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Abreviaturas utilizadas en microfotografia

a espermatidas

A plaqueta vitelina aciddfila
B " " basé6fila
c citoplasma lisado

D conectivo denso

E epitelio germinativo

e espermatogonias

ey espermatocitos I

erl " II

F flagelos

f tejido fagocitario

g células "gigantes"

L lumen

mv membrana vitelina

N nQGcleo

n nucleolo

of oocito en fagocitosis

(o} joven
or I
olI II
oIII " I1I
oy " \

p peritoneo visceral



P pared gonadal

pe pared externa del seno celdmico genital
pi " interna " " " "
SCG seno celdmico genital

SH "  hemal

2 espermatozoides

1 membrana basal del peritoneo visce;al

2 " " " epitelio externo del
seno celdémico genital

3 " " " epitelio interno del
seno celdmico genital

4 " " epitelio germinativo



# T"E DE ERRATAS

PAG. RENGLON N° DONDE SE LEE DEBE LEERSE
59 3 estre entre

65 13 dimensione dimensiones
70 22 IVy V ni IV

86 2 F Fy

86 12 8 7
121 16 nueve nueva

38 15 vaculas vacuolas

65 11 invariable invariablies
176 2 Sheffé Scheffé

Ademds, en la tabla de p&g. 177, en lugar de:
2) Feb y Ene vs. Mar,Nov y Dic; Estadistico = 4,07(S)

debe leerse:

2) Feb y Mar vs, Nov, Dic y Ene; Estadistico = 25,36(S)



1.1. ANTECEDENTES EN LOS ESTUDIOS DE EQUINODERMOS.

El grupo de los equinodermos habita los
océanos desde largo tiempo atrds. En efecto, el o-
rigen del Phylum se remonta a comienzos del Paleo-
zoico, es decir hace 600 millones de anos.

Los equinodermos se cuentan entre los ha
bitantes m&s abuncdantes de los fondos marinos; en
las profundidades abisales llegan a constituir has-
ta el 90% de la biomasa (Fell y Pawson, 1966).

Si bien la mayoria de las especies se re
producen mediante larvas de vida libre, otras en
cambio poseen desarrollo directo con incubacidn de
la cria. Sin embargo, de éstas Gltimas sdlo unas
pocas especies han sido estudiadas con intensidad.

Si nos referimos a los equinodermos de
América del Sur, v en particular a las especies de
aguas argentinas, es notoria la falta de informa-
cidn sobre cualquier aspecto de su biologia.

Un péarrafo aparte merece la Sistemdtica,
ya que gracias a la valiosisima tarea de la Prof.
Bernasconi, hay en el pails numerosos trabajos so-
bre estos grupos. Asi, extensas monografias con

descripciones de especies nuevas y redescripcidn



de otras conocidas, claves y demas publicaciones,
conforman una obra de valor inestimable, resulta-
do de toda una vida de trabajo. A esta autora fun
damentalmente, se debe entonces el elevado estado
actual del conocimiento sistematico de la fauna
de equinodermos argentinos.

Sin embargo, excepto escasos trabajos
aislados'cgé;vat, 1975 a yﬁgi; es hasta ahora prac
ticamente nulo lo que se conoce de la biologia de
las especies existentes en el pais. Asi, existe un
vacio casi total de informacidn sobre aspectos tan
importantes como la alimentacidén, fisiologla de la
respiracién, ecologia, comportamiento y parésitos.

El presente trabajo intenta contribuir
al conocimiento preliminar de algunos tépicos de
la reproduccidn de la estrella de mar Anasterias
minuta Perrier. Aparentemente, esta especie ocupa-
ria un importante rol en el ecosistema benténico
y demersal, como voraz predadora de mitilidos vy
otros invertebrados, muchos de ellos de alto va-
lor econdmico.

Parafraseando a Smith (1971): "Conocien
do los mecanismos fisioldgicos "normales", es po-

sible evaluar los cambios ocurridos debido a la



centaminacidn (Leighton et al., 19867; Smith, 1968),

alteraciones en las tramas alimentarias marinas
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(Paine, floraciones epidémicas dc especics

indeseables (Hancock, 1955) u otras alteraciones
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1.2. UBICACION SISTEMATICA Y CLAVE DE LAS ESPECIES
ARGENTINAS DEL GENERO ANASTERIAS; DISTRIBUCLON

GEOGRAFICA DE ANASTERIAS MINUTA.

v

T - -
snasce

"

ias minuta (foto N°1) es

estrella de nar de tamano mediano: generalmente mide

de 3 a 4 cm de radio, presentando alguncs ejemplares

Fotc N° 1. Anasterias minuta,
vista aboral



Tomando en cuenta la clasificacidén de

Nichols (1967), la ubicacidn sistemd@tica de esta
especle es la siguiente:

Phylum: ECHINODERMATA

Clase: ASTEROIDEA

Subclase: EUASTEROIDEA

Orden: FORCIPULATA

Familia: ASTERIIDAE

Subfamilia: ASTERIINAE

La subfamilia Asteriinae estd abundan-
temente representada en la Argentina. En efecto,
existe una docena de géneros, con mas de 30 espe
cies en total (Bernasconi, 1964 a).

El género Anasterias incluye 6 especies,
la mayoria de las cuales presentan gran semejanza
entre si. Es por ello que la determinacidén siste-
matica de ejemplares de dicho género ha sido siem
pre problematica.

La siguiente clave es el resultado de
la observacidn personal de numerosos ejemplares de
todas las especies, como parte de un trabajo iné-
dito. Con la intencidn, entonces, de que ella sir
va de ayuda a los estudiosos de este grupo, propon

go la siguiente:



Clave para la determinacidn sistemdtica

de las especies argentinas del género Anasterias:

1. Esqueleto abactinal débil: placas dispues-
tas laxamente, sobre todo en el disco

aboral . . . . . . . . . . . A. conferta

1'.Esqueleto abactinal mds o menos robusto:
placas siempre unidas formando un reticulo
méds o menos cerrado . . . . .+ . + o . . 2

2. Con dos, tres o cuatro plas inferomargina-

les . . . . . . . . . . +« . . A. stolidota

2'.Con dos plGas inferomarginales, aunque pue-
de haber placas aisladas con tres plas. .3
3. Superficie abactinal con escasos pedicela-
rios cruzados, y generalmente pocas plas-
G« + « « « « « « 4 « 4« « « « . A. minuta
3'.Superficie abactinal con numerosos pedice-
larios cruzados . . . . . . . . . . . . .4
4. Aspecto bastante delicado; tegumento delga
do; pedicelarios cruzados abactinales prin
cipalmente en los brazos, rodeando a las
plas. Plas abactinales no muy numerosas,
largas y delgadas. Placas sfiperomarginales

con no mas de una pida cada una . . . . . .

A.pedicellaris




Aspecto més robusto; tegumento grueso; pe-
dicelarios cruzados abactinales dispersos
por toda la superficie, y en general muy
numerosos. Pdas abactinales también muy
numerosas, cortas y romas. Placas sipero-
marginales: pueden tener hasta tres plas
cada uUna . . . + +« + « + e+« + o .« .5
Pedicelarios rectos abactinales grandes,
con valvas casi triangulares. Generalmen-

te de aguas profundas . . . . . A.studeri

.Pedicelarios rectos con valvas alargadas

y tamano normal o grande; generalmente de

aguas superficiales . . . . . A. antarctica

La descripcidén de los caracteres espe-

cificos de A. minuta no es el objeto de este tra-

bajo. Remito para ello al lector a las siguientes

referencias: Perrier (1875), Fisher (1940) y Ber-

nasconi (1966); a ellas se agrega el reciente tra-

bajo

(aln inédito) de Herndndez y Tablado.

B s e el

Esta especie es un tipico representan-

st T ST SR

te de las aguas templado-frias del litoral patagd-

nico. Se la encuentra en aguas subantarticas de la

extremidad austral de Sudamérica (0-100 m de pro-

fundidad, segin Hern&ndez y Tablado, inédito).



Su area de distribucidn corresponde espe-
cificamente a la provincia Magallanica de la regidn
Subantdrtica, es decir desde 42°S hasta Tierra del
Fuego, incluyendo Islas Malvinas (Bernasconi, 1964 Db).

Ocupa tipicamente ambientes rocosos del

meso e infralitoral, donde forma densas poblaciones.

1.3. HABITOS DE INCUBACION DE LA CRIA

Como es sabido, en los asteroideos- al i-
gual que en las otras Clases del Phylum - el desa-
rrollo indirecto es la condicidn mas general. Sin
embargo, existen numerosas especies que han desa-
rrollado diversos mecanismos de incubacidén de la
cria, y en estos casos el desarrollo es directo.
Se suprimen, entonces, las etapas de larvas libres
y tras un periodo a veces bastante largo, los indi
viduos hijos se desprenden del cuerpo de la madre
ya totalmente formados como estrellas juveniles e
inician su existencia independiente.

En general, este fendmeno se halla asocia-
do a la produccidén de un nimero relativamente redu
cido de huevos, de gran tamafo y ricos en vitelo.
Dichas caracteristicas son- obviamente - adaptacio

nes para asegurar la nutricidén de los embriones



hasta su completo desarrollo.

En los tres Ordenes de Asteroidea exis-
ten ejemplos de especies con uno u otro tipo de
h3dbito incubador: en total, son mas de 100 las
citadas (Boolootian, 1966; Fisher, 1930 y 1940;
Hyman, 1955 y Verrill, 1914, seglQn Smith, 1971).

Los mecanismos que ellas han desarrolla
do para llevar a cabo tal funcidn, son variados.
Asi, por ejemplo, entre los Phanerozonia, las
crias se desarrollan entre las paxilas de la su-
perficie aboral del cuerpo. Este es, entre otros,

el caso de Ctenodiscus australis (Lieberkind,

1926, segln Hyman, 1955), especie que tambié&n ha-
bita el Mar Argentino.

En algunos miembros de la familia
Pterasteridae (Orden Spinulosa) existe una verda-
dera "cé&mara nidamental" en la superficie aboral
del cuerpo. Al mismo Orden pertenece Patiriella
vivipara, donde existen en el interior del cuer-
PO sacos especiales derivados de las gonadas, en
los que se desarrolla la cria. Cuando los juveni-
les adquieren un cierto tamafio, se rompen los sa-
cos incubadores y ellos pasan al celoma; de alli

emergen al exterior a través de las placas abac-



tinales del adulto (Dartnall, 1969).
Por Gltimo, entre los miembros del Or-
den Forcipulata que presentan hébitos incubado-

res, se encuentra Odinella nutrix. En esta espe

cie antartica, la cria se desarrolla en los an-
gulos entre los numerosos brazos, donde las es-
pinas se interdigitan para formar una especie
de cesto (Hyman, 1955).

Pero, sin embargo, quizds el m&s comin
entre los mecanismos de incubacidn en Asteroi-
deos, sea el que presenta la especie gque nos o-

cupa. En efecto, en Anasterias minuta, al igual

que en otros miembros del Orden Forcipulata y
algunos de Spinulosa (Hyman, 1955), la hembra
arquea los brazos de modo de formar una céamara
delimitada por la superficie oral de aquéllos y
el sustrato sobre el que se adhiere (fotos N°2 y 3).
El mismo comportamiento se ha observa-
do en otras especies de la Familia Asteriidae,
también habitantes de aguas antdrticas y suban-
tdrticas de América del Sur y aledanos. A saber,

seglin Hyman (1955): Anasterias antarctica (Phil-

lipi, 1870 y Perrier, 1891); Lysasterias perrie-

ri (Smith, 1876 y 1879); Anasterias studeri,
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Diplasterias brandti (=lutkeni), y Neosmilaster

steineni (Perrier, 1891); Lysasterias belgicae y

chirophora (Ludwig, 1903); Cryptasterias turque-

ti (Koehler, 1906) y Diplasterias octoradiata,

D. brucei y D. meridionalis (Fisher, 1940). Re-

cientemente, Herndndez y Tablado (inédito) citan

el mismo hadbito en Anasterias pedicellaris.

En las aguas frias del Hemisferio Norte,
por otra parte, existen diversas especies del gé

nero Leptasterias (pertenecientes a la misma fa-

milia) que tambié&n incuban en la regidn oral:

L. hexactis (Chia, 1964 y 1966), L. pusilla

(Smith, 1971), L. tenera (Worley et al., 1977),

L. littoralis (O'Brien, 1977) y por Gltimo L.

arctica (Fisher, 1930) y L. mulleri (Sars, 1844

y 1846), éstas dos Gltimas segQn Hyman, 1955.
Entre los miembros del Orden Spinulosa

que presentan este tipo de incubacidn, podemos

nombrar a Henricia sanguinolenta (Sars, 1844 y

1846, seglin Hyman, 1955).

En los asteroideos en general, los gono
poros se ubican en posicidn lateral o dorsal (a-
boral) . Sin embargo, como resultado de la adap-

tacidén a la funcidn, en todas estas especies que

_ll_



poseen incubacidn oral, aquéllos han migrado has
ta ubicarse en la cara ventral (oral) del cuerpo.

Finalmente, en Leptasterias groenlandi-

ca existe una variante a este tipo de incubacidn.
En esta especie los huevos son fecundados en la
cémara oral, pero luego pasan al estémago cardia-
co para alli desarrollarse (Lieberkind, 1921).
Por iltimo, he de aclarar gque también en
L.tenera existe una etapa del desarrollo que trans-—
curre en el estdmago (aunque en este caso se tra-
ta del estbmago pildrico). Los embriones son rete-
nidos alli durante un tiempo relativamente breve,
Y luego son liberados a la cdmara incubatriz don-
de continfian su desarrollo hasta el final (Worley

et al., op. cit.).

-12-~
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METQDOS



2.1. AREA DE MUESTREO: UBICACION GEOGRAFICA Y

CARACTERISTICAS TOPOGRAFICAS.

El material fue colectado en la costa
austral argentina: Ria de Puerto Deseado (Lat.:
47°45' S; Long.: 65°55'0), Provincia de Santa
Cruz(fig. 1).

La Ria del Rio Deseado se presenta co-
mo una caleta de 40 km de longitud, orientada
en su primera porcidén de E a O y luego de NE a
SO. La boca de la Ria estd limitada por Roca Fo-
ca al norte y Restinga Chaffers al sur (fig. 2).

Debido a que las amplitudes de mareas
son muy grandes (hasta 6 m en sicigia, mas las
variaciones debido a factores meteoroldgicos),

Yy a que el declive es en general bastante suave,
queda expuesto en bajamar un amplio piso mesoli-
toral, de enorme riqueza faunistica y floristica.

La temperatura del agua es bastante u-
niforme en profundidad y a lo largo de la Ria.
Seglin un promedio de 5 anos (Kuhnemann, 1969),
la variacidén anual de temperétura del agua es de
9°C. Asi, el valor maximo se alcanza en marzo,

con 13,5°C y el minimo en agosto, con 4,5°C. Es

-13-
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Figura 1: Ubicacidn geografica de la locali-
dad de Puerto Deseado, donde fue colectada
la totalidad del material.
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evidente gue por su temperatura, estas aguas son
tipicamente subantdrticas.

La salinidad, por otro lado, no presen-
ta grandes variaciones locales ni estacionales
(=33°/00) .

SegGn Kuhnemann (op.cit.), la uniformi-
dad tanto en la salinidad como en la temperatu-
ra serian atribuibles a la gran renovacidén y mo
vimiento del agua por las corrientes de marea, y
a que el aporte de agua continental del Rio De-
seado es escaso en invierno y nulo en verano.

En cuanto al &drea especifica de mues-
treo, ésta corresponde a la costa ubicada fren-
te a Isla Dos Hermanas (Fig. 2). El sustrato es
allil una plataforma rocosa cubierta de algas.

En el piso mesolitoral durante la baja-
mar se observan, entre las abundantes grietas
del terreno, numerosas pozas de marea de dimen-
siones variables, llenas de organismos animales
y vegetales (foto n°4). Estas piletas son de
distintos tipos (Kuhnemann, op.cit.). Asi por
ejemplo, en las piletas rojas donde es frecuen-

te Anasterias minuta, abundan también las acti-

nias, anfipodos y peces nototénidos. Entre los
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componentes floristicos, dominan las Rodoficeas:

Corallina officinalis y Ceramium sp. Aparecen

también algas verdes (Ulva, Cladophora y Entero-

morpha) y entre las pardas: Dictyvota cervicornis.

Foto N° 4. Area de muestreo ("Dos Hermanas",
Puertc Deseado): aspecto del pisc Mesolito-
ral durante la bajamar.
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2.2. OBTENCION DEL MATERIAL

A. minuta es la especie mas comnin
de asteroideos de Puerto Deseado. Al recorrer ¢n
bajamar el piso mesolitoral en la zona de Dos Her-
manas, es bastante frecuente encontrar ejemplares
de esta especie. Ellos aparecen al levantar las
rocas mas planas, adheridos a la superficie infe-

rior de éstas (foto N° 5), o bien en el interior

Foto N° 5. Superficie inferior de una rcca en
la zona de muestreo, levantada para mostrar
las estrellas de mar adheridas a ella (flechas).
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de las piletas de marea.

