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RESUMEN 
 


Uno de los primeros desafíos al enfrentar el análisis de la fecundación en una 


especie radica en comprender el proceso de formación y organización de los gametos y 


las características de las superficies que entran en contacto y en las cuales asienta la 


especificidad de las interacciones gaméticas. La fecundación en los Teleósteos presenta 


características que la distinguen de los otros grupos de Vertebrados. El ovocito, 


telolecito, se encuentra rodeado por una membrana acelular o corion que se deposita y 


estructura paralelamente a la vitelogénesis. En el polo animal se encuentra, 


topográficamente restringido y determinado, el micropilo o sitio de entrada del 


espermatozoide el cual, en este grupo, carece de acrosoma. 


 Corvina blanca, Micropogonias furnieri, es un Teleósteo de la familia 


Sciaenidae de hábitos eurihalinos y demersales y que constituye el segundo recurso 


pesquero para Uruguay. Con el objetivo de analizar las interacciones gaméticas en esta 


especie, ejemplares adultos de ambos sexos, provenientes de la pesca artesanal, se 


obtuvieron en las costas de Montevideo (latitud: 34° 52' S; longitud: 57° O). Los 


ejemplares se mantuvieron en el laboratorio en las condiciones ambientales más 


semejantes posibles a las del habitat natural. Gónadas, gametos y huevos fueron 


procesados para su análisis mediante: microscopía óptica de rutina, microscopía de 


fluorescencia, electroforesis monodimensional en geles de poliacrilamida, microscopía 


electrónica de barrido y de transmisión. Se instrumentó la activación espermática, la 


fecundación in vitro y la activación artificial de los ovocitos. Se analizó la relación entre 


la concentración espermática, el tiempo post-dilución de los espermatozoides y el efecto 


de lectinas sobre la tasa de fecundación. 


 A partir de los análisis precedentes se ha podido conocer detalladamente los 


procesos de ovogénesis y de espermatogénesis para M. furnieri. La maduración artificial 


inducida ha sido obtenida y analizada. El proceso de deposición, la ultraestructura 


coriónica y las relaciones con las células foliculares se han establecido con respecto a 


los estadios ovocitarios y a las características ecológicas del huevo de la especie. El 


corion aparece constituído por 5 polipéptidos mayoritarios entre los cuales los 


comprendidos entre 47 y 57 kDa son glicoproteínas. La ultraestructura del micropilo 
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sugiere una participación en el establecimiento de la especie-especificidad y en la 


prevención de la polispermia. 


 Con respecto a la adquisición y mantenimiento de la motilidad espermática, M. 
furnieri presenta un prolongado período de duración (45 minutos) cuya capacidad 


fecundante parece estar relacionada con la presencia de moléculas glucídicas 


superficiales. Se ha establecido el tiempo de penetración espermática y los fenómenos 


corticales ovocitarios resultantes. Como consecuencia se han comenzado a identificar 


los elementos celulares participantes en la prevención de la polispermia para la especie. 


 Los resultados del presente trabajo posibilitan la inmediata aplicabilidad a 


proyectos de acuicultura y el inicio de proyectos de criopreservación espermática 


tendientes a la instrumentación de bancos genómicos en el marco de protección de la 


biodiversidad y manejo racional de los recursos renovables.  
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 La fecundación puede ser entendida como una secuencia de eventos que 


comienza con la interacción entre los gametos y culmina con la formación del cigoto. El 


hecho de que este proceso tenga lugar entre células de sexos opuestos distingue a la 


fecundación de otras interacciones entre células. El encuentro entre los dos gametos 


implica fenómenos biológicos básicos tales como el reconocimiento y adhesión, la 


fusión de las membranas y la activación del ciclo celular (Monroy y Rosati, 1983; Foltz, 


1995; Barros et al., 1996). 


 Los gametos de equinodermos y en especial los de erizo de mar, han sido  


modelos tradicionalmente muy aptos para la experimentación y el análisis de la 


fecundación. Sin embargo existe un amplio rango de variación en este proceso entre los 


diferentes animales lo cual hace al estudio comparativo de los gametos y sus 


interacciones un punto importante para entender la reproducción (Hart, 1990). El tema 


ha sido objeto de numerosos estudios y existen importantes revisiones sobre todo en lo 


relativo a equinodermos, anfibios y mamíferos (Dale y Monroy, 1981; Fraser y Ahuja; 


1988; Macek y Shur, 1988; Longo, 1988; Miller y Ax, 1990; Foltz, 1995). La 


fecundación en Teleósteos ha sido un tópico menos investigado y la mayoría de los 


trabajos se han centrado en unos pocos géneros con predominio de las especies de agua 


dulce. También existen relevantes revisiones (Yamamoto, 1961; Nakano, 1969; Gilkey, 


1981; Hart, 1990).  


Los peces constituyen el grupo más antiguo y diverso de vertebrados los cuales 


representan aproximadamente la mitad del total de estos (24618 especies vivientes en un 


total de 48170 especies de vertebrados reconocidas) (Nelson, 1994). Ellos viven en un 


amplio rango de ambientes, desde el agua dulce a la salada, desde los mares polares a 


los arrecifes tropicales y desde las aguas someras a las grandes presiones de las 


profundidades oceánicas. Las investigaciones sobre este grupo aportan referencias 


pivotales para entender las estrategias adaptativas y el origen de los procesos y patrones 


de desarrollo utilizadas por los vertebrados (Powers, 1989). 


La fecundación en los Teleósteos, el grupo más numeroso entre los peces ya que 


comprende  23637 especies (Nelson, 1994), presenta características que la distinguen de 


los otros grupos. El ovocito telolecito se encuentra rodeado por una membrana acelular 


o corion que se deposita y estructura paralelamente a la vitelogénesis. Es la única 


cubierta ovular que interacciona con los espermatozoides y en el polo animal presenta, 


topográficamente restringido y determinado, el sitio de entrada del espermatozoide o 


micropilo. Además, los ovocitos de algunas especies tienen la propiedad de ser 
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activados naturalmente por el medio en que desovan lo cual permite separar y analizar 


las contribuciones relativas del espermatozoide y del ovocito a los cambios que tienen 


lugar durante la fecundación. A su vez el gameto masculino carece de acrosoma y por 


ende no presenta reacción acrosomial (Guraya, 1986; Hart, 1990). Estas características 


hacen del modelo un interesante desafío para comprender como ocurren las 


interacciones que aseguran el reconocimiento, la adhesión y la prevención a la 


polispermia sobre todo en las especies ovíparas. 


Uno de los primeros objetivos al enfrentar el análisis de la fecundación en una 


especie radica en comprender el proceso de formación y organización de los gametos y 


las características de las superficies que entran en contacto y en las cuales asienta la 


especificidad de las interacciones gaméticas. La información integrada a escala celular, 


subcelular y molecular de la biología de la gametogénesis es esencial para una mejor 


comprensión de la biología reproductiva de cualquier especie. Así también para 


determinar  aspectos prácticos tales como la influencia de los contaminantes que pueden 


progresivamente ir aumentando en el ecosistema, en especial el acuático y afectar la 


fecundidad (Guraya, 1986). 


La ovogénesis en los Teleósteos, que está relacionada con el medio que habita la 


especie y con la cantidad de nutrientes acumulados, puede ser analizada a través de 


diferentes etapas teniendo en cuenta la morfología y el tamaño de los ovocitos, las 


características nucleares, cantidad y distribución de inclusiones citoplásmicas, sus 


relaciones con los organelos, formación de la cubierta o corion y los cambios que 


acontecen con la maduración, la ovulación y la regulación de todos estos procesos 


(Guraya, 1986). La espermatogénesis en este grupo es original en varios aspectos. 


Existe gran diversidad de estructuras testiculares que pueden incluirse en dos modelos y 


la  espermatogénesis ocurre en el interior de túbulos seminíferos en clones rodeados y 


sostenidos por células de Sertoli. La producción espermatogenética es alta, y la emisión 


de espermatozoides ocurre en forma sincrónica con el desove. La vida del gameto 


masculino, que depende de los constituyentes del medio, no sobrepasa generalmente los 


60 segundos aunque existen registros de mayor duración en especies marinas (Grier et 


al., 1980; Billard, 1990). 
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La corvina blanca, Micropogonias furnieri es un Teleósteo de la familia 


Sciaenidae de hábitos eurihalinos y demersales, es decir que tolera diferencias de 


salinidad (1-32 ‰) y que vive en las zonas cercanas al fondo, en este caso aguas 


costeras poco profundas (Isaac, 1988). Desarrolla migraciones y su amplia distribución 


se extiende en el Océano Atlántico desde el norte de Venezuela (20° N) hasta el Golfo 


de San Matías, en territorio argentino (41° S) (FAO, 1974; Chao, 1978). Se discute la 


existencia de tres poblaciones ocupando parte del área de distribución (desde 20° N 


hasta 33° S) (Lowe-McConnell, 1966; Vazzoler, 1991). Esta especie también ingresa en 


el estuario del Río de la Plata y hasta el presente no existen evidencias convincentes que 


definan a qué población pertenecen los ejemplares presentes entre los 33° y 41° S 


(Cotrina, 1986; Figueroa y Díaz de Astarloa, 1991). 


 Corvina blanca es el segundo recurso pesquero para Uruguay cuya distribución 


estacional está en relación con el comportamiento reproductor. Durante fines de 


primavera y todo el verano se producen grandes concentraciones de adultos que se 


acercan a las costas uruguayas del Río de la Plata cercanas a Montevideo, sobre todo en 


las bocas de ríos y arroyos donde la salinidad es más baja (Arena y Hertl, 1983; Nión 


1985). 


 Se ha establecido que el stock de corvina blanca que habita aguas uruguayas 


tiene una estación de desove anual entre octubre y marzo (Arena y Hertl, 1983). Las 


variaciones anuales registradas en la duración del período de reproducción han sido 


relacionadas a condiciones abióticas y bióticas del área. La especie desova huevos 


pelágicos neutralmente flotantes. (Haimovici, 1977; Arena y Hertl, 1983; López de 


León, 1984; Cotrina, 1986). Los factores ambientales que inciden o desencadenan la 


emisión de los gametos  no se han determinado (Wells y Daborn, 1998).  


 Con respecto al ciclo gonadal existen estudios en diferentes poblaciones sobre la 


base de las variaciones macroscópicas anuales (Vazzoler, 1971; Haimovici, 1974, 1977; 


Arena y Hertl, 1983; Acuña et al., 1992) y en la población que ingresa en el Río de la 


Plata con referencia a la histología gonadal (López de León, 1984; Berois et al., 


sometido). 
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Propósito de trabajo 
 La amplia distribución geográfica de M. furnieri y su extensa adaptación a 


condiciones ambientales variables puede deberse, entre otros factores, a la expresión de 


características propias de la biología celular de su reproducción.  


 


 


Objetivos 
1) Conocer detalladamente los procesos de ovogénesis y de espermatogénesis 


de M. furnieri, así como las  características celulares y ultraestructurales de 


ambos gametos. 


2)  Abordar el análisis de las interacciones gaméticas durante la fecundación 


con una aproximación celular y molecular. 
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F  LOCALIDAD, FRECUENCIA Y MANTENIMIENTO 


    DE LOS INDIVIDUOS COLECTADOS 


Ejemplares adultos de ambos sexos de corvina blanca, Micropogonias 
furnieri, provenientes de la pesca artesanal, se obtuvieron en las costas de 


Montevideo (latitud: 34° 52' S; longitud: 57° O) (capturados en aguas entre 5 y 10 


metros de profundidad) quincenalmente durante todos los meses del año 1995 y con 


una frecuencia semanal durante el período de reproducción de la especie 


(Noviembre a Marzo) (Arena y Hertl, 1983; López de León, 1984; Nión, 1985; 


Berois et al., 1986; Acuña et al., 1992). Los animales presentaron una longitud total 


entre 33 y 63 cm y el peso osciló entre 800 y 1500 gr. 


Los ejemplares de la época de reproducción fueron llevados al laboratorio, 


donde inmediatamente fueron alojados en estanques de 400 litros con agua de mar 


natural filtrada y aireada procedente de la zona de captura y renovada parcialmente 


cada 3 días. La temperatura del agua se mantuvo entre 20 y 25° C, la salinidad entre 


18 y 24 ‰ y el pH entre 7 y 7,5. Los estanques se mantuvieron a la intemperie, por 


lo que el régimen de lu/oscuridad fue el natural. A pesar de la buena adaptación de 


los especímenes al cautiverio, se puso especial cuidado en que la obtención de los 


gametos se realizara lo más pronto posible después de la llegada de los animales. En 


el momento de captura y traslado se diagnosticaba sexo y estado de maduración de 


los gametos y a continuación se procedía a inducir la maduración ovocitaria. 


 


F  PROCESAMIENTO DEL MATERIAL 
 


I   Obtención de gónadas y gametos   
   Análisis y caracterización del material  


 


Antes de ser utilizado, cada animal  se anestesió por inmersión en agua de 


mar conteniendo 2-phenoxyethanol al 3‰. Una vez anestesiado se procedió a 


canular el ejemplar a través de la cloaca con una sonda uretral de polietileno 


(diámetro interno: 2 mm), con el fin de obtener los gametos. Se eligió este método y 


no el “stripping” o masaje abdominal, para evitar la contaminación con orina o 


materias fecales. El examen mediante microscopio óptico de los gametos permitió 


determinar el sexo y el estado de desarrollo reproductivo de cada uno de los 


animales. 
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 Los ovocitos obtenidos se fijaron, para el diagnóstico, en etanol, formol y 


ácido acético (6:3:1), (Trant y Thomas, 1988) con lo que se logró transparentarlos 


para determinar grado de maduración, localización del núcleo y características del 


corion. 


En aquellos animales que presentaron ovocitos en vitelogénesis total se 


procedió a inducir la maduración final y ovulación mediante inyección 


intraperitoneal de 750 UI/k de gonadotrofina coriónica humana (HCG) (Progón, 


Laboratorios Dispert, Uruguay) (Robaina, 1994). La inducción fue necesaria pues 


los ejemplares procedían de una zona de pesca cercana pero que no corresponde al 


área de desove de la especie. Los animales inyectados se controlaron mediante dos 


canulaciones diarias y la consiguiente observación al microscopio óptico. Con 


temperaturas del agua entre 20º y 25ºC se obtuvieron ovocitos maduros (hidratados), 


fecundables, entre 36 y 48 horas post- inyección. 
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F  ESTUDIOS MEDIANTE MICROSCOPÍA ÓPTICA  
De los animales desembarcados vivos y colectados durante el año en los 


puestos de pesca artesanal que no eran acondicionados en el laboratorio para los 


experimentos de fecundación in vitro, se obtuvieron ovarios y testículos, los cuales 


se fijaron en formaldehído al 10 % en buffer fosfato, pH 7,4 (fosfato monosódico y 


fosfato disódico) o solución fijadora de Bouin. Las muestras se deshidrataron e 


incluyeron en parafina o paraplast según técnica habitual (Ganter y Jolles, 1970). 


Cortes de 5 µm de espesor se colorearon con la técnica de hematoxilina y eosina, o 


con PAS-hematoxilina. Trozos de ovarios fijados y llevados al crióstato permitieron 


obtener cortes que se tiñeron con negro Sudán B (Lillie, 1965; Ganter y Jolles 1970). 


Los preparados se estudiaron en un microscopio de campo claro y las fotografias de 


las secciones se realizaron en un microscopio Olympus modelo Vanox con cámara 


PM 10-AD. 


 


F  DETECCIÓN DE GLICOCONJUGADOS EN OVOCITOS 


Con el fin de analizar los glicoconjugados presentes en ovocitos, se fijaron 


ovarios en diferentes estadios de vitelogénesis, en formol al 10 % en PBS. Trozos de 


estos órganos se incluyeron en Tissue Tek (O.C.T. Compound, Miles Jack U.S.A.) y 


se llevaron a un crióstato Reichert Jung Cryocut E para cortarlos en secciones de 10 


μm, las que se montaron en portas gelatinizados. Para la detección de los 


glicoconjugados se utilizó la técnica descrita por Lee et al., (1988) por medio de 


lectinas conjugadas con FITC. Los cortes se incubaron durante 30 minutos en 


cámara húmeda y a temperatura ambiente, en 200 μg/ml de lectina-FITC 


solubilizada en PBS conteniendo 4mg/ml de BSA. Se utilizaron las siguientes 


lectinas: Canavalia ensiformis (Con A), Glycine max (SBA) y Phytolaca americana 
(PMW). Después de la incubación los cortes se lavaron durante 15 minutos en 


PBS/BSA para remover las lectinas no unidas. Posteriormente se montaron en PBS/ 


glicerol (1/1) y se observaron y fotografiaron en un microscopio Nikon Microphot 


FX con equipo de epifluorescencia. Como controles se realizaron los siguientes 


experimentos: 1) incubación en un medio carente de lectina, 2) incubación en 


medios preparados como el standard a los cuales se adicionó el glúcido específico 


para cada lectina. 
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F  IDENTIFICACIÓN DE ACTINA FILAMENTOSA EN EL OVOCITO 


 Ovocitos en diferentes estadios vitelogenéticos se fijaron según protocolo de 


Hart et al., (1992) modificado en el buffer utilizado. El buffer estabilizador de 


filamentos utilizado contenía: 


• PBS  pH 7,4 (en lugar de Pipes 10 mM) 


• EGTA 10 mM  


• PMSF 1mM (como inhibidor de proteasas) 


Para la fijación de los ovocitos provenientes de un baño en el buffer estabilizador 


se empleó PFA (paraformaldehído) al 4 % en dicho buffer, durante 2 horas a 


temperatura ambiente. A continuación los ovocitos se lavaron 1 vez en el buffer 


estabilizador, 4 veces en PBS y se incluyeron en Tissue Tek. Cortes de 10 μm, 


obtenidos en el crióstato, se lavaron en PBS y se incubaron en cámara húmeda 


durante 30 minutos a 37° C, en la siguiente solución: 


5 μl de rhodamina-faloidina (Molecular Probes Inc.) 


200 μl PBS 10 mM 


6 μl BSA 30 % 


Posteriormente los cortes, lavados con PBS, fueron coloreados con Hoecht 33342 


(10μg/ml) (Sigma) con el fin de observar los núcleos, durante 5 minutos a 


temperatura ambiente. El montaje se hizo en glicerol/PBS y la observación  con un 


microscopio Nikon Microphot FXA. 


 


F  ANÁLISIS DE LA CONSTITUCIÓN PROTEICA DEL CORION 


A partir de ovocitos inmaduros, maduros e hidratados de corvina blanca, 


tanto frescos como congelados a -70° C, se aislaron los coriones según el método de 


extracción de cubiertas de ovocitos de peces descrito por Cotelli et al.,. (1988). En 


breve, esta técnica consiste en colocar los ovocitos en una solución fisiológica 


compuesta por Tris, NaCl y EDTA (TNE): 50 mM Tris HCL, 125 mM NaCl, 10 


mM EDTA) pH 7,2, a la cual se le agrega Tritón X 100 al 0,1 % en baño de hielo. 
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Posteriormente se homogeniza la muestra por medio de 4 golpes del émbolo de un 


homogenizador manual y el total de la suspensión se lleva a una solución de 


sacarosa 0.5 M en TNE, con el fin de que las cubiertas decanten por gravedad. Al 


cabo de 15 minutos se elimina el sobrenadante y el pellet es resuspendido en TNE, 


se lava varias veces con este buffer y bajo un microscopio estereoscópico se colectan 


individualmente las cubiertas. En cada tubo Eppendorf se almacenaron 30 coriones 


en 10 μl de TNE sin Tritón y se congelaron a -70ºC para su posterior utilización. 


Las cubiertas (120 por muestra) obtenidas por el método anteriormente 


descrito se solubilizaron en 100 μl de Tris 50 mM, 2% SDS y se homogeneizaron. 


Posteriormente, la muestra se agitó en un vortex, se sonicó y se le agregó 30 μl de 


buffer conteniendo:140 mg DTT, 800 μl glicerol, 800 μl de agua bidestilada y 3 


cristales de bromofenol. Previo pasaje por el vortex, la muestra se hirvió durante 4 


minutos en baño de María y se guardó hasta 24 horas a temperatura ambiente. Antes 


de cargar el gel,  se agitó nuevamente por medio de un vortex y se  centrifugó 


(20.000  g) durante 3 minutos. El sobrenadante (1corion/μl) se utilizó para el análisis 


mediante electroforesis unidimensional en geles discontínuos de  poliacrilamida  


(SDS-PAGE) (4 % de concentración - 12 % de separación) a voltaje constante, 


según el método de Laemmli (1970). Una vez completada la electroforesis, los geles 


se colorearon con azul brillante de Coomassie y con PAS (Fairbanks et al., 1971). 


