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Articulo

Descripcion histologica de la oogenesis y espermatogenesis
del camaron de cultivo, Litopenaeus vannamei

Histological description of oogenesis and spermatogenesis in
the cultured shrimp, Litopenaeus vannamei

Jorge Alfaro-Montoya?

"Estacion de Biologia Marina, Lic. Juan Bertoglia Richards, Escuela de Ciencias Biologicas, Universidad Nacional, Puntarenas,
Costa Rica. jorge.alfaro.montoya@una.cr

Abstract.- This research describes detailed stages of oogenesis and spermatogenesis at histological level in the white
shrimp of the western Pacific, Litopenaeus vannamei. Both processes were studied in cultured organisms under reproduction
conditions in the laboratory. Oogenesis was histologically analyzed from the proliferation of 9 um oogonia and their growth
into primary oocytes passing through different phases of previtellogenesis: stages of synapsis, chromatin nucleolus, early
perinucleolus and late perinucleolus of 84-94 um. Primary vitellogenesis was observed in primary oocytes of 71-112 um,
containing acidophilic globules and surrounded by a layer of thick follicle cells (12-35 um). Secondary vitellogenesis is
evident in oocytes of 165-202 um with numerous acidophilic granules in the cytoplasm and surrounded by thin follicle
cells; then cortical crypts appear, indicating the stage of prematuration and preparation for ovulation. Spermatogenesis
was characterized at light microscopy from spermatogonia and their gradual maturation into primary and secondary
spermatocytes, early, mid and advanced spermatids and sperm. The process is synchronous in regions of seminiferous
tubules, and asynchronous in neighboring tubules, generating cells at different stages up to mid spermatids in the testicles.
Advanced spermatids and spermatozoa were only observed in the vasa deferentia; this finding appears not to be universal
in Penaeidae.
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Resumen.- Esta investigacidon describe las fases detalladas de la oogénesis y la espermatogénesis, a nivel histolégico, del
camardn blanco del Pacifico americano, Litopenaeus vannamei. Ambos procesos fueron estudiados en organismos
cultivados y llevados a condiciones controladas de reproduccion en el laboratorio. La oogénesis fue histolégicamente
analizada desde la proliferacién de oogonios de 9 um y su crecimiento en oocitos primarios pasando por las diversas fases
de pre-vitelogénesis: estados de sinapsis, cromatina y nucléolos, peri-nucléolos tempranos y peri-nucléolos tardios de
84-94 um. La vitelogénesis primaria fue observada en oocitos primarios de 71-112 um, conteniendo glébulos acidofilicos
y rodeados de células foliculares grandes (12-35 um). La vitelogénesis secundaria se evidencia en oocitos de 165-202 pm
con numerosos granulos acidofilicos en el ooplasma y rodeados de células foliculares pequefias; posteriormente aparecen
las criptas corticales que sefialan la fase de pre-maduracién y preparacién para la ovulacién. La espermatogénesis fue
caracterizada con microscopia de luz desde los espermatogonios y su maduracion gradual de espermatocitos primarios,
secundarios, espermatidas tempranas, medias, avanzadas y espermatozoides. El proceso es sincronizado en regiones
del tubulo seminifero y asincrénico en tlbulos vecinos, generando células en las diversas fases hasta espermatidas medias
en los testiculos. Espermatidas avanzadas y espermatozoides fueron observadas Unicamente en los ductos deferentes,
lo que parece no ser universal en Penaeidae.

Palabras clave: Penaeidae, espermatogénesis, oogénesis, Litopenaeus vannamei

INTRODUCCION

La producciéon mundial de camarones marinos de cultivo
alcanz6 cerca de 3,7 millones de toneladas métricas (tm)
durante el 2010, de lo cual 2,7 millones de tm correspondid
a la especie americana Litopenaeus vannamei (Boone,
1931), representando el 72% del cultivo mundial siendo
Asia el principal cultivador de L. vannamei (78%) (FAO
2012).