De esta manera se procedid para co-
lectar la totalidad del material utilizado. Los e-
jemplares de radio (longitud del brazo) menor que
1,5 cm fueron descartados, para asil excluir posi-
bles individuos juveniles inmaduros.

El material fue fijado en formol 10%
y remitido a Buenos Aires para su posterior proce-
samiento en los laboratorios de Histologia Animal
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (U-

niversidad de Buenos Aires).

2.3. DETERMINACION DEL INDICE GONADAL

En primer lugar, se intentd determi-
nar si existia una correlacidn entre la longitud
del brazo y el peso hllmedo del cuerpo en A. minuta.
Se midieron ambos paré@metros en un grupo de 29 e-
jemplares y los resultados se observan en la Fig.3.
Evidentemente, existe una buena correlacidn entre
longitud y peso. Por lo tanto, cualquiera de los
dos parametros serviria como referencia del esta-
do de desarrollo de un determinado individuo. Pa-
ra los céalculos del indice gonadal entonces, se

decidid utilizar - por razones de conveniencia -
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en Anasterias minuta.
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el peso del cuerpo (ver Apénd. 6.3.1.).

Con respecto al indice gonadal en
si, diversas han sido las férmulas utilizadas por
los distintos autores para su estimacidn, tanto
en asteroideos como en otros equinodermos. Asi,
por ejemplo, se ha relacionado la longitud de la
gonada con la longitud del brazo (Skjaeveland,
1973), el volumen de la gonada con el volumen del
cuerpo (Fuji, 1960, seg@in Smith, 1971; Mc.Pherson,
1968) , el peso de la gonada con el peso himedo to
tal del cuerpo (Kowalski, 1955; Feder, 1956; Tana
ka, 1958, segln Boolootian, 1966; Smith, 1971;
Jangoux y Vloebergh, 1973).

Otra férmula de amplia utilizacidn
es la que relaciona el volumen de la gonada con el
peso hGmedo del cuerpo (Giese et al., 1957, segln
Smith, 1971; Farmanfarmaian et al., 1958; Lasker
y Giese, 1954, seglin Farmanfarmaian et al., 1958;
Turner y Boolootian - iné&dito - segin Boolootian,
1966; Bennett y Giese, 1955, segin Farmanfarmaian
et al.,1958).

En el estudio de A. minuta se optd
por este filtimo método; asi, la férmula aplicada

fue:
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I.G. (Indice gonadal) _Volumen gonadal total % 100
Peso himedo total del cuerpo

Los pasos seguidos durante el proce-
samiento, fueron los siguientes: se pesd cada ejem
plar con una aproximacidn de 0,1 g, previa elimina
cidn del excedente de liquido dejando el material
unos minutos sobre papel absorbente. Los animales
fueron luego disecados y el volumen gonadal total
de cada individuo fue medido con una aproximacidn
de 0,05 cm3, seglin el método de desplazamiento de
agua en un recipiente graduado.

En cuanto al material utilizado pa-
ra estos cdlculos, éste provenia de muestreos rea-
lizados en dos diferentes anos. De esta manera, se
intentdé comparar la evolucidén de dicho indice en
ambos periodos.

Asi, se tomd en cuenta - en primer
lugar- el muestreo principal, desde febrero de
1979 hasta enero de 1980. Fueron analizados 14 e-
jemplares por mes, entre los cuales debia haber
por los menos 6 de cada sexo.

Por otro lado, se hizo lo propio
con individuos colectados también mensualmente,

desde mayo hasta noviembre de 1973. En este caso
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se consideraron entre 10 y 28 ejemplares por mes.

2.4. ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Continuando con el procesamiento
del material, una vez determinados los vollmenes
gonadales, se conservaron las gonadas en alcohol
70% para su posterior estudio histoldgico.

Se analizaron entonces en primer
lugar los individuos provenientes del muestreo
principal: 1979/1980. Se estudiaron entre 4 y 13
ejemplares de cada sexo por mes. Ello hizo un to-
tal de 156 individuos. Los resultados fueron uti-
lizados para la elaboracién de los graficos.

No obstante, se utilizaron ademas
para pruebas complementarias, especimenes proce-
dentes de muestreos anteriores y posteriores (1973,
1978, 1980 y 1981). En total, entonces, a lo lar-
go de todo este trabajo fue estudiada la histolo-
gia de las gonadas de 240 individuos.

Dado que generalmente todas las go-
nadas de un mismo individuo estdn en el mismo es-
tadio de desarrollo, se examind casi siempre un
solo 6rgano por ejemplar. En los pocos casos en

que existian visibles diferencias de tamafo entre
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distintas gonadas de un mismo animal, se efectua-
ron los correspondientes cortes histol6gicos y
siempre se comprob6 que el estadio era el mismo.
Asi por ejemplo en el caso de los ovarios, las di-
ferencias de tamano se debfian Gnicamente a la dis-
tinta cantidad de oocitos presentes, y no a su gra-
do de madurez.

Los 6rganos fueron incluidos en pa-
rafina y seccionados en un micrdétomo Leitz, obte-
niéndose cortes de 8 jym de espesor.

Para cortar ovarios maduros, fue ne-
cesario realizar un tratamiento previo, dado que la
presencia de vitelo hace que el material se torne
sumamente friable luego de la fijacién. Se rebaja-
ron entonces los bloques de parafina hasta dejar
expuesto el 6rgano; en estas condiciones se los dejb
sumergidos en agua unas horas, hasta que la pieza co-
menzaba a sobresalir de la superficie del blogue. En
ese momento era posible cortar sin inconvenientes.

En el estudio de la composicidn qui-
mica del vitelo, para ooder realizar ciertas compro-
baciones fue necesario efectuar cortes con un micré-
tomo de congelacién Jung.

La coloracibén que se usd para diag-
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ndstico fue Hematoxilina - Eosina (hematoxilina de Cara-
zzi y eosina alcohblica). Para los estudios de la pared
gonadal resultd muy eficaz la variante de la coloracibn
tricrémica de Masson, gue sustituye la hematoxilina de
Regaud por la de Carazzi. El empleo de esta filtima posi-
bilita una mayor rapidez en el desarrollo de la técnica.
Asimismo, el tricrdmico de Leray y Stahl se usd para vi-
sualizar con perfecta nitidez las membranas basales y en
general el sistema de senos. Antes de realizar ambas co-
loraciones tricrdmicas, fue preciso refijar el material
en Bicromato de Potasio 3-5%.

Se investigd la presencia de fibras eléas-
ticas con la técnica de orceina nitrica de Rubens Duval.
Para las pruebas histoquimicas del vitelo se practicaron
las siguientes técnicas: P.A.S., Azul de Alcién a pH 3,5
(f6rmula de Mowry), Negro Sud&n y Sudéan III.

Para observar los espermatozoides en de-
talle, se utilizd la técnica del "squash"; los preparados
resultantes fueron coloreados con hematoxilina de Heiden-
hein o Rosa de Bengala.

Todas las mediciones de células o de sus
constituyentes fueron efectuadas con la ayuda de un ocu-
lar micrométrico, incorporado en un microscopio Reichert

y/0 Wild.
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Por (ltimo, las fotomicrografias

fueron tomadas con un fotomicroscopio Carl Zeiss

con exposimetro autom&tico.

2.5. ESTUDIOS ESTEREOMETRICOS

A fin de estimar la fecundidad de
A. minuta, se efectuaron estudios de estereome-
tria segiin el método desarrollado por Christiansen,H.E.
(Christiansen, Cabrera y Brodsky, 1972; Christian-
sen y Weiss, 1974 y Christiansen, 1977, entre otros).

Para ello fueron utilizados 36 ejem-
plares hembras, con ovarios maduros o en maduracidn
avanzada. De todos ellos, 17 provenian de un mues-
treo nuevo realizado a tal efecto en enero de 1984
y el resto, eran parte del muestreo principal 1979-
1980. En este Gltimo caso, las gonadas habian sido
conservadas en alcohol 70%, por lo que aproximada-
mente 10 dias antes de procederse a su procesamien-
to para los estudios estereométricos, fueron colo-
cadas en formol 10%.

En primer lugar, fue necesario cal-
cular el volumen gonadal total en aquellos ejempla-
res en gque este valor era alin desconocido (princi-

palmente en el material nuevo), siempre seglin el
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método de desplazamiento (ver item 2.3.). A conti

nuacidn, se realizaron los desgastes en el micro-

tomo de congelacidén, hasta obtener las laminas de
material que permitirian - a posteriori - realizar
el recuento ovocitario que impone la técnica.

El procedimiento completo a seguir
para los estudios esterométricos consta de distin
tas etapas, a saber:

a) Desgaste (Se utilizd un micrdtomo Leitz/Wetzlar

para congelacidén, modelo 1310):

i. Se apoya sobre la platina del micrétomo (previa
mente enfriado) una pequena lamina de vidrio con
teniendo la mayor cantidad posible de ovarios de
un determinado individuo, agrupados entre si.

ii. Se gotea agua sobre la muestra para que al en-
friarse progresivamente el material, quede con-
formada una masa sdlida.

iii. Una vez logrado el méximo enfriamiento, se co-
mienza a desgastar la pieza con el maximo espe-
sor de corte (o bien regulando éste en forma
manual) .

iv. Cuando se obtiene una superficie bien lisa, se
suspende el desgaste y se descongela levemente

para lograr el desprendimiento del material des
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de

vi.

vii.

b)

ha

su base.

Inmediatamente, se aplica sobre la superficie
cortada otra pequena lamina de vidrio previa-
mente pincelada con solucidén de gelatina enti-
biada a 40°C (composicidn de la solucidn: 200

mg de gelatina, 200 mg de goma arébiga y 1 cm3
de agua ), que posibilita una perfecta adheren
cia del tejido al vidrio.

Se invierte el conjunto de placa de vidrio y
material, y se vuelve a colocar sobre la plati
na del micrétomo. Se enfria nuevamente para con
tinuvar desgastando la pieza - ahora a partir del
otro extremo - hasta obtener una finica lamina
final (que queda adherida al vidrio) de 40 a 60
pm de espesor.

Se retira entonces del micrétomo la placa de vi-
drio con la lamina histolbgica, y sobre ella se
coloca un cubreobjetos. El material ya se encuen
tra en condiciones de ser observado directamente
- sin necesidad de coloracidén alguna - en el mi-

Croscopio.

Conservacidn:

En los casos en que el material no

de ser observado inmediatamente, puede ser con-
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servado durante varios dias en una cémara himeda

formolada.

c) Recuento ovocitario (Se utilizdé un microscopio

Leitz/Wetzlar provisto de un ocular a revdlver de
plagquitas reticuladas de integracidn Carl Zeiss;
se empled la plaquita integradora I de 25 puntos
combinada con el objetivo 4X):

Se recorre el preparado en forma
ordenada, realizando recuentos en los distintos
campos microscdopicos que van quedando delimitados
(en este caso, de 3 a 11 por individuo). Los re-
cuentos se llevan a cabo de la siguiente manera.

En un determinado campo microscod-
pico, al superponerse la plaquita (Fig. 4) sobre
la imagen, un cierto nimero de ovocitos quedara
enmarcado en el cuadrado del reticulo. Para el
recuento se considerarad Gnicamente a los que es-
tén maduros o en maduracién avanzada. Se cuenta
entonces el total de ellos, mds aquéllos que -
pese a no encontrarse enteramente contenidos en
el marco - tuvieren su centro de gravedad dentro
de aquél o bien sobre sus miargenes superior o iz-
quierdo (esto Gltimo por convencidn). Se obtiene

asi para cada campo un valor determinado; los va-
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lores de todos los campos de un individuo, se pro-
median y el resultado se llamaré NA.

A su vez, en cada campo es preciso
contar tambié&n el ndmero de puntos del reticulo
que hacen impacto sobre las células tipificadas
(oocitos maduros o en maduracidn avanzada), tengan
éstas o no su centro de gravedad dentro del marco.
Luego se promedian todos los valores de un indivi
duo y el resultado se divide por el total de pun-
tos del reticulo (en este caso 25), obteniéndose

asi la proporcidédn que se llamarad vy

d) C&lculos numéricos:

Existe un principio estereométrico
que expresa: "en una serie de cortes delgados la
relacidén de la superficie de los componentes es
la misma que la relacidén de los volGmenes de esos
componentes en la totalidad del cuerpo" (Schaefer,
1970, segln Christiansen, Brodsky y Cabrera,
1973b) . Es decir que la distribucidn de los ele-
mentos en superficie nos da una idea clara de la
porcentualidad de ellos en un volumen dado.

Aplicando entonces la ecuacidn de
Weibel y Gémez (1962), se calcula la densidad nu-

mérica Ny, de la siguiente manera:
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En ella, el coeficiente K es un va-
lor relacionado con la distribucidén de tallas; da-
do que éste rara vez excede en las muestras biold-
gicas el valor 1,1 (Weibel, 1969, segln Christian-
sen, Brodsky y Cabrera, 1973a), ha sido reemplaza
do - en los datos aquil procesados - por 1.

A su vez, B es un valor gque depen-
de de la forma de los cuerpos en cuestidn. Se cal-
cula entonces la razén > de los ejes a y b que ge-
neralmente existen en todos los oocitos, y luego
a partir de la curva de coeficientes para elipsoi-
des (Fig. 5) se obtiene directamente el valor de 8.

Se obtendrad finalmente un valor de
densidad numérica para cada individuo, gue a su
vez corresponderd al denominado "volumen unitario"
Este volumen depende del reticulo utilizado y se
calcula basandose en las dimensiones del campo mi
croscdpico. Por lo tanto, y dado que se conocia
de antemano el volumen gonadal total de cada indi

viduo, resulta sencillo estimar finalmente la deg
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sidad numérica real, es decir la fecundidad de

cada individuo.

Figura 4. Plagquita integradora I Zeiss/Oberkochen
(reticulo de 25 puntos), utilizada para el recuen-
to ovocitario.

30

25 4

2044 .

1_5 \ -

esfera
0 10. 20 3.0 40 b 50
Yaz A
Figura 5. Coeficientes de forma para elipsoides,

como funcidén de la razdn axial (b/a=)) (Weibel,
1969) .

-32-



5, RESULTADOS



3.1. MORFOLOGIA DE LAS GONADAS

Existen tipicamente 5 pares de go-
nadas por individuo, ubicadas en la base de los
brazos, a ambos lados del angulo interradial. Un
corto gonoducto sale de cada 6rgano y desemboca
en la superficie oral, a través de una papila ge-
nital.

Una vez disecado el animal, es muy

facil determinar el sexo en Anasterias minuta, ya

que ovarios y testiculos difieren netamente por su
forma, y en el periodo de madurez también por el
color. Asi, los testiculos son siempre blangueci-
nos, de aspecto plumoso, con numerosas proyeccio-
nes digitiformes ("tdbulos" o "foliculos"). En la
madurez, &stos se cargan de esperma y el testicu-
lo alcanza gran tamano (foto N° 6). En cambio,
luego de la evacuacidn, el bérgano se retrae comple
tamente (foto N° 7).

Los ovarios son sacos mds O menos
esféricos, a su vez divididos en unidades menores
("alveolos") de contornos circulares. Si bien
cuando inmaduros son pequenos y de color blanco
(foto N° 8), en la madurez aumentan mucho de tama-

no y se tornan bien globosos y de color amarillo
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Fote N° 8. Ovaric en reposo (Estadio 0 )

fuerte o narania debido al aclmulc de vitelc on
los ococitos (foto N°9).

Er los machos nunca se opgcryvé
falta de algln testiculo, pero on las hembras ool
sionalmente faltaba un ovario (en una oporiuniiad
faltaban dos , cde difercentes brazos). Tl caso
extremo fue el de una hembra cue poseia sClo u
par de gonadas, las cuales eran perfectamentc nun
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3.2. HISTOLOGIA DE LAS GONADAS

3.2.1. Porcidn somatica: Pared gonadal

Se estudiaron los tejidos soméati-

cos de las gonadas de Anasterias minuta, a nivel

de microscopia Optica. Se vid gue existen 2 sacos
-uno externo y otro interno- que, separados entre
si por el seno celdmico genital (de aho-
ra en adelante SCG), envuelven a los tejidos ger-
minales en toda la extensidén de la gonada. D¢ a-
fuera hacia adentro, cada una de dichas partes
con sus respectivos componentes, presentan las

siguientes caracteristicas (foto N° 10).

Foto N° 10. Pared gonadal, detallc
(epitelio germinativo desgarrado) .