Para determinar la cantidad de proteínas totales en cada corion  se utilizó el método 


de Bradford (1976).  
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F  FECUNDACIÓN IN VITRO Y ACTIVACIÓN DE LOS GAMETOS 


Hembras que se había determinado portaban ovocitos hidratados, 


(posteriormente a la inducción de la maduración) fueron canuladas obteniéndose así 


cantidades abundantes de ovocitos. Estos se colocaron inmediatamente en placas de 


Petri o vasos de precipitados “en seco”, (sin agua de mar), de donde se extrajeron 


alícuotas de 100 ovocitos. A cada muestra de ovocitos se le agregó 300 μl de 


esperma obtenido por canulación directa desde el testículo y se mezcló suavemente 


con una varilla de vidrio. Después de realizada esta operación se agregaron 10 ml de 


agua de mar filtrada (salinidad 22-24 ‰). A partir de esta manipulación (tiempo 0) 


se contaron los segundos o minutos para la observación, análisis o fijación de los 


ovocitos. En forma continua al principio y cada 15 minutos más tarde, se controló, 


con el microscopio de campo claro, la aparición del espacio perivitelino y la 


presencia de los primeros surcos de segmentación (primeras blastómeras). Los 


huevos se mantuvieron en vasos de Chase a una temperatura entre 20 y 25° C en 


agua de mar filtrada y con aireación continua. De esta forma se determinó la tasa de 


fecundación (ovocitos en segmentación).  


El desarrollo de la motilidad espermática o activación se estudió diluyendo 


30 μl de esperma en 1 ml de agua de mar (salinidad 22-24 ‰). Mediante 


observaciones continuas con microscopio óptico se determinó el tiempo mínimo de 


aparición de la motilidad progresiva y el tiempo máximo de su duración.  


La activación artificial de los ovocitos se obtuvo mediante la incubación de 


ovocitos maduros en agua de mar (salinidad 22-24 ‰) o en buffer fosfato 0.1M, 


conteniendo 10, 20, 40 y 60 μM del ionóforo de calcio A23187 (Sigma). Como 


controles se utilizaron incubaciones en agua de mar o en buffer fosfato sin el 


ionóforo. Se consideraron activados los ovocitos que presentaron espacio 


perivitelino, los cuales se procesaron para ser estudiados con el microscopio 


electrónico de barrido. Se analizaron ovocitos activados con corion y decorionados 


(según técnica detallada más adelante). 


 


 


 


 


 


 19







 20


F  TASA DE FECUNDACIÓN. EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN 


ESPERMÁTICA  
A partir de machos espermiantes de corvina blanca se comprobó la 


adquisición de la motilidad espermática como se detalló anteriormente. A 


continuación, 300 μl de semen se mezclaron “en seco” con 100 ovocitos maduros, 


en 3 series de 10 muestras cada una. A la serie 1 se le agregó 10 ml de agua de mar 


filtrada (salinidad 22-24 ‰, temperatura 18-20° C); a la serie 2, 15 ml y a la serie 3, 


20 ml de agua de mar en las mismas condiciones. Se tomó una alícuota de cada 


muestra cada 5 minutos para la observación al microscopio óptico, considerando la 


aparición del espacio perivitelino y la formación de las primeras 8 blastómeras como 


indicadores de fecundación. Se calculó el porcentaje de ovocitos fecundados o tasa 


de fecundación (ovocitos en segmentación) para cada muestra y se promediaron los 


valores para cada concentración espermática. 


 


F  TASA DE FECUNDACIÓN. EFECTO DEL TIEMPO POST-DILUCIÓN DE 


LOS ESPERMATOZOIDES 


Se determinó la capacidad fecundante de los espermatozoides a diferentes 


tiempos de su dilución. Este valor se midió inseminando 100 ovocitos maduros con 


espermatozoides que tenían diferentes tiempos de adquisición de la motilidad. 


Después de 5 minutos se determinó el número de ovocitos con espacio perivitelino y 


después de 30 minutos se determinó el número de ovocitos en segmentación. Las 


muestras se fijaron en glutaraldehído al 2,5 % en buffer fosfato con el fin de ser 


analizadas. Se calculó la tasa de fecundación para cada tiempo post-dilución. La 


capacidad fecundante se midió en dos momentos del período reproductor: diciembre 


y febrero. En cada mes el protocolo se repitió 4 veces y se promediaron los valores 


para el total de las muestras de ese mes y para cada tiempo post-dilución. 


 


F  TASA DE FECUNDACIÓN. EFECTO DE LECTINAS 


El efecto de las lectinas Canavalia ensiformis (Con A), Glycine max (SBA), 


Phytolaca americana (PMW) y Ulex europaeus (UEA-1) en la fecundación, se 


estudió mediante adición de 20 μl de una solución de lectina en PBS (5μg/μl) a 300 


μl de semen (100 μg de lectina). Después de 2 minutos se agregaron 10 ml de agua 


de mar y 100 ovocitos. Después de 30 minutos cada muestra se fijó en 
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glutaraldehído al 2,5 % en PBS y se estableció el número de ovocitos fecundados. 


Para cada lectina el protocolo se repitió 10 veces. Como controles se utilizaron 


ovocitos inseminados con esperma sin tratar y con igual dilución. La tasa de 


fecundación se evaluó de la misma forma que en el experimento anterior y se 


promediaron los resultados para el total de muestras. 


 


F  ANÁLISIS DE LA ACCIÓN DEL CORION SOBRE EL 


COMPORTAMIENTO DE LOS ESPERMATOZOIDES 


Con el objetivo de estudiar el efecto de posibles moléculas solubles del corion 


sobre la actividad espermática se preparó “agua de huevos” de la siguiente manera: 


ovocitos maduros obtenidos por canulación se colocaron en agua de mar filtrada 


(salinidad 22-24 ‰), cuyo pH fue llevado a 3,5 con HCl 1N, por 30 minutos a 4ºC. 


Una vez pasado el período de incubación se pipeteó el agua, obteniéndose así "agua 


de huevos" (Pillai et al., 1993) la cual fue llevada a pH 7,4 mediante NaOH 1N. 


Espermatozoides obtenidos por canulación de machos maduros se colocaron en: 


a) agua de mar filtrada (30 μl esperma/ml) pH 7,5 


b) "agua de huevos" (30 μl esperma/ml) 


En ambos casos se dejaron 2 minutos e inmediatamente se utilizaron para realizar la 


inseminación.  
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F  ESTUDIOS CON MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO 


Gónadas, gametos y ovocitos fecundados y activados con ionóforo se fijaron 


en glutaraldehído al 2.5 % en buffer fosfato 0.1M o agua de mar, pH 7,4. El material 


se mantuvo en el fijador a 4ºC por un mínimo de 2 horas hasta un máximo de 6 


meses, después de lo cual se lavó 3 veces en buffer fosfato 0.1M y se procedió a la 


deshidratación en series de acetonas de concentración creciente. Una vez 


deshidratado, el material se secó al punto crítico del CO2, se montó en portamuestras 


y se metalizó con oro en un aparato Pelco 90000.  


Con el fin de analizar la membrana celular de los ovocitos, se procedió al 


decorionado después del metalado por medio de pinzas Dumont 3 y 5. Después de 


un segundo montaje, los ovocitos decorionados fueron metalizados nuevamente. 


Para la observación de espermatozoides se utilizó esperma obtenido por 


canulación y fijado como se detalló precedentemente. Gotas de este esperma se 


depositaron sobre trozos de cubreobjetos que previamente habían sido sumergidos 


en una solución de polilisina al 10 % en agua desionizada y dejado secar a 


temperatura ambiente. Inmediatamente se introdujo cada trozo de cubreobjeto en 


una cápsula Beem a la que se le había cortado el extremo cónico y perforado la tapa. 


El material, dentro de las cápsulas fue lavado 3 veces en buffer fosfato 0.1 M pH 


7,4, deshidratado en acetonas crecientes y secado al punto crítico del Co2. Los trozos 


de cubreobjetos fueron montados en portamuestras y metalizados con oro.  


Las preparaciones obtenidas de los diferentes materiales se estudiaron en un 


microscopio JEOL JSM 25 S II.  


 


F  ESTUDIOS CON MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN 


Ovocitos inmaduros, maduros, hidratados y fecundados, así como trozos de 


testículo se fijaron, por 2 horas, en paraformaldehído al 4% o glutaraldehído al 2,5 


% en buffer fosfato 0.1M, pH 7,4. Se lavaron 6 veces en el mismo buffer, se 


postfijaron en tetraóxido de osmio al 1.0 %, 1 hora, se lavaron por 6 veces en buffer 


y se deshidrataron en alcoholes de concentración creciente. Los especímenes se 


incluyeron en araldita (Durcupan ACH, Fluka) previo tratamiento con 3 cambios en 


acetona 100%. Los cortes plateados o dorados obtenidos con un ultramicrótomo 


Porter Bloom MT2, se tiñeron con las técnicas corrientes de acetato de uranilo y 


citrato de plomo y se observaron en un microscopio JEOL JEM 100 CX II. 
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F  ORGANIZACION DEL OVARIO  


El aparato reproductor femenino de M. furnieri está constituído por dos 


ovarios que confluyen en un oviducto común, el cual se abre en la papila genital. 


Cada ovario presenta una pared de tejido conectivo y muscular cubierta 


externamente por epitelio celómico e internamente por el epitelio luminal. En la cara 


dorsal del órgano, se encuentra el hilio. De la pared ovárica se originan estructuras 


digitiformes (lamelas) que se orientan hacia el centro del órgano. Cada una de ellas 


presenta un eje conectivo muscular y el límite externo de cada lamela está 


representado por el epitelio luminal, en este caso epitelio germinal. Los ovocitos se 


desarrollan entre el epitelio y el eje (Fig. 1A). 


 Durante la ovogénesis,a partir de las ovogonias se desarrollan los ovocitos en 


los cuales se produce la vitelogénesis. Una vez que el proceso se ha completado, la 


célula sufre una serie de cambios tales como aumento de tamaño, migración nuclear, 


reorganización del vitelo, etc. todos ellos comprendidos en la denominada 


maduración final. 


 
F  OVOGENESIS, CORRELACION ENTRE ESTRUCTURA Y 


ULTRAESTRUCTURA. CORIOGENESIS. 


El proceso de ovogénesis que en los Teleósteos implica, entre otras cosas, la 


acumulación de gran cantidad de vitelo se puede reconocer por una serie de estadios 


que describiremos relacionando la morfología a escala óptica con la ultraestructura 


del correspondiente cortex ovular y del proceso de formación de la cubierta 


ovocitaria. En las lamelas ováricas de corvina blanca se reconocen diferentes  


estadios de la ovogénesis, cuyas características principales se establecen en la Tabla 


I. 


 


I  Ovogonia      


 Diámetro celular: 8-15 μm (Fig.2 A1). Se identifican ovogonias en todas las 


zonas del ovario y en todo el ciclo anual. Tienen forma esférica y una relación 


nucleo-citoplásmica alta. La cromatina aparece finamente fibrilar y en medio de ésta 


se observa el nucléolo. Se las puede encontrar, aisladas o en pequeños grupos, en el 


epitelio de la lamela.  
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II Ovocito previtelogénico


 Diámetro celular: 15-40 μm (Fig.2 A2). Este ovocito, esférico o poligonal, se 


reconoce por la basofilia de su citoplasma y el núcleo de posición central que 


presenta la cromatina organizada en fibras y que corresponde a los cromosomas 


plumulados. Al igual que la ovogonia, los ovocitos más pequeños están presentes en 


todos los tipos de ovarios reconocibles en el ciclo anual. Numerosos nucléolos se 


pueden observar cercanos a la envoltura nuclear. A partir de este estado es posible 


reconocer el folículo ovárico, constituido por el ovocito rodeado por una capa de 


células foliculares planas y una capa de células tecales. 


 La microscopía electrónica de transmisión del cortex ovocitario muestra un 


adosamiento entre la membrana celular del ovocito y la de la célula folicular, sin 


deposición de material entre ellas (Fig.2B). El citoplasma ovocitario presenta 


abundancia de ribosomas, cisternas dilatadas del retículo liso y mitocondrias. La 


célula folicular muestra un citoplasma de menor densidad electrónica que el del 


ovocito, con mitocondrias grandes y algunas cisternas. La capa más externa del 


folículo está formada por células de la teca. 


 


III  Ovocito en vitelogénesis lipídica 


 Diámetro celular: 40-100 μm (Fig.3A, 4A). Esta célula, de forma esférica o 


poligonal, está situada más cerca del eje de la lamela que el ovocito previtelogénico. 


En el citoplasma basófilo han comenzado a aparecer gotas lipídicas (Sudan Black B 


positivas). El núcleo, central, presenta numerosos nucléolos cercanos a la envoltura 


nuclear.  A medida que el ovocito crece, el número de gotas lipídicas aumenta, lo 


cual  confiere un aspecto espumoso al citoplasma. Cuando la célula alcanza los 80 


μm de diámetro, comienza a formarse una envoltura acelular, el corion, ubicado 


entre el ovocito y las células foliculares. Este se puede reconocerse por su carácter 


PAS positivo. 


El proceso de deposición del corion, estudiado mediante microscopía 


electrónica de transmisión, permite reconocer dos estadios a saber: a) en el comienzo 


del proceso, la superficie ovocitaria presenta ondulaciones en la zona de contacto 


entre las membranas ovocitaria y folicular y en la zona de aposición hacia el lado 


folicular se aprecia el depósito de un material denso a los electrones (Fig. 3B).  
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b) En ovocitos en etapas más avanzadas de la deposición de vitelo lipídico, el 


corion es visible con el microscopio de luz (Fig. 4A), y mediante microscopía 


electrónica de transmisión se observa que debajo de la membrana plasmática de la 


célula folicular hay una zona ocupada por un material de aspecto granular fino y 


poco denso a los electrones (Fig. 4B); se pueden ver desmosomas entre células 


foliculares. Se distingue el corion en formación constituido por una zona de 


granulaciones más gruesas que las del espacio subfolicular y una región, de límites 


irregulares, muy densa a los electrones. El límite que contacta con la membrana del 


ovocito presenta ondulaciones. Atravesando el corion se pueden distinguir 


microvellosidades citoplásmicas originadas en la superficie ovocitaria. El corion en 


formación tiene un anchoaproximado de 0,5 μm. 


 


IV  Ovocito en vitelogénesis proteica


Diámetro celular: 100-500 μm (Fig. 5A, 6A). Esta célula tiene forma 


poligonal, con el vitelo lipídico organizado en grandes gotas las cuales suelen 


deformar el núcleo. En el resto del citoplasma se observan gránulos acidófilos y 


PAS positivos. La deposición de estos gránulos vitelinos es progresiva comenzando 


su aparición en el cortex ovocitario (Fig. 5A) y ocupando paulatinamente la totalidad 


del citoplasma. El corion ha aumentado su grosor (1,5 μm) 


La microscopía electrónica de los ovocitos con diámetro mayor de 200 μm 


muestra un corion que, además de las 2 zonas descritas en el estadio anterior, 


presenta el comienzo de la deposición de la zona interna (Fig. 5B). En la zona 


subfolicular han aparecido formaciones membranosas  


 


V  Ovocito vitelogénico total 


 Diámetro celular: 500-700 μm (Fig. 6 B1,B2). De forma poligonal en los 


cortes y con el núcleo deformado por el vitelo lipídico, esta célula presenta el 


citoplasma lleno de ambos tipos de vitelo, lipídico y proteico. In vivo el ovocito 


vitelogénico total es esférico y de color amarillo (Fig. 6 B1). La vitelogénesis ha 


terminado y el corion, que ha alcanzado su ancho máximo (3,5 μm) presenta 


estriación radial (Fig. 7A).  


Mediante el microscopio electrónico de transmisión se observa una 


membrana coriónica constituida por 3 capas. Se ha completado la zona más interna 
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que está en contacto con la membrana plasmática del ovocito. Es la más ancha de las 


tres (2 μm) de aspecto fibrilar con disposición helicoidal y muy densa a los 


electrones (Fig. 7B). La totalidad del corion está atravesado por vellosidades 


originadas en el ovocito y en las células foliculares. Ambos tipos de estructuras 


transcurren adosadas en cada canal y en su interior se pueden observar vesículas 


(Fig. 8A, B y C). En la zona de contacto entre el corion y el ovocito se reconocen las 


vellosidades presentando un eje filamentoso (Fig. 9A). En el cortex ovocitario se 


observan: 1) estructuras filamentosas del mismo aspecto y dimensiones que las que 


constituyen el eje de las vellosidades que penetran al corion y 2) los gránulos 


corticales, de 3,5-5 μm de diámetro, de aspecto electrón lúcido (Fig. 9B). Cortes 


tangenciales del corion de un ovocito vitelogénico total permiten apreciar el patrón 


regular de disposición de las vellosidades (Fig. 10A) y a las mismas cortadas 


transversalmente con sus membranas celulares visibles (Fig. 10B). 


Se demostró la presencia de actina F o actina filamentosa en ovocitos 


previtelogénicos y vitelogénicos totales, por medio de la incubación en un medio 


con rhodamina-faloidina. En los previtelogénicos se evidenció una reacción positiva 


en la periferia (Fig. 11A) en tanto que en los vitelogénicos totales se observó un 


patrón cortical de microfilamentos que se extiende hacia el corion siguiendo la 


dirección de las estriaciones (Fig. 11B).  


A partir de las imágenes obtenidas por la microscopía óptica y electrónica se 


ha podido reconstruir la disposición de las diferentes capas que forman el corion de 


un ovocito vitelogénico total de corvina blanca. En la figura 12 se representa un 


esquema del mismo, donde se pueden apreciar las 3 zonas y el origen, recorrido e 


interrelaciones de las vellosidades que atraviesan la cubierta.  


En este tipo de ovocito fue posible observar el micropilo, único lugar de 


entrada de los espermatozoides durante la fecundación. El análisis de la superficie de 


ovocitos vitelogénicos totales tratados con pronasa permitió observar el micropilo 


mediante microscopía electrónica de barrido. En los cortes semifinos, obtenidos con 


ultramicrótomo, teñidos con azul de metileno y observados con microscopía óptica 


éste aparece como un pequeño embudo cuyo orificio interno mide 1,8 μm y el 


externo 5 μm (Fig. 16 B1).En estas preparaciones se pudo observar también la célula 


micropilar.  
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En nuestros protocolos experimentales pudimos comprobar que el ovocito 


vitelogénico total es el único estadio sensible in vivo a la maduración inducida 


mediante gonadotrofina coriónica  


 


VI  Ovocito maduro  


 Diámetro celular: 700-900 μm (Fig. 13 A1,A2). El ovocito maduro aislado es 


esférico y de aspecto hialino (Fig. 13 A1), pero en las preparaciones histológicas 


aparece deformado y generalmente roto como consecuencia del procesamiento del 


material (Fig. 13 A2). El núcleo, cuando se observa, tiene forma de media luna y 


está cercano a un polo. Las gotas lipídicas se han fusionado en una gran gota que 


ocupa el polo opuesto al núcleo. El vitelo proteico presenta un aspecto finamente 


granular y el corion, que ha perdido la estriación radial, es más delgado que el del 


ovocito vitelogénico total. Este estadio representa la finalización de la ovogénesis a 


la cual sigue la salida del ovocito, primero del folículo ovárico (ovulación) y 


posteriormente hacia el exterior (desove). 


Nosotros instrumentamos la inducción de la maduración in vivo del ovocito 


de corvina blanca en el laboratorio, mediante gonadotropina coriónica humana. Se 


observó que para que los ovocitos fueran sensibles a la inducción debían haber 


alcanzado las etapas finales de la vitelogénesis (vitelogénesis proteica avanzada o 


total). En ese caso, la obtención de ovocitos maduros viables y fecundables se 


lograba entre 36 y 48 horas post-inyección, dependiendo de la temperatura del agua 


en que se encontraban los reproductores 


En el corion del ovocito maduro (Fig. 13B) se observan cambios en la 


ultraestructura. Su espesor, que ha disminuido, es de 2,5 μm y las tres zonas 


características del ovocito en vitelogénesis total no se reconocen. En el corion de 


este ovocito se identifica una banda exterior densa a los electrones y 10 bandas de 


menor densidad que la anterior (una banda relativamente más densa alterna con una 


menos densa). Estas bandas están dispuestas en forma paralela al eje mayor del 


corte. En esta etapa no se observan las microvellosidades que atravesaban la cubierta 


en el ovocito vitelogénico total. En el cortex ovular no se identifican estructuras 


filamentosas. Las células foliculares y tecales han desaparecido. 


