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Abstract: Structure and ultrastructure of the ovary of Cichlasoma urophthalmus (Osteichthyes: Cichlidae).
The study of the normal development, differentiation, structure and function of various components of develop-
ing follicles in the ovaries of numerous fish species have been a consistent focus of comparative reproduction.
The structural and ultrastructural features of gonads from Cichlasoma urophthalmus have received scarce atten-
tion. In this work, we realized a descriptive study of female gonads of Cichlasoma urophthalmus. A total of 40
samples were collected in the Veracruz Alvarado Lagoon, Mexico in 2007-2008 period including the windy, dry
and rainy seasons. Female gonads were extracted and a portion was fixed in 4% formaldehyde for treatment
for routine histology hematoxylin and eosin (HE) and another part was processed for transmission electron
microscopy (TEM). The gonads were fixed in 3% glutaraldehyde and 2% osmium tetroxide, followed by dehy-
drated in ethanol 50%, 70%, 80%, 95% and 100% for inclusion in Epon, thin sections were then prepared and
were contrasted with lead citrate and uranyl acetate. The process of oocyte development can be divided into
five distinct stages (formation of oocytes from oogonia, primary growth, lipid stage, vitellogenesis and matura-
tion). In this work, we found that the primary growth stage is characterized by intense RNA synthesis and the
differentiation of the vitelline envelope. Secondary growth starts with the accumulation of lipid droplets in the
oocyte cytoplasm (lipid stage), which is then followed by massive uptake and processing of proteins into yolk
platelets (vitellogenic stage). During the maturation stage, the lipid inclusions coalesce into a single oil droplet,
and hydrolysis of the yolk platelets leads to the formation of a homogeneous mass of fluid yolk in mature eggs.
In conclusion, further studies should elucidate structure and ultrastructural changes in the ovarian follicular
components, in C. urophthalmus during different stages of oocyte growth. Rev. Biol. Trop. 59 (2): 743-750.
Epub 2011 June 01.
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El pez Cichlasoma urophthalmus (Gilinter
1862) es una especie comestible de consumo
local comunmente conocida como “Mojarra
prieta” o “Mojarra del Sureste”, que se puede
capturar durante todo el afio, con reproduccién
entre los meses de Marzo a Octubre. Esta
especie es endémica de la Reptiblica Mexicana,
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se localiza en el Rio Usumacinta, Peninsula de
Yucatédn, Isla Mujeres y en la Laguna de Alvara-
do en el Estado de Veracruz. En cuanto a la bio-
logia reproductiva de C. urophthalmus presenta
un dimorfismo sexual visible entre machos y
hembras: los machos son mds delgados y lar-
g0s, y presentan unas aletas mds desarrolladas
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y menos redondeadas que una hembra adulta
(Bedia & Franco 2008). Sin embargo, no se
desconoce el detalle de la biologia reproductiva
de C. urophthalmus, por lo que resulta de gran
interés el estudio de la diferenciacion, la estruc-
tura y la funcién del desarrollo folicular de los
ovarios. Esto permitird no sélo conocer el esta-
do reproductivo de las hembras, sino que hard
posible disefiar y mejorar propuestas de gestion
para las especies de importancia econémica en
la zona (Guraya 1986, Cruz-Landim & Cruz-
Hofling 2001, Mufioz et al. 2002, Vitale et al.
2005). Por lo tanto, el presente trabajo tiene
la finalidad de comparar la morfologia y la
ultraestructura de las células germinales de C.
urophthalmus, basado en estudios histologicos
y de microscopia electrénica de transmision.

