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RESUMEN

Un estudio cualitativo y cuantitativo de las caracterfsticas de maduraci6n ovérica, en
hembras de Penaeus vannamei, fue conducido con el ot;jeto de establecer estadios
definidos y observar la correlacién entre las observaciones macroscépicas e histolégicas.
A nivel histol6gico se tomé como referencia tres de los cuatro estadios descritos para
Penaeus monodon, con las siguientes modificaciones: en el estadfo de bastones corticales
se observe que dichos bastones aparecen del tamafio de 2 . para luego incrementar su
tamafio hasta 9 |1, al final del mismo; y se ha descrito un nuevo estadio, “maduro”, que
reemplaza al desovado. El estadfo maduro se distingue porque los bastones corticales
se desplazan hacia la membrana celular para luego sufrir una dehiscencia. Se determiné
el valordel Indice Gonadal y el tamaiio promedio de los oocitos por estadfo para justificar
los cuatro estadfos. Diferencias macroscépicas en color, disposicién, indice gonadal y
apariencia; y diferencias histolégicas de contextura, conformacién celular y tamaiio
promedio de los oocitos enlos cuatro estad{os, muestran que estos son buenos indicadores

del estado de maduracfon ovérica en P. vannamei.
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INTRODUCCION

Las caracterizacion de cada estadfo de desarrollo ovérico desde la inmadurez hasta la
madurez revisten gran importancia en el manejo de los laboratorios de maduracién de
P. vannamei. Se han efectuado diferentes trabajos sobre el tema enfocados hacia la
identificacién macroscépica e histolégica de dichos estadfos.

Browny Patlan (1974), describen los cambios de color de los ovarios como determinantes
del estado de madurez gonadal en Penaeus aztecus y Penaeus setiferus, definiendo 3
estadfos de desarrollo. Duronslet et al, (1975), presentan informacién macroscépica e
histolégica del desarrollo ovérico en P. aztecus y P. setiferus, identificando 5 estadios
de desarrollo sin considerar coloracién para el estudio macroscépico. Motoh (1981),
describe cinco estadfos de desarrollo gonadal en Penaeus monodon, Yano et al..(1988),
presenta cinco estad{os macroscépicos y diezestadios histolégicos de desarrollo ovérico.
Bell y Lightner (1988), presentan desde el punto de vista histolégico dos estadios de
madurez ovirica que los denominan A y B. Por iiltimo Tan-Fermin y Pudadera (1989),
describen 5 estadfos macrosc6picos y 4 histolégicos de desarrollo ovdrico en P. monodon.
Todas éstas investigaciones han sido realizadas sobre diferentes clases de Penaeidos y
cada una de ellas enfatiza un tema en particular, ya sea éste el histolégico, tamafio de los
00citos y muy poco el aspecto macroscépico.

Para Penaeus vannamei existe solamente una breve descripcién dada por Yano et al.
(1988), en la cual considera 10 estadfos histolégicos de desarrollo ovarico atendiendo a

pequefios cambios que sufren 1os cocitos segiin avanza sumadurez; y describe 5 estadios



macroscopicos no relacionados con los histolégicos. MANELIRS

El presente estudio describe y correlaciona los diferentes estadfos a nivel macroscépico
e histolégico, que obedecen a cambios que ocurren tanto en los oocitos comoen el cordén
ovdrico de las hembras de P. vannamei de maduracién.

Los criterios que se han usado como base son: 1)A nivel macroscépico: disposicién,
ancho, coloracién y pigmentacién del cord6n ovdrico, 2) identificacién histolégica, y 3)
determinacion de Indice Gonadal ( IG ) y promedios del didmetro de los oocitos por

estadio.
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CAPITULO1

REFERENCIA PARA LA IDENTIFICACION DE ESTADIOS OVARICOS

1.1 IDENTIFICACION MACROSCOPICA.
A nivel macroscopico se utilizé como referencia inicial la clasificacién dada por
Yano et al. (1988), para la identificaci6n de los estadfos de maduracién ovérica,
obedeciendo a que ésta clasificacién es la m4s reciente y completa. Esta es como
sigue:
ESTADIQ [ : El ovario es transparente no distinguible externamente.
ESTADIQ Il : El ovario es visible como una delgada y opaca lfnea a lo largo del eje

dorsal central,

ESTADIQ Il : El ovario es visible como una linea opaca mds gruesa que en el

estadfo previo.
ESTADIQ IV : El ovario es turgente y opaco. El cordén es notable.
ESTADIQ V : El ovario es turgente, ancho y muy opaco. Claramente distinguible,

El apareamiento y desove son inminentes.
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1.2 IDENTIFICACION HISTOLOGICA.

