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Abstract: Histological characteristics and gametogenesis have received little attention in endemic Mexican fish,
thus they are little understood. In this study, the histology of the testis-of charal Chirostoma jordani, and ultras-
tructure of gamete cells through fotonic and electron microscopy are described. Sixty male fish were collected
in Corrales, Hidalgo state, México, 70 km NW Meéxico city. Charal testis are paired, and added to the dorsola-
teral wall of abdomen. They are covered by a mesorquium, which has small black pigmentation spots. Testes are
tubular, and spermatogonia are restricted to the distal part of tubules, basically in the cortical region. Cell sizes
were measured: spermatogonia (8 + 0.7 um), primary spermatocytes (6.2 + 0.3 pm), secondary spermatocytes
(4.4 £ 0.1 *m), spermatids (2.5 = 0.2 pm) and spermatozoa (15.4 + 0.3 pm). Sertoli cells surround gamete cells;
together they form cysts which have approximately the same degree of development. All the testes have game-
te cells simultaneously, and Leydig cells are easy to see in the central part of the testis.
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En México, el género Chirostoma (Alva-
rez y Navarro 1957, Espinosa et al. 1993) se
encuentra distribuido en los estados de Aguas-
calientes, Coahuila, Chihuahua, Durango,
Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, México, Mi-
choacédn, Morelos, Nuevo Leén, Puebla, San
Luis Potosi, Sinaloa, Tamaulipas y Veracruz,
en algunos estados de manera natural y en
otros debido a la introduccién del género (Es-
pinosa et al. 1993). El género incluye 19 espe-
cies, algunas de ellas de importancia econémi-
ca como el pez blanco (Chirostoma estor), y
los diversos tipos de charal como Chirostoma
jordani (Alvarez 1970). Se han realizado algu-
nos informes previos sobre sistematica, biolo-
gia, distribucién y ecologia (Alvarez y Nava-
rro 1957, Barbour 1966, Alvarez 1970).

La gametogénesis se realiza en la parte
distal del 16bulo y las etapas finales del desa-
rrollo de la espermiogénesis se llevan a cabo
hacia la regién central del érgano (Grier 1981,
Selman y Wallace 1986, Grier 1993).

Los objetivos del presente trabajo son
describir la morfologia y la ultraestructura del
testiculo del charal C. jordani.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron ejemplares de charales
machos de la especie Chirostoma jordani en la
represa de Corrales, Estado de Hidalgo, apro-
ximadamente a 70 km al noroeste del Distrito
Federal (19°58°48” N, 99°27°00” W).



944 REVISTA DE BIOLOGIA TROPICAL

Microscopia de luz: Cincuenta peces fue-
ron sacrificados, disecados y fijados en formol
neutro o Bouin. Posteriormente, los testiculos
fueron removidos, lavados con agua y deshi-
dratados por medio de una gradiente de alco-
holes, para su posterior inclusién en parafina.
Se realizaron cortes de 74 mm de grosor-en un
microtomo rotatorio, y fueron tefiidos con he-
matoxilina y eosina, para ser montados con re-
sina sintética (Luna 1968). 50 células de cada
uno de los tipos del linaje gamético fueron me-
didas con objeto de registrar su tamaiio.

Microsopia electronica: Fragmentos de
goénadas de diez ejemplares fueron fijadas en
glutaraldehido al 2% en solucién amortigua-
dora de fosfatos por 2 horas a pH 7.2 Los tes-
ticulos fueron postfijados con tetraéxido de
osmio al 1%, deshidratados en una gradiente
de alcoholes, embebidos en resina epon, obte-
niéndose cortes semifinos (1 pm) que fueron
tefiidos con azul de tolouidina al 1 % y los cor-
tes finos (0.4 - 0.7 pm ) que fueron contrasta-
dos con acetato de uranilo y citrato de plomo
(Sjostrand 1971). Los cortes semifinos fueron
observados en el microscopio Reichter y los fi-
nos en un microscopio electrénico de transmi-
sién JEOL.