Utilizando microscopía electrónica de barrido se ha analizado la superficie 


del ovocito en vitelogénesis total y maduro. El primero aparece parcialmente 
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cubierto por las células foliculares las cuales se observan aplanadas y sobre el corion 


(Fig. 14 A1,A2). El ovocito maduro, expone la superficie coriónica libre de células 


foliculares la cual presenta un patrón regular de depresiones circulares de 0,3 μm de 


diámetro (Fig. 14B). La cara interna aparece con pliegues largos los cuales presentan 


excrecencias semicirculares (Fig. 15A). La observación del corion “fracturado” 


muestra las diferentes zonas que lo constituyen y que le confieren un aspecto 


laminado (Fig 15 B). En los ovocitos maduros decorionados se observa la membrana 


celular totalmente cubierta por microvellosidades (Fig. 15C). No se identificó 


ninguna zona que presentara un patrón diferente de microvellosidades. En algunos 


ovocitos vitelogénicos totales en que la membrana celular y el cortex habían 


desaparecido durante la manipulación, se pudo apreciar los gránulos de vitelo. (Fig. 


15 D). En otros, quedó expuesto el cortex y los gránulos corticales regularmente 


distribuídos en una capa bajo la membrana plasmática (Fig. 16 A). 


En uno de los polos, se observó la presencia de un único micropilo o zona de 


entrada del espermatozoide. Este aparece con aspecto infundibular igual que en el 


ovocito vitelogénico total liberado de las células foliculares por medio de pronasa 


0.5 %, de paredes laminadas que reflejan la organización del corion, con un 


diámetro externo de 5 μm, sin crestas ni estructuras especiales en la superficie 


circundante. En la luz del micropilo se pudo observar material que ocupaba parte del 


canal sin hacer saliencia en la superficie exterior. El área del polo animal en que se 


encuentra no presenta concavidad ni convexidad que lo distingan del resto del 


casquete. El patrón de depresiones superficiales en la cercanía del micropilo es igual 


al resto del área (Fig. 16 B2; 17 A,B).  


 


F  IDENTIFICACION DE GLICOCONJUGADOS  


 El tratamiento con la lectina Con A (específica para D-manosa), mostró una 


reacción positiva en la superficie de todos los ovocitos, independientemente de su 


grado de desarrollo, así como en la superficie externa del corion de los ovocitos 


vitelogénicos totales (Fig.18A). 


 El tratamiento de los ovocitos con SBA (específica para N-


acetilgalactosamina) mostró una reacción débil en la superficie de los ovocitos 


inmaduros, similar al observado con Con A. En los ovocitos maduros la reacción se 


visualizó con un patrón granular en el citoplasma cortical (Fig. 18B). El corion no 
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mostró reacción al tratamiento con esta lectina.  


 El tratamiento de los ovocitos con PMW (específica para acetilglucosamina) 


presentó una reacción débil en las superficies externa e interna del corion de los 


ovocitos vitelogénicos totales (Fig. 18C). 


 La incubación de cortes de ovocitos en medio carente de lectina o en medio 


conteniendo los correspondientes glúcidos específicos presentó reacción negativa en 


todos los casos (Fig.18D). Cabe indicar que el material estudiado presenta 


autofluorescencia sobre todo a nivel del vitelo y en forma más débil en la superficie 


externa del corion. 


 


F  CONSTITUCION PROTEICA DEL CORION 


 La cuantificación de las proteínas presentes en el corion del ovocito 


vitelogénico total de corvina blanca dio como resultado 0,75 μg/ corion.  


 Las curvas de calibración realizadas a partir de los geles SDS-PAGE 


permitieron identificar los siguientes polipéptidos en el corion del ovocito 


vitelogénico total:  


* dos bandas mayoritarias con movilidad relativa (Mr) aproximadamente de  47 y 57 


kDa ± y tres polipéptidos minoritarios de Mr. 67, 110 y 130 kDa ± respectivamente; 


(Fig. 19 A); 


* las bandas comprendidas entre 47 y 57 kDa  y una banda minoritaria de 130-140 


kDa corresponden a glicoproteínas como se demostró por el método de PAS 


utilizado para colorear los geles (Fig. 19 B); 


* en el corion del ovocito maduro se mantienen las bandas mayoritarias con Mr 


aproximada de 47 y 57 kDa ± y la banda de Mr 130-140 kDa. No aparecen en 


cambio las bandas minoritarias de Mr. 67 y 110 kDa ±  (Fig. 19 B). 
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LINEA GERMINAL MASCULINA 
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F  ORGANIZACION DEL TESTICULO   


El aparato reproductor masculino de M. furnieri está constituído, por un par 


de testículos alargados de sección triangular, los que comparten un conducto 


deferente que desemboca en la papila genital. La gónada masculina presenta una 


cápsula de tejido conectivo con fibras musculares, cubierta externamente por el 


epitelio celómico. En la cara dorsal del testículo se encuentra el hilio. El parénquima 


está constituído por túbulos en el interior de los cuales se desarrolla la 


espermatogénesis (Fig. 1B). Las células germinales se encuentran agrupadas en 


nidos o cistos. Cada nido, constituído por un tipo de célula germinal 


(espermatogonias, espermatocitos, espermátidas o espermatozoides), está rodeado y 


separado del nido vecino por células de Sertoli, única célula somática presente en el 


interior del túbulo (Fig. 1C). Ultraestructuralmente el túbulo seminífero de M. 
furnieri aparece delimitado por una membrana basal que lo separa del 


compartimento intertubular, constituido por tejido conectivo, capilares, células 


mioides y células semejantes a las células de Leydig de los mamíferos. Por dentro de 


la membrana basal se reconocen los diferentes cistos de células germinales en los 


cuales se desarrolla la espermatogénesis y cuyas características principales se 


detallan en la Tabla II. 


 


 


F  ESPERMATOGENESIS. ESTRUCTURA Y ULTRAESTRUCTURA 


CELULAR 
I  Espermatogonias


Diámetro: 6-8 µm, siempre presentes aunque más visibles en el período de 


reposo del ciclo reproductor. El citoplasma es ligeramente basófilo y el núcleo 


presenta la cromatina condensada periféricamente y un nucléolo único. Las 


espermatogonias pueden encontrarse aisladas o en grupos de dos o cuatro células en 


relación con una o más células de Sertoli (Fig. 20A). 


La microscopía electrónica de transmisión muestra una célula de núcleo central, de 


cromatina finamente granular, citoplasma con escasas mitocondrias y  cisternas del 


retículo. Se destacan zonas electrón densas en la vecindad de la envoltura nuclear. 
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Alrededor de las espermatogonias se observa una o más células de Sertoli (Fig. 


20B). 


 


II  Espermatocitos 


Diámetro: 3-4 µm. Agrupados en  cistos, el análisis mediante  microscopía 


óptica permite reconocer el núcleo esférico, cuya cromatina aparece en grumos 


gruesos en los espermatocitos I (Fig. 21A) y más fina en los espermatocitos II (Fig. 


22A). El citoplasma forma un halo fino apenas visible. La microscopía electrónica 


de transmisión muestra a los espermatocitos I como células con un núcleo de 3,5 


μm, zonas de cromatina condensada, donde se pueden observar complejos 


sinaptonémicos (Fig. 21B). Los espermatocitos II presentan un núcleo de 2,5 μm de 


diámetro (Fig. 22B). El conjunto de células de un cisto está rodeado por el 


citoplasma de células de Sertoli en forma de delgadas prolongaciones. 


 


III  Espermátidas 


Diámetro nuclear 2-2,5 µm. Este tipo celular se distingue, mediante 


microscopía óptica, principalmente por la forma y características tintoriales del 


núcleo. Se reconocen  básicamente dos tipos de espermátidas: de 2,5 μm de diámetro 


nuclear (Fig. 23A) y  de 2 μm de diámetro nuclear que presentan  mayor basofilia y 


entre las que se distinguen flagelos eosinófilos (Fig. 24A). La microscopía 


electrónica de transmisión permite identificar los cistos de espermátidas por el 


menor diámetro nuclear, la compactación creciente de la cromatina y la presencia de 


centriolos y de flagelos. Es en estos cistos donde se pueden observar mejor los 


puentes citoplasmáticos que conectan las células de cada nido (Fig. 23B y 24B). A 


medida que progresa la espermiogénesis, el núcleo va adquiriendo mayor 


compactación y por consiguiente densidad electrónica (Fig. 24B y C).  


 


IV  Espermatozoide 


Diámetro nuclear: 1,5-2 µm, es una célula visible tanto dentro de los nidos 


como libre en la luz de los túbulos. Se distingue, con el microscopio óptico, una 


cabeza redonda o arriñonada según el corte, intensamente basófila, y una cola 


eosinófila. Dentro del cisto los espermatozoides se orientan con la cabeza hacia una 
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zona y las colas hacia el lado opuesto, (Fig. 25A) mientras en la luz tubular se 


encuentran distribuidos al azar e independientes unos de otros (Fig. 25B). 


Analizado mediante microscopía electrónica de transmisión, el 


espermatozoide de corvina blanca presenta una cabeza redondeada, sin acrosoma, 


con el núcleo condensado electrón denso rodeado por la membrana celular. Se 


visualiza un par de centríolos alojados en una escotadura del núcleo y las 


mitocondrias ubicadas  en la pieza media las cuales no muestran asociación ni fusión 


entre ellas (Fig. 26A). La cola está formada por el flagelo con los microtúbulos 


organizados según el patrón 9 + 2 sin fibras periféricas adicionales.  


 La microscopía electrónica de barrido muestra una célula con la cabeza  


esférica (algo deformada probablemente por artefacto de técnica) de 1,5-1,8 μm de 


diámetro, las mitocondrias haciendo protrusión por detrás del núcleo y el flagelo de 


0,2 μm de diámetro por 35 µm de largo (Fig. 26B) El tamaño total del gameto 


masculino de M. furnieri es aproximadamente 37 μm. 


 


Además de las células germinales, en el interior del túbulo seminífero se 


encuentran las células de Sertoli. Mediante microscopía fotónica se reconocen por 


presentar un núcleo claro, de sección triangular cuyo diámetro máximo oscila entre 4 


y 6 μm según la época del ciclo. Se observa un nucléolo. El citoplasma se visualiza 


como prolongaciones acidófilas que rodean y delimitan cada cisto pudiéndose 


identificar varias células de Sertoli por cisto. A medida que la espermatogénesis 


progresa y por lo tanto aumenta el número de células en el interior de los cistos, las 


células de Sertoli presentan variaciones en la forma del núcleo, el cual se aplana a la 


vez que las prolongaciones citoplásmicas se adelgazan. (Fig.20A; 21A; 24A). 


El estudio mediante microscopía electrónica de transmisión muestra a la 


célula de Sertoli con un núcleo de sección geométrica y cromatina condensada en la 


proximidad de la envoltura nuclear (Fig. 27A). El citoplasma de las células presentes 


en cistos de espermátidas y espermatozoides presenta cuerpos residuales que 


contienen estructuras lamelares o granulares en su interior (Fig. 27C). Se observan 


desmosomas relacionando a las células de Sertoli entre sí (Fig. 27B).  
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INTERACCIONES GAMETICAS 
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F  FECUNDACION IN VITRO 


I  Activación espermática  


La observación del esperma extraído por canulación de los machos de M. 


furnieri no presentaba movimiento. Los espermatozoides diluidos, 30 μl/ml, en agua 


de mar (salinidad 22-24 ‰, temperatura 21°C) alcanzaron motilidad máxima a los 


20 segundos y se mantuvieron móviles hasta los 45 minutos (Fig. 28). El 


movimiento era vibratorio y progresivo. 


El análisis del efecto del corion sobre la actividad espermática mostró que los 


espermatozoides en presencia de “agua de huevos” adquirieron motilidad máxima a 


los 10 segundos de diluidos. La duración, descenso y pérdida de la motilidad fue 


semejante a la de los espermatozoides control. (Fig. 28).  


 


II  Morfología de la fecundación 


 Los ovocitos maduros de corvina blanca inseminados exitosamente in vitro y 


observados mediante microscopio estereoscópico evidenciaron la siguiente 


secuencia de eventos: 


 * los espermatozoides no mostraron aglutinación en la cercanía de los 


ovocitos; 


* a los 5 minutos se pudo apreciar la aparición del espacio perivitelino (Fig. 


29 A1 y A2) y disminución en el volumen ovular; 


* a los 30 minutos se completaba la primera división de segmentación 


reconociéndose las 2 blastómeras y a los 45-50 minutos las 4 primeras blastómeras 


(Fig. 29B). 


 Pudimos observar la formación del disco embrionario a las 2 horas post-


inseminación. El desarrollo de los embriones hasta la eclosión se logró obtener 


solamente en 2 experimentos. Esta ocurrió a las 36 horas postinseminación. 


Los ovocitos fijados entre 5 y 10 segundos post-inseminación y observados 


mediante microscopía electrónica de barrido, mostraron la presencia de una 


formación cilíndrica, en el interior del micropilo (Fig. 30A). Estos mismos ovocitos  


decorionados presentaron, en algunos de ellos, una zona con menor cantidad de 
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pliegues en la membrana celular, la cual presentaba en el centro un orificio circular 


de aproximadamente 2,5 μm de diámetro (Fig. 30B).  


La exocitosis de los gránulos corticales se pudo observar en los ovocitos 


fecundados decorionados después de 1 minuto post-inseminación y en toda la 


superficie celular (Fig. 30C). En los ovocitos de 2 minutos se apreció, en uno de los 


polos celulares, la presencia de 2 estructuras contiguas, semejantes a cráteres 


formadas por pliegues más elevados de la membrana celular (Fig. 31A, B). 


 


F  ACTIVACION INDUCIDA DE LOS OVOCITOS 


 Los ovocitos maduros de M. furnieri  no presentan signos de activación 


(formación de espacio perivitelino) cuando permanecen en agua de mar. Los 


ovocitos maduros tratados con ionóforo A23187 mostraron espacio perivitelino  en 


las proporciones que se detallan en la Tabla III. 


 


Tabla III 


Activación ovocitaria con relación a la concentración de ionóforo y al medio. Se 


aplicaron 10 condiciones experimentales (C. exp.) en 5 réplicas c/u. La activación se 


definió en base a la presencia del espacio perivitelino. 


       C. exp.                     [Ionóforo] μM                 Medio              % Activación (x) 


           1         10      Agua de mar           0  


           2         20      Agua de mar           6  


           3         40      Agua de mar         40  


           4         60      Agua de mar         25  


           5         10      Buffer fosfato         10  


           6         20      Buffer fosfato         15  


           7         40     Buffer fosfato         48  


           8         60     Buffer fosfato         30  


           9  ______________     Agua de mar           0  


          10  ______________     Buffer fosfato           0  


 


 Los resultados obtenidos demuestran que la concentración de ionóforo que 


activó el mayor porcentaje de ovocitos fue la de 40 μM tanto en agua de mar como 


en buffer fosfato. Los resultados negativos obtenidos a partir de los controles 
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permiten asegurar que ni el agua de mar ni el buffer utilizado producen activación 


ovocitaria en M. furnieri. 
Los ovocitos activados analizados mediante microscopio electrónico de 


barrido mostraron los siguientes resultados: 


* en los ovocitos con corion, se observó que, a diferencia de los ovocitos 


fecundados, el micropilo no presentaba ninguna estructura en la luz (Fig. 32 


A). El espacio perivitelino se observó en el mismo tiempo que en los 


ovocitos fecundados;  


* en los ovocitos decorionados se observó la exocitosis de los gránulos 


corticales en ovocitos fijados a los 2 minutos o más del inicio del tratamiento 


con ionóforo (Fig. 32B). En los ovocitos fecundados se observa este evento a 


1 minuto de ser inseminados. 


 


F  CAPACIDAD FECUNDANTE DE LOS ESPERMATOZOIDES 


El análisis de la incidencia de la concentración espermática sobre la tasa de 


fecundación dio los siguientes resultados:  


Tabla IV.- 


Concentración espermática y fecundidad. Se testearon 3 concentraciones de esperma 
diluido en agua de mar (3 condiciones experimentales con 10 réplicas c/u) y su efecto 
sobre la fecundación de los ovocitos. La fecundidad se indica como porcentaje de los 
ovocitos que presentaron espacio perivitelino.  
 
     C. exp.             Factor de dilución       % ovocitos fecundados (x) 


       1           34,3                 90 


       2            51                 65 


       3            67,6                 40 


 


La dilución 34,3 en agua de mar fue la que permitió obtener el mayor 


porcentaje de ovocitos fecundados y la empleada en todos los experimentos de 


fecundación in vitro. 


Los ovocitos inseminados con espermatozoides que habían sido diluidos en 


“agua de huevos” (34,3) presentaron tasas de fecundación con valores similares a los 


diluidos en agua de mar.  
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La capacidad fecundante de los espermatozoides móviles analizada a través 


del porcentaje de ovocitos fecundados mostró los siguientes resultados:  


 


Tabla V 


Duración de la motilidad espermática y fecundidad. El % de fecundación se observó 


en 9 períodos post-activación con 4 réplicas en cada caso. Se presenta el promedio 


de los ovocitos fecundados. 


Observación                  % de ovocitos fecundados (x)  
post-activación (min)                Diciembre                              Febrero 


          0,33         85              66  


          5          88,25              69,5  


        10          95              65  


        15          89,5              60,75  


        20          54,75              40  


        25          40              25  


        30          12,5                8    


        35            5,5                5    


        40            0,5                0,25    


 


De los datos precedentes y de los gráficos correspondientes (Fig. 33A y B) se 


constata una tasa de fecundación entre 85 y 95 % para los ejemplares de diciembre 


cuando se trataba de espermatozoides cuya duración de la motilidad estaba 


comprendida entre 20 segundos y 15 minutos. En los gráficos se consideró tiempo 


0=20 segundos (0,33 minutos), que es el tiempo conocido en que los 


espermatozoides alcanzan motilidad máxima (Fig. 28). Para los ejemplares de 


febrero la tasa de fecundación descendió a valores promedio entre 60 y 69,5 % para 


espermatozoides con igual tiempo post-activación. 


El valor 15 minutos post-activación aparece como el punto de inflexión a 


partir del cual el porcentaje de ovocitos fecundados comienza a descender hasta 


alcanzar el valor 0,5 y 0,25 a los 40 minutos. Este hecho se constató tanto en los 


experimentos de diciembre como en los de febrero, donde también los valores 


fueron menores. Es de destacar que los espermatozoides cuyo tiempo post-


activación era de 40 minutos todavía presentaban motilidad máxima (Fig. 28). 
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F  ACCION DE LECTINAS SOBRE LA TASA DE FECUNDACION  El 


efecto de las lectinas Con A, UEA1, SBA y PMW sobre la capacidad fecundante de 


los espermatozoides tratados se muestra en la siguiente tabla : 


Tabla VI 


Lectina                                   Glúcido                               % ovocitos  


                                                                                      fecundados (x) (n=10) 


            Con A             D-manosa             0 


            UEA 1             L-fucosa             0  


            SBA     N-acetilgalactosamina             47  


            PMW     N-acetilglucosamina             88  


            Control ------------------------------             90  


 


 Los datos precedentes señalan que las lectinas Con A y UEA 1 


tuvieron una acción inhibidora total sobre la capacidad fecundante de los 


espermatozoides; la lectina SBA ejerció una inhibición parcial mientras PMW no 


alteró la capacidad fecundante . 
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 M. furnieri, segundo recurso pesquero para Uruguay, es un teleósteo 


nectobentónico, eurihalino y demersal cuya distribución a lo largo del año guarda 


estrecha relación con el comportamiento reproductor. Desde este punto de vista se 


trata de una especie ovípara que desova huevos pelágicos. Se ha establecido que el 


stock que incursiona en aguas uruguayas presenta una estación reproductiva que va 


desde octubre hasta marzo con variaciones anuales relacionadas con las condiciones 


bióticas y abióticas en el área de desove (Haimovici, 1977; Arena y Hertl, 1983; 


López de León, 1984; Cotrina, 1986; Berois et al., 1996). El análisis del índice 


gonado-somático y de la organización histológica de las gónadas de M. furnieri a lo 


largo del año ha permitido identificar seis estadios de maduración para los ovarios y 


cinco para los testículos así como la comprensión del proceso madurativo. El ovario 


de corvina blanca presenta un patrón de desove parcial y un tipo de maduración 


grupo sincrónico mientras el testículo pertenece al tipo espermatogonial irrestricto 


(López de León, 1984; Berois et al., 1996; Berois et al., sometido). El conocimiento 


detallado del proceso de maduración gonadal ha sido crucial al momento de encarar 


el estudio de diferentes aspectos de las interacciones gaméticas durante la 


fecundación de la especie. 
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F  OVOGENESIS 


El análisis morfológico de los diferentes tipos celulares germinales ováricos 


y su relación con las células foliculares ha permitido establecer estadios en la 


ovogénesis de la especie y determinar algunos aspectos ultraestructurales, en 


especial la formación de la membrana vitelina o corion, única cubierta ovular que 


interacciona con los espermatozoides. 