Los procesos gametogénicos han sido descritos en
diversas especies de la familia Penaeidae, principalmente
en relacion a la oogénesis. De particular relevancia, por
su detalle histologico, son los trabajos de Yano (1988) y
Tan-Fermin & Pudadera (1989), que describen el desarrollo
de los oocitos de Marsupenaeus japonicus (Bate, 1888)
y Penaeus monodon, respectivamente. Bell & Lightner
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(1988) describieron aspectos basicos de la histologia de
ovarios y del sistema reproductor masculino de
Penaeidae, representada por Litopenaeus stylirostris
(Stimpson, 1871). Las fases de la oogénesis en L. vannamei
fueron descritas parcialmente por Yano et al. (1988);
posteriormente, se realizaron analisis comparativos de su
histologia ovarica entre hembras silvestres y de cultivo
(Palacios et al. 1999), en relacion a las escalas de
evaluacion, mediante diametro de oocitos (Palacios et al.
2003), y region ovarica (Ceballos-Vazquez et al. 2003),
describiendo parcialmente la histologia del proceso. En
Farfantepenaeus paulensis (Pérez-Farfante, 1967), Nazari
et al. (2007) describieron aspectos histoldgicos,
morfométricos y bioquimicos de los oocitos en
maduracion inducida.

Estudios histologicos de la espermatogénesis en
Penacidae fueron reportados para Litopenaeus setiferus
(Linnaeus, 1767) por King (1948), Metapenaeus dobsoni
(Miers, 1878) por Vasudevappa (1992), Fenneropenaeus
indicus (H. Milne Edwards, 1837) por Mohamed & Diwan
(1993) y M. monoceros (Fabricius, 1798) por Abraham et
al. (2007). En Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846) se
evalu6 la ultraestructura de la espermatogénesis (Medina
1994).

En el género Litopenaeus, los estudios reproductivos
se han referido a la anatomia, con la descripcion de los
testiculos y ductos deferentes, los cuales se subdivididen
en 4 regiones: ducto deferente proximal, ducto medio
ascendente y descendente, ducto distal y ampulas
terminales (King 1948, Talbot et al. 1989, Ro et al. 1990,
Bauer & Cash 1991). Adicionalmente, se ha estudiado la
ultraestructura parcial de la espermatogénesis (Alfaro
1994) y de los espermatozoides maduros en relacion a la
capacitacion luego de la copula (Alfaro et al. 2007) y
recientemente se reportd la localizacion y estructura
histoldgica de la glandula androgénica (Alfaro-Montoya
& Hernandez 2012), que controla las caracteristicas
primarias y secundarias de los machos.

A pesar de la importancia comercial de L. vannamei y
del desarrollo cientifico y tecnoldgico en diversos paises
de América, Europa y Asia, no existe una descripcion
detallada y clara a nivel histologico de las fases que
experimentan las hembras y machos de L. vannamei para
la produccion de gametos, particularmente de la
espermatogénesis. El objetivo de la presente investigacion
fue describir los procesos de gametogénesis y ofrecer
una herramienta de uso practico para evaluar la oogénesis
y espermatogénesis a nivel histologico en L. vannamei,
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que es fundamental para estudiar el efecto de variables
ambientales, quimicas y hormonales sobre dichos
procesos. Para la nomenclatura de las especies de
Penaeidae, se utilizd la taxonomia de Pérez-Farfante &
Kensley (1997).

MATERIALES Y METODOS

Hembras y machos de L. vannamei (peso promedio= 20
g) fueron colectados antes de la cosecha, luego de 3 meses
de cultivo semi-intensivo comercial en estanques de tierra
ubicados en el Golfo de Nicoya, Costa Rica, octubre, 2011.
El crecimiento continu6 en la Estacion de Biologia Marina
‘Lic. Juan Bertoglia Richards’ (EBM) en tanques externos
sombreados, con cambio parcial diario del agua. La
alimentacion se baso en 3% del peso corporal de una
dieta artificial suplementada con pescado congelado.

Hembras adultas (28-37 g) fueron transferidas al
‘Laboratorio de Reproduccion Controlada’ de la EBM para
inducir la maduracién ovdarica segun protocolos
convencionales, que se describen brevemente a
continuacion. Los tanques de maduracion internos de 9
m?, con 0,50 m de profundidad de agua, tuvieron recambio
diario de agua de 25-30%, salinidad de 34, temperatura de
28°C, fotoperiodo natural (13 h luz: 11 h oscuridad).
Ablacién ocular unilateral y alimentacion al 20% del peso
corporal diario con calamares, gusanos poliquetos y
pescado fresco congelado.

Los estados de maduracion ovarica fueron registrados
bajo luz intensa. Para su determinacion se utilizé una escala
visual basada en las descripciones de King (1948), Yano
(1988), Yano et al. (1988), y Tinikul et al. (2011).