RESULTADOS

Morfologia del testiculo: Los ejemplares
entre 4 y 7 cm de longitud patrén fueron con-
siderados sexualmente maduros. Después del
procesamiento histolégico del testiculo, el cri-
terio se ratific por la presencia de espermato-
zoides en los cortes.

Los testiculos maduros de charal Ch. jor-
dani son érganos pares de color blanco y for-
ma triangular. El testiculo izquierdo puede
presentar mayor tamaiio respecto a su homélo-
go (Fig. 1A), pero para ambos, el grado de ma-
durez encontrado fue similar. En cada una de
las génadas se presentd un mesorquio, con al-
gunos melané6foros. A bajo aumento, los cortes
histolégicos del testiculo revelan la presencia
de tres a cinco 16bulos, (Fig. 2A).

Fig.-1.- A) Esquema de testiculos (T) de charal en los que
muestra conducto deferente (cd) y la fusién del mismo. B)
Esquema que ilustra la posicion que guardan los testiculos
(T) en el pez.

Fig. 1.- A) Testis (T) of the charal with deferent ducts (cd)
and their fusion. B) Anatomical position of the testis (T) in
the fish.
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Cada uno de los testiculos presenta un
conducto deferente el cual se fusiona con su
homoélogo y posteriormente desemboca en el
poro genital (Fig. 1A'y 1B).

Espermatogénesis: El proceso de la es-
permatogénesis inicia en la periferia del érga-
no, donde se encuentran grupos pequefios de
espermatogonias; aunque no es un tipo celular
abundante (Fig. 2B). Estas células son de as-
pecto mds o menos esférico, con bordes irre-
gulares y de aproximadamente 8 + 0.7 pm de
didmetro, con citoplasma ligeramente baséfilo
y nicleo central, con un nucleélo evidente. El
nicleo mide 6 + 0.1 um (Fig. 2B). Este y otros
de los grupos celulares resultantes de la esper-
matogénesis se encuentran delimitados por cé-
lulas de Sertoli. (Fig. 3By 4A)

El proceso continua con los espermatoci-
tos primarios, que al igual que las espermato-
gonias se localizan hacia la periferia del 6rga-
no. Bajo el microscopio 6ptico, estas células se
observan esféricas, miden 6.2 + 0.3 pm y po-
seen un citoplasma ligeramente acidéfilo. Su
nicleo es altamente baséfilo y no existe nu-
cledlo evidente. Este tipo celular se presenta
asociado en grupos, su presencia en el érgano
es frecuente. (Fig. 2C).

Después de concluir su meiosis I, el esper-
matocito primario da origen a espermatocitos
secundarios, los cuales miden 4.4 0.1 um, que
bajo el microscopio 6ptico se identifican como
células morfolégicamente similares a los esper-
matocitos primarios (Fig. 2D). A nivel de mi-
croscopia electrénica este tipo celular aparece
ovoide, lo mismo que su niicleo, el cual ocupa
la mayor parte del volumen de la célula. Se
identifica la cromatina en grandes grumos, que
constituyen la mayor parte del niicleo. En algu-
nos espermatocitos secundarios empieza a no-
tarse la polarizacién de organelos (Fig. 3A).

El siguiente tipo celular, son las esperma-
tides, las cuales se encuentran en una posicién
mds central en el érgano y es frecuente obser-
varlas en la cercania del conducto deferente y
sus ramificaciones. Estas células se ven al mi-
croscopio 6ptico, como células pequefias de

Fig. 2. Testiculo del charal Chirostoma jordani. A) Cor-
te transversal del testiculo del charal tefiido con Hema-
toxilina y Eosina en la que se aprecian una zona donde
la gametogénesis es intensa (c) y otra donde se presen-
tan principalmente conductos que contienen espermato-
zoides y células de Leydig (m), barra 200 im. B) Corte
tefiido con hematoxilina y eosina en la region periférica
del testiculo donde se observan espermatpgonias (sg)
barra 10 pm. C) Corte teiiido con hematoxilina y eosina
donde se aprecian espermatocitos primarios| (SP1), barra
10 pm. D) Espermatocito secundario (sp), donde se ob-
serva el inicio de la polarizacién del nicleqg celular (n),
barra 1 pm .