1. Saco externo

-Peritoneo visceral: éste es en rea
lidad un mesotelio formado por una capa de células,
que toma distintos aspectos de acuerdo al grado de
distensidén de la gonada. Asl por ejemplo en el mo-
mento de maxima madurez veremos un epitelio clObi-
co bajo a pavimentoso, mientras que inmediatamente
después de la evacuacibén éste aparecerd cilindrico
y hasta pseudoestratificado. En cuanto al tipo de
células que lo forman, encontramos dos: las més
abundantes son epiteliales flageladas y entre ellas
las mas raras, que llamaremos por sus afinidades
tintoriales "cé&lulas acidéfilas" ("vacuole filled
cells" de Walker). En efecto, poseenel citoplasma
lleno de numerosas pequenas vaculas, que muchas
veces llegan a ocultar el niicleo. Ocasionalmente
en coloraciones bien constrastadas puede verse por
debajo del peritoneo una delgada capa de fibras
musculares. Es posible que ellas correspondan a lo
que Walker (1979) mediante microscopia electrdnica
observd que eran porciones contréctiles de las pro
pias células epiteliales. De modo que podria tratar
se de un tipo de cé&lulas mioepiteliales.

-Conectivo denso: es de naturale:za
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coldgena (no hay fibras eléasticas pues no hay reac
cidn con la orceina). Los gruesos haces de fibras
se disponen en forma de ondas a lo largo de la pa-
red. Entre ellos se observan pequenos nicleos del-
gados y alargados (aplanados) fuertemente picndti-
cos, semejantes a los de los fibrocitos de verte-
brados; son bastante abundantes y se distribuyen
uniformemente en toda la capa (en cambio Walker ob
servd conjuntos de nicleos agrupados en ciertas zo
nas) . En ocasiones se ven también los citoplasmas
correspondientes y se observa que las cé&lulas se
orientan segln la direccidén predominante de las
fibras.

-Pared externa del SCG: est& compues
ta de fibras musculares lisas y de un delgado epi-
telio que tapiza la luz del seno. Muy probablemen-
te se trate de las células mioepiteliales que des-
cribid Walker (op.cit.), pero seria necesario rea-
lizar estudios de microscopila electrdnica para com

probarlo.

1i. Seno celdmico genital (SCG)

En general es angosto; con frecuen

cia sus paredes contactan entre si tan intimamen-
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te que ocluyen totalmente la luz del seno. En oca
siones se han visto amebocitos en el interior del
SCG y a veces tambié&n alguna "célula aciddéfila"

(similar a las del peritoneo visceral).

iii. Saco interno

~Pared interna del SCG: presenta
la misma estructura que la pared externa.

-Seno hemal: si bien puede aparecer
mads o menos distendido, siempre presenta una luz
mas amplia que la del SCG. Se observan células de
tipo ameboide con muchas prolongaciones, otras cé
lulas que son vesiculosas tipicas (ver item 3.2.Db),
y a veces también alguna "célula aciddéfila". Las
paredes del seno hemal son acelulares y tan delga-

das que con microscopio dptico es imposible distin

guirlas. Segln Walker (op.cit.), quien trabajé con
microscopia electrdnica, ambas paredes - interna
y externa - estarian formadas por fibras extrema-

damente finas.

Por Gltimo,es de citar que con la

coloracidén de Leray-Stahl se distinguen perfecta-

mente las membranas basales de los cuatro epite-
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lios que participan en la estructura de la pared
gonadal. O sea, de afuera hacia adentro, el peri-
toneo visceral, el epitelio externo del SCG, el

epitelio interno del SCG y el epitelio germinati-

vo (foto N° 11).

Foto N° 11. Coloracidn de Leray y Stahl para
destacar las membranas basales de la pared
de un testiculo en Estadio 0.
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3.2.2. Espermatogénesis: escala de madurez sexual

en los machos (ver también item 6.1.1.).

Se estudid el desarrollo de los
testiculos a lo largo del ano. Se vid que, segln
la abundancia relativa de las distintas células
de la linea germinal, era posible diferenciar dis-
tintos estadios. Tal como lo expresa Kim (1968),
"los estadios que puedan ser determinados son -
en principio - arbitrarios y dependen de la espe-
cie y de la definicidén del autor".

Asi, para A. minuta se elabord una
escala de madurez que consta de 7 estadios (Esta-
dios 0 a 6), a saber:

ESTADIO 0 (reposo) (foto N°12):

La pared del testiculo se halla afin muy engrosada,
tal como en el estadio de post;evacuado (Estadio
6) . Sin embargo, de aqui en m&s el paulatino agran
damicnto de los foliculos debido a la progresiva
maduracidn, torna cada vez mas indistinguibles sus
distintas capas.

La capa germinativa es delgada; en
ella se ven numerosos niicleos pequenos, oscuros,

probablemente pertenecientes a cé&lulas del tejido
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Foto N° 12. Testiculo en Estadio 0 (reposo).
Obsérvense manchones de tejido fagocitario
en la luz.

fagocitario,y otros de mayor tamano, gque corres-
ponderian a las células germinales de la genera-
cién anterior, que se hallan en lisis. A veces
puede verse también entre ellos, otros nlicleos
grandes, claros, tipicos de gonias.

En la luz de los tdbulos hay teji-
do fagocitario en cantidad variada (a veces éste
llena totalmente el interior de aquéllos).

En general en este estadio predomi

nan los procesos de lisis.
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£e™Ad10 | lcomienzo de la esperma-

togénesis masiva) (fotos N°13 y N°14): En este

Foto N° 13. Testiculo en Estadjo 1 (comienzo de
la espermatogénesis masiva). Individuo con el sc-
nc hemal invadido de células “gigantes"

Foto N° 14. Testiculo en Estadio 1: detalle ce
un foliculo.
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estadio lo mds importante es la enorme prolifera-
cidén de espermatogonias. Asi, la capa germinativa
es relativamente gruesa, y estd@ compuesta casi ex
clusivamente por estas células.

En la luz de los tlbulos aiin hay
restos de tejido fagocitario y células germinales
en degeneracidn.

Espermatogonias: escaso citoplasma, nicleo grande,

claro, esférico u ovoide, con nucleolo eosinéfilo.
Didmetro del nicleo: 4,8im- 6,41m; en la tabla I
se compara este valor con los obtenidos por otros
autores para las espermatogonias y el resto de las
células de la linea espermatogénica, en distintas
especies.

ESTADIO 2 (foto N°15): Ya se obser-
van “colonnettes" (columnillas) (Delavault, 1960)
en formacidn. Las células que las componen son es-—
permatocitos I dispuestos en hilera: en los cortes
aparecen a modo de radios que se insinQan hacia la
luz, donde también hay restos de tejido fagocitario.

Espermatocitos I: relacidn nucleoplasmética visible

mente menor que en las espermatogonias; nicleo fuer

temente tenido. DiZmetro del ndcleo: 3.2m- 4.8 im,
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Foto N° 15. Testiculo en Estadio 2. Las "colen-
nettes" en formacidn se insintian hacia la luz
de los foliculos.

ESTADIO 3 (fotos N°16 y N°17): A
medida que la espermatogénesis avanza, los folicu-
los van aumentando gradualmente de tamano, con el
consecuente adelgazamiento de sus paredes; al mis-
mo tiempo se resume el espacio libre en los senos
hemal y genital. Las "colonnettes" ya estan bien
desarrolladas, y sus extremos se proyectan hacia
el interior de los foliculos. De esta manera, que-
da delimitada una luz que, vista con poco aumento,

presenta forma "estrellada", caracteristica de es-
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Fotc N° 16. Testiculo en Zstadio 3.
“"Colonnettes" bien desarrolladas; 1luz
del foliculo escasa, de forma estrella-
da caracteristica.

Foto N° 17. Testiculc en Estadio 3,
detalle de "colonnettes".
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te estadio. Cada "colonnette" consta aqui de esper
matocitos I (en la regidn basal) y espermatocitos
II (en la regidn apical). Ambos elementos son féa-
cilmente distinguibles entre si por su forma y ta-
mafio. En efecto, los primeros tienen forma mas a-
largada e irregular que los segundos, gque son de
contornos redondeados y mas pequenos. Si bien al
comienzo del estadio ambos coexisten en la "colon-
nette" en nimero equivalente, a medida que avanza
la onda de maduracidn, los espermatocitos I quedan
limitados a la parte basal propiamente dicha, y la
mayor parte de la "colonnette" esti integrada por
espermatocitos II. Tal es el aspecto gque presenta
el testiculo hacia el final del estadio, donde ya
pueden verse también espermatidas, que se despren-
den del &pice de la "colonnette" hacia la luz. In-
clusive, en los extremos mas avanzados de este es-
tadio hay ademds algunos espermatozoides bordean-
do la luz, la que queda entonces cada vez més re-
ducida. En la luz de algunos foliculos pueden ver-
se pequenas masas de tejido fagocitario; sdlo en
ocasiones aisladas es del tipo vesiculoso caracte-
ristico de las hembras (ver: "Tejido fagocitario

en las hembras").
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Espermatocitos II: diametro de niicleo: 2.4 um-

3.2um,

Espermdtidas: didmetro del nGcleo: l.6um.

Espermatozoides: long. de la cabeza = 2,4 um

(ver item 6.2.).

ESTADIO 4 (premaduro) (fotos N°18
y N°19): este estadio se caracteriza porque los
foliculos vistos con poco aumento aparentan estar

formados por una corteza y una médula, donde la

Foto N° 18. Testiculo en Estadio 4 (prema-
duro) . Se observan dos zonas caracteristi-
cas: corteza y médula.
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Foto N° 19. Testiculo en Estadio 4, detalic.

primera es el conjunto de "colonnettes" y la se-
gunda es la masa central de espermatozoides, quec
se tine intensamente con hematoxilina. Entre am-
bas, queda una angosta zona ocupada por espermé-
tidas. Las "colonnettes" en este estadio estén
constituidas casi exclusivamente por espermatoci-
tos II. S6lo quedan unos pocos espermatocitos I
en la base, adosados a la pared del 6rgano.

Hacia el final de este estadio, la

zona central del foliculo (o sea la ocupada por
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espermatozoides) ha aumentado notablemente de ta-
mano, mientras que las "colonnettes"ya son casi
vestigiales: sbélo subsisten pequenos grupos de es-
permatocitos II en la periferia de los foliculos.
El espesor de la zona de espermdtidas, en cambio,
no ha cambiado respecto del comienzo del estadio.
La pared del testiculo est& notablemente adelgaza-

da como resultado de su gran distensidn.

ESTADIO 5 (maduro) (foto N°20): es

Foto N° 20. Testiculo en Estadio 5 (maduro).
Pared muy adelgazada; masa de espermatozoi-
des formando ondas.
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el momento de madurez total: los testiculos alcan
zan su tamano maximo. Todo el lumen estd@ lleno de
espermatozoides densamente compactados (en los
cortes aparecen formando ondas fuertemente teni-
das con hematoxilina). En la periferia en cambio,
ellos se disponen laxamente, tal como observd Kim
(1968) . La pared del testiculo alcanza aqui su mi-
nimo espesor, y ya es imposible indentificar las
distintas capas debido a la gran distensidn. Aln
pueden verse restos de "colonnettes", pero ahora
ya son sblo pequenos racimos de espermatocitos
("grappes" , segln Delavault, 1960). En algunos
casos alin se observa un cierto nimero de esperma-

tidas rodeando la masa de espermatozoides.

ESTADIO 6 (postevacuado) (foto N°21):

Como en los ovarios, es éste el mejor momento pa-
ra estudiar la estructura de la pared gonadal. Las
paredes del testiculo aparecen engrosadas debido

a la retraccidn eldstica de sus tejidos después

de la evacuacidén; de ahi que la capa de conectivo
(colageno) aparezca bien conspicua. El mesotelio,
por la misma razén, se presenta como una gruesa
capa cuyos nicleos se hallan muy juntos entre si,

aparentando un epitelio pseudoestratificado. Los
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senos genital y hemal son claramente distinguibles;
en este ltimo aparece gran cantidad de células.
En la capa germinativa se observan restos de "grap-

"

pes" retraidas. En la luz de los tGbulos se ven es-
permatozoides: generalmente s6lo unos pocos pero

otras veces, en cambio, son tan numerosos que con-
forman una masa densa, indicando quiz&s una evacua-

cidén incompleta y asincrdnica en los distintos tG-

bulos.

Foto N° 21. Testiculo en Estadio 6 (post-
evacuado) . Detalle de foliculos. Pared muy
engrosada, "grappes" retraidas, esperma re
sidual. -
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3.2.3. Oogénesis: escala de madurez sexual en las

hembras (ver también item 6.1.2.)

Como es general para las hembras
de asteroideos (Tyler y Tyler, 1966), la meiosis

en Anasterias minuta sb6lo se completa después de

la evacuacidén; mientras las c&lulas germinales
permanecen en el ovario, no pasan de oocitos pri-
marios. No obstante ello, sufren durante todo ese
tiempo largos y complicados procesos de maduracidn.
Como es bien sabido, dichos procesos son graduales.
Sin embargo, por razones de practicidad, es conve-
niente establecer categorias entre los oocitos, se-
gln sus respectivos niveles de maduracidn.

En el caso de A. minuta y fundamen-
talmente de acuerdo con las distintas etapas de la
vitelogénesis, se distinguen seis tipos (categorias)
de oocitos que denominamos respectivamente: oocitos
jévenes, I, II, III, IV, y V. Se arbitrd, entonces,
al igual que para los machos, una escala de madu-
rez sexual que consta,como en aquéllos,de 7 estadios
(Estadios 0 a 6). Asi, por ejemplo, los estadios
1 a 5 quedan definidos segilin el maximo nivel de

maduracidén de los oocitos en cada uno de ellos.
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Es decir gque un ovario en estadio 1 es aquel en

el cual el oocito mds avanzado que se puede encon
trar, es del tipo I, y asi sucesivamente. Ademas,
hay que agregar el estadio 0, que corresponde al
predominio de los procesos de lisis, y el estadio
6 que comprende, al igual que en el caso de la es
permatogénesis, a los individuos recientemente e-
vacuados. Los oocitos jovenes estdn presentes en
todos los estadios, en nimero mas O menos constan-
te.

A continuacidn se describen los e-
lementos en las etapas tempranas de la oogénesis;
los oocitos I a V se describiran mads adelante, al
definir los distintos estadios.

Oogonias (foto N©°22): Pueden aparecer en el ovario
en cualquier estadio, excepto el estadio 0, siem-
pre en nuimero reducido. Se encuentran en la pared
ovarica, entre las abundantes células foliculares
que forman el estroma del epitelio germinativo.
Generalmente estdn agrupadas en "nidos": se cuen-
-tan, en el corte, de 3 a 18 oogonias por nido
(promedio: 9 oogonias). Todas é&stas fueron forma-
das, probablemente, por divisidn mitdtica de una

0 mas células parentales (Chia, 1968); rara vez

_56_



se observan oogonias aisladas. Son células gran-
des - comparadas con las foliculares que las ro-
dean - y de ndcleo grande en relacidn al volumen
celular (de aqui en mas la relacidén nucleoplasmé-
tica iréd disminuyendo paulatinamente en las suce-
sivas etapas del crecimiento del oocito). El ci-
toplasma de las oogonias es homogéneo, de color

rosado en la coloracidén de Hematoxilina-eosina.

Foto N° 22. Nido de oogonias en el epi-
telio germinativo de un ovario.
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El nicleo es esférico u ovoide, de cromatina en
grumos gruesos. Didmetro medio del nlcleo 3 a 5 im;
en la tabla II se compara este valor con los ob-
tenidos por otros autores para las oogonias de

distintas especies.

ESPECTIE A UTOR OO0OGONTIA

CELULA NUCLEO

Anasterias minuta _— 3-5

Leptasterias hexactis Chia 10 - 15 5-7
(1968)

Asterina gikbosa Bruslé y Delavault 8 - 10 ——
(1968)

Asterias amurensis Kim 2-3 —_—
(1968)

Leptasterias pusilla Smith 9-11 5-6
(1971)

Pisaster ochraceus Nimitz aprox.5 -——
(1976)

Tabla II. Dimensiones {en um) de las oogonias en A. minuta
y en distintas especies, segin los respectivos

autores.
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Oocito joven: Esta categoria es muy amplia, ya que

incluye a todos los oocitos previtelogénicos, aun-
que estre ellos existen, en verdad, distintos nive
les de maduracidn. Asi, a partir de las oogonias
surgen los primeros oocitos jdvenes, a los que se
localiza inmersos en el epitelio germinative del
ovario. Presentan una forma triangular a fusifor-
me en el corte; ndcleo esférico u ovoide, con cro-
matina filamentosa y con un nucleolo bien esférico
y acidéfilo (avaculado o con una Gnica vacuola).
La célula mide, por entonces,de 15 a 40 um. (Al
efectuar las mediciones de los distintos tipos

de oocitos en cada estadio - tabla III - este
grupo de oocitos jévenes de pegueno tamano fue
descartado) .