Las investigaciones histolégicas son mucho més numerosas, pero al mismo
tiempo cada trabajo realizado difiere mucho de otro en el niimero de estadfos
de maduracidn ovdrica que se definen segtin los cambios observados en los
oocitos. Para el presente trabajo se ha tomado como referencia la clasificacién
dada por Tan-Fermin y Pudadera (1989), para P. monodon que describe:
ESTADIO PREVITELOGENICO : Est4 caracterizado por la presencia de
oocitos primarios de forma redonda u ovalada, con el nicleo grande y central
que contiene varios nucle6los fuertemente pigmentados en su interior.
ESTADIQ VITELOGENICO : Estd marcado por un aumento significativo del
tamafio de los oocitos, por la aparicién de yema; se distinguen vacuolas
ligeramente tefiidas que aparecen uniformemente distribufdas en todo el cito-
plasma. Se observan ademds cuerpos citoplasméticos fuertemente tefiidos alre-
dedor de la membrana nuclear y en el citoplasma perinuclear. Durante éste
estadfo las células foliculares comienzan a rodear al oocito.
ESTADIO DE BASTONES CORTICALES : Est4 caracterizado porque el
oocito incrementa nuevamente su tamafio, posee densas acumulaciones de -
pidos de yema, pero la caracteristica mé4s importante es la aparicién de inclu-
siones denominadas bastones corticales que se encuentran dispuestas
uniformemente en la periferia del citoplasma y el cocito est4 rodeado de una capa

de células foliculares.

ESTADIQ DESOVADOQ ("SPENT"): Est4 constituido mayormente por oocitos
primarios, pero puede ser distinguido de los del estadfo previtelogénico por la
presencia de oocitos remanentes con yema y/o cilindros corticales, y lapresencia

de oocitos primarios irregulares.



CAPITULO 1I
TECNICA DE CORTES HISTOLOGICOS

2.1 EJACION DE LA MUESTRA.
Una vez obtenida la muestra se procede a colocarla en recipientes plasticos ( Tec-
nicaestandard), ésta inmersa en soluci6n fijadora de Davidson donde permanecerédn

por un lapso de 24 a 48 horas antes de pasar a la deshidratacién y parafinado de la

misma.

La solucién de Davidson (Ann Preece, 1972), contiene:

- Etanol al 95% 300 ml.
- Formalina 200 ml.
- Acido acético 100 ml.
- Agua destilada 300 ml.

Como es claro ver por los componentes de la solucién, ésta tiene la funcién de
preservar el tejido; el tiempo que la muestra debe permanecer en la solucién estd en

funcién del tipo de tejido y el tamaiio de la muestra, y ser4 hasta que toda la muestra



esté impregnada de la soluci6n fijadora. Esto es con el objeto de que la misma no
se descomponga rapidamente de adentro hacia afuera una vez pasado el proceso de

parafinado. La relaci6n ideal muestra:fijador es de 1:3.

2.2 PARAFINADQ Y PREPARACION DE BLOQUES.

La técnica para el parafinado fue tomada del Manual of Histologic Technicians de
Ann Preece (1972), usando inicialmente la aconsejada para muestras pequeiias,
pero la constitucion del tejido ovdrico provocaba que la deshidratacién repentina
dafiara el tejido, haciendo que las células perdieran su constitucién normal y
haciendo dificil distinguir las caracterfsticas de los oocitos e imposibilitando su
medicion; por lo que se aumentaron dos alcoholes al inicio del proceso (50% y 70%)
y se suprimié un paso de xilol al final,

Con estos cambios los pasos a seguirse en la técnica de parafinado fueron los

siguientes:

1) Alcohol de 50% 30 minutos

2) Alcohol de 70% 30 minutos

3) Alcohol de 90% 30 minutos

4) Alcohol de 99,8% 30 minutos

5) Alcohol de 99,8% 30 minutos

6) Xilol 60 minutos

7) Parafina (tissue prep) I 60 minutos = s “: g : g
8) Parafina (tissue prep) Il 60 minutos it

