas especies de teleósteos se ha modificado la aleta anal, funcionando

como un órgano intromitente, el cual permite que los espermatozoides se

depositen e n e I aparato reproductor femenino y se lleve a cabo la fecundación

interna (Turner, 1941; Godínez, 1991; Burns et al., 1995). Este órgano

intromitente se denomina andropodio en especies de la familia Anablepidae,

gonopodio en especies de la familia Poecilidae, ó espermopodio en especies de la

familia Goodeidae. Sin embargo, es común llamarlo gonopodio,
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independientemente de la familia a la que pertenezca el macho (Turner, 1941;

Burns et al. 1995).

Debido a la ausencia de formación de conductos de Müller en las hembras

de los teleósteos, la viviparidad ha implicado adaptaciones únicas, con el

desarrollo de la gestación al interior del ovario, característica exclusiva de los

teleósteos. La gestación intraovárica puede ocurrir en el lumen (gestación

intraluminal), como el caso de las especies de la familia Goodeidae, ó en el interior

del folículo (gestación intrafolicular), como ocurre en las especies de las familias

Poeciliidae y Anablepidae (Mendoza, 1940, 1943, 1965; Wake, 1985; Wourms et

al. 1988, Wourms y Lombardi, 1992; Schindler y Hamlett, 1993; De la Rosa Cruz,

2001, Uribe et al. 2004, 2005; Guerrero, 2005).

Los ovocitos de las especies vivíparas pueden contener la cantidad y tipo

de vitelo que permite la nutrición de las crías durante toda la gestación hasta su

nacimiento, de manera que la madre provee al embrión escasos materiales

nutritivos, adicionales al vitelo (Iecitotrofia); o bien puede reducirse la cantidad de

vitelo en los ovocitos, por lo cual los embriones son mayoritariamente nutridos por

intercambio metabólico con la madre a partir de la circulación sanguínea materna

(matrotrofia) (Turner, 1938; Amoroso, 1981; Callard y Ha, 1987; W ourms etal,

1988; Schindler y Hamblet, 1993).
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11. ANTECEDENTES

A. Morfofisiología del testículo de peces teleósteos vivíparos

Los testículos son de forma alargada y de superficie lisa. Están

suspendidos por mesorquios de la pared dorsal de la cavidad del cuerpo, por

encima de la vejiga gaseosa. El color del testículo es blanco cremoso. La

espermatogénesis ocurre de manera longitudinal en los lóbulos seminíferos, desde

la periferia en dirección al conducto deferente (Grier et al. 1980; Grier, 1981;

Billard, 1986).

Las células germinales de la espermatogénesis, forman grupos de células

en estados de maduración sincrónicos llamados quistes, rodeados por células de

Sertoli (Grier, 1981; Grier et al., 1978, 1980, 1981; Billard, 1986). Las células de

Sertoli se encuentran en estrecha relación con las células germinales formando la

pared del quiste, relación que determina una pared de permeabilidad que controla

la condición interna del quiste y, en consecuencia, de las células germinales

(Grier, 1993). Durante toda la espermatogénesis, las células germinales se

encuentran al interior de los quistes, los cuales se desplazan en los lóbulos

testiculares desde la periferia hasta el conducto deferente central. En las etapas

avanzadas de la espermatogénesis, se abren los quistes, y las células de Sertoli

liberan a las células germinales, integrándose las células de Sertoli a la pared de

los conductos deferentes. Por lo cual, en los quistes de espermatogonias,

espermatocitos y espermátidas las células de Sertoli se observan cúbicas o

columnares, bordeando la pared de los conductos deferentes (Grier, 1981,1993).

De acuerdo con la disposición de las espermatogonias en los lóbulos
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testiculares, se han descrito dos tipos de testículo: a) lobular restringido, en el cual

las espermatogonias están localizadas exclusivamente en la periferia del testículo,

situadas en los extremos dístales de los lóbulos, y b) lobular no-restringido, en el

cual, las espermatogonias se localizan no solo en el extremo distal de los lóbulos,

sino distribuidas a lo largo de ellos (Grier, 1981; Grier et al. 1978, 1980, 1981,

Billard et al. 1986; Parenti y Grier, 2004).

La espermatogénesis comprende la formación de espermatozoides a partir

de las espermatogonias mismas que inician el proceso meiótico, transformándose

en espermatocitos primarios. Los espermatocitos primarios, por medio de las dos

divisiones celulares de la meiosis, forman espermatocitos secundarios y

espermátidas, éstas últimas células son células haploides, resultado al término de

la meiosis, de la reducción cromosómica. En las espermátidas no ocurren más

divisiones celulares y pasan por una etapa de espermiogénesis, que implica

cambios morfológicos de la espermátida. En la espermiogénesis el núcleo

disminuye por la perdida de agua, se inicia la formación del flagelo y la pieza

intermedia, formando espermatozoides al final de este proceso (Grier, et al, 1978,

1980, 1981; Nagahama, 1983; Billard, 1986). De acuerdo con las características

morfológicas de los tipos célulares de la espermatogénesis diversos autores

consideran 5 fases (Grier, 1978; 1980, 1981; Billard, 1986; Loft, 1987).

1. Espermatogonias: son células germinales esféricas ó ligeramente irregulares

con núcleos basófilos redondos y abundante citoplasma. A través de procesos

mitóticos las espermatogonias mantienen la población de espermatogonias ó bien,

inician la meiosis y se rodean de células de Sertoli, constituyendo los quistes

tempranos, transformándose en espermatocitos primarios. Las espermatogonias
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se localizan en la periferia del testículo (en el testículo del tipo lobular restringido),

yen el epitelio germinal que recubre los lóbulos testiculares (en el testículo del tipo

lobular no-restringido).

2. Espermatocitos primarios: son células esféricas que están en la primera fase

de meiosis, son las células germinales de mayor diámetro. En los núcleos de estos

espermatocitos se encuentran los pares de cromosomas en forma de filamentos

densamente basófilos. Al término de la primera división de la meiosis, se dividen y

forman espermatocitos secundarios.

3. Espermatocitos secundarios: son células esféricas, con núcleo también

esférico que contiene cromosomas filamentosos. Son células escasas debido a

que su división es rápida, durante la segunda fase de la meiosis. Al término de

esta segunda división, forman las espermátidas.

4. Espermátidas: son esféricas, con núcleos e sféricos y densamente b asófilos.

Son células haploides, resultado d e la segunda división de la meiosis. En ellas

comienza la espermiogénesis mediante transformaciones morfológicas que forman

a los espermatozoides, desarrollando la pieza intermedia y el flagelo.

5. Espermatozoides: son células constituidas por la cabeza, que contiene el

núcleo haploide densamente empaquetado la pieza intermedia que contiene

mitocondrias, y el largo flagelo.

El tejido conectivo intersticial rodea a los lóbulos y conductos deferentes,

contiene fibroblastos, fibras de colágeno y vasos sanguíneos que proporcionan

transportes de nutrientes y eliminan los desechos celulares. El tejido conectivo

intersticial también contiene a las células de Leydig, secretoras de testosterona,

hormona que determina los caracteres sexuales secundarios. Durante el ciclo
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reproductor anual, las células de Leydig muestran cambios en su actividad que se

reflejan en su morfología, tamaño y número. En particular, las células de Leydig

intervienen en el ciclo reproductor con receptores de gonadotropinas, la hormona

luteinizante, mostrando hipertrofia debido a su actividad en la secreción de

testosterona durante la fase de mayor actividad espermatogénica y de

espermiación, esto es, cuando los espermatozoides salen del testículo ( Grier e t

al. 1980; Ngahama, 1983; Loft, 1987; Billard, 1986).

B. Morfofisiología del ovario en peces teleósteos vivíparos

El ovario es un órgano único, debido a la fusión de esbozos de los ovarios

durante la embriogénesis, lo que origina, en algunas familias como Goodeidae, la

formación de un septo que divide el lumen del ovario por la mitad, total o

parcialmente; en otras familias como Poecilidae, no se observa septo.

