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ABSTRACT

Procambarus clarkii (Girard, 1852) is a freshwater decapod crustacean considered an invasive
species in Colombia due to its high adaptability and the ecological threats it poses to invaded
ecosystems. However, knowledge regarding its reproductive biology in the country remains
limited. This study described the ovarian development of P. clarkii from Laguna de Fuquene,
Cundinamarca, Colombia, during 2019. A total of 73 females and 64 males were collected, with
measurements of total length, weight, and sex. Subsequently, the hepatopancreas and gonads
were extracted to determine the gonadosomatic index (GSI) and hepatosomatic index (HSI) and
to establish ovarian maturity stages using morphological characteristics, coloration, and
histological analyses. The ovaries exhibited a typical Y-shaped morphology and contained
oocytes at different developmental stages, varying in size, morphology, staining affinity, and
vitellogenic activity. The gonadal cycle was divided into immature, previtellogenic, early and
intermediate vitellogenic, advanced mature, and spent stages. Oocytes were classified as
oogonia, early and late previtellogenic, early and late vitellogenic, and mature oocytes. The results
demonstrated that both HSI and GSI were directly related to ovarian maturation and sexual
development. These findings provide valuable information on the reproductive dynamics of the
species and contribute to future biological control and management strategies for this invasive
crayfish.

Keywords: Freshwater crayfish — hepatosomatic index — gonadosomatic index — gonadal

development — oogenesis

RESUMEN

Procambarus clarkii (Girard, 1852) es un crustaceo decapodo de agua dulce considerado invasor
en Colombia debido a su alta capacidad adaptativa y al impacto ecolégico que genera en los
ecosistemas donde ha sido introducido. Sin embargo, el conocimiento sobre aspectos basicos
de su biologia reproductiva en el pais aun es limitado. El presente estudio describi6 el desarrollo
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ovarico de P. clarkii en la Laguna de Fuquene, Cundinamarca, Colombia, durante 2019. Se
recolectaron 73 hembras y 64 machos, registrando longitud total, peso y sexo. Posteriormente,
se extrajeron hepatopancreas y gonadas para determinar el indice gonadosomatico (IGS) y
hepatosomatico (IHS), asi como establecer los estadios de madurez ovarica mediante
caracteristicas morfologicas, coloracion y analisis histoldgicos. Los ovarios presentaron una
forma tipica en “Y” y estuvieron compuestos por ovocitos en diferentes fases de desarrollo, con
variaciones en tamafio, morfologia, afinidad tintorial y actividad vitelogénica. El ciclo gonadal se
dividié en los estados inmaduro, previtelogénesis, vitelogénesis temprana e intermedia, madurez
avanzada y desovado. Los ovocitos se clasificaron en ovogonias, previtelogénicos tempranos y
tardios, vitelogénicos tempranos y tardios, y maduros. En conclusion, el IGS y el IHS mostraron
una relacién directa con la madurez sexual y el desarrollo ovarico, evidenciando que estos
indices constituyen herramientas utiles para comprender la dinamica reproductiva de la especie
y aportar informacion clave para futuros programas de manejo y control bioldgico.

Palabras clave: cangrejo de rio — Hepatosomatico — Gonadosomatico — desarrollo gonadal —

ovogénesis

INTRODUCCION

Los crustaceos son uno de los grupos zooldgicos con mayor éxito, tanto por el numero de
especies registradas (67.829), como por la diversidad de ecosistemas que colonizan (Brusca &
Brusca, 2005; De Grave et al., 2023; Peart & Schnabel, 2024) siendo estos fundamentalmente
acuaticos, habitando en todas las profundidades y en distintos medios, como el mar, el agua
salobre y dulce, ademas la tierra (Alvarez et al., 2014).

Dentro de este gran grupo, se encuentra la familia Cambaridae, conocida también con el nombre
de cangrejos de rio, conformada por alrededor de 612 especies, distribuidas por todo el mundo

(Alvarez et al., 2014; Souty-Grosset et al., 2006). Gran parte de las especies de esta familia


https://es.wikipedia.org/wiki/Cangrejo_de_r%C3%ADo
https://es.wikipedia.org/wiki/Especie_(biolog%C3%ADa)
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corresponde al género Procambarus, con 16 subgéneros y 156 especies, a las cuales se les
atribuye gran tolerancia ecoldgica, resistencia a la variacion de temperatura y habilidad para la
construccion de galerias en épocas de reproduccién y sequia (Hobbs, 1984).

A este género pertenece Procambarus clarkii (Girard, 1852), comunmente conocido como
cangrejo de rio, acocil rojo o crawfish (Gherardi, 2006; Jin et al., 2019; Dorr et al., 2020;
Karaouzas et al., 2024), nativa del norte de México y del valle del rio Mississippi en Estados
Unidos (FAO, 2009). Esta especie ha sido introducida en todos los continentes excepto Australia
y Antartida (Campos, 2005), debido a su importancia econémica, ya que esta especie posee una
gran tasa de fertilidad, una facil manutencion, gran resistencia, y bajos costos de produccion,
utilizandola en actividades humanas como: la acuicultura y la recreacion (como mascotas) (Mito
& Uesugi, 2004; Kawai & Kobayashi, 2005; Jin et al., 2019; Pedroza-Martinez, 2017).

En Colombia, P. clarkii fue introducida en el Valle del Cauca hacia el afo de 1985 por la
“Agropecuaria Heliodoro Villegas Sucesores S.A.”, en calidad de especie experimental; sin
embargo, con el paso del tiempo, esta se dispersé por tributarios y afluentes del rio Cauca
(Flérez-Brand & Espinosa-Beltran, 2011). Desde entonces, el cangrejo de rio ha tenido gran éxito
en la colonizacion de nuevos ambientes, ya que posee una gran plasticidad ecolégica que le
permite la supervivencia en distintos ecosistemas, destacando su voracidad y eficiencia
reproductiva (Souty-Grosset et al., 2016; Dorr et al., 2020; Karaouzas et al., 2024).

El cangrejo de rio es una especie que se encuentra en varios tipos de habitats tanto naturales
como agricolas, de agua dulce (Iénticos y I6ticos) tales como rios, humedales, pantanos, canales,
estanques, embalses, entre otros (Gherardi, 2006). Por otra parte, P. clarkii posee la capacidad
de tolerar un amplio rango de condiciones ambientales tales como altas temperaturas, aguas
contaminadas, bajas concentraciones de oxigeno disuelto y periodos de sequia; no obstante,
presenta un comportamiento territorial y agresivo con su propia especie cuando entra en un
estado de tension donde se ve afectado su espacio o alimentacion (Souty-Grosset et al., 2016).

Ademas, posee distintas formas de vida, entre las que resaltan galerias bajo la tierra humeda,
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piedras con vegetacion y también en las raices de arboles (Villalobos-Figueroa, 1955; Huner &
Avault, 1976; Huner & Barr, 1984; Holdich, 2002).

En cuanto a la reproduccion, es una especie que posee la estrategia “r’, la cual se fundamenta
en un ciclo de vida corto (2 afios en promedio) y una alta tasa de reproduccién y propagacion
(Campos, 2005), razones por las cuales ha tenido tanto éxito en todos los ecosistemas que
habita, ademas de las expuestas en apartados anteriores (Rodriguez, 2001; Arias-Pineda &
Rodriguez, 2012; Arias-Pineda & Pedroza-Martinez, 2018). Los juveniles tienen altas tasas de
sobrevivencia y la madurez sexual la alcanzan en aproximadamente tres meses (Dorr et al.,
2020). Las hembras adultas pueden reproducirse 2 veces al afio, aunque en condiciones
favorables pueden llegar a tener 3 generaciones por afo ( Souty-Grosset et al., 2016).

