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Resumen

El conocimiento de la gametogénesis en crustaceos permite diferenciar los estadios de
desarrollo durante el ciclo reproductor e interpretar aspectos de su dinamica poblacional.
Se realizo el estudio microanatomico del ovario y la ovogénesis del anfipodo dulceacuico-
la Hyalella curvispina. Los crustaceos fueron recolectados en el Arroyo Rivera (Saldunga-
ray, provincia de Buenos Aires, Argentina). Se describieron los tipos celulares del ovario
y se caracterizaron microscépicamente las células germinales (ovogonias, ovocitos en
previtelogénesis, vitelogénesis incipiente y avanzada) y sus modificaciones a lo largo de
la ovogénesis. El ovario se caracteriza por presentar una zonacién intraovarica debido
a que los elementos germinales se desarrollan en bandas longitudinales superpuestas.
La ovogénesis comprende cuatro etapas: meiosis, previtelogénesis, vitelogénesis pri-
maria y secundaria. Durante la vitelogénesis el ovocito | incrementa su talla nuclear y
citoplasmatica como producto de la sintesis y acumulacion de las reservas. El vitelo resul-
tante de la vitelogénesis primaria es enddgeno. EI marcado incremento en las tallas ovo-
citarias es concomitante con la aparicion de las células foliculares, las que desempefian
un papel preponderante durante la vitelogénesis secundaria (exégena).
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Abstract

The knowledge of gametogenesis in crustaceans allows to differentiate the stages of
development during the reproductive cycle and to interpret aspects of its population dy-
namics. A microanatomical study of the ovary and oogenesis of the freshwater amphipod
Hyalella curvispina was performed. The crustaceans were collected in Arroyo Rivera (Sal-
dungaray, Buenos Aires Province, Argentina). Ovarian cell types were described and germ
cells (oogonies, oocytes in previtelogenesis, incipient and advanced vitellogenesis) and
their modifications throughout oogenesis were characterized microscopically. The ovary
is characterized by an intraovarian zonation because the germinal elements develop in
superimposed longitudinal bands. Oogenesis comprises four stages: meiosis, previtello-
genesis, primary and secondary vitellogenesis. During vitellogenesis, the oocyte | increas-
es its nuclear and cytoplasmic size as a product of the synthesis and accumulation of
the reserves. The yolk resulting from primary vitellogenesis is endogenous. The marked
increase in oocyte sizes is concomitant with the appearance of follicular cells, which play
a preponderant role during secondary (exogenous) vitellogenesis.
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Introduccion

Los anfipodos son crustaceos de particular interés
debido a su importancia ecoldgica y su uso intensivo en
bioensayos. En el caso de Hyalella curvispina y atendien-
do a su amplia distribucion geografica, facil cria en labo-
ratorio (Somma et al., 2011) y por ser parte de la fauna en-
démica de América del Sur, es el taxon mas utilizado como
organismo prueba tanto en bioensayos de toxicidad como
en matrices acuosas (Ferrari, 2015; Peluso ef al., 2016).

La microanatomia de la gonada en crustaceos anfipo-
dos ha sido estudiada en contadas especies de gammari-
dos: Gammarus pulex (LINNAEUS 1758) (Sutcliffe, 1992),
G. duebeni LILLJEBORG 1852 (Schmitz, 1992), G. lacus-
tris SARS 1864 (Schmitz, 1992) y en el talitrido Orchestia
gammarellus (PALLAS 1766) (Meusy, 1963, 1968, 1980;
Charniaux-Cotton, 1973, 1978, 1985; Zerbib, 1976, 1980;
Charniaux-Cotton y Zerbib, 1979). En H. curvispina el
primer estudio microanatomico del testiculo y espermato-
génesis fue abordado por Gullo ef al. (2016).

Dado que la comprension de la histologia basica del
ovario y ovogénesis de Hyalella curvispina es importante
para diferenciar los estadios de desarrollo durante el ciclo
reproductor ¢ interpretar aspectos de su dindmica pobla-
cional, el objetivo de este trabajo fue describir la microa-
natomia gonadal de esta especie.