El ovario es de tipo sacular, se encuentra dorsalmente suspendido en la

cavidad abdominal por mesovarios detrás de la vejiga gaseosa. El color del ovario

es blanco amarillento cuando es previtelogénico y no gestante, amarillo cuando es

vitelogénico y gestante (Hubbs y Turner, 1939; Mendoza, 1940, 1943; Turner,

1947; Wourms et al. 1988, Wourms y Lombardi, 1992; Uribe et al., 2004).

Los elementos tisulares que contiene el ovario son: tejido germinal

(ovogonias y ovocitos) y tejido somático (epitelio, estroma, músculo liso y serosa).

Los elementos germinales y somáticos constituyen la pared del ovario formado por

cuatro capas que de la periferia al interior son: a) una capa serosa cubierta por un

epitelio plano peritoneal y una capa fina de tejido conectivo; b) una capa de

músculo liso; c) una capa de tejido conectivo o estroma, que contiene fibroblastos,
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fibras colágenas y reticulares y vasos sanguíneos, en particular, muestra

abundantes capilares situados bajo el epitelio; el tejido conectivo rodea a folículos

en diferentes estadios de desarrollo y forma pliegues llamados pliegues ovígeros,

que se proyectan en el lumen ovárico; y, d) epitelio germinal cúbico simple que

limita la pared interna del ovario y contiene las ovogonias entre células epiteliales

somáticas. El epitelio germinal está separado del estroma por una membrana

basal.

Las ovogonias inician la meiosis, formando ovocitos preprimarios, los cuales

se rodean de una capa de células foliculares, constituyendo los folículos primarios,

que quedan integrados por el ovocito primario rodeado por una capa de células

foliculares ó granulosa limitada por la membrana basal. Los ovocitos avanzan

hasta la fase diplótena de la meiosis permaneciendo en esta fase durante la

ovogénesis, al término de la cual formaran ovocitos maduros (Mendoza, 1940,

1941, 1943; Dodd, 1977; Nagahama, 1983; Wourms y Lombardi, 1992, Grier,

2000; Uribe et al., 2004). Las ovogonias son células esféricas u ovoides con un

núcleo también esférico, su citoplasma es hialino, son diploides y se dividen por

mitosis permitiendo la proliferación de ovocitos antes de cada estación

reproductora (Mendoza, 1941; Grier, 2000).

Yamamoto y Yamazaki (1961); Carrillo y Zanuy (1973); Wallace y Selman

(1990, 1991); M endoza ( 1940, 1943); S hindler e tal. ( 1988); K oya et al. (1998),

analizan los cambios morfológicos de los ovocitos primarios durante la ovogénesis

en teleósteos ovíparos y en teleósteos vivíparos considerando seis estadios, los

cuales son:

Estadio 1. Cromatina nucléolo: los ovocitos son células ovoides con núcleo
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grande y esférico que contiene un nucléolo. El ovocito está rodeado de manera

incompleta por células foliculares planas.

Estadio 2 . P erinueléolos: los ovocitos incrementa su tamaño, el núcleo sigue

siendo esférico con abundantes nucléolos perinucleares. En el ovoplasma se

observa el núcleo vitelino en la periferia de la membrana nuclear, más denso y

basófilo que el resto del ovoplasma. El ovocito está rodea una delgada capa de

células foliculares planas.

Estadio 3. Vitelo Iipídieo: se inicia la vacuolización del ovoplasma con la

formación de las vesículas lipídicas en la región periférica al núcleo. El núcleo

mantiene su forma esférica. En la periferia del ovocito se presenta una zona

pelúcida delgada y homogénea. La zona granulosa s e incrementa por el mayor

volumen de las células foliculares que se observan cúbicas. La teca rodea a la

granulosa, y está formada por tejido conectivo y fibras de colágena.

Estadio 4. Vitelogénesis temprana e on depósito de gránulos de vitelo: se

observa la formación de los primeros gránulos de vitelo pequeños, esféricos y

acidófilos, en la periferia del ovocito. Alrededor del ovocito se observa la zona

pelúcida, formada por los canalículos perpendiculares del ovocito y de las células

foliculares a la membrana del ovocito. La granulosa aumenta en altura,

observándose células columnares. La teca, al igual que en el estadio anterior,

rodea a la granulosa, formada por tejido conectivo vascularizado y fibras de

colágena.

Estadio 5. Vitelogénesis avanzada con depósito de gránulos de vitelo: el

núcleo es similar al descrito en los estadios anteriores. Los gránulos vitelinos se

distribuyen en todo el ovoplasma, y confluyen algunos de ellos. La zona pelúcida
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se amplia. Las células foliculares son columnares y muestran el citoplasma

vacuolado. La teca es similar a lo descrito en la etapa anterior.

Estadio 6. Maduración: los gránulos de vitelo incrementan su volumen

progresivamente hasta fusionarse, formando una masa homogénea, esto ocurre

en especies que presentan formación de vitelo homogéneo como goodeidos y

poecíliidos. En las especies vivíparas Skiffia (=Neotoca) bilineata y Jenynsia

bilineata (Mendoza, 1940, 1943); Xenoophorus captivus (Shindler et al., 1988;

Gambusia afinnis (Koya et al., 1998), lIyodon whitei (De la Rosa Cruz, 2001);

Chapalichthys encaustus y Poeciliopsis gracilis (Guerrero, 2005). Se observa el

depósito de vitelo homogéneo, en las especies que presentan esta característica,

al final de la fase de maduración, los gránulos de vitelo alcanzan su mayor

tamaño. La vesícula germinal se desplaza hacia el polo animal. La zona pelúcida

es similar a la observada en la etapa anterior. Las células foliculares son cúbicas.

La atresia folicular es un proceso común en todos los vertebrados, ocurre

en todas las etapas de la ovogénesis. Durante la atresia, los folículos presentan

hipertrofia de las células de la granulosa, rompimiento y dispersión de la zona

pelúcida y disolución del vitelo, el cual es absorbido paulatinamente por las células

foliculares. Se ha propuesto que la atresia es un proceso que interviene en la

regulación del número de folículos que serán ovalados durante el ciclo reproductor

(Redding y Patiño, 1993; Tyler y Sumter, 1996).

C. Características de la familia Goodeidae

Las especies vivíparas de la familia Goodeidae forman un grupo de peces

pertenecientes exclusivamente a la Meseta Central de México (Álvarez del Villar,
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1970; Torres, 1991; Contreras MacBeath, 1995; Domínguez-Domínguez et al.,

2005). Habita en los sistemas hidrológicos como el Lerma- Santiago, la parte alta

del río Pánuco y río Balsas, la parte baja del río Balsas que comprende el río

Cuautla cerca de Puente de Ixtla, y a lo largo del río Yautepec y Amacuzac en el

estado de Morelos y Cuenca hidrológica de Colima (Contreras MacBeath, 1995).

Hubbs y Turner (1939) clasifican a los goodeidos en cuatro subfamilias,

basándose en características como: a) presencia y tipo de trofotenia (extensión del

intestino de las crías en desarrollo que absorbe nutrientes del lumen ovárico), el

tipo de trofotenia puede ser roseta (plegada), ó listón (no plegada); y b) el tipo de

ovario, que puede se primitivo, en el cual el tejido germinal esta disperso alrededor

de la pared del ovario y en el septo; ó derivado en el cual el tejido germinal se

concentra en los pliegues de la pared del ovario, llamados pliegues ovígeros. Las

cuatro subfamilias de Goodeidos son: a) Ataeniobinae, que presenta el ovario

fusionado de tipo primitivo y carece de trofotenia; b) Goodeinae, que presentan el

ovario fusionado de tipo primitivo y trofotenia en roseta; c) Characodontinae, que

presenta ovario de tipo intermedio entre el primitivo y derivado, debido a que

muestra el tejido germinal en dos pliegues ovígeros muy pequeños y en un tercio

del septo, y trofotenia en listón; y d) Girardinichthynae, que muestra el ovario de

tipo derivado y trofotenia en listón.