A medida que crece, se va modifi-
cando el aspecto del oocito joven: la célula se va
redondeando cada vez méds, hasta adoptar la forma
esférica o piriforme. El nlcleo aumenta mucho de
tamano (de aqui en mds: "vesicula germinativa" o
V.G.) y se individualizan los cromosomas; el nu-
cleolo se vacuoliza progresivamente hasta presen-
tar numerosas vacuolas de distintos tamanos. En

cierto momento el oocito joven, rodeado de una
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TIPO DE OOCITO ESTADIO CELULA NUCLEO NUCLEOLO

(V.G)
1 100,3 31,2 11,4
2 115,5 36,0 13,5
3 183,2 43,6 14,7
JOVEN 4 98,2 32,2 11,7
5 160,0 47,8 16,5
6 68,7 27,3 10,0
(*) 107,7 33,0 11,9 N=128
1 354,2 69,8 20,1
2 307,4 63,8 21,6
3 247,5 62,6 17,3
I 4 343,2 66,0 19,8
5 531,5 61,2 20,5
6 252,3 60,0 18,8
(*) 341,4 66,1 20,2 N=163
2 427,9 80,4 20,8
11 3 404,7 72,0 18,1
4 598, 4 74,2 19,8
(*) 429,3 78,6 20,3 N= 81
3 603,5 77,4 19,9
IIT 4 666, 6 81,4 19,8
(*) 609,9 77,9 19,9 N= 59
v 4 1320,4 99,5 19,3 N= 61
v ) 1328,0 110,0 19,8 N= 26

Tabla III. Dimensiones (en pm) correspondientes a los distintos
tipos de ococitos en los diferentes estadios, y valores
promedio (*) para cada tipo.

(N=nimero de oocitos medidos) .
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capa de células foliculares, hace protrusidén en la
luz del ovario. Alli continfia creciendo, siempre
adherido por uno de sus extremos al epitelio germi-
nativo. Mientras ocurren todos estos cambios, el
didmetro de la célula oscila entre 50 y 150 im
(aungque en ocasiones alcanza a 200 0 250 um).

A continuacidn se describen los su-
cesivos estadios que constituyen la escala de ma-

durez sexual.

ESTADIO 0 (reposo) (foto N°23): La

Foto N° 23. Ovario en Estadio O (reposo).
indivicduo con células "gigantes". Obsér-
vese un oocito en fagocitosis.

_61_



pared gonadal se presenta aqui con sus capas muy
claramente distinguibles. Es aqui - y en el esta-
dio 6 (post-evacuado) - cuando mejor se puede e&s-—
tudiar su estructura. Los senos hemal y genital

se hallan distendidos y se observan en su inte-
rior distintos tipos de células, laxamente dis-
puestas. Sin embargo, lo mé&s caracteristico de es-
te estadio es la autdlisis de los oocitos. Se ob-
servan libres en la luz del ovario, o afin unidos

a la pared del dérgano, muchos oocitos (aparente-
mente oocitos I) que estén sufriendo este proceso.
El citoplasma aparece entonces parcial o totalmen-
te disgregado, con su material lisado, y frecuen-
temente con abundantes vacuolas en la periferia.
El nGcleo, a su vez, también sufre autdlisis y en
su lugar se ve un "espacio vacio", con el material
nuclear en forma de medialuna, retraido contra uno
de los bordes. El nucleolo, fuertemente picndético,
presenta enormes vacuolas. Dichos oocitos presen-
tan muchas veces forma poliédrica, angulosa. Con-
tra la pared se observan tambié&n oocitos jévenes,
con el citoplasma invadido de pequefas vacuolitas
y cuyo nicleo estd en las mismas condiciones que

en los demé&s oocitos. Ademds aparecen con relati-
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va frecuencia libres en la luz, oocitos en distin-
tos grados de fagocitosis. A veces también se ven
pequenos manchones de tejido fagocitico y/o restos

de material citoplasmatico disgregado.

ESTADIO 1 (foto N°24): También a-
quil la pared del ovario presenta sus capas bien
distinguibles. El epitelio germinativo estd muy
engrosado, y entre las abundantes cé&lulas acceso-
rias es frecuente encontrar oogonias y oocitos jb-
venes tempranos. Todo ello revela activa prolife-

racidén. Con poco aumento, se distinguen netamente

Foto N° 24. Ovario en rstadio 1.
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en este estadio dos "poblaciones" distintas de
oocitos: los mas pequefios son oocitos jdévenes més
o menos avanzados; los otros, son oocitos I.
Oocito I: Posee forma variada, segin el lugar que
ocupe en el ovario. El citoplasma es tipicamente
"maillé", con numerosas pequenas plaquetas de reac
cidén aciddéfila generalmente débil. Al comienzo, la
vesicula germinativa es afin central y m&s o menos
esférica; los cromosomas se individualizan al
igual que en el oocito joven avanzado.

Cuando el oocito I va creciendo,
la vesicula germinativa se va achatando y sus
bordes se van retrayendo. De esta manera va adop-
tando cada vez méds la forma estrellada que presen
ta en oocitos de tipos ma@s avanzados. El material
cromosémico, entonces, se halla tan finamente dis
perso que es incapaz de tenirse; el nucleolo se
ubica en uno de sus extremos. Paralelamente con
estos cambios morfoldgicos, existe un cambio de
posicidén de la V.G. dentro de la célula. En efec-
to, ella migra hacia un extremo del oocito, gene-
ralmente aquél que limita con la luz del ovario.
Por otra parte, en este momento ya se ha formado

la membrana vitelina, de constitucidén homogénea
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y de tincién aciddéfila. En cuanto a las células
foliculares que envuelven al oocito, al princi-
pio se las observa dispuestas en dos o tres ca-
pas aparentes, con sus nicleos muy juntos. Sin
embargo, al aumentar de volumen toda la célula,
se van distendiendo cada vez mds, con la consi-
guiente sevaracidn entre sus ncleos. Es difi-
cil entonces diferenciar las capas. Es preciso
aclarar que de aquil en mé&s la forma y ubicacidn
de la V.G. con su nucleolo, asi como el aspecto
de la envoltura folicular, son invariable. O sea,
los oocitos II, III, IV y V tendrdn estas mismas
caracteristicas, aunque otras dimensiones. Diame
tro medio del oocito I: 341,4 ym;didmetro medio
de niGcleo: 66,1 um; didmetro medio del nucleolo:

20,2 um.

ESTADIO 2 (foto N° 25): La pared
del ovario muestra basicamente el mismo aspecto
que en el estadio anterior. Se encuentran en el
interior del drgano oocitos jévenes, oocitos I

y oocitos II.
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Oocito II: Marca el inicio de la "vitelogénesis ba
s6fila". Aparecen entonces pequenos grénulos basd-
filos dispersos entre las plaquetas aciddéfilas ya
presentes en el oocito I. A medida que progresa la
maduracidén, se van formando verdaderas plaguetas

vitelinas, de tamano cada vez mayor y de tincidn

Foto N° 25. Ovario en Estadio 2.
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siempre bien baséfila. Al comienzo ellas ocupan
sblo un &rea determinada del oocito, pero a medi-
da que el proceso avanza, se van extendiendo cada
vez mads dentro de la célula. Finalmente, y debido
a la gran afinidaq que posee este tipo de vitelo
por la hematoxilina, todo el oocito aparece, vis-
to con poco aumento, de color violeta intenso ca-
racteristico. Con mayor aumento se pueden ver las
plaguetas acidbéfilas, que quedaron semiocultas por
el desarrollo masivo de las otras. Didmetro medio
del oocito II: 429,3 um; didmetro medio del niacleo:

78,6 um; diametro medio del nucleolo: 20,3 um.

ESTADIO 3: Debido al crecimiento de
los oocitos, la pared del ovario se encuentra mas
distendida que en estadios anteriores, por lo que
sus distintas capas ya no son tan evidentes. La
luz del d6rgano se halla totalmente ocupada por
oocitos en distintas etapas de crecimiento. Se en-
cuentran los descriptos al tratar los estadios an-
teriores y el siguiente tipo de oocito:

Oocito III: Las plaquetas basdfilas y acidbéfilas
se han desarrollado aqui enormemente y se las ob-
serva entremezcladas entre si, de modo variable

seglin las zonas del citoplasma. Ambos tipos de
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plaquetas poseen forma semejante: contornos cir-
culares a poliédricos. Sin embargo, se diferencian
perfectamente una de otra, por las siguientes ca-
racteristicas:

-plaquetas basdfilas: son de contextura granula-

da, de pequeno tamafo y de tincidn homogénea.
Tienen gran afinidad por los colorantes béasicos
y no la tienen por los Sudanes. Son PAS+ y no
se tinen con Azul de Alcian.

-plaquetas aciddfilas: contrariamente a las an-

teriores, son de contextura lisa y de mayor ta-
mafio. Se tinen de modo heterogéneo, quedando
asi determinadas en cada plagqueta dos zonas: una
central y otra periférica, de caracteristicas
tintoriales diferentes:
i)zona central: intensamente PAS+. Gran afini-
dad por la Eosina y la Fucsina &cida. Se ti-
ne con los Sudanes y con Azul de Alcian.
ii)zona periférica: PAS+. Afinidad por el Azul
de anilina. En la coloracidn de Hematoxilina-
Eosina toma ambos colorantes a la vez. Se ti-
ne intensamente con los Sudanes y con Azul de
Alcian.

De todos estos resultados se des-
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prende, ante todo, que la naturaleza quimica del
vitelo en los oocitos de A. minuta es bastante
compleja. A grandes rasgos, sin embargo, interven
drian en la composicidn de las plaquetas basdéfilas,
glucoproteinas y/o mucopolisacdridos neutros.

En las plaquetas acidéfilas, ademés
de estas sustancias existirian lipidos y mucopoli-
sacdridos &acidos, todos dichos componentes en can-
tidades variables seglin se trate de la zona de la
plaqueta: central o periférica.

Didmetro medio del oocito III:
609,9 um; dié&metro medio del naGcleo: 77,9 um; dia

metro medio del nucléolo: 19,9 um.

ESTADIO 4 (premaduro): En este es-
tadio el ovario alcanza su tamano maximo; la pa-
red se halla totalmente distendida, por lo que es
casi imposible distinguir sus capas. El interior
del drgano estd totalmente ocupado por gran canti
dad de oocitos de enorme tamano: oocitos IV. Los
escasos espacios que quedan entre ellos, estédn
llenos de tejido vesiculoso tipico (ver: "Tejido
fagocitario en la hembra"). Por ello en este esta
dio (y el siguiente) el ovario presenta en los
cortes un caracteristico aspecto compacto. Contra

la pared, y siempre mds o menos comprimidos por
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el desarrollo de los oocitos IV, se encuentran
oocitos jbvenes vy de los tipos I, II y III.

Oocito IV: En este momento el oocito posee ya su
tamano definitivo: sblo le resta madurar. Las pla
quetas aciddfilas han crecido enormemente (hasta
40 ym de diametro). Las basbfilas, siempre peque-
nas, son cada vez mas escasas y parecen ir dismi-
nuyendo gradualmente en densidad desde el centro
hacia la periferia de la célula. De esta manera,
los oocitos mé&s avanzados presentan el citoplasma
lleno de las grandes plaguetas acidbéfilas, y sblo
quedan unas pocas basdfilas relegadas a la zona
periférica. Didmetro medio del oocito IV: 1.320,4um;
didmetro medio del nicleo: 99,5 um; diadmetro medio

del nucleolo: 19,3 um.

ESTADIO 5 (maduro) (foto N°26): El
ovario presenta un aspecto muy semejante al del
estadio anterior. Los oocitos ya alcanzaron su ma-
durez total y estédn listos para ser evacuados
(oocitos V). Pueden verse oocitos jdévenes y oocitos
I comprimidos contra la pared. No aparecen, en cam
bio, oocitos II, III, IV y V. Esto podria deberse
a dos motivos distintos: o todos ellos han madura-

do y ya son oocitos V (lo cual parece poco proba-
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ble), o bien han sido fagocitados por el abundan-
te tejido vesiculoso.

Oocito V: Ya no hay trazas de vitelo basdfilo; sbé-
lo se ven enormes plaquetas aciddfilas. En lo de-
mds, como indican los siguientes valores, las di-
mensiones de esta célula son muy semejantes a las
del oocito IV. Didmetro medio del oocito V:
1.328,0 mm; didmetro medio del nicleo: 110,0 aum;

diédmetro medio del nucleolo: 19,8 am.

Foto N°26. Ovario en Estadio 5, detalle.
Pared muy adelgazada; notese el caracte-
ristico aspecto compacto del &rgano en
este estadio.
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LT § ‘fQﬁt“evqcuqdo; (foto

N°27): El ovario ya ha sido evacuado y por esoO se

Foto N° 27. Ovario en DEstadlo 6 (post-evacuado).
Obsérvese un oocito parcialmente invadido por
células vesiculosas.

lo ve muy pequefo, retraido. En el corte histold-
gico se ve la pared del 6rgano muy engrosada y,
como ya se dijo, con sus capas muy bien diferen-
ciables. El mesotelio aparece ma@s o menos plega-
do, pseudoestratificado; los flagelos son bien vi-
sibles. Se observa gran cantidad de células en el
seno hemal. El interior del ovario aparece bastan

te laxo, con grandes espacios vacios. Los {nicos
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oocitos que quedaron son: oocitos jdvenes y tipo
I. Ademds pueden aparecer, de tanto en tanto, li-
bres en el lumen, otros oocitos mas maduros que
no fueron evacuados y que muestran distintos gra-
dos de desintegracidn, generalmente por fagocito-
sis. Se encuentran tambié&n manchones, de tamano
variado, de tejido vesiculoso, asi como restos
dispersos de material citoplasmatico lisado. Por
Gltimo, pueden aparecer en algunos casos grandes
plaquetas vitelinas dispersas en la luz, provenien
tes de oocitos maduros que no fueron evacuados y
que se hallan en vias de desintegracidn por autd-
lisis.

Los valores promedio de las dimen-
siones de cada tipo de cé&lula en la oogénesis, se
obtuvieron luego de medir m&s de 500 oocitos de
los distintos tipos, de cortes histoldgicos de
ovarios en todos los estadios (tabla III). Se ob-
serva, en primer lugar, que el aumento de tamano
de la célula tiene lugar hasta que ésta llega a
oocito IV. O sea que, aparentemente, entre el
oocito IV y el V sdlo existirian diferencias en
el grado de maduracidn. A su vez, los cambios més

notorios de tamafo ocurririan al pasar de joven a
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I, y luego de III a IV. En efecto, en ambos casos
el diadmetro de los oocitos al cambiar de categoria
aumenta a més del doble de su valor. Comparando
ahora las dimensiones de la V.G. entre los distin-
tos tipos de oocitos, se ve que ella aumenta de ta
mano desde el principio hasta el final (excepto en-
tre los oocitos II y III, en que parece no haber
diferencias significativas). Al igual que lo que
ocurre con la célula toda, el diadmetro de la V.G.
se duplica cuando el oocito joven pasa a I. El nu-
cleolo, por otra parte, aumenta considerablemente
de tamano también en este pasaje. Sin embargo, de
alli en més el didmetro permanecerd constante has-

ta el final (aproximadamente 20 um).

3.2.4. Tejidos fagocitarios

a. Tejido fagocitario en los machos.