En los crustaceos, en general, y en especial en las hembras, el ciclo y la madurez reproductiva
estan fuertemente asociados a una serie de patrones que atraviesan durante su ciclo de vida,
evidenciandose principalmente en los cambios morfolégicos como la muda y el desarrollo
gonadal, en los cuales es posible identificar externamente variaciones en la coloracion y el
tamafio, durante el periodo de maduracion sexual (Meeratana & Sobhon, 2007).

En P. clarkii se han realizado estudios sobre las génadas de las hembras, especialmente en los
campos de la morfologia, desarrollo ovarico y estadios vitelogénicos (Jin et al., 2019; Ando &
Makioka, 1998; Carmona-Osalde et al., 2004ab; Sharifian et al., 2015). En las hembras de P.
clarkii, el sistema reproductor esta compuesto por el ovario y los oviductos (Ando & Makioka,
1998). El ovario tiene forma de Y y posee un par de l6bulos o sacos ovaricos anteriores y un
unico Iébulo ovarico posterior, ubicado en el cefalotérax, en posicion dorsal, debajo del corazon
y por encima del hepatopancreas (Ando & Makioka, 1998; Jin et al., 2019).

El numero de huevos se relaciona directamente con la talla de la hembra; hembras jovenes
presentan una reproduccion de entre 50 y 100 huevos mientras que hembras adultas de 10 cm
pueden llegar a tener 500 huevos (Franco, 2014; Rodriguez, 2001). El tiempo de eclosion de los
huevos varia entre 21 y 30 dias, durante los cuales los huevos van cambiando de color a medida

5
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que se van desarrollando. A los dos dias de nacer, las postlarvas pueden alcanzar
aproximadamente los 5 mm de longitud y en tres meses pueden llegar a alcanzar 80 mm
(Campos, 2005; Souty-Grosset et al., 2016; FAO, 2009). Los individuos que han alcanzado la
madurez sexual se aparean o realizan la cépula en aguas abiertas (Campos, 2005).

Sin embargo, diferentes factores pueden influir sobre el desarrollo y los valores de fecundidad de
la especie; entre estos estan las oscilaciones de temperatura, la calidad del agua, la
disponibilidad de refugio y el alimento (Pedroza-Martinez, 2017). En efecto, Arias-Pineda &
Rodriguez (2012) indican que el gran numero de fuentes alimentarias es muy propicio para la
rapida reproduccion y que las condiciones ambientales como el clima calido y el agua bien
oxigenada producen efectos positivos en el crecimiento de P. clarkii.

En crustaceos existe alta optimizacién de energia para la reproduccion, el crecimiento, la muda
y otras actividades fisiologicas (Cavalli et al., 2001; Yamaguchi, 2001; Sokolowicz et al., 2006;
Rodriguez, 1980), siendo el hepatopancreas el érgano fisiolégicamente dinamico, relacionado
con el almacenamiento y transferencia de nutrientes para la reproduccion (Marcolin et al., 2008).
Este cangrejo rojo se ha considerado de especial importancia por ser una especie exética y por
su alta tasa de reproduccion (Flérez-Brand & Espinosa-Beltran, 2011; Rivera et al., 2024), ahora,
en Colombia, no se tienen estudios suficientes como para llevar un control de la especie, teniendo
en cuenta que la biologia reproductiva de una especie, junto con otras variables del ciclo de vida,
proporcionan informacién sobre los mecanismos que determinan el éxito ecoldgico de la misma
en un ambiente determinado, aun cuando P. clarkii es considerado un crustaceo con alto
potencial invasivo ya que representa una amenaza para las especies nativas y para los
ecosistemas naturales (Kulkarni et al., 1991).

De esta manera, la presente investigacion tiene como objetivo describir los estadios ovaricos
durante el proceso de maduracién de las hembras, junto con una caracterizacion macroscopica

e histologica de las principales etapas del ciclo de madurez gonadal de hembras de P. clarkii en
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la Laguna de Fuquene, aportando informacion biolégica basica como soporte para futuros planes

de control biologico.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Este trabajo se realiz6 en la laguna de Fuquene (31 km?), ubicada entre los departamentos de
Cundinamarca y Boyaca, a 100 km al norte de Bogota, en la cordillera oriental de Colombia (Fig.
1), con coordenadas: latitud 5° 29' 50"; 5° 25" 26" N y longitud 73° 46' 49"; 73° 42' 44" O, a una

altitud de 2600 msnm.

En cuanto al clima, la precipitacion promedio en la cuenca es de 962,5 mm/afio, con una
temperatura media de 13 °C y un clima frio semihumedo. La laguna de Fuquene tiene una
superficie promedio de 3100 hay una profundidad media estimada de 2,3 m, tiene un volumen

maximo operativo de 36,8 millones de m?, correspondiente a una cota de 2539 msnm

La laguna de Fuquene hace parte de los humedales de Colombia; es el habitat de varias especies
de aves nativas y lugar de paso de aves migratorias. En la laguna habitan tres especies
endémicas de la regién, en las que estan cinco especies de peces y un crustaceo. Ademas,
existe gran diversidad de macrofitas acuaticas, con al menos sesenta especies reportadas por

D’Abramo & Sheen (1994).

Fase de campo

La investigacion se llevé a cabo durante cuatro meses: septiembre, octubre, noviembre y
diciembre del afio 2019. Se escogieron ocho sitios de muestreo alrededor de la Laguna de
Fuquene, donde por mes se muestrearon dos sitios distintos (uno cada dos semanas). En cada
sitio se establecieron cinco puntos para las recolectas, escogidos al azar. En cada punto estuvo

ubicada una trampa artesanal como la descrita por Arias-Pineda et al. (2020). Las trampas se



180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

sumergieron durante 24 horas por sitio de muestreo; como cebo se utilizaron higados y viseras

de pollo. También se tomaron en cuenta las caracteristicas bidticas del ecosistema.

Muestreo del cangrejo rojo y obtencion de relaciones biométricas

Con el fin de tomar las relaciones biométricas de los cangrejos capturados, 74 hembras y 65
machos, primero se realizo la identificacion taxonémica de la especie con base en la clave de
Hobbs (1984) y la descripcién realizada por Campos (2005) con la ayuda de un estereoscopio
Zeiss Stemi 305. Luego con base en la metodologia utilizada por Lozano-Alvarez & Aramoni-
Serrano (1996-1997) se determino el peso total de machos y hembras con una gramera SCOUT
PRO SP2001, asimismo, se les midio la longitud cefalotoracica (desde la escotadura interorbital
hasta el extremo posterior del cefalotérax), y longitud total con un calibrador (+ 0,1 mm), se
registré sexo, coloracién corporal en hembras, la presencia de masa ovigera y fueron sometidos
a un proceso de congelacién, con el objeto de detener su proceso digestivo utilizando un
congelador multiusos Samsung. Una vez descongelados, se realiz6 la diseccion para extraer los

ovarios y testiculos, el estbmago y el hepatopancreas.

