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o Abstract: The objective of this study was to compare the ovary development of
ablated and non-ablated females of Pleoticus muelleri and to evaluate the influence
of eyestalk ablation on molting frequency. The females (7-22 g weight) were
maintained under culture conditions with 12:12 fotoperiod, 15-17°C temperature
and 31%eo salinity. They were fed on fresh squid, prawn and clam. The ovaries and
digestive glands were weighed and fixed for histological examination at 4, 9, 15, 20,
40, and 50 days. Gonad index varied between 0.925 and 3.747 (control) and 1.457
and 5.035 (ablated). The digestive gland index ranged from 2.059 to 4.520 (control)
and 3.471 to 4.471 (ablated). The intermolt duration was 21.7 + 3.9 and 23.2 + 2.4
for the control and ablated respectively. At the end of the experiment the ovaries of
ablated females were mature and those of the control were in primary vitellogenesis.
It was concluded that the eyestalk ablation in P. muelleri resulted in precocious
maturation of the ovary without changes in the molting frequency. The ovary index
was size-independent. Ablation had no effect on the relative weight of digestive
gland.

® Resumo: Este trabalho teve como objetivo comparar o grau de desenvolvimento
ovariano de fémeas ablacionadas e intactas de Pleoticus muelleri e avaliar a
influéncia da ablagfio sobre a fregiiéncia da muda. As fémeas, de 7 a 22 g de peso,
foram mantidas em condigdes de cultivo com fotoperiodo de 12:12, temperatura
entre 15 e 17°C, salinidade de 31 e alimentadas com lula, camardo e bivalvos
frescos. Foram pesados e fixados os ovérios e hepatopincreas, realizando um
controle histoldgico nos 4; 9; 15; 20; 40 e 50 dias. O indice gonadossomatico variou
entre 0,925 e 3,747 (controle) e entre 1,457 e 5,035 (ablacionados). Determinou-se
valores de indice hepatopancreatico entre 2,059 a 4,520 (controle) e de 3,471 a 4,471
(ablacionados). A duragio média da intermuda foi 21,7 + 3,9 e 23,2 + 2,4 dias para
o grupo controle e ablacionados, respectivamente. Ao finalizar o experimento a
andlise histologica demostrou que os ovarios das f8meas ablacionadas encontravam-
se totalmente amadurecidos e os do controle em vitelogénese primaria. Conclui-se
que a ablagio peduncular acelera a maturagiio ovariana de P. muelleri, sem
modificar a freqiiéncia da muda. O indice ovariano é independente do tamanho no
intervalo de peso estudado e a ablago ndo apresentou efeito sobre o peso relativo dos
hepatopéincreas.

o Descriptors: Ovarian maturation, Molt, Culture, Crustacea, Penaeoidea.

o Descritores: Maturagfo ovariana, Muda, Cultivo, Crustacea, Penaeoidea.
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Introduccion

En los crusticeos la interaccién entre muda y
reproduccién determina complejos mecanismos de
control enddcrino de acuerdo al patrén reproductivo
observado en los distintos taxa de crusticeos
(Quackenbush, 1991). En los peneidos el crecimiento
somatico y el gonadal se producen simultdneamente,
de alli la importancia de un balance 6ptimo entre estos
dos procesos (Adiyodi, 1985). En las especies de télico
abierto de la familia Penaeidae, la muda de la hembra
es seguida por el desarrollo ovarico y posterior desove
antes de la proxima muda; esta secuencia sugiere que
la frecuencia de muda seria uno de los factores que
controlan el desove (Browdy, 1992).

El conocimiento de los procesos fisiologicos que
involucran el desarrollo ovirico, la cépula y el desove,
como asi también de los mecanismos de control
endocrino, es de relevante importancia para controlar
la reproduccién de los crustdceos. Algunas variables
ambientales tienen un efecto significativo en la
reproduccion  de los camarones en cautiverio,
actuando sinergéticamente o en forma individual,
siendo las més importantes el fotoperiodo, la
intensidad luminica, ruidos, color y tamafio del
tanque, calidad del agua, temperatura y salinidad
(Browdy, op. cit.). La ablacion peduncular unilateral,
que provoca una disminucién del nivel de hormona
inhibidora del desarrollo gonadal circulante en
hemolinfa, induce picos de maduracién y desoves,
optimizando la produccién comercial de larvas. Ese
incremento en el potencial reproductivo se
corresponde con un gran aumento de las demandas
bioenergéticas de las hembras desovantes, con
requerimentos nutricionales adicionales. Uno de los
métodos de estudio del desarrollo gonadal es el
examen de los cambios en la relacion entre el tamafio
de la gonada y el peso del cuerpo (indice
gonadosomadtico). Este indice ha sido usado para
estudiar el ciclo reproductivo de Metapenaeus affinis
(Pillay & Nair, 1971) y Penaeus setiferus (Lawrence et
al., 1979).

