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RESUMEN

Se recolectaron las gonadas de 23 individuos de E. acanthistius en giras al PNC,
durante septiembre de 2009 y febrero de 2010. Las goénadas fueron removidas,
medidas y asignadas a un estadio de madurez segln criterios macroscépicos.
Posteriormente fueron fijadas por 24 horas en solucion FAAC. A cada gonada se le
cortd una seccion central del 16bulo derecho, la cual fue deshidratada y embebida en
parafina para realizar cortes histoldgicos de 3 p de espesor que fueron tefiidos con
hematoxilina y eosina, y examinadas bajo el microscopio. Se identificaron 14 ovarios
y nueve testiculos. Las gbnadas son érganos pares, que variaron en peso, tamafio y
forma segun aumentd su grado de madurez, las pequefias eran alargadas y flacidas,
mientras que las maduras tenian aspecto globoso, compactas, con abundante
irrigacion sanguinea. En los ovarios se observaron ovocitos poliedros.
Macroscopicamente, los testiculos se presentaron en desarrollo y las hembras
presentaron seis ovarios en desarrollo, cuatro desarrollados y cuatro maduros. E.
acanthistius es una especie protégina monandrica; ontogenéticamente todos los
machos se clasificaron como completos y todas las hembras como maduras, estas
Gltimas presentaron estadios microscOpicos maduro inactivo, maduro inactivo
avanzado y maduro activo. También se identificaron cinco fases del ciclo ovocitario:
cromatino nucleolar, perinucleolar, vesiculas vitelinas, glébulos vitelinos y nlcleos
migratorios; y tres formas de reabsorcion ovocitaria: ovocitos previtelogénicos
fragmentados, atresia y cuerpos amarillos, las tres presentes en las hembras y sélo
cuerpos amarillos en los machos.
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ABSTRACTS

A total of 23 E. acanthistius gonads were collected between September 2009 and
February 2010 during monthly trips to the Coiba National Park. Gonads removed
from the groupers were measured to be macroscopically assigned to a level of
maturity. They were fixed for 24 hours in FAAC solution. The middle section of the
right lobe of each gonad was dehydrated and embedded in paraffin. 3 pum thick
microtome slices were stained with hematoxylin and eosin and examined under a
light microscope. We identified nine testes and 14 ovaries. The gonads were bilobed
bodies and varied in shape, size, and weight according to their degree of maturity.
The smaller ones were elongated and flacid, while the mature ones were globular,
compacted, and with abundant blood irrigation. The ovaries showed polyhedral
oocytes. Macroscopic examination of testis revealed nine gonads under
development. Six female gonads were under development, four developed, and four
in mature state. Ontogenetically all males were classified as complete, while females
were classified as mature. Mature females were further classified as: resting mature
(six gonads), advanced resting mature (four gonads), and mature (four gonads). E.
acanthistius is a protogynus species (all fish begin as females and males develop
from females that have changed sexes). Microscopic analysis of the females showed
three stages of development: mature inactive, advanced mature inactive, and mature
active. It was identified five phases in the oocyte developmental cycle: chromatin
nucleolus, peri-nucleolus, yolk vesicles, yolk globules, and migratory nucleus. Also,
three mechanisms for oocyte reabsorption: fragmented pre-vitellogenic oocytes,
atresia, and yellow bodies were recognized. These three mechanisms were found on
females, while males showed only yellow bodies.

KEYWORDS
Epinephelus acanthistius, gonadal development, ovocitaria development,
reproduction of grouper, Coiba National Park.

INTRODUCCION

Muchos autores han puesto su atencion en estudios reproductivos en
diferentes especies de peces de interés comercial (Dell” Arciprete et al.,
1987; Gonzélez & Lugo, 1997, Samoilys & Roelofs, 2000, Mcllwain
et al., 2006, Mahmoud, 2009; Oliveira et al., 2011), incluso han
desarrollado modelos estandarizados para la identificacion de las fases
del ciclo reproductivo que se utilizan cominmente en la ciencia
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pesquera (Brown-Peterson et al., 2011), haciendo hincapié en que el
conocimiento de los patrones sexuales, ciclos gonadales y épocas de
desove en las especies objetivo, son requeridos para realizar un manejo
apropiado de las pesquerias.

En especies hermafroditas, la identificacion de algunos individuos,
especialmente los intersexos, solo se logra mediante el analisis
histologico de las gonadas evidenciando que la microscopia es una
herramienta indispensable de apoyo y validacion a las evaluaciones
macroscopicas y que ayuda a despejar dudas sobre la interpretacion
realizada por métodos macroscopicos (Garcia-Cagide & Garcia, 1995;
Mackie & Lewis, 2001).