Se removieron los ovarios en diferentes estados de
maduracion, asi como testiculos y ductos espermaticos
de machos adultos (24-30 g) en agua mas fria (23°C),
preservados en el fijador de Davidson durante 24 h y
almacenados en 50% etanol, segin Bell & Lightner (1988).
Los tejidos fueron incluidos en parafina, seccionados en
orientacion transversal y tefiidos con hematoxilina-eosina
(por la Empresa ‘Andromeda’, San José, Costa Rica).
Complementariamente, para una mejor interpretacion del
proceso, se realizaron observaciones histolégicas de
ductos espermaticos de L. stylirostris y Litopenaeus
occidentalis (Streets, 1871), asi como de la ultraestructura
de espermatozoides obtenidos desde espermatdforos de
L. vannamei, mediante microscopia electronica de
transmision, segun protocolos previamente reportados
(Alfaro et al. 2007).



REsuLTADOS

OOGENESIS

Para la determinacion de la madurez ovarica en forma visual
se utiliz6 la siguiente escala:

Estado I: ovario inmaduro. El ovario es transparente sin
delineamiento distinguible.

Estado II: ovario en desarrollo temprano. El ovario es
visible como una linea opaca a lo largo del eje central
dorsal.

Estado I1I: ovario en desarrollo. El ovario es visible como
una banda gruesa amarilla.

Estado IV: ovario maduro. El ovario es targido, ancho y
de color rojo oscuro a naranja. El apareamiento y desove
son inminentes en este estado.

La Tabla 1 resume la informacidn recolectada con
respecto a la escala visual y las fases de la oogénesis a
nivel histolédgico.

El desarrollo de los oocitos de L. vannamei se inicia
con los oogonios, con un tamafo de 9 um de didmetro y
presencia de cromatina fibrilar. Estos se localizan cerca
de la region ventral (zona de proliferacion) de cada 16bulo
ovarico y experimentan division mitdtica para generar
oocitos primarios que activan la meiosis hasta profase I,
generando oocitos en fase de sinapsis con poco
citoplasma (9-11 um; Fig. 1a-b).

Los oocitos primarios inician su crecimiento y pueden
observarse en fase de cromatina-nucléolos con
citoplasmas levemente basofilicos (21-22 pm) en la region
cercana a la zona de proliferacion (Fig. 1b-c); estas células
carecen de células foliculares a su alrededor. En hembras
inmaduras (estado I), los oocitos estan en pre-
vitelogénesis y las fases anteriores se complementan con
numerosos oocitos primarios en fase de peri-nucléolos
tempranos (30-61 um) y peri-nucléolos tardios (84-94 pum;
Fig. 1d), que se diferencian por el mayor volumen del
citoplasma y la presencia de un estrato de células
foliculares en la fase tardia. Un nucléolo central y varios
periféricos se observan en ambos estadios.

Tabla 1. Relacidn entre el desarrollo de oocitos y la evaluacién visual de la madurez ovarica de
Litopenaeus vannamei / Relation between oocyte development and visual evaluation of

ovarian maturation in Litopenaeus vannamei

Estado de
madurez visual

Fase de oogénesis

Poblacion principal de
oocitos

Didmetro de
oocitos (um)

I Pre-vitelogénesis

I1 Vitelogénesis primaria
1 Vitelogénesis secundaria
AY Pre-maduracion

En proliferacion 9
Peri-nucléolos tempranos 30-61
Peri-nucléolos tardios 84-94
En proliferacion 9
Peri-nucléolos 30-61
tempranos 84-94
Peri-nucléolos tardios 71-112
Vitelogénicos primarios

En proliferacion 9
Peri-nucléolos tempranos 30-61
Vitelogénicos 165-202
secundarios

En proliferacion 9
Peri-nucléolos tempranos 30-61
Pre-maduracion 160-220
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Regidn
ventral