 La ovogonia, célula que da origen a todas las restantes de la línea germinal, 


puede reconocerse aislada o en pequeños grupos siempre en el epitelio de la lamela 


ovígera. Se encuentran ovogonias en todos los estadios histológicos del ciclo anual, 


aunque resulta más fácil visualizarlas en los estadios “desovado total” y 


“recuperación”. Esta situación ha sido descripta para todas las especies de peces 


analizadas aunque ha habido discrepancias con respecto a su origen. A partir de 


estudios ultraestructurales, finalmente se ha establecido que, tanto la ovogonia como 


la célula prefolicular se originan del epitelio luminal de la lamela (Begovac y 


Wallace, 1987; Selman y Wallace, 1989), interpretación que coincide con la 


localización de este tipo celular para M. furnieri. 
 La transformación de las ovogonias en ovocitos previtelogénicos para esta 


especie trae como consecuencia cambios apreciables. El diámetro celular comienza a 


aumentar, se inicia la primera división meiótica y al llegar al diploteno, la cromatina, 


hasta ahora de aspecto fibrilar, aparece como cromosomas plumulados. La presencia 


de este tipo de cromosomas en el núcleo del ovocito previtelogénico de los peces 


indica una intensa síntesis de RNA heterogéneo nuclear el cual es procesado en 


mRNA y finalmente desplazado hacia el citoplasma ovocitario. La cantidad de 


mRNA materno cuantificado en el ovocito vitelogénico total ya se encuentra 


presente en los ovocitos de mayor tamaño dentro del estadio previtelogénico en los 


peces (Selman y Wallace, 1989).  


La presencia de múltiples nucléolos ubicados preferentemente en la periferia 


nuclear desde el ovocito previtelogénico hasta el vitelogénico total de corvina blanca 


corresponde a la imagen descripta para la mayoría de las especies de peces 


estudiadas (Guraya, 1986). El número y disposición de los nucléolos ha sido 


utilizado para establecer estadios dentro de los ovocitos tempranos (Iwamatsu et al., 


1988). El aumento en el número de nucléolos durante el diploteno en los peces 


corresponde a una amplificación de los genes que codifican rRNA de 18 y 28 S  
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(Denis, 1977). Estos genes se mantienen funcionantes en M. furnieri hasta que se 


completa la acumulación de vitelo, ya que los nucléolos son identificables hasta esa 


etapa. A su vez, a medida que aumenta el número de nucléolos, el citoplasma del 


ovocito previtelogénico comienza a aumentar de tamaño y aparece con intensa 


basofilia. Este hecho se ha interpretado como la acumulación del rRNA sintetizado 


en los nucléolos en forma de ribosomas en el citoplasma (Denis 1977).  


 El ovocito previtelogénico es la célula germinal más avanzada que se 


encuentra en los ovarios de corvina durante el período de reposo (abril a agosto) lo 


cual permite identificar este tipo celular como el stock de reserva. Ello significa que 


al comenzar el período de recuperación gonadal (agosto o setiembre), ésta se hace a 


partir de los ovocitos pre-existentes. Probablemente durante los meses de otoño e 


invierno, donde parecen ser más abundantes, las ovogonias se multiplican por 


mitosis y la mayoría entra en la primera división de la meiosis, pero no se ha 


realizado un análisis cuantitativo de ambos tipos celulares que permita concluir con 


el tema. 


 En la etapa de ovocito previtelogénico con numerosos nucléolos se establece 


la asociación con las células foliculares, es decir se forma el folículo ovárico. En M. 
furnieri éstas son células aplanadas dispuestas en una capa y mantienen ese aspecto, 


con microscopía fotónica, durante la totalidad de la vitelogénesis. Las imágenes 


mediante microscopía electrónica de transmisión muestran cambios, que más 


adelante discutiremos, en relación con la superficie de contacto con el ovocito. Por 


fuera de la capa de células foliculares aparece una membrana basal y una capa de 


células tecales. 


En otras especies como en Xiphophorus helleri, (Azevedo, 1974) y Fundulus 
heteroclitus, (Selman y Wallace, 1989) las células foliculares pasan de células planas 


a cuboidales a medida que avanza la vitelogénesis. 


En suma, en esta primera etapa del desarrollo ovocitario, la célula aumenta la 


transcripción, amplifica los genes ribosomales y se establece el folículo ovárico. 


Significa una etapa de síntesis de los componentes de la maquinaria que más tarde se 


requerirá para la vitelogénesis y el desarrollo embrionario. 


 El siguiente estadio en el desarrollo ovocitario de M. furnieri es el ovocito en 


vitelogénesis lipídica, el cual interpretamos como acumulando gotas lipídicas o 


vitelo primario. Con respecto a este punto, la bibliografía coincide en cuanto a lo 


descriptivo, ya que en diferentes especies se informa la presencia de inclusiones 
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lipídicas que coalescen en otras más grandes y se ubican predominantemente 


alrededor del núcleo (Braekevelt y McMillan, 1967; Wallace y Selman, 1981; 


Guraya, 1986; Iwamatsu et al., 1988; Palmer et al., 1995, entre otros). La diferencia 


reside en la interpretación de este componente citoplásmico. Mientras que algunos 


autores ubican el estadio como previtelogénico e incluso interpretan las inclusiones 


como gránulos corticales PAS positivos en primera instancia (Wallace y Selman, 


1981; Selman y Wallace, 1989; Iwamatsu et al., 1988), otros atribuyen a estas 


primeras inclusiones el carácter de vitelo primario (Guraya, 1965; Braekevelt y 


McMillan, 1967; Guraya, 1986) interpretación con la que coincidimos. El origen 


preciso de este vitelo todavía queda en el terreno de la especulación aunque existen 


datos para Salmo gairdneri con respecto a una posible fuente endógena con 


participación del citosol y del complejo de Golgi (Wiegand e Idler, 1982). 


 Es en el comienzo de esta etapa del desarrollo ovocitario que se describe la 


aparición de los gránulos corticales en diferentes especies (Guraya, 1986; Hart, 


1990). Estos componentes citoplásmicos que presentan morfología y tamaños muy 


variables han sido homologados a los gránulos corticales de erizo de mar, anfibios y 


mamíferos en su función durante la fecundación (Hart, 1990). Para M. furnieri ha 


sido imposible visualizarlos mediante microscopía óptica durante todo el proceso de 


vitelogénesis. El análisis mediante microscopía electrónica de transmisión y de 


barrido sin embargo, permitió detectar gránulos corticales con un diámetro entre 3 y 


5 μm dispuestos en una monocapa debajo de la membrana celular en el ovocito 


vitelogénico total. La dificultad en la visualización de estas estructuras 


probablemente se deba a su pequeño tamaño (en otras especies como Oryzias y 


Fundulus, llegan a 40-50 μm) (Hart, 1990) y al enmascaramiento provocado por la 


deposición del vitelo. 


 La ovogénesis prosigue y el ovocito de M. furnieri comienza a presentar 


gránulos o plaquetas acidófilas y PAS positivas en un proceso de deposición 


centrípeto. Los gránulos, aumentan de tamaño y van ocupando todo el citoplasma, 


sin fusionarse para formar una masa de vitelo como ocurre en otras especies, hasta 


completar el proceso y alcanzar el estadio de ovocito vitelogénico total. No se han 


realizado para corvina blanca, estudios ultraestructurales ni mediante autoradiografía 


para conocer el origen de este vitelo, que tradicionalmente se denomina proteico. La 


forma de deposición y su morfología coincide con lo descrito para todas las especies 


de peces abordadas, (Guraya, 1986, Selman y Wallace, 1989). Con respecto a la 
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constitución y origen de este vitelo en Teleósteos existen evidencias que apuntan a 


una contribución endógena además del origen exógeno en la formación de los 


gránulos vitelinos, en el comienzo de la aparición del vitelo proteico (Droller y Roth, 


1966; Beams y Kessel, 1973). Esta presunción está basada en una asociación 


morfológica entre los gránulos de vitelo en desarrollo con organoides tales como 


mitocondrias, retículo endoplásmico y complejo de Golgi. Sin embargo, dichos 


organoides podrían participar solamente como sitios de condensación y no estar 


relacionados con la síntesis (Guraya, 1986). 


Con referencia al origen exógeno del vitelo proteico se ha demostrado, en el 


suero de hembras de peces y de otros vertebrados, la presencia de una viteloproteína 


específica, la cual es segregada por los hepatocitos bajo la acción del 17 β estradiol. 


También se la encuentra en el suero sanguíneo de machos tratados con esta 


hormona. Esta proteína, la vitelogenina, es una lipofosfoglicoproteína que llega por 


via sanguínea hasta la superficie del ovocito en crecimiento. Allí es incorporada, por 


endocitosis mediada por receptor, al citoplasma ovocitario donde es tranformada en 


lipovitelina y fosvitina, las principales subunidades que componen el vitelo proteico 


( Ng e Idler, 1983; Guraya, 1986). Se conoce actualmente que las proteínas vitelinas 


de los vertebrados son derivadas de más de un tipo de vitelogenina, dependiendo el 


número de la especie y que estas proteínas y los genes que las codifican se han 


conservado durante la evolución (Schneider, 1996). El receptor para la vitelogenina, 


presente en la membrana del ovocito en vitelogénesis ha sido identificado en salmón  


(Stifani et al., 1990) y su análisis ha demostrado que integra una superfamilia de 


genes que codifican receptores para lipoproteínas de baja densidad (LDLR), presente 


en diferentes especies de invertebrados y vertebrados. El miembro mejor estudiado 


de estos genes, y problemente el más nuevo en la evolución, es el que codifica el 


receptor del colesterol en mamíferos (Schneider, 1996). 


Un capítulo aparte merece el citoplasma cortical o cortex del ovocito 


vitelogénico total por la participación que esta zona del gameto femenino tiene más 


tarde en las interacciones gaméticas durante la fecundación (Hart, 1990). El ovocito 


vitelogénico total de M. furnieri  aparece compartimentalizado en una zona central, 


donde se encuentra el núcleo y el vitelo y una capa periférica de ooplasma, o cortex. 


Nosotros abordamos el análisis de este último utilizando diferentes técnicas 


(localización de glicoconjugados mediante lectinas-FITC; marcado con rhodamina-


faloidina, microscopía electrónica de transmisión y de barrido). El cortex ovular 
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aparece como una zona de 10 μm de espesor debajo de la membrana celular. Esta 


presenta microvellosidades, que se internan en el corion. El cortex ovocitario 


muestra reacción positiva intensa, en forma granular para la lectina SBA. Esta 


lectina es específica para N-acetilgalactosamina. Análisis moleculares realizados en 


una fracción celular rica en gránulos corticales de ovocitos de Salmo (Inoue et al., 


1987) identificaron una glicoproteína de 200 kDa que es rica en N-


acetilgalactosamina. Anticuerpos preparados contra este glicoconjugado, aislado 


para Fundulus por los últimos autores, reaccionan sólo con el contenido de los 


gránulos corticales de los ovocitos y huevos de esa especie. Por lo tanto, la 


positividad y topografía de la reacción para SBA-FITC en corvina blanca puede 


corresponder a los gránulos corticales que tendrían acetilgalactosamina en su 


constitución. La microscopía electrónica, tanto de transmisión como de barrido, 


mismas dimensiones que las aportadas por la técnica para glicoconjugados, lo cual 


apoya nuestra interpretación.muestra gránulos dispuestos en monocapa en el cortex 


ovular, con las  


Las imágenes obtenidas por microscopía electrónica muestran una red 


apretada de filamentos que ocupan la totalidad del cortex y el eje de las vellosidades 


en M. furnieri. La tinción de ovocitos fijados mediante rhodamina-faloidina 


demuestra que existe actina F concentrada en todo el cortex y en las vellosidades del 


ovocito de esta especie. No observamos diferencias apreciables en el polo animal, en 


relación con el micropilo. Las imágenes ultraestructurales y la demostración de 


actina F confirman entonces que existe, para corvina blanca, un citoesqueleto 


cortical formado por microfilamentos de actina. Su funcionalidad puede tener 


relación con el mantenimiento de la forma ovocitaria y sus especializaciones de 


membrana y suponemos que desempeñe un rol importante durante la fecundación, 


especialmente en el sitio de entrada del espermatozoide. 


Ohta, (1985) describe estructuras filamentosas en las microvellosidades 


ovocitarias del área submicropilar de Rhodeus ocellatus, analizadas mediante 


microscopía electrónica de transmisión. Los aportes más detallados acerca del 


citoesqueleto cortical del ovocito de peces provienen de los trabajos en  Brachydanio 
rerio (Hart et al., 1992). Los autores encuentran, al igual que nosotros, una apretada 


red de filamentos de actina ocupando el cortex del ovocito, siendo más gruesa al 


nivel de la zona micropilar, donde esta especie presenta microvellosidades más 


largas que en el resto de la membrana celular. Previamente, Wolenski y Hart (1988) 
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habían demostrado que cuando los ovocitos eran tratados con desestabilizantes de 


los filamentos de actina F (citochalasinas) la depresión de la zona micropilar se 


perdía asi como las microvellosidades e incluso se impedía la penetración del 


espermatozoide. Esto indica el rol del citoesqueleto de actina en el mantenimiento de 


la forma, al menos en el polo animal del ovocito de zebrafish y la importancia que 


presenta al momento de la penetración espermática. Los autores también postulan 


que la actina submembranosa podría actuar como barrera para prevenir la prematura 


exocitosis de los gránulos corticales (Hart et al., 1992) 


 


Una vez completada la vitelogénesis, el ovocito de M. furnieri sufre una serie 


de cambios nucleares y citoplásmicos que le permiten alcanzar la maduración final, 


etapa en la cual es ovulado y fecundable. El ovario con predominio de los ovocitos 


maduros se encuentra naturalmente entre diciembre y febrero en las áreas de desove 


de la especie. Los cambios celulares observados en la naturaleza y en la maduración 


inducida (migración del núcleo central hacia uno de los polos, posterior desaparición 


de la membrana nuclear, fusión del vitelo lipídico en una gota y fragmentación del 


vitelo proteico con aumento del diámetro ovocitario) corresponden a una especie que 


desova huevos pelágicos (neutralmente flotantes en la columna de agua) y que 


presenta hidratación. 


Este proceso constituye en los peces la continuación de la meiosis en el cual 


el ovocito, detenido en diploteno, completa la primera división, elimina el primer 


glóbulo polar y comienza la segunda división para volver a detenerse en la metafase 


II, estado en el cual es desovado (Iwamatsu et al., 1976; Guraya, 1986; Selman y 


Wallace, 1989). La duración del proceso es variable según las especies, aunque 


generalmente del orden de 24-48 horas (Selman y Wallace, 1989). Para la perca, sin 


embargo, se ha descrito un período de maduración de varios meses en la naturaleza, 


contra 96 horas in vitro (Goetz y Theofan, 1979). 


La maduración acompañada por hidratación (incorporación de agua) se 


presenta tanto en especies de agua dulce como marinas, en relación con el 


comportamiento de los huevos después de la ovulación. Para corvina blanca, este 


fenómeno implica un discreto aumento del diámetro, (700 μm a 900 μm) pero en 


otros Teleósteos marinos alcanza a triplicar o cuatriplicar el diámetro ovular 


(Wallace y Selman, 1981) En todas las especies analizadas, se ha descrito proteolisis 


vitelina (presenten o no hidratación) la cual contribuye a otorgar el aspecto 
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translúcido al citoplasma (Selman y Wallace, 1989). Con respecto a los cambios que 


presenta el vitelo lipídico se ha sugerido que el grado de coalescencia sigue un 


patrón filogenético. Dentro de las especies estudiadas, en los Teleósteos más 


evolucionados (perca), la coalescencia llega a la formación de una gran gota; en los 


menos evolucionados (trucha) aparecen múltiples gotas lipídicas y en los 


intermedios (killifish) la coalescencia es mínima (Wallace y Selman, 1978). Esta 


interpretación corresponde con la ubicación filogenética de corvina blanca, la cual 


pertenece al Orden Perciformes, uno de los más evolucionados dentro de la Clase 


Osteictios. Hemos señalado las discrepancias existentes en la bibliografía con 


respecto a la descripción, topografía e interpretación del vitelo lipídico. No 


contamos con datos que resuelvan la pregunta acerca de si este tipo de vitelo forma 


parte de los nutrientes del embrión o si su rol más importante, en las especies de 


huevos pelágicos, es la de permitir la flotación neutra. Dado que el vitelo lipídico 


aparece en huevos pelágicos y demersales, parece razonable suponer que cumple un 


rol nutricio junto al vitelo proteico, pero son necesarios abordajes más específicos 


para resolver este tema. 


Por último, el campo de la regulación hormonal de la maduración de los 


ovocitos de peces ha centrado la atención de numerosos investigadores por la 


importancia que el tema tiene en biología básica y en acuicultura. Masui y Clarke, 


(1979), Goetz, (1983) y Guraya (1986) han realizado excelentes revisiones sobre el 


tema. Una serie de interacciones entre las gonadotropinas hipofisarias y hormonas 


esteroideas segregadas por las células foliculares regulan varios aspectos del 


desarrollo ovárico en peces. En los Teleósteos, la gonadotropina estimula la 


esteroidogénesis en el folículo así como la maduración ovocitaria y la ovulación 


(Guraya, 1986). Los resultados aportados por diversos estudios acerca de la 


regulación hormonal de la maduración ovocitaria in vivo e in vitro en este grupo, 
indican que la gonadotropina segregada por la hipófisis, bajo la influencia del Gn-


RH durante el período periovulatorio, es el factor predominante en la regulación de 


este proceso (Fostier et al., 1983; Goetz, 1983). Sin embargo todavía los datos sobre 


peces son minoritarios con relación a la magnitud de información proveniente de 


modelos como anfibios y mamíferos.  


Corvina blanca es una especie de importancia comercial para Uruguay y 


otros países de Sudamérica. Su acuicultura no ha sido instrumentada y nuestros 


aportes sobre la maduración inducida resultan preliminares. Es necesario ahondar en 
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forma más detallada, probando diferentes hormonas tanto in vivo como in vitro para 


establecer, en este modelo, un protocolo standard, desafío que no estaba dentro de 


los objetivos de la presente Tesis. El hecho de poder obtener maduración final y 


ovocitos fecundables utilizando gonadotropina coriónica humana, como fue nuestro 


caso, nos está señalando la conservación evolutiva que estos mecanismos parecen 


tener.  


 


F CORION 


 El corion o membrana vitelina de los peces telósteos, se forma durante la 


ovogénesis como una cubierta acelular ubicada entre el ovocito y las células 


foliculares y permanece hasta la eclosión del embrión, momento en el cual es 


disuelta por la acción de enzimas segregadas por las glándulas salivares del mismo 


(hatching enzime) (Guraya, 1986). Todo estudio enfocado hacia el análisis de las 


interacciones gaméticas en este grupo debe tener presente la organización de esta 


cubierta ya que es la primera en entrar en contacto con el gameto masculino y la que 


determina la localización del lugar donde el espermatozoide entra a la superficie 


ovocitaria. El sitio de entrada, micropilo, es un canal que se forma al mismo tiempo 


que el corion y que participa en la prevención de la polispermia (Dumont y 


Brummett, 1980; Hart y Donovan, 1983; Hart, 1990). Las características de esta 


cubierta son muy variables en las diferentes especies y a esto se agrega una 


terminología variable también. Se le ha denominado corion, zona pelúcida, zona 


radiada, membrana vitelina, membrana primaria, todo lo cual agrega confusión 


(Dumont y Brummett, 1980). En el presente trabajo hemos preferido denominarla 


membrana vitelina o corion indistintamente por ser los términos que mejor describen 


su funcionalidad, tanto antes como después de la fecundación y hemos dejado la 


discusión de su formación y características morfológicas y bioquímicas para 


capítulos diferentes. 


