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I. ANTECEDENTES.

a) Clasificacidn taxondmica:

Phylum Chordata

Subphylum Vertebrata

Superclase Gnathostomata

Clase Osteichthyes

Subclase Actinopterygii

Orden Tetraodontidae

Familia Tetraodontideae

Género Spheroides

Especie S. annulatus (Jenyns, 1843) (11).

b) Algunas caracteristicas de la anatomia externa de S. annu-

latus.

Su cuerpo es alargado y robusto, de espinas suaves, ca
paces de inflarse considerablemente. El dorso es marrdén oscu-~
ro con lineas amarillas mds o menos definidas, delimitando 4-
reas circulares o elipticas que ocupan una posicidn longitudi
nal sobre el dorso (3, 1). Las aletas son fusiformes, las ana
les y dorsales presentan 8 radios y son cortas. Los orificios
nasales presentan 2 aberturas de cada lado y carecen de tentd

culos o tubos (3, 1, 7).

c¢) Distribucidn geografica.

Se localizan desde el Golfo de California y la Bahia
Magdalena, B.C. hasta las costas de Perd e Islas Galdpagos

(Millet, 1966).

Viven en habitats arenosos y estuarinos y en rios del

Pacifico americano (Castro Aguirre, 1940), sc congregan cerca



de la desembocadura de los rios y penetran en ellos, aunque
se desconoce hasta qué€ distancia pueden hacerlo (4, 14). Tam-
bién se localizan en arrecifes a lo largo de la zona de rom-

pientes y aguas someras cerca de la costa (7).

Las localidades mexicanas en las cuales se localiza
son: Esteros Algodorus, Son., laguna adyacente a la bahia de
Chamela, Jal. (Ricker, 1954), rio de Tehuantepec, Oax., lagu-

na Oriental, Oax. y Mar Muerto, Chis. (7).

d) Importancia de la especie S. annulatus.

Esta especie se consume como alimento localmente en
los lugares donde se captura, pero no se distribuye a nivel
nacional, debido a que estd incluida en la familia Tetraodon-
tideae, que se caracteriza porque sus miembros presentan toxi
nas vencnosas, llamadas tetraodotoxinas (TTX) en diferentes
partes del cucrpo (Hoar, 1969; Goe, 1953). En el caso del bo-

tete, las presentan sdlo cn el higado.

Dentro de la cadena trdfica, juega un papel importante
debido a que se alimenta de pcquefios camarones, que €S un pro
ducto importante para el consumo, causando un deterioro en la

economia de los pescadores (7).

Su temporada de captura es de febrero a junio, sin em-

bargo, no se conoce su ciclo de vida, ni su abundancia (7).

¢) Descripcidn anatdémica del aparato reproductor masculino de

los peces.

La mayoria de los peces teledsteos presentan una acti-
vidad sexual continuta en el afio, otros presentan un ciclo re-

productor estacional.



~ lLa mayoria de los teledsteos presentan 2 testiculos,
aunque algunas especies presentan solo uno, debido a que se

fusionan como en Lebistcs reticulatus (2). Los testiculos es-

tdn en la regidn posterior de la cavidad abdominal, en posi-
cidén ventrolateral con respecto a la vejiga natatoria y sus-

pendidos por un mesorquio.

Los testiculos son ovalados y su grosor disminuye gra-
dualmente en su final posterior, en donde cada uno de los tes
ticulos se continda con el conducto espermdtico comin, el que

se comunica con la papila urogenital (16, 2).

El color de los testiculos puede ser blanco, crema, a-

marillo castafio o pigmentado (Jasterotus aculatus), ccmo una

sefial de madurez sexual (Swarup, 1958).
En varias observaciones se indica que los testiculos

pueden variar en forma, vascularizacidn y coloracidn durante

las estaciones del afio (16, 12, 10).

f) Estructura histoldgica del testiculo en algunas especies

de peces.

Los testiculos son 2 sacos incluidos en la tidnica albu
ginea, que es una bolsa de tejido conjuntivo con+abundantes

fibras eldsticas y coldgenas (16).

Dentro de cada testiculo existe tejido conjuntivo cen-
tral que forma una serie de septos que se unen a la parsd tes
ticular, divididéndolo en ldébulos o tubos seminiferos. Este te
jido conjuntivo consiste de fibroblastos, macréfagos, islas
de células de Leydig (Greesik, 1973), vasos y tejido adiposo
(16).

Los 1lébulos estdn estrechamente empaquetados, presentan

formas y tamafios diferentes, cada ldbulo contiene varios quis-



tes de células germinales que pueden estar en varios estados
de maduracién y cada uno funciona como una unidad espermdtica
(16, 12). En Cicldéstomos y Elasmobrdnquios, la espermatogéne-

sis también ocurre sincrdnicamente dentro de pequefios quistes.

Las fibras musculares son escasas, en cambio, las fi-
bras eldsticas son abundantes en todo el testiculo, su distri
bucidn es importante para la expulsidén de los espermatozoides,
ya que careccen de un drgano eyaculador y en la reduccidn del

testiculo después de su distencidn (16).

g) Espermatogénesis.

Durante este proceso, el tamafio del testiculo se incre
menta notablemente debido al aumento en el ndimero de esperma-
togonias en diferenciacidn y al aumento del tejido conjuntivo

que les rodea.

La espermatogénesis en peces o6seos es de tipo quistico,
este proceso de maduracidn se da de la periferia al centro
del testiculo (2, 15), de manera que los quistes del centro
del testiculo complectan su maduracidn mds rdpidamente y for-
man los primeros espermatozoides (16), de manera que las eta-
pas mas tempranas de la espermatogénesis se observan en los
testiculos mas pequelos, en dende los 1dbulos tienen general-
mente espermatogonias primarias que.se ubican en el perimetro
del testiculo, asi, los 1ldbulos que contienen las etapas mds

avanzadas van siendo empujadas hacia el drea central (10).