Region
dorsal

Figura 1. Fases tempranas de la oogénesis de Litopenaeus vannamei. a) Vista panoramica del I6bulo ovarico, b-c) Zona de proliferacion de
oogonios y oocitos en pre-vitelogénesis temprana, d) Oocitos en pre-vitelogénesis avanzada. AA= aorta abdominal, CN= oocito en cromatina
y nucléolos, EP= oocito en peri-nucléolos temprano, LP= oocito en peri-nucléolos tardio, Oo= oogonio, OM= membrana ovarica, PZ= zona de
proliferacién, Sy= oocito en sinapsis. Barra de escala= 50 um / Early phases of oogenesis in Litopenaeus vannamei. a) Panoramic view of the
ovarian lobe, b-c) Proliferation zone of oogonia and oocytes in early previtellogenesis, d) Oocytes in advanced previtellogenesis. AA=
abdominal aorta, CN= oocyte in chromatin nucleolus, EP= oocyte in early perinucleolus, LP= oocyte in late perinucleolus, Oo= oogonia, OM=

ovary membrane, PZ= proliferation zone, Sy= oocyte in synapsis. Scale bar= 50 um

La vitelogénesis primaria, concuerda con el estado II
de madurez ovarica, y ademas de las fases anteriores, los
oocitos primarios (71-112 um) estan rodeados de células
foliculares grandes (12-35 pm). Los nticleos son dificiles
de observar por su pequeflo tamafio y el citoplasma es
basofilico con globulos acidofilicos, de variado tamafio
(2,5-10 um; Fig. 2a).

La vitelogénesis secundaria se asocia con los estados
11 y IV de madurez (Fig. 2b-c). En los l6bulos ovaricos
aparecen numerosos oocitos primarios (165-202 um) con
granulos de vitelo acidofilicos de pequeio tamaiio (2,5-4

Alfaro-Montoya
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um). Al inicio de esta fase, los oocitos presentan nucleos
levemente basofilicos, con pocos granulos acidofilicos
en el citoplasma basofilico. Eventualmente, los granulos
proliferan en todo el citoplasma y se concentran en la
periferia, dando una apariencia mas acidofilica, con
nucleos irregulares y fuertemente basofilicos. Los oocitos
presentan un estrato periférico de células foliculares
pequeiias (2,0-2,5 pm).

El estado IV de madurez presenta una poblacion de
oocitos en avanzado estado de vitelogénesis secundaria
y pre-maduracion, caracterizada por la presencia de criptas



Figura 2. Fases avanzadas de la oogénesis de Litopenaeus vannamei. a) Oocitos en vitelogénesis primaria, b-c) Oocitos en vitelogénesis secundaria,
d) Oocitos en pre-maduracién. CC= criptas corticales, EP= oocito en peri-nucléolos temprano, FC= célula folicular, N= ntcleo, PV= oocito en
vitelogénesis primaria, SV= oocito en vitelogénesis secundaria, YG= granulos de vitelo. Barra de escala= 50 um / Advanced stages of oogenesis
in Litopenaeus vannamei. a) Oocytes in primary vitellogenesis, b-c) Oocytes in secondary vitellogenesis, d) Oocytes in prematuration. CC=
cortical crypts, EP= oocyte in early perinucleolus, FC= follicular cell, N= nucleus, PV= oocyte in primary vitellogenesis, SV= oocyte in secondary

vitellogenesis, YG= yolk granules. Scale bar= 50 um

corticales de 7 um de diametro, en la periferia de los oocitos
(160-220 pum). Las células foliculares son muy delgadas
(1,2-2,5 um). La poblaciéon de oocitos en vitelogénesis
secundaria se acompafia de oocitos pre-vitelogénicos en
fase de peri-nucléolos tempranos.

ESPERMATOGENESIS

La estructura testicular de L. vannamei consiste de 16bulos
compuestos por tubulos seminiferos plegados. Cada
macho de L. vannamei presenta un desarrollo asincronico
de la espermatogénesis, de tal forma que el desarrollo de

los estadios es sincronico en una misma region del tibulo
seminifero, pero las diversas fases del proceso aparecen
en tubulos vecinos. Los espermatogonios se localizan en
una subregion del lébulo testicular y pueden ser
observados en lobulos con diferentes fases de
espermatogénesis; su diametro es 10-11 pm y el nticleo
7,5 um (Fig. 3a). Los grupos de espermatogonios estan
rodeados por células nodrizas con nucleos elongados.