Materiales y métodos

Las hembras de Hyalella curvispina fueron recolecta-
das en la misma localidad y periodo en que lo fueron los
machos en una contribucion anterior (Gullo et al., 2016).
Se trata del Arroyo Rivera (38° 18° S 61° 47” O; elevacion
213 m) ubicado en Saldungaray (Partido de Tornquist) al
sudoeste de la provincia de Buenos Aires, Argentina, utili-
zando un tamiz de 0,01 mm de abertura de malla.

Para el examen microanatémico fueron fijadas in situ 'y
analizadas 30 hembras adultas empleando la metodologia
indicada en Gullo ef al. (2016).

Resultados

Los ovarios son pares y se ubican dorso-lateralmente
al tubo digestivo y por debajo del sistema vascular (Figura
1A). Se extienden desde el segundo toracomero hasta casi
la mitad del séptimo. Los estrechos oviductos se abren en
la base de la quinta placa coxal.

La ovogénesis tiene lugar desde el borde interno al
externo del ovario y se desarrolla en estratos longitu-
dinales. En la capa germinativa se reconocen células
foliculares y elementos germinales (ovogonias). En el
siguiente estrato se ubican los ovocitos en profase de la
primera division meiotica, en tanto los ovocitos en pre-
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Figura 1. Hyalella curvispina hembra. A: Seccién transversal del cuerpo. B-C: Secciones sagitales del ovario: etapa | de la ovogénesis.
Corazon (c), ciego digestivo (cd), mitosis (m), ovario (o), ovogonia (0g), ovocito (ov), ovocito en vitelogénesis primaria (ovp), ovocito en

vitelogénesis secundaria (ovs). Escalas: 20 ym (Ay C), 50 um (B).

Figure 1. Female of Hyalella curvispina. A: Transverse section of the body. B-C: Sagittal sections of the ovary: oogenesis stage |. Heart
(c), digestive caeca (cd), mitosis (m), ovary (o), oogonium (og), oocyte (ov), primary vitellogenesis of the oocyte (ovp), secondary vitel-
logenesis of the oocyte (ovs). Scale bars: 20 um (A and C), 50 ym (B).
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vitelogénesis y vitelogénesis ocupan el resto del ovario.
Cuando se inicia la vitelogénesis el ovocito se rodea de
células foliculares que se aplanan y conforman la envol-
tura folicular. Se reconocen cuatro fases que se descri-
ben a continuacion:

* Etapa I, multiplicacion de elementos germinales y
meiosis. Las ovogonias presentan nicleo esférico o li-
geramente oval y la cromatina tiene disposicion peri-
nuclear. El nucléolo es subcentral. Estas células se
dividen mitdticamente y luego experimentan la pro-
fase de la primera division meidtica. La talla nuclear
promedio es de 9,94 um + 0,97; n =5 (Figuras 1B-C).

* Etapa II, previtelogénesis. Los ovocitos previtelogé-
nicos se caracterizan por el incremento de la talla ce-
lular. Se evidencia basofilia en el citoplasma debido
a la sintesis de vitelo aunque aun no son visibles los
granulos ni las placas. La talla nuclear promedio es
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Figura 2. Secciones sagitales del ovario de Hyalella curvispina.
A-B: Etapa Il de la ovogénesis. C: Etapa lll de la ovogénesis. Cé-
lulas foliculares (cf), nucleo (n), ovocito en previtelogénesis (op),
ovocito en vitelogénesis primaria (ovp), ovocito en vitelogénesis
secundaria (ovs). Escalas: 20 pm.

Figure 2. Sagittal sections of the ovary of Hyalella curvispina. A-B:
Oogenesis stage Il. C: Oogenesis stage Ill. Follicular cells (cf), nu-
cleus (n), oocyte in previtellogenesis (op), primary vitellogenesis
of the oocyte (ovp), secondary vitellogenesis (ovs). Scale bars:
20 ym.

de: 16,68 um + 2,39 y la talla citoplasmatica es de
24,85 um + 2,89; n = 10 (Figuras 2A-B).