Se presenta un incremento en la divisidn de las esper-
matogonias primarias, una partc de ellas se dividen para for-
mar las espermatogonias secundarias, las cuales son retenidas
dentro de la pared dcl quiste y solamente en estados de esper
matidas y espermatozoides se rompe la pared del quiste para

liberarlos en la luz de los tubulos (16, 10).



Turner, 1919 y Lehry, 1967, clasifican el ciclo sexual
de mancra semejante, coincidiendo en sus caracteristicas fun-
damentales. Estas 2 clasificaciones se presentan a continua-

..
cion:

Turner divide al ciclo de Perca flavence en los siguien

tes estadios:

. Estado de reposo y periodo de migracién,
. Periodo de proliferacidn y crecimiento,
. Periodo de transformacidn en espermatogonias,

1

2

3

4. Espermatogonias,

5. Sinapsis y divisiones de maduracidén y
6

. Espermdtidas y espermatozoides.

Este trabajo es un estudio de variacidn volumétrica del
testiculo de la perca.’'en la cual el tamafio minimo se encuen-
tra a principiocs del verano y el aumento de tamafio es brusco
y rdpido alcanzando su mdximo a fines de noviembre, cuando el

peso del testiculo es 60 veces mayor que el peso minimo.

El corddn de células germinativas que anualmente sumi-
nistras clementos al testiculo estd situado al centro del dr-
gano, las células germinales migran siguiendo exteriormente
las parecdes de los 1dbulos y ubicdndose en la periferia; a
partir de entonces, ¢l testiculo estd ocupado de células ger-
minales que se transforman en espermatogonias que forman los
quistes. El comienzo del aumento del tamafio del testiculo
coincide con la formacidn de espermatogonias, no hay periodo
de crecimiento antes de la maduracidn. La espermatogeénesis e¢s
en los primeros dias de otofio, al comienzo de la disminuciédn
anual de la temperatura, mientras que el comienzo de la dismi
nucidn estacional del testiculo es a principios de marzo, lo

que coincide con el aumento de temperatura en el agua (16).



Lehry estudié el ciclo estacional de Clarias batrachus

y lo dividid en 5 fases por la apariencia histoldgica del tes

ticulo:

l. Fase de descanso y rehabilitacidn. Comienza a mediados de
octubre extendiéndose hasta diciembre cuando los testiculos
son traslicidos y reducidos en tamafio, los ldbulos son pe-
quefios con tejido conjuntivo denso, vasos sanguineos y cé-
lulas intersticiales. Esta fase se caracteriza por la pro-
liferacidn de espermatogonias, lo que incrementa el tamafio

de los ldbulos.

2. Fase de lenta espermatogénesis. Desde febrero hasta abril,
El tamafio de los ldbulos se incrementa gradualmente con u-
na notable reduccidn de tejido conjuntivo, e¢n el cual las
células intersticiales son raramentc vistas. Los quistes
de espermatogonias se incrementan, espermatocitos prima-
rios y raramente secundarios son observados en la mayoria
de los 1ldébulos.

3. Fase de rapida espermatogénesis. Se da en mayo y junio.
Los testiculos pierden su traslucidez y su volumen se in-
crementa rapidamente. Aumenta el didmetro de los ldbulos,
asi como el nimero de células intersticiales. La esperma-

N togénesis estda en su midximo y los Ldbulos se llenan con
quistes de células en todos los estados de maduracidn,
predominan los espermatocitos y espermdtidas, con reduci-

do numero de espermatozoides.

4. Fase de madurez. Se extiende desde julio a principios de
septiembre. Los testiculos se vuelven opacos, adquieren su
miximo tamafio y los lébulos su maximo didmetro, con un mar
cado numero de células intersticiales. Esta fase se carac-
teriza por la presencia de masas de espermatozoides, asi
como de grupos de células germinales primordiales en las

margenes del testiculo.



5. Fase de expulsidén. Se da desde mediados de septiembre hasta
octubre. Los cspermatozoides son expulsados y los testicu-
los se reducen de tamafio y se transparentan., Esta fase pre
senta una compactacidon de los lébulos y reduccidn de su ta
mafio, el tejido conjuntivo de los septos es denso y aumen-
ta la vascularizacidén y la vacuolizacién de las células in
tersticiales. Durante la involucidn, las células germinales

primordiales son inactivas (12).

Los cambios espermatogénicos pueden ser englobados en
ondas espermatogénicas, que son un periodo de actividad que
llega a la espermiacidn, esto puede ser equivalente a una es-

tacidén reproductiva en peces de climas templados (10).

h) Caracteristicas de las células del testiculo.

Células germinales primordiales.

Se encuentran en una matriz de tejido conjuntivo y va-
rian en forma y tamafio, la mayoria estd en reposo y algunas
formas irregulares indican su estado de migracidn. Las que es
tdn en reposo son esféricas, con citoplasma hialino o reticu-
lar, el ntcleo varia en forma de esférica a oval, con la cro-
matina dispersa en la periferia y con un prominente nucléolo;
mientras que las células germinales en migracidn, se¢ encuen-
tran a lo largo del septum entre los ldbulos, son elongadas e
irregulares, con movimientos amiboideos, durante su migracidn
incrementan levemente su numero y su nticleo es mds hialino y

pequedio (16).

Espermatogonias.