MATERIAL Y METODOS

Se recolectaron 40 ejemplares de C. uro-
phthalmus en la Laguna de Alvarado (Vera-
cruz), localizada a los 18°59’ N y los 19°00° N
-95°57” Wy 96°00° W, en el periodo 2007-2008
que incluyé las temporadas de Nortes, Secas
y Lluvias. Los ejemplares fueron recolectados
por medio de una red de 40m de largo y 2.5m
de alto y malla de 2.5cm de acuerdo con Arceo-
Carranza et al. 2004. Los organismos fueron
anestesiados con Tricaina metano sulfonato
(MS222), posteriormente, los ovarios fueron
removidos y fijados en formol al 4%. Las
muestras fueron preparadas para microscopia
Optica, las cuales fueron lavadas y deshidrata-
das en alcoholes graduales para su inclusién en
parafina con indice de inclusién de 56°C-58°C.
Luego, se hicieron cortes en secciones longitu-
dinales, en un micrétomo de rotacion (Ameri-
can Optical Mod 820) a 7um de espesor, las
preparaciones fueron tefiidas por la técnica his-
tolégica de rutina y montadas en resina sintética
(Luna 1958). Las preparaciones histologicas
obtenidas fueron analizadas en un microscopio
optico Nikon Eclipse mod. E-400 y las fotos
fueron tomadas en una cdmara Sony-Ex wave
HAD. Para microscopia electrénica los ovarios
fueron fijados en glutaraldehido al 3% amorti-
guado con buffer de fosfatos a pH 7.4 frio por
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24hr a 4°C, se lavaron con la misma solucién
amortiguadora y se pos-fijaron con tetroxido
de osmio (OsO,) al 2%, y fueron lavados al
final con la misma solucién amortiguadora de
fosfatos. Se realiz6 el proceso de deshidra-
tacion con etanol al 50%, 70%, 80%, 95% y
finalmente dos cambios de etanol al 100%. La
infiltracién fue realizada con una mezcla de
oxido de propileno-epén 1:1 y Epdn-Araldita;
la polimerizacion fue realizada a 60°C durante
48hr. Se obtuvieron cortes longitudinales en el
ultramicrétomo de 800°A-1200°A para obtener
cortes semifinos los cuales, fueron teflidos con
azul de Toluidina y finos a 600A° que fueron
contrastados con acetato de uranilo y citrato
de plomo (Sjostrand 1971, Céardenas & Barre-
ra 1998) posteriormente las muestras fueron
observadas en un microscopio electrénico de
transmisién Jeol mod. 1200 EX 2.

RESULTADOS

Ovarios: Los ovarios de C. urophthalmus
son pareados en forma de sacos huecos, ubi-
cados en la cavidad pleuroperitoneal, dorsales
en relacion al intestino y ventrales al rifion.
Fusionados caudalmente, forman un corto ovi-
ducto que desemboca en el poro genital (Bedia
& Franco 2008) (Fig. 1A). Los ovarios de C.
urophthalmus contienen ovocitos de diferentes
estados de desarrollo que incluyen: Estado
Perinuclear, Estado Alvéolo Cortical, Estado
Previtelogénico y Estado Vitelogénico (West
1990). El ovario contiene dos tipos de células,
somdticas y germinales. Las ovogonias estdn
dispuestas en forma discontinua y pueden rea-
lizar divisiones mitdticas o iniciar la divisién
meidtica para formar varios ovocitos, por lo
tanto el desarrollo de los foliculos ocurre en
dos etapas, previtelogénicos y vitelogénicos
(Fig. 1B). (Grier 2000). En el ovario se extien-
den numerosos pliegues ovigeros revestidos
por epitelio germinal de células planas o cubi-
cas (Fig.2 Ay B).

Ovogonias: Son células ovoides que
miden aproximadamente de 8 a 10pym, pre-
sentan un nidcleo prominente de 5 a 6um de
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Fig. 1. (A). Morfologia del ovario de Cichlasoma uropthalmus (B). Corte transversal de 7 micrémetros tefiido con H y E del
ovario donde se observa un desarrollo asincrénico: ovocito atrésico Ov.a, ovocito vitelogénico Ov, ovocito previtelogénico
0.p, pliegue ovigero ovg, ovogonia O.
Fig. 1. (A). Ovarian Morphology of Cichlasoma uropthalmus (B). Cross section of 7 micrometers with H & E stained
ovary where there has an asynchronous development: atretic oocytes Ov.a, previtellogenic oocyte o0.p, vitellogenic oocyte
Ov, ovigerous fold ovg, oogonia O.

didmetro y su posicién es central, con 1 a 4
nucléolos en su interior, escaso citoplasma,
teflido débilmente. Las ovogonias se observan
rodeadas de epitelio germinativo ovarico.

Ovocitos perinucleolares: Miden aproxi-
madamente 40 a 80um, presentan un citoplas-
ma fuertemente basofilo, al final de este estadio
se pierde gradualmente su naturaleza basofila,
son mas redondos y los nucléolos empiezan a
migrar hacia la periferia (Fig. 2 C).