D. Descripción de Girardinichthys multiradiatus

Girardinichthys mu/tiradiatus (Figs. 1a,b), pertenece a la familia Goodeidae

y a la subfamilia Girardinichthynae. Esta especie es conocida popularmente como

mexcalpique. S u consumo c amo alimento constituye u na tradición en diferentes
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poblados del centro de México aledaños a los cuerpos de aguas donde habita

(Contreras MacBeath, 1995). Desde el punto de vista de su conservación G.

multiradiatus se encuentra en categoría de protección amenazada (NOM-059­

ECO-2001).

G. mu/tiradiatus, se distribuye en el rió Lerma, en los estados de México y

Michoacán, en el río Tuxpan que drena al río Balsas en Michoacán y al sistema de

las Lagunas de Zempoala en el estado de Morelos (Domínguez-Domínguez et al.

2005). Habita en aguas con intervalos de temperatura de 13 a 28°C. Se localiza

entre la vegetación acuática, la cual utiliza como refugio y protección. Su

alimentación e s omnívora, ingiere larvas dei nsectos, pulgas d e a gua y materia

orgánica. Es vivípara, de fecundación interna. Presenta dimorfismo sexual, ya que

las hembras son más grandes que los m achos, y éstos presentan colores más

llamativos y brillantes (Contreras MacBeath, 1995; Domínguez-Domínguez et al.

2005). Godínez (1991) describe sus características morfológicas mencionando

que muestran cuerpo moderadamente comprimido, aleta caudal simétrica, boca

amplia, terminal y protráctil, mandíbula inferior sobresaliente a la superior. Los

machos alcanzan 44mm de longitud patrón, la aleta dorsal presenta coloración

amarillo anaranjada y las aletas dorsales y ventrales poseen un borde negro. La

aleta muestra la reducción y separación de los primeros radios formando el

espermopodio, órgano intromitente que permite el paso del esperma al gonoducto

femenino. Las hembras alcanzan 50mm d e longitud patrón su coloración es d e

gris a verdoso; en la parte media de los costados presenta una banda obscura,

que se origina detrás del opérculo y termina en el inicio de la aleta caudal. Por

debajo de esta banda, se distingue un lunar negro dispuesto en la porción
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abdominal, junto al inicio de la aleta anal, siendo más evidente en época de

gestación; en la parte anterior del lunar se observa pigmentación azul con puntos

rojos y un margen amarillo, y en la parte más externa se localizan algunos

pigmentos negros.

Figura 1. Ejemplares de Girardinichthys multiradiatus
a) Macho. b) Hembra.
Barra= 1cm
Fotos: Topiltizin Contreras Mac Beath. Centro de Invastigaciones 15
BialÓaicas IIAJ;l\1t _



E. Área de estudio

El Parque Nacional Lagunas de Zempoala está situado a 38Km al norte de

Cuernavaca, pertenece al Corredor Ecológico Ajusco-Chichinautzin (Fig. 2). Se

localiza entre los 19°0r·20" y 99°06·· norte y 99°16··20" Y99°2r· oeste.

En relación con su topografía, el parque está bordeado por pequeñas

serranías de altitudes entre 2400 y 3000msnm, formando pequeñas depresiones o

cuencas endorreicas profundas, donde se encuentran los lagos Zempoala,

Compila, Tonatiahua, Acomantla, Acoyotongo y la Joya de Atezcapan. El clima de

esta zona es C(W2)(W), templado-subhúmedo con lluvias en verano .

La vegetación corresponde a bosque de encino, pino y oyamel. Este sitio

presenta una temperatura del agua mínima de 11°C y una máxima de 28°C.

Durante la época de estiaje se observa la reducción del volumen de agua

del río y los lagos. El sitio de colecta presenta dos estaciones, la de lluvias y de

estiaje, la primera se caracteriza por presentar una inundación total del lago y la

segunda disminuye el caudal del agua hasta un 30 % de su volumen,

observándose el arroyo que provee de agua al lago (Bonilla-Barbosa y Viana­

Lases, 1987) (Fig. 3 a, b, e, d ).
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Figura 3. Sitio de colecta de Girardinichthys multiradiatus, Lago Acoyotongo ,
Parque Nacional Lagunas de Zempoala , Morelos, México .
a,b) época de lluvias. c,d) época de estiaje.



111. JUSTIFICACiÓN

Con base en la riqueza de teleósteos vivíparos que habitan en México, la

condición endémica de la familia Goodeidae, formada por 41 especies

(Domínguez-Domínguez, 2005), el desarrollo intraluminal de las crías en el ovario

y la escasez de estudios sobre su biología reproductora, en particular la

gametogénesis, se considera a las especies vivíparas de esta familia como

excelentes modelos biológicos para el análisis de las características morfológicas

y fisiológicas de la reproducción de los teleósteos vivíparos. El análisis de la

estructura de las gónadas y la gametogénesis son aspectos básicos que

contribuyen al conocimiento de la biología reproductora de estas especies, las

cuales, a su vez, se integran con proyectos de sistemática, conservación, ecología

y evolución. En este sentido, el presente estudio contribuye al conocimiento de la

biología reproductora de Girardinichthys mu/tiradia tus, perteneciente a la familia

Goodeidae, en particular, de la estructura de las gónadas, de la gametogénesis y

sus cambios estacionales. Por lo cual, se plantean los siguientes objetivos:
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IV. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

• Definir las características estructurales de las gónadas, y la gametogénesis de

Girardinichthys multiradiatus, durante un ciclo anual.

B. OBJETIVOS PARTICULARES

• Describir la estructura del testículo yel proceso de espermatogénesis.

• Describir la estructura del ovario y el desarrollo folicular durante la ovogénesis .

• Relacionar la estacionalidad de la espermatogénesis y la ovogénesis.

• Identificar la presencia d e espermatozoides e n e I ovario y su relación con la

espermatogénesis y la ovogénesis.
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V. MATERIAL Y METOCO

Trabajo de campo.

Se colectaron 54 ejemplares adultos de Girardinichthys multiradiatus, 26

machos con una longitud patrón de 44mm y 28 hembras con una longitud patrón de

50mm, durante 1999, mediante muestreos mensuales (Tabla 1).

No. MACHOS No. HEMBRAS
MES

NO GESTANTES GESTANTES

Enero 3 3 O

Febrero 3 3 O

Marzo 3 O 2

Abril 2 2 1

Mayo 3 1 2

Junio 3 1 2

Julio 3 3 O

Agosto 3 2 1

Septiembre 2 2 1

Diciembre 1 2 O

26 19 9

Total del no. de organismos: 54

Tabla 1. Número de organismos colectados durante un ciclo anual

La colecta de ejemplares se llevó a cabo en el Lago Acoyotongo, Parque

Nacional Lagunas de Zempoala, Morelos, México, con un chinchorro playero de 3m

de largo y 1.5m de caída, con una luz de malla de 1/4 de pulgada.
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Trabajo de laboratorio.

Los ejemplares se anestesiaron con vapores de cloroformo.

Las gónadas se disectaron mediante un corte longitudinal ventral y se midieron

en su longitud y diámetro (Fig. 4) .

Figura 4. Gónadas de Girardinichthys multiradiatus,

a) Testículos recolectados en Marzo .

b) Ovario gestante recolectado en Junio.

Barra = 5 mm.
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Procesamiento histológico de las gónadas.

Las gónadas se fijaron en Bouin durante 8-12 horas y se prepararon para

su análisis histológico, de acuerdo con Aguilar et al. (1996), con el siguiente

procedimiento:

1. Se lavaron en agua corriente, con chorro suave, durante 5 minutos.

2. Se deshidrataron con alcoholes graduales (50°, 70°, 80° 96° Y 100°) Y se

aclararon con xilol.

3. Se incluyeron en parafina a u na temperatura de 56° a 58°C. Se aplicaron 3

cambios de 1 hora cada uno: a) xilol-parafina 1:1, b) parafina pura, y e) parafina

pura.