Presentan un nicleo de gran tamafio (8 a 10 m), con una
conspicua membrana nuclear, fina cromatina reticular y con ci
toplasma denso. En subsecuentes estados, la membrana nuclear

y el nucléolo desaparecen y los cromosomas se observan como



pequefios hilos, cuando la divisidn mitédtica termina surgen los
espermatocitos primarios (12). El tamafio de las espermatogo-
nias disminuye en el curso de la fase de multiplicacidén, en la
cual el tamafo medio es de 3.25/1, mientras que el tamafio de
los quistes que contienen las diferentes generaciones aumentan
progresivamente. Las primeras generaciones de espermatogonias
se identifican por el tamafio de su nicleo, mientras que las de
las ultimas generaciones se distinguen por el tamafio de los

quistes (2).

Espermatocitos primarios.

Cumplen cl periodo de crecimiento incrementando gradual
mente su tamafio hasta la fase paquitena y después se reducen.
En la fase leptdtena se diferencian de las espermatogonias por
su nucleo mds grande y los filamentos cromosdmicos individua-
les. En la fase cigdtena la red de cromatina sc¢ hace mds densa
por condensacidn de los cromosomas, que s¢ aparcan por la for-
macidén del complejo sinaptonémico, el cual se forma por comple
to en la fase paquitcna. La fase dipldtena se caracteriza por
la acumulacidn periférica de los cromosomas. La divisidn meid~

tica continda y sc forman los espermatocitos secundarios (4).

Espermatocitos secundarios.

Aparecen con los cromosomas mids contraidos que los es-
permatocitos primarios y son comunmente vistos en un mismo
quiste con los espermatocitos primarios (16, 12, 2). Los es-
permatocitos secundarios son mds pequefios que los primarios y
son de corta duracidn. Se dividen, realizdndose la segunda di-

visién de la meiosis, originando a las espermdtidas (16, 12).

Espermdtidas

Se caracterizan por su tamafio pequefio y su cromatina
densa, en estados posteriores la membrana nuclear desaparece

y la cromatina se observa difusa. En su maduracién cambian de



forma, de acuerdo con este cambio hay distintos tipos de esper

matidas:

a) Espermdtidas redondas (S1). El nicleo es denso, con

forma de una semiesfera, con una ligera depresidén en

el centro.

b) Espermitidas alargadas (S2). La cromatina tiene forma

de bastoncillos ligeramente curvos, estd en uno de

los polos del nicleo.

c) Espermatidas lanceoladas (S3). Presentan un alargamien

to en un extremo del ndcleo, tomando la forma de una

lanza.

d) Espermdtidas insertadas en las células de Sertoli (S84).

En el curso de la fase S2 y S3, las espermdtidas son
orientadas hacia la periferia, colocdndose alrededor
de las células nodrizas. Esta fase sc puede dividir

en 2 periodos:
S4a. Eliminacidn de la gota citopldsmica y

S4b. El citoplasma c¢s completamente eliminado, el nu-
cleo se hace mas denso y se forman los espermato

zoides (16, 2).

Espermatozoides.

Son pequefios, méviles, con una pequeifla cabeza y cola
(12). Los espermatozoides maduros tienen una cabeza de forma a
rrifionada, una pieza media y una corta cola. Las cabezas apun-
tan en una misma direccidén, mientras que las colas son movidas
al mismo tiempo formando masas que parecen paracaidas, enton-
ces, los espermatozoides estdn listos para ser expulsados (16,

12).

Células de Sertoli.

Son descritas en el testiculo de algunas especies de pe



ces por: Matheus, 1950; Frantini, 1953: Botte y Chietti, 1962;
Lagios, 1965 y Pandey, 1969. Estas células se localizan en la
periferia de los quistes, ubicadas en intervalos a lo largo de
la membrana basal, con grupos de espermatogonias entre cllas

(9). Son prominentes, con nicleo alargado en las primeras eta-
pas de la espermatogéncsis y esférico durante la espermiogéne-

sis, con finas granulaciones de cromatina (9).

Las células de Sertoli del teledsteo Orizias latipes,ob

servadas al microscopio electrdnico, presenta caractcristicas
citoldgicas homélogas a las de mamiferos (5), constituyen el e

pitelio quistico.

El epitelio quistico es escamoso simple, en el comienzo
de la espermiogénesis, posteriormente se hace columnar. Son cé
lulas relativamente pobres en organclos, cn el epitelio escamo
so, mientras que las del epitelio columnar son ricas en organe
los, con numerosos grdanulos de glucdgeno, regular reticulo en-

dopldsmico y evidencias de fagocitosis (§).

La citoleogia de las células de Sertoli supone 3 funcio-
nes:
Nutritiva, indicada por la abundancia de grdnulos de

glucdgeno implicados en la nutricidén de las espermdtidas.

Fagocitica, indicada por ¢l contenido de vacuolas para
la degencracidn del cuerpo residual. Vaupel, 1929, afir
ma esta funcidén para las células del epitelio quistico

del guppy.

Hormonal, indicada por la actividad esteroidogénica del
reticulo endopldsmico; esta funcidn ha sido postulada
en las células del epitelio quistico de los tiburones
(Collenot y Ozon, 1969; Wardle-Simpson, 1967) y de un
salmén (Wiebe, 1969), basados en observaciones histo-
quimicas de la actividad de esteroides-deshidrogenasa
(12).



Estas funciones propuestas para las células de Sertoli,
se supone que son similares a las de las células de la granulo

sa de los foliculos ovdricos de mamiferos (8).

Células de Leydig.

Forman grupos de células similares a las descritas por
Leydig afios atrds en los testiculos de mamiferos. Estdn en el
tejido intersticial de los alvéolos y tibulos seminiferos de
muchos peces, especialmente alrededor de los vasos sanguineos,
también se localizan en la tinica albuginea y en el conducto

espermdtico (10, 12).