Analisis gonadal hembras

Para el analisis de las gonadas, se realiz6 la diseccidén correspondiente para extraer los génadas
de cada individuo, se tomé el peso humedo para ambos sexos, se identifico el color de la gonada
(ovario) en hembras, tomando para cada color un registro fotografico, realizado por medio de una
camara Canon PowerShot SX60 HS, también se determiné el ciclo de madurez ovarica en base
a los estados de desarrollo gonadal establecidos por Ando & Makioka (1998) para P. clarkii,
mediante observaciones macroscoépicas y microscopicas adaptando modificaciones necesarias
para la descripcidon de cada uno, para esto se tuvo en cuenta, modificacion de los colores en los
ovarios, variaciones en la longitud de los mismos y el diametro de 10 ovocitos presentes en cada

gonada, con el fin de adquirir mayor informacion sobre el estado de madurez ovarica.
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Descripcion histologica

Se utilizoé la secuencia de pasos de la técnica comunmente utilizada para el procesamiento
histologico (Moreno et al., 2012). Los ovarios utilizados para este proceso fueron extraidos y
fijados en formol bufferado durante 24 h, luego, se deshidrataron y se realizé la inclusion en
parafina a 52 °C de punto de fusion para efectuar cortes de 7 um de espesor y se colocaron en
portaobjetos para después tefiirlos con hematoxilina-eosina, siendo este procedimiento realizado
por medio del laboratorio de patologia, de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional

de Colombia, Bogota.

Se tomaron fotografias de los cortes histolégicos con una camara Canon, por medio de un
microscopio Zeiss Primo Star con aumentos de 4X, 10X, 40X y 100X, se registraron los detalles
observados y la frecuencia de aparicion de las diferentes fases de desarrollo de los ovocitos,
considerando el diametro, la forma de los ovocitos, diametro del nucleo, numero de nucléolos;
presencia de células foliculares y de vitelo. Conjuntamente, se tuvo en cuenta la abundancia y el
grado de desarrollo de los ovocitos y la presencia y abundancia de las células germinales. Con
base en dichas descripciones se procedié a asignar el estado de desarrollo de los ovocitos

correspondientes a ovarios de hembras de P. clarkii.

Paralelo a la evaluacion externa del desarrollo gonadal, se determiné el indice gonadosomatico
(IGS), el cual se basa en el incremento del tamano de la gdbnada a medida que se acerca el
momento de la puesta, estimando la actividad reproductiva (De Vlaming et al., 1982; Kennish,
1996; Comoglio et al., 2005). En cuanto a la variacion de las reservas corporales con respecto a
variables biométricas, se calcul6 el indice hepatosomatico (IHS).

indice Gonadosomatico (IGS):
IGS (%) = Peso de la gbnada ovarios o testiculos X 100

Peso total de la langosta
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indice Hepatosomatico (IHS)

Refleja el nivel de las reservas de energia del cangrejo a ser empleadas en crecimiento y otros

procesos metabolicos (génadas) (Comoglio et al., 2005; Sokolowicz et al., 2006).

Para la construccion de los IHS por estadio gonadal y muestreo, se utilizé la relacion:

Peso Humedo del hepatopancreas
IHS (%) = X 100

Peso humedo de cada individuo

Analisis estadistico

Las diferencias en los parametros biologicos medidos para P. clarkii en funcion del mes de
muestreo, el sexo, el peso total de ambos sexos y los estadios ovaricos se establecieron
mediante comparacion de medias, a través del analisis de varianza (ANOVA) no paramétrico con
el post hoc de Tukey, previa comprobacion del ajuste de los datos a una distribucién normal,

mediante la prueba de Levene.

El analisis de varianza fue aplicado para comprobar la significatividad de las variaciones de los
indices Gonadosomatico (IGS) y Hepatosomatico (IHS), en funcion del mes, el sexo y los
estadios ovaricos. También se utilizaron analisis multivariados de la varianza (MANOVA) para
determinar las correspondencias entre los estadios ovaricos y los meses, al igual que analisis de
correspondencias multiples (ACM). Se utilizaron regresiones lineales simples para determinar la
relacion entre la longitud total y el peso del hepatopancreas, ademas de la longitud del cefalotérax
y el peso ovarico. El proceso estadistico de todos los datos se realizé con ayuda del programa

estadistico PAST 1.90 (Hammer et al., 2001).

Abreviaturas

10



249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

ZP: zona pre-vitelogénica, ZV: Zona vitelogénica, fo: foliculos ovaricos, Ov: ovogonias, O1:
Ovocito previtelogénico temprano, O2: Ovocito previtelogénico tardio, O3: Ovocito vitelogénico
temprano, O4: Ovocito vitelogénico tardio, OM: Ovocito maduro, I: Estado inmaduro, |I: Estado
de previtelogénesis, lll: Estado de vitelogenésis temprana, IV: Estado de vitelogenésis

intermedia, V: Estado de madurez avanzada, 0: estado desovado.

Aspectos éticos:

El presente estudio se desarrollé bajo criterios de bienestar animal y manejo responsable de
fauna acuatica, minimizando el estrés y la afectacion sobre los individuos evaluados con

permisos emitidos por la Universidad de La Salle y el Embalse de Fiquene

RESULTADOS

Aspectos generales de la morfologia externa e interna del ovario

Segun el analisis macroscépico de los de ovarios de hembras de P. clarkii se pudo observar
claramente que posee forma de Y, conformado por un par de I6bulos anteriores y un l6bulo
posterior (Fig. 1), ubicado en el cefalotérax, en posicion dorsal por encima del hepatopancreas y
debajo del corazén (Fig. 2), los oviductos conectados con el extremo posterior de cada I6bulo
anterior desembocan directamente en el gondéporo ubicado en la coxa del tercer par de

pereibépodos.
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Lébulo posterior

278

279  Figura 1. Fotografia esquematica de la vista dorsal del ovario de Procambarus clarkii. Ovario en
280 forma de Y que consta de un par de l6bulos anteriores y un solo I6bulo posterior. Un oviducto
281  corto esta conectado con el extremo posterior de cada I6bulo ovarico anterior. Dibujo tomado de
282  Ando & Makioka (1998).

283
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290 Figura 2. Ubicacion y morfologia externa e interna del ovario de P. clarkii. A) vista lateral, B) vista
291 dorsal, C. corazén, G. gonadas, H. hepatopancreas, E. estbmago. Tomada y modificada de
292 Moreno et al. (2012).
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Descripcion y caracterizacion del ciclo de madurez ovarica

De acuerdo con la observacidén macroscépica de las gonadas de hembras de P. clarkii,
claramente hay una variacion externa de tamano y color de los ovarios (Fig. 4A-E),
diferenciandolos en seis etapas de desarrollo ovarico (Tabla 1). Estas diferencias fueron
confirmadas por observaciones microscopicas (variacion en los ovocitos tanto en tamafio como
en el ingreso de vitelo a la célula). La longitud maxima del ovario en promedio fue de 40 mm y el
ancho maximo del saco ovarico fue en promedio de 7 mm. El tamafno del ovario no dependia del
tamario corporal de hembras de P. clarkii, sino del tamafo de los ovocitos u évulos dentro de la

gonada. Teniendo en cuenta estos criterios, se identificaron seis etapas de desarrollo.
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314

Tabla 1. Tabla resumen del ciclo de madurez gonadal en hebras de Procambarus clarkii. (O1) Ovocito
previtelogénico temprano, (02) Ovocito previtelogénico tardio, (O3) Ovocito vitelogénico temprano, (O4) Ovocito
vitelogénico tardio, (OM) Ovocito maduro.