9) Parafina (tissue prep) III 60 minutos

Tanto alcohol como xilol fueron colocados en recipientes pldsticos con tapa, y la

parafina fue colocada en una estufa en vasos de vidrio de 200 ml cada uno, a una
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temperatura entre 63 y 65 °C.
Es muy importante que no exista ningiin residuo ni olor a xilol en la parafina III, para
esto dependiendo de la cantidad de muestras trabajadas se debe cambiar el vaso de
parafina III por otro con parafina nueva, entonces se elimina el primero que s el que
mids xilol contiene y los otros dos (II y III) pasan a ser I y II. Asf se desperdicia la
menor cantidad de material posible. De igual manera, los otros reactivos tienen que
ser reemplasados si es necesario.

Una vez que la muestra estd por salir de parafina III, se preparan moldes con papel
aluminio en donde se va a formar el bloque de parafina con la muestra dentro. El
proceso debe ser lo suficientemente rédpido para que la parafina no solidifique; se
toma el recipiente y se coloca una ligera ldmina de parafina primero, luego con la
ayuda de una pinza se coloca la muestra en el centro del molde e inmediatamente
se llena el molde con parafina; al final se coloca una cinta de papel con parte de ella
inmersa en la parafina liquida con el fin de identificar las muestras. Luego de
aproximadamente 10 minutos en que el bloque est4 completamente frio, se retira el

papel aluminio y el bloque queda conformado.

2.3 CORTES HI | ;

Utilizando un micrétomo con cuchillas descartables se realizaron cortes de 5 you,
la capa de parafina con tejido que es cortada se la coloca sobre agua para la
hidratacién del tejido.

Para mayor fijaci6n del tejido a la placa se usé clara de huevo sobre la supcrﬁcie de

la placa porta-objetos, antes de tomar la l4mina de parafina con tejido del agua



donde fue puesta. Una vez hecho esto, las placas son puestas a secar sobre una mesa

de calentamiento.

2.4 DESPARAFINADO, TINCION Y MONTAJE DE PLACAS

Las técnicas y pasos seguidos para estos tres procesos se tomaron también del

Manual of Histologic Technicians de AnnPrece (1972) y se detallan a continuacién:

DESPARAFINADO: Una vez secas las placas porta objetos, éstas van pasando por
recipientes pldsticos que contienen xilol, alcohol y agua destilada, en el orden que

sigue y durante los tiempos especificados:

1) Xilol 5 minutos
2) Xilol 5 minutos
3) Xilol 5 minutos
4) Alcohol 99,8% 3 minutos
5) Alcohol 99,8% 3 minutos
6) Alcohol 90 % 3 minutos
7) Alcohol 80% 3 minutos
8) Alcohol 50% 3 minutos
9) Agua destilada 2 minutos

La funcién del xilol es la de eliminar la 14mina de parafina adherida a la placa junto
con el tejido. El alcohol y el agua destilada rehidratan el tejido devolviendole asf su

constitucién original para que en el siguiente paso se obtenga una buena tincién.



Es importante que toda la secci6n de la placa que contenga parafina y/o tejido este

cubierta por los respectivos qufmicos.

TINCION: En esta secci6n se utilizan colorantes con el solo objetivo de tefiir los
contituyentes de los oocitos. Las placas pasardn de la misma manera por cada uno

de los siguientes pasos:

1) Hematoxilina 12 minutos

2) Agua potable A i Hasta que se torne azulado
3) Agua destilada | ‘ 1‘\% 1-2 inmersiones

4) Eosina 5 8-10 inmersiones

5) Agua destilada . ‘ 2 inmersiones (10 seg.)
6) Alcohol 90% B I minuto

7) Alcohol 99,8% e 1 minuto

8) Alcohol 99,8% 1 minuto

9) Alcohol 99,8% 1 minuto

10) Xilol 5 minutos

11) Xilol 5 minutos

MONTAIJE: Antes de proceder al montaje de la placa es necesario limpiar los
bordes con papel secante, inmediatamente después de que la placa haya salido del
ultimo xilol, para quitar el colorante que se pega ala placa por la clara de huevo. Una
vez hecho esto hay que dejar evaporar el xilol y la metodologfa es la que sigue:

1) Colocar el liquido montante ( Entellan de MERCK), sobre la placa y poner el
cubre-objeto; evitando que queden burbujas de aire entre el cubre y porta-objetos.