Estdn bien identificadas en cicldstomos (Chuffi-Botte,
1962; Hoar, 1969), en clasmobranquios (Marshall, 1960; Chuffi
y Etal, 1961; Chiefft, 1962, 1967), en peces pulmonados (Mar-

shall, 1960), asi como en diferentes teledstcos de los géne-

ros Qasterostus, Tilapia, Salialebiste y Cymetogaster (9).

Las células de Leydig son largas, con nicleco esférico u
oval, el ntucleo a menudo parece vacuolado por cl contenido li-
pidico (8).

Craing - Bennet (1931), ccrrelaciona el ciclo estacional
de las células intersticiales con las caracteristicas sexuales
secundarias. La vacuolizacidn de las células de Leydig vista
después del desove, se atribuye a que su contenido se utiliza
para el desarrollo de las células germinales; Rai (1965), ha
notificado la vacuolizacidn y desintegracidn de las células de
Leydig y de las células periféricas del 1ldébulo durante la fase

activa de Tor tor (12).

En Tilapia nigra, los cambios de estas células se refle

jan por el incremento en su niumero, en su tamafio y en su con-
centracién de lipidos, a partir de los estados mds avanzados

de la espermatogénesis hasta la espermiacidn (10).



En las etapas mds avanzadas de la espermatogénesis el
tamafio de las células intersticiales fué 6.43 ¥ 0.28/1 y el ta
mafio promedio del nicleo fué 3.2 ha 0.12/1; con poco citoplasma,
limite celular pobremente definido, pero no hay evidencia que
sean secretoras en este estadio. Las células intersticiales au
mentan su tamafio hasta un promedio de 8.89 I 0.29 m con un did
metro nuclear promedio de 4.4 : 0.15 M, en la fase previa a la
espermiacidn, durante este tiempo hay incremento en el depési-
to de lipidos de la célula. El mdximo desarrollo de las célu-
las intersticiales ocurren durante la espermiacidn, cuando su
tamafio se incrementa a 10 = 14 p y su tamafio nuclear a 4.07 ¥

0.68/u y los depdsitos alcanzan su mdxima densidad (10).

La presencia y funcidn de las células de Leydig en te-
led_steos, pueden tener un origen linfdtico propuesto por

Craig-Bennet, 1931, en Gasterotus aculatus, que en los prime-

ros estadios aparecen cerca de los vasos sanguineos.

Marshall y Lofts, 1956 y 1957, presentan que en algunos

teledsteos Exos lucius, Salvelinus willizhbii y Libea sp., fal

ta un verdadero intersticio de células intersticiales y le dan

el nombre de células periféricas del 1ldbulo (12).

h) Endocrinologia.

Durante la gametogénesis intervienen 2 hormonas prove-
niéntes de la hipdéfisis del pez: una es semejante a la FSH y
es el principio activo cuando la actividad espermitica se ele-
va, en este tiempo el tejido intersticial es inactivo; la otra
hormona es semejante a la LH, Pickfor y Atz, 1957; Dodd, 1960
y Knobil y Sandeler (1963), sefialan que la hipdéfisis del pez
es rica en esta hormona y alcanza su mdximo nivel durante la
espermiacidn, cuando la actividad espermatogénica es baja y el

tejido intersticial se encuentra activo (10, 15).
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Numerosos estudios hechos en teledsteos muestran la res
puesta del pez a las hormonas hipofisiarias purificadas de ma-

miferos y, a la vez, la respuesta a las hormonas del pez en te

trdpodos (10, 15).

Las células de Leydig, al scr estimuladas por la hormo-
na LH, producen testosterona, la cual se encarga de determinar
los caracteres scxuales masculinos. En algunos peces la testos
terona estd relacionada can muchos aspectos del comportamiento
reproductivo como la migracidn, el cortejo, la construccidn de

nidos, la cdpula y el cuidado de las crias (15).

Estos aspectos muestran que la hipdfisis del pez ejerce
su influencia sobre la espermatogénesis, ya sea en forma direc

ta o a través del tejido intersticial (10, 15, 8).



II. OBJETIVOS.

1. Contribuir al conocimiento de la histologia del apara-
to reproductor masculino de una especie de la fauna me

xicana.

2. Hacer un estudio histoldgico de las variaciones del
testiculo de la especie estudiada, durante tres etapas

del ciclo reproductor anual.

3. Aportar elementos de estudio histoldégico del testicu-
lo de la especie estudiada en el ciclo reproductor,

que permita su mejor uso y explotacidn.



ITT. MATERIAL Y METODO.

Se realizaron disccciones de § individuos machos del bo

tete (Spheroides annulatus), para estudiar tres etapas de su

ciclo reproductor anual: 1 individuo de la primera etapa; 2 de
la segunda etapa y 2 de la tercera etapa. Fueron colectados en
la Bahia de San Blas, Nay., en donde se registraron las medi-

das morfométricas, las cuales se muestran en la Tabla 1.

Se tomaron fotografias de los testiculos de cada uno de
los ejemplares; posteriormente se procedid a seguir los pasos
de las técnicas histoldgicas (6), las cuales se describen a

continuacidn:

Los testiculos fueron fijados en Bouin durante 96 hs.,
posteriormente fucron cambiados a formol al 10% durante 48 hs.
se lavaron en agua corriente para quitar el exceso de fijador
y deshidratarlos en alcoholes graduales de 40°, 50°, 70°, 80°,
96° y 100°, con un tiempo promedio de 2 hs. en cada uno; pos-

teriormente se colocaron en xilol y aceite de cedro.

Se incluyeron cn parafina para tinciones de anilinas y
en gelatina para la impregnacidn argéntica de la siguiente ma-
nera:

Inclusidn en parafina. Se hicieron 3 cambios de 60 min.
cada uno, el primero se hizo en una mezcla de xilol-parafina
(1:1) y los dos siguientes en.parafina pura. Los cortes se hi
cieron en un microtomo de paratfina con un grosor de 10 mu. Se
aplicaron 2 tinciones con anilinas: Hematoxilina-Eosina y Tri

crémica de Masson.