Los serrdnidos son un grupo importante en pesquerias (Aburto-
Oropesa et al., 2008), aportando volimenes importantes dentro de la
pesca artesanal con destino a la exportacion (Vega, 2006; Vega et al.,
2011). A pesar de esto, es muy poco lo que se conoce sobre la
biologia reproductiva de las especies explotadas en el Pacifico Oriental
Tropical, por lo que en el presente trabajo se describen las
caracteristicas macro y microscopicas de las gonadas de la cherna
roja, Epinephelus acanthistius.

MATERIALES Y METODOS

Entre septiembre de 2009 y febrero de 2010, se recolectaron las
gonadas de 23 individuos de Epinephelus acanthistius; capturados en
aguas del Parque Nacional Coiba, Pacifico de Panama (Fig. 1). Los
ejemplares capturados fueron medidos en su longitud total (cm) y
pesados (g) para luego ser abiertos ventralmente para extraer las
gonadas, las cuales fueron pesadas (g) y caracterizadas segun color,
consistencia, forma e irrigacion sanguinea, para asignar los estadios de
madurez a nivel macroscépico, segin escala modificada a cinco
criterios con base en Laevastu (1971), Dell’ Arciprete et al., (1987) y
Mcllwain et al., (2006):
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AREAS DE CAPTURA DE CHERNA ROJA
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Fig. 1. Golfo de Chiriqui. Los puntos rojos indican los sitios de muestreo
para la Cherna roja: Epinephelus acanthistius. Las muestras de gdnadas
fueron obtenidas de peces capturados en el Parque Nacional Coiba. Fuente
Vegaetal., 2011.

Estadio 1. (Indiferenciado): gonadas muy pequefias, no se puede
distinguir el sexo.

Estadio Il. (En Desarrollo): Se puede distingue el sexo, mediante la
forma y color de las gbnadas, estas son pequefias, de consistencia
flaciday ocupan /4 de la longitud de la cavidad abdominal.

Estadio 11l (Desarrollado): Ovarios anaranjados-rojizos con huevos
opacos visibles a simple vista, testiculos blanco-rojizos ocupando 2/, de
la cavidad abdominal.

Estadio IV (Maduro): génadas ocupan %, de la longitud total de la
cavidad abdominal, ovarios de color rosaceo, amarillo o naranja, de
aspecto granular con huevos transparentes a translucidos, testiculos
blancos a crema.

Estadio V (Desovado): Ovas y testiculos flacidos, contraidos cerca de
la mitad de la cavidad abdominal; en hembras, con restos de huevos
0pacos y vasos sanguineos rotos.
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Posteriormente, las gonadas fueron depositadas en envases plastico y
fijadas utilizando FAACC (formalinal, &cido acético glacial y cloruro
de calcio anhidro) (Mackie, 2000, Samoilys & Roelofs, 2000). Pasadas
24 horas, se cortd un fragmento de la seccién media del I6bulo derecho
de cada gonada, el cual fue deshidratado e incluido en parafina; se
efectuaron cortes transversales de 3 de espesor y se tifieron con
hematoxilina y eosina, para la obtencion de los preparados histoldgicos
(Samoilys & Roelofs, 2000; Ferreira et al., 2004).

Las placas fueron examinadas bajo la luz de un microscopio éptico en
4x, 10x y 40x y se tomaron microfotografias. La escala de madurez
gonadal se confeccion6 con base en los criterios para identificar los
estadios de desarrollo de las hembras en Plectropomus leopardus
donde se reconocen cinco estadios que se diferencias por el nivel de
desarrollo gametogénico (Samoilys & Roelops, 2000). El ciclo
ovocitario fue descrito con base en Lucano et al. (2001) donde se
reconocen siete estadios basados en los cambios citoldgicos del
ovocito.

RESULTADOS

Macroscopia: Se identificaron 14 hembras y nueve machos. Las
gonadas de E. acanthistius son 6rganos pares, separados anteriormente
y unidos en su extremo posterior, de color rosaceo translucido a
anaranjado y consistencia flacida a globosa, segiin aumenté su grado
de madurez.