Estado Morfologia externa Morfologia interna
Se presentan exclusivamente
Color blanco, traslucido, Idbulos
I ovogonias, O1y 02, células foliculares
flacidos y retraidos. (Fig. 3A)
abundantes.
Membrana ovarica y trabéculas
Color amarillo crema, Iébulos firmes y
| diferenciadas. Presencia de
gruesos. (Fig. 3B)
ovogonias, 01, 02y O3.
Inicio de vitelogénesis: se observa un
Color naranja claro, lobulos fuertes y
mayor desarrollo de Ila zona
1] ovocitos notablemente visibles. (Fig.
vitelogénica con mayor presencia de
3C)
03 y algunos O4.
Se reduce casi a un 20% la presencia
de Ov, O1 y O2 en la zona
previtelogénica. Aumenta la presencia
Color naranja-café Iébulos bastante
v de ovocitos O4 y algunos O3 en la

engrosados. (Fig. 3D)

14

zona vitelogénica. Existe mayor

presencia de plaquetas vitelinas. Y las

células foliculares mas pequenas.



315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329
330
331

Color café oscuro a morado intenso,

I6bulos completamente engrosados

\") extendiéndose desde la primera

espina rostral hasta el

segmento abdominal. (Fig. 3E)

primer

Tejido gonadal compuesto casi el
100% por ovocitos maduros, muy

pocos O4.

Células foliculares poco visibles y gran

presencia de lipidos.

A

Figura 3. Estados de desarrollo ovérico identificados macroscopicamente. A) Estado inmaduro
I, B) Estado de previtelogénesis Il, C) Estado de previtelogénesis temprana lll, D) Estado de
vitelogénesis intermedia IV, E) Estado de madurez avanzada, F) Estado desovado.
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Estado inmaduro (I): Los ovarios en este estadio eran de color blanco crema o traslucidos en
algunos casos (Fig. 3A), pequefios (10-15 mm) y el saco ovarico tenia de 2 a 3 mm de ancho,
los I6bulos son débiles y delgados, externamente no se logra evidenciar con facilidad los
ovocitos, histolégicamente (Fig. 4A) el ovario inicia su desarrollo y proceso de maduracién en
donde hay en su mayoria presencia de ovogonias, ovocitos O1 y O2, los cuales se encuentran
ubicados hacia la parte central. Las células foliculares son casi invisibles. En este estadio el

ingreso de vitelo al ovario es muy reducido.

Estado de previtelogénesis (ll): En este estado, los ovarios aumentaron de tamafio con
respecto a los anteriores; son un poco mas grandes (20 mm) y se caracterizan por tener un color
crema-amarillo (Fig. 3B). Externamente, los I6bulos toman mayor firmeza y son mas
consistentes, aproximadamente de 3 mm de ancho. A simple vista, sobresalen por encima de los
otros tejidos los ovocitos iniciales, que pasan por el proceso de previtelogénesis, siendo estos,
en su mayoria, ovogonias y ovocitos previtelogénicos (O1 y O2) ubicados en la zona (ZP)
previtelogénica y vitelogénica (ZV), en la cual también se observaron algunos ovocitos

vitelogénicos tempranos (O3). Las células foliculares son mas visibles pero escasas (Fig. 4B).

Estado de vitelogenésis temprana (lll): Estos ovarios se caracterizaron por ser un poco mas
grandes que los anteriores y consistentes, de color amarillo intenso a naranja claro, un poco mas
largos entre 25 y 30 mm y sobresalen unos milimetros por encima del corazén (Fig. 3C). Los
I6bulos estan mas engrosados aproximadamente 5 mm, por lo que son mas faciles de diferenciar
entre los tejidos, al igual que los ovocitos que estos contienen. Histolégicamente, se observaron
abundantes ovocitos en proceso de desarrollo o vitelogénesis en la ZP y en la zona vitelogénica
(2V): ovocitos en estado O3 (Fig. 4C) y unos pocos O4. La zona ZP ocupa casi el 60 % del area
total del ovario. Ademas, las células foliculares aumentan en gran cantidad, las cuales se

disponen rodeando los ovocitos vitelogénicos.
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Estado de vitelogénesis intermedia (IV): Los ovarios tienen un tamafio mas grande que los de
[l (35 mm), toman un color de café claro a naranja oscuro y los l6bulos son mas gruesos (6 mm),
presentando grandes ovocitos que sobresalen de la membrana del ovario (Fig. 3D), ocupando
bastante espacio en el cefalotérax, llegando al primer segmento del abdomen. Histolégicamente
(Fig. 5A), la zona ZV ocupa entre el 60% y el 80% del area del ovario, por lo que la mayoria de
los ovocitos se encuentran en vitelogénesis tardia (O4), aunque también se presentan unos
pocos O3; las ovogonias y ovocitos previtelogénicos (O1 y O2) son mas escasos, por lo que la

ZP es bastante reducida, casi el 30%. Las células foliculares son fusiformes y menos frecuentes.

Estado de madurez avanzada (V): En los ovarios analizados que se encontraban en este estado
de maduracién, la mayoria alcanzaban un tamafo significativamente mas grande con respecto
a los anteriormente descritos, en promedio 40 mm de largo y presentaban una coloracion que
variaba desde café oscuro a morado intenso, los ovocitos en este estado de madurez eran mas
visibles a través de la membrana ovarica (Fig. 3E), debido a su gran tamafo, en consecuencia,
los I6bulos eran mas gruesos que los anteriores (7 mm), ocupando casi en su mayoria la porcion

media dorsal anterior del cefalotorax.

Histolégicamente (Fig. 5B), los ovocitos maduros (OM) estaban presentes en el 80% y 90% del
ovario, mientras que algunas ovogonias y ovocitos previtelogénicos (O1-O2) estaban muy
reducidos, dificiles de ver a simple vista. Aunque los OM ocupan la mayor cantidad del espacio
dentro del ovario, se pudo observar en algunos casos ovocitos O3 en la zona central vy,
esporadicamente, los O4, en ocasiones completamente ausentes, por lo que el ovario se
encontraba totalmente maduro. Las células foliculares estaban en menor cantidad, y otras
estaban rodeando los ovocitos, aunque fueron poco perceptibles por su forma fusiforme y

delgada. De esta manera, el ovario esta listo para expulsar por el oviducto al exterior los huevos.
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Estado desovado (0): Externamente los ovarios son pequeios y eran traslucidos o claros, de
color blanco o amairillo, los I6bulos se ven flacidos, blandos y retraidos, lo que dificulta la
identificacion entre los otros tejidos la mayoria de los casos (Fig. 3F). A nivel histoldgico, el ovario
poseia gran espacio subcapsular y contenia numeros foliculos ovaricos (FO) vacios, también se
observaron abundantes células foliculares y algunos ovocitos maduros que no fueron liberados,
lo que podria indicar que son ovarios de una hembra post-desove, entrando estos en un proceso
de reabsorcion o atresia por el ovario. Se observaron células foliculares, grupos de ovogonias
01, 02 y unos cuantos O3 en la zona previtelogénica, probablemente con el fin de iniciar un

nuevo ciclo de maduracion ovarica.