En los machos de A. minuta el teji-
do fagocitario estd@ presente - aunque en distintas
proporciones - en todos los estadios. Sin embargo,
si bien en las hembras el tejido fagocitario es
bien tipico ("tejido vesiculoso"), en los machos
existe una relativa diversidad en los caracteres

de sus células, lo que complica en gran medida su
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estudio. No obstante, existen ciertas caracteris-
ticas generales: son células relativamente peque-
nas, redondeadas, de niicleo esférico con cromati-
na md3s o menos densa. El citoplasma tiende a ser
acidéfilo y a veces se presenta muy vacuolado, a
semejanza de las células del tejido vesiculoso de
las hembras. Cuando el testiculo est& recién eva-
cuado (Estadio 6) y en el estadio siguiente (Esta
dio 0) se observan en el lumen masas de tejido fa-
gocitario (foto N°12). A medida que proliferan las
células germinales, este tejido va disminuyendo en
cantidad hasta que, en individuos premaduros y ma-
duros, quedan sdlo pequefios islotes aislados de cé
lulas fagocitarias, semiocultas por el abundante
esperma. No obstante, en ningln caso fue posible
comprobar la existencia en el interior de estas cé-
lulas, de espermatozoides fagocitados, como citan

otros autores (Delavault, 1960; Smith, 1971).

b. Tejido fagocitario en las hembras ("tejido

vesiculoso") (foto N°28)

Excepto en los meses de invierno
(mayo a agosto), aparece este tejido en los ovarios
de A. minuta durante todo el resto del ano. En los

estadios 4 y 5, donde los oocitos alcanzaron su ta-
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Foto N° 28. Ovario: detalle de un islote
de tejido fagocitario con "cicatrices" de
oocitos que fueron fagocitados.

mano méximo, el tejido se hace bien evidente re-
llenando por completo los intersticios entre aqué-
llos, dando al ovario el aspecto compacto gue ca-
racteriza a dichos estadios (foto N°26). Estd for-
mado por células de forma globosa, con uno o dos
nicleos de posicidn excéntrica. El citoplasma es
tipicamente vesiculoso: lleno de grandes vacuolas

de distintos tamanos.
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3.2.5. Cé&lulas "gigantes"

En ciertos especimenes (sblo se vio
en 8 casos, de un total de 240 individuos examina-
dos histoldgicamente, o sea que la frecuencia es
del 3,3%), el seno hemal estd en mayor o menor me-
dida invadido por enormes células, que llamaremos
"células gigantes" (fotos N°13, N°14 y N°23). Al-
gunas de ellas pueden aparecer también en el seno
genital, y otras afin entre las células del perito-
neo visceral. La medicidn de 50 células gigantes
arrojdé los siguientes resultados: didmetro medio
de la mayoria de las células: 15 um; diémetro ma-
ximo: 20 uym; di&metro minimo: 8 um(aunque estas
Gltimas son muy escasas). El nlcleo es polilobula-
do y sus lébulos, de tamano y forma variadas, se
disponen en anillo ocupando gran parte del volu-
men de la célula. En el corte se observan de 1 a
4 nucleolos prominentes, fuertemente acidéfilos.
La cromatina es en general bastante laxa; con fre-
cuencia se ven figuras de mitosis (fotos N°29,
N°30 y N°31).

Por Gltimo, es preciso aclarar que
la existencia o no de células gigantes en las go-

nadas de los distintos individuos parece ser un
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fendmeno independiente del sexo y estadio del ani-
mal, asi como de la época del ano en que éste fue

colectado.

Foto N°29. Detalle de células "gigantes".
Comparese su tamafio con el de las célu-
las del peritoneo.
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Foto N° 30. Detalle de c&lulas "gigantes"
(coloracidn tricrdmica, para destacar los
nucleolos). La flecha sefala una célula
en metafase.

Foto N°® 31. Detalle de c&lulas "gigantes"
(id. foto N°30, pero con mayor aumento).
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3.3. FECUNDIDAD

Para los estudios de fecundidad, se uti-
lizaron hembras totalmente maduras (ovarios en es-
tadio 5) o en maduracidn avanzada (estadio 4). Se
realizaron los desgastes segin la técnica explica-
da en el item 2.5., y las l&minas histoldgicas re-
sultantes fueron observadas en el microscopio (fo-

to N°32).

Fotc N° 32. Aspecto de una lamina histecldgica
de un ovario, obtenida por desgaste. Ndtese la
refringencia de las plaguetas vitelinas en lios
oocitos maduros o en maduracidn avanzada. Con-
tra la pared se observan oocitos jdvenes.
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Si bien - como es lb6gico debido al es-
pesor del corte y a la falta de coloracidn- no es
posible discernir en los preparados asi obtenidos
demasiados detalles histoldgicos, la técnica sin
embargo resultd harto satisfactoria para los pro-
pbsitos que se buscaban. En efecto, sobresalen par
ticularmente de entre el conjunto de oocitos, agqué-
llos que ya estan maduros o en maduracidn avanzada.
Como se vid en el item 3.2.3., el didmetro medio de
los oocitos IV y V es aproximadamente el mismo. Ade
ma@s, ambos tipos poseen el citoplasma cargado de e-
normes plaquetas vitelinas, lo gque les otorga el
tipico aspecto refringente. Estas dos caracteris-
ticas hacen posible, a través de la técnica utili-
zada, el diagn6stico instanté&neo de los oocitos de
importancia para la determinacidén de la fecundidad
de la especie.

Una vez efectuados los recuentos necesa-
rios y los célculos correspondientes, fueron anali-
zados los resultados. En primer lugar, la variacidn
de los valores de NA (nGmero promedio de oocitos
por campo microscdpico) permitid distinguir en el
conjunto de ejemplares, tres grupos bastante defi-

nidos A, B y C. Dichos grupos corresponden, eviden-
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temente, a niveles de maduracidn creciente: asi,
los m&s maduros son los del grupo C, donde NA pre-
senta los valores mds bajos. En efecto, dado que
siempre se observa mds o menos la misma compacta-
cidén en el ovario, el hecho de que aparezca un re-
ducido ndmero de oocitos en un determinado campo
microscépico (bajo valor de NA)’ estd siempre aso-
ciado con un gran tamano de aquéllos, es decir con
un alto grado de madurez.

En las tablas IV a VI se dan las carac-
teristicas de los individuos pertenecientes a los
grupos A, B y C respectivamente. Junto con el volu-

men gonadal Vg y el nimero de oocitos N se han

AI

consignado los valores de V Estos dan una idea

V"
de la superficie relativa que ocupa el nlmero NA
de oocitos en el campo microscdpico correspondien-
te. Ademds figuran los resultados de los calculos
de fecundidad real Frf y de una fecundidad FV ob-
tenida en base al promedio de los volimenes gona-
dales del conjunto muestral.

De los valores obtenidos se desprende
que la fecundidad varia fundamentalmente en fun-

cidén del volumen gonadal, siendo por ello mucho

menor la variabilidad obtenida cuando aquélla es
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INDIVIDUO FECHA Vg N, F. F, Vy
N° (en cn3)
1 diciembre 0,65 8,00 881, 8 651, 2 0,98

1979
2 " " 0,30 8,00 407,0 651,2 0,98
3 " " 0,20 6,75 213,3 341,3 0,97
4 enero 1980 0,20 7,25 234,0 374,4 0,98
5 " " 0,20 7,33 241,5 386,4 0,97
6 " " 0,30 6,71 312,5 333,3 0,98
7 " " 0,15 6,16 137,5 293,3 0,98
vV =0,29 F =346,8
g r

Tabla IV. Valores obtenidos en el calculo de fecundidad

en individuos del grupo A.
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INDIVIDUO FECHA Vg Ny F, F, Vy

N° (en cm3)

1 Febrero 1979 0,55 4,57 322,2 298,8 0,98
2 " " 0,70 4,66 428,2 312,0 0,96
3 " " 0,60 4,20 316,5 269,0 0,94
4 Marzo " 0,50 4,71 320,0 326,4 0,91
5 " " 0,50 5,00 342,5 349,4 0,95
6 Febrero 1984 0,30 4,50 189,5 322,2 0,81
7 " " 0,20 4,33 115,5 294,5 0,86
8 " " 0,40 5,33 325,7 415,2 0,81

\7g = 0,47 §r= 295,0

Tabla V. Valores obtenidos en el calculo de fecundidad

en individuos del grupo B.
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referida a un volumen determinado. Asi, la varia-
bilidad de F a lo largo de la muestra es muchko me
nor que la de Fr.

En la Fig. 6 se observa la variacidn de
la fecundidad real en relacidn con los distintos
valores de volimenes gonadales, para cada grupo.
Se ve que en todos los casos el aumento del volu-
men gonadal lleva aparejado un incremento de la
fecundidad real, en individuos de un nivel de ma-
duracidén semejante.

En efecto, para el grupo A el valor mi-
nimo de fecundidad corresponde al ejemplar N°8,

y es de 137,5, mientras que el mas alto es el del
individuo N°1l, en el que la fecundidad alcanza a
881,8. Sus correspondientes voliimenes gonadales
son también respectivamente los valores minimos

y méximos del grupo: 0,15 cm y 0,65 cm’

Algo semejante sucede con el grupo B,
donde al individuo N°7 corresponden los minimos
valores (Fr= 115,5; Vg= 0,20 cm3). Por otro lado,
el individuo N°2 es el que posee los valores ma-
ximos (F = 428,2 y V_= 0,70 cm’) .

Por Gltimo, en el grupo C se ve que O-

curre lo mismo: el individuo N°9 presenta Fr=
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Figura 6. Variacidn de la fecundidad real Fy en funcidn
del volumen gonadal Vg para los distintos grupos ( e :
grupo A; A : grupo B; O : grupo C).

-87-



105,6 y Vg= 0,25 cm3, siendo ambos los valores mi
nimos. Al individuo N°6 en cambio, corresponden
los maximos valores de Fr y Vg (Fr= 880, 8; Vg=
1,95 cm3)(v9r Apénd, 6.3.2.a.).

Por otra parte, comparando en las tablas
IV a VI los valores promedio de Fr Yy Vg en los dis
tintos grupos, llama la atencidn un hecho signifi-
cativo. En efecto, en la medida que va aumentando
el grado de maduracidn de un grupo a otro, va dis-
minuyendo paralelamente la fecundidad, a pesar de
que las gonadas correspondientes poseen cada vez
un volumen mayor. Esto podria explicarse de la si-
guiente manera: de todos los ovarios analizados,
sblo los que se encontraban totalmente maduros a-
rrojaron los verdaderos valores de fecundidad de
la especie. En cambio, en aquellos que aGn se ha-
llaban en una etapa previa (maduracidn avanzada
pero afin no totalmente maduros), la fecundidad
obtenida ha sido en realidad la "fecundidad poten-
cial".

Esto confirma lo observado al realizar
los estudios histolbgicos (item 3.2.3.) sobre los
procesos de lisis (autblisis y fagocitosis) de

oocitos dentro del ovario. Es decir que el nimero
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de oocitos que se evaclla cada afio en la época de
puesta es siempre inferior al nimero total de
oocitos que realmente se habia formado en el ova-
rio.

Estos resultados se hallan avalados por
los recuentos de crias obtenidas directamente de
la camara incubadora de hembras ovigeras. Como se
ve en la tabla VII, el nGmero de crias oscila en-
tre 38 y 226. Sin embargo, estos valores se encuen
tran bastante por debajo de los rangos de F_ obte-
nidos, lo cual indicaria preliminarmente que no to
dos los oocitos maduros son viables. Evidentemente,
en condiciones naturales el nimero de aquéllos e-
xistentes en el ovario - seglin los calculos de fe-
cundidad - se vera reducido paulatinamente en su-
cesivas etapas. Asi, sblo un cierto porcentaje de
dichos oocitos lograréd completar su desarrollo has
ta poder iniciar su vida independiente.

En efecto: en primer lugar, no todos los
oocitos que maduraron serdn evacuados, ya que como
se dijo anteriormente, algunos de ellos permanece-
rdn enel ovario y serén destruidos. En segundo lu-
gar, habrd quiz&s un cierto porcentaje de los eva-

cuados que no seré viable, es decir que no lograréa
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INDIVIDUO FECHA ESTADO DE CANTIDAD DE

N° DESARROLIO EMBRIONES

1 Marzo 1979 huevos 120

2 n n il 155

3 " 180 Promedio:

n o 180 huevos/

4 199 hembra

5 " " 226

6 Abril 1981 " 197

7 Junio 1973 peq.estrellas 133

8 Julio " " " 138

9 Agosto " " 89
Promedio:

10 Agosto 1979 " " 95 90 peg.estr./
hembra

11 Sept. " " 38

12 Octubre " " 47

Tabla VII. Recuento de crias de la camara incubatriz de

distintas hembras.
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una fecundacién exitosa. Por Gltimo, seguramente
no todos los huevos fecundados prosperaran en su
desarrollo. En efecto, en la tabla VII se observa
que el nlmero promedio de huevos en la camara de
cria es de 180, es decir justo el doble del nime-
ro de "pequefias estrellas" (90); o sea que duran-

te el desarrollo debe existir también una cierta

mortandad (ver Apénd. 6.3.2.b.).

3.4. CICLO REPRODUCTIVO

3.4.1. Indice gonadal

Las variaciones del indice gonadal a lo
largo del ano se ilustran en la Fig. 7. Allil se
observa que, a partir del valor mé&ximo alcanzado
en febrero, desde alli hasta mayo tiene lugar un
brusco descenso de los indices (es decir que la
época de puesta es en el comienzo del otono del
Hemisferio Sur). A continuacidn, y hasta agosto,
los valores se mantienen mds o menos constantes,
en un nivel minimo. Luego de este periodo, con la
primavera comienza otra vez el ascenso bastante
continuo del I.G. hacia los valores maximos del
verano. O sea que la curva se puede dividir en 3

fases o periodos:
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Figura 7. Indice gonadal de A. minuta durante un periodo
de un ano (los segmentos verticales indican el error es-

tandar ES).
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a. fase decreciente (febrero a mayo)
b. fase de minimo I.G. (mayo a agosto)

c. fase creciente (agosto a febrero)

Ahora bien, comparando estos resultados
con los obtenidos del muestreo mayo-noviembre de
1973 (Fig. 8), se evidencia una coincidencia bési
ca en los dos periodos (b y c) que abarca la cur-
va, si bien la fase creciente es en 1973 mas pro-
nunciada. Esto Gltimo podria deberse a diferencias
en las condiciones externas (temperatura, disponi-
bilidad de alimento , etc.), ldégicamente espera-
bles al tratarse de anhos distintos.

Examinando ahora las variaciones del in-
dice gonadal en un sexo y el otro por separado
(Fig. 9 y 10), se observa que no existen, entre
ambos, diferencias marcadas. Sin embargo, en las
hembras aparentemente el final de la evacuacidn
- y por lo tanto el comienzo de la fase b. - ten-
dria lugar en abril; los machos, en cambio, conti
nuarian evacuando hasta mayo. Por otra parte, los
valores de los machos superan en todo momento a
los de las hemkras:esto es tanto méds evidente cuan-
to mayor es el grado de desarrollo gonadal (ver

Apénd. 6.3.3.).
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Figura 8. Indice gonadal de A. minuta durante parte del afio
1973 (los segmentos verticales indican el error estidndar ES).
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Figura 9. Indice gonadal para los machos de A. minuta (las
bandas a ambos lados de los valores medios representan los
limites de los intervalos de confianza del 95%).
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Figura 10. Indice gonadal para las hembras de A. minuta

(las bandas a ambos lados de los valores medios, repre-
sentan los limites de los intervalos de confianza del
95%) .
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3.4.2. Sucesidén de los estadios de maduracidn

El estudio histolégico detallado de las
gonadas mensualmente, permitid clasificar los dis
tintos niveles de maduracidn en 7 estadios para
cada sexo. Para conocer la evolucidn del ciclo re-
productivo a lo largo del ano, se contabilizd la
cantidad absoluta y relativa de individuos que, en
cada mes, se encontraban en los distintos estadlios.
Los resultados, para machos y hembras respectiva-
mente, figuran en las tablas VIII y IX. Si bien
el nGmero de datos no era muy grande, se confec-
cionaron gr&ficos que aportan una idea aproximada
de la marcha de los sucesos en el tiempo (Figs.

11 a 14).
a. Machos

En las Figs. 11 y 13 se observa que,
en general, existe una sucesidn ldgica de los es-
tadios correlativos a lo largo del afo. Sin embar-
go hay - a mi juicio - un solo mes con resultados
un tanto inesperados: en junio reaparece el esta-
dio 6 (con una frecuencia del 40%), pese a haber
desaparecido ya el mes anterior. Esto puede deber-

se a uno de los siguientes motivos: o se trata de
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Figura 11. Porcentajes de machos en los distintos
estadios de maduracidn, a lo largo de un afo (N=57)
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-101-



REFERENCIAS

D Esladio 0

1

N M W

JOE&EAN

o~
(Te]
"
z
- <
3
< T T— w
- o o
o~ (=] =2y

-102-

1980

-

1979

13. Porcentaje de machos en los distintos estadios de maduracidn,

a lo largo de un ano.

Figurea



REFERENCIAS

[ estadio 0

BERA

N =99

*/s

100

1980

dx

\Nr

XIS
9,

<&§§§%§L

02’..

o

-103-

-2
-<C
-21
o
o~
o
Ly —

.-
cicn,

Ficura 14. Porcentaje de hembras en los distintos estadios de madura

un ano.

a lo largo de



un sector de la poblacidn que evacud tardiamente,
o bien simplemente hubo un error de apreciacidn
al estudiar los cortes histoldgicos y esos indi-
viduos estaban, en realidad, en el estadio 0. En
efecto, a veces resulta dificil distinguir entre
un testiculo post-evacuado y uno en reposo. En
cuanto a la duracidén relativa de cada estadio en
el transcurso del ano, se ve que el estadio 4 es
el mas prolongado. Asi, los testiculos de todos
los machos analizados entre noviembre y febrero
se encontraban en ese estadio. Por el contrario,
el estadio 1 de proliferacidn de las espermatogo-
nias es el mas breve: sblo ocurre en el mes de
junio.