 


I  Formación del corion
 A partir de la correlación entre estructura y ultraestructura de los ovocitos de 


M. furnieri el proceso de deposición del corion en esta especie sigue el proceso que 


se interpreta a continuación. En el ovocito previtelogénico la aposición de las 


membranas celulares del ovocito y de las células foliculares ocurre sin interposición 
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de material entre ellas. Cuando el ovocito, que ha comenzado a acumular vitelo 


lipídico, alcanza las 80 μm de diámetro, se empieza a visualizar una fina membrana 


PAS positiva cuya ultraestructura se puede seguir a medida que avanza la deposición 


de vitelo. El primer signo de formación está representado por ondulaciones de ambas 


membranas celulares (ovocitaria y folicular) y por la aparición de un material denso 


a los electrones entre ambas. Cuando el corion es visible con microscopía fotónica 


ya está constituído por la región homogéneamente electrón densa en contacto con la 


membrana ovocitaria y una segunda zona externa granular. Inmediatamente debajo 


de la membrana folicular, espacio subfolicular, se observan granos densos más finos 


que los coriónicos. Una característica relevante de esta etapa de la coriogénesis, es la 


presencia de vellosidades originadas en el cortex ovocitario atravesando las dos 


capas del corion y alcanzando la membrana folicular con la que entran en aposición. 


Durante la deposición del vitelo proteico el corion completa su organización. A las 2 


capas anteriormente mencionadas se agrega una tercera, la más interna y de mayor 


espesor. Presenta aspecto fibrilar con disposición helicoidal y es muy densa a los 


electrones. Paralelamente a su deposición, han aparecido formaciones membranosas 


proveniente de las células foliculares en el espacio subfolicular que posteriormente 


se organizan en vellosidades. Estas se adosan a las ovocitarias, que se habían 


constituído en las primeras etapas de la coriogénesis, transcurriendo ambos tipos de 


vellosidades en un mismo canal coriónico. Se constituye entonces la relación 


definitiva de contacto membrana-membrana entre el ovocito y las células foliculares. 


Los canales, con las vellosidades en su interior, atraviesan la totalidad del corion y 


presentan un patrón regular de ubicación. El corion ha alcanzado su máximo espesor 


que es de 3,5 μm. Dentro de las vellosidades se destaca, un eje filamentoso 


constituído por actina F, especialmente visible en la zona de nacimiento de las 


vellosidades ovocitarias, y la presencia de vesículas que pueden corresponder a un 


proceso de pinocitosis o estar involucradas en la secreción de material desde y hacia 


ambas células. Es a este nivel que ambas membranas se ponen en contacto. Durante 


la deposición del corion está transcurriendo paralelamente la incorporación de vitelo 


proteico de origen exógeno. En la extensa superficie de contacto entre las 


microvellosidades que comparten los canales puede haber captación ovocitaria de 


moléculas, entre ellas la vitelogenina vía sanguínea-célula folicular y salida hacia la 


zona intercanales de material que se organiza en la matriz coriónica. 
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 En suma, el corion del ovocito vitelogénico total de M. furnieri comienza a 


depositarse a partir del ovocito en vitelogénesis lipídica temprana y se completa 


durante la etapa de incorporación del vitelo proteico. Se trata de un proceso continuo 


que hemos asimilado a estadios de la ovogénesis para su mejor comprensión. La 


cubierta está constituida por 3 zonas con diferente ultraestructura de las cuales la 


exterior es la más temprana y la interna la última en aparecer. La presencia de 


vellosidades ovocitarias y foliculares que transcurren adosadas con filamentos de 


actina F en el eje y que presentan vesículas puede ser una gran superficie de contacto 


e intercambio entre ambas células durante etapas del desarrollo ovocitario en que 


están ocurriendo procesos de síntesis, transporte, secreción e incorporación de 


moléculas. 


 Durante la maduración el corion de corvina blanca cambia drásticamente su 


ultraestructura. No se reconocen las 3 zonas previamente descritas, la zona 1 ha 


desaparecido y el resto de la cubierta aparece formada por zonas de diferente 


densidad electrónica dispuestas paralelamente a la superficie e intercaladas. Los 


canales han desaparecido al tiempo que las células foliculares y tecales se han 


desprendido del folículo y éste es ovulado exponiendo el corion adelgazado (2,5 


μm) como superficie externa. Al microscopio electrónico de barrido aparece libre de 


ornamentaciones y con un patrón regular de depresiones superficiales de 0,3 μm de 


diámetro que corresponden a las huellas dejadas por los canales que contenían las 


vellosidades. En la cara interna la retracción de las vellosidades en el momento de la 


maduración deja también huellas en forma de excrecencias circulares convexas del 


mismo diámetro.  


 Dependiendo de las especies así como también del estadio del desarrollo 


ovocitario, la membrana vitelina en los Teleósteos aparece formada por un número 


variable de zonas (Anderson, 1967; Wourms, 1976; Dumont y Brummett, 1980; 


Hart y Donovan, 1983, Cotelli et al., 1988). En todos los casos, a medida que el 


folículo avanza en su desarrollo, el corion se va organizando en una estructura de 


complejidad creciente. A pesar de los diferentes nombres adjudicados a las zonas y 


del número variable de las mismas, en los peces ovíparos se puede reconocer una 


organización tripartita, en la cual las dos capas externas, generalmente de aspecto 


granular y de deposición temprana, representan el área más delgada del corion 


mientras que la zona interna, de deposición tardía, es la capa de mayor espesor y está 


formada por fibras de diferente complejidad en su disposición (Guraya, 1986). Las 
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tres zonas, llamadas Z-1, Z-2 y Z-3 o Ch1, Ch2 y Ch3 completan su organización 


poco antes de culminar la vitelogénesis. La totalidad de la estructura está atravesada 


por canales ocupados por vellosidades. El mismo esquema de organización y 


deposición hemos encontrado para corvina blanca en este estudio.  


En algunas especies las vellosidades han sido interpretadas como de origen 


ovocitario (Fundulus heteroclitus, Dumont y Brummett, 1980; Brachydanio rerio, 


Hart y Donovan, 1983) mientras en otras se les adjudica origen ovocitario y folicular 


y se describen transcurriendo juntas en un mismo canal (Flügel, 1967; Guraya, 


1986). En el caso de M. furnieri, nosotros hemos demostrado la coexistencia de 


vellosidades originadas en ambas células, o sea que coincidimos con la segunda 


interpretación. Hurley y Fisher (1966) sugirieron la posibilidad de una continuidad 


citoplásmica entre el ovocito y las células foliculares basándose en la ausencia de 


membrana entre las vellosidades en los canales coriónicos de Salvelinus fontinalis. 


Pensamos que esta imagen puede corresponder a una fijación defectuosa del 


material, dificultad que hemos experimentado en nuestro modelo. Se ha sugerido 


que el transporte de material entre ambos tipos celulares podría ocurrir por difusión, 


transporte activo y pinocitosis a nivel del contacto entre las vellosidades (Guraya, 


1986) pero no hemos encontrado datos en la bibliografía que demuestren estas 


funciones. Para M. furnieri, hemos identificado vesículas en las vellosidades de los 


canales coriónicos lo cual puede ser un hecho en apoyo de la hipótesis de que las 


vellosidades coriónicas constituyen una superficie de intercambio de moléculas. Se 


hacen necesarios estudios mediante precursores marcados de las principales 


moléculas involucradas (proteínas coriónicas, vitelogenina, etc.) para responder a 


este interrogante. El último autor señala la presencia de un eje filamentoso en las 


vellosidades de origen ovocitario, el cual, para corvina blanca, también se ha 


demostrado y corresponde a filamentos de actina F que se continúan con el 


citoesqueleto cortical del ovocito. 


 Durante la maduración, el corion de los Telósteos sufre cambios que 


modifican en forma drástica su ultraestructura. En términos generales lo más 


destacable es la pérdida de la estructura trilaminar, la desaparición de la zona más 


externa y la retracción de las vellosidades de los canales (Guraya, 1986). El grosor 


del corion disminuye en la mayoría de las especies, constituyendo una excepción el 


caso de Carassius auratus en el cual, la zona 3 incrementa su espesor y la 


organización de las otras zonas permanece inalterada (Cotelli et al.. 1988). En lo 
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referente a este punto lo encontrado para M. furnieri corresponde a lo descrito para 


la mayoría de las especies. El patrón de huellas de los poros se mantiene en este caso 


igual al del ovocito vitelogénico total, a diferencia de otras especies donde tapones 


de material electrón denso ocluyen el orificio externo de los canales (Hart y 


Donovan, 1983) 


 Como ya destacamos, el corion del ovocito maduro de corvina blanca no 


presenta ornamentaciones ni filamentos o capa externa adhesiva. Es un corion 


delgado, correspondiente a un huevo pelágico que al ser flotante tiene menos 


posibilidades de estar sometido a agresiones de contacto. Las especies que depositan 


sus huevos en el fondo o substrato (demersales), presentan un corion que alcanza 


valores superiores, como es el caso de Carassius (10 μm) o de Oncorhynchus (25 


μm) (Cotelli et al., 1988; Brivio et al., 1991) y pueden presentar estructuras 


superficiales elaboradas que desempeñan diferentes funciones: adhesión al substrato, 


adhesión entre los huevos, etc. (Guraya, 1986). Sin embargo la tradicionalmente 


aceptada correlación entre el grosor de la membrana vitelina y la ecología del huevo 


no se cumple en un ejemplo de huevo demersal que actualmente es el modelo 


predilecto para estudios de Biología del Desarrollo en peces: Brachydanio rerio. En 


este caso, el corion alcanza solamente las 2 μm de espesor (Hart y Donovan, 1983). 


Los autores sugieren que podría estar involucrada también la extensión del período 


del desarrollo intracoriónico (“pre-hatching”), que para Brachydanio es de 4 días. En 


suma, sería posible que cortos períodos de desarrollo larval se asocien a un corion 


delgado, más allá de la ecología del huevo y que por lo tanto no sería este punto el 


único determinante del grosor alcanzado por dicha cubierta. M. furnieri presenta un 


período de desarrollo larval de aproximadamente 36  horas dependiendo de la 


temperatura del agua. Se trata entonces de un huevo pelágico con un período breve 


de desarrollo embrionario. Sea cual sea la relación entre grosor del corion y 


ecología, esta especie reúne las dos condiciones para explicar un corion delgado. 


 
F  COMPOSICION PROTEICA DEL CORION 


 Los estudios enfocados a determinar la composición química del corion de 


los peces Teleósteos han sido escasos y no pudieron ser encarados hasta años 


recientes debido a la baja solubilidad demostrada por esta cubierta. Dado que los 


cambios experimentados por el corion poco después de la fecundación (“hardening”) 


impiden cualquier posibilidad de solubilización, hasta el presente sólo contamos con 
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datos provenientes de membranas vitelinas de ovocitos no fecundados. Las 


principales especies analizadas son: 


Carassius auratus (Cotelli et al., 1986; Cotelli et al., 1988), Salmo gairdneri u 
Oncorhynchus mykiss (Cotelli et al., 1986), (Brivio et al., 1991; Hyllner et al., 1991) 


Oryzias latipes (Hamazaki et al., 1987), Syngnathus scovelli (Begovac y Wallace, 


1989), Gadus morhua (Oppen-Bernstsen et al., 1990), y Dicentratus labrax 
(Scapigliati et al., 1994). Sumamos ahora los datos correspondientes a M. furnieri, 
que al igual que Gadus y Dicentratus son las únicas especies marinas. 


 Los análisis del corion de corvina blanca mediante electroforesis 


monodimensional en geles de poliacrilamida mostraron un patrón reproducible de 5 


bandas polipeptídicas con movilidad relativa aproximada entre 43 y 130 kDa 


presentes en los ovocitos vitelogénicos totales. De ellas, los polipéptidos 


mayoritarios se encuentran entre 47 y 57 kDa los cuales junto a una fina banda de ± 


130-140 kDa corresponden a glicoproteínas. Durante la maduración ovocitaria 


ocurren modificaciones en la composición del corion que se evidencia por la 


desaparición de las bandas de 67 y 110 kDa. Estos cambios deben ser analizados con 


mayor profundidad y correlacionados con las modificaciones ultraestructurales 


descritas. 


 La positividad al marcado con Con A-FITC y PMW-FITC que aparece en la 


superficie externa del corion en el primer caso y en la interna y externa en el 


segundo caso de los cortes de ovocitos vitelogénicos totales sugiere que puede haber 


D-manosa y N-acetilglucosamina probablemente asociada a las proteínas coriónicas. 


Los datos no son concluyentes ya que la positividad demostrada para estas dos 


lectinas también podría corresponder a las células foliculares que en este tipo de 


ovocito todavía están presentes. 


 La comparación entre la composición del corion de las 7 especies 


relacionadas según un criterio taxonómico de creciente evolución (Nelson, 1994) 


(Carassius, Salmo u Oncorhynchus, Gadus, Oryzias, Syngnathus, Dicentratus y 


Micropogonias) nos permite concluir: 


1) no aparecen diferencias en el patrón polipéptidico en relación al habitat de la 


especie (dulceacuícolas o marinas); 


2) todas las especies menos Syngnathus, presentan las proteínas mayoritarias 


ubicadas en el rango de 40 a 76 kDa. Para esta especie los polipéptidos 


mayoritarios se encuentran entre 98 y 109 kDa; 
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3)  todas las especies muestran una serie de bandas finas de alto peso molecular que 


puede llegar hasta los 240 kDa; 


4) las bandas identificadas como glicoproteínas presentan movilidad relativa 


diferente entre las especies si bien en todos los casos se encuentran en el grupo 


de proteínas mayoritarias.  


 


F ORIGEN DEL CORION 


 El conocimiento de la organización histoquímica y ultraestructural del corion 


de un variado número de especies de peces Teleósteos permitió tener un panorama 


de las zonas que lo constituyen y conocer la secuencia de deposición de las mismas 


durante la ovogénesis. A partir de estos datos la idea que predominó en la literatura 


con respecto al origen del corion era que se trataba de una estructura sintetizada en 


el ovario. 


 Los trabajos de Tesoriero (1977, 1978) en Oryzias latipes utilizando 


microscopía electrónica y técnicas autoradiográficas concluyeron que los 


componentes coriónicos eran sintetizados en el citoplasma, concentrados en el Golgi 


del ovocito y transportados hasta la superficie celular por vesículas originadas en 


este organoide. El pasaje hacia el espacio ovocito-célula folicular se realizaría por 


exocitosis. Estos trabajos dieron soporte a la interpretación clásica de que el corion 


era una cubierta primaria según la clasificación de Ludwig, y esta hipótesis fue 


aceptada hasta años recientes  (Guraya, 1986; Cotelli et al., 1988). Los primeros 


datos acerca de un origen extraovocitario se registraron para Syngnathus scovelli  
donde se demostró, mediante inmunocitoquímica, que las proteínas mayoritarias del 


corion se originan dentro del folículo y que para su síntesis es imprescindible la 


presencia tanto del ovocito como de las células foliculares (Begovac y Wallace, 


1989). Se trataría en este caso de una membrana secundaria, aunque antes de 


generalizar estos resultados debe tenerse en cuenta quizás, la estrategia de cuidado 


parental desarrollada por esta especie hacia los huevos y la especial organización 


ovárica, o que existan múltiples mecanismos para la síntesis de los componentes 


coriónicos. 


 Al mismo tiempo habían comenzado a aparecer datos acerca de la presencia, 


en el hígado y la sangre de hembras desovantes de Oryzias latipes, de una sustancia 


específica que presentaba alta inmunoreactividad con anticuerpos anti-corion de la 


especie y que sería sintetizada por el hígado (Hamazaki et al., 1985, 1987, 1989). Se 
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demostró luego que el hígado de machos de la misma especie tratados con estradiol-


17β (E2) era inmunoreactivo a un antisuero específico que presentaba reacción 


cruzada con tres de las proteínas mayoritarias del corion (Murata et al., 1991) lo cual 


resultó una prueba concluyente que la síntesis de estas proteínas no estaba limitada 


al ovario en esta especie. Los mismos resultados se encontraron para Oncorhynchus 
mykiss (Hyllner y Haux, 1992). Las proteínas involucradas procedían en todos los 


casos de la zona interna del corion o Z-3. En el momento actual y principalmente 


para las 2 especies mencionadas que han sido los modelos analizados en detalle, se 


acepta que el sitio de síntesis de las proteínas coriónicas (Z-3) es el hepatocito bajo 


la regulación del estradiol-17β y que la formación del corion comienza antes de la 


captación de vitelogenina por el ovocito, evento regulado también por el estradiol-


17β (Hyllner et al., 1991; Oppen-Berntsen et al., 1992 a y 1992 b; Hyllner y Haux, 


1992; Hyllner et al., 1994). Con respecto al control ejercido por el estradiol-17β, se 


ha demostrado en 17 especies de Teleósteos pertenecientes a 5 órdenes. Cuatro 


especies pertenecientes a órdenes primitivos dentro de los Teleósteos no presentaron 


inmunoreactividad lo cual relaciona el tema con la filogenia del grupo (Larsson et 


al., 1995). 


 Por lo tanto, la interpretación clásica de que el corion del ovocito de los 


Teleósteos es una membrana primaria no ha sido demostrada con la aplicación de 


técnicas inmunológicas. A la luz de los nuevos conocimientos se trataría de una 


membrana terciaria, al menos en cuanto al origen de sus componentes mayoritarios. 


Queda por resolver el origen y mecanismo de formación de las zonas externas del 


corion. 


 Todos los huevos de los vertebrados están rodeados por una cubierta 


extracelular y existen similitudes (ultraestructurales, bioquímicas y de desarrollo) 


entre la zona interna de las cubiertas ovocitarias de diferentes grupos de vertebrados. 


Estos hechos apuntan a una homología entre ellas (Hyllner y Haux, 1995). Hasta el 


presente, una regulación endócrina de las proteínas de la cubierta sólo ha sido 


descrita para los Telósteos (Hyllner et al., 1995). Se ha identificado, en 


Pseudopleuronectes americanus (lenguado), un gen (wf  ) cuya expresión está 


regulada por el E2 y que presenta exones que comparten homología con genes de la 


zona pelúcida de conejo y con la ZP2 de ratón (Lyons et al., 1993). A su vez se ha 


demostrado, en Oryzias latipes, la presencia de una proteina coriónica que contiene 
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un dominio similar a dominios de la ZP3 en ratón, hamster y humano (Murata et al., 


1995). 


 En el presente trabajo hemos dejado establecida la ultraestructura, el proceso 


de deposición en relación con la ovogénesis y la composición química del corion de 


M. furnieri. Se abre a partir de estos datos y de los conocidos para otras especies, el 


análisis mediante la aplicación de técnicas de biología molecular, de problemas 


concerniente al origen de la cubierta, regulación de su deposición, etc. El corion de 


los peces parece ser un modelo ventajoso para estudiar un conjunto de genes 


regulados de expresión secuencial.  


 


F  MICROPILO 


El corion de los Teleósteos posee un único sitio de entrada del 


espermatozoide o micropilo descubierto en el huevo de Blicca bjöerkna por von 


Baer en 1835 (Laale, 1980) el cual constituye el sitio de entrada del espermatozoide 


e identifica el polo animal. Se constituye entonces en un marcador de la polaridad 


del ovocito de este grupo (Brummett y Dumont, 1979; Kudo, 1980; Kobayashi y 


Yamamoto, 1981). En contraste, el ovocito de los Condrósteos posee numerosos 


micropilos. Así en el esturión, Acipenser transmontanus, hay entre 3 y 15 micropilos 


localizados en el polo animal, y el espermatozoide de la especie posee acrosoma 


(Cherr y Clark, 1982). 


 El micropilo de los Teleósteos, que se forma concomitantemente con la 


deposición del corion, presenta diferencias morfológicas entre especies las que junto 


a las del corion han sido utilizadas como criterio de identificación taxonómica 


(Guraya, 1986). En términos generales se trata de un canal infundibular cuyo 


diámetro interno es el menor y tiene dimensiones semejantes a las de la cabeza del 


espermatozoide de la especie (Hart, 1990). La membrana celular ovocitaria 


subyacente constituye la zona de fusión entre el espermatozoide y el ovocito y se 


han descrito especializaciones superficiales en algunas especies (Brummett y 


Dumont, 1979; Hart y Donovan, 1983). Esta zona, cuando es reconocible, constituye 


una buena oportunidad para examinar el rol de la superficie ovular en el 


reconocimiento y fusión espermática. 


