Aspectos estructurales y cuantitativos del ovario del Cuervillo de la Caiiada Plegadis
chihi (Aves: Rallidae). Recrudescencia gonadal temprana.

Bulfon, Mirian,Esther! y Noemi Bee de Speroni 2
1 Catedra de Anatomia Comparada. Facultad de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales
Universidad Nacional de Cérdoba. Avda. Vélez Sarsfield 299. CP 5000. Cérdoba.
Republica Argentina.
2 Profesora Emérita. Universidad Nacional de Cérdoba. Avda. Vélez Sarsfield 299.
CP 5000. Coérdoba. Republica Argentina.

mbulfon@com.uncor.edu

INTRODUCCION
Las caracteristicas estructurales de la gonada femenina y las variaciones cuantitativas que

experimentan los foliculos ovaricos durante el ciclo reproductivo, han sido estudiadas en
diferentes especies de aves silvestres como Plectopterus gambensis ( )(Halse, 1985),
Acridotheres tristis y Corvus splendens ()Chalana y Guraya, 1979 a y b) Spheniscus
magellanicus (Bulfon y Bee Speroni, 2003), Columbina talpacoti (Ribeiro et al., 1991),
Columba livia, (Ribeiro et al., 1995), Nothura maculosa (Claver et. al. 2008), Columbina
picui(1 Altamirano et al. 2009), Patagioenas maculosa (Maron et.al 2012), Struthio camelus
(Madekurozwa ,M. and W. Kimaro. 2006; Fulica armillata (2), entre otras.

Durante la fase de recrudescencia gonadal, el ovario exhibe notorios cambios morfoldgicos,
su aspecto es irregular y arracimado por la presencia de numerosos foliculos ovaricos en
diferentes etapas de desarrollo. La maduracion de los ovocitos estd estrechamente
relacionado a los procesos de foliculogénesis y vitelogénesis, los cuales participan en las
modificaciones de la pared folicular y en la distribucion e incorporacion de diferentes
macromoléculas que provocaran un considerable incremento del tamafio folicular.

No obstante la gran cantidad de ovocitos en desarrollo, sdlo pocos de ellos son seleccionados
para la ovipostura, debido a que la mayoria seran eliminados por el proceso de atresia
folicular. La atresia folicular es un proceso normal en el ovario de las aves y se expresa por
notables cambios estructurales en las envolturas foliculares y en el ovoplasma de los foliculos
afectados los cuales involucionan paulatinamente. Este mecanismo ha sido investigado en
diferentes especies de aves silvestres tales como Sturnus contra contra (Gupta y Maiti;
1986; 1987 a y b), Spheniscus magellanicus (Bulfon, 2003),Nothura maculosa (Claver, 2008),
Vanellus chilensis e Himantopus melanurus (Bulfon, 2009) Fulica armillata (Bulfon, 2011)o
domeésticas como Gallus domesticus Gilbert et al., 1983; Waddington,D., M. Perry, A. Gilbert y M.
Hardie. 1985., Anser anser ( Kovacs, J., V. Forgd y P. Péczely. 1992. Forgo et al., 1988. Y Coturnix coturnix
japonica (Callebaut,

La informacion morfolégica del ovario proporciona datos valiosos al estudio de la biologia

reproductiva en especies silvestres. Teniendo en cuenta estos antecedentes, en el presente
trabajo se realizé un analisis estructural y cuantitativo a fin de aportar conocimientos sobre
los procesos de crecimiento, diferenciacién y regresion folicular que se desarrollan en el ovario
del Cuervillo de la Caflada durante la fase de recrudescencia gonadal temprana.

El Cuervillo de la Cafiada Plegadis chihi (Viellot,1857) frecuenta esteros, bafiados y campos
cercanos al agua. Construye sus nidos con juncos doblados y oviponen hasta cuatro huevos de
color turquesa. Esta especie de aves son muy abundantes en las Llanuras Chacopampeanas de

la R.Argentina (Nores y Yzurieta,1980).
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MATERIALES Y METODOS
Cinco hembras adultas de Cuervillo de la Cafiada se capturaron con redes de niebla en el

Sistema del Arroyo Chucul, (Lat.S 33° 07’ 52” Long.O 63° 35'05”) (Pcia. De Cba), R.
Argentina, entre los meses de agosto y setiembre de 2012. En el laboratorio se anestesiaron
con éter sulfurico y perfundieron intracardiacamente con una solucién de paraformaldehido y
disecaron. La ausencia de la Bursa de Fabricius constituyd un buen indicador del estado adulto
de las aves.