2) Presionar sobre papel filtro y dejar secar.
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3) Con xilol y algodén limpiar la placa con cuidado, y asf queda lista para su
observaci6n al microscopio.

Los rectivos usados fueron todos de MERCK, la preparacién de la eosina y
hematoxilina se detalla a continuaci6n:

Eosina: 5 gramos en 1 litro de agua destilada, més 0.5 ml de 4cido acético glacial
por cada 100 ml.

Hematoxilina de Mayer:

Hematoxilina 1 g

Agua destilada 1.000 mi

Iodato de sodio 02g

Alumbre de amonio o Potasio 50 g & i o
Acido citrico 1g MAKE s
Hidrato de cloral 50 g

Tanto la hematoxilina como la eosina preparadas, fueron guardadas en recipientes
de vidrio obscuros hasta el momento en que sea necesario reemplazarlas. En esta
seccion el recipiente con agua potable inmediatamente después de la hematoxilina

es removida después de cada cuatro placas trabajadas.



CAPITULO IIX

CARACTERIZACION DE LOS REPRODUCTORES

3.1 FUENTE DE REPRODUCTORES SII.VESTRES.

2S: Con el propdsito

adicional de verificar si las caracterfsticas tanto macroscépicas como histol6-
gicas en los diferentes estadfos de maduracién, se mantenfan iguales tanto en
hembras maduras capturadas del medio natural como en hembras maduradas
en cautiverio, se compraron 24 reproductores silvestres producto de la pesca
artesanal realizada en San Pedro de Manglar alto, obteniendo reproductores
en los diferentes estadfos de desarrollo ovirico, usando como criterio para su
compra sus caracterfsticas morfolGgicas externas y la clasificacién dada por

Yano et al. (1988).

Los reproductores fueron comprados gradualmente en verano en el perfodo



comprendido entre los meses de octubre y diciembre de 1991.

3.1.2 ACONDICIONAMIENTO EN ACUARIOS: Una vez adquiridos, fueron
transportados al laboratorio, con areacién, en el menor tiempo posible para
evitar el estrés excesivo y se estableci6 como criterio de metodologfa man-
tenerlas en acuarios individuales con aireacién, por un perfodo no mayor a
12 horas; é€sto por dos motivos, el primero para darle tiempo al reproductor
a reponerse del estrés provocado por la captura y segundo, no m4s de 12 ho-

ras para no alimentar y correr la prueba con el animal totalmente en condi-

ciones silvestres.

3.1.3 REGISTRO DE CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS:

Inmediatamente después de transcurridas las 12 horas de acondicionamiento,
los reproductores fueron tomados uno a uno de sus respectivos acuarios, y
durante el proceso de la estimacién macroscépica de sus estadios se fueron
registrando caracteristicas adicionales para cada uno.

En vista de que la clasificacién dada por Yano era demasiado subjetiva sobre
todo para sus estadfos IIl y IV, la mayorfa de los reproductores fueron com-
prados entre estos dos estadfos alcanzando un ndmero de 12; 5 se compraron

en estadfo I, 4 en estadfo Il y 3 en estadfo V; segiin la clasificacién antes

mencionada.

3.1.4DISECCION Y EXTRACCIONDEL CORDON QOVARICO: Luegodehaber

12



registrado todas sus caracterfsticas macroscépicas, cada reproductor fue pe-
“A sado y fotografiado. Con un equipo de diseccién se extrajo el cord6n ovérico
fntegro, el mismo que también fue pesado y fotografiado. El promedio del
Indice Gonadal (IG) por estadio fue calculado en ésta informacién dividiendo

el peso de la hembra para el peso de la génada..

3.1.5 ANALISIS HISTOLOGICQ: Una vez extrafdos los cordones ov4ricos, estos
fueron fijados y sometidos al proceso de parafinado, cortes, desparara-
finado,tincién y montaje de placas ya descrito, para entonces realizar la
identificacién histolégica de los oocitos, atendiendo a la clasificacién dada
y correlacionando cada uno con la macroscopfa.