 El micropilo de M. furnieri, es un canal infundibular con las características 


anteriormente mencionadas para los Teleósteos. El orificio interno que mide 
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alrededor de 1,8 μm coincide con las dimensiones de la cabeza del espermatozoide 


de la especie. En el ovocito vitelogénico total, el cual todavía está asociado con las 


células foliculares, se reconoce una de estas células con una prolongación 


citoplasmática que ocupa el canal y llega hasta la superficie ovocitaria. Para el 


salmón, Oncorhynchus keta, se ha descrito una célula folicular especial, célula 


micropilar cuya prolongación citoplásmica se mantiene unida por desmosomas a la 


superficie ovocitaria durante la formación del corion. De esta manera constituye una 


barrera mecánica, presente sólo en esa zona del polo animal, a la deposición del 


material de la cubierta. Durante la maduración ovocitaria, la célula se desprende de 


sus asociaciones y se retira del corion junto con el resto de las células foliculares, 


quedando así formado el micropilo (Kobayashi y Yamamoto, 1985). Nuestras 


observaciones nos permiten coincidir, para corvina blanca, con esta interpretación 


por lo que postulamos que, al igual que en salmón, la formación del micropilo está 


determinada por la diferenciación de una de las células foliculares. Los autores antes 


citados sugieren, basándose en la presencia de vesículas elipsoidales en el extremo 


distal del proceso citoplásmico, que esta célula podría segregar algún factor inductor 


de la motilidad espermática. No contamos con evidencias para nuestra especie que 


permitan suponer alguna posible secreción. 


 El análisis del área micropilar externa mediante microscopía electrónica de 


barrido tanto del ovocito vitelogénico total tratado con pronasa para liberar las 


células foliculares, como del ovocito maduro de corvina blanca, mostró un micropilo 


de paredes laminadas sin vestíbulo (cóncavo o convexo) y sin pliegues o crestas que 


identifiquen la zona circundante. La maduración ovocitaria no implica entonces 


cambios identificables en la morfología micropilar. En la cara interna de las 


cubiertas aisladas no se identificó el área interna micropilar y en los cortes semifinos 


el límite coriónico interno no presenta elevación ni depresión. 


 Los estudios sobre corion y micropilo que se han realizado en especies con 


huevos demersales, muestran superficies coriónicas con ornamentaciones y con un 


área micropilar conspicua con crestas, pliegues o formaciones que tienen valor 


taxonómico y que abarca dimensiones mayores que el micropilo propiamente dicho 


(aparato micropilar). Este es el caso de Fundulus heteroclitus (Dumont y Brummett, 


1980), de Brachydanio rerio (Hart y Donovan, 1983), de Oncorhynchus keta 
(Kobayashi y Yamamoto, 1987) y de Barbus conchorius (Amanze e Iyengar, 1990). 


En las especies pelágicas analizadas Paralichthys olivaceus, Theragra 
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chalcogramma, Branchiostegas japonicus y Pagrus major (Yamamoto y Kobayashi, 


1992) la morfología externa del área micropilar es semejante a la descrita por 


nosotros para corvina blanca, mientras la superficie interna del corion que rodea al 


orificio interno micropilar aparece en forma cónica haciendo protrusión hacia la 


superficie ovocitaria y con pliegues de un patrón variable según la especie. Esta 


diferenciación no fue constatada por nosotros para la especie en estudio. 


 


I  Atracción espermática. Rol del micropilo
 Una de las ideas más atractivas acerca de uno de los roles que el micropilo puede 


desempeñar durante la fecundación de los Teleósteos ha estado relacionada con la 


búsqueda de un hipotético atractante, presuntamente segregado por el corion y que 


podría orientar la dirección del movimiento espermático. La idea no había pasado de ser 


una especulación basada en la constatación de los escasos segundos que el gameto 


masculino tarda en encontrar el único micropilo de dimensiones reducidas con relación 


a la gran superficie de estos grandes ovocitos. Se agrega además el corto período (del 


orden de segundos) en que el espermatozoide es móvil en la mayoría de las especies 


estudiadas (en especial las de agua dulce). Finalmente Amanze e Iyengar (1990) 


demostraron mediante la observación de la motilidad espermática durante la 


fecundación in vitro de Barbus conchonius (resultados procesados con un programa de 


análisis de imagen computarizado) que el área micropilar provocaba aglutinación 


espermática y aumentaba a 99,7 % las posibilidades de fertilización de los 


espermatozoides que alcanzaban la inmediata vecindad. La interpretación fue la 


postulación de un posible atractante químico emanado del micropilo. 


 Morisawa et al., (1992) demostraron para Clupea palasii, que los 


espermatozoides, que inician una lenta motilidad al entrar al agua de mar, adquieren 


motilidad plena al colocarse en “agua de huevos” obtenida de ovocitos de la especie o 


en las cercanías del ovocito y en especial del área micropilar. La actividad del “agua de 


huevos” se perdía al tratarla con pronasa E por lo que los autores sugirieron una 


estructura proteica para la sustancia activadora. Poco después Pillai et al., (1993) 


aislaron una glicoproteína de 105 kD asociada al micropilo a la cual se le atribuyó la 


capacidad de activación espermática para esta especie. 


 63







 64


 Además de los datos obtenidos para arenque, existen descripciones de posibles 


proteínas orientadoras de los espermatozoides asociadas con el micropilo para Salmo, 


Oncorhynchus y Oryzias (Yanagimachi et al., 1993) 


 En corvina blanca hemos observado el comportamiento de los espermatozoides 


durante la fecundación in vitro y explorado en forma preliminar la posible acción del 


corion sobre la actividad espermática. De nuestros resultados se puede concluir que ni 


los ovocitos ni el “agua de huevos” mostraron actividad aglutinante sobre los 


espermatozoides. Sin embargo se constató una diferencia en el tiempo de adquisición de 


la motilidad entre espermatozoides diluidos en agua de mar y los diluidos en “agua de 


huevos” (10 segundos, contra 20 segundos) aunque la duración y pérdida del 


movimiento no mostraron diferencias. Este resultado parece sugerir alguna acción 


activadora ejercida por los ovocitos sin que podamos ubicarla en el micropilo por no 


haber constatado mayor concentración de espermatozoides en esa zona. Es probable que 


en una especie como la que nos ocupa, en que la duración del tiempo de motilidad es 


prolongado, lo cual significaría tiempo suficiente para encontrar el micropilo, (como 


discutiremos más adelante) no sea necesaria la presencia de un atractante segregado por 


el ovocito para asegurar una fecundación exitosa. 


 


F  AREA SUBMICROPILAR 


A diferencia de la mayoría de los organismos, el sitio de entrada del 


espermatozoide está topográficamente restringido a la localización del micropilo en 


los Teleósteos. Esa zona reviste entonces particular interés y resulta muy adecuada 


como modelo para estudiar una posible especialización de la superficie ovocitaria en 


el reconocimiento y fusión del espermatozoide. La extracción del corion en ovocitos 


fijados de diferentes especies ha permitido localizar e identificar el área 


submicropilar cuando existen especializaciones en esa zona (Hart, 1990). Así en 


Fundulus aparece una proyección citoplásmica (Brummett y Dumont, 1979) de 


menores dimensiones que la presente en Oncorhynchus (Kobayashi y Yamamoto, 


1987). En otras especies analizadas como Brachydanio (Hart y Donovan, 1983), 


Cyprinus (Kudo y Sato, 1985) y Rhodeus (Ohta, 1985) esta zona está organizada en 


un manojo circular de microvellosidades que se extienden dentro del canal 


micropilar en el ovocito corionado. Por el contrario, no se han descrito 


especializaciones de membrana para la zona submicropilar en el ovocito de Oryzias 
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(Iwamatsu y Ohta, 1981). En todos las especies con especializaciones en el área 


submicropilar se ha descrito además, la ausencia de gránulos corticales 


inmediatamente debajo del área y la disposición en monocapa de los mismos en la 


vecindad del micropilo. En el caso especial de Brachydanio (Hart y Donovan, 1983) 


se constata el progresivo empaquetamiento de los gránulos corticales en un número 


mayor de capas en el resto de la corteza ovocitaria  


Con respecto al rol atribuido a la zona submicropilar en aquellos casos en 


que es posible identificarle morfológicamente, se ha postulado, en todos los casos 


previamente citados, que ella constituye el área de fusión entre la membrana 


ovocitaria y la membrana de la cabeza espermática durante la fecundación. 


Wolenski y Hart (1987) han demostrado para Brachydanio que la fusión aparece 


restringida a la membrana de la zona ecuatorial o lateral de la cabeza del 


espermatozoide donde estarían los receptores para el anclaje. 


El análisis de la membrana celular  en ovocitos de corvina blanca 


decorionados no mostró ninguna zona especial que pudiera indicar una 


especialización submicropilar. Sin embargo, la mayoría de los ovocitos corionados 


mostraron en la luz micropilar un material que podría corresponder a los extremos 


distales de vellosidades ovocitarias que penetrarían en el micropilo. Tenemos 


entonces dos posibles interpretaciones para los resultados encontrados: 1) se trata de 


un caso semejante a Oryzias sin zona submicropilar diferenciada; 2) existen 


microvellosidades que no resisten la decorionación mecánica del ovocito el cual es 


muy frágil a la manipulación probablemente por la hidratación que acompaña a la 


maduración final. 


Como señalamos previamente, los gránulos corticales en el ovocito de esta 


especie, se identificaron dispuestos en una capa inmediatamente debajo de la 


membrana celular. Al no haber reconocido un área submicropilar diferente no 


contamos con registros de ausencia o presencia de estas estructuras en esa zona. 
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F  ORGANIZACIÓN TESTICULAR  


 El testículo de los Teleósteos es un órgano par constituído por componentes 


totalmente separados o fusionados en la región posterior y a partir de los cuales 


puede resultar un órgano único por fusión o por regresión de uno de ellos (Billard, 


1990). En M. furnieri existen dos testículos alargados que se fusionan en la porción 


posterior para constituir un ducto común. 


Existe consenso acerca de que se trata de un órgano con una variabilidad de 


organización muy superior a la observada en mamíferos (Grier, 1981). Como 


consecuencia de ello ha habido gran confusión en lo referente a los tipos de 


testículos presentes en las diferentes especies, la denominación correspondiente así 


como la organización y relación entre los compartimentos testiculares (Dodd, 1972; 


Lofts y Bern, 1972; Hoar y Nagahama, 1978). Actualmente existe acuerdo en que la 


aparente variabilidad testicular de este grupo de Vertebrados puede resumirse en dos 


patrones organizativos (Grier et al., 1980; Billard, 1990) 


1) Testículo espermatogonial no restringido presente en todos los Ordenes de 


Teleósteos estudiados, menos en Atheriniformes. Se caracteriza por estar formado 


por túbulos también llamados lóbulos para este modelo, (Billard, 1990) dentro de los 


cuales se desarrolla la espermatogénesis en nidos o cistos pero donde la distribución 


de las espermatogonias es al azar, o sea que se las puede encontrar en cualquier zona 


del túbulo, desde la periferia hasta la desembocadura en el deferente. 


2) Testículo espermatogonial restringido, presente en Atheriniformes, y que se 


caracteriza porque las espermatogonias sólo se encuentran en el extremo ciego distal 


de cada túbulo. 


 La comprensión y la simplificación de los innumerables tipos descritos 


previamente permitió además establecer dos compartimentos en el interior del 


testículo para ambos modelos y redefinir los diferentes tipos celulares presentes en 


ellos (Grier et al, 1980; Grier, 1981): 


1) compartimento intratubular, delimitado por una membrana basal y ocupado por 


las células germinales y las células de Sertoli; 
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2) compartimento intertubular, ubicado entre los túbulos, donde se encuentran células 


limitantes o mioides, células homólogas de las células de Leydig, vasos sanguíneos y 


células conjuntivas. 


 Más recientemente se ha analizado la relación evolutiva existente entre los 


diferentes grupos de cordados en lo referente al significado y homología de los 


compartimentos testiculares (Grier, 1992). El punto se centra aquí en que la 


evolución del testículo de este filum estaría en relación con la aparición de la 


membrana basal (la expresión de los genes que la codifican) y su relación con las 


células germinales. En cordados primitivos y en agnatos la membrana basal rodea 


parcial o totalmente grupos sincrónicos de células germinales (cistos) mientras que 


de los peces en adelante esta estructura rodea túbulos dentro de los cuales hay cistos 


sincrónicos (peces y anfibios) o un epitelio germinal propiamente dicho (amniotas). 


Grier (1992) también plantea en esta revisión que el criterio para establecer la 


existencia de un epitelio germinal es la comprobación de su permanencia a través de 


los diferentes estadios funcionales del órgano. En Telósteos, a pesar de las grandes 


variaciones estacionales, existe un epitelio germinal durante todo el año y es en este 


grupo donde se lo puede reconocer por primera vez en los cordados. A su vez se 


propone considerar el espermatocisto o nido espermatogenético como la unidad 


evolutiva en el filum cuyos cambios morfológicos llevaron a la formación del 


epitelio espermático clásico de los cordados superiores. 


 En M. furnieri encontramos un testículo que presenta variaciones anatómicas 


e histológicas a lo largo del año. Estos cambios, que son la expresión de diferencias 


funcionales del ciclo reproductor, son evidenciables a través del registro del índice 


gonado-somático y de los 5 estadios histológicos establecidos para la especie (Berois 


et al., 1996). 


 Del análisis de la organización histológica del testículo de M. furnieri se 


concluye que corresponde al modelo espermatogonial no restringido, con los 


compartimentos intratubular e intertubular identificables durante todos los períodos del 


ciclo anual. Dentro de este tipo testicular se han identificado diferentes patrones en lo 


que se refiere a la topografía de la red de túbulos primarios y secundarios y su forma de 


conexión con el deferente el cual puede estar ubicado periférico o central (Grier et al., 


1980). Para corvina blanca hemos descrito un conducto deferente intratesticular 


subperiférico, ubicado dorsalmente, del cual se originan túbulos primarios 


dorsoventrales que se ramifican a medida que se acercan a la periferia donde terminan 
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en un fondo ciego. Este modelo de organización de los túbulos ha sido descrita para 


otras especies del orden Perciformes (Grier et al., 1980). 


 


F  ESPERMATOGENESIS 


 En el presente trabajo hemos analizado la morfología de las células de la línea 


germinal masculina de corvina blanca mediante microscopía óptica y electrónica. La 


dinámica del proceso corresponde a lo descrito para Teleósteos ya que la 


espermatogénesis transcurre en el interior de los túbulos seminíferos en unidades 


sincrónicas o cistos. Dentro de estas estructuras, formadas por la asociación de un clon 


de células germinales y células de Sertoli, se completa la espermiogénesis después de lo 


cual se abren a la luz tubular, liberando los espermatozoides. En algunos casos como en 


Salmo (Billard, 1983) y Ophidion (Mattei et al., 1993) los cistos se abren al terminar la 


meiosis y las espermátidas realizan su diferenciación a espermatozoides libres en la luz 


del túbulo. El último autor ha propuesto que esta modalidad constituiría un modelo 


especial de espermatogénesis, al cual llama “semicística”. La espermiogénesis 


ocurriendo en cistos abiertos tempranamente hacia la luz es la modalidad presente en la 


otra clase de anamniotas, los anfibios (Roosen-Runge, 1977). Las especies de peces 


como las citadas, que presentan apertura de los cistos antes de finalizar la diferenciación 


de las espermátidas constituirían, a nuestro criterio, pruebas a favor de la hipótesis de 


Grier (1992) de que el cisto espermatogenético sería una unidad evolutiva a través de la 


historia de la espermatogénesis en los cordados. 


 Con relación a las células germinales, los resultados para M. furnieri coinciden 


en líneas generales con lo descrito para otras especies de Teleósteos (Billard, 1990). Las 


células fundadoras de la línea, las espermatogonias, se encuentran aisladas o en grupos 


de 2 o 4 células, asociadas a las células de Sertoli. Las células aisladas, son las de mayor 


tamaño y han sido homologadas a las gonias A de los mamíferos, mientras las 


agrupadas lo han sido a las gonias B (Clerot, 1971; Billard et al., 1972; Grier, 1975). La 


modalidad de renovación gonial ha sido un debate largamente mantenido. Mientras en 


el modelo restringido no parece haber duda que las células madres (stem cells) están 


localizadas en el extremo ciego del túbulo y proveen de nuevas generaciones de células 


germinales por mitosis (Billard, 1969), las interpretaciones no son tan claras en el 


modelo no restringido. En este caso se ha planteado desde un origen extratesticular 


(Turner, 1919, citado por Roosen-Runge, 1977), un origen en el tejido fibroso capsular 
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(Moser, 1967)  y finalmente  el más aceptado de un stock permanente de 


espermatogonias en reposo presente en la periferia de los túbulos (Billard et al., 1972; 


Roosen-Runge, 1977). Con referencia a la especie analizada en el presente trabajo y en 


base al comprobado aumento y localización intratubular de las grandes espermatogonias 


en el testículo en el período de reposo, nosotros adherimos a la última interpretación. En 


consecuencia, para M. furnieri existiría un stock de reserva de espermatogonias A a 


partir de las cuales se repoblarían los túbulos en cada ciclo testicular. 


 Los cistos con espermatocitos I identificables por las características cromatínicas 


o por la presencia de complejos sinaptonémicos al microscopio electrónico, muestran 


muchas células en su interior. No hemos realizado estudios con cortes seriados para 


conocer el número de células presentes en estos cistos por lo cual no podemos concluir 


acerca de cuantas divisiones mitóticas goniales ocurren antes del inicio de la meiosis. 


Los espermatocitos I son más frecuentes que los espermatocitos II los cuales son 


difíciles de distinguir con microscopía óptica. En todos los casos el sincronismo se 


explica por puentes intercelulares los cuales se observan más claramente en los cistos de 


espermátidas. La ultraestructura de los puentes fue muy bien descrita en Gardonus 
rutilus (Clerot, 1971) donde se demostró la presencia de centríolos y aparato de Golgi 


en la cercanía inmediata del nexo. En nuestras micrografías electrónicas nosotros no 


comprobamos ninguna asociación de organoides, solamente una condensación electrón 


densa en la membrana celular del puente. 


 Las espermiogénesis en M. furnieri presenta las etapas descritas para las 


especies ovíparas de peces (Billard, 1970b). Se destaca el progresivo aumento de la 


basofilia nuclear, que en las imágenes electrónicas se corresponde con el consiguiente 


aumento de la compactación cromatínica. El aparato centriolar y el nacimiento del 


flagelo no presentan ninguna estructura anexa especial como es el caso de la “raíz” en 


Salmo gairdneri (Billard, 1983). Las mitocondrias permanecen independientes en la 


pieza media y el flagelo presenta la organización microtubular 9+2. Es en esta etapa en 


que los puentes citoplasmáticos entre las células germinales se visualizan mejor. No se 


constató ninguna asociación especial entre las espermátidas y las células de Sertoli. 


 La espermiogénesis presenta un amplio rango de patrones en los Teleósteos, de 


los cuales el más complejo corresponde a Poecilidos (Mattei, 1970; Billard, 1970b; 


Grier, 1975). Existe una relación entre la modalidad reproductiva y la complejidad de la 


espermiogénesis correspondiendo la mayor a las especies vivíparas las cuales 


desarrollan una cabeza y pieza media elongadas y en algunas especies, 
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empaquetamiento entre espermatozoides (Grier, 1975). La ausencia de acrosoma 


durante la espermiogénesis y en el espermatozoide  es un hecho constatado en todos los 


Teleósteos  estudiados. Sin embargo se ha descrito una diferenciación en la densidad de 


la envoltura nuclear en la parte anterior de la cabeza de espermátidas y espermatozoides 


en Lepadogaster lepadogaster (Mattei y Mattei, 1978) y en Salmo gairdneri (Billard, 


1983). Los autores han interpretado esta estructura como un acrosoma vestigial que 


podría tener algún rol en el proceso de fusión intermembranosa durante la fecundación. 


 La condensación del material nuclear ha sido relacionada con la sustitución de 


las histonas por protaminas en Salmónidos (Dixon y Smith, 1968) durante la 


espermiogénesis avanzada. Una íntima asociación  entre la cabeza espermática y las 


células de Sertoli se ha descrito sólo para Poecílidos (Billard, 1970). Para M. furnieri 
hemos podido observar una polarización en los cistos de espermátidas terminales o 


espermatozoides de manera que las cabezas se orientan hacia una zona del cisto y las 


colas hacia el opuesto. No se observó ningún tipo de asociación especial entre el 


citoplasma de la célula de Sertoli y las cabezas espermáticas, de modo que no contamos 


con elementos morfológicos que expliquen esta polaridad. 