Los espermatocitos primarios (Fig. 3a) son evidentes
por su gran tamafio (10-12 pm; nucleo=7,5-10 pm) y tinciéon
basofilica (azul-violeta) de la cromatina. Estas células se

Vol. 48, N2 2, 2013 | 339
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Figura 3. Fases de la espermatogénesis en testiculos de Litopenaeus vannamei. a) Tubulos seminiferos con espermatocitos primarios y
secundarios, b) Espermatidas tempranas, c-d) Espermatidas intermedias. AC= acrosoma, E.SPMT= espermatida temprana, G= granulo acrosomal,
M.SPMT= espermatida intermedia, N= nticleo, PAV= vesicula pro-acrosomal, SPG= espermatogonio, SPCT1= espermatocito primario, SPCT2=
espermatocito secundario, ST= tibulo seminifero. Barra de escala= 20 um / Stages of spermatogenesis in testicles of Litopenaeus vannamei.
a) Seminiferous tubules with primary and secondary spermatocytes, b) Early spermatids, c-d) Mid spermatids. AC= acrosome, E.SPMT=
early spermatid, G= acrosomal granule, M.SPMT= mid spermatid, N= nucleus, PAV= proacrosomal vesicle, SPG= spermatogonia, SPCT1=
primary spermatocytes, SPCT2= secondary spermatocytes, ST= seminiferous tubule. Scale bar= 20 pum

encuentran en diversas fases de meiosis I y su division
produce los espermatocitos secundarios, que se
caracterizan por un menor tamafio celular (7,5-11 pm) y
nucleos (5 pm) mas compactos y basofilicos (Fig. 3a).

Los espermatocitos secundarios completan la meiosis
IT generando espermatidas de menor tamaio celular (5-
7,5 pm) y nucleos homogéneos azul-violeta (2,5 pm). La
maduracion gradual de las espermatidas se inicia en los
testiculos, donde se pueden reconocer claramente 2 fases
de espermatidas. Las espermatidas tempranas con
nucleos esféricos, vesicula pro-acrosomal y carentes de
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acrosoma (Fig. 3b); las espermatidas intermedias
presentan nucleo mas compacto y desarrollo del
acrosoma, de color rosa (acidofilico; Fig. 3c-d). Las
espermatidas son colectadas en ductos seminiferos
pequenos, que gradualmente se integran en el ducto
deferente; las espermatidas intermedias de los ductos
seminiferos muestran desarrollo del acrosoma, similar a
las espermatidas intermedias del testiculo (Fig. 4a).

El analisis histologico de las espermatidas avanzadas
en el ducto deferente medio ascendente y descendente
permitio reconocer la presencia de la capsula semiesférica



Figura 4. Espermiogénesis en ductos seminiferos y deferentes de Litopenaeus vannamei y L. stylirostris. a) Espermatidas intermedias en ductos
seminiferos colectores de testiculos; barra de escala= 20 pm, b) Espermatidas avanzadas en ductos deferentes de L. stylirostris; barra de
escala= 5 um, c) Espermatidas avanzadas en el ducto deferente ascendente de L. vannamei; barra de escala= 5 um, d) Ultraestructura de
espermatozoides de espermatoéforos; barra de escala= 1 um. AC= acrosoma, ACC= capsula acrosomal, A.SPMT= espermatida avanzada, CP=
particulas citoplasmaticas, EPT= epitelio, FM= malla fibrilar, M.SPMT= espermatida intermedia, N= ntcleo, SC= sub-acrosoma, SD= ducto
seminifero, SP= espina; SPM= espermatozoide / Spermiogenesis in seminiferous ducts and vasa deferentia of Litopenaeus vannamei and L.
stylirostris. a) Mid spermatids in seminiferous ducts from testicles; scale bar= 20 um, b) Advanced spermatids in vas deferens of L. stylirostris,
scale bar= 5 pum, c) Advanced spermatids in ascending vas deferens of L. vannamei; scale bar= 5 um, d) Sperm ultrastructure from
spermatophores; scale bar= 1 um. AC= acrosome, ACC= acrosomal capsule, A.SPMT= advanced spermatid, CP= cytoplasmic particles, EPT=
epithelial lining, FM= filamentous meshwork, M.SPMT= mid spermatid, N= nucleus, SC= subacrosome, SD= seminiferous duct, SP= spike;

SPM= spermatozoon

o acrosomal, y la compactacion del nucleo en la region
posterior de la espermatida (Fig. 4b-c-d). La polimerizacion
de la espina en la region anterior de la espermatida se
inicia en el ducto deferente medio ascendente y se
reconoce por la estructura tipica y su tincion rosa (Fig.
4c); los espermatozoides aparecen completamente
formados en los espermatoforos. La capsula acrosomal
de L. vannamei tifie de manera similar al nucleo (basofilico)

y es menos evidente por el menor tamafio de la célula (3-
4 pm), en comparacion con la capsula de L. stylirostris
(6,5 um; Fig. 4b). La microscopia electronica de transmision
de espermatozoides obtenidos de espermatoforos (Fig.
4d) revela la ultraestructura de las 3 regiones: acrosoma
(espina y capsula acrosomal), subacrosoma (malla fibrilar)
y nucleo, de la fase final del proceso en los machos de L.