Inclusidén en gelatina. Sc usaron 3 concentraciones: 15%,
20% y 30%, se colocaron los bloques en formol al 10% para en-
durecer e insolubilizar la gelatina, se lavaron en agua co-

rriente y se cortd en microtomo de congelacidn con un grosor



- 1() ~

de 10 m., los cortes se colocaron nuevamente en formol al 10%.
Se aplicé la técnica de doble impregnacidén en caliente de Rio-
Hortega virada con cloruro de oro; también se aplicé la impreg
nacidén de plata, que es una modificacidn al método antiguo de

Cajal (1908) y de una doble impregnacidn de Cajal, para cortecs

que habian sido incluidos en parafina (13).

Una vez tefiidos, impregnados y mentados los cortes, se
procedid a la observacidn en un Fotomicroscopio Zeiss III,
concluyendo con la toma de fotografias utilizando pelicula pa-

ra negativos en color Kodak 135, 100 ASA.
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TABLA 1. CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS DE LOS ORGANISMOS COLECTADOS

Organ. | LongitudLongitud | Ancho Peso Beso de]Grado def Mes de

total. fstandar | del pez, total., | génada |madurez.| colecta.
(cm) (ci.) (cm) (gr) (gr)

1 30.75 25.0 7.0 680 1 I Febrero.

2 30.0 25.0 6.0 683 3.4 II Abril.

3 31.2 25.0 5.0 681 3.5 II Mayo.

4 36.0 29.5 11.0 1437 162 v Agosto.

5 35.0 30.0 11.5 1439 160 V' Julio.




IV. RESULTADOS.

La posicidén de los testiculos corresponde a la descrip-
cidn hecha por Turner (1919) y Lehry (1967), para especies 8-
seas, ocupan una posicidn ventrolateral con respecto a la ve ji
ga natatoria; las diferencias en su forma y su tamafio durante
los cambios estacionales observados en las 3 ectapas de los tes
ticulos, también coinciden con las descripciones hechas por

los autores mencionados.

A gran aumento, la tuinica albuginea que reviste al tes-
ticulo presenta una capa gruesa de tejido conjuntivo, con abun
dantes fibras de coldgena, entrec las cuales se distinguen ni-
cleos alargados correspondientes a los fibroblastos, asi como
también pequefios paquetes de fibras musculares circulares y va
sos sanguincos de diferentes didmetros, localizados irregular-
mente a lo largo de la tunica. En la regidn cercana al canal
deferente, la tunica albuginea presenta los mismos elementos

histoldgicos pero en mayor proporcidn (Fig. 3).

El tejido intersticial que rodea a los tidbulos seminife
ros abundantes fibras deo coldgena arregladas irregularmente vy,
en ocasiones, entremezcladas con las células de Leydig y vasos
sanguineos, generalmente de pequefio calibre., También los quis-
tes espermatogénicos estdan rodeados por una delgada capa de te

jido conjuntivo.

Las c¢élulas de Leydig, localizadas en el tejido inters-
ticial, entre los 1débulos seminiferos, se presentan generalmen
te en forma individual; su forma es ovalada, su citoplasma pre
senta finas granulaciones acidéfilas y su nticleo estd ubicado

centralmente o ligeramente excéntrico, con cromatina densa

(Fig. 13).



Los testiculos estudiados en las tres etapas del ciclo
reproductor presentan tres zonas bien definidas: una zona peri
férica, una intermedia y una central, las cuales van siendo di
ferentes histoldgicamente, conforme transcurre la espermatogé-
nesis. A continuacidn se mencionan las caracteristicas histold
gicas de cada una de estas tres zonas, ilustriandose a menor au
mento (78 X), con el objeto de mostrar una imagen panoramica y
poner en evidencia las diferencias que estas tres zonas presen
tan en cuanto a la disposicidn y tipos cclulares presentes, a
la amplitud de los 1dbulos, a la cantidad de tejido inetrsti-
cial y en ocasiones, a su relacidn con la tinica albuginea; y
se ilustran a mayor aumento (500 X), para mostrar las caracte
risticas con mayor detalle de los diferentes tipos celulares

y de sus relaciones entre si y con el tejido intersticial.

Zona periférica: Figs. 1, 6, 14 (78 X) y Figs. 4, 9 (500 X).

Los 1dbulos seminiferos se encuentran muy compactos en
tre si, debido a que existe escaso tejido conjuntivo entre e-—
llos, los vasos sanguineos y las células de Leydig también
son escasos. Las células mds abundantes que se observan en los
1ébulos de esta zona son las espermatogonias, las cuales obli-

teran por completo la luz de los 1débulos.

Zona intecrmedia: Figs. 2, 7 (78 X), Fig. 15 (200 X) y Figs. 5,
10, 11, 19 (500 X).

Los 1débulos se encuentran mds separados entre si, debi-
do a la presencia de mayor cantidad de tejido conjuntivo, en
el cual se pucden observar células de Leydig y fibras de cold-

gena, asi como vasos sanguineos de diferentes didmetros (Fig.

13 - 1250 X).

En el interior de los 1l4bulos se observan quistes con

células en distintas etapas de la espermatogénesis, dentro de



las cuales podemos mencionar en mayor abundancia espermatoci-
tos primarios, observdndose una luz bien definida en el centro

de los ldbulos, en donde se presentan escasos espermatozoides.

Zona central: Fig. 3 (78 X), Figs. 8, 17 (200 X) y Figs. 12,
21 (500 X).