Ovocitos alveélo-corticales: Estos ovoci-
tos miden aproximadamente 100xm al comien-
zo de esta etapa, se observa una capa simple
de células aplanadas que envuelve al ovocito,
durante el desarrollo se transforman a ctibicas
y se inicia la formacién de la zona pelicida,
entre el ovocito y las células foliculares. En
esta etapa, los alvéolos corticales inicialmente
son pocos y tienen distribuciéon homogénea
en el citoplasma. Posteriormente, incrementan
su nimero y se ubican alrededor del niicleo
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(perinucleares), y se empiezan a formar los
granulos de vitelo (Fig. 2 D).

Ovocitos previtelogénicos: Durante esta
etapa se observaron ovocitos previtelogéni-
cos de tamafio pequefio de 110 a 180y m, aso-
ciados a los pliegues ovigeros, que presentan
un nicleo grande en relaciéon al volumen
citopldsmico, muestran una fuerte afinidad
por la hematoxilina, debido a la presencia
de un aumento de organelos celulares como
reticulo endopldsmico, ribosomas y mitocon-
drias, que le dan la caracteristica al ovoplas-
ma de ser baséfilo (Uribe et al. 2006) (Fig.
2 F). Durante el desarrollo de los ovocitos se
observd un aumento en su tamafio, debido a
la acumulacién de grasas y proteinas, por lo
que se presenta un cierto grado de zonacién
con respecto a la disposicién del vitelo, y
también se pudo observar la aparicién de
nucléolos en la periferia de nicleo y con
ello un incremento en la cantidad de ribo-
somas en el ooplasma; en esta etapa no se
distinguid la zona radiada.
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Fig. 2. Cortes histolégicos de 7 micrometros (A) pliegues ovigeros ovg con algunas células epiteliales, (B) ovocitos
previtelogénicos o.p con afinidad por hematoxilina (C) ovocito en etapa de alveolo cortical adherido a la lamela ovigera
(D) ovocito perinucleolar con inicios de vitelogénesis todavia unidos a la lamelas ovigeras en donde se observa corticales
alveolos a.v, vacuolas lipidicas v.I y corion e.r (E) ovocito vitelogénico con acumulacién de capas concéntricas de proteinas
v.p y lipidos v.I que rodean al niicleo (F) ovocito vitelogénico maduro con algunos nucleélos periféricos n.

Fig. 2. Histological sections of 7 micrometers (A) ovigerous folds with some epithelial cells, (B) oocytes with an affinity
for hematoxylin (C) oocytes in cortical alveoli stage attached to the ovigerous lamella (D) with early perinucleolar oocyte
vitellogenesis still attached to the ovigerous lamellae where is observed cortical alveoli a.v, lipid vacuoles v.I and chorion
cr (E) vitellogenic oocyte with accumulation of concentric layers of proteins v.p and lipids v.I that surround the nucleus

(F) mature oocytes with some peripheral nucleoli n.

Ovocitos vitelogénicos: Durante la vite-
logénesis el ovocito de C. urophthalmus tiene
un tamafio de 350-600pym, y en esta etapa se
acumulan sustancias de reserva que constituyen
al vitelo, como es la acumulacién de capas de
proteinas y lipidos que se disponen centri-
petamente al niicleo, diandole una apariencia
esponjosa (Fig. 2 E). Durante la vitelogénesis,
las células foliculares tienen una actividad muy
importante, en la captacién y 1 seleccion de
multiples sustancias del exterior provenientes
de los vasos sanguineos. En esta etapa se hace
mds evidente la zona radiada de C. urophthal-
mus, la cual estd compuesta por dos capas; la
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mds delgada y densa es la que estd en contacto
con las células foliculares (Fig. 3 Ay F),y la
otra capa, que estd en contacto con la membra-
na plasmadtica, es mds gruesa y con estriaciones
mds visibles, por lo que corresponde a una
estructura bipartita.