Figure 2. Testis from Chirostoma jordani. |

A) Transversal section stained with hematoxilin and Eo-
sin. In one zone the strong gametogenesis is observed (c);
another contains spermatozoon and Leydig cells (m). Bar
200 pm. B) Transversal section with spermatqgonia (sg).
Bar 10 um. C) Transversal section with Primary sperma-
tocytes (SP1). Bar 10 pmD) Primary sperma}ocyte (SP).
Note that the nucleus has an excentrical position. Bar
Ipm. 7
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Fig. 3. Tipos celulares de la espermatogénesis del charal.
A) Espermatocitos secundarios (SP), barra 1 pm. B) Con-
junto de espermatides que estdn sufriendo la espermiogé-
nesis, presentandose varias etapas de esta. (n), niicleo; (f),
Flagelos; (m), conjunto de mitocondrias; (cs) células de
Sertoli, barra 1 um. C) Detalle de la espermiogénesis, la
célula central presenta una condensacion del material ge-
nético (n) dispareja con relacion al resto del nicleo y for-
ma una fosa (f) que rodea al flagelo, junto con la mitocon-
dria (m), varios flagelos (fo) se observan entre las esper-
madtides. La flecha indica puntos més oscuros del material
genético atribuidos a una fase de mayor condensacion,
barra 0.5 pm D) Conjunto de espermatozoides con su nu-
cleo completamente condensado (n), mitocondrias (m) y
una gran cantidad de flagelos (f) que pertenecen a otros es-
permatozoides, barra 1 pm.

Figure 3. Different cellular types from spermatogenesis.
A) Secondary spermatocyte (SP). Bar 1 pm. B) Group of
spermatids in diverse phases of spermiogenesis. (n), nu-
cleus; (f), flagelum; (m), mitochondria. Bar 1 um. C) De-
tail of spermiogenesis. The central cell has a condensation
of genetic material (n) different than the rest of the nuclear
material. The nucleus has a fosum (f) which is surrounding
the flagelum, close to mitochondria (m), some flagella (fo)
are seen between espermatids. The arrow shows darker
spots in the genetic material indicating more condensa-
tion. Bar 0.5 pm. D) A group of spermatozoa with their
nucleus complety condensed (n), mitochondria (m), many
flagella from other spermatozoons are observed. Bar 1
pm.

2.5 +0.2 pm, esféricas y con su nicleo ligera-
mente excéntrico, mientras que el microscopio
electrénico revela, con mayor precisién el pro-
ceso de espermiogénesis, con las correspon-
diente variaciones en la morfologia celular. El
evento parece comenzar con la aparicién de
pequefios granulos negros en la cromatina,
mientras se inicia la formacién de una fosa nu-
clear. Conforme la espermiogénesis avanza,
los cromosomas gradualmente se tornan mads
electrodensos, mientras que las mitocondrias van
migrando a un polo de la célula cerca del centrié-
lo, sitio en el cual se forma el flagelo, el que co-
mienza a desarrollarse. Conforme la espermiogé-
nesis sigue avanzando, el resto de los organelos
comienza a desaparecer (Figs. 3B, 3C ).

No se observaron cuerpos residuales en el
exterior de la células o fagocitados por células
de Sertoli.

El espermatozoide mide 15.4 + 0.3 pm, pe-
ro en gran medida esta longitud esta dada por el
flagelo, ya que la cabeza mide solo alrededor de
2 + 0.1 micrémetros. Con el microscopio dptico,
la parte més evidente es la cabeza, pues incluso
los flagelos pueden quedar enmascarados por la
intensa basofilia de este u otro de los tipos celu-
lares del linaje. Al igual que todos los esperma-
tozoides descritos para teledsteos, estas células
carecen de acrosoma. La cromatina se observa
altamente condensada. En la regién media el
centriélo y cuatro o cinco mitocondrias estin
ubicadas. El flagelo muestra el tipico arreglo
con nueve pares de microtiibulos periféricos y
un par central. (Fig. 3C, 3D )

Las células de Sertoli siempre se encuen-
tran rodeando a células del linaje gamético,
formando quistes espermaéticos, son mas evi-
dentes en la region de la corteza del 6rgano y
en los cuales se incluyen espermatogonias, es-
permatocitos primarios o espermatocitos se-
cundarios, pero no localizaron dentro de estas
estructuras espermdtides o espermatozoides.
Las células de Sertoli exhiben una forma apla-
nada (Fig. 3B y 4A).