Los ldbulos se encuentran muy scparados entre si, con u
na amplia luz en su interior conteniendo principalmente masas
de espermatozoides. Entre los 1ldbulos de encuentran grandes
prolongaciones de tejido conjuntivo con gran cantidad de fi-
bras de coldgena que se prolongan en forma de lengiietas o tra

béculas, entre este tejido se localizan células de Leydig.

Caracteristicas de las células del testiculo.

Espermatogonias: Fueron observadas frecuentemente en los quis-

tes ubicados en la zona periférica del testiculo; son células
de gran tamafio, de forma redondeada, con citoplasma hialino y
un nticleo central redondeado, en el cual se puede observar un

nucléolo y cromatina dispersa (Figs. 4, 9, 10, 13).

Espermatocitos de primer orden: Se observaron frecuentemente

en los quistes ubicados en la zona intermedia del testiculo;
son células de gran tamafio, con un prominente niucleo bien de-

finido que presenta su cromatina muy evidente.

Se observaron algunas figuras meidticas: nucleos con el
material cromatinico poco visible (Profase I temprana) y ni-
cleos con cromosomas muy densos e irregulares ocupando todo el

nicleo (Profase 1 tardia) (Figs. 22 y 23).

Espermatocitos de segundo orden: No se¢ observaron en ninguna

de las tres ctapas del ciclo reproductor, ya que es una fase

que se realiza en forma muy rdpida.



Espermitidas: Se observaron frecucntemente en los quistes loca

lizados en la zona intermedia y en la zona central, en compafiia
de quistes que contienen espermatocitos primarios y masas de
espermatozoides; muestran un menor tamafio que las células de
las etapas anteriores de la espermatogénesis; su nucleo es cen
tral y redond& con material cromatinico muy denso (Figs. 19,
20, 23, 24).

Espermatozoides: Gecneralmente se observan en la zona central

del testiculo, formando masas en la luz de los lébulos. Son pe
quefios, con bien definidas cabeza y cola, las cabezas se obser
van apuntando hacia una misma direccidn y las colas forman una
especie de ramillete que semejan a un paracaidas; el nicleo es

redondo con densa cromatina (Figs. 16, 17, 20, 21, 24).

Células de Sertoli: Generalmente son de gran tamafio y tienden

a presentar forma redondeada, su citoplasma es hialino, su nu-
cleo es prominente, con finas granulaciones y en la parte cen-
tral se observa un nucléolo. Estas células se localizan a lo
largo de la membrana basal de los 1débulos, cerca de las esper-
matogonias y de los espermatocitos de primer orden (Figs. 11,
18, 22).



Figs. 1, 2y 3.

Edo. de maduracidn 1.

Fig. 1. Zona periférica.
Con lébulos seminiferos
(1), la mayoria compac-
tos con escaso tej. conj.
(Tc).

Tec. Masson. 78 X

Fig. 2. Zona intermedia.

Con ldbulos seminiferos
(1), con mayor cantidad
de tej. conj. (Tc¢), tu-
nica albuginea (Ta),
con fib. coldgenas (C).

Tec. Masson. 78 X

Fig. 3. Zona central.

Con luz amplia en los 16
bulos: (1), mayor canti-
dad de tej. conj. (Tc),
tunica albuginea (Ta).
con vasos sang. (V),
fib. coldgenas (C) y
musculares (m).

Tec. Masson. 78 X




Figs. 4 y 5.

Fdo. de maduracién I.

Fig. 4. Zona periférica.

Tej. conj. (Tc), vasos
sang. (V), espermatogo-
nias (E), espermatoci-
tos los. (ep), esperma
tozoides (ez), cels. de
Leydig (L).

Tec. Masson. 500 X

Fig. 5. Zona intermedia.

Ténica albiginea (Ta),
fib. coldgenas (C), tej.
conj. (Tc), quistes (q);
espermatogonias (E), es-
permatocitos los. (ep),
espermitidas (et), esper
matozoides (ez).

Tec. Masson. 500 X



Figs, 6, 7 vy ~,

o, de meduracidn 1T,

Fig. 6. Zona periférica.

Lébulos compactos (1),
escaso tej. conj. (Tc),
vaso sang. (V).

Tec. Masson. 200 X

I'ig. 7. Zona intermedia.

Lébulos (1) mds separados
por mayor cantidad de tej.
conj. (Tc), vasos sang.'
(V), fib. coldgenas (C).

Tec. Masson. 78 X

Fig. 8. Zona central.

Lébulos (1) con amplia
luz, tej. conj. (Tc) en
mayor cantidad, quistes
(q) en diferentes esta-
dos de maduracidn.

Tec. Masson. 200 X




Figs. 9y 10,

Edo. de maduracién IT.

Fig. 9. Zona periférica.

Lébulos (1) compactos con
quistes {(q) en diferentes
estados de maduracidn,
tej. conj. (Tc), vasos
sang. (V), espermatogo-
nias (E).

Tec. Masson. 500 X

Fig. 10. Zona intermedia.

Lébulos amplios (1), tej.
conj. (Tc), vasos sang.
(v), fib. coldgenas (C),
espermatogonias (E), es-
permatocitos los. (ep).

Tec. Masson, 500 X



Figs. 11y 12.

Edo. de maduracién 11.

Fig. 11. Zona intermedia.

Lébulos amplios (1), tej.
conj. (Tc), vasos sang.
(V), quistes (q) en dife
rentes estados de madura
cidn, fib., coldgenas (cy,
espermatogonias (E), es-
permatocitos los. (ep),
espermatidas (et), cels.
de Sertoli (S).

Tec. Masson. 500 X

Fig. 12. Zona central.

Lébulos con amplia luz
(1), tej. conj. (Te),
vasos sang. (V), fib.
coldgenas (C), quistes
(q) en diferentes esta-
dos de maduracidn, es-
permatogonias (E), es-
permatocitos los. (ep),
espermatidas (et).