El didmetro de los oocitos fue medido en cada estadfo de desarrollo
ovirico, tomando 100 células de cada uno y obteniendo un promedio,
citando a Tan Fermin y Pudadera (1989), se usé un perfilador Mitutoyo

con escala automadtica.

3.2 REPRODUCTORES DE MADURACION.

En concordancia con los estudios previos y las caracterfsticas encontradas tanto
macroscopica como histolégicamente en las hembras silvestres, se tomaron 25
hembras adultas de P. vannamei del sistema de maduracién del Centro Nacional

de Acuiculturae Investigaciones Marinas “Edgar Arellano” (CENAIM) en diferentes
estadios de desarrollo.

Estos animales estuvieron bajo las siguientes condiciones: todos fueron

13



ablacionados, mantenidos a 28°C, con una salinidad de 35 %oy un fotoperfodo de
luz:obscuridad (14:10), utilizando luz artificial con un sistema que simula condiciones
naturales.

Con la nueva informacién se procedi6 a la evaluacién histolégica y a verificar la
correlacién existente entre la macroscopfa y la histologfa. Al mismo tiempo se tomé
una secuencia de fotografias a nivel histolégico.

En este caso se obtuvo también el tamaiio promedio de los oocitos por estadfo.

E)- =
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CAPITULO 1V

DISCUSION Y RESULTADOS

La clasificacion dada por Yano et al. (1988), para la identificacién macroscépica de los
diferentes estadios de maduréz ovdrica, ademds de tener muy poca informacién para los
primeros estadios es subjetiva especialmente para los estadios IIl y IV, lo que hace que
en la prictica sea muy imprecisa la estimacién real de estos dos estadfos.

La informacién obtenida en este estudio muestra que la diferencia entre los IG y las
medias de los tamafios de los oocitos de estadfos III y IV (tablas I y II), no son
significativamente diferentes para un a=0.05. Por ésta razén se fusionan los estadfos III

y IV en un solo estadfo III.
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TablaI: Indices gonadales y didmetros promedio de los oocitos en los diferentes estad{os

de madurez ovdrica, en hembras silvestres de P. vannamei. (Segun clasificacién ante-

rior).
ESTADIO IG. D. promedio(j)
I 62.36 +/- 3.05 52.42 +/- 5.18
I 21.91 +/- 178 741041590 .
0 16.56+/- 2.14 211.60 +/- 19.90 e
v 17.88 +/-2.72 22020 4/-20.10 .,
v 13.12 +/- 1.24 246.36 +/- 15.60

Tabla 1I: Indices gonadales y didmetros promedio de los oocitos, en hembras de

maduracion en P, vannamei. (Clasificacién actual).

ESTADIOQ 1G, D. promedio(y)
I 69.90 +/- 2.69 37718 +/- 4.18
I 34.27 +/- 3.18 41.84 +/- 18.46
11X 22.60 +/-2.27 216.40 +/- 13,23
1V 12.16 +/- 1.56 246.38 +/- 15.65

Esto explica la dificil diferenciacién entre ellos y al mismo tiempo sustenta la nueva

clasificaci6n para la identificacién macroscépica de estadios de maduraci6n ovarfca en

P.vannamei producto del presente estudio, que incluye la descripcién de cuatro estadfos

bien diferenciados con caracteristicas adicionales en cada uno y que son:

ESTADIQ I:Elcordén ovirico es totalmente transparente, no tiene contornos definidos
ni es visible en el eje dorsal central.

ESTADIQ II : El ovario es visto como una }nea delgada y opaca a lo largo del eje dorsal
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central. Al final del cefalotérax se puede distinguir una coloracién

e
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_ ‘;.:ﬁi"i""g%amaxillenta, sin pigmentacién. Toda la seccién del cordén ovérico
b S0 correspondiente al primer segmento abdominal es transparente y vacfa,
aparece como si el cordén estuviera cortado.

ESTADIOII: Elcordén se hace mds grueso y definido. Se distingue un color amarilio
intenso con pigmentacién marrén en la parte anterior del cordén y
16bulos, que se acentia durante el avance del estadfo. La seccién
correspondiente al primer segmento abdominal comienza a llenarse,
aunque auin se observa que el corddn se corta en esta drea.