Ovocitos atrésicos: Los ovocitos de este
estadio disminuyen de tamafio significativa-
mente y muestran una forma irregular. La zona
peldcida presentd un mayor grado de fragmen-
tacion y disolucién. La teca vascularizada se
observo subyacente entre plegamientos de las
células foliculares (Fig. 1 A).
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Fig. 3 Ay F. Cortes semifinos incluidos en epon de 7 micrometros tefiidos con azil tripano al microscopio dptico en donde
se observan: el corion c.r y algunas vesiculas proteicas v.p, las células foliculares c.f, las células de la teca c.t y algunas
vesiculas proteicas v.p y lipidicas v.l. (B) corte al microscopio electrénico de las células foliculares pasando material de
intercambio m.i por medio de las microvellosidades al ovocito y células de la teca c.t en la parte periférica (C) se observan 2
células foliculares c.f cercanas a la membrana basal m.b y una célula de la teca c.t (D) se observa una célula folicular c.f con
abundante material de intercambio m.i a través de sus prolongaciones citopldsmicas p.c (E) se observan algunos granulos
pigmentados obscuros p.g en el citoplasma del ovocito junto con algunas vesiculas proteicas en formacion v.p.f, en la parte
superior de la fotografia algunas fibras de actina f.a que conforman los canales de poro.

Fig. 3 A and F. Semi cuts included in epon 7 micrometers stained with trypan blue under light microscopy where note: The
radiate area z.r, and some protein vesicles v.p, follicular cells c.f, theca cells ¢.t and some protein and lipid vesicles v.p and
vl, (B) shows a cut in the electron microscope of the follicle cells exchange material m.i through the microvilli to the oocyte
and theca cells c.t in the peripheral part, (C )shows two follicular cells c. f near the basement membrane m.b and a theca
cell c.t (D) shows a follicular cell ¢.f with abundant material exchange m.i through cytoplasmic extensions p.c in Figure E
are seen some dark pigmented granules p.g in the cytoplasm of the oocyte near to some protein vesicles v.p.f. in the top of
the picture some actin fibers f.a that form the channel pore.

Cubiertas ovocitarias: Las células de la
teca se ubican por fuera del epitelio folicular
y rodean completamente al ovocito. Estas
células estdn rodeadas por tejido conectivo,
fibroblastos y vasos sanguineos, y en este esta-
dio, las células tecales presentan mitocondrias
pleomérficas (Nichols & Mapple 1972, Gresik
et al.1973) (Fig. 3 B y C). Estdn dispuestas
cOmo una monocapa que se encuentra en
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contacto directo con las células foliculares,
las cuales se interdigitan con el ovocito para
incrementar el drea superficial de absorcién
y asi favorecer el intercambio de metabolitos
por pinocitosis. También se observan algu-
nas proyecciones dirigidas hacia la zona del
corion, y algunas fibras de actina, que confor-
man los canales de poro, lugar por donde gran
cantidad de material orgdnico es transferido
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al ovocito (Fig. 3 D y E). Algunos materiales
de intercambio en el citoplasma del ovocito
son desde muy laxos hasta algunos de caracter
electrodenso, probablemente se trata de gli-
coproteinas y una gran cantidad de pequefios
cuerpos pigmentados que presumiblemente
viajan desde la zona de la teca y la granulosa,
hasta el interior del ovocito (Fig. 3 E).

DISCUSION

El desarrollo folicular del ovario es el
resultado de procesos complejos de desarrollo
y diferenciacién controlados por hormonas,
los cuales involucran cambios celulares del
ovocito (Guraya 1986). En este trabajo el creci-
miento inicial de los ovocitos se caracteriza por
la presencia de un nicleo que sufre constan-
tes transformaciones como el incremento del
nimero de nucléolos que tienen como funcién
la biosintesis de ribosomas y con ello la forma-
ciéon de ARN ribosomal (Goetz & Garcynski
1997), los cudles son necesarios para la biosin-
tesis de proteinas celulares en los ovocitos. La
presencia de los granulos de vitelo y material
electrodenso se debe a la abundante cantidad
de proteinas y sintesis de ARN (Wallace &
Selman 1990, Muiioz et al. 2002). La acumu-
lacién de las gotas de lipidos es un indicador
del inicio de la segunda fase de crecimiento del
ovocito. En este trabajo se pudo determinar los
componentes estructurales, durante estas fases
de desarrollo, los ovocitos se desprenden de
los pliegues ovigeros atin en distintos grados
de maduracién. Los ovocitos en estado previ-
telogénico con nucléolos periféricos muestran
a diferencia de otras especies (Neidig et al.
2000) las gotas lipidicas, que inicialmente se
colocan en la zona cercana al nicleo mientras
que las vesiculas proteicas aparecen poco des-
pués en la capa concéntrica superior y migran
hacia la periferia de la célula, en este estado
no se encontraron gotas de grasa fusionadas en
la zona cercana al nicleo como en el caso de
Centropomus undecimalis (Grier 2000). En el
estado vitelogénico se observé una interaccion