El langostino argentino Pleoticus muelleri se
distribuye en zonas con temperaturas entre 6 y 22°C y
salinidades entre 31,5 y 33,5, en el litoral atlantico
desde los 20°S, Espirito Santo, Brasil, hasta los 50°S,

Santa Cruz, Argentina (Boschi, 1986). Con relacion a-

las condiciones que determinan la maduracién gonadal
de esta especie fuera del periodo reproductivo natural,
se realizd un experimento para evaluar la influencia de
la ablacién peduncular unilateral.

Materiales y métodos

Se efectud un experimento de 50 dias de duracién
con 30 hembras de P. muelleri obtenidas de la zona
costera de Mar del Plata, Argentina, con valores
iniciales de pesos entre 7y 22 g y largo de cefalotorax
entre 22 y 34 mm.

Los animales se mantuvieron a una densidad de
10 especimenes/m? en dos tanques circulares de fibra
de vidrio, de color negro de 2500 1 de capacidad. Los
mismos estaban equipados con sisterna de aireacion.
Diariamente se recambi6 el 50% del volumen de cada
tanque con agua de mar filtrada con dos filtros en serie
de arena y grava y bolsa filtrante con un tamafio de

poro de 5. El fotoperiodo, de 12 h luz/12 h oscuridad
(06:00 a 18:00 h), se mantuvo mediante un sistema de
dos tubos fluorescentes de 40 watt suspendidos sobre
los tanques y enmascarados para proveer de una
intensidad luminica de 3 luxes en la superficie del
agua,

La dieta consisti6 en calamar (lllex argentinus),
camarén (Artemesia longinaris) y almeja (Mesodesma
mactroides) frescos, alimentando tres veces al dia,
comenzando con un 10% de la biomasa y ajustando la
cantidad de acuerdo con el alimento consumido. Todos
los dias se registré la temperatura, pH, salinidad y
amonio. Los valores de temperatura se mantuvieron
entre 15y 17°C; el pH en 6,5; la salinidad en 31 y el
amonio no supero los 0,2 mg/1.

Al iniciar el experimento los langostinos se
pesaron con precision al 0,01g, se midi6 el largo de
cefalotéorax desde el margen postorbital hasta el
margen posterior dorsal con un calibre, marcandolos y
asignandole un nimero, a efectos de su posterior
reconiocimiento. Como marca se utilizé un circulo de
celuloide numerado adherido al cefalotérax mediante
una gota de metacrilato. Este tipo de marca es
eficiente y no afecta la fisiologia de los individuos.
Cada tratamiento se probd por duplicado,
ablacionando el pedinculo ocular unilateralmente a la
mitad de las hembras de cada tanque. La ablacién se
realizé cortando con tijeras oftalmoldgicas 1a base del
pedunculo.

El estado de desarrollo ovérico se inspecciond
macroscépicamente todos los dias, observando la parte
dorsal del exoesqueleto por transparencia, iluminando
con una linterna sumergible.

El seguimiento histolégico del crecimiento
ovocitario se realizé tomando muestras segin el grado
de desarrollo alcanzado (4; 9; 15; 20; 40 y 50 dias),
consistentes en dos hembras de cada tanque tomadas
al azar, una ablacionada y otra control. Mediante
diseccion se extrajeron los ovarios y los
hepatopancreas, los que se pesaron en fresco para
calcular los indices gonadosomdtico (IG) y
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hepatopancredtico (IH), respectivamente, de acuerdo
con las siguientes férmulas:

Peso ovario. 100
IG=

Peso del cuerpo

Peso hepatopéancreas. 100

H=
Peso del cuerpo

Los gjemplares muestreados se fijaron con medio
Davidson (Bell & Lightner, 1988). El material fijado
fue deshidratado con alcohol etilico, aclarado con
benzol e incluido en parafina. Se realizaron cortes de
5-6 um de espesor, coloreando con hematoxilina-
eosina. :

Los datos de crecimiento en largo de cefalotérax
se analizaron mediante ecuaciones de regresion que
relacionan los valores de postmuda con los de
premuda (Kurata, 1962). Con respecto a los IG e IH se
testearon las siguientes regresiones: IG e IH en
funcién del peso del cuerpo, IG de las hembras testigo
en funcién del IG de las ablacionadas e IH de las
hembras testigo en funcién del IH de las ablacionadas.