vannamei.
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Discusion

En el presente estudio se describe el proceso gradual de
la oogénesis, desde la proliferaciéon de oogonios y el
crecimiento de los oocitos primarios. El desarrollo de
0ocitos es un proceso continuo, que en gran medida se
puede correlacionar con la escala de madurez visual; sin
embargo, la histologia permite definir con mayor precision
el estado de desarrollo de la poblacion de oocitos
primarios. La escala visual puede generar sobreposicion
entre estados vitelogénicos, de forma tal que aparentes
estados I: inmaduros, pueden presentar oocitos en
vitelogénesis I; ovarios en estado II: vitelogénesis I,
pueden presentar oocitos en vitelogénesis II; y ovarios
en estado III: vitelogénesis secundaria, pueden presentar
algunos oocitos en vitelogénesis primaria.

A través de la histologia se detectaron diferencias
fundamentales entre las distintas fases de desarrollo de
los oocitos en relacion a la escala visual. El tamafio de los
oogonios (9 um) es similar al reportado para Penaeus
japonicus (10 um, Yano 1988), pero inferior al reportado
para Farfantepenaeus paulensis, de alrededor de 41-51
um (Nazari et al. 2007). Las diferencias entre oogonios y
oocitos primarios en fase de sinapsis y cromatina
nucléolos, segin Yano (1988), se evidencia en los cambios
basofilicos y el incremento de tamaiio del oocito (Fig. la-
b).

Palacios et al. (2003) establecieron una clasificacion
histologica basada en 3 estados: pre-vitelogénico,
vitelogénico y cortical. Sin embargo, en la presente
descripcion histolégica se definieron mas fases de
desarrollo de la oogénesis. Con base en la escala HS
(Palacios et al. 2003), el ovario pre-vitelogénico de L.
vannamei presenta 65% de oocitos pre-vitelogénicos y
35% de oocitos en vitelogénesis temprana; el tamaiio
maximo promedio de oocitos es de 70 um. En el presente
estudio, el rango de diametro de oocitos pre-vitelogénicos
en peri-nucléolos tardios oscild entre 84 y 94 pm, similar
al rango de tallas de oocitos pre-vitelogénicos reportados
para F. paulensis (82-96 um) por Nazari et al. (2007). Tan-
Fermin & Pudadera (1989) reportaron para P. monodon
una talla de 55 pm como limite inferior para oocitos peri-
nucléolos con células foliculares (tardios); dicha talla
corresponde a oocitos en peri-nucléolos tempranos sin
estrato de células foliculares en M. japonicus (30-80 um;
Yano 1988) y L. vannamei (30-61 pum).

Los oocitos en vitelogénesis temprana se distinguen
por el estrato de células foliculares de enorme tamafno y
la acumulacion de globulos acidofilicos en el ooplasma.
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Los oocitos vitelogénicos se distribuyen inicialmente
hacia la periferia de los l6bulos ovaricos y gradualmente
llenan el lumen de los 16bulos, acompanados de oocitos
pre-vitelogénicos principalmente en fase de peri-nucléolos
tempranos. Los oocitos en vitelogénesis primaria de L.
vannamei presentan una talla de 71-112 pm, que se
incrementa marcadamente durante la vitelogénesis
secundaria (165-202 pum); comparativamente, en F.
paulensis, el diametro promedio de oocitos vitelogénicos
oscila entre 216-224 pm (Nazari et al. 2007). En M.
japonicus, los oocitos en vitelogénesis primaria oscilan
entre 80y 146 um (Yano 1988).