Estos resultados,sumados a los que pro-
vienen del estudio del indice gonadal, indican

la existencia en los machos de Anasterias minuta

de un marcado ciclo anual. Es decir que la pues-
ta tiene lugar una vez al ano durante marzo y a-
bril (y quizds también parte de febrero y mayo).
Todos los procesos de maduracidn de las gametas
en el testiculo abarcarian, aproximadamente, de
9 a 10 meses. Asi, luego de la emisidén de las ga-

metas el testiculo atraviesa un corto periodo de
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reposo y ya en junio comienza la espermatogénesis.
Esta iréd en avance hasta la prdxima puesta, el ano
siguiente. Es de destacar que - como se hace evi-
dente en las Figs. 11 y 13 - los procesos de na-
duracidén son bastante sincrénicos en todos los
individuos.

b. Hembras.

En las Figs. 12 y 14 se observa, en

primer lugar, que en los meses de abril, mayo y
junio todos los ovarios se encuentran en estadio
0 (de reposo). A rartir de julio comienza la vi-
telogénesis y aparecen entonces los estadios 1l y
sucesivos, hasta llegar a la madurez total (esta-
dio 5), que se alcanza en enero. Sin embargo, lla-
ma la atencidn que en octubre no aparezcan ovarios
en estadios 2 v 3 (y quiz& tambié&n 4), como seria
de esperar. Es muy probable que las pequefas dis-
cordancias gue aparecen, tanto en ovarios como en
testiculos, con los resultados tedricamente espe-
rados, se deban al limitado nimero de individuos
que fue analizado.

El ciclo reproductivo de las hembras de
A. minuta es mucho mas complejo que el de los ma-

chos. En efecto, ellas poseen un ciclo bianual,
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0 sea que si bien la evacuacidn ocurre todos los
afios en otono, las gametas femeninas necesitan de
un periodo de casi 2 anos para madurar por comple-
to. A lo largo de todo ese tiempo, la sucesidn de
etapas por las que atravesaria el oocito seria la
siguiente.

Entre julio y marzo tiene lugar en el
ovario la produccidn de oogonias y a partir de
ellas, también de oocitos jdvenes. Durante todos
estos meses éstos crecen muy lentamente; algunos
de ellos - los més avanzados - pueden sufrir, ha-
cia el final de este periodo, una iniciacidn de
la vitelogénesis (0 sea que serian ya oocitos I).

En marzo tiene lugar la evacuacidn en
las hembras (y quizd& también durante parte de fe-
brero y abril). Entonces son liberados los oocitos
maduros de la generacidn anterior, excepto aque-
llos que no habian madurado totalmente, que seran
fagocitados o bien sufriré&n autdlisis. En realidad,
el primero de dichos mecanismos de destruccidn, es
posible observarlo en el ovario ya a partir del es
tadio 3 , es decir bastante tiempo antes de 1ls
puesta. Inmediatamente después de ella, el ovario

se encuentra en estadio 6; los inicos oocitos que
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se observan adosados al epitelio germinativo son
los joévenes y I, es decir, los de la nueva gene-
racidn.

Durante abril, mayo y junio, los ovarios
de todos los individuos se encuentran en el esta-
dio 0, es decir que predominan los procesos de li-
sis. Seria explicable aqui que tales procesos afec
taran a todos aquellos oocitos que no pudieron com
pletar su maduracidn, o adn a los que - habiéndola
completado - no fueron oportunamente evacuados. Es
decir que los oocitos afectados cserian los del ti-
po I al V. Sin embargo, llama la atencidn la apa-
ricidén de oocitos jbévenes, también en aparente es
tado de destruccidn. No cabe duda de que éstos de
ben de alguna manera resistir a tal proceso, ya
gue si ello no fuera asi, en julio no aparecerian
en el ovario oocitos vitelogénicos (I y II). (Qui-
z8s, lo que ocurre es que los oocitos jdvenes su-
fren, durante esos 3 meses, sdlo una lisis parcial,
de la que méds tarde se recuperan.

A partir de julio y hasta octubre la vi-
telogénesis avanza (se llega asi hasta el oocito
III), pero los ovarios no aumentan mucho de tama-

no (ver Fig. 10).
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En este punto es necesario destacar que

la incubacidn de la cria en Anasterias minuta se

extiende aparentemente desde marzo hasta septiem-
bre, y a veces octubre (es decir, durante otono e
invierno). En efecto, durante toda esa época es
posible ver en la naturaleza ejemplares hembra con
la cria en la cémara oral, adheridos a la superfi-
cie inferior de las rocas. Es decir que, durante
un médximo de 6 a 7 meses, la hembra estaria inca-
pacitada para alimentarse.

Es interesante destacar que durante to-
do este periodo el I.G. se halla en su valor mini-
mo al principio, y creciendo muy lentainente al fi-
nal. Es probable que ello sea consecuencia, preci-
samente, del ayuno a que se ven forzadas las hem-
bras. Recién a partir de noviembre la tasa de cre-
cimiento de los ovarics se hace mayor; ello coin-
cide con la aparicidn del estadio 4. Como se indi-
cbd anteriormente al comentar la tabla ‘III, el pa-
saje de oocito III a IV lleva aparejado un enorme
aumento del volumen citoplasmatico. Si se piensa
que este pasaje ocurre en un breve espacio de tiem
po, se comprende el porqué del brusco incremento

del I.G..
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Desde noviembre hasta febrero los ooci-
tos contin@an madurando a un ritmo bastante réapi-
do mientras los ovarios - pasando por el estadio
4 - llegan al 5 (madurez total).

En marzo finalmente, los oocitos cuyo
desarrollo se ha venido siguiendo hasta aqui, se
hallan totalmente maduros y listos para ser eva-
cuados (son oocitos V). Los ovarios, entonces -
que estdn en el estadio 5 - presentan en sus pare-
des los oocitos de la nueva generacidn, es decirc
aquellos que van a comenzar su segundo ano de de-
sarollo.

O sea que, recapitulando, el desarrollo
total de un oocito a partir de la oogonia requeri-
ria alrededor de 20 a 21 meses.

Por Gltimo, observando nuevamente las
Figs. 12 y 14 y comparando con lo que ocurre en
los machos, se ve que en las hembras existe una
mayor asincronila en la maduracidén de sus gonadas.
Es pbrobable que el desfasaje obedezca a que entre
julio y marzo se estdn produciendo oogonias cons-
tantemente. Por ese motivo, aparentemente no to-
dos los oocitos inician su desarrollo simult&nea-

mente. Sin embargo, es llamativo que en diciembre
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y enero (. y ain en marzo) aparezcan todavia ova-
rios en estadio 1. En efecto, sus oocitos ya no
tendrén tiempo de madurar para ser evacuados en
marzo, en la prdxima puesta. Se descarta la posi-
bilidad de que tales gonadas pertenecieran a in-
dividuos jévenes que recién estaban madurando por
primera vez, pues - como ya se dijo - los ejempla-
res de pequerio tamano no fueron considerados al
realizar el muestreo (muchos de los individuos de
menor tamano que fueron admitidos eran hembras

con cria). Esta es una mas, entonces, de las tan-
tas incégnitas aln no resueltas en el ciclo de es-

ta especie.

3.5. INDIVIDUOS HERMAFRODITAS

A lo largo de las repetidas disecciones,
fueron hallados dos ejemplares cuyas gonadas eran
macroscdpicamente testiculos normales; sin embar-
go al realizar los cortes histoldgicos se descu-

brid en ellos - ademds del tejido germinativo pro-

pio del macho - un cierto nGmero de oocitos. Ambos co-

rresponderian a lo que Delavault (1960) llamd "ma-

chos hermafroditas".
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En un caso se trataba de un ejemplar de

junio cuyos testiculos se encontraban en el esta-

dio 6

(foto N° 33); en el otro, de un individuo

Foto N° 33. Macho hermafrodita de junio de
1979. Testiculo en Estadio 6. La flecha se-
nala un manchdn de tejido fagocitario y es-
perma residual.
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de septiembre con testiculos en estadio 3 (foto
N°34). En cada uno de ellos, al detectarse el
primer oocito en el lumen, se procedid a reali-
zar cortes seriados de todo el &6rgano, asi cono
del resto de gonadas de ese individuo. Los resul-
tados de las observaciones microscémicas figuran

en la tabla X.

Foto N° 34. Macho hermafrodita de septiembre de
1979. Testiculo en Estadio 3; en el oocito sec
observa nicleo y nucleolo.
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GONADA N° INDIV. JUNIO INDIV.SEPTIEMBRE

1 5 5
2 3 1
3 ? 2
4 1 2
5 - 3
6 3 2
7 1 7
8 ? 4
) 2 -
10 ? -
Total 13 26

Tabla X: Cantidad de oocitos en los testiculos de los
individuos hermafroditas (Los numeros de go-
nada son arbitrarios; los signos de interro-
gacidén indican los casos en que no fue posi-
ble hacer el estudio histoldgico).

En cuanto al tipo de oocitos, en todos
los casos se trataba de oocitos jbévenes; los valo-
res obtenidos de sus dimensiones asi lo corroboran:

-~ diadmetro medio de los oocitos del individuo

de junio: 87,3 um.
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- didmetro medio de los oocitos del indivi-
duo de septiembre: 58,9 um.

Por Giltimo, con respecto a la posicidn
dentro del O6rgano, la mayoria de las veces los
oocitos se encontraban libres en el lumen. Sin em-
bargo, seis de ellos se hallaban apoyados sobre el

epitelio germinativo.

3.6. PARASITOS

Sobre un total de 344 ejemplares cde A.
minuta disecados, en sblo cinco fueron encontra-
dos parésitos en la cavidad celdmica (tasa de in-
festacidén: 1,5%). Se trataba de especimenes del

género Dendrogaster Knipovitsch (CRUSTACEA: ASCO-

THORACIDA), que conformaban una especie nueva: D.

argentinensis Grygier y Salvat (Grygier y Salvat,

1984).

Hasta el momento eran conocidas 23 es-
pecies de este género, todas las cuales son endo-
pardsitas de estrellas de mar. De ellas, sblo cua-
tro estaban registradas para el hemisferio Sur:

D. arborescens, en Cabo de Buena Esperanza (Le

Roi, 1905), D. tasmaniensis, en Tasmania (Hickman,

1959), D. antarcticus, en Mc.Murdo Sound (Grygier,
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el 3° en el COcéano Atléartico.
Coxc se puede chservar en la takbla XTI,
los especimenecs encontracdos incluyen cdos hembras
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juveniles {fcto N° 35) y tres nembras ma

Fote N° 35. Dendrogaster argentinensis, varasitc de
A. minuta: hembras juveniles
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N° 36 v 37), todos ellos obtenidos de difcren-

Fotc N° 36. D. argentinensis: nhembra madura llena de
huevos (alcunos de ellos fueron extraldos y se obser-
van en la fotografia).
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tes hospedadores: ninguna estrella de mar poseila
més de un par&sito. A su vez, en el interior del
cuerpo de dos de dichas hembras maduras, se halla-
ron machos (foto N°37), entre la masa de innumera-
bles huevos llenos de vitelo. Es de recordar que
en este grupo los machos son enanos, vermiformes

y viven a su vez como parasitos dentro del cuerpo
de la hembra de su especie.

En cuanto al sexo de los hospedadores
en los respectivos casos, se trataba de dos machos,
dos hembras y un individuo en el gue no se obser-
varon gonadas.

De la ubicacidén que presentaba el para-
sito dentro del cuerpo de su huésped, sblo se tie-
nen datos para tres de los casos. En uno de ellos,

la hembra juvenil de D. argentinensis se alojaba

en la base de un brazo de la estrella de mar. Las
ramificaciones del cuerpo de agquélla se entrelaza-
ban con las de los ciegos pildricos del huésped a
ese nivel. En cambio cuando el pardsito era una
hembra madura (y por lo tanto de gran volumen),
en un caso ocupaba totalmente la zona del disco
de la estrella y en otro caso llenaba por comple-

to la cavidad de un brazo, en el que los reépecti—
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Rt et e et - 1

vos ciegos pildéricos se habian atrofiado casi

totalmente.

Fete N°® 37. D. argentinensis: rorcidn del cuerpo dc una
hembra madura carcada de RUCVOS (aluunos de elios en
fotegrafia) . La flecha schala parte del cuerpo de un ma-
chc que sobresalc a través de una ruptura en la pared.



4, DISCUSION Y  CONCLUSIONES
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4.1. ESTUDIOS HISTOLOGICOS

El estudio de los tejidos somati-
cos de la pared gonadal de A. minuta confirma el
plan basico establecido para otras especies de la

misma familia, como Asterias vulgaris (Walker,

1974), o incluso de otro Orden, como Ctenodiscus

crispatus e Hippasteria phrygiana (Walker, 1979),

del Orden Phanerozonia.

O sea que, tal como postula dicho
autor, los caracteres histoldégicos gruesos de las
gonadas serian comunes para todos los asteroideos.

Sin embargo, seria de sumo interés
realizar estudios mas exhaustivos (a nivel de mi-
croscopia electrdnica) de cada una de las capas
de la pared gonadal de A. minuta.

En cuanto a los tejidos germinales,
en camblo, suelen existir diferencias estructura-
les y funcionales mds o menos importantes entre
las distintas especies. Sin embargo, en los machos
las diferencias de estructura son generalmente pe-
quenas. La uniformidad interespecifica en la histo
logia de los testiculos fue comprobada ya por
Cognetti y Delavault (1962), luego de examinar 14

especies de asteroideos.
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Kim (1968) y Jangoux-Vloebergh
(1973) entre otros, describieron distintos esta-
dios de maduracidn para los testiculos.

En A. minuta fueron definidos 7 es-
tadios de maduracién. Se comprobd que la esperma-
togénesis es ciclica y - al igual que lo gue ocu-

rre en Leptasterias pusilla (Smith, 1971) y en ge-

neral en la mayoria de las especies - la poblacidn
de gametas se renueva totalmente de ano a ano. Es
decir, durante la evacuacidén se elimina toda o ca-
si toda la masa de espermatozoides, y los pocos
que puedan quedar sera@n probablemente reabsorbidos
por los tejidos fagocitarios. En efecto, a partir
de un corto tiempo después de la puesta, ya no se
ver&n espermatozoides en el testiculo hasta que no
madure la nueve generacidn.

Por otra parte tanto Pearse (1965)

en Odontaster validus como Worley et al. (1977) en

Leptasterias tenera, observaron espermatogonias en

el testiculo durante todo el ano (aungue el prime-
ro de ellos notd que éstas eran mds abundantes en
una &poca determinada). En el caso de A. minuta,
sb6lo se han visto espermatogonias cuando ellas a-

bundan notablemente, en la etapa proliferativa
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(estadio 1). Sin embargo, es obvio que deben exis
tir, aunque en menor cantidad, durante todo el ano,
para poder originar la enorme masa de espermatozoil-
des que llena el testiculo en la madurez.

En cuanto al tejido fagocitario en
los machos, como ya se dijo - y a diferencia de lo
que ocurre en las hembras - las células gque lo com-
ponen no poseen caracteristicas muy definidas. Sin

duda, algo semejante debe ocurrir con Leptasterias

pusilla donde, segln Smith (1971), las células fa-
gocitarias en los testiculos son "grandes y varia-
bles células ameboides". Por otra parte, Delavault

(1960) observd qgue en Echinaster sepositus "la es-

tructura del tejido fagocitario del testiculo es
sensiblemente diferente de la de su homdlogo del
ovario". Como ya se vio, en A. minuta se da la mis
ma situacidn.

El andlisis de los ovarios a lo lar
go'de un periodo de un ano reveld gque en A. minuta
la oogénesis - a diferencia de la espermatogénesis -
debe requerir alrededor de 2 anos. Durante este lar
go tiempo ocurren en los oocitos pbrimarios numero-
sos cambios; éstos coinciden, b&sicamente, con los

que tienen lugar en los oocitos de Leptasterias te-
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nera (Worley et al., 1977) . Es decir: durante el
primer ano de desarrollo, el oocito sufre, funda-
mentalmente, cambios en el nGcleo (enorme aumento
de volumen, que conduce a la formacidén de una ve-
sicula germinativa de nucleolo grande, multivacuo-
lado) y un gran crecimiento citoplasmético; duran-
te el segundo ano se suceden todas las etapas de
la vitelogénesis hasta la madurez total del oocito.
Existen diversas maneras de clasifi
car a los oocitos primarios segiin el grado de desa

rrollo. Asi, tanto Chia (1964) para L. hexactis,

como Smith (1971) para L. pusilla y Worley et al.
(1977) pvara L. tenera, distinguieron - cada uno de
ellos - tres distintas categorias de oocitos (aun-
que éstas no coincidian entre los distintos auto-
res) .