Descripcion y caracterizacion de los estados de desarrollo de los ovocitos:

Al interior de las bolsas oogénicas y agrupadas de forma ordenada, segun el estado de desarrollo
en el que se encuentren, se hallan los ovocitos. Los cuales por medio de la observacion
morfoldgica, tamafio y tincion, se caracterizaron en seis tipos de células durante el ciclo completo
de maduracion gonadal (Ov, O1, 02, O3, 04 y OM), que se distribuyen de forma ascendente en

los conos de maduracion (Fig. 4 y 5).

Ovogonia (Ov): son células ovoides que provienen de un epitelio germinal con nucleo grande e
irregular, el cual abarca casi la totalidad de la célula, es preciso mencionar que, por su tamafno
tan pequeno y poco desarrollado, los nucléolos son pequefios y poco diferenciables, aunque hay
uno que predomina por su tamafio mas grande ademas el citoplasma es escaso no presenta

gotas de lipidos, su tamafio varia entre 8 a 15 ym (Fig. 4A).

Ovocito previtelogénicos temprano (O1): estos se diferencian de las ovogonias por su mayor
tamario, ya que tienen un diametro entre 20 y 40 ym, y por el incremento en el volumen del
citoplasma. Estas células generalmente son redondas, pero pueden ser poligonales con bordes

redondeados. Poseen un nucleo redondo central bien definido que se caracteriza por la presencia
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de pequefias unidades de heterocromatina dispersas aleatoriamente. Algunas veces se observa
presencia de nucléolos (Fig. 4A). Estas células se encuentran en la periferia de la zona germinal

y estan rodeadas de células foliculares fusiformes.

Ovocito previtelogénico tardio (02): se caracteriza por el aumento del tamafo celular,
observandose un incremento del citoplasma con respecto al O1 y las granulaciones eosindfilas
se incrementan desde la periferia hacia el nucleo. Su tamafo varia entre 50 y 70 um, el nucleo
esta bien definido y prominente. Al interior de este se logran observar notoriamente los nucléolos
en numeros variables. Estos ovocitos se ubican después de los O1 en la periferia de la zona

germinal. Las células foliculares que rodean O2 son mas alargadas y aumentadas en numero y

tamafio (Fig. 4B y C).
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Figura 4. Estados de diferenciacién de los ovocitos durante la maduracién ovarica. A) y B)
Ovogonias y ovocitos previtelogénicos; C) Transicion de ovocitos previtelogénicos a
vitelogénicos; Ov: Ovogonia; O1: Ovocito previtelogénico temprano; O2: Ovocito previtelogénico
tardio; O3: Ovocito vitelogénico temprano; Tra: Trabécula; Cf: Células foliculares; N: Nucleo; n:
Nucleolo; mOv: Membrana ovarica; V: Vitelo proteinico.

Figura 5. Estados de diferenciacion de los ovocitos durante la maduracion ovarica. A) Ovocitos
vitelogénicos, B) Ovocitos maduros, O3: Ovocito vitelogénico temprano, O4: Ovocito vitelogénico
tardio, OM: Ovocito maduro, Cf: Células foliculares, N: Nucleo, V: Vitelo proteinico, L: Gota de
lipido.
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Ovocito vitelogénico temprano (03): este ovocito, al igual que el O2, posee un aumento de
células foliculares y se caracteriza por la presencia de pequefas gotas de lipidos que se
distribuyen aleatoriamente (grasa) en la periferia del citoplasma; ademas, el nucleo es esferoidal,
agrandado y ubicado en el centro de este. En este tipo de ovocitos se logra evidenciar facilmente

los nucléolos. (Fig. 4C) y su diametro promedio oscila entre 100 y 150 pm.

Ovocito vitelogénico tardio (O4): hay un mayor crecimiento del ovocito, su diametro promedio
es de 150 a 300 um, presentando un aumento en la cantidad y tamano de las gotas de lipidos,
las cuales se ubican en todo el citoplasma; ademas, posee placas de vitelo de origen proteico.
Estos ovocitos se encuentran mas hacia la periferia del citoplasma, después de los O3, y
representan ovarios en etapa de vitelogenésis intermedia. Las células foliculares son mas

evidentes y de forma mas alargada (Fig. 5A).

Ovocito maduro (OM): este ovocito es el mas grande debido a que su diametro promedio es de
300 a 500 um; en comparacion con los anteriormente mencionados, posee una forma hexagonal,
caracteristica de ovarios en estado de madurez avanzada. Estan ubicados hacia la periferia cerca
de la membrana del ovario. El nucleo tiende a perder su forma redonda y la membrana nuclear
es poco visible; su citoplasma es fuertemente acidofilo, lo que conlleva una coloracién roja
intensa; también presenta grandes plaquetas vitelinas proteicas y lipidicas. Las células
foliculares son dificiles de observar (Fig. 5B). Los OM en ovarios maduros pueden ser vistos a

simple vista macroscopicamente.
indice Gonadosomatico (IGS) e indice Hepatosomatico (IHS) seglin Sexo

Adicionalmente, los resultados anteriores se soportan mediante los resultados del indice
Gonadosomatico (IGS) y Hepatosomatico (IHS) a lo largo del periodo de muestreo tanto para

hembras como para machos (Fig. 6 Ay B).
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IGS

Teniendo en cuenta la figura 7, se observa que existen diferencias significativas positivas (p =
0,0000, w2 =0,1992, F = 38,34, df = 71,25) entre el IGS en hembras con respecto a los machos,
donde las hembras presentan un IGS mas alto que el de los machos. En cuanto al IHS, existen
diferencias significativas positivas (p = 0,0000, w2 = 0,2185, F = 41,19, df = 128,2) con respecto
a una mayor movilizacion de reservas energéticas (IHS) en hembras que en machos (Fig. 6B) y

se presenta una relacion directa con el IGS (Fig. 6A).

A o B
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Figura 6. A. indices gonadosomaticos (IGS) (p = 0,0000) segin el sexo. B. indices
Hepatosomaticos (IHS) (p = 0,0000)

indice Gonadosomatico (IGS) e indice Hepatosomatico (IHS) con respecto al periodo de

estudio

Los valores mensuales del IGS (Fig. 7A) no son estadisticamente significativos (p = 0,89, w2 =
0 F=0,19, df = 31,38) a lo largo del periodo de estudio en hembras; aun asi, se puede observar,
que las hembras tendrian mayor actividad reproductiva en noviembre en comparacién con el

resto de los meses, de la misma forma sucede en machos donde los datos no son significativos
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492 (p=0,06,w2=0,081,F=2,76, df =22,46) en cuanto al comportamiento de los valores mensuales
493 del IGS (Fig. 7B) ya que el IGS es similar en casi todos los meses. También es importante

494  destacar que los valores del IGS son claramente mayores en el caso de las hembras.
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502  Figura 7. indices gonadosomaticos (IGS) de hembras (A) (p = 0,89) y machos (B) (p = 0,065)

503 segun el mes de muestreo. SEP: septiembre, OCT: octubre, NOV: noviembre, DIC: diciembre.