El coeficiente de correlacion se tested para p<0,05,
analizando las distintas regresiones mediante analisis
de covarianza (Sokal & Rohlf, 1979).

Resultados

En la Tabla 1 se presentan los pesos de los
ovarios y hepatopincreas de hembras control y

experimento. Los valores de peso gonadal versus peso
del cuerpo no se ajustan a ningtin modelo de regresién,
comprobando que el indice ovérico es independiente
del tamafio en las tallas estudiadas. Los valores de IG
variaron entre 0,925 y 3,747 en los ejemplares control
y entre 1,457 y 5,035 en los ablacionados. El valor de
los TH fue de 2,059 a 4,520 para los controles y de
3,471 a 4,471 para los ablacionados

La Tabla 2 resume los valores promedio de los IG
¢ TH de cada muestreo. Al analizar estadisticamente el
IG de las hembras control y ablacionadas, comparando
las lineas de regresion por ANCOVA, se encontraron
diferencias significativas (F=2,32) (Fig. 1); esta
diferencia se hace mas evidente a partir del dia 20
luego de la ablacion. Con respecto al IH, no se
encontraron diferencias significativas entre los
ablacionados y los controles (F=0,11), manteniéndose
constantes sus valores (Fig. 2).

Los resultados obtenidos en cuanto a crecimiento
y frecuencia de muda se presentan en la Tabla 3. La
duracién del periodo de intermuda vari6 entre 16 y 27
dias (controles) vy entre 20 y 25 dias (ablacionadas).
Estos valores no son estadisticamente diferentes. Se
determiné un ajuste lineal con una coeficiente r=0,84
para los controles y de r=0,91 para los ablacionados.
Comparados por ANCOVA no existen diferencias
significativas en incremento por muda entre las
hembras control y las ablacionadas.

El andlisis histologico demuestra que al finalizar
el experimento los ovarios de los ejemplares
ablacionados se encontraban en maduracion total con
la presencia de cuerpos periféricos en los ovocitos,

ablacionadas obtenidos de los muestreos realizados a I\f;'zznlotrt;esicsluiirn:r)isa (Fciont3r)o les  sélo alcanzaron
los 4; 9; 15; 20; 40 y 50 dias del inicio del g P g 2)
Tabla 1. Valores de crecimiento e indices gonadosomatico y hepatopancreético durante la experimentacion.
D CONTROLES ABLACIONADAS
PT LC PG 1G PH H LC PG 1G PH H
4 16,02 31 0,17 1,061 0,33 2,059 29 0,34 2,514 0,57 4215
4 8,20 24 0,16 1951 0,32 3,902 2 0,10 1,457 0,30 4373
9 15,35 30 027 1758 0,63 4,104 25 0,19 1,979 0,36 3,750
9 13,84 2 032 2312 0,54 3,901 27 0,43 3412 0,53 4,206
15 14,93 31 041 2746 0,56 3,750 30 0,39 2,678 0,63 4326
15 15,66 30 045 2873 0,67 4278 28 0,29 2,596 0,45 4,028
20 15,38 E?) 041 2,665 0,52 3,381 25 0,19 2,043 0,33 3,548
20 11,23 27 0,15 1335 0,42 3,739 , 29 0,27 1,963 0,57 4,145
40 20,66 34 045 2178 0,65 3,146 20,00 34 0,53 2,650 0,79 3,950
40 12,10 28 027 2231 0,48 3,966 21,43 35 0,53 2473 0,79 3,686
50 15,12 31 0,14 0,925 0,48 3,174 13,04 28 0,28 2,147 0,49 3,757
50 21,68 35 0,38 1,752 0,98 4,520 25,62 38 1,29 5,035 1,13 4410
50 20,28 34 0,76 3,747 0,66 3,254 26,79 39 1,14 4255 0,93 3,471
50 10,94 28 0,23 2,102 0,35 3,199 19,99 34 0,61 3,051 0,78 3,901

D: dias de experimentacion; PT: peso total (g); LC: largo de cefalotérax (mm); PG: peso gonadal (g); IG: indice
gonadosomatico; PH: peso del hepatopancreas (g); IH: indice hepatopancreético.
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Tabia 2. Valores medios de indices gonadosomatico y hepatopancreético durante la experimentacion.