Tec. Masson. 500 X




Fig. 13. Edo. de¢ maduracidn II. Zona intermedia.

Fib. coldgenas (C), fib. musculares (m), cels. de
Leydig (L), espermatogonias (E), espermatocitos
los. (ep).

Tec. Masson. 1250 X



Figs. 14 y 15,

Edo. de maduracidn V.

Fig. 14. Zona periférica.

Lébulos amplios (1), va-
sos sang. (V).

Tee. H-E. 200 X

Fig. 15. Zona intermedia.

Lébulos mds amplios (1),
tej. conj. (Tc), vasos
sang. (V).

Tec. H-E. 200 X




Figs. 16y 17,

Fdo. de maduracién V.

Fig. 16. Zona intermedia.

Lébulos con amplia luz
(1), con masas de esper-
matozoides (ez), tej.
conj. (Tc), quistes (q)
en diferentes estados de
maduracidén, vasos sang.
(V), cspermitidas (et).

Tec. H-E. 200 X

L ve A
?&.ygg "i?'ﬁ
3

f

Fig. 17. Zona central.

Masas de espermatozoi-
des (ez), tej. conj.
(Tc).

Tec. H-E. 200 X




Figs. 18 y 19,

Edo. de maduracidn V.

Fig. 18. Zona periférica.

Lébulos compactos (1),
escaso tej. conj. (Tc),
cels. de Sertoli (S),
espermatocitos los. (ep),
cspermiatidas (et).

Tec. H-E. 500 X

Fig. 19. Zona intermedia.

Vasos sang. (V), tej.
conj. (Tc), espermato-
citos los. (ep), esper
mitidas (et), esperma—
tozoides (ez).

Tec. H-E. 500 X



Figs. 20 y 21.

Edo. de maduracidn V.

Fig. 20. Zona intermedia.

Lébulos amplios (1), tej.
conj. (Tc), espermatoci-

tos los. (ep), espermiti

das (et), espermatozoides
(cz).

Tec. H-E. 500 X

Fig. 21. Zona central.

Masas de espermatozoi-
des (ez).

Tec. H-E. 500 X




Figs. 22, 23y 24.

Ido. de maduracion V.

Fig. 22.
Cels. de Sertoli (8),
fib. coldgenas (C), es-
permatogonias (E), es-
permatocitos los. en
profase T temprana (epl),
y profase T tardia (ep2).

Tec. H-E. 1250 X

Fig. 23.
Vasos sang. (V), esper-
matocitos los. en profa
se I temprana (epl), y
profase I tardia (ep2),
espermatidas (et).

Tec. H-E, 1250 X

Fig. 24.
Espermatocitos los. (ep),
espermatidas (et), esper-
matozoides (ez).

Tec. H-E. 1250 X




V. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

La descripcidn anatdémica del aparato reproductor del bo
tete, coincide con los trabajos hechos por Turner en Perca fla-

vence (1919) y Lehry en Clarias batrachus (1967).

En base a los resultados obtenidos en el presente traba
jo se puede afirmar que, durante los meses de julio y agosto,
los testiculos de la especie trabajada, presentan una amplia
‘actividad espermatogénica, puesta de manifiesto en las obser-
vaciones microscdpicas, con la enorme cantidad de espermato-
zoides que se encuentran en el testiculo; en consecuencia, se
observa un gran aumento de peso y volumen en el testiculo du-
rante estos meses. Es muy evidente la diferencia del testiculo
colectado en agosto (162 gr.), en relacidn al testiculo colec-

tado en febrero (1 gr.).

En el caso de la hembra de esta misma especie, descrito
en el estudio hecho por Gomar, 0. (1984) "Ovario de pez botete
(S. annulatus) aspectos histoldégicos", menciona que la época
de desove de esta especie, corresponde probablemente al verano,
lo cual coincide con la etapa de madurez observada en el macho
cuando la actividad espermatogénica es muy grande. Estos resul
tados permiten afirmar que c¢s durante ¢l verano cuando ambos
organismos, hembra y macho, se encuentran sexualmente maduros
y, por lo tanto, es en esta época cuando se da la reproduccidn

de esta especic.

Cabe mencionar que el proceso de espermatogéneéis en la
especie S. annulatus es de tipo quistico y de forma asincréni-
ca, lo cual coincide con los estudios hechos en otras especies
‘de peces éseos. Este proceso se realiza de la periferia al'ceg
tro del testiculo, dentro del cual se observan tres zonas bien
definidas: periférica, intermedia y central; en ellas, los 1é-
bulos seminiferos van variando de tamafio, formas y contenidos

de tipos celulares; esto fué observado en los testiculos de
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las tres épocas del aflo, pero fué mucho mds notorio en los tes

ticulos colectados en agosto, en los cuales corresponde a V el

grado de madurez.

- Es importante mencionar que las tres zonas que se obser
varon en los testiculos, pucden corresponder a las ondas esper

matogénicas descritas por Hyder (1970) en Tilapia nigra y que,

en el caso de S. annulatus, la zona periférica corresponde a
la onda espermatogénica primaria, ya que se encuentra caracte-
rizada por mostrar los 1dbulos seminiferos completamente lle-
nos de espermatogonias y con escaso tejido conjuntivo; mien-
tras que las zonas intermedia y central, corresponden a la se
gunda onda espermatogénica, ya que presentan una amplia luz

en los 1ldobulos, con abundantes masas de espermatozoides y ma-
yor cantidad de tejido conjuntivo, permitiendo asi la separa-

cidn de los ldébulos.