ESTADIOIV: Elovarioes turgente y opaco, de contornos muy definidos. Al final del
cefalotérax se observa unacoloracién verde oliva tendiendo anegruzca.
El cordén es continuo y no se corta en la seccién correspondiente al
primer segmento abdominal.

Tan-Fermin y Pudadera (1989), describen cuatro estadfos bien diferenciados a nivel

histolégico en P. monodon , para los fines del presente estudio el estadfo desovado que

es descrito por los autores mencionados no es aplicable, en vista de que corresponde a

una hembra inmediatamente después de desovar.

En tal virtud el presente estudio define un cuarto estadio histolégico que corresponde a

una hembra de P. vannamei inmediatamente antes del apareamiento y desove, describe

una caracteristica no citada en el estadfo de bastones corticales, que lo define mejor; y

adiciona datos de tamafios promedio de los oocitos para cada estadfo.

Las caracterfsticas histolégicas de los estadfos previtelogénico y vitelogénico fueron

confirmadas en éste estudio, adicionando los siguientes datos: el tamaiio promedio de los

oocitos es de 37.78 y 141,84  para el primero y segundo caso respectivamente, en

hembras de maduracién. (Figuras 1- 4)
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Figura 2: Oocitos en estadio previtelogénico, mostrando un niicleo grande y

central con nucleolos fuertemente pigmentados.
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Figura 4: Oocitos en estadfo vitelogénico mostrando oocitos con yema (Y)

y células foliculares que comienzan a rodearlo.
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Al inicio del estadio de bastones corticales se nota que estas inclusiones aparecen con el
tamaiiode 2 i y crecen alargdndose hacia el centro del oocito hasta medir 9 1, antes de
pasar al altimo estad{o. Los oocitos tienen un tamafio promedio de 216.40 p. Esto y lo

descrito por Tan-Fermin y Pudadera (1989), se observa en las figuras 5,6y 7.

Figura 6 : Oocitos con bastones corticales (Bc) periféricos de 9 .
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Figura 7: Oocitos en esadio de bastones corticales (Bc) mostrando su dispo-

sicion periférica antes de sufrir una dehiscencia.

El nuevo estadfo se define como: . ING,

f‘rlrz:‘{ ITIMA
ESTADIQO QOCITQ MADURQ : Puede ser distinguido por que en los oocitos los

bastones corticales migran hasta la periferia misma
del citoplasma junto, a la membrana celular, en
donde se forma una zona mds densa y sufren una
dehiscencia. También se detecta la presencia de

oocitos primarios irregulares.( figuras 8 - 9)
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Figura 9: Qocitos en estadfo maduro evidenciando claramente la dehiscencia
de los bastones corticales y la presencia de oocitos primarios irre -
gulares.

Al hacer los estudios macroscépicos e histolégicos a 25 hembras de P. vannamei
procedentes del sistema de maduracién del CENAIM, dieron una correlacién total.



1

2)

3)

4

5)

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se mejord la técnica, yaque todo trabajo que involucre histologfa, deberd tener una
fase previa de adaptacfon de la técnica estandar, ya que la constitucién de los tejidos
y tamafios de las muestas varian.

Los colores y pigmentacién base tanto en hembras silvestres como de maduracién
en P. vannamei, se mantienen. Sin embargo en las segundas, el cordén ovirico se
evidencia con colores mds p4lidos.

El didgmetro de los oocitos en hembras silvestres es m4s grande que el de hembras
maduradas en cautiverio, respectivamente en cada estadio.

A nivel histolégico con la nueva clasificacién, el estadfo de bastones corticales es

-muy. similar.al estadfo. oocito. maduro, con la diferencia bdsica de.que los. bastones

corticales del oocito maduro se aproximan a la membrana celular para luego sufrir
una dehiscencia.

Este estudio muestra que diferencias en coloracién, ancho de! cordén ovdrico,
{ndice gonadal, diferencias histol6gicas y didmetro de los oocitos; son indicadores

de los estadios de madurez en hembras de P. vannamei.



6) Serfa necesario un estudio dirigido hacia dietas utilizadas para maduraci6n de P.
vannamei en cautiverio, con énfasis en su contenido de 4cidos grasos, pigmentos,
etc.,y sobre otros aspectos que no necesariamente involucre alimentaci6n, para
tener una explicacion cientffica de la palidez del cordén ovérico y la disminucién

del didmetro de los oocitos.
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