Testiculos: Los nueve machos, con longitudes entre 59.4 y 76.2 cm,
presentaron sus gonadas en desarrollo (estadio 2). Los testiculos
fueron 6rganos pequefios y alargados, de consistencia muy flacida y
coloracion rosécea translicida, con minima irrigacion sanguinea. El
peso de la génada oscild entre 2.2 y 5.1 g y su longitud promedio fue
de 6 cm, aproximadamente (Fig. 2).

Ovarios

Ovario en desarrollo “2”: Seis individuos entre 41.5 y 70.2 cm de
longitud total, presentaron estas génadas. Consistieron en 0Organos
pequefios, alargados y de color rosaceo, consistencia flacida vy
capilares sanguineos poco evidentes. Las gonadas pesaron entre 0.4 y
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7.2 g y midieron 4 cm, aproximadamente. No se observaron ovocitos
a simple vista (Fig. 3).

Ovario desarrollado “3”: Se presento en cuatro individuos entre 58.3
y 80.1 cm de longitud total. Su coloracion fue anaranjada, de mayor
tamafno que el estadio “2”, consistencia firme y forma eliptica. Sus
pesos oscilaron entre 74 y 322 g y midieron 6.0 cm,
aproximadamente. Se observaron ovocitos poliedros (Fig. 3).

Ovario maduro “4”: Se presentd en cuatro individuos entre 59.3 y
765 cm de longitud total. Estos ovarios aumentaron
considerablemente su tamafio y su peso en relacion a los estadios
anteriores; su consistencia fue compacta y su aspecto globoso, su
longitud se aproximé a 12 cm y el peso oscil6 entre 48.2 y 85 g. Los
ovocitos se tornaron mas diferenciados a los del estadio 3 y la vena
ovarica se observo fuertemente pronunciada, con irrigacion sanguinea
prominente (Fig. 3).

Fig. 2. Estadio macroscopico en testiculo de E. acanthistius. Estadio “2” en
desarrollo. Escala modificada de Laevastu (1971) y Mcllwain et al. (2006).
Presentan forma alargada, consistencia flacida y minima irrigacion
sanguinea.
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Fig. 3. Estadios macroscopicos de los ovarios de E. acanthistius: estadio “2”
en desarrollo, estadio “3” desarrollado y estadio “4” maduro. Escala
modificada de Laevastu (1971) y Mcllwain et al. (2006).

Microscopia

Testiculos: se observé agregacion de tibulos seminiferos, revestida de
epitelio germinativo en diferentes grados de espermatogénesis, lo cual
sugiere un tipo de reproduccién asincronica o parcial. También se
identificaron pequefias porciones de tejido conectivo intertubular,
tejido sanguineo y fibras de tejido muscular liso dispersas. En los
bordes del corte, apreciamos mayor proporcion de tejido conectivo
denso, también vasos sanguineos y abundantes cuerpos amarillos.
Segun su desarrollo ontogenético todos los machos se clasificaron
como completos (Fig. 4).

Ovarios: en seccion transversal se observo tejido conectivo, fibras de
tejido muscular liso y vasos sanguineos que apoyan la formacion de
crestas o ldminas llamadas lamelas, las cuales albergan numerosas
ovogonias. Segun su desarrollo ontogenético, las catorce hembras se
consideraron maduras. En cuanto al desarrollo sexual, identificamos
seis ovarios en estadio maduro inactivo, cuatro en estadio maduro
inactivo avanzado y cuatro en estadio maduro activo.
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Fig. 4. Macho completo de E. acanthistius. A: Génada dominada (>50%) por
tejido testicular. Ts= tubulo seminifero, Tci= tejido conectivo intertubular
Objetivo: 10x. B: epitelio germinativo en diferentes grados de
espermatogénesis Objetivo 40x.

Estadio Maduro Inactivo: se observd Unicamente ovocitos
previtelogénicos de diversas formas y tamafios, embebidos en lamelas
compactas y organizadas. También observamos cominmente cuerpos
amarillos y ovocitos previtelogénicos fragmentados (Fig. 5a).

Estadio Maduro Inactivo Avanzado: Se presentaron formas
vitelogénicas incipientes y poca vitelogénesis secundaria; sin embargo,
estuvieron dominados por ovocitos previtelogénicos. La expansion de
las lamelas fue notaria, los cuerpos amarillos, ovocitos
previtelogénicos fragmentados y ovocitos atrésicos fueron comunes
pero no siempre estuvieron presentes (Fig. 5b y c).