Las células de Leydig tienen una forma
poliédrica y se encuentran fundamentalmente
en la parte central del érgano. Estas células
presentan abundantes vacuolas citopldsmicas,
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Fig. 4. Células que no pertenecen a la linea gamética. A)
un nido de espermatogonias (sg) y célula de Sertoli (fle-
cha) que rodea a células de la linea gamética, y un grupo
de espemadtides (sm). Corte semifino tefiido con azul de to-
louidina, barra 10 um. B) Células de Leydig(ic). Corte te-
fiido con hematoxilina y eosina, barra 10 um. C) Corte se-
mifino tefiido con azul de tolouidina. Se aprecian un con-
junto de células de Leydig (ic) con una gran cantidad de
vacuolas en su citoplasma (flecha) y un vaso sanguineo
(bc) que pasa entre ellas, barra 10 pm.

Figure 4. Cells which do not belong to the gametic line.
A) Semithin section stained with Tolouidin blue. Sertoli
cell (arrow) surronding the spermatogonia (sg), and a
group of spermatids (sm). Bar 10 um.

B) Leydig cells in the intersticial tissue. Stained with he-
matoxlin and eosin. Bar 10 pm.

C) Semifine section stained with tolouidine blue. It shows
a group of Leydig cells (ic) with many vacuoles included
in their cytoplasm (arrow) and a blood capillary (bc) bet-
ween. Bar 10 um.

las cuales podrian ser precursoras de las hormo-
nas esteroides. Bajo el microscopio Optico
muestran un citoplasma acidoéfilo, nicleo de po-
sicién central con su cromatina difusa. En cor-
tes semifinos su citoplasma presenta una gran
cantidad de vacuolas y pueden encontrarse pro-
ximas a los vasos sanguineos (Fig. 4B y 4C).

DISCUSION

El proceso de espermatogénesis en el cha-
ral Ch. jordani presenta un patrén de desarro-
1lo similar al descrito para Fundulus y otras es-
pecies de atheriniformes (Grier 1975 y 1981,
Selman y Wallace 1986). Las espermatogonias
fueron encontradas hacia la parte terminal de
los 16bulos. Para la mayoria de las otras espe-
cies se han descrito dos tipos de espermatogo-
nias, una de ellas encargada de realizar mitosis
con objeto de renovar esta subpoblacién celu-
lar, mientras que el otro tipo de espermatogo-
nia se dice es una célula que inicia el proceso
de maduracioén para transformarse en esperma-
tocito primario. En el presente trabajo solo se
pudo evidenciar la presencia de una de ellas, la
correspondiente al primer tipo de espermato-
gonia descrita con anterioridad, y ello podria
ser explicado por el momento en el que se rea-
liz6 la recoleccién, que limitaria la presencia
del otro de los tipos de espermatogonia a un
momento diferente del ciclo reproductivo.

Las caracteristicas descritas para esper-
matocitos primarios y secundarios en otras es-
pecies, no presentan grandes variaciones con
respecto a los resultados encontrados en el pre-
sente estudio.

Durante la espermiogénesis existe un
cambio de histonas que se encuentran asocia-
das al 4cido desoxiribonucléico por protami-
nas (DeFelice y Rash 1969), a objeto de ob-
tener una mayor condensacién del material
nuclear, los puntos electrodensos que se re-
conocen en las espermétides del charal pu-
dieran representar el inicio de esta sustitu-
cién de proteinas. Por lo que se sugiere que
en posteriores investigaciones se utilicen an-
ticuerpos antiprotaminas a fin de corroborar
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si los mencionados puntos electrodensos co-
rresponden a este tipo molecular.