El desarrollo de las criptas corticales marca la etapa de
pre-maduracion de los oocitos, que presentan tallas entre
160y 220 um en L. vannamei y 200-264 um en M. japonicus
(Yano 1988); en P. monodon, 30% de la poblacion de
oocitos corresponden a oocitos con criptas corticales
mayores de 200 um (Tan-Fermin & Pudadera 1989). En un
estudio previo (Rojas & Alfaro 2007), se determiné que la
ovulacion ocurre en hembras estado IV, al momento del
desove en L. occidentalis y los oocitos de hembras en
estado IV en fases previas al desove, no son capaces de
liberar las criptas corticales al contacto con el agua marina.
Ademas, la fusion entre la espina del espermatozoide y la
envoltura vitelina de los oocitos no ocurre debido a la
presencia del estrato de células foliculares. El diametro
promedio de huevos recién desovados de Litopenaeus
es de 280 um (Rojas & Alfaro 2007).

El analisis histologico de la espermatogénesis con
tincion hematoxilina-eosina permite analizar las fases que
experimentan los gametos masculinos desde el estadio
de espermatogonio. A pesar que la microscopia electronica
de transmision permite evaluaciones mas detalladas de la
ultraestructura, la microscopia de luz convencional revela
adecuadamente las diversas fases del proceso,
permitiendo evaluaciones espermatogénicas de esta
importante especie de cultivo, con clara definicién de
espermatogonios, espermatocitos primarios y
secundarios, espermatidas tempranas, intermedias y
avanzadas. La distincion entre espermatidas avanzadas
y espermatozoides requiere de la microscopia electronica
para identificar el subacrosoma. El analisis histologico
comparativo de las 3 especies de Litopenaeus del Pacifico
americano: L. vannamei, L. stylirostris, y L. occidentalis,
indica que la capsula acrosomal se define claramente en
el ducto medio y las espinas muestran elongacion
completa en espermas de las ampulas terminales.



En un estudio previo con microscopia electronica de
barrido se demostrd que la polimerizacion de la espina
ocurre gradualmente en los ductos deferentes medios de
L. stylirostris (Alfaro 1994); en esta especie, las
espermatidas del ducto medio ascendente no presentan
elongacion de la espina, que comienza a desarrollarse en
los ductos medios descendentes. En L. vannamei, L.
stylirostris y L. occidentalis, los espermatozoides de las
ampulas terminales muestran elongacion completa de las
espinas, observadas mediante microscopia electronica de
transmision. Sin embargo, los espermatozoides de estas
especies continiian su maduracion y capacitacion en el
télico de las hembras (Alfaro et al. 2007). Recientemente,
otro estudio analizé cambios morfoldgicos y bioquimicos
en espermatozoides de L. vannamei, confirmando que la
capacitacion ocurre luego de la cépula (Aungsuchawan
etal.2011).

La estructura de lobulos con tibulos seminiferos es
similar en L. setiferus, L. vannamei, P. indicus, P.
longirostris y M. monoceros (Chow et al. 1991, Mohamed
& Diwan 1993, Medina 1994, Abraham et al. 2007). Sin
embargo, los estudios de Medina (1994), Abraham et al.
(2007) y Kang et al. (2008) refieren el desarrollo de
espermatozoides con espinas completas en los tibulos
del testiculo de P. longirostris, M. monoceros y
Fenneropenaeus chinensis (Osbeck, 1765), respectivamente.
Las observaciones del presente estudio para L. vannamei,
claramente indican que las espermatidas que salen del
testiculo estan inmaduras y contintan su desarrollo en
los ductos deferentes, completando la formacion de la
capsula acrosomal y la espina, de manera similar a la
maduracion de espermatidas de L. setiferus (King 1948) y
Sicyonia ingentis (Sicyoniidae, Shigekawa & Clark 1986).

La produccion y maduracion de gametos masculinos
en Litopenaeus sigue el modelo propuesto por Alfaro-
Montoya (2010), que plantea 3 niveles de desarrollo:
espermatogénesis en testiculos, maduracién de
espermatozoides en ductos deferentes y produccion de
espermatoforos; un nivel adicional ocurre en las hembras:
maduracion final y capacitacion de espermatozoides. En
los espermatdéforos, la cantidad y proporcion de
espermatozoides normales con espinas bien formadas,
es un aspecto de enorme importancia practica como
indicador de calidad reproductiva en la propagacion
controlada de camarones.

Los resultados obtenidos permitieron evaluar la
gametogénesis de L. vannamei, con la descripcion
histolégica de los cambios graduales que experimentan

las células germinales en ovarios y testiculos, incluyendo
los ductos deferentes masculinos y contrario a otras especies
de la familia Penacidae, la formacion de espermatozoides de
L. vannamei ocurre en los ductos deferentes.
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