Las muestras de ovario se postfijaron en Formol Tamponado pH 7.0 y procesaron de acuerdo
a la técnica de inclusién en parafina. Los cortes seriados de 6 um de espesor se colorearon con
Hematoxilina — Eosina (H/E), para la identificacién de tejido conectivo se emple6 la Técnica de
Tricromico de Casson (TC) y para revelar la presencia de carbohidratos, se utilizaron la
técnica histoquimica de PAS, Periodic Acid Schiff (McManus, 1945), y PAS, luego de digestion
con amilasa (Lison, 1960).

Las imagenes fueron captadas con una Camara Nikon Digital Sight DS - Fil acoplada a un
microscopio Nikon Eclipse 50 i.

Se tomaron 10 secciones histoldgicas mediales de cada ovario y en cada una se contaron,
midieron y categorizaron todos los foliculos ovaricos utilizando el programa de digitalizacion
de imagenes, “Modulo de procesamiento de imagenes y sistema de analisis” Axion Vision. 3.0
Carl Zeiss.

Los valores porcentuales se estimaron utilizando el promedio de lecturas realizadas en

cada ovario.
RESULTADOS

Caracteristicas morfologicas del ovario

El aparato genital femenino del Cuervillo de la Canada presenta una marcada asimetria
siendo funcional sélo el ovario y oviducto izquierdo este ultimo con forma de largo tubo.

En agosto y setiembre se inicia la recrudescencia y el ovario exhibe una superficie irregular
debido al desarrollo de algunos foliculos vitelogénicos = a 3 mm. El peso del ovario es de ( x
0,1870 + 0,055 g).

Caracteristicas histologicas

El examen de las secciones histologicas de la gdénada, revela un revestimiento superficial,
constituido por células simples y cubicas con nucleos redondas u ovales muy basdfilas con
H/E. Se destacan dos areas, una periférica o corteza donde se localizan los foliculos ovaricos
en diferentes etapas de desarrollo y el tejido intersticial. La otra mas profunda o médula
constituye el estroma medular destacandose abundantes fibras colagenas con T/C, espacios

lacunares, nervios y vasos sanguineos.



Foliculos ovaricos en desarrollo

Durante la recrudescencia gonadal temprana se reconocen en la corteza ovarica los
siguientes tipos foliculares: cordones de Ovocitos primordiales (60 a 100 um de diametro), los
cuales estan constituidos por el ovocito o célula germinal y una capa simple y aplanada de
células foliculares alrededor como Unica envoltura folicular. El citoplasma es acidofilo y
exhibe gran cantidad de vacuolas; en el nlcleo excéntrico se destaca un prominente nucleolo

y los cromosomas en configuracion diplotene. (Figura 1).

Las células foliculares de los foliculos previtelogénicos (100 a 1000 pm de didmetro)
conforman un epitelio columnar alto, pseudoestratificado con incipientes envolturas tecales. El
cuerpo de Balbiani y las granulaciones citoplasmaticas se disponen en la zona cortical del

ovoplasma.

Los foliculos vitelogénicos blancos (1000 y 2000 ym de didmetro), presentan una capa
pluriestratificada de células foliculares y envolturas tecales bien diferenciadas. Se evidencia la
zona radiada y en el interior del ovoplasma notorias estriaciones y granulos de aspecto lipidico

de variadas formas y tamafios.

Las comprimidas células foliculares de los foliculos vitelogénicos amarillos (= de 2 mm)
constituyen una capa de aspecto cuboidal, las tecas se observan mas engrosadas vy
fibrosas, que los foliculos mas pequefios. En el ovoplasma se incorporan gran cantidad de
granulos de vitelo coloreado. Se destacan 3 6 4 foliculos (> de 4 mm).

La membrana basal de todas las categorias de los foliculos en desarrollo como asi también los
granulos citoplasmaticos de los foliculos vitelogénicos amarillos evidencian una reaccidon
positiva al PAS.

Durante los meses de agosto y setiembre no se observan foliculos vitelogénicos amarillos = de

5 mm, foliculos preovulatorios como tampoco foliculos postovulatorios.