4. Se hicieron cortes seriados en un microtomo de rotación American Optical

modelo 820, con un rango de grosor de 5 a Zurn; los cortes obtenidos se colocaron

en baño d e flotación p reparado con grenetina para extenderlos y fijarlos en los

portaobjetos.

5. Se aplicaron las tinciones de:

• Hematoxilina-Eosina (panorama general de los tejidos, características

nucleares, límites celulares y afinidad acidófila y basófila);

• tricrómica de Masson (contraste e ntre tejidos epitelial, conectivo y muscular,

fibras de colágena, músculo, células glandulares exocrinas); y

• PAS (zona pelúcida, membranas basales, mucopolisacáridos, células

exocrinas) .

6. Los cortes teñidos se montaron con bálsamo de Canadá:

7. Se analizaron los cortes obtenidos en microscopio óptico.
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8. Con un ocular micrométrico se realizaron 30 medidas de los siguientes

elementos histológicos: diámetro de las células germinales en sus diferentes

estadios, altura de las células de Sertoli, altura de las células foliculares y altura

del epitelio germinal.

9. Se tomaron fotomicrografías de las estructuras seleccionados en un

fotomicroscopio Zeiss 111, utilizando película de color ASA 100.
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VI. RESULTADOS

A. Estructura del testículo de Girardinichthys multiradiatus y sus cambios

morfológicos durante un ciclo anual.

Los testículos de Girardinichthys multiradiatus se localizan en la parte

abdominal de la cavidad visceral, su posición es posterior a la vejiga gaseosa y se

encuentran suspendidos por mesorquios a la pared dorsal del cuerpo.

Los testículos son de forma alargada y fusiforme, uno de ellos se encuentra

situado ligeramente mas anterior al otro. Su coloración es blanco-amarillenta (Fig.

4a). Las longitudes de los testículos observadas durante el ciclo anual tienen un

intervalo de 7.7mm a 12.3mm

La estructura histológica del testículo de Girardinichthys multiradiatus, es de

tipo lobular, con espermatogonias restringidas a la periferia. Los lóbulos son

paralelos y se observan distribuidos longitudinalmente, sus extremos iniciales se

localizan en la periferia del testículo, y el extremo terminal desemboca en el

sistema de conductos deferentes que, a su vez, vacían su contenido al conducto

deferente central (Fig. 5a,b). En sentido longitudinal, en el interior de los lóbulos

testiculares, se observan las células germinales en etapas progresivas de la

espermatogénesis (Fig. 6a). En la periferia del testículo se localizan las etapas

tempranas de este proceso (Fig. 6b), como espermatogonias, espermatocitos

primarios y espermatocitos secundarios y, hacia el conducto deferente central (Fig.

5a), se observan las etapas avanzadas de la espermatogénesis, como

espermátidas y espermatozoides (Fig. 5a,b, 6a,c).

El desarrollo de la espermatogénesis ocurre en condición quística. Los quistes
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están formados por conjuntos de células germinales (Fig. 6 a, 7a), limitados por

células de Sertoli, las cuales muestran su núcleo alargado y basófilo en la periferia

del quiste (Fig. 6b, 7a). Los quistes contienen conjuntos de células germinales

sincrónicas, es decir, dichas células que se encuentran en su interior están en la

misma etapa de espermatogénesis (Fig. 6a, 7a).

Las células germinales incluyen cinco etapas de maduración.

1. Espermatogonias: se localizan restringidas a la periferia del testículo, son

esféricas ó de forma ligeramente irregular, tienen de 10 a 12IJm de diámetro. Sus

núcleos son esféricos y el citoplasma es ligeramente basófilo (Figs. 6b, 7a).

2. Espermatocitos primarios: su forma es esférica con un diámetro que varía

de 6 a 91Jm, sus núcleos contienen cromosomas densos que hacen evidente su

condición meiótica (Fig. 6b,c, 7a,b,c,d) en el cual se distinguen las fases paquítena

con cromosomas en forma de filamentos basófilos (Fig. 7d), ó diplótena con

cromosomas en los que pueden observarse quiasmas.

3. Espermatocitos secundarios: son células esféricas, con diámetro de 4 a

51Jm, su núcleo también esférico. Son escasos debido a que corresponden a la

segunda división de la meiosis y forman rápidamente espermátidas.

4. Espermátidas: el tamaño celular continúa su disminución, son de 2 a 4IJm

de diámetro. Son células que se transforman morfológicamente durante la

espermiogénesis constituyendo en su fase final espermatozoides. En etapa

temprana su forma es esférica (Figs. 6b, 7b), su núcleo es basófilo (Figs. 6b,c, 7a).

El acomodo de las espermátidas tardías (Fig. 7a) dentro de los quistes es de

forma irregular, debido a que las cabeza de los espermatozoides en formación se

observan irregularmente distribuidas (Fig. 7a).
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5. Espermatozoides: muestran las cabezas densamente basófilas (Figs. 6c,

lc), su flagelo puede observarse con mayor claridad en espermatozoides aislados,

esto es cuando los quistes se abren y los espermatozoides desembocan en

regiones terminales de los lóbulos (Fig. 6c). Los espermatozoides no muestran

encapsulamiento. Esta característica de los espermatozoides formando grupos sin

envoltura define su condición de espermatozeugmata. Durante la espermiación se

observan grupos muy abundantes y compactos de espermatozoides en los

conductos deferentes y el conducto deferente central (Figs. 5b, 6c).

Además de las células germinales, el testículo contiene elementos somáticos

integrados por las células de Sertoli, localizadas alrededor de las células

germinales (Figs. 6b,c, la) y por tejido interlobular. Alrededor de las células

germinales, las células de Sertoli definen la estructura quística y en las regiones

terminales de los lóbulos, las células de Sertoli limitan la pared de los conductos

deferentes (Fig. 6c). Cuando las células de Sertoli rodean los quistes de

espermatogonias, espermatocitos y espermatidas son alargadas, con núcleos

alargados y densos, en tanto que cuando e stán alrededor de espermatozoides,

limitando a los conductos deferentes, se observan cúbicas o columnares, con

núcleos esféricos y basales, citoplasma ligeramente granuloso y con algunas

vacuolas (Fig. 6c).

El tejido interlobular (Figs. la,c) está formado por tejido conectivo

vascularizado que contiene a las células de Leydig y fibroblastos rodeados por

fibras de colágena. Las células de Leydig son de forma ovoide, contiene núcleos

excéntricos, esféricos y citoplasma vacuolado (Fig. la).
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G. mu/tiradiatus durante de todo el año presenta todos los estadios

tempranos de células germinales como espermatogonias y espermatocitos en el

testículo. Durante los meses de diciembre a abril se observan los conductos

deferentes llenos de espermátidas y en los meses de febrero a abril se observa el

conducto deferente central lleno de espermatozoides (Gráfica 1).

Los cambios estructurales que sufre el testículo de G. multiradiatus durante un

ciclo anual, se indican en la Gráfica 1.
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Gráfica 1. Cambios en los tipos celulares del testículo de de Girardinichthys

mu/tiradiatus durante un ciclo anual.
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Figura 5. Panoramas del testículo de Girardinichthys multiradiatus

a) Dirección de la maduración de las células germinales de la periferia del

testículo (~) hacia el conducto deferente central (dc). En esta dirección se

observan las etapas que integran la espermatogénesis Se observa tejido

intersticial (ti).

b) El conducto deferente (d) contiene abundantes espermatozoides (z) que

dan aspecto denso y oscuro a su interior. Se observa la dirección de la

maduración de las células germinales. Alrededor del tejido germinal se encuentra

el tejido intersticial (ti).

a) Tricrómica de Masson 32 X b) PAS 78 X
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Figura 6. Testículo de Girardinichthys multiradiatus

a) Sección del testículo desde la región periférica hacia el centro mostrando

los quistes celulares de la espermatogénesis. Las células germinales están

situadas en quistes de espermatogonias (g), espermatocitos primarios (C\ Se

observan los lóbulos (1).

b) Etapas tempranas de la espermatogénesis. Se observan las

espermatogonias (g) en su característica posición restringida a la periferia y

algunos quistes con espermatocitos primarios (C\ los núcleos de las células de

Sertoli (S). El tejido intersticial (ti) que limita los lóbulos es escaso.

c) Quistes con espermátidas tempranas (t1) y tardías (e), el epitelio que las

limita, formado por células de Sertoli, es columnar (e).