504 En el caso del IHS (Fig. 8), los valores medios mensuales del IHS en hembras (Fig. 8A) son
505  significativos con una baja correlacion positiva (r = 0,30-0,39) a lo largo del periodo de estudio
506 (p=0,03, w2 =0,094, F = 3,21, df = 33,9), notandose una pequefia diferencia entre los valores
507 de septiembre, noviembre y diciembre, en machos los valores no son significativos (p = 0,08, w2
508 = 0,12, F = 2,49, df = 20,65); no obstante, el mes de diciembre presenta diferencias con los

509 meses de septiembre y noviembre, aun cuando los valores son mas pequefos (Fig. 8B).
510

511
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Figura 8. Box-plot de los indices hepatosomaticos (IHS) de hembras (A) (p = 0,03) y machos (B)
(p = 0,08) segun el mes de muestreo. SEP: septiembre, OCT: octubre, NOV: noviembre, DIC:

diciembre.

Desarrollo ovarico durante los meses de muestreo

Teniendo en cuenta la MANOVA realizada (Fig. 9) el ciclo de madurez ovarico tiene una relacion
significativa positiva (Wilks’ p = 0,00, F = 7,64, df = 64,79) (Pillai p = 0,00, F = 4,23, df = 96) con
los meses de muestreo, notandose que septiembre seria el mes con mayor cantidad de hembras
maduras hasta el mes de noviembre, mientras que en diciembre habria mayor presencia de

hembras en estado intermedio, temprano, previtelogénico e inmaduro.
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Figura 9. Grafico correspondiente a la Anova multivariada (MANOVA) para la variacion de los
estadios ovaricos durante la época de muestreo para hembras (Wilks’ p = 0,0089 y Pillai p =
0,0087). Azul: estado de vitelogénesis intermedia, verde: estado de madurez avanzada, azul
claro: estado inmaduro, rosa: estado de vitelogénesis temprana, rojo: estado de previtelogénesis.
DIC: diciembre, OCT: octubre, NOV: noviembre, SEP: septiembre.

indice Gonadosomatico en la Maduracion del Ovario

El IGS (%) fue significativo entre las etapas del desarrollo ovarico (p = 0,0089, w? = 0,61, F =
20,71, df = 20,06), incrementando en promedio de 0,10% en hembras con ovarios inmaduros
hasta 2,79% en hembras con ovarios maduros (Fig. 10), lo que infiere una correlacion positiva
fuerte entre IGS y los estadios ovaricos, siendo el estadio ovarico maduro el que mayor actividad

reproductiva presenta.
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Figura 10. indice gonadosomatico (IGS) segun estado de maduracién ovarica (p = 0,0098). I:
Estado inmaduro, Il: Estado de previtelogénesis, Ill: Estado de vitelogénesis temprana, 1V:
Estado de vitelogénesis intermedia, V: Estado de madurez avanzada.

Relaciéon entre el peso total corporal, longitud y desarrollo ovarico

Estadisticamente existe una relacion significativa positiva (p = 0,0098, w2 = 0,34, F = 13,04, df =
22,63) entre el peso de las hembras y los estados de desarrollo ovarico. Teniendo en cuenta la
figura 11A, se observa que las hembras con bajo peso corporal presentan ovarios en estado
inmaduro y, para los siguientes estados de maduracion, las hembras son mas pesadas; no
obstante, las hembras con mayor peso corporal presentan, en la mayoria de los casos, ovarios

en estado intermedio del desarrollo.

En cuanto a la a la longitud corporal de las hembras (Fig. 11B) existe una relacion significativa
positiva (p = 0,0002, w2 = 0,31, F = 8,43, df = 23,12) respecto a los estadios ovaricos, donde

hembras de tamafios corporales pequefios en su mayoria presentaron ovarios en estado de
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desarrollo inmaduro, mientras que los otros estadios ovaricos podrian presentarse en longitudes
medianas y grandes, aunque, el estado previtelogénicos al igual que en el peso es el que mayor
variabilidad tiene con respecto a la longitud corporal. Sin embargo, todos los estados de

desarrollo si estan presentes en longitudes mas grandes en hembras a excepcion del estado

inmaduro.
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Figura 11. Box-plot del peso (A)(p = 0,0089) y longitud total (B) (p = 0,0088) segun estado de
maduracion ovarica. |: Estado inmaduro, Il: Estado de previtelogénesis, lll: Estado de
vitelogénesis temprana, IV:Estado de vitelogénesis intermedia, V: Estado de madurez avanzada.

Relacién longitud corporal, peso gonadal y hepatopancreas:

El peso de los ovarios (Fig. 12A) presenta una baja correlacion positiva (r = 0,05, p = 0,03) con
la longitud cefalotoracica aun cuando el valor de p es significativo, y lo mismo sucede en machos

(r=0,33, p =0,00) (Fig. 12B). La correlacion entre las variables es muy baja.
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Figura 12. Regresion lineal del peso de las gonadas con respecto a la longitud cefalotéracica en
hembras (A) (r = 0,05, p = 0,03) y machos (B) (r = 0,34, p = 0,0001) de Procambarus clarkii.

En la figura 13A, el resultado obtenido es significativo positivo (p = 0,0001, r = 0,43) entre el peso
del hepatopancreas y la longitud de la hembra de P. clarkii. En cuanto a la relacion del peso del
hepatopancreas y el peso corporal (Fig. 13B) son significativos (p = 0,0001) y la correlacién es

positiva (r = 0,38)
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Figura 13. Regresion lineal del peso del hepatopancreas con respecto al peso total (A) (r = 0,38
y P =0,0001) y longitud total (B) (r = 0,43 y P = 0,0001) de hembras de Procambarus clarkii.

DISCUSION

Distintas investigaciones sobre la estructura y desarrollo interno del ovario realizadas en
crustaceos decapodos han mostrado un alto grado de diferenciacién en los resultados obtenidos,
en cuanto a la morfologia y fisiologia del ovario (D’Abramo & Sheen, 1994; Moreno et al., 2012;
Sharifian et al., 2015). En P. clarkii se observé la forma trilobulada del ovario a manera de un
par de sacos ovaricos anteriores y un solo saco ovarico posterior (Fig. 2), igual a la reportada
por Ando & Makioka (1998) y Saad & Hassan (2010) para P. clarkii y similar a la reportada para
Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823 (Holdich, 2002) pero diferente considerablemente de la
forma en “H”, reportada para la langosta Parastacus pugnax (Poeppig, 1835) (Rudolph, 1997) y

Cherax quadricarinatus (von Martens, 1868) (Vazquez, 2008).
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El ovario de P. clarkii esta localizado en el cefalotérax, ubicado dorsalmente sobre el
hepatopancreas, en el lado ventral del corazén (Fig. 2), como en la langosta A. leptodactylus
(Unis & Erkan, 2012) y Parastacus defossus Faxon, 1898, ambas de la familia Astacidae . Desde
cada base de los I6bulos ovaricos anteriores, sale un oviducto estrecho y débil lateralmente, el
cual conecta el exterior de la hembra con los gonoporos ubicados en las coxas del tercer par de
patas en donde se liberan los huevos (Vazquez, 2008), similar a lo que ocurre en otras especies

de langostas de agua dulce de la familia Cambaridae.