D CONTROLES ABLACIONADAS
IG s IH = s IG + s IH + s

4 1,506 0,629325 2,980 1,303197 1,985 0,747411 4,294 0,111722

9 2,035 0,391737 4,000 0,143542 2,695 1,013284 3,978 0,322440
15 2,809 0,089802 4,014 0,373352 2,637 0,057982 4,177 0,210717
20 2,000 0,940452 3,560 0,253144 2,003 0,056568 3,846 0,422142
40 2,204 0,037476 3,556 0,579827 2,561 0,125157 3,818 0,186676
50 2,131 1,184676 3,536 0,656351 3,622 1,277878 3,884 0,393133

D: dias; IG: indice gonadosomatico medio; s: error standard de la media; IH: indice hepatopancreético medio.

H

4.5
4
35
3
25
2
—4&@—— Control 15 —~&@— Control
—Hll—Ablac. 1 —8— Ablac.
+ + + 4 + 4 0.5
4 9 15 20 40 50 DIAS 0+ - + + + + '
4 9 15 20 40 50 DIAS

Fig. 1. Indice gonadosomdtico en funcién del tiempo. Fig. 2. Indice hepatopancreético en funcion del tiempo.

Tabla 3. Efecto de la ablacion sobre la duracion de la intermuda.

n P; + s D + s Le; + S Ler £ S
Ablacionados 7 11,57 4,5386 21,71 3,9880 28,28 4,7121 31,14 3,6811
Controles 4 13,65 2,7753 23,25 2,3629 28,25 1,7853 31,25 2,1650

n: numero; Pi: peso medio inicial; D: duracion de ia intermuda en dias; L¢; y Leg: largo de cefalotérax pre y postumuda; s: error
standard de la media.
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Fig. 3. Control histologico de las gonadas. A: Control inicial; ovario parcialmente desovado en maduracion incipiente (fase
proliferativa); ovocitos en crecimiento, facetados, baséfilos, con nucleolos fragmentados. B: Ablacionado inicial; imagenes
similares al anterior. C: Control 20 dfas; ovario en proliferacién y diferenciacion, con distintas generaciones de ovocitos en
crecimiento. D: Ablacionado 20 dias; vitelogénesis primaria; ovocitos de mayor tamafio con deposicion de vitelo;
hiperplasia e hipertrofia de las células foliculares. E: Control 50 dias; similar al control de 20 dias. F: Ablacionado 50 dias;
maduracion total, ovocitos maduros con cuerpos periféricos; desaparicion de niicleos. La escala representa 50 pum.

o: ovocitos; f: células foliculares; z: zona proliferativa; ¢: cuerpos periféricos.
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Discusion

Al analizar la relacidn entre el peso gonadal
versus el peso del cuerpo de P. muelleri mediante
ecuaciones de regresion, no se encontrd ajuste, lo que
indicaria que el indice ovarico, en las tallas testeadas,
es independiente del tamafio. Jeckel ef al. (1989)
obtuvieron resultados similares estudiando la
poblacion natural de esta especie, comprobando que el
indice ovarico aumenta con el estadio de maduracion,
siendo un buen indicador del mismo. De acuerdo con
nuestros resultados, las diferencias encontradas entre
los IG de los controles y ablacionadas se hacen mas
notorias a partir del dia 20, coincidiendo con lo
observado en experimentos previos en los cuales se
registr6 un periodo de latencia (tiempo transcurrido
entre la ablacién y el primer desove) de alrededor de
30 dias. Segin Quackenbush (1989) la ablacién
peduncular produce efectos facilmente observables
sobre el sistema reproductor de Penaeus vannamei,
con una respuesta rapida que se alcanza entre los 7 y
14 dias, luego de lo cual los tejidos retornarian a los
niveles de preablacion. En Penaeus monodon se
registré un tiempo de latencia minimo de 14 dias (Tan
Fermin, 1991) y un maximo de 40 dias en subadultos
(Hillier, 1984); en Penaeus stylirostris ese lapso varié
entre 6 y 10 dias (Chamberlain et al., 1985).