Hematoxilina- Eosina a) 500 X b) 1250 X PAS c) 1250 X
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Figura 7. Testículo de Girardinichthys multiradiatus

a) Detalle de la región periférica mostrando espermatogonias (g) y

espermatocitos primarios (C\ El tejido intersticial (ti) rodea los lóbulos.

b) Quistes conteniendo espermatocitos primarios (C1
) y espermátidas

tempranas (t\ Tejido intersticial (ti).

c) Se observan espermatogonias (g), espermatocitos primarios (C1
) y

espermátidas tardías (t2) , en la periferia del testículo y células Sertoli (S)

rodeando los quistes de células germinales. Se observa tejido intersticial (ti).

d) Detalle de quistes con espermatocitos primarios (C\ Nótese la

presencia evidente de los cromosomas en fase paquítena dentro de ellos.

Hematoxilina- Eosina a) 500 b) 500 c) 500 X d) 1250 X.
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B. Estructura del ovario de Girardinichthys multiradiatus y sus cambios

morfológicos durante un ciclo anual.

El ovario Girardinichthys multiradiatus es único y situado centralmente en la

cavidad abdominal. El ovario se encuentra suspendido por el mesovario a la pared

dorsal de la cavidad abdominal, por detrás de la vejiga gaseosa. Su forma es

ovoide ligeramente aplanado en sentido dorsoventral, su coloración varía de

blanco a amarillento cuando es previtelogénico, a amarillento-grisáceo cuando es

vitelogénico y gestante (Fig. 4b,c). El ovario es de tipo sacular y esta internamente

dividido por un septo completo que va desde la región dorsal hasta la ventral y

separa al lúmen por la mitad (Fig. 8a). La pared del ovario presenta dos pliegues

que se proyectan desde ambos lados hacia el lúmen. Estos pliegues contiene el

tejido ovígero (Figs. 8a,b), por lo cual la ovogénesis ocurre exclusivamente en los

pliegues ováricos, donde se desarrollan los diferentes estadios de maduración de

los folículos.

El ovario se encuentra histológicamente formado, del exterior al interior, por

serosa, constituida por epitelio peritoneal simple plano y tejido conectivo.

Subyacente a la serosa se localiza una capa de músculo liso, en disposición

circular, hacia el interior del músculo se observa tejido conectivo laxo, que rodea

los folículos en diferentes estadios de desarrollo, interiormente, la pared del ovario

está cubierta por el epitelio germinal de tipo cúbico o columnas. Después del

apareamiento, el lúmen puede contener espermatozoides. Durante lag estación,

en ellúmen ovárico se observan los embriones en desarrollo (Fig. 8d).
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El epitelio que limita el lúmen ovárico contiene, además de células

somáticas, una membrana basal que s e define claramente por ser positiva a la

técnica de PAS (Figs. 9c). Las células germinales del epitelio son ovogonias y

ovocitos primarios que han iniciado la meiosis (Fig. 9a). Durante esta fase

temprana de la ovogénesis en el epitelio germinal ocurre la foliculogénesis,

cuando se constituyen los folículos mediante la formación de la granulosa ó capa

de células foliculares que rodean íntegramente al ovocito y de la membrana basal

que separa a las células foliculares del tejido conectivo subyacente.

Las ovogonias tienen 9¡.Jm de diámetro promedio, se localizan

exclusivamente en el epitelio germinal (Fig. 9a). Durante toda la fase de

maduración folicular, el núcleo de los ovocitos primarios muestran los cromosomas

plumosos, lo que indica la permanencia de la fase diplótena de la meiosis. La

maduración de los folículos se desarrolla entre el tejido conectivo de los pliegues

ovígeros, distinguiéndose seis estadios:

1. Cromatina nucléolo: los ovocitos presentan 21 urn de diámetro promedio,

con núcleo grande, esférico y nucléolo basófilo, con frecuencia se observa la

presencia de cromosomas plumosos. El ovoplasma es hialino y escaso en relación

al tamaño del núcleo. Las células foliculares son planas y rodean completamente

al ovocito. (Figs. 9 b,c).

2. Perinucléolos: el ovocito muestra incremento en su volumen, alcanza

66¡.Jm de diámetro promedio. Se caracteriza por presentar un núcleo esférico y

grande donde se encuentran varios nucléolos localizados en la periferia del

núcleo. El ovoplasma es basófilo. Las células foliculares muestran características

similares al estadio anterior (Figs. 9 a,b,c,d).
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3. Vitelo Iipídico: el ovocito alcanza un diámetro promedio de 1151Jm,

muestra la formación progres iva de vesículas Iipídicas dándole una apariencia

vacuolar (Figs. 10a,b,c). El núcleo contiene nucléolos que mantienen su posición

periférica, similar a la observada en el estadio anterior. En la periferia del ovocito

se presenta la zona pelúcida delgada, densa y homogénea, intensamente PAS+.

La presencia de la zona pelúcida sugiere el incremento en la transferencia de

materiales entre el ovocito y las células foliculares. Estas aumentan de altura,

observándose cúbicas con una altura promedio de 61Jm. La teca rodea a la

granulosa formada por tejido conectivo vascularizado y fibras de colágena.

4. Vitelogénesis temprana con depósito de gránulos de vitelo: el ovocito

alcanza un diámetro promedio de 2851Jm, el núcleo es esférico y contiene

nucléolos que mantienen su posición periférica. El ovoplasma contiene

abundantes vesículas lipídicas distribuidas en todo el ovoplasma. Se distingue la

formación inicial de plaquetas de vitelo esféricas y acidófilas (Figs. 10c,d). Las

primeras plaquetas de vitelo se disponen en la periféria del ovoplasma. La zona

pelúcida es similar a la observada en el estadio anterior y mantiene su reacción

PAS+ (Fig. 10c). Las células foliculares son columnares (Fig. 10d), Y se observan

más altas que las observadas en el estadio anterior alcanzando una altura

promedio de 81Jm. La teca al igual que en el estadio anterior, rodea la granulosa

formada por tejido conectivo vascularizado.

5. Vitelogénesis avanzada con depósito de gránulos de vitelo: el ovocito

alcanza un diámetro promedio de 7151Jm. La plaquetas vitelinas, son esféricas e

intensamente acidófilas (Figs. 11a,b), progresivamente aumentan en el

ovoplasma, mostrando confluencia entre algunas de ellas, y formando grandes
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glóbulos de vitelo, regularmente distribuidos (Fig. 11 d). La zona pelúcida, las

células foliculares y la teca son similares al estadio anterior.

6. Maduración: el ovocito alcanza un diámetro promedio de 850~m,

progresivamente se fusionan las plaquetas vitelinas, formando grandes masas

homogéneas de vitelo, hasta formar un solo cúmulo de vitelo fluido y homogéneo

(Fig.11 d), que llena el ovoplasma. Las células foliculares disminuyen su altura, se

observan cúbicas con una altura promedio de 6~m.

La atresia folicular está presente en todos los estadios de desarrollo de la

ovogénesis, en los que se observan cambios morfológicos que caracterizan la

degeneración del folículo que inicia su desarrollo pero no lo termina. Los folículos

atrésicos manifiestan inicialmente plegamiento de la zona pelúcida (Figs. 12a,b) y

posteriormente, su fragmentación. Las células foliculares proliferan y se

hipertrofian (Figs. 12c) y, en etapas más avanzadas de atresia, se observa la

disolución y disminución del ovoplasma (Fig. 12b).