e intercambio de materiales orgédnicos entre
las células de la teca y de la granulosa con el
ovocito, debido a la presencia de numerosas
microvellosidades, que comunican a las células
foliculares con la membrana plasmdtica del
ovocito, también se hizo evidente. Los ova-
rios de C. urophthalmus corresponden al tipo
cistovérico y en su interior se distribuyen las
ldminas ovdricas que contienen los foliculos
ovdricos en distintos estadios de maduracion.
El proceso de crecimiento y maduracién de los
foliculos ovdricos de esta especie comprende
tres procesos generales: (1) cambios nucleares
con formacion de numerosos nucleolos, (2)
cambios citoplasméticos con acumulacién de
vesiculas vitelinas, granulos vitelinos y vesicu-
las lipidicas, y (3) desarrollo de la pared foli-
cular (Selman & Wallace 1983). Las células de
la teca estdn compuestas de Tejido Conectivo
y vasos sanguineos con algunos desmosomas
que interconectan las células. Trabajos previos
proponen que estas células podrian producir
precursores de esteroides (andrégenos) y las
células granulosas podrian convertir andré-
genos a 17 B estradiol u otros mediadores
esteroideos (Nakamura & Nagahama 1993,
Nagahama 1997, Devlin & Nagahama 2002,
Cérdenas et al. 2008). Las células granulosas
poseen organelos tipicos de células secretoras
de proteinas lo cual sugiere funciones adiciona-
les en la sintesis de la cubierta y la produccién
de enzimas involucradas en la conversién de
precursores de esteroides. En este trabajo se
encontraron numerosas células tecales, lo cual
puede indicar que esta especie presenta una
gran capacidad de produccién de esteroides.
La mayoria de los Ciclidos durante su desar-
rollo gonadal, una maduracién asincrénica, a
diferencia de Nematogenys inermis que perte-
nece a la categoria de sincronismo parcial que
tiene otras estrategias de desove (Huaquin er
al. 2002). Es necesario seguir el proceso repro-
ductivo de C. uruphthalmus para determinar
ademads las etapas de desarrollo de la ovogéne-
sis en las temporadas de desove (Prisco et al.
2002, Prisco et al. 2004).
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RESUMEN

Se realizé un estudio descriptivo de las génadas
femeninas de Cichlasoma urophthalmus. Las muestras
fueron recolectadas en la Laguna de Alvarado Vera-
cruz, México en el periodo 2007-2008 que incluyé las
temporadas de Nortes, Secas y Lluvias. Se extrajeron
las génadas femeninas y una parte se fijé en formol al
4% para su tratamiento por técnica histoldgica de rutina
hematoxilina y Eosina (H-E) y otra parte se procesé para
microscopia electrénica de transmision. Las génadas se
fijaron en glutaraldehido al 3% y OsO, al 2%, se deshi-
drataron en etanol de 50 al 100% para ser incluidas en
Epén. Se realizaron cortes finos y semifinos contrastados
con citrato de plomo y acetato de uranilo. Los ovarios de
C. urophthalmus son pareados presentan un desarrollo
asincrénico con ovocitos previtelogénicos en estadio peri-
nuclear tardio, asociados a las lamelas ovigeras y ovocitos
vitelogénicos del VII estadio, éstos dltimos presentan una
zona radiada bien definida, con granulos de vitelo lipidico
y vesiculas de vitelo proteico que se distribuyen en capas
concéntricas, que rodean al nicleo. El presente estudio,
permitié conocer mds a fondo los cambios de la estructura
y ultraestructura de los componentes de los foliculos ova-
ricos, en C. urophthalmus durante las diferentes etapas de
crecimiento de los oocitos.

Palabras clave: C. urophthalmus, ovarios, estructura y
ultraestructura.
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