Atresia folicular

Se identifican dos tipos:

a) Atresia no bursting o regresion sin ruptura de las paredes foliculares, comprende a la
atresia lipoidal, la cual es tipica de los Ovocitos primordiales. Se caracteriza por el
desprendimiento de las células granulosas de la membrana basal y la aparicion de vacuolas
en el interior del citoplasma, que le confieren a los ovocitos primarios atrésicos una
apariencia lipoide. El otro tipo regresivo es la lipoglandular (foliculos previtelogénicos vy

vitelogénicos pequefios)

b) Atresia bursting por ruptura de la pared o que libera el contenido del ovocitario al exterior

(foliculos vitelogénicos > 2mm).



La membrana basal de los foliculos atrésicos exhibe una fuerte reaccion al PAS.

Analisis cuantitativo

Los ovocitos primordiales ( 49,54% + 1,65 ), foliculos previtelogénicos ( 26,80% + 2,67
) y vitelogénicos blancos (16,40 % = 0,940 ) son los mas abundantes, mientras que, los
foliculos vitelogénicos amarillos entre 2y 4 mm (2,76 % = 0,985 ) son escasos. Las cifras

porcentuales de los foliculos atrésicos es de (4,50 % + 0,050).

DISCUSION

El andlisis morfohistolégico del ovario de Plehades chihi en fase de recrudescencia gonadal
temprana revela que, durante el desarrollo y diferenciacion folicular, la gonada exhibe
importantes variaciones en la forma y el tamafio. La maduracion de un elevado porcentaje de
foliculos ovaricos se asocia a la formacién del epitelio folicular. La foliculogénesis se inicia en
etapas tempranas de desarrollo desde los ovocitos primordiales y culmina con la formacion de
los foliculos preovulatorios Asimismo, la proximidad de las células foliculares con la
membrana plasmatica del ovocito y la formacién de la zona radiada, permite que las diversas
macromoléculas y precursores del vitelo sean transportados a través de los vasos
sanguineos para constituir el vitelo. La misma se desarrolla en varias etapas, la ultima
deposicion vitelogénica o fase de rapido crecimiento se realiza durante la recrudescencia
gonadal incrementando notoriamente de tamafio a algunos foliculos amarillos en pocos dias.
En esta ave la cohorte comprende de 4 a 5 foliculos los cuales exhiben una jerarquia
morfoldgica de acuerdo al tamafio y de la cual surgiran los foliculos dominantes para ovular
a posteriori.

El analisis cuantitativo indica que en la fase estudiada, los ovocitos primordiales, los foliculos
previtelogénicos y vitelogénicos blancos son los mas abundantes, el significado de estas
ponderaciones se asociaria a una gran cantidad de foliculos constituyen el reservorio natural
del ovario, mientras que el bajo porcentaje de foliculos vitelogénicos amarillos indicaria que
aun no se ha iniciado las siguientes fases de deposicion de vitelo, en ningin caso de
observaron foliculos en fase de rapida desposicion el vitelosélo que seguramente sucedera en
faes m s avanzadas.

Contrariamente a los mecanismos de desarrollo y diferenciacion, la atresia folicular produce
en el ovario de F.armillata, la degeneracidn y ulterior eliminacion de una gran cantidad de
foliculos ovaricos en diferentes estadios de diferenciacion y desarrollo.

Las caracteristicas morfohistoldgicas de la gonada femenina y de los foliculos en desarrollo de
esta ave, son similares a las amalizadas en Gallus domesticus por Chalana y Guraya (1978);
Gilbert et al. (1983); Etches (1984); Etches y Petitte (1990); Waddington y Walter (1993),
en Anser anser (Forgo, et al.,1988; Kovacks et. al 1992 ) y también en especies silvestres
como Passer domesticus por Chalana y Guraya (1978); Columba livia (Guraya, 1989);
Spheniscus magellanicus (Bulfon y Bee de Speroni, 2003),; Struthio camelus (Madekuroswa y
Kimaro; 2006; 2008); Columbina picui (Altamirano et al 2008).