La presencia de espermatozoides en el lumen ovárico, situados entre los

pliegues ovígeros (Figs. 12c,b, 13a,b,c,d), se observó en los meses de febrero y

septiembre (Fig. 15). En algunos casos los espermatozoides fueron muy

abundantes, ocupando la mayor parte dellúmen ovárico (Fig. 13a).

La presencia de embriones en estadios tempranos de gestación son

evidentes durante los meses de febrero a abril, etapa que comprende las primeras

divisiones celulares y la formación del tubo neural, momento en el que observa

gran cantidad de vitelo en la región ventral del embrión (Figs. 14a,b). En los meses

de mayo a junio se observa la presencia de embriones en estadio de desarrollo

intermedio que muestra a los embriones en organogénesis intermedia, en este
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estadio aun es evidente el vitelo (Fig. 14c), y los estadios avanzados de gestación

donde se observa a los embriones en organogénesis avanzada, en los cuales no

se observa vitelo (Fig. 14d). Los nacimientos de las crías se llevan a cabo durante

el mes de julio hasta septiembre (Fig. 16).

Los cambios estructurales que sufre el ovario de G multiradiatus durante un

ciclo anual se indican en la Gráfica 2.
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Gráfica 2. Cambios en los etapas reproductoras del ovario de Girardinichthys

multiradiatus durante un ciclo anual.
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Figura 8. Características generales de ovarios no gestantes (a,b,c) y gestante (d)

de Girardinichfhys mulfiradiafus.

a) Panorama de la pared ovárica con diferentes estados de maduración de

folículos en los pliegues ovígeros (PO). Se observa ellumen ovárico (Lu) y el

septo (s) que divide ellumen ovárico a la mitad.

b) Células germinales en los pliegues ovígeros en diferentes estadios de

maduración. Ovocitos primarios en etapas de cromatina nucléolo (cm) y

perinucléolo (pn). Tejido intersticial (ti) en los pliegues de la pared del ovario.

c) Ovocitos en estadios de vitelogénesis temprana, durante el inicio del

depósito de las plaquetas lipídicas (vi). Septo (s) y espermatozoides (z) en el

lumen ovárico (Lu).

d) Pliegues ovígeros (PO), septo (s), nótese la presencia de embriones en

etapa temprana de desarrollo (Em1
) en ellumen ovárico (Lu).

Hematoxilina- Eosina a) 32 X b) 78 X

Tricrómica de Masson d) 78 X

c) 200 X
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Figura 9. Ovogénesis en ovario de Girardinichthys multiradiatus

a) Se observan ovogonias (o), localizadas en el epitelio germinal (eg), en

nidos de ovocitos tempranos. En el tejido intersticial se observan ovocitos en

estadio de núcleo vitelino (nv).

b) Se o bserva un ovocito en el e stadio de perinucléolo (pn). En el tejido

intersticial (ti) se observan ovocitos en estadio de cromatina nucléolo (cm).

c) El epitelio germinal (eg) es evidente, limitado por la membrana basal

(mb). En el tejido intersticial (ti) se observa un ovocito en estadio de perinucléolo

(pn), le rodean las células foliculares (cf).

d) Ovocitos en etapa temprana de formación de vesículas Iipídicas (vi) y un

ovocito en perinucléolo (pn). Las células foliculares (cf) forman una capa continua

alrededor del ovocito, es evidente el epitelio germinal (eg).

Hematoxilina- Eosina a) 200 X b) 500 X PAS c) 500 X d) 500
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Figura 10. Ovocitos en etapa de formación de vitelo Iipídico de Girardinichthys

multiradia tus

a) Ovocitos que muestran el depósito de vesículas lipídicas (vi) en el

ovoplasma. El núcleo muestra los nucléolos periféricos y las células foliculares (cf)

son alargadas.

b) Ovocitos en los que es evidente el incremento en la formación de

vesículas Iipídicas (vi). La zona pelúcida (zp) se define con claridad entre el

ovocito y las células foliculares (cf).

e) Ovocito en depósito de vitelo lipídico (vi) que ocupa la mayor parte del

ovoplasma. En la periferia del ovoplasma se muestra la formación de los primeros

gránulos de vitelo. Las células foliculares (cf) forman una capa columnar.

PAS a) 500X Hematoxilina - Eosina b) 200 X c) 200X
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Figura 11. Folículos en vitelogénesis de Girardinichthys multiradiatus

a) Ovocito que muestra el aumento progresivo de los gránulos de vitelo (vt)

en número y tamaño. Asimismo, se observa el incremento de altura de las células

foliculares (cf). La zona pelúcida (zp) es evidente. Se observan abundantes vasos

sanguíneos de la teca (T).

b) Ovocito que contiene plaquetas vitelinas (vt). Muestra en su periferia la

capa de células foliculares (cf) de forma columnar y la teca (T).

c) Ovocito con abundantes gránulos de vitelo parcialmente homogéneo

durante la vitelogénesis avanzada (va). Se observa el tejido intersticial (ti).

d) Etapa final de maduración folicular con la formación de vitelo homogéneo

(vh).

Hematoxilina - Eosina a) 500X b) 500X e) 78 X d) 200 X
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Figura 12. Folículos atrésicos en diferentes estadios de maduración folicular de

Girardinichthys multiradiatus

a) Folículos en atresia folicular (af), mostrando plegamiento y deformación

de la zona pelúcida (zp). Se observa ellumen ovárico (Lu) .

b) Folículo atrésico (af) con evidente plegamiento de la zona pelúcida (zp).

Se observa ellumen ovárico (Lu) que contiene espermatozoides (z) en cúmulos

irregulares.

c) Folículos atrésicos (af) que muestran la proliferación de las células

foliculares (cf) y reducción del ovoplasma. Se observan espermatozoides (z) en el

lumen ovarico (Lu).

PAS a) 200 X Hematoxilina - Eosina b) 500X c) 78 X
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Figura 13. Presencia de espermatozoides en el ovario de Girardinichthys

multiradiatus

a) Ellumen ovárico (Lu) está ocupado por abundantes espermatozoides (z).

Compare la mayor abundancia de espermatozoides en ellumen ovárico (Lu), con

los observados en la siguiente Figura (13b).

b) Se observa la presencia de espermatozoides (z) dispersos en el lumen

ovárico (Lu).

e, d) Detalles del lumen ovárico (Lu) con espermatozoides (z) entre los

pliegues de la pared del ovario (PO), y la presencia de macráfagos (m) entre los

espermatozoides.

Tricrórnica de Masson a) 500 X PAS b) 78 X

Hematoxilina - Eosina c) 500X d) 500X
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Figura 14. Ovarios gestantes de Girardinichthys mu/tiradiatus

a, b) Presencia de embriones en estadios tempranos (Em1) durante la

formación del tubo neural, aun se observa gran cantidad de vitelo (Vi) en la región

ventral del embrión.

c) Presencia de embriones en estadio de desarrollo intermedio (Em2), aun

es evidente el vitelo (Vi) en la región ventral del embrión. Nótese la presencia del

septo (s) y de un pliegue ovárico (PO), con algunos folículos atrésicos (af) y

abundante tejido intersticial (ti).

d) Presencia de un embrión en estadio avanzado de gestación (Emb3).

Nótese la ausencia de vitelo. Se observa un pliegue ovárico (PO) con algunos

folículos atrésicos (af) y abundante tejido intersticial (ti).

Hematoxilina - Eosina a) 500 X Tricrómica de Masson b) 500 X PAS c) 78 X

Hematoxilina - Eosina d) 78 X
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VII. DISCUSION

A. MACHOS DE Girardinicthys multiradiatus.

Las características reproductivas de los machos de Girardinicthys

multiradiatus coinciden, en lo general, con las descritas en otras especies de

teleósteos vivíparos como Ameca splendens y Xenotoca eiseni (Grier, 1993).

Estas características son: el tipo testicular, la morfología de las células germinales,

el desarrollo de espermatozoides sin encapsular (espermatozeugmata), y los

cambios estaciónales del testículo.