 El espermatozoide de corvina blanca presenta una morfología acorde a lo 


descrito para otras especies ovíparas de peces. Basicamente su ultraestructura 


corresponde al denominado tipo primitivo o ectoacuaesperma, presente en especies de 


todos los fila que eliminan sus gametos masculinos al medio acuático (Jamieson, 1987). 


En esta clasificación, la ausencia de acrosoma en el espermatozoide de los Teleósteos se 


ha interpretado como una característica secundariamente adquirida. En el tipo primitivo, 


la cabeza es esférica u ovoidea, con un diámetro entre 1,5 y 2,5 μm, la pieza media 


contiene unas pocas mitocondrias con diferente grado de fusión más el par de centriolos 


y el flagelo presenta la organización de 9 pares de microtúbulos periféricos y un par 


central (Billard, 1970b; Mattei y Mattei, 1976). En contraste, el espermatozoide de las 


especies con fecundación interna muestra una cabeza y pieza media elongadas a la vez 


que ésta última contiene numerosas mitocondrias y material intercentriolar. La 


asociación y emisión de espermatozoides en espermatóforos es frecuente (Billard, 


1970b; Gardiner, 1978; Grier, 1981). 


 La espermatología comparada tiene importancia en reconstrucciones 


filogenéticas asi como en la resolución de problemas taxonómicos en grupos que 


presentan problemas de ubicación (Jamieson, 1987). En lo que respecta a Teleósteos, 


parece haber una relación más estrecha con la modalidad reproductiva que con la 
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cercanía taxonómica ya que en un mismo grupo pueden aparecer ultraestructuras muy 


diversas dependiendo de la oviparidad o viviparidad (Grier, 1976). En años recientes se 


ha incrementado el interés en conocer la ultraestructura y metabolismo de los 


espermatozoides de diferentes especies  por la creciente demanda de criopreservación 


de gametos con el fin de construir bancos de genes en especies amenazadas o de interés 


económico (Stoss, 1983; Rana, 1995; Weismann et al., 1995). Hasta el momento sólo ha 


sido posible criopreservar espermatozoides pero no óvulos en  este grupo de 


vertebrados. 


 Finalmente, la única célula somática presente en el interior del túbulo seminífero 


de corvina blanca así como en todos los Teleósteos, es la célula de Sertoli también 


llamada célula cística por diferentes autores (Roosen-Runge, 1977). Ella está asociada a 


la línea germinal durante todo el ciclo anual, desde las espermatogonias  hasta el final 


de la espermiogénesis en esta especie. Del análisis ultraestructural se destaca la 


presencia de uniones desmosómicas entre células de Sertoli desde cistos de 


espermatocitos y la presencia de cuerpos residuales con contenido granular o lamelar en 


el citoplasma de estas células durante la espermiogénesis. Estas imágenes explican en 


primer lugar la cohesión de estas células en el sostén de las células geminales del cisto y 


en segundo lugar sugieren una función fagocítica a partir del comienzo de la 


espermiogénesis, en concordancia con Billard et al., (1972) quienes  exploraron su  


ultraestructura  en diferentes especies de distintos órdenes de Teleósteos (Salmo 
gairdneri, Salmo trutta fario, Esox lucius, Cyprinus carpio, Carassius auratus y Rutilus 
rutilus). A su vez en la especie analizada en el presente trabajo, como en todos los 


Teleósteos estudiados (Billard, 1990), las células de Sertoli están interpuestas entre la 


membrana basal del túbulo y las células germinales.  


 Se ha atribuído a ésta célula las siguientes funciones en vertebrados y en algunos 


invertebrados (Guraya, 1995): 1) provisión de nutrientes a las células 


espermatogenéticas; 2) mantenimiento de la composición iónica en el epitelio germinal; 


3) fagocitosis del citoplasma eliminado por las espermátidas; 4) síntesis de hormonas 


esteroideas; 5) secresión de proteínas; 6) intervención en la espermiación. En 


vertebrados, la multiplicación, crecimiento y diferenciación de las células de Sertoli y 


las células germinales ocurre acompañado de la formación de uniones de membrana 


(uniones ocluyentes, comunicantes, septadas y desmosomas) entre las células de Sertoli 


las cuales mantienen dentro del epitelio germinal un microambiente especial y 


constituyen el asiento de la barrera hematotesticular. Esta barrera separa  a las células 
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jóvenes del epitelio, de las maduras. Se determina así, un compartimento epitelial basal 


con espermatogonias y espermatocitos tempranos y un compartimento adluminal con 


espermatocitos avanzados y espermátidas. De esta manera, cualquier sustancia, sea 


nutricional o regulatoria, debe pasar a través del citoplasma de la célula de Sertoli para 


alcanzar las células germinales del compartimento adluminal (Guraya, 1995). Una 


prueba a favor de esta hipótesis ha sido la constatación de uniones ocluyentes en tales 


células de Cyprinodontes, las cuales impiden la entrada de peroxidasa al interior de los 


cistos con espermátidas y espermatozoides (Marcaillou y Szöllösi, 1980); Parmentier et 


al., (1985) constataron a su vez, una barrera funcional para peroxidasa y para un 


anticuerpo monoclonal (anti-esperma de carpa) localizada exclusivamente alrededor de 


los cistos de espermatozoides. 
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F  ACTIVACION ESPERMATICA 


 Los estudios sobre la biología del espermatozoide de los peces comenzaron en el 


siglo XIX. Algunas características fueron identificadas rápidamente: inmovilidad del 


espermatozoide en el semen, la necesidad de dilución en agua (en especies ovíparas) 


para provocar el inicio de la motilidad  y la corta duración del movimiento una vez que 


se había iniciado (De Quatrefages, 1853, citado por Billard y Cosson, 1992). 


 Los datos obtenidos en el presente trabajo para corvina blanca corresponden a 


las características generales conocidas para el espermatozoide de los Teleósteos, pero 


han resultado de gran interés en algunos aspectos. Los espermatozoides inmóviles en el 


semen alcanzaron motilidad máxima en 20 segundos una vez diluídos en agua de mar  


de la zona de desove de la especie. El movimiento, vibratorio y el desplazamiento, se 


mantuvo hasta los 45 minutos. Los ovocitos, o el corion, parecen tener algún efecto 


sobre la adquisición de la motilidad, ya que al diluir los gametos en “agua de huevos” 


ésta se obtuvo en la mitad de tiempo, resultado que discutimos previamente al analizar 


la atracción espermática. 


 La duración de la motilidad espermática es variable entre las diferentes especies 


de Teleósteos. El grupo más estudiado ha sido el de los peces de agua dulce y en 


especial el de los Sálmónidos (Billard y Cosson, 1992).  Entre los peces de agua dulce 


la motilidad cesa después de los 15 segundos de adquirida en Salmo gairdneri y puede 


llegar a 3 minutos en Esox lucius (Billard y Breton, 1976). En cambio en las especies 


que habitan aguas salobres o saladas, el rango se extiende entre 2 minutos para Sparus 
sparus (Billard, 1978) y 2 días para Clupea harengus (Yanagimachi, 1957). De esta 


visión comparada se desprende la dificultad que presentan las especies de agua dulce, 


que comprende  grupos de destacado interés económico y que son objeto de cultivo en 


granjas, para  poner a punto métodos de análisis de motilidad y protocolos de 


criopreservación. M. furnieri ha presentado en cambio, un prolongado período de 


motilidad, lo cual abre posibilidades para abordar estudios acerca de los factores 


involucrados en este proceso, optimizar el mismo y aplicar los resultados a la 


acuicultura de la especie. Nosotros hemos registrado las condiciones de activación en el 


medio natural pero también existe un  trabajo previo donde se exploran algunos 
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parámetros para la activación  in vitro del esperma de ejemplares de corvina de la  


misma población (Vizziano et al., 1996). La máxima activación se obtuvo con 


concentraciones de NaCl entre 14 y 29 ‰ y con un pH de 8,7. 


 Los factores que regulan la motilidad espermática son mejor conocidos en peces 


de agua dulce, pero las conclusiones son variables entre especies. En general, la 


inmovilidad del espermatozoide en el semen ha sido atribuida a las altas 


concentraciones de K+ (Stoss, 1983) aunque es posible que además del descenso de la 


concentración de este ión actue también un influjo de Ca++ desde el medio en el 


momento de la dilución y la consiguiente activación (Morisawa, 1985). Con respecto a 


las especies marinas, el efecto del K+ es menos claro y podría estar relacionado con la 


acción de Ca++ y Mg++ (Baynes et al.,1981; Morisawa et al., 1992). 


 Con respecto a corvina blanca contamos ahora con los primeros datos de la 


adquisición de la motilidad en el ambiente natural los que sumados a los obtenidos in 
vitro por Vizziano et al., (1996) resultan un punto de partida para dilucidar los 


mecanismos involucrados en este punto en una especie que, como se ha planteado en la 


propuesta de trabajo, presenta una gran adaptabilidad a los cambios ambientales. 


 


F DURACION DE LA MOTILIDAD ESPERMATICA Y FECUNDIDAD 


 En general motilidad espermática y fecundidad son dos parámetros que se 


relacionan en forma directa. Sin embargo espermatozoides móviles pueden haber 


perdido parcial o totalmente su capacidad fecundante (Rana, 1995). Por esta razón 


interesa establecer esta relación como dato básico para cada especie. 


La duración de la motilidad espermática, tanto en especies de agua dulce como 


de agua de mar, está en relación con la concentración intracelular de ATP establecida 


durante la diferenciación (Billard y Cosson, 1989). La prolongada duración de la 


motilidad en espermatozoides de especies de agua de mar sugiere un mecanismo más 


lento de consumo de ATP o un suministro adicional  por síntesis de nuevas moléculas. 


Para M. furnieri hemos registrado un período de motilidad espermática de 45 minutos 


en agua de la zona de desove. Los valores de fecundidad comenzaron a descender a 


partir de los 15 minutos post-dilución hasta alcanzar valores cercanos a 0 a los 40 


minutos tanto en ejemplares del inicio del período de reproducción como al final del 


mismo donde se constató un descenso en la tasa de fecundidad en los espermatozoides. 


Estos valores muestran que corvina blanca presenta una motilidad espermática 


extendida en el tiempo como se ha señalado para otras especies de peces marinos 
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(Stoss,1983; Billard y Cosson, 1989) y que, aunque los valores de fecundidad 


comienzan a descender después de los 15 minutos, los espermatozoides mantienen 


capacidad fecundante prácticamente durante todo el período en que están móviles. 


Desconocemos qué factores relacionados con el metabolismo espermático puedan estar 


involucrados. Esta propiedad  puede resultar importante a la hora de instrumentar 


proyectos de acuicultura que aparecen como necesarios frente a la creciente captura del 


recurso y a la percepción de los pescadores de una disminución de la población de 


corvina blanca (Wells y Daborn, 1998).  


El tratamiento de espermatozoides con lectinas previo a la inseminación mostró 


que las lectinas Con A y UEA I provocaron la anulación de la capacidad fecundante de 


los mismos. Estos resultados sugieren que los azúcares D-manosa y L-fucosa estarían 


presentes en la superficie espermática y cumplirían un rol en el reconocimiento y/o la 


unión intergamética. Los resultados obtenidos con los tratamientos con SBA y PMW en 


cambio, parecen indicar que la N-acetilgalactosamina estaría involucrada en las 


funciones anteriormente propuestas aunque en menor grado y la N-acetilglucosamina no 


participaría en la fecundación. 


 Estos resultados preliminares están indicando una inhibición total o parcial 


mediada por glúcidos probablemente expuestos en la superficie espermática y que al 


estar bloqueados por el tratamiento con lectinas no participan en las interacciones 


gaméticas. Se hacen necesarios estudios más completos para dilucidar los mecanismos 


moleculares involucrados en esta etapa de la fecundación. 


 


F  FECUNDACION 


 Los datos morfológicos registrados a partir de los experimentos de fecundación 


in vitro en M. furnieri han permitido establecer algunos de los eventos relacionados con 


los mecanismos de interacción entre ovocito y espermatozoide y la respuesta ovocitaria 


a la penetración. 


 La fecundación aparece como un acontecimiento muy rápido y eficiente en esta 


especie si tenemos en cuenta que en los ovocitos fijados entre 5 y 10 segundos post-


inseminación el micropilo presentaba a la observación con microscopía electrónica de 


barrido, una prolongación cilíndrica que obstruía la luz y se prolongaba más allá del 


orificio externo. No fue posible observar la inserción de esta estructura en el área 


submicropilar en los ovocitos fecundados decorionados donde sí se pudo apreciar un 
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área más lisa que el resto de la superficie ovocitaria en cuyo centro aparecía un orificio 


circular que probablemente corresponda a la base de la prolongación micropilar.  


 Existen descripciones de estructuras semejantes en otras especies de Teleósteos 


analizados mediante microscopía electrónica. En todos los casos se le ha denominado 


cono de fecundación. Así en Oncorhynchus mykiss se ha descrito una estructura circular 


que se eleva desde el área submicropilar y que luego de fusionarse con el 


espermatozoide ocupa el micropilo primero, para luego retraerse (Kobayashi y 


Yamamoto, 1981). En Plecoglossus altivelis a los 10 segundos empieza a formarse un 


cono en cuyo extremo distal se fusiona el espermatozoide y que bloquea el micropilo a 


la entrada de espermatozoides supernumerarios (Kudo, 1983). En Cyprinus carpio a los 


40 segundos post-inseminación se forma un cono con taponamiento del canal y en cuyo 


extremo distal también se fusiona el espermatozoide. A los 120 segundos se forma un 


segundo cono que incluye el anterior (Kudo y Sato, 1985). Esta especie resulta un 


modelo particular en lo referente al cono de fecundación y a su posible rol en la 


prevención de la polispermia ya que el diámetro interno del micropilo es lo 


suficientemente ancho como para permitir la entrada de más de un espermatozoide a la 


vez. Sin embargo la especie es monospérmica. En Rhodeus ocellatus existe una 


estructura  que a los  40 segundos hace saliencia en el exterior del micropilo y que 


también es el sitio de fusión espermática. Este cono es visible todavía a los 20 minutos 


post-inseminación (Ohta, 1985). En Brachydanio rerio, donde existe un ramillete de 


vellosidades en el área submicropilar, se ha constatado la aparición de un cono de 


fecundación a los 60 segundos el cual presenta el espermatozoide parcialmente 


incorporado en el ápice. En esta especie, el cono se retrae a los 2 minutos (Wolenski y 


Hart, 1987). En un trabajo posterior se determinó que al formarse el cono los filamentos 


de actina del citoplasma cortical se reorganizan en una red apretada alrededor del 


espermatozoide incluído en el mismo. Se ha sugerido que la activación ovocitaria 


dispararía una polimerización de actina bajo la membrana celular del cono la cual 


participaría en la incorporación del espermatozoide (Hart et al., 1992).  


 La estructura observada en corvina blanca es entonces interpretada como un 


cono de fecundación formado muy tempranamente como consecuencia de la 


incorporación del espermatozoide. No fue posible observar la fusión ni la incorporación 


del espermatozoide, pero se puede deducir que debe ocurrir antes de los 5 segundos 


post-inseminación. Nosotros hemos registrado la presencia de actina F en el citoplasma 


cortical del ovocito vitelogénico total de corvina blanca por lo que este componente del 
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citoesqueleto podría estar involucrado en la formación del cono de fecundación en esta 


especie. Coincidimos con los autores anteriormente citados en que el rol del cono de 


fecundación puede estar relacionado con la fusión del espermatozoide y con la 


prevención de la polispermia. La fusión debe realizarse entre la membrana celular del 


espermatozoide y la membrana celular del ovocito inmediatamente debajo del micropilo 


y es razonable postular que la interacción inicial pueda estar mediada por receptores de 


superficie que asegurarían la especie-especificidad.  


Con respecto a la prevención a la polispermia en las primeras etapas de la 


fecundación y en el caso de M. furnieri, las dimensiones del micropilo y de la cabeza 


espermática permiten suponer el establecimiento de una barrera mecánica a la 


penetración de espermatozoides supernumerarios. Desconocemos si esta barrera es 


transitoria y el hecho de no haber observado cono de fecundación en ovocitos con 


espacio perivitelino hace suponer que aquel podría retraerse como sucede en otras 


especies (Hart, 1990). Otro hecho a destacar es que el cono de fecundación se forma en 


corvina blanca en el ovocito fecundado y no en el ovocito activado artificialmente, 


como ocurre en todas las especies citadas anteriormente estudiadas, menos en 


Brachydanio rerio (Wolenski y Hart, 1987). La formación del cono parece ser para 


corvina blanca la respuesta a la penetración espermática, mientras en Brachydanio 


podría tener relación con otros eventos involucrados en la activación de la corteza 


ovocitaria. 


 


I  Reacción cortical del ovocito
 La exocitosis de los gránulos corticales y la formación del espacio perivitelino 


con la consiguiente elevación del corion constituyen la llamada reacción cortical que ha 


sido estudiada en huevos de invertebrados y vertebrados y aparece como un proceso 


general (Longo, 1988). Este evento consiste en una masiva exocitosis que en el caso de 


Teleósteos ovíparos, debido a la transparencia de los ovocitos y al tamaño de los 


gránulos corticales, constituye un modelo particularmente atractivo para analizar la 


morfología y los mecanismos de exocitosis como fenómeno celular general (Hart, 


1990). 


 En corvina blanca, la activación aparece tanto en ovocitos inseminados como en 


activados artificialmente siendo más temprana y eficaz la asociada a la penetración 


espermática. En estos ovocitos se puede apreciar a los 2 minutos post-inseminación y en 
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el polo animal, 2 zonas de la superficie celular con pliegues elevados que corresponden 


a la emisión del primer y segundo glóbulo polar. Este último evento permite constatar la 


reasumpción de la meiosis como consecuencia de la penetración espermática. 


  Las características ultraestructurales de la exocitosis de los gránulos corticales  


en M. furnieri hacen que se asemeje a lo observado en Brachydanio rerio, (Donovan y 


Hart, 1986) y en Rhodeus ocellatus (Ohta et al., 1990) donde la reacción cortical se 


inicia al azar o partiendo de ambos polos simultáneamente para ocupar toda la 


superficie celular. Existe otro patrón de exocitosis descrito para Oryzias latipes 


(Iwamatsu y Keino, 1978) en el cual la exocitosis comienza en el polo animal cercano al 


micropilo y se propaga en forma de onda abarcando la totalidad de la superficie 


ovocitaria hasta alcanzar el polo vegetativo. En todos los casos se ha constatado que los 


gránulos corticales se fusionan con la membrana celular (Hart, 1990). En el caso 


especial de Brachydanio (Donovan y Hart, 1982) se ha demostrado, mediante la 


utilización de peroxidasa y ferritina unidas a técnicas de microscopía electrónica de 


transmisión, que la superficie celular queda integrada por dos dominios: la membrana 


aportada por los gránulos corticales y la membrana celular del ovocito, con el 


consiguiente aumento de la superficie. La internalización de sectores de membrana en 


forma de vesículas recubiertas demostró para esta especie, que la exocitosis está 


asociada a una endocitosis que ha sido interpretada como una manera simple y 


económica de mantener el tamaño celular constante o que luego de pasar por el 


compartimento lisosomal esa fracción de membrana celular pueda ser utilizada en 


etapas posteriores del desarrollo, como la segmentación. 


 


II  Mecanismos de regulación de la activación ovocitaria
 La capacidad que evidencian algunas especies de Teleósteos de agua dulce de 


presentar activación e incluso de iniciar el desarrollo embrionario por inmersión en agua 


de la zona de desove o en agua de la canilla declorinada y en ausencia de penetración 


espermática los hace particularmente útiles para dilucidar el rol que desempeña el 


gameto masculino y el que juegan otros factores en la activación. Así, la exocitosis de 


los gránulos corticales con la salida de su contenido hacia el espacio perivitelino ocurre 


tanto en los ovocitos de trucha  sumergidos en agua dulce como en los fecundados 


(Inoue et al., 1987). Pero no todos los ovocitos que son capaces de ser activados 


artificialmente responden de la misma manera. Mientras los ovocitos de Brachydanio 
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activados en agua declorinada muestran cono de fecundación y formación del segundo 


corpúsculo polar (Wolenski y Hart, 1987) los de Oncorhynchus no presentan la 


formación del cono (Kobayashi y Yamamoto, 1987). Estos datos sugieren que el rol del 


espermatozoide en la regulación de los cambios en el cortex ovular es diferente en las 


distintas especies.  