Estadio Maduro Activo: se presentaron ovocitos en todos los estadios
de desarrollo, sin embargo dominaron los ovocitos vitelogénicos,
especialmente los glébulos vitelinos que proliferaban por toda la
gonada. También exhibieron amplias lamelas. Los ovocitos
previtelogénicos fragmentados y los ovocitos atrésicos fueron
comunes, mas no siempre estuvieron presentes (Fig. 5d).
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Fig. 5. Estadios microscopicos de desarrollo del ovario de E. acanthistius. A:
Ovario maduro inactivo. Objetivo 10x, se observan ovocitos previtelogénicos
de diversas formas y tamafos con citoplasmas muy basdfilos. B: Ovario
maduro inactivo avanzado. Objetivo 10X, posee ovocitos con formaciones
vitelinas incipientes. C: Ovario maduro inactivo avanzado. Objetivo 4x,
presenta pocos ovocitos vitelogénicos. D: Ovario maduro. Objetivo 4x,
dominio de ovocitos en segunda fase de crecimiento.

Ciclo ovocitario: con base en los cambios citolégicos especificos
identificamos cinco fases ovogenéticas y tres formas de reabsorcién
ovocitaria:

Fase 1: Ovocitos cromatina nucléolo (CN): fueron las células mas
simples y de menor tamafio identificadas en los ovarios, con apariencia
redondeada y basofila. Con un nucleo esférico central de gran tamafio
y nucléolo central (Fig. 6a).
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Fase 2: Ovocitos Perinucléolos (PN) (tempranos PNT/ tardios
PNTA): ovocitos de diferentes tamarios y formas (ovales, angulares),
sus nucléolos se encontraban en contacto con la envoltura nuclear, el
citoplasma fue homogeneo y menos basofilo que los ovocitos
cromatina nucléolo. Las células foliculares fueron poco evidentes, sélo
en algunas regiones se observaron sus nucleos. Estos ovocitos
estuvieron presentes en los ovarios de todas las hembras y
conjuntamente con los ovocitos CN abarcaron el mayor porcentaje de
los ovarios de las hembras maduras inactivas (Fig. 6b).

Los perinucléolos tempranos y tardios se diferenciaron por su grado de
desarrollo, los tardios fueron mayores en tamafio y en proliferacion de
nucléolos periféricos, mientras que los tempranos algunas veces se
tornaron mas basofilos.

Fase 3: Ovocitos alveolos corticales (AC): de forma esférica, con
vesiculas que iniciaron la deposicion de sustancias en el citoplasma,
nucléolos hacia la periferia del nucleo, la zona pelicida mas gruesa y
las células foliculares se hicieron méas evidentes. Encontramos
vesiculas vitelinas en los estadios: maduro inactivo avanzado y maduro
(Fig. 6¢).

Fase 4. Ovocitos Globulos vitelinos (GV): células grandes, de forma
esférica, nucleo de contornos irregulares debido a la acumulacién de
reservas en el citoplasma, con unos cuantos nucléolos en su periferia,
citoplasma completamente cubierto de granulos y vesiculas de vitelo
con apariencia de pequefias gotas de aceite, zona pellcida engrosada y
células foliculares bien definidas con pequefios nacleos ovoides (Fig.
6d).

Fase 5. Nucleos migratorios (NM): etapa mas avanzada identificada
en los ovarios estudiados. Los cambios ocurrieron a nivel
citoplasmatico, el nacleo inici6 su migracion hacia el polo y en algunas
zonas se aprecid la fusion de los glébulos vitelinos (Fig. 6e).
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nucléolo (CN), citoplasma fuertemente baso6filo, ndcleo (N) y nucléolo (n). B:
Ovaocitos en fase de perinucléolos (tempranos -PNT) y (tardios -PNTA) nucléolos
periféricos (n). C: Ovocito en fase de alveolos corticales, se aprecia las vesiculas
(AC). D: Ovaocito en fase de glébulos vitelinos (GV), el citoplasma se encuentra
cubierto de glébulos de vitelo (flecha). E: Ovocitos en fase de nicleo migratorio. La
flecha indica la gota lipidica producto de la fusién de los granulos de vitelo.
Imagenes A, B, C y D: objetivo: 40x imagen E: objetivo 10x.
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Reabsorcion ovocitaria: se observaron ovocitos en degeneracion,
producto de que no fueron desovados. Se presentaron cuatro diferentes
casos (Fig. 7):

Ovaocitos previtelogénicos fragmentados: se observaron restos de
ovocitos perinucléolos.