En A. minuta el tamano y forma de
la célula, del nicleo y del nucleolo, asi como las
sucesivas etapas de la vitelogénesis, llevaron a la
clasificacidén de los oocitos primarios en seis ti-
pos diferentes (oocito joven y oocitos I a V). De
acuerdo, entonces, a la apariencia general del ova-
rio (y en particular a la cantidad relativa de los

distintos tipos de oocitos), quedaron determinados
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siete distintos estadios de maduracidn (estadios
0 a 6).

El ciclo reproductivo de Asterias
rubens ha sido tratado por diversos autores. En
esta especie europea la situacidn es mas simple,
dado que la hembra posee un ciclo anual. Kowalski
(1955), por ejemplo, distinguid - segln el diame-
tro medio de los oocitos presentes - 5 estadios
en el desarrollo de los ovarios. Jangoux y Vloe-
bergh (1973), utilizando un criterio semejante,
distinguieron en total 7 estadios diferentes. Por
otra parte Schoenmakers (1979) establecid 4 dis-
tintos estadios, a cada uno de los cuales dividid
a su vez en 2 subestadios. Este autor se basd en
el an8lisis estadistico de las dimensiones de los
oocitos.

En cuanto a la produccidn de oogo-
nias, Worley et al. (1977) observaron que en L.
tenera ella tenia lugar durante todo el ano. En
A. minuta, en cambio, el proceso ocurre durante
un periodo de 9 meses.

Como en la mayoria de las especies

(salvo Odontaster validus, segin Pearse, 1965),

aparecen en los ovarios de A. minuta cantidades
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variables de tejido fagocitario: "tejido vesiculo-
so". Ya en el siglo pasado fueron descriptas en
equinodermos unas células de enormes vacuolas, cu-
ya funcidn fagocitaria s6lo fue comprobada varios
afios después. Sin embargo en asteroideos el tejido
vesiculoso es citado por primera vez en un trabajo

de Bacci (1945), para Asterina gibbosa. Luego se

describe también para Echinaster sepositus (Dela-

vault y Cognetti, 1958), Coscinasterias tenuispina

(Cognetti y Delavault, 1558) y para numerosas e€s-
pecies de todos los 6rdenes (Cognetti y Delavault,
1962) . Posteriormente aparecieron otros trabajos,
pero fueron Bruslé et al. (1970) los que realiza-
ron un exhaustivo estudio del tejido vesiculoso me
diante microscopia electrdnica. Tal tejido fagoci-
tario parece ser caracteristico de las hembras de
asteroideos (o de los individuos en fase ovogenéti
ca, en especies hermafroditas). En L. pusilla, Smith
(1971) observd gran nimero de cé&lulas "foliculares"
que, habiendo atravesado tanto la membrana vitelina
como la plasméatica, se encontraban en el citoplasma
de oocitos del segundo ano de desarrollo, participan-
do activamente de su destruccidén. Del mismo modo en

A. minuta aparecen con relativa frecuencia oocitos
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del segundo ano parcial o totalmente invadidos de
células vesiculosas. Aparentemente, dichas células
atravesarian de alglin modo la capa de células foli
culares que envuelve al oocito. Se dispondrian en-
tonces, entre ella y la membrana vitelina, en va-
rias capas superpuestas entre si. La invasidn ha-
cia el interior del oocito continuaria cuando las
células atraviesan la membrana vitelina y luego tam
bién la plasméatica. Poco a poco tendria lugar enton
ces la fogocitosis activa de las sustancias nutriti
vas del oocito, hasta que por Gltimo todo el volumen
de la célula queda ocupado por tejido vesiculoso. En
determinado momento se produciria un punto de ruptu-
ra en la capa de células foliculares, y por alli sal
drian al lumen del ovario los restos del oocito fago
citado envueltos en la membrana vitelina, la que -muy
engrosada- se pliega de modo irregular (foto N°23).
Finalmente, queda tan s6lo una especie de "cicatriz",
de aspecto curiosamente similar al de los foliculos
atrésicos con su membrana vitrea, del ovario de ma-
miferos. Estructuras de este tipo pueden encontrar-
se aisladas en el lumen o bien rodeadas de tejido
fagocitario (foto N°©28).

Como ya se dijo, ademas de, a tra-
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vés de este mecanismo de activa fagocitosis, la
destruccidn de los oocitos en A. minuta puede o-
currir por autdlisis (especialmente durante los
estadios 6 y 0). Ambos procesos también ocurren
en L. pusilla (Smith, 1971). Es muy probable que,
tal como postula dicho autor, los materiales que
integrabari el citoplasma del oocito fagocitado o
autolisado, sean luego transferidos por las célu-
las vesiculosas a los oocitos jbévenes en creci-
miento. O sea que existiria en el ovario un reci-
clamiento de nutrientes entre oocitos.

Este mecanismo de sobreproduccidn
y subsecuente destruccidn de los oocitos fue su-
gerido ya por Cognetti y Delavault (1962) para
un grupo de Asterinidos y Echinastéridos. Estos
autores sostienen que el tejido fagocitario ve-
siculoso de los ovarios podria jugar - indirec-
tamente - un rol en la nutricidén de los ooci-
tos en desarrollo. En efecto, los productos de de
gradacidén que se liberan durante la fagocitosis ,
serian luego asimilados por otros oocitos.

Por su parte, Pearse (1965) si bien

no pudo observar este tejido en Odontaster validus,

sugiere que muchos de los oocitos actuarian como
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células de almacenaje, acumulando nutrientes para
su posterior utilizacidn por otros oocitos en ra-
pido crecimiento.

Con respecto a las células"gigan-
tes"que fueron observadas en los tejidos somati-
cos de algunos ovarios y testiculos, no existe has
ta el momento en la bibliografia de asteroideos
ninguna cita de células semejantes en sus gonadas.
Se desconoce, por ello, totalmente su origen y fun
cidn. Quizds sean un tipo especial de celomocitos,
o bien las precursoras de alguno de ellos. En efec
to, en ocasiones parece que estas células se frac-
cionaran originadndose, a partir de una de ellas,
varias células hijas pequenas; el ndcleo de cada
una de éstas tiene un tamafo aproximado al de los
respectivos lébulos del niicleo de la célula gigan-—
te original. Sin embargo, si el proceso fuera nor-
mal, é&ste deberia observarse en las gonadas con
una frecuencia mayor de la que en la practica pre-
senta (a menos de que fuera éste un fendmeno de
tan corta duracidn que la probabilidad de apari-
cidén en los cortes fuera sumamente baja). De todos
modos, todo esto no deja de ser una mera hipbtesis,

ya que nada ha sido fehacientemente comprobado.
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4.2. FECUNDIDAD

En cuanto a los estudios de fecun-
didad, los resultados indicaron gque aparentemente
el nlimero de oocitos que se liberarian en cada es-
tacidn estaria - en cifras redondas - entre 100 y
880, con un promedio de 270 (ver valores de Fr en
tabla VI). Por otro lado, el nimero de embriones
en la camara incubadora, en las distintas etapas
de su desarrollo, oscilaba entre 38 y 226 (tabla
VII).

Evidentemente, todos estos valores
son bajos, si se compara con el enorme nimero de
oocitos liberados en cada puesta, en especies con
larvas planctotré6ficas. En efecto, segin Smith

(1971), una sdlo hembra de Luidia ciliaris es ca-

paz de evacuar mas de 600 millones de huevos en
una sola estacidn (Mortensen, 1913) o una de As-

terias rubens mas de 2,5 millones (Gemmill, 1914).

En las especies vitelotréficas en
cambio (como se dijo en el item 1.3), la situacidn
es muy diferente. Asi, Chia (1964) contd de la ca-

mara incubatriz en Leptasterias hexactis, entre 52

y 1.600 embriones en distinto grado de desarrollo.

Smith (1971) registr6 entre 200 y 250 para L. ae-
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qualis y tan s8lo 40 a 60 para L. pusilla. Eviden
temente, los valores obtenidos para A. minuta en-
tran dentro de lo esperado para especies de su ca

tegoria.

4.3. CICLO REPRODUCTIVO; EPOCA DE PUESTA

Para estudiar el ciclo reproducti-
vo de A. minuta, se uytiljzaron dos métodos que se
complementan entre si: el indice gonadal anual y
el andlisis histoldgico mensual de las gonadas.
Este (Gltimo permite evaluar el grado de madurez
del individuo en cada instante, a través de las
caracteristicas de los tejidos gonadales. Es de-
cir, segin el espesor de la pared, cantidad y ca-
lidad de células germinales, tejidos accesorios,y
demds,se determina el estadio del d6rgano. Asi por
ejemplo, en A. minuta los factores que fueron to-
mados en cuenta al considerar las células germi-
nales del ovario fueron fundamentalmente: forma
y dimensiones de los oocitos, grado de basofilia
y vitelogénesis.

Comparando finalmente la sucesidn
de estadios a lo largo del ano con la evolucidn
- paralela - del indice gonadal, fue posible de-

linear el ciclo reproductivo de la especie. Asi,
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se vio que existe una marcada &poca de puesta a-

nual.
Coincidiendo con el criterio de

" =

Schoenmakers (1979), considero "é&poca de puesta"
("spawning period"), al periodo durante el cual
aparecen en la naturaleza individuos maduros vy
postevacuados simulténeamente (es decir, estadios
5y 6 en A. minuta).

Existe en ambos sexos un Gnico pi-
co bien marcado de caida del I.G. en el ano. Asi,
en los machos la evacuacidn tiene lugar durante
marzo y abril (y quizds también parte de febrero
y mayo). Para las hembras, el lapso es alin mas
breve y corresponde al mes de marzo (y quizas a
parte de febrero y abril).

Es decir que la época de puesta es
en A. minuta a fin del verano y comienzo del oto-
no. Esta situacidn es excepcional en los asteroi-
deos, ya que en la mayoria de las especies la eva
cuacidn se produce en primavera (Boolootian, 1966).

S6lo en pocos casos, como Leptasterias littoralis

(0'Brien, 1977), Marthasterias glacialis (Morten-

sen, 1927) y Echinaster sepositus (Ldhner, 1913;

Nachtsheim, 1914) (é&stas dos Gltimas seglin
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Boolootian, 1966), la eliminacidn de las gametas
ocurre en verano y/u otono.

Es muy probable que uno de los fac
tores que desencadenan el fendmeno de la evacua-
cién en A. minuta, sea la disminucidén de la tempe
ratura del agua por debajo de ciertos valores. En

L. littoralis por ejemplo, O'Brien (op.cit.) su-

giere - tras haber realizado ciertos experimentos
en laboratorio - que éste es, en efecto (al me-
nos en parte) un factor responsable.

El hecho de que la época de puesta
tenga lugar a fines del verano y comienzo del oto
no, seria quiz&s una adaptacidén para que las es-
trellas juveniles sean liberadas en primavera,
cuando las condiciones de temperatura y disponibi
lidad de alimento son Sptimas. Ademas, tal como
observa O'Brien (op.cit.) "las condiciones en la
zona intermareal son muy rudas durante los meses
de invierno, y por ello es razonable esperar que
los juveniles estén protegidos hasta el retorno
de las condiciones m&s favorables en la primave-
ra".

En cuanto a la duracidn del ciclo

reproductivo, en A. minuta - al igual que en otras
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especies - ello depende del sexo de gue se trate. Asji,
en los machos existe un ciclo anual bien definido; en
las hembras en cambio, las gametas tardan aproximada-
mente 2 anos en madurar por completo. Al final de es-
te largo periodo, sb6lo unos pocos oocitos de gran ta-
mano (1,3 mm), llenos de vitelo, completaron su madu-
racidn y serdn evacuados (el resto sufre una reabsor-
cidén). Tal condicidn es tipica de las especies que po-
seen desarrollo directo. En efecto, como se dijo en el
item 1.3., es preciso acumular gran cantidad de nutrien-
tes en el huevo para que é&ste pueda autoabastecerse
durante el periodo de incubacidn, hasta gque comience
su vida libre como estrella juvenil, y pueda alimen-
tarse por si misma. Una situacidn an&loga se da en o-

tras especies de la familia Asteriidae: Leptasterias

hexactis (Chia, 1964), L.pusilla (Smith, 1971),L.tene-
ra (Worley et al., 1977), ademds de algunos miembros

de otros d6rdenes, como Odontaster validus (Pearse,

1965), del Orden Phanerozonia.

En cuanto a la fecundacidn en Anasterias
minuta, si bien no ha podido ser observada directamen-
te, se supone que podria ocurrir en la camara oral
de la hembra, al ponerse en contacto los oocitos eva-

cuados con el esperma circundante.
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Como se dijo en el item 1.1., no
existen hasta el momento otros trabajos sobre la
reproduccidn en ésta ni en otras especies argen-
tinas de asteroideos o de equinodermos en general.
Se desconocen asi temas como la longevidad de A.
minuta, la edad en la que madura sexualmente, y
muchos otros. Sobre la longevidad en otras espe-
cies, Smith (1971) nombra varios ejemplos. Entre

ellos: Asterias rubens, que fue mantenida como mi-

nimo 6 anos en laboratorio (Bull, 1934), A. amu-
rensis, que parece vivir al menos 4 anos (Hatana-
ka y Kosaka, 1959), y el caso extremo, que seria

Pisaster ochraceus, en que algunos individuos po-

drian tener - en la costa del Pacifico de Estados
Unidos - mads de 20 anos de edad (Mac Ginitie y
Mac Ginitie, 1968). En este iltimo caso, sin em-
bargo, no se dan - Seglin Smith - los fundamentos
de tal aseveracidn.

En cuanto a la madurez sexual, se
sabe por ejemplo que en especies del género Aste-
rias (del Hemisferio Norte), los individuos alcan
zan ésta después del primer ano de vida (Nauen,

1978) . Asterias forbesi, en particular, podria

estar sexualmente madura ya a los 3 meses de edad

(Mead, 1900, segQn Smith, 1971).
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Para A. minuta, lo Gnico que se
puede inferir respecto a este tema es que la madu-
rez sexual no puede tener lugar éntes de alcanzar,
los machos, un ano de vida, y las hembras, dos
(ver item 3.4.2). Tampoco es posible hasta el mo-
mento decir cuéntos afos viven los individuos, més

allad de esa edad.
4.4, HERMAFRODITISMO

A pesar de que en los asteroideos
el gonocorismo suele ser la regla, existen - como
es sabido - especies consideradas hermafroditas.

El ejemplo tipico es Asterina gibbosa, y también

A. pancerii, A. batheri, Asterias forbesi y Fronia

ghardagana (Delavault, 1966).

Sin embargo, entre ambos extremos
se sitian casos intermedios, o sea especies normal
mente gonocdricas, donde ocasionalmente aparecen
ejemplares hermafroditas. A mi entender, &stas de-
ben ser consideradas especies con gonocorismo l&-
bil, sea cual fuere la frecuencia de aparicidn de
los hermafroditas en la poblacidn normalmente gono
cbrica. No obstante, hay que admitir que dicha la-

bilidad puede ser mayor o menor, segiin la especie
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de que se trate. En el primer caso, estd Echinas-

ter sepositus, donde la frecuencia de hermafrodi-

tas es 5% o 4% (Cognetti y Delavault, 1960 y Dela
vault, 1960, respectivamente). Algo semejante ocu

rre con Marthasterias glacialis, donde la frecuen

cia es 9% (Delavault y Cognetti, 1961).

En cambio existen otras especies
donde los autores sdlo citan excepcionales ha-
llazgos de hermafroditas. Tales son los casos de

Asterias rubens (Retzius, 1911), A. groenlandica

(Lieberkind, 1921), Certonardoa semiregularis

(Hayashi, 1968 y luego Komatsu y Oguro, 1972) y

Odontaster validus (Pearse, 1965). Si bien en to-

dos estos casos se cita la aparicidn de un sdlo
ejemplar hermafrodita, no siempre se aclara el to-
tal de individuos que fue analizado, por lo que
no es posible calcular el porcentaje de inciden-

cia. Sin embargo, sabemos que de C. semiregularis,

Komatsu y Oguro habian revisado 900 ejemplares
(frecuencia de hermafroditas: 0,1%) y de 0. vali-
dus, Pearse habia disecado 350 especimenes (fre-
cuencia: 0,3%).

En el presente trabajo se encon-

traron 2 ejemplares de A. minuta hermafroditas,
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del total de 240 individuos estudiados histoldgi-
camente. La frecuencia de hermafroditismo seria
entonces de 0,8%, por lo que esta especie estaria
incluida en el Gltimo grupo. O sea, el gonocoris-
mo es bastante estable, y sb8lo presenta una peque-
na labilidad, nunca comparable a la de E. seposi-

tus o M. glacialis. Sin embargo, dado que en los

animales con la anomalia, no todas las gonadas sc
encontraban afectadas, no hay seguridad de que al-
gin otro individuo del total analizado no haya te-
nido quizds algfin oocito en alguno de sus testicu-

los (o hasta el caso inverso: esperma en ovarios).