La migracién de mitocondrias a la regién
de la pieza media del espermatozoide se ha
descrit6 para especies de peces como Notopte-
rus notopterus y Labeo rahita como un cuerpo
denso denominado condrioesferas y es caracte-
ristico de la espermiogénesis (Updadhyay y
Guraya 1970). Resultaria interesante saber si
otras especies del género Chirostoma cuentan
con la misma cantidad de mitocondrias en la
pieza media del espermatozoide, pues en caso
de no resultar asf{, podria constituirse como una
herramienta valiosa a nivel taxonémico dado
el grado de hibridacion entre especies del gé-
nero, lo cual, no requeria siquiera el sacrificio
de los organismos donadores, sino solo una pe-
quefia toma de gametos recolectados directa-
mente de machos sexualmente maduros, pues
es sabido que para otras especies, cuando exis-
te proximidad taxonémica, por las caracteristi-
cas morfolégicas de algunos tipos celulares,
entre ellos espermatozoides, existe la posibili-
dad de diferencias en el nimero de mitocon-
drias en la parte media del espermatozoide (Bi-
llard 1986).

El espermatozoide presenta una morfolo-
gia muy similar a la sefialada en la carpa y en
general en ciprinidos, los cuales tienen una for-
ma globular en la cabeza y hacia una de las
partes laterales las mitocondrias y el origen del
flagelo (Billard 1986).

Trabajos realizados con Oryzias latippes
(Gresik et al. 1973) registraron el hecho de
que, las células de Sertoli cambian su morfolo-
gia de acuerdo a las células con las cuales se
encuentran asociadas, es decir, que cuando la
células de Sertoli se encontraba asociada a cé-
lulas como espermatogonias su morfologfa co-
rresponde a célula plana, mientras que cuando
esta asociada a espermatides su morfologia es
columnar. En el caso de las células de Sertoli
en el testiculo del charal, no encontramos va-
riacién en la morfologia, mostrandose siempre
como células planas, independientemente de
las células asociadas.

Las células de Leydig tienen una disposi-
cién caracteristica dentro de la génada (Grier

1993), haciendo mas sencilla su identificacion
con respecto al resto de las células presentes en
el testiculo. La presencia de vacuolas en el ci-
toplasma de las células de Leydig sugiere fuer-
temente la sintesis de esteroides.

RESUMEN

Las caracteristicas histolégicas de la génada y la ga-
metogénesis en peces endémicos mexicanos han sido poco
estudiadas y por lo tanto poco comprendidas. En el presen-
te trabajo se describe la histologia del testiculo del charal
Chirostoma jordani, y 1a ultraestructura de las células del li-
naje gamético por medio de microscopia fot6nica y electré-
nica. Se recolectaron 60 peces en Corrales, estado de Hidal-
g0, México, 70 km al Noroeste de la ciudad de México. Los
testiculos del charal Ch. jordani son 6rganos pares, pegados
ala pared en la region laterodorsal del abdomen. Se encuen-
tran recubiertos por un mesorquio, el cual presenta algunos
puntos de pigmentacién. El testiculo es de tipos tubular, en-
contrandose las espermatogonias restringidas a los extremos
distales del tibulo fundamentalmente en la regién cortical.
Se registraron los tamafios de espermatogonias (8.0 +
0.7pm), espermatocitos primarios ( 6.2 + 0.3 pm), esperma-
tocitos secundarios ( 4.4 = 0.1 pm), espermétides (2.5 + 0.2
pm) y espermatozoides (15.4 + 0.3 um). Las células de Ser-
toli también se encuentran presentes rodeando a las células
gametogénicas formando nidos en los cuales, las células del
linaje gamético que se encuentran en su interior, tienen
aproximadamente el mismo grado de desarrollo. El testicu-
lo presenta todas las células del linaje gamético al mismo
tiempo, y bien desarrolladas células de Leydig, estas tltimas
fundamentalmente en la parte central del 6rgano.
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