 Los ovocitos de corvina blanca no muestran activación al ser sumergidos en 


agua de mar o en buffer fosfato. Esta se logra  mediante el tratamiento con un ionóforo 


de Ca++ lo cual nos indica que este ión está involucrado en este punto de la activación. 


El ionóforo A23187 utilizado pertenece al grupo de transportadores de iones a través de 


las membranas biológicas, función que realiza de acuerdo a la diferencia de 


concentración iónica a ambos lados de la membrana (Alberts et al., 1994). 


 La demostración del aumento transitorio de la concentración del Ca++ 


intracelular mediante inyección de aequarina, una proteína que fluoresce en forma 


dependiente de la concentración de este ión, en ovocitos inseminados o activados de 


Rhodeus ocellatus (Ohta et al., 1990) coincide con los resultados encontrados para 


nuestra especie. Probablemente el aumento transitorio del calcio intracelular es el 


mediador de la aposición y fusión entre los gránulos corticales y la membrana 


plasmática (Hart, 1990). En cuanto al origen del Ca++ el hecho de haber obtenido 


activación e incluso desarrollo en huevos de Oryzias y Brachydanio en medio carente de 


Ca++ apuntan a establecer un origen endógeno probablemente a partir de las reservas del 


retículo endoplásmico (Gilkey et al., 1978; Gilkey, 1981). En lo referente a M. furnieri  
nosotros hemos obtenido activación por medio del ionóforo tanto solubilizado en agua 


de mar (o sea con Ca) como en buffer fosfato (carente de Ca). Sobre la base de estos 


resultados el aumento del catión en el citosol podría deberse al transporte desde el 


medio a través de la membrana celular o desde un reservorio interno (¿retículo 


endoplásmico?). Por lo tanto podemos argumentar en favor de la hipótesis del origen 


intracelular del Ca++ en la activación para esta especie. Este origen ha sido reportado y 


finamente analizado además para anfibios, mamíferos y equinodermos (Longo, 1988) 


por lo que aparece como un mecanismo  presente en diferentes niveles de la escala 


zoológica. 
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III  Espacio perivitelino
 La sobrevida y desarrollo de los embriones de Teleósteos depende en gran parte 


de la habilidad de rodearse de un espacio perivitelino con un líquido especializado en 


varias funciones el cual, junto a la cubierta vitelina modificada constituyen líneas de 


defensa para el embrión en el período de pre-eclosión de la larva (Laale, 1980). 


 Para M. furnieri la elevación del corion, la consiguiente aparición del espacio 


perivitelino y la disminución del volumen ovular se comprueban a partir de los 5 


minutos post-inseminación, o sea que es posterior a la aparición del cono de 


fecundación y a la exocitosis de los gránulos corticales. También se constatan estos 


fenómenos en los ovocitos activados con ionóforo de Ca++ por lo que la formación del 


espacio perivitelino aparece como independiente de la penetración espermática para esta 


especie. 


 La relación causal entre elevación del corion y la descarga de los gránulos 


corticales fue reconocida tempranamente por Yamamoto (1944, citado por Hart, 1990). 


El contenido de estas estructuras es de alto peso molecular lo cual es un impedimento 


para atravesar el corion, pero esta cubierta es permeable al agua, electrolitos y pequeñas 


moléculas (Laale, 1980). Agua y solutos pueden entonces entrar desde el medio hacia el 


interior del corion colaborando junto con las macromoléculas de los gránulos corticales 


en la formación de un espacio entre la membrana celular ovocitaria y el corion (Hart, 


1990). Un mecanismo similar de elevación de la membrana vitelina ha sido descrito en 


huevos de erizo de mar (Schuel, 1978). La disminución del volúmen ovular ha sido 


relacionado con la masiva exocitosis de los gránulos corticales (Laale, 1980). Las 


modificaciones experimentadas por el corion durante el proceso final de maduración en 


Teleósteos y constatadas también por nosotros en M. furnieri (desprendimiento de las 


células foliculares y desaparición de las interdigitaciones que relacionaban a estas 


células con el ovocito) permitirían la elevación del corion. 


 Varias son las funciones propuestas para el espacio perivitelino (Laale, 1980). 


Las principales son:  


a) protección, ya que el huevo en desarrollo se mantiene a salvo de injurias mecánicas e 


infección por microorganismos; 
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b) prevención de la polispermia, función que discutiremos más adelante y que se 


relaciona con la capacidad del fluido perivitelino de producir aglutinación de los 


espermatozoides (Ginsburg, 1961).  


 


IV  Endurecimiento (“hardening”) del corion.
 Una de las consecuencias de la fecundación o la activación en los peces y en 


otros animales está representada por cambios en la arquitectura molecular del corion 


que se traducen en un aumento de la rigidez y la resistencia del mismo. Estos cambios 


en la cubierta sumados al fluído del espacio perivitelino proporcionan protección al 


embrión en desarrollo. La secuencia de eventos relacionados en el caso de los Telósteos 


parece ser: exocitosis de los gránulos corticales, elevación del corion,  formación del 


espacio perivitelino y finalmente “hardening” coriónico (Yamagami et al., 1992). Con 


respecto a los mecanismos moleculares involucrados en este último proceso, que 


aparece relacionado con la reacción cortical y con el ión Ca++ ya que es posible 


provocarlo por acción del ionóforo A23187 (aunque con menor intensidad que por 


penetración espermática) (Masuda et al., 1991), se pueden seguir a través de un 


descenso en la solubilidad del corion (Oppen-Berntsen et al., 1990; Iuchi et al., 1991). 


Este efecto se ha explicado por mecanismos de “cross-linking” por puentes disulfuros 


entre las diferentes proteínas constituyentes (Yamagami et al., 1992). Estudios recientes 


(Ha y Iuchi, 1996) en Oryzias latipes demuestran una limitada proteolisis de los 


componentes coriónicos bajo la participación de una probable metaloproteasa. 


 Finalmente, una vez completado el desarrollo embrionario se produce la eclosión 


de la larva quien toma contacto con el medio ambiente y comienza a nutrirse en forma 


independiente. Este proceso está mediado en los peces, por la acción enzimática de un 


producto secretado por las glándulas de la eclosión (ubicadas en la faringe del embrión). 


La enzima de la eclosión solubiliza la capa más interna y gruesa del corion mientras 


la/las delgadas capas externas se rompen por acción de los movimientos larvales El 


aislamiento y análisis por cromatografía de esta enzima en Oryzias latipes ha 


demostrado que está compuesta por 2 subunidades: 1) LCE (low choriolytic enzyme) y 


2) HCE (high choriolytic enzyme) (Yamagami et al., 1992).   


 Nosotros no hemos realizado análisis en corvina blanca con el fin de estimar  los 


cambios descriptos como “hardening coriónico” y solubilización en la eclosión. De 


todos modos hemos deseado resumir el estado actual del conocimiento en este punto 


 83







 84


para dejarlo como tópico a encarar y resolver a partir de otros datos aportados en el 


presente trabajo. 


 


V  Prevención de la polispermia
 En todas las especies animales la producción de espermatozoides se cuenta por 


millones por cada óvulo. La fecundación involucra la fusión de un gameto masculino y 


un gameto femenino, por lo que los mecanismos que cada grupo zoológico presenta 


para prevenir la polispermia resultan capitales para preservar el complemento genético 


normal y asegurar el desarrollo exitoso del nuevo individuo. En el caso de los 


Teleósteos (asi como los Ciclóstomos y Condrósteos) la monospermia es la regla, 


mientras en algunos representantes de los elasmobranquios ocurre polispermia 


fisiológica. Aún en estos casos, sólo un espermatozoide se fusiona con el pronúcleo del 


óvulo y los restantes pronúcleos masculinos detienen su migración y mueren mediante 


mecanismos no totalmente dilucidados  (Dale y Monroy, 1981; Hart, 1990). 


 La prevención de la polispermia en los Teleósteos parece depender de varios 


mecanismos. 


1.- Presencia de un corion intacto. La presencia de esta cubierta impermeable a la 


entrada de los espermatozoides, salvo en la zona del micropilo, por si misma restringe el 


anclaje y la penetración de los espermatozoides. En algunas especies en que los ovocitos 


decorionados fueron expuestos a espermatozoides de la especie, se constató polispermia 


con penetración en toda la superficie celular (Ginsburg, 1961; Iwamatsu y Ohta, 1981) 


lo cual hace suponer que la membrana celular ovocitaria es fusogénica en toda su 


extensión. 


2.-Morfología del micropilo. El análisis ultraestructural del micropilo en diferentes 


especies permite asignarle  responsabilidad mecánica en el bloqueo a la polispermia. En 


general, las dimensiones del mismo, y en especial el diámetro del orificio interno 


guardan relación con la forma y dimensiones de la cabeza del espermatozoide de la 


especie, de forma que sólo uno de ellos puede penetrar por vez (Hart, 1990). Sin 


embargo, en el caso de Cyprinus, las dimensiones del micropilo permiten la entrada de 


más de un espermatozoide a la vez, por lo que la monospermia en esta especie debe 


asegurarse por otros mecanismos complementarios (Kudo, 1980). 


3.-Modificaciones del área submicropilar. Como ya discutimos anteriormente, son 


varias las especies en que se ha descrito mediante microscopía electrónica, la formación 
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de un cono de fecundación a partir de la zona submicropilar y que ocluye el canal 


micropilar impidiendo la entrada de los espermatozoides supernumerarios (Kobayashi y 


Yamamoto, 1981; Kudo, 1983; Kudo y Sato, 1985; Ohta, 1985; Wolenski y Hart, 1987). 


En el caso de la carpa la superficie distal del cono de fecundación aparece como no 


fusogénica para los espermatozoides luego de la entrada del primero, probablemente por 


estar formada por un mosaico entre la membrana ovocitaria y la espermática (Kudo, 


1980). 


4.-Reacción cortical del ovocito. Dentro de los fenómenos desencadenados por la 


penetración espermática, la exocitosis de los gránulos corticales por su doble papel de 


contribuir a bloquear el canal micropilar y a la formación del líquido perivitelino 


aparece como otro de los mecanismos responsables de la prevención de la polispermia. 


Se ha demostrado para Salmo (Ginsburg, 1961) y para Fundulus (Brummett y Dumont, 


1981) que el fluido perivitelino aglutina espermatozoides y que éstos tratados 


previamente mediante el fluido, no son capaces de fecundar ovocitos de su especie. 


5.-Cierre del micropilo. Se ha postulado un mecanismo tardío adicional para los huevos 


pelágicos que consiste en el cierre del orificio interno del micropilo. Esto ocurre post-


retracción del cono de fecundación como consecuencia del estiramiento del corion 


durante la formación del espacio perivitelino (Yamamoto y Kobayashi, 1992). 


6.-Actividades electrofisiológicas. La posibilidad de que se establezca un bloqueo 


temprano a la polispermia en este grupo, como ocurre en otros animales, mediado por 


cambios en el potencial de membrana, ha sido explorada especialmente en Oryzias 
latipes (Nuccitelli, 1980a). El cambio de potencial se registra entre –50 mV (potencial 


de reposo) y + 4 mV y ocurre en 20 segundos. No se ha probado que este cambio de 


potencial contituya una barrera temprana a la polispermia como se ha demostrado para 


otros animales (Dale y Monroy, 1981) aunque si se estableció que no constituye para 


Oryzias un requisito para la activación ovocitaria y el posterior desarrollo embrionario 


(Nuccitelli, 1980b). 


  


 Con respecto a M. furnieri y sobre la base de los diferentes eventos constatados 


durante la fecundación podemos postular que para esta especie la prevención de la 


polispermia está asociada a: 


1) Morfología y dimensiones del micropilo que asegurarían la entrada de un sólo 


espermatozoide por vez. El rol del corion intacto no pudo ser demostrado por la 


imposibilidad no superada de inseminar ovocitos decorionados. 
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2) Formación muy temprana de un cono de fecundación que obstruye el canal 


micropilar. 


3) Exocitosis temprana y en toda la superficie ovocitaria de los gránulos corticales. 


4) Consiguiente aparición de un espacio perivitelino con el alejamiento del corion. En 


esta etapa no observamos la presencia del cono de fecundación por lo cual suponemos 


que podría retraerse al tiempo que los gránulos corticales vuelcan su contenido al 


espacio extracelular. 


5) Postulamos, aunque no observamos, la posibilidad de estrechamiento o cierre del 


orificio interno del micropilo al estirarse y estrecharse el corion como consecuencia de 


la formación del espacio perivitelino. Esto podría reforzar la prevención a la 


polispermia en una especie que ha demostrado tener una duración de la motilidad 


espermática muy prolongada lo cual extiende las posibilidades de que otros 


espermatozoides móviles alcancen a penetrar en un ovocito ya fecundado. Parece 


razonable postular que en estos casos los mecanismos deban ser más eficientes que en 


aquellas especies con duración de la motilidad limitada a segundos o  minutos. 
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 Del análisis de la biología celular de los gametos y de las interacciones 


gaméticas en una especie de Teleósteo ovíparo realizado en la presente Tesis surgen los 


siguientes aportes que se enumeran a continuación: 


 


Conocimiento detallado del proceso de ovogénesis para M. furnieri, en especial 


la organización del cortex ovocitario y la deposición del corion. Se destacan en el 


ovocito previtelogénico, los elementos morfológicos que permiten  establecer un 


aumento de la transcripción y la amplificación de los genes ribosomales en una etapa de 


preparación para la síntesis de moléculas requeridas en la vitelogénesis y en el 


desarrollo embrionario. 


La ovogénesis y vitelogénesis han sido analizadas a escala celular y ultraestructural. Al 


final del proceso, el ovocito telolecito luego de una instancia de maduración que implica 


hidratación es desovado y presenta las características de un huevo pelágico que flota 


neutralmente. La maduración artificial inducida ha sido obtenida y analizada en el 


presente trabajo. 


El citoplasma cortical ovocitario o cortex se encuentra en estrecha asociación con el 


corion, membrana acelular cuyo proceso de deposición y ultraestructura se ha 


establecido con relación a los estadios ovocitarios y a las características ecológicas del 


huevo de la especie. Las vellosidades ovocitarias y foliculares, que se contactan en el 


interior del corion muestran, al igual que el cortex, un citoesqueleto de filamentos de 


actina y la presencia de vesículas que sugieren un proceso de endocitosis a ese nivel, el 


cual puede guardar relación con la incorporación de moléculas integrantes del vitelo y/o 


del corion en formación. 


El corion aparece constituído por 5 polipéptidos entre los cuales los comprendidos entre 


47 y 57 kDa son los mayoritarios y constituyen glicoproteínas. La composición proteica 


del corion de la especie ha sido comparada evolutivamente con el de otras especies de 


Teleósteos constatándose que el patrón de proteínas mayoritarias es semejante y que no 


aparecen diferencias relacionadas con la ecología del huevo. Los presentes resultados 


preliminares motivaron análisis más específicos actualmente en curso. 


Un área coriónica especial del polo animal es el micropilo, único sitio de entrada del 


gameto masculino. El análisis de su ultraestructura y la relación con las dimensiones del 


espermatozoidoide apuntan a una participación en el establecimiento de la especie-


especificidad y en una primera barrera a la polispermia durante la fecundación para esta 


especie. 
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Conocimiento detallado del proceso de espermatogénesis para M. furnieri 
analizado a escala celular y ultraestructural. El patrón de organización testicular 


corresponde al tipo espermatogonial no restringido y se han definido los 


compartimentos intratubular e intertubular y en especial la ultraestructura de los 


diferentes estadios de la línea germinal así como de la célula de Sertoli y su 


funcionalidad. El espermatozoide, que al igual que el resto de los Telósteos carece de 


acrosoma, presenta la morfología del tipo primitivo o ectoacuasperma.  


Con respecto a la adquisición y mantenimiento de la motilidad espermática y en 


comparación con los datos existentes en la bibliografía, M. furnieri, presenta un 


prolongado período de duración (45 minutos), con capacidad fecundante mantenida. 


Esta propiedad parece estar relacionada con la presencia de moléculas glucídicas en la 


superficie espermática y estos hallazgos resultan los primeros pasos para dilucidar los 


mecanismos involucrados en el éxito reproductivo en una especie que, como se ha 


planteado en la propuesta de trabajo, presenta una gran adaptabilidad a los cambios 


ambientales.  


 


Primeros aportes a la comprensión del proceso de fecundación y de las 


interacciones gaméticas para la especie. La conjunción de los diferentes abordajes 


experimentales utilizados permite establecer que la penetración espermática se produce 


antes de los 5 segundos, que la activación ovocitaria se puede apreciar por la formación 


de un cono de fecundación que obstruye el micropilo, por la masiva exocitosis de los 


gránulos corticales, por la emisión del segundo glóbulo polar y por la formación del 


espacio perivitelino. La inducción artificial de la activación ovocitaria mediante un 


ionóforo de Ca++ permite relacionar este evento con el mencionado catión y argumentar 


en favor del origen intracelular del mismo. 


La morfología y dimensiones del micropilo y del espermatozoide sumados a la 


cronología de aparición del cono de fecundación, la exocitosis de los gránulos 


corticales, la formación del espacio perivitelino y quizás la retracción posterior del cono 


y el cierre del orificio interno micropilar serían los elementos responsables de la 


prevención de la polispermia en esta especie de motilidad espermática prolongada. 
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Finalmente el presente trabajo de Tesis ha permitido identificar tópicos, que es 


posible desarrollar a partir de los datos analizados e interpretados. El ovocito de M. 
furnieri aparece como un modelo ventajoso para abordar problemas de biología del 


desarrollo tales como la actividad de genes de expresión secuencial (origen y 


mecanismos de deposición del corion, inducción de la maduración) así como temas de 


biología celular como es el caso de la exocitosis.  


Las características y funcionalidad de ambos gametos y las posibilidades que ofrece la 


fecundación in vitro en el laboratorio abren para esta especie la inmediata aplicabilidad 


en proyectos de acuicultura. 


Con respecto al gameto masculino, con los conocimientos actuales es posible comenzar 


a instrumentar ensayos de criopreservación en una especie que, además de constituir el 


segundo recurso pesquero para Uruguay y estar sometida a explotación, presenta un 


comportamiento migratorio regido por las cambiantes condiciones oceanográficas del 


océano Atlántico  y del Río de la Plata. En los últimos años los biólogos pesqueros han 


constatado las consecuencias que estos factores tienen sobre la reproducción de la 


especie y es de esperar que cambios a producirse en el futuro cercano en el Río de la 


Plata ejerzan su impacto sobre la población de corvina blanca. De allí la importancia de 


comenzar a instrumentar un banco genómico en esta especie que es la primera, dentro 


de nuestros recursos ictícolas, en contar con un acervo de conocimientos básicos 


gaméticos y reproductivos a escala celular, subcelular y molecular. 


De todo lo anterior se desprende que este proyecto resultó un buen ejemplo de la 


interrelación que puede alcanzarse entre disciplinas básicas y disciplinas 


biotecnológicas en el objetivo común de encontrar respuestas a preguntas que están en 


la raíz del conocimiento científico y que pueden ser utilizadas para la conservación de la 


biodiversidad y el manejo racional de los recursos renovables. 
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Principales especies citadas (Nelson, 1994) 


 


Nombre científico      Nombre común 


 
Acipenser transmontanus      Esturión 


Barbus conchorius       Barbo rosado  
Brachydanio rerio       Pez cebra, zebrafish, danio 


Carassius auratus      Pez dorado 


Clupea harengus      Arenque 


Clupea palasii       Arenque 


Cyprinus carpio      Carpa  
Dicentratus labrax      Róbalo 


Esox lucius        Lucio 


Fundulus heteroclitus      Killifish  


Gadus morhua       Bacalao 


Gardonus rutilus      Gardón 


Oncorhynchus keta      Salmón 


Oncorhynchus mykiss (*)      Trucha arco iris 


Oryzias latipes      Medaka  
Pagrus major       Pargo 


Paralichthys olivaceus     Lenguado 


Rhodeus ocellatus      Bitterling 


Salmo gairdneri (*)      Trucha arco iris 
Salmo trutta fario      Trucha 
Sparus sparus       Porgy  


Syngnathus scovelli      Caballito de mar  
Xiphophorus helleri      Espadita 


 


* Salmo gairdneri y Oncorhynchus mykiss constituyen la misma especie siendo el 


último nombre, el actualmente aceptado. 
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