Las caracteristicas morfohistoldgicas de los foliculos lipoidales y lipoglandulares y bursting y
las etapas en la involucion de los mismos concuerdan con las descripciones realizadas en los
foliculos ovaricos de aves silvestres como Passer domesticus (Guraya y Chalana, 1976),
Zonotrichia leucophrys gambelii (Kern,1972),Columba livia (Guraya, 1989) Struthio camelus



(Madekuroswa y Kimaro, 2006; 2008); Nothura maculosa (Claver et al., 2008); Vanellus
chilensis e Himantopus melanurus (Bulfon y Bee de Speroni, 2009),

La atresia folicular de F.armillata  muestra similitudes morfoldgicas con las descriptas en el
ovario de diferentes especies de aves silvestres.

por Halse (1985); Gupta y Maiti, (1986) Gupta et al. (1988); Guraya (1989); Bulfon y Bee
de Speroni (2001; 2003; 2009); Madekuroswa y Kimaro (2006; 2008); Claver et al., (2008).
El papel que desempefia la atresia no bursting (lipoidal y lipoglandular) en el ovario de
F.armillata, es el de un mecanismo temprano de seleccion folicular debido a que involucra a
los foliculos ovaricos pequefios y presenta un alto porcentaje durante la recrudescencia,
mientras que por la atresia por ruptura o bursting, se eliminan los foliculos vitelogénicos
amarillos no aptos para ovular.

De este estudio se concluye que, durante la fase de recrudescencia gonadal de F.armillata, el
desarrollo y diferenciacién y la atresia folicular son procesos normales y dindmicos que
contribuyen a la homeostasis del ovario de esta ave de habitat acuatico.

CONCLUSIONES

- El andlisis morfohistolégico del ovario del cuervillo de la Cafiada indica que, la fase de
recrudescencia gonadal temprana marca el inicio de importantes variaciones morfoldgicas y
cuantitativas en la génada femenina.

- El mecanismo de foliculogénesis se inicia tempranamente, mientras que, soélo se desarrollan
las fases iniciales de deposicion de vitelo blanco y amarillo durante el proceso de
vitelogénesis.

- La ponderacién cuantitativa con un alto porcentaje de ovocitos primordiales, foliculos
previtelogénicos y vitelogénicos blancos y el bajo porcentaje de foliculos vitelogénicos
amarillos = 4 mm corrobora que la etapa de deposicidon de vitelo es mas activa a medida que
avanza la recrudescencia gonadal.

- Las caracteristicas morfohistoldgicas de los foliculos atrésicos no bursting y bursting sefalan
que el proceso involutivo se desarrolla en varias etapas. El nimero reducido de foliculos
atrésicos bursting sugiere que este tipo de atresia afecta a los foliculos vitelogénicos de mayor
tamafio.

- La reaccion positiva al PAS, en las membranas basales de los foliculos en desarrollo y
atrésicos y en los granulos de los foliculos vitelogénicos revelan la presencia de
mucopolisacaridos en estas estructuras ovocitarias.

- Del estudio de las caracteristicas morfohistoldgicas y cuantitativas del ovario del Cuervillo de
la Caflada durante la fase de recrudescencia gonadal temprana se infiere que, los procesos de
crecimiento, diferenciacion y atresia folicular son similares a lo reportado en otras aves
silvestres en idéntica fase del ciclo reproductivo.
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RESUMEN

Se estudiaron los aspectos morfohistoldgicos y cuantitativos del ovario de Plehades chihi
durante la recrudescencia gonadal temprana a fin de aportar conocimientos a la biologia
reproductiva de esta especie. Se utilizaron cinco hembras adultas provenientes del Arroyo
Chucul (Pcia. de Cba), Argentina ( agosto a setiembre de 2011). Las gdnadas fueron
extraidas, fijadas y procesadas con la técnica de inclusion en parafina. Las secciones se
colorearon con Hematoxilina-Eosina, Tricrdmico de Casson y PAS. Se estimaron los
porcentajes de todos los foliculos ovaricos.

El analisis morfohistoldgico reveld diferentes estructuras ovocitarias: Ovocitos primordiales
rodeados por un epitelio simple de células granulosas; foliculos previtelogénicos con epitelio
pseudoestratificado y un notorio cuerpo de Balbiani. Los foliculos vitelogénicos blancos y
amarillos > de 2mm mostraron una compleja pared folicular constituida por la zona radiada,
el epitelio folicular estratificado y las envolturas tecales bien definidas, ademas, numerosos
granulos de vitelo en el ovoplasma. En los foliculos vitelogénicos amarillos > de 3 mm se
observaron células granulosas cubicas y muy basodfilas. No fueron localizados foliculos
vitelogénicos amarillos > a 4 mm, preovulatorios ni postovulatorios.