El tipo de testículo observado en G. multiradiatus es lobular restringido. Su

condición lobular se debe a la disposición de los lóbulos testiculares que terminan

de manera ciega y sin ramificarse. Su condición lobular restringida se debe a la

disposición de las espermatogonias en la periferia del testículo ya que se sitúan

exclusivamente en la periferia, coincidiendo con lo descrito en las especies de

goodeidos: Ameca splendens, Xenotoca eiseni (Grier, 1993), así como

Characodon lateralis y Ataenobius toweri (Parenti y Grier, 2004). El tipo testicular

lobular restringido es también característico de las especies del orden

Atheriniformes, como lo menciona Grier (1978,1981). A su vez Parenti y Grier

(2004) consideran que este tipo testicular es un carácter diagnóstico de los

Neoteleosteos, en contraste con el tipo testicular presente en teleósteos más

primitivos como celacantos, pejelagartos y salmónidos, que poseen testículo

tubular no restringido.

La espermatogénesis en G. multiradiatus determina las características de la

estructura microscópica del testículo, la cual se desarrolla de manera longitudinal,
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desde la periferia hacia el conducto deferente central, de manera similar a lo

observado, en general, en teleósteos (Billard, 1986; Grier, 1981, 1993).

Es también característica morfológica, observada en G. multiradiatus, similar a la

descrita por diverso autores en teleósteos vivíparos (Billard, 1969 y 1986; Carrillo y

Zanuy, 1977; Grier, et al. 1980, Grier, 198; Parenti y Grier, 2004), la disposición

de las células germinales en grupos sincrónicos llamados quistes. Grier (1993)

considera que la barrera de permeabilidad que forman las células de Sertoli

definen las condiciones hormonales internas del quiste, lo que permite la

diferenciación de las células germinales.

Grier (1992,1993), compara esta relación estructural entre las células de

Sertoli con las células germinales, no solamente en los peces, sino en el contexto

de los vertebrados, considerando que es el origen del aislamiento de las células

germinales del estroma, mediante el papel de barrera de permeabilidad y, en

consecuencia, formando los dos compartimentos de los testículos de vertebrados.

Las células de Sertoli de G. multiradiatus muestran diferente morfología

cuando rodean a las espermatogonias y espermatocitos, como células aplanadas

que limitan los quistes, y columnares cuando rodean a las etapas de espermátidas

y espermatozoides, limitando conductos. Este cambio de morfología puede indicar

su capacidad secretora en los conductos, de acuerdo a lo que menciona Grier

(1993). La presencia de membrana basal alrededor de las células de Sertoli

también sugiere, tanto su naturaleza epitelial, como su papel de barrera de

permeabilidad.

El acomodo de las espermátidas y espermatozoides en G. multiradiatus

dentro de los quistes es de forma irregular, coincidiendo con lo observado en otra
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especie de goodeido, lIyodon whitei (Yáñez, 1998). Este acomodo es diferente al

descrito en los teleósteos también vivíparos, como los poeciliidos en los cuales se

observa una disposición regular de los espermatozoides al interior del quiste,

también coincidiendo con lo descrito en Poeciliopsis gracilis (Yáñez, 1998). Grier

(1978, 1993), YBillard (1986), sugieren que el acomodo irregular ocurre cuando la

relación de los espermatozoides con las células de Sertoli se establece con el

flagelo en tanto que, en el acomodo regular las cabezas de los espermatozoides

se asocian con las células de Sertoli dirigiendo sus cabezas hacia la periferia del

quiste.

La formación de espermatozeugmata observada en G. multiradiatus, es

característica de los goodeidos vivíparos como especies, en las cuales la

fecundación es interna. La formación de espermatozeugmata se ha descrito en

estrecha relación a la fertilización interna observada en especies del orden

Atheriniformes por Turner (1941), Burns ( 1991) y, e n particular, en especies de

goodeidos por Grier (1978). Esta característica se ha relacionado con el mejor

desplazamiento de los espermatozoides en el camino hacia el ovario durante la

fertilización interna (Grier, 1978,1981).

La fertilización interna en G. multiradiatus muestra una de las adaptaciones

fundamentales que han ocurrido en los machos de los teleósteos vivíparos, que

permite el apareamiento y la entrada eficiente de los espermatozoides al sistema

reproductor femenino, al ovario. Esta adaptación consiste en el desarrollo del

gonopodio, transformación de varios radios de la aleta anal, que forman una

estructura en forma de eje. Burns (1997) analiza la estructura del gonopodio en

varias especies de teleósteos con fecundación interna. La fecundación interna es
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intraovárica ya que durante e I apareamiento, los espermatozoides se depositan

directamente en el ovario, debido a la ausencia de oviducto (Wourms y Lombardi,

1992; Wourms, et al. 1988).

G. multiradiatus presenta a lo largo de todo el año todos los estadios

tempranos de células germinales (ovogonias y espermatocitos) en el testículo. En

los meses de diciembre a abril son más abundantes las espermátidas y

espermatozoides en el conducto deferente central, sin disminución de tamaño del

testículo. Este ligero cambio estacional difiere del observado en lIyodon whitei

(Yánez, 1998), e specie en la que se presenta mayor reducción del tamaño del

testículo, mostrando la presencia de estadios tempranos de células germinales

como espermatocitos primarios y muy escasas células germinales de estadios

avanzados de la espermatogénesis, como espermátidas y espermatozoides.

B. HEMBRAS DE Girardinicthys multiradiatus

El ovario de Girardinicthys multiradiatus es único y sacular, similar a lo

mencionado para las especies de teleósteos vivíparos descritos por Turner (1938),

Mendoza (1965), Hoar (1969), Wourms (1981), Nagahama (1983), Wourms et al.

(1988), De la Rosa Cruz (2001), Uribe et al. (2004, 2005). El origen de este tipo de

ovario único ha sido mencionado por Hoar (1969) y Wourms (1981) quienes

afirman que, en la mayoría de los teleósteos vivíparos, el ovario se origina como

estructuras pareadas, pero durante el desarrollo embrionario se fusionan,

formando uno solo, exceptuando el caso de especies de los géneros Sebastodes

(Scorpaeniformes), Dermogenys (Atheriniformes) y Stygicola (Ophidiiformes), en

los cuales los ovarios son dobles ó están parcialmente fusionados (Wourms 1981).
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Otra característica anatómica esencial del sistema reproductor femenino de

G. multiradiatus, similar a lo descrito en los peces teleósteos, a diferencia de lo

que ocurre en los demás vertebrados, es la ausencia de oviductos derivados del

conducto de Müller (Hoar, 1969; Wake, 1985; Wourms et al. 1988, Uribe et al.,

2005), por lo cual, el ovario es el sitio de gestación.

El ovario de G. multiradiatus es de tipo derivado, de acuerdo a lo propuesto

por Hubbs y Turner (1939), para la subfamilia Girardinicthynae a la cual pertenece

esta especie. El ovario derivado hace referencia a características morfológicas de

la pared ovárica y el septo. Estas características se refieren a la formación de

plegamientos en la pared del ovario y la presencia de tejido ovígero (el tejido que

contiene células germinales). El ovario de G. multiradiatus muestra solamente dos

pliegues hacia el lumen, uno a cada lado de la pared ovárica, en los que

exclusivamente se localiza el tejido ovígero; en cuanto al septo, es completo, sin

pliegues y carente de tejido ovígero.

Godínez (1991), menciona que los pliegues ovígeros de G. multiradiatus se

localizan en la porción dorso-lateral del ovario. Sin embargo, en nuestros

resultados se observó que los pliegues ovígeros se encuentran en la porción

media lateral de la cavidad ovárica, coincidiendo con la posición de los pliegues

ovígeros descrita en lIyodon whitei (De la Rosa Cruz, 2001).