La pared ovarica de P. clarkii presenta una delgada capa de tejido muscular, caracteristica que
comparte con otros crustaceos de agua dulce como C. quadricarinatus (Vazquez et al., 2008).
Debajo de esta membrana hay un tejido conectivo, el cual esta conformado por fibras de colageno
ubicadas longitudinalmente y anularmente entre las células como en la langosta Parastacus
varicosus Faxon, 1898 (Ruldolph, 1997). Por otra parte, el germarium se localiza de forma
independiente en el epitelio ovarico y se localiza en forma de linea central en las bolsas
oogenéticas, como en A. leptodactylus Eschscholtz, 1823 (Unis & Erkan, 2012). Es preciso
mencionar que en C. quadricarinatus, durante el desarrollo del ovario, la parte puente que une

los I6bulos del ovario en forma de H no posee germario y solo existen ovocitos en esta zona.

En el presente estudio, el ciclo ovarico se describié en seis estados de madurez gonadal
(inmaduro, previtelogénesis, vitelogénesis temprana, vitelogénesis intermedia, madurez
avanzada, desovado) para P. clarkii (Tabla 1). Teniendo en cuenta los estudios realizados en
Panulirus argus (Latreille, 1804). A. leptodactylus Eschscholtz, 1823 (Unis & Erkan, 2012) y en
Parastacus pilimanus (von Martens, 1869),P. varicosus Faxon, 1898 y Parastacus brasiliensis
(von Martens, 1869) (Verdi, 2007), en P. clarkii se observd que la variacion en los colores del
ovario (Fig. 3), estan estrechamente relacionados con el desarrollo del mismo, en cuanto a
tamafrio, secuencia en el desarrollo gonadal, organizacion y estado de madures de los ovocitos

dentro de la génada. Teniendo en cuenta este resultado, se puede determinar que la coloracion
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del ovario y en la mayoria de los casos, el tamafio pueden ser factores importantes, para
reconocer mediante la observacidn externa del ovario, el estado de maduracién de los gametos,

y el estado de desarrollo por el que estan pasando las células de P. clarkii,

Algunos autores como Davila et al. (2009) también sugieren que es importante tener precaucion
al tomar el color como criterio de seleccion, pues en muchos casos se podria producir un error o
sesgo debido a que existe una transicién entre un color y otro, por lo que asi mismo el estado
ovarico podria variar en el desarrollo, también sugiere que es importante que se tenga en cuenta
la presencia o no de receptaculo seminal o sus restos pues esto es un indicador importante de

hembras en actividad reproductiva (Hobbs, 1984; Vazquez, 2008).

Se determinaron seis estados de diferenciacion celular, los cuales se clasificaron
macroscopicamente (Fig. 3) y microscopicamente (Fig. 4 y 5) por la forma, el tamafo, el color y
el diametro de los ovocitos. La forma de organizacion de estas células de acuerdo con su estado
de desarrollo al interior de las bolsas oogénicas ha sido anteriormente reportada por Ando &
Makioka (1998) y Saad & Hassan (2010) para P. clarkii, y Unis & Erkan (2012) para A.
leptodactylus, donde postularon que en el ovario de P. clarkii la mayoria de los ovocitos son de
aproximadamente del mismo tamario, pero siempre hay ovocitos inmaduros presentes entre los
ovulos maduros en la misma gbénada, es decir que no siempre todos los ovocitos pasan por la

misma etapa de desarrollo, incluso en el ovario completamente maduro.

Este tipo de maduracion del ovario ocurre de manera similar en otros crustaceos (Yamaguchi,
2001; Moreno et al., 2012; Vazquez, 2008) en los que existe una mayor dominancia o presencia
de ovocitos previtelogénicos y vitelogénicos segun el estado de desarrollo ovarico, también se
han llevado a cabo otras investigaciones previas utilizando técnicas histolégicas, histoquimicas,
entre otros, para la identificacion de estados de desarrollo de los ovocitos, sugiriendo siete

estados de desarrollo para Cherax cainii (Ando & makioka, 1998), para C. quadricarinatus se
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propusieron ocho estados de desarrollo de los gametos por Carmona-Osalde et al. (2004 a) y

para S. iranica también se reportaron ocho estados de desarrollo por Sharifian et al. (2015).

El desarrollo y el cambio de tamano en los ovocitos estd asociada principalmente con la
movilizacién de reservas energéticas del hepatopancreas hacia las gonadas, determinando la
actividad reproductiva al ingresar vitelo proteico y gotas de lipidos, las cuales comienzan su
movilizacion desde los primeros estados de desarrollo celular y se ubican hacia la periferia del
citoplasma (Souty-Grosset et al., 2016; Moreno et al., 2012; Revathi et al., 2011), determinando
de esta manera en P. clarkii la etapa final del estado de previtelogénesis y el comienzo de la
vitelogénesis temprana. En algunas especies, donde se divide el ciclo de madurez en dos etapas
(vitelogénesis primaria y secundaria), la incorporacion de estas gotas de lipidos al citoplasma

marca el final de la vitelogénesis primaria (Abdu et al., 2000).

En P. clarkii como en A. leptodactylus (Unis & Erkan, 2012) en la periferia del citoplasma de los
ovocitos maduros hay mayor presencia de granulos de vitelo los cuales son mas grandes en
tamario con respecto a otros estados de desarrollo celular, por lo que el nucleo tiende a ser muy
pequefo, caracteristica que también se observo externamente en los ovarios maduros los cuales
a simple vista presentaban mayor presencia de vitelo en su interior (Fig. 5). De esta manera en
P. clarkii el quinto estado de madurez gonadal, muestra mayor similitud con C. quadricarinatus
(Abdu et al., 2000; Vazquez, 2008) y A. leptodactylus (Unis & Erkan, 2012) en cuanto a la

morfologia e histologia gonadal.

En P. clarkii, el ovocito maduro es la célula dominante en esta etapa, es decir, hay mayor cantidad
de vitelo y posee un gran tamano, por lo que no se observa el germarium. Estos ovocitos en el
quinto estado de desarrollo representan el ovario completamente maduro, el cual como se
menciond en los resultados, en su mayoria es de color rojo a morado, los cuales estan listos y

proximos para el desove, como en A. leptodactylus (Unis & Erkan, 2012), C. quadricarinatus
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(Abdu et al., 2000; Vazquez et al., 2008) y Macrobrachium caementarius (Molina, 1782) (Moreno

et al., 2012).

Los cortes histologicos de ovarios en hembras préximas a desovar de P. clarkii , mostraron que
al igual que en C. caementarius y Cambaroides japonicus (De Haan, 1841) Sarojini et al 1995;
Nakata & Goshima, 2004) la ovulacion y desove ocurrira de manera casi simultanea, ya que no
se encontraron ovocitos maduros fuera de los foliculos, y también se puede inferir que P. clarkii
realiza desoves totales, ya que en las pocas hembras encontradas con huevos la mayoria tenia
un numero similar al numero de ovocitos observados en los ovarios maduros. Es importante
también destacar que en los ovarios postdesove, la presencia de ovocitos maduros es minima y

esporadica.

También es importante mencionar que en algunos ovarios en diferentes estados de desarrollo
gonadal en particular el IV y el V de P. clarkii, la presencia de ovogonias, ovocitos
previtelogénicos, y vitelogénicos y en otro caso maduros, determina que a medida que avanza
el proceso de maduracién, algunos ovocitos se desarrollan mas rapido mientras que otros
avanzan mas lento o estan inactivos similar a lo que ocurre en C. caementarius (Moreno et al.,
2012) y ya descrito para P. clarkii por Mubarak (2001) y Saad & Hassan, (2010) en Egipto. Este
comportamiento reproductivo de las gbénadas conlleva la capacidad de P. clarkii para realizar
constantemente procesos de maduracién y desove durante todo el periodo reproductivo, de tal
manera que, a pesar de que P. clarkii pone pocos huevos por la estructura simple de su ovario
(Ando & Makioka, 1998) y en comparacion con las langostas de mar (Holdich, 2002), este

cangrejo lo hace frecuentemente, indicando desoves consecutivos.