Con respecto al IH no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores
calculados  para  ablacionados y  controles,
manteniéndose constantes a lo largo del experimento.
Estos resultados indican que en P. muelleri la ablacion
no afecta el peso relativo del hepatopancreas,
coincidiendo con los obtenidos por Lawrence et al.
(1979) en Penaeus setiferus. Haefner & Spaargaren
(1993) encontraron que en Crangon crangon el IH
aumentaba en los primeros estadios de maduracién
gonadal (previtelogénesis y vitelogénesis primaria) y
luego decrecia durante la vitelogénesis secundaria, con
valores entre 3,986 y 5,020. El contenido porcentual
de agua del hepatopancreas permanecia constante en
todos los estadios.

El hepatopancreas, ademas de glandula secretora,
es un organo de reserva de minerales y sustancias
organicas (lipidos, proteinas y glucogeno) (Gibson,
1982). En las hembras en estado de maduracion
avanzada el glucogeno aimacenado se moviliza hacia
otros tejidos y en especial hacia las gonadas; parte de
las proteinas almacenadas pueden ser usadas directa o
indirectamente como material para la sintesis de
vitelogeninas que se acumularian en el ovario durante
la vitelogénesis. La vitelogenina, precursora de las
proteinas del vitelo, es sintetizada en gran medida en
tejidos extraovaricos y ha sido identificada
electroforéticamente en la hemolinfa de hembras

reproductivas (Fyffe & O'Connor, 1974; Paulus &
Laufer, 1982; Tom et al., 1987). Sin embargo, Yano &
Chinzei (1987) estudiando cultivos de tejidos ovarico y
hepatopancreatico de Penaeus japonicus incubados in
vitro, indican que el ovario seria el sitio de sintesis de
vitelogeninas en crustdceos peneidos. Quackenbush
(1989) analizando el efecto de la ablacién peduncular
sobre la sintesis proteica in vitro en el ovario y
hepatopéancreas de Penaeus vannamei, concluye que la
misma se realiza en los dos 6rganos. Probablemente la
produccién de vitelo requiera la contribucién de
distintos tejidos: ovario, hepatopancreas, hemocitos y
tejido adiposo subepidérmico. Con respecto al
componente lipidico del vitelo, se sabe que los lipidos
dietarios son constituyentes importantes de los ovarios
en maduracién y que el nivel de lipidos ovaricos se
incrementa como respuesta a la ablacién (Lawrence et
al., 1979). Las diferencias determinadas en este
estudio entre el peso ovarico y el del hepatopancreas se
explicarian por la dindmica de la sintesis y liberacion
de estos componentes organicos.

Con respecto a la relacion entre muda,
crecimiento y reproduccién, nuestros resultados
demuestran que las hembras adultas de P. muelleri
responden a la ablacion acelerando el proceso de
maduracién ovérica sin incrementar la frecuencia de
muda con respecto a los controles. Resultados
similares reportan Gendrop-Funes & Valenzuela-
Espinoza (1995) para Penaeus stylirostris. La tasa de
crecimiento es una funcién del incremento en tamafio
por muda y la frecuencia de éstas. El proceso de muda
estd regulado por la actividad de dos hormonas, la
ecdisona y la hormona inhibidora de la muda presente
en el pedinculo ocular. Asimismo, en el pedinculo
ocular se secreta la hormona inhibidora de las
gonadas. La ablacion puede resultar en una
maduracion ovérica temprana, dependiendo de las
interacciones del ambiente, la edad y el estadio de
muda de los animales. Este efecto antagonista entre
muda y desarrollo ovarico fue observado en
numerosas especies, tales como Homarus americanus
(Aiken & Waddy, 1976); Penaeus indicus (Emmerson,
1980); Penaeus vannamei (Chamberlain & Lawrence,
1981); Penaeus semisulcatus (Browdy et al., 1986).
Choy (1987) encontré que Penaeus canaliculatus
responde a la ablacion aumentando la tasa de
crecimiento e induciendo una maduracién temprana de
las goénadas.

A partir de los resultados obtenidos se concluye
que, independientemente del tamafio de las hembras,
la ablacion peduncular en P. muelleri es una
metodologia adecuada para obtener maduracién en
cautiverio fuera de la estacion reproductiva, sin afectar
la condicién nutricional.
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