4.5. PARASITOS

Cinco individuos de A. minuta se

hallaban parasitados por Dendrogaster argentinen-

sis (Crustacea, Ascothoracida). Dado que el namero
de casos es tan pequeno, no es mucho lo que se
puede concluir sobre los efectos que la presencia
del parésito puede provocar a su huésped. Sin em-
bargo, se supone que las gonadas se desarrollan
normalmente en el individuo parasitado. En efecto,

en los 4 individuos en que se pudo identificar el
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sexo, testiculos y ovarios presentaban apariencia
normal. El examen histoldgjco revelaba en cada ca-
so un desarrollo tipico para el estadio correspon-
diente. A su vez, dicho estadio coincidia con el
de la mayoria de los ejemplares de la muestra res
pectiva, o sea que aparentemente no existia retra-
so en el ciclo.

El 4nico caso dudoso fue aquel en
el que no se observd gonada alguna. Si bien tal
cosa puede interpretarse como una atrofia produci
da por el parasito, no se descarta la posibilidad
de un error de observacidn. En efecto, las gonadas
pueden haber estado presentes, pero haber sido muy
inmaduras, y por lo tanto de tamano iInfimo. El mis
mo espécimen presentaba los ciegos pildricos atro-
fiados en el brazo donde se alojaba el parasito;
tal atrofia podria ser resultante de la escasez de

espacio disponible.

4.6. CONCLUSIONES FINALES

- Anasterias minuta es una especie

incubadora que habita las aguas subantérticas de
la costa Sur argentina.

- Existen, en cada individuo, tipi-
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camente cinco pares de gonadas. En los machos, los
testiculos - siempre blanquecinos y con aspecto de
racimo - desembocan en los gonoporos ventrales a
través de cortos gonoductos. Las hembras poseen
ovarios de forma globosa, que en la madurez adquie
ren un intenso color naranja; gonoductos y gonopo-
ros son iguales que en el macho.

- La estructura histoldgica de los
tejidos somdticos de la pared gonadal, correspon-
de al plan general observado en otros asteroideos.
Existe un saco externo y otro interno, separados
entre si por el seno celdmico genital. Se descri-
ben sus respectivas capas, a nivel de microscopia
Optica.

- Estudiando las variaciones perid
dicas en la estructura histoldgica de testiculos
y ovarios a lo largo del ano se determinaron en
machos y en hembras, siete estadios de desarrollo
(estadios 0 a 6).

- En general, la estructura histo-
l6gica del testiculo no difiere mayormente de la
indicada para otros asteroideos. Asimismo, el ci-
clo reproductivo es tipicamente anual. Las hembras,

en cambio, responden a un ciclo bianual, al igual
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que algunas especiles bien conocidas del hemisferio

Norte: Leptasterias hexactis, L. pusilla y L. tene-

ra, entre otras.

- Seglin los resultados de los ana-
lisis periddicos del indice gonadal, existe en A.
minuta una Gnica y bien definida época de puesta
en el ano. Ella corresponde al final del verano y
comienzo del otono del hemisferio Sur: basicamente
entre marzo y abril, con algunas variantes entre
machos y hembras.

- Los machos evactan, entonces, to-
do o casi todo el contenido de espermatozoides de
sus testiculos; los pocos que quedan, seran fago-
citados por el tejido fagocitario correspondiente.

- El desarrollo total de un oocito,
a partir de la oogonia, requiere aproximadamente
20 a 21 meses.

- Basicamente, durante el primer
ano de desarrollo ocurren diversas modificaciones
en el ndcleo del oocito. Un corto periodo después
de la evacuacidn (en la que se eliminan aquellos
oocitos maduros de la generacidn anterior), se
iniciard la vitelogénesis. Mientras este proceso

avanza en el transcurso del ano, la célula aumen-
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ta enormemente de tamano. Finalmente, en la prdxi-
ma puesta, el oocito ya esté@ maduro y listo para
ser evacuado.

- Durante la larga etapa de la vite
logénesis, se forman en el oocito dos tipos de pla-
quetas vitelinas: basdfilas y acidéfilas; éstas Gl-
timas con una zona central y otra periférica, ambas
de caracteristicas tintoriales diferentes.

- El tejido fagocitario de los ova-
rios de A. minuta es el tipico "tejido vesiculoso"
descripto en hembras de otras especies. En ocasio-
nes se encuentran oocitos cuyo citoplasma ha sido
parcial o totalmente invadido por este tejido. Co-
mo resultado final del proceso de fagocitosis, que-
dan en el ovario unas "cicatrices" muy caracteris-
ticas.

- En un 3,3% de los individuos ana-
lizados histoldgicamente, aparecid un tipo de "cé-
lulas gigantes" entre los tejidos de la pared gona-
dal. No existe hasta el momento, en la literatura
de asteroideos, referencia alguna a células seme-
jantes.

- Dado que A. minuta posee desarro-

llo directo, los oocitos maduros alcanzan enorme
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tamano. As{i,el oocito listo para evacuar tiene
un didmetro de alrededor de 1,3 mm.

- La incubacién de la cria tie-
ne lugar durante el otono y el invierno, y du-
raria como m&ximo entre 6 y 7 meses.

- Los estudios de fecundidad
indican que cada hembra eliminaria en la épo-
ca de puesta, alrededor de 300 oocitos en pro-
medio. Sin embargo, debido a la mortandad en
las distintas etapas, los recuentos de la céma-
ra incubadora arrojan cifras menores: alrede-
dor de 180 huevos y tan s6lo 90 "pequenas es-
trellas".

- Fueron encontrados dos indi-
viduos con caracteristicas de machos herma-
froditas. La frecuencia de esta anomalfa es

s6lo del 0,8 %.

- En cinco ejemplares de
A. minuta fueron hallados par&sitos en la ca-
vidad celbmica (tasa de infestacidén: 1,5 %).
Se trataba de miembros del grupo de
crustéceos: Ascothoracida, que conformaban

una  especie nueva : Dendrogaster argen-
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tinensis Grygiler y Salvat. Este es el primer
hallazgo de una especie de este género - y en
general de un miembro del grupo Ascothoracida -

en las costas de América del Sur.

//.. -
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6.1. ALGUNOS DETALLES DE LA GAMETOGENESIS EN FOTO-~
GRAFIAS EN COLOR

6.1.1. Espermatogénesis

Foto N°38.Espermatogonias en un testiculo en Estadio 1; en el
seno hemal se observan amebocitos (Escala = 5 yum).
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Foto N°39. Testiculo en Estadio 4: detalle de la zona limite
cntre las cspermatidas que se desprenden de las "colonnettes"”
y la masa central de espermatozoides (Escala = 5 um).
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%.1.2. Oogénesis

Foto N°40. Oocito joven adosado a la pared del ovario. Obsérvense los
cromosomas en un estadio tardio de la profase I, probablemente diplo-

tene. Las vacuolas periféricas indicarian el comienzo del Estadio O
del ovario (Escala = 20 um).

Foto N°41. Detalle de dos oocitos de un ovario en Estadio 3. Obsér-
vense las plaquetas vitelinas caracteristicas de cada uno, la dis-

posicidn de las células foliculares y las vacuolas del nucleolo
(Escala = 20 um).
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Foto N°42, Detalle de un oocito III. Obsé&rvense los dos tipos de pla-
quetas vitelinas (las aciddfilas con sus dos zonas), y el borde irre-
gular de la vesicula germinativa (Escala = 10 um).

Foto N°43. Detalle de plaquetas vitelinas en el oocito III; nbtese
la diferente textura de unas y otras (Escala = 5 um).
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.’+$/ 3 At 1%‘/;’:7 AR
Foto N°44. Detalle de dos oocitos IV. Las flechas sefialan la ubicacidn
preponderante de las plaquetas vitelinas basbfilas, en la periferia de

la célula (Escala = 100 um).

Foto N°45. Tejido vesiculoso en un ovario en Estadio 5; obsé&rvense
las células foliculares del oocito I. A la derecha y arriba: parte
de un oocito maduro con algunas de sus enormes plaquetas vitelinas
aciddfilas (Escala = 20 um).
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Foto N°46. Detalle de un pequeno islote de tejido vesiculoso.
NOtese la caracteristica vacuolizacidn del citoplasma de sus
células y la posicidn excéntrica del nficleo (Escala = 10 um).



Foto N°47. Conjunto de espermatozoides (hematoxilina de Heidenhein)
(Escala = 10 um).

Foto N°48. Idem, con Rosa de Bengala (Escala = 10 um).
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6.2. MORFOLOGIA DEL ESPERMATOZOIDE

El espermatozoide de Anasterias minuta

presenta la pieza media adherida a la parte poste-
rior de la cabeza,como es caracteristico de equi-
nodermos y en particular de estrellas de mar. Am-
bas regiones juntas determinan una estructura que
en otros asteroidedos - tiene forma aproximadamente es-

férica (Asterias amurensis y Asterina pectinifera,

seglin Dan, 1954 y Hagiwara et al., 1967; Patiria

(Asterina)miniata (Tyler y Tyler, 1966), y otros

mds) .En Anasterias minuta, sin embargo, dicha es-

tructura tiene el aspecto de un pequeno barril, le-
vemente adelgazado hacia los extremos (fotos N°
47,48 y 49). A su vez, el conjunto se halla compri-
mido longitudinalmente, de manera que visto de
frente es mds ancho que cuando se observa de per-
fil (foto N°47).La longitud total de la cabeza m&s
la pieza media es de 3 a3,5 um. Este valor es algo
mayor gque el indicado en la tabla I, debido al dis-
tinto tratamiento que han sufrido las células en

uno y otro caso.
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Foto N°49. Detalle de la foto anterior (Escala = 2 um),

El acrosoma, como en otras estrellas de mar,
se ubica en una caracteristica depresidén del nﬁcleé.
En el espermatozoide de A.minuta, se observa el acro-
soma como una zona anterior clara, que no se tifie con
los colorantes empleados (fotos N°39, 48 y 49).

La cola, como es habitual en equinodermos,
es bastante larga(aproximadamente 40 pym en A.minuta).
Ella parece originarse en un costado del espermatozoi-
de, probablemente en una de las caras angostas (foto

N°48).
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No obstante, seria interesante reali-
zar estudios con microscopia electrdnica para cono-
cer detalles de la morfologia y la ultraestructura

del espermatozoide de A.minuta.

6.3. METODOS ESTADISTICOS

6.3.1. Determinacidn del indice gonadal
Se realizd un andlisis de la correla-

cién entre la longitud del brazo (R) y el peso hi-

medo del cuerpo (P) de Anasterias minuta, Se calcu-

16 el coeficiente de correlacidn "r", que resultd:
r = 0,93

Evidentemente, existe una correlacidn
lineal positiva entre ambas variables.

Para estudiar la significacidn de la
correlacidn, se calculd el intervalo de confianza

del 95% para p , y el resultado fue:

[0,71 ; 1,15J

con lo cual se rechaza la hipdtesis nula Hy: p=0
Ademés, se analizd la correlacidn
entre R y log P, de lo que resultd:
r = 0,64
por lo tanto se concluye que las variables mas co-

rrelacionadas son, efectivamente, P y R,
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6.3.2. Fecundidad

a. Relacidn entre fecundidad y volumen gonadal

En cada grupo A, B y C se realizd un
andlisis de correlacidn para poner a prueba la hi-
pbtesis de que la fecundidad real F, aumenta con el
incremento del volumen gonadal Vg . Para ello, en ca-
da caso se calculd el coeficiente de correlacidn y
se realizd la prueba de: hipbdtesis nula Hg: p = 0,
contra hipbétesis alternativa Hji:p >0, Los resulta-

dos fueron los siguientes:

GRUPO COEFICIENTE DE GRADOS DE VALOR DEL ES-
CORRELACION LIBERTAD TADISTICO DE
PRUEBA
A 0,84 5 2,24(8S)
B 0,85 6 3,95(S)
C 0,88 19 8,10(S)

(Nota: S=significativo; NS= no significativo)

En la tabla se observa que en los
tres grupos existe, efectivamente, una correlacidn
lineal positiva entre la fecundidad real y el volu-

men gonadal.
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b. Recuento de embriones en la cé@mara incubatriz

Para poner a prueba la hipdtesis de que
la relacidn entre el nfimero de huevos y el nlimero de
pequefias estrellas es de 2 a 1, se realizd una prue-
ba chi-cuadrado (X2) para la bondad del ajuste. Los

resultados fueron los siguientes:

FRECUENCIAS FRECUENCIAS

OBSERVADAS ESPERADAS
HUEVOS 1077 1078
. — \ X2=0.003(NS)
PEQUERAS
ESTRELLAS >40 539

O sea que, efectivamente, los valores
observados no se apartan significativamente de los

esperados.

6.3.3.Indice gonadal: variaciones a lo largo del ano

Los datos del I.G, correspondientes al
muestreo 1979/1980 fueron tratados estadisticamente

mediante:

i. Andlisis de varianza de dos factores.
1i, Comparaciones "a priori": Mé&todo de Bonfe-

rroni.
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iii.Comparaciones "a posteriori": Método de

Sheffé,
(Nota: Todas las significaciones se estudiaron

con PL0,05).

Resultados:

i. AnéllSlS_@g z§£linza d: dos EaEtgrgs.
La prueba de Bartlett rechazd la hi-
pbtesis de homocedacia, por lo cual los datos

fueron transformados a logaritmos.

Tabla de an8lisis de varianza:

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD F
Entre meses 11 40,18(S)
Entre sexos 1 88,23(S)
Intcraccidn:mes X sexo 11 3,29(S)
Error 144

De la tabla resulta que el I.G. va-
ria significativamente entre los distintos meses

del ano y también entre los sexos.
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ii. Comparaciones "a priori": Método_de Bon-

NGmero de comparaciones = 3

Valor critico vC = 2,50

COMPARACION VALOR DEL ESTADISTICO
DE PRUEBA

1) Feb,Mar,Nov,Dic y Ene
vs. 13,58(S)
Abr ,May,Jun,Jul ,Ago,Sep y Oct

2) Feb y Ene

vs. 4,07(S)
Mar,Nov y Dic

3) Jul
vs. 1,33(NS)
Jun y Ago

Como se ve en la tabla, al comparar
en el primer caso los valores de los cinco meses
donde el desarrollo es maximo, con los de todos los
otros meses del ano, resultd que existen diferencias
significativas entre ambos grupos.

En el caso 2) se considerd el periodo
de mayor desarrollo, y se compararon, dentro de él,

los dos meses con valores maximos, con los otros tres
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meses; otra vez los resultados fueron significativos.
En el Gltimo caso, en cambio, al compa-

rar el mes donde el I.G. es minimo, con el anterior

y el subsiguiente respectivamente, se ve que no exis-

ten diferencias significativas.

iii. Comparaciones "a posteriori": Mé&todo de Scheffé

VC = 4,44 (entre meses)
COMPARACION VALOR DEL ESTADISTICO
DE PRUEBA
1) Feb vs. May 10,52(s) )
2) May vs. Ago 0,47 (NS)
3) Ago vs. Feb 10,05(S)

En estos tres casos se compararon,res-
pectivamente, los extremos de las tres fases (a,b y c)
de la curva de la Fig.7, y los resﬁltados son los es-
perados.

Por Gltimo, se concluye que todos los
resultados obtenidos de los anflisis i., ii. y iii.

concuerdan con lo expresado en el item 3.4.1.
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INDIVIDUO FECHA Vg NA Fr Fv Vo
N° (en Gn3)
1 Febrero 1979 0,60 3,63 249,0 278,1 0,98
2 " " 1,15 3,38 434,1 252,9 0,97
3 " " 1,75 3,13 580, 4 222,2 0,98
4 " " 1,00 3,30 364, 2 244,0 0,96
5 “ " 0,45 4,00 219,0 326,1 0,97
6 Marzo " 1,95 3,75 880, 8 302,6 0,92
7 " " 0,85 3,83 399,5 314,9 0,91
8 Febrero 1984 0,25 3,86 129,4 346,7 0,75
9 " " 0,25 3,57 105,6 283,1 0,90
10 u L 0,30 3,86 150,5 336,1 0,81
11 " " 0,40 3,57 169,0 283,1 0,90
12 " " 0,30 3,50 129,0 288,1 0,83
13 " " 0,35 3,33 126,6 242,3 1,00
14 " " 0,40 3,50 173,3 290, 3 0,81
15 " " 0,40 3,37 163,7 274,1 0,81
16 " " 0,30 3,63 150,5 336,1 0,68
17 " " 0,60 3,86 285, 0 318,2 0,90
18 " " 0,50 3,14 178,3 239,0 0,87
19 " " 0,50 3,36 197,5 264,7 0,87
20 n " 0,60 3,00 201,5 225,0 0,85
21 " " 1,25 2,75 374,0 200, 4 0,82
\7g=o, 67 Er=269, 6

Tabla VI . Valores obtenidos en el calculo de fecundidad en

individuos del grupo C.
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