La composición histológica de la pared ovárica de G. multiradiatus es

similar a la descrita en otras especies de goodeidos como Skiffia (=Neotoca)

bilineata (Mendoza, 1943), Ameca splendens (Lombardi y Wourms, 1985), l. whitei

(De la Rosa Cruz, 2001).
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El septo de G. multiradiatus que atraviesa al ovario, recto y completo, es

similar al descrito en Skiffia (=Neotoca) bilineata (Hubbs y Turner, 1939), e t.

whitei (De la Rosa Cruz, 2001). En contraste con esta estructura del septo, otras

especies de goodeidos lo muestran plegado como Allophorus robustus (Hubbs y

Turner, 1939) y Goodea atripinnis (Uribe et al., 2005); ó en las especies en las que

el septo no es completo, formando dos pliegues hacia el lumen ovárico que

permiten la comunicación entre ambas partes de la cavidad ovárica, como en

Ataenobius toweri, Neoophorus diazi, Xenoophorus captivus (Hubbs y Turner,

1939). Ambas características morfológicas del ovario, tanto la pared ovárica, como

el septo, han sido analizadas por Hubbs y Turner (1939), Wourms (1981), Wourms

et al. (1988), utilizándolas en estudios taxonómicos. Estos autores consideran que

los ovarios de Goodeidos que presentan ambas características, la pared ovárica

con tejido ovígero exclusivamente en dos pliegues, y el septo completo, recto y

carente de tejido ovígero, muestran los caracteres más evolucionados, como es el

caso de G. multiradiatus.

El epitelio ovárico de G. multiradiatus es el sitio donde se encuentran las

ovogonias, las cuales inician el proceso meiótico, transformándose en ovocitos, los

que posteriormente, formaran folículos primarios en la foliculogénesis cuando se

rodean de células foliculares, limitadas por una membrana basal coincidiendo con

Mendoza (1940), quien describe este proceso con claridad en Skiffia (=Neotoca)

bilineata .. El proceso de foliculogénesis ha sido descrito, de manera similar, por

Grier (2000), en un teleósteo ovíparo, Centropomus undecimalis, sugiriendo un

proceso similar de foliculogénesis, en los peces en particular, y en los vertebrados

en general. Los folículos primarios se rodearán de estroma, que constituye las
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tecas, durante la continuación del proceso de ovogénesis, que aportan los

elementos necesarios para el metabolismo del folículo mediante los abundantes

vasos sanguíneos que contienen (Wourms, 1981; Wourms et al., 1988).

Durante la ovogénesis en los peces teleósteos ovíparos se forman ovocitos

con a bundante v itelo, mediante una a ctiva v itelogénesis. E sta riqueza de vitelo,

permite contener los elementos nutricionales necesarios para el desarrollo de la

cría hasta su nacimiento. En relación a los peces vivíparos, el proceso de

ovogénesis forma ovocitos en los cuales se observa disminución de la cantidad de

vitelo, característica que se relaciona con la retención de las crías en el cuerpo

materno, condición que permite el intercambio metabólico entre la madre y la cría

durante la gestación (Turner, 1938; Mendoza, 1940, 1943; Wourms, 1981;

Wourms et al., 1988). Este cambio nutricional en el proceso de desarrollo de las

crías define una mayor dependencia de la cría en relación a los tejidos ováricos.

En este sentido, el epitelio ovárico es la estructura de comunicación directa con las

crías, siendo la barrera de permeabilidad entre los vasos sanguíneos y el lumen

ovárico. El epitelio luminal, a la vez, muestra características de actividad secretora,

que vierten sus contenidos al lumen. Sin embargo, son escasos los estudios

realizados sobre la estructura del ovario y el proceso de ovogénesis en peces

vivíparos.

El proceso de ovogénesis en G multiradiafus, considerando las

características morfológicas de los ovocitos como: la talla, la forma y estructura de

núcleo y nucléolo, del ovoplasma y la vitelogénesis, de la zona pelúcida y las

células foliculares, es básicamente similar al observado en otras especies de

teleósteos, tanto ovíparos como lo describen Yamamoto y Yamazaki (1961),
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Carrillo y Zanuy (1973), Wallace y Selman (1981, 1990), Tyler y Sumpter (1996),

(Bailey 1933; Mendoza 1940, Thibault y Schultz 1978, como vivíparos, en

particular, en goodeidos como lo describen Mendoza (1940, 1943) en Skiffia

(=Neotoca) bilineata, Wourms et al. (1988) en Ameca splendens, y De la Rosa

Cruz (2001) en lIyodon whitei.

Durante los meses de diciembre a abril, ocurre la vitelogénesis en las

hembras de G. multiradiatus, lo que concuerda con Ia actividad del os machos,

que presentan abundantes espermátidas en quistes, y espermatozoides en el

conducto deferente central, características que indican la etapa de apareamiento.

Los ovarios gestantes se observaron desde febrero hasta junio culminando en julio

con los nacimientos.

Al comparar los cambios anuales de la ovogénesis y la espermatogénesis

se observó que existe un cambio estacional que permite el apareamiento, cuando

ambos sexos se encuentran en la etapa de máximo desarrollo gamético durante

los meses de diciembre a abril, cuando la ovogénesis se encuentra en etapa de

vitelogénesis avanzada y la espermatogénesis se encuentra con las células

germinales tardías y abundantes e spermatozoides en los conductos deferentes,

condición adecuada para que se lleve a cabo la fertilización interna. Esta

observación indica que G. multiradiatus , es una especie en la cual las

gametogénesis masculina y femenina son sincrónicas, es decir, macho y hembra

alcanzan la maduración de los gametos en la primavera. Durante los meses de

febrero y marzo se observan estadios tempranos de gestación y la presencia de

espermatozoides es aún evidente en el lumen ovárico. Cabe hacer notar que en

febrero se observó un ovario de G. multiradiatus con el lumen lleno de
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espermatozoides, característica no ilustrada previamente en la literatura, lo que

sugiere corresponde a una hembra colectada inmediatamente después del

apareamiento.

El análisis histológico de las gónadas y la gametogénesis realizado en G.

mu/tiradiatus pone de manifiesto la importancia del estudio de la biología

reproductora de los teleósteos vivíparos y de los aspectos morfológicos de los

sistemas reproductores, aspectos que, se integran al análisis de la evolución de la

viviparidad en vertebrados.
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VIII. CONCLUSIONES

Espermatogénesis

1. El tipo de testículo que presenta Girardinicthys multiradiatus es lobular con

espermatogonias restringidas a la periferia.

2. La espermatogénesis es longitudinal y quística.

3. La disposición de los espermatozoides es en grupos llamados

espermatozeugmata.

4. El acomodo de las espermátidas y espermatozoides dentro de los quistes es

de forma irregular.

5. Los meses con mayor actividad espermatogénica son de enero a julio.

6. La regionalización del testículo, muestra la región germinal en el extremo

cefálico del testículo y la región de almacenamiento de espermatozoides y

espermiación en la parte caudal del testículo.

Ovogénesis

1. El ovario de Girardinicthys multiradiatus es único, sacular y del tipo derivado.

2. La ovogénesis presenta 6 estadios de maduración.

3. Las ovogonias se restringen al epitelio germinal que limita el lumen ovárico.

4. El tejido germinal se distribuye exclusivamente en dos pliegues ováricos.

5. Las células foliculares forman una membrana que cambia de plano a

pseudoestratificado conforme ocurre el avance de la ovogénesis.

6. Los cromosomas plumosos son evidentes en los ovocitos previtelogénicos
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7. La zona pelúcida se define claramente, en particular, desde el estadio de vitelo

lipídico.

8. La vitelogénesis temprana ocurre desde junio hasta abril y la vitelogénesis

avanzada ocurre desde diciembre hasta abril, culminando con la formación

aparente del vitelo homogéneo.

9. La atresia folicular se presenta en todos los estadios de la ovogénesis durante

todo el año.

10.El desarrollo de los embriones es intraluminal.

11.La presencia de la formación de la discoblástula en los embriones ocurre

durante el mes de febrero

12.Se observa la formación de los primordios del desarrollo del tubo neural

durante los meses de febrero a abril

13.Durante los meses de febrero a agosto se observan espermatozoides en el

lumen ovárico.
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