Etapa I1I, vitelogénesis primaria (incipiente). Durante
esta etapa los ovocitos se rodean de células folicula-
res. Se caracterizan por una marcada basofilia debida
a la presencia de granulos de vitelo. Se evidencia un
incremento de la talla ovocitaria (talla nuclear prome-
dio: 20,15 um =+ 1,802; talla citoplasmatica promedio:
37,07 um £ 1,87; n=9). En la periferia del ovocito no
se observan aun placas de vitelo (Figura 2C).

Etapa 1V, vitelogénesis secundaria (avanzada). Du-
rante esta ultima, el ovocito I crece acentuando su
talla en el marco del proceso de vitelogénesis, que
tiene lugar entre dos mudas sucesivas. Los ovocitos
se caracterizan por el aumento en el nimero y tamafio
de las placas de vitelo, que se desplazan en direccion
al nucleo. Son ligeramente poligonales y muy eosino-
filas (talla: 9,94 um £ 0,917). Las placas se disponen
formando varios verticilos, lo cual incrementa marca-
damente la talla promedio del ovocito (nuclear: 23,07
+ 1,87; citoplasmatica: 57,15 um £ 3,11; n=10). Esta
talla corresponde al inicio de la vitelogénesis secun-
daria. La disposicion verticilar de las placas de vitelo
se mantiene hasta completar el desarrollo del ovocito
(Figuras 3A-C).

Figura 3. Secciones sagitales del ovario de Hyalella curvispina.
A-C: Etapa IV de la ovogénesis. Células foliculares (cf), nucleo (n),
ovocito en previtelogénesis (op), ovocito en vitelogénesis primaria
(ovp), ovocito en vitelogénesis secundaria (ovs), placas de vitelo
(pv). Escalas: 20 pm.

Figure 3. Sagittal sections of the ovary of Hyalella curvispina. A-C:
Oogenesis stage IV. Follicular cells (cf), nucleus (n), oocyte in pre-
vitellogenesis (op), primary vitellogenesis of the oocyte (ovp), sec-
ondary vitellogenesis (ovs), yolk plates (pv). Scale bars: 20 ym.
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Discusion

La estructura del ovario y ovogénesis de Hyalella
curvispina presenta similitudes a las observadas en Or-
chestia gammarellus (Charniaux-Cotton, 1973, 1978,
1985; Meusy, 1963; Zerbib, 1980), en particular en las
caracteristicas nucleares de la linea germinal y en el cre-
cimiento del ovocito.

La ovogénesis en H. curvispina, que se desarrolla en
estratos longitudinales como en O. gammarellus (Meusy,
1963), ha sido dividida en cuatro etapas siguiendo el cri-
terio de Zerbib (1980): (I) multiplicacion de elementos
germinales y meiosis, (II) previtelogénesis, (III) vitelogé-
nesis primaria y (IV) vitelogénesis secundaria, teniendo
en cuenta las variaciones en la relacion talla nuclear-cito-
plasmatica, presencia y evolucion de las reservas.

La etapa I en H. curvispina se pone en evidencia por
la presencia de ovogonias y por la multiplicacién de los
elementos germinales que precede a la meiosis, aunque a
diferencia O. gammarellus (Meusy, 1963; Zerbib, 1980)
no fue posible observar figuras profasicas.

La etapa II y tal como sucede en O. gammarellus se
caracteriza por un marcado incremento en la talla del ovo-
cito y un aumento en la basofilia citoplasmatica, lo cual se
vincula con la sintesis de proteinas si bien no son visibles
aun granulos ni placas de vitelo.

Durante la etapa III el ovocito se rodea de células foli-
culares. Aumenta la basofilia citoplasmatica lo cual se vin-
cula con la sintesis de vitelo. Esta etapa es comparable a la
vitelogénesis endogena de O. gammarellus.

En la etapa IV son visibles granulos acidofilos; su den-
sidad en la periferia del ovocito y el sentido centripeto de
desplazamiento (hacia la region perinuclear) sugiere que
las células foliculares desempefian un rol importante en
esta etapa, que es comparable con la vitelogénesis exoge-
na de O. gammarellus. Es posible que se incorporen aqui
compuestos distintos al ovocito como ocurre en crustaceos
superiores, donde es bien conocida la naturaleza de las re-
servas (Charniaux-Cotton, 1978; Meusy, 1980; Adiyodi y
Subramonian, 1983).
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