Atresia: se caracterizd por la desintegracion nuclear, disolucion de la
zona p Leysi Del Carmen Diaz Madrid ellcida y reabsorcion de las
vesiculas y glébulos con ovocitos vitelogénicos. Este fue un fendmeno
comun, observado en ovarios inactivo avanzado y maduro.

Cuerpos amarillos: pequefias manchas de color amarillento y
apariencia oleosa presentes en testiculos y ovarios.

Foliculos post ovulatorios: se observé un conjunto de células
granulosas que presentaron diferentes grados de absorcion y fueron
propias del estadio activo.

Fig. 7. Reabsorcion ovocitaria. A: Atrecia, B: cuerpo café, C: Ovocitos
previtelogénicos fragmentados, D: Foliculo pos ovulatorio. Objetivo: 40x.
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DISCUSION

E. acanthistius presentdé desarrollo asincronico de los ovarios y
ovocitos en varios estadios de desarrollo en las gonadas, lo que la
ubica como una especie con desoves parciales o fraccionados y
reproduccion continua (Wallace & Selman, 1981; Samoilys & Roelofs,
2000). La estructura anatomica de la génada es similar a la descrita
para otras especies de serranidos (Dell” Arciprete et al., 1987; Shapiro
et al., 1993; Erisman et al., 2008) y al igual que Cephalopholis
urodeta, posee estructuras gonadales caracteristicas de especies
monandricas (Nakay & Sano, 2002), las cuales no presentan machos
primarios (Sadovy & Shapiro, 1987). Los testiculos examinados
pertenecian a machos secundarios, ya que al desarrollarse a partir de
ovarios maduros conservaron la forma lamelar y el lumen. Otro
aspecto a considerar es que los machos aparecieron en tallas superiores
a los 40 cm de longitud total, siendo todos los individuos inferiores a
esta tallas hembras (A.J. Vega: datos no publicados).

Los testiculos analizados pertenecian a machos completos, puesto que
estaban constituidos totalmente por tejido testicular (Adams, 1996 en
Samoilys & Roelof, 2000). En el caso de las hembras, los ovarios
analizados pertenecian a hembras maduras, ya que exhibian rasgos de
actividad reproductiva previa, tales como: paredes gonadales gruesas y
reabsorcion ovocitaria (Samoilys & Roelofs, 2000).

Todos los ovarios que presentaron el estadio macroscépico en
desarrollo, presentaron el estadio microscopico maduro inactivo y
todas las gonadas que presentaron el estadio macroscopico maduro,
presentaron el estadio microscopico maduro activo. Sin embargo, las
gonadas que presentaron el estadio macroscopico desarrollado poseian
caracteristicas microscépicas intermedias a los estadios microscopicos
maduros inactivo y maduro activo y por esta razon se asigno el estadio
microscopico “maduro inactivo avanzado”, que coincide con lo que
Mackie (200) identifica como ovario en estadio de maduracion para
Epinephelus rivulatus.

En la literatura existen diversas escalas para describir el desarrollo
ovocitario en peces teleosteos, donde todas concuerdan en el
crecimiento progresivo del ovocito y en los cambios estructurales que
ocurren en dicha célula (Samoilys & Roelofs, 2000; Lucano et al.,
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2001; Shein et al., 2004; Mahmoud, 2009). No obstante, difieren en el
numero de fases representadas, lo que se atribuye a las derivaciones
tempranas o tardias de las fases descritas por los autores. Asi, existen
clasificaciones de nueve fases en Plectropomus leopardus (Samoilys &
Roelofs, 2000), siete para Lutjanus peru y Epinephelus
septemfasciatus (Lucano et al., 2001; Shein et al., 2004) y seis para
Epinephelus aerolatus y Lethrinus nebulosus (Mahmoud, 2009).
Basado en los trabajos mencionados, las fases de desarrollo propuestas
para E. acanthistius son seis (cromatino nucleolar, perinucleolar,
vesiculas vitelinas, globulos vitelinos, nucleos migratorios y ovocitos
hidratados) de las cuales observamos cinco.

CONCLUSIONES

La caracterizacion de los estadios micro y macroscépicos de las
gonadas permite establecer criterios para reconocimiento de hembras y
machos a través de la revisién macroscopica de las gonadas y poder
interpretar con mayor precisién la relacion entre lo observado
macroscopicamente y las caracteristicas del desarrollo gonadal y
ovocitario. En este sentido, la descripcion presentada permitio mayor
certeza en los analisis cualitativos de los estudios reproductivos en una
especie hermafrodita.
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