Cabe mencionar que el proceso de espermatogénesis ob-

servado en S. annulatus, en las tres épocas del afio coinciden

con algunas fases observadas en el estudio del ciclo estacio-

nal de Clarias batrachus, hecho por Lehry (1967), donde la fa

se de lenta espermatogénesis se¢ extiende desde febrero hasta
abril; en el caso de S. annulatus, ¢l testiculo obtenido en
febrero corresponde a dicha fasec, pues presenta caracteristi-
cas histoldgicas semejantes. La fasc de rdpida espermatogéne~
sis en C. batrachus, observada durante mayo y junio; en S. a-
nnulatus corresponde a los ejemplares obtenidos en abril y ma-
yo, en ellos se presentan caracteristicas histoldgicas semejan
tes como son: incremento en el tamario de los 1dbulos, en los
cuales se observan quistes con células en todos los estados de
maduracidn, pero se encuentran en mayor numero espermatocitos
y espermiatidas. Mientras que la fase de madurez mostrada en C.
batrachus desde julio hasta principios de septiembre, corres-
ponde a los testiculos de S. annulatus obtenidos en julio y a-

gosto, caracterizados por presentar un amplio didmetro en los



1dbulos, asi como la presencia de masas de espermatozoides, a-
demds es en esta época cuando los testficulos adquieren su mdxi

mo tamafio, especialmente en el mes de agosto.

En el testiculo obtenido en febrero, se observan abun-~
dantes espermatogonias, en particular en la zona periférica;
se podria decir que esto se debe a que el testiculo se encuen-
tra en la fase de lenta espermatogénesis. En cambio, la diver-
sidad de los espermatocitos primarios, los cuales fueron mejor
observados en los testiculos obtenidos en los meses de abril y
mayo, muestran gque s$e encontraban en una ctapa mas avnazada de
la espermatogénesis, que seria la de rdpida espermatogénesis.
Mientras que las masas de espermatozoides observadas en los
testiculos obtenidos en julio y agosto, se debe a que se estd

realizando la fase de madurez.

Podriamos concluir en base a los resultados obtenidos
en el estudio de C. batrachus y en las observaciones histold-
gicas de S. annulatus, que ambas especies presentan un ciclo
espermatogénico scmejante, con la etapa de reproduccidén duran

te el verano.

Es importante mencionar que no se observd la ctapa de
espermatocitos secundarios, consideramos que esto pudo deber-
se a que pueden haberse confundido con los espermatocitos pri
marios, los cualecs presentan diversos tamaflos y caracteristi-
cas celulares. Otro aspecto que impididé su identificacidn es
que esta fase se¢ realiza muy rdpidamente y no es comin encon-
trarlos. Otro elemento que dificultd su observacidén estd en re
lacidn con la escasa descripcidn que los diversos autores ha-

cen de este tipo celular.

La forma caracteristica de los espermatozoides, es una
cabeza y una cola bien definidas, en el caso de S. annulatus,

la cabeza es ligeramente alargada y, en relacidn a su posicidn,
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estdn hacia una misma direccidn y las colas hacia el extremo
contrario; al encontrarse en masas en esta posicidn, da el as-

pecto de un paracaidas abierto.

La tunica albuginea demostrd ser semejante en su estruc
tura histoldgica a la descrita para la especie P. flavence, en
la cual se menciona que estd compuesta de tejido conjuntivo
con fibras eldsticas y de coldgena; en el caso de S. annulatus
se observdé una capa regular de tejido conjuntivo con fibras co
ldgenas, sin embargo, las fibras eldsticas son escasas. Tam-
bién se observaron paquetes de fibras musculares, que al igual
que los vasos ganguineos, se distribuyen irregularmente a lo

largo de la tinica albuginea.

El numero de muestras utilizadas en el presente trabajo
no es representativo estadisticamente, pero permitid observar
cambios en el testiculo durante el ciclo reproductor de esta
especie, analizdndose ¢l testiculo en una etapa de minima ac-
tividad (Febrero), en una de maxima actividad (Agosto) y en u-
na etapa intermedia (Abril). Estas 3 etapas mucstran los cam-
bios que s¢ presentan en el testiculo durante su actividad es-
permatogénica. FEn este sentido consideramos necesario comple-
tar estas observaciones con el andlisis de la reduccidén del
testiculo en el otofio para definir las caracteristicas histold
gicas de esta ctapa y completar el estudio del ciclo anual.
Consideramos también necesario apoyar estas observaciones con
un mayor niumero de ejemplares, especialmente de la primera e-

tapa.

La técnica tricrémica de Masson proporciond un vistoso
contraste entre las fibras de coldgena que se tifien de azul,
los eritrocitos en rojo, las granulaciones de las células de
Leydig en amarillo claro, las células germinales en tabaco cla
ro y los espermatozoides en negro, logrdndose un claro contras

te entre el nicleo y el citoplasma,



Con la técnica de Hematoxilina-Eosina, se mostrd de ma-
nera mds amplia las caracteristicas generales del proceso de

espermatogénesis.

Fué clara la utilidad de la aplicacidén de una técnica
argéntica: la doble impregnacidén en caliente de Rio-Hortega vi
rada en cloruro de oro; dicha técnica permitid observar fibras
intersticiales, de los diferentes tipos gque se encuentran en
el tejido conjuntivo, como son las coldgenas, reticulares y e-
ldsticas, sin embargo, esta técnica no mostrd detalladamente

los diferentes tipos celulares.

Con la técnica argéntica aplicada en cortes incluidos
en parafina se observaron las fibras coldgenas en el tejido in
tersticial de color tabaco oscuro, asi como los detalles de
las cédlulas germinales, en particular de los espermatocitos
primarios. cuyos nucleos se impregnaron intensamente tomando
una coloracién tabaco oscuro, pudo observarse ademds, una di-
versidad de estas c¢élulas, asi como de las espermdtidas y de

los espermatozoides.
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