Se identificaron dos tipos de atresia folicular: 1) no bursting, involucién en el interior del
foliculo, comprende a la atresia lipoidal (Ovocitos primordiales) y lipoglandular (foliculos

previtelogénicos y vitelogénicos pequenos) y la atresia por ruptura de la pared o bursting
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(foliculos vitelogénicos > 2mm). La reaccion positiva al PAS, reveld6 la presencia de
mucopolisacaridos en diferentes estructuras ovocitarias. Se determind un alto porcentaje de
foliculos pequenos < 3 mm.

La morfohistologia del ovario, los diferentes tipos foliculares y los datos porcentuales estan en
concordancia con la fase de recrudescencia gonadal temprana del Cuervillo de la Cafiada,

analizada en este trabajo.

Subsidiado por SECYT-UNC. Resol. N° 162/

Morfohistolégicos and the quantitative aspects of the ovary were studied Plehades chihi during
early gonadal recrudescence to provide knowledge to the reproductive biology of this species. Five
adult females from the Arroyo Chucul were used (Province. Cha), Argentina (August-September
2011). The gonads were removed, fixed and processed with paraffin embedding technique. The
sections were stained with hematoxylin-eosin, Masson's Casson and PAS. The percentages of all
ovarian follicles were estimated.

The oocyte morfohistologic analysis revealed different structures: primary oocyte surrounded by a
single epithelial granulosa cells; previtellogenic follicles with pseudostratified epithelium and a
marked Balbiani body. White and yellow> 2mm vitellogenic follicle follicular wall showed a
complex consisting of the radiated area, the follicular epithelium stratified and well defined also
numerous yolk granules in the thecal ovoplasma wraps. In yellow vitellogenic follicles> 3 mm
cubic and very basophilic granular cells were observed. There were localized yellow vitellogenic
follicles> 4 mm, preovulatory or postovulatory.

Two types of follicular atresia were identified: 1) no bursting involution inside the follicle,
comprising the lipoidal atresia (primordial oocytes) and lipoglandular (previtellogenic and
vitellogenic small follicles) and atresia wall rupture or bursting (follicles vitellogenic> 2mm). The
positive reaction to PAS revealed the presence of mucopolysaccharides in different oocyte
structures. A high percentage of small follicles <3 mm was determined.

The morfohistologia ovarian follicular types and different developing and atretic match the features
found in the early gonadal recrudescence phase of the Glen White-faced.

ABSTRACT

Morfohistologic and quantitative aspects were studied of the ovary of the Fulica armillata
during gonadal recrudescence phase. Were used 5 adult females, the gonads were removed,
fixed and processed with the technique of embedding in paraffin. The sections were stained
with hematoxylin-eosin, Mallory trichrome. For morphometry we used public domain software
Image] 1.33. Percentage data of ovarian follicles were statistically analyzed by analysis of
variance (ANOVA).

Morfohistologic analysis revealed the presence of numerous follicles at different stages of

development and regression. The primary oocytes exhibited a simple epithelium and
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pseudostratified granulosa cells in previtellogenic follicles, in both a notorious Balbiani body. In
the white and yellow vitellogenic follicles > 1mm evidenced a complex follicular wall formed

by the radiated area, stratified follicular epithelium and well defined thecal enveloped, while

the yellow vitellogenic> 3 mm the presence of a simple epithelium very basophilic
cuboidal cells. We identified two types of follicular atresia: the non-bursting,
involution takes place inside the follicle, comprising the lipoidal atresia
(primary oocytes) and lipoglandular (previtellogenic and vitellogenic follicles
small) and atresia of wall rupture or bursting releasing the contents of
ovoplasma abroad (vitellogenic follicles > 1 mm). Quantitative analysis
revealed a statistically significant difference (P <0.05) of developing follicles
<2 mm, as well as small atretic follicles (lipoidal and lipoglandulares). During
the gonadal recrudescence developed several processes, one of growth and
differentiation such as folliculogenesis and vitellogenesis and a follicular

atresia, all of which contribute to homeostasis of the ovary of this bird.
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