El presente trabajo corrobora la idea principal sobre la intima relacién entre los procesos
reproductivos y la participacion del hepatopancreas de P. clarkii en estos (Fig. 6). En los machos

de P. clarkii, los IGS fueron bajos (7%) y los IHS un poco mas altos (6,5%) con respecto a las
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hembras, cuyo IGS fue alto (92%) y los IHS ligeramente mas altos (7,7%). Estos resultados
indican que P. clarkii tiene diferentes estrategias reproductivas que depende del sexo, donde las
hembras invierten mas energia para la reproduccion, ya que detienen el crecimiento cuando
alcanzan la madurez, mientras que los machos invierten mas energia para el crecimiento y
movilidad (Mossolin & Bueno 2002 ., Thiel & Hinojosa, 2003; Papa et al., 2004), similar a lo
informado para machos de A. astacus (Luci¢ et al., 2006) y C. caementarius (Marco-Medina et
al.,, 2019). Ademas, la coloracion de los ovarios en las hembras segun Varadarajan &
Subramoniam (1980) esta fuertemente relacionada con la presencia de p-caroteno en el
organismo, pues este compuesto se concentra en la hepatopancreas y podria estar

transportandose por la hemolinfa durante la vitelogenésis (Varadarajan & Subramoniam, 1980).

En las hembras, la relacion entre el IGS e IHS variaron segun los meses de muestreo (Fig. 8A).
Los meses septiembre y noviembre tienen una mayor actividad reproductiva en comparacion con
los otros meses, mientras que el IHS (Fig. 9A) se comporta de manera contraria evidenciandose
asi una relacion inversamente proporcional entre los indices, entre mas altos los valores del IGS,
valores mas bajos de IHS; en machos (Fig. 8B) el mes de octubre fue el mes con mayor actividad
reproductiva, comportandose de manera similar en el IHS (Fig. 9B), por lo que probablemente no

existe una relaciéon especifica entre el hepatopancreas y las génadas en este sexo.

Como se sefal6 anteriormente, el mayor centro de reservas organicas e inorganicas en los
crustaceos es el hepatopancreas (Passano, 1960), estando fuertemente ligado al desarrollo
gonadal durante el ciclo reproductivo, por consiguiente, en hembras moviliza algunas reservas
durante el desarrollo ovarico (Zara et al., 2013), sintetizando lipidos y proteinas para el desarrollo

de los ovocitos (Sastry, 1983), ya que este es un proceso importante para estas.

Enla Fig. 10 Se puede evidenciar que existe una mayor cantidad de hembras en estado maduro

en los meses de septiembre a noviembre, mientras que diciembre y posiblemente los meses
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préximos serian meses de transicion para el resto de los estados de desarrollo, por lo que la
época reproductiva estaria en los meses de septiembre y noviembre, similar a lo que ocurre con

A. leptodactylus (Unis & Erkan, 2012).

Durante la maduracién del ovario de P. clarkii (Fig. 11) hubo incremento del IGS desde el estado
Il hasta el V, similar a lo sucedido en C. caementarius (Marco-Medina et al., 2019) y A.
leptodactylus (Unis & Erkan, 2012), debido al crecimiento sucesivo de los ovocitos también
relacionado con la acumulacién activa de vitelo en los ovocitos, comienzan a estar altos en el Il
estado de desarrollo gonadal, lo que causa un desarrollo mas rapido de los ovarios (Okumura,

2000; Rosa & Nunes, 2002) de C. caementarius (Marco-Medina et al., 2019).

Las hembras de P. clarkii inician su proceso de maduracion gonadal desde pesos bajos (8 a 45
g) de acuerdo a Manor et al. (2004), aun asi los analisis del IGS muestran que el estado de
desarrollo y el peso corporal (Fig. 12A) estan muy poco correlacionados entre si, puesto que
hembras pesadas pueden estar en estado inmaduro y hembras livianas en estado maduro, no
obstante, existen hembras pesadas con ovarios livianos debido a que estan en estado de post-
desove, aun asi, es importante mencionar que las hembras de P.clarkii segun Pedroza (2017)
alcanzan la madurez sexual a los 7,6 cm de longitud total, pero esto (Fig. 12B) no determina el
proceso ni el estado de desarrollo ovarico de la hembra (Reyes-Avalos, 2014), puesto que, las
hembras derivan energia hacia el crecimiento ovarico desde tallas tempranas, ya que segun
Luci¢ et al. (2006), Luci¢ et al 2012 , y Medina et al. (2019), éstas poseen mayor actividad
metabdlica destinada hacia el desarrollo ovarico y la muda, siendo estos dos procesos de gran
importancia en estos organismos, de igual manera el crecimiento de los organismos puede estar
conexo con factores externos como la temperatura, el agua, la salinidad entre otros, mientras
que el desarrollo ovarico no se ve afectado Ramalho et al., 2008). De igual manera sucede con

la longitud cefalotoraxica y el peso gonadal (Fig. 13) tanto en hembras como en machos.
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A su vez, el tamafo del hepatopancreas (Fig. 14) no esta correlacionado con la longitud corporal
ya que segun Marco Medina et al. (2019) este es un 6rgano que esta en constante actividad
metabdlica por lo que destina sus reservas a la reproduccion, muda, crecimiento y movilidad en
machos, por lo que su tamafio aumenta y disminuye segun la actividad metabdlica y alimenticia

gue muchas veces se ve afectada tanto en el proceso de muda como por el desove.

Después del analisis de los datos y su relacion con estudios anteriores, se puede concluir que
las hembras de P. clarkii presentan un ovario en forma de Y, el cual se mantiene constante en la
forma y ubicacion en el cefalotérax, tanto en hembras maduras como inmaduras. Se
reconocieron seis etapas de maduracion ovarica en funcion de la coloracién, la estructura
histolégica, la proporciéon de los distintos tipos y tamanos celulares, las cuales se clasificaron
segun su grado de maduracion en 6 estados de desarrollo. La distribucién de los ovocitos en
hembras inmaduras es homogénea, encontrandose en previtelogénesis y vitelogénesis
temprana, con el germarium centrado. En cambio, las hembras maduras pueden presentar
diferentes tipos de células: germinativas (ovogonias, ovocitos en distinto desarrollo) y somaticas
(células foliculares), siendo esto causa de un desarrollo ovarico sincrénico. En hembras de P.
clarkii, se evidencio una clara correlacion entre el incremento del IGS conforme maduré el ovario
y la disminucion del IHS, evidenciandose que el hepatopancreas es un o6rgano que influye
significativamente en la maduracion sexual de las hembras, mientras que en los machos destina
las reservas al crecimiento y la movilidad. Si bien es cierto que las hembras alcanzan la madurez
sexual cuando miden 7,6 cm, el peso y la longitud total no son factores determinantes que
establezcan el estado de madurez ovarica de hembras de P. clarkii, ya que pueden estar sujetos

a la calidad de la dieta y las condiciones ambientales.
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