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Abstract

The first reproductive cycle of 50 females of the shortfin silverside, Chirostoma humboldtianum (Valenciennes) in culture condi-
tions was analyzed. Ovarian developmental stages, gonadosomatic (Gl) and hepatosomatic (HI) indexes were described. Histo-
logical description of the ovaries and quantification of estradiol serum levels (E2) and 17a-hydroxy-4-pregnen-3-one (17-P4) by
radioinmune assay were performed. Results showed a first reproductive season longer than six months. Females initiated spawn-
ing at the age of one year. Four ovarian maturation stages (I to IV) were determined during the spawning season and one (V)
during the non-spawning season, the last one showed a non-defined pattern of development. The Gl and Hl indexes values indi-
cate a positive lineal relation to body-weight only during the reproductive season (r*=0.74 and r* = 0.86, P < 0.05, respectively).
Histological analysis of the ovaries indicated that the species correspond to the pattern described as group-synchronous with
multiple spawnings. The follicular population showed reproductive activity during the first stages of maturation with a predomi-
nant population of pre-vitellogenic follicles. As the ovarian maturation increased, the presence of all the follicular developmental
stages was observed, with a tendency of an increase of vitellogenic and mature follicles. The concentration of circulating sexual
steroid hormones of estradiol (E2) and 17a-hydroxy-4-pregnen-3-one (17-P4) were high during stage | (2.5+ 0.7 ng/mLand 2.4 +
0.3 ng/mL for E2 and 17-P4, respectively); a decrease was observed during stage Il, and the highest values were observed in stage
IV (7.6 £ 2.1 ng/mL for E2 and 1.8 + 0.9 ng/mL for 17-P4). The same pattern was observed during non-spawning season (ANOVA
P < 0.05), these results are the first findings on the reproductive physiology of the shortfin silverside fish, suggesting an early
steroidogenic activity in immature females. Furthermore, the species maintains its hormonal capacity during the post-spawning
season, as it is supported by their follicular composition. The aforementioned will allow to have a better understanding of the
mechanisms involved in their reproductive processes and to improve the mechanisms utilized to control their reproduction and
for the production of eggs and larvae in culture conditions.
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STEROID HORMONES.

Resumen

Se analizo el primer ciclo reproductivo de 50 hembras de pez blanco, Chirostoma humboldtianum (Valenciennes), en condiciones
de cultivo. Se describieron los estadios de desarrollo ovarico y los indices gonadosomético (I1G) y hepatosomatico (IH). Se realizé
una descripcion histolégica de los ovarios y se midieron los niveles séricos del estradiol (E2) y de la 17a-hidroxi —4-pregnen-3-
ona (17-P4) por radioinmunoanalisis. Los resultados mostraron una primera época reproductiva de mas de seis meses. Las hem-
bras iniciaron sus desoves a la edad de un afo. Se identificaron cuatro estadios de maduracién ovérica (estadios | al IV) en la época
de desoves y uno mas (V) en la época no reproductiva, este ultimo no tuvo un patrén de desarrollo definido. Los valores de los
indices IG e IH mostraron una relacién lineal positiva con el peso corporal Gnicamente en la época reproductiva (r> = 0.74 y r =
0.86, P <0.05, respectivamente). El andlisis histolégico de los ovarios indico que la especie se clasifica como sincrénica por grupos
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multiples. Los primeros estadios de maduracion gonadal fueron caracterizados por ovarios cuyas poblaciones foliculares estu-
vieron compuestas predominantemente por foliculos previtelinos. Conforme avanzé el proceso de maduracion, se observaron
todos los estadios de desarrollo folicular, con tendencia al incremento de foliculos vitelinos y maduros. Durante el estadio |, las
concentraciones de las hormonas esteroides sexuales circulantes de estradiol (E2) y de la 17a-hidroxi-4-pregnen-3-ona (17-P4)
fueron altas (2.5 £ 0.7 ng/mL de E2 y 2.4 + 0.3 ng/mL de 17-P4), se observé un decremento durante el estadio Il y los valores mas
altos se registraron en el estadio IV (7.6+ 2.1 ng/mL de E2y 1.8 + 0.9 ng/mL de 17-P4). Este mismo patron fue observado durante la
época de no desoves (ANDEVA P < 0.05); estos resultados son los primeros hallazgos en la fisiologia reproductiva del pez blanco,
los cuales sugieren una temprana actividad esteroidogénica en hembras inmaduras, ademds de que esta especie conserva su
capacidad hormonal en la época posdesove, sustentada en su composicion folicular. Lo anterior ayudara para comprender mejor
los mecanismos involucrados en los procesos reproductivos y servira de base para lograr su reproduccion controlada y la obten-

cién de huevos y larvas en condiciones de cultivo.

Palabras clave: PEZ BLANCO; CHIROSTOMA HUMBOLDTIANUM; DESARROLLO OVARICO; HORMONAS ESTE-

ROIDES SEXUALES.

Introduction

eproduction in teleosts fish is controlled by

endogenous biological rhythms,l as in all ver-

ebrates, being this a process that demands a
physiological coordination, which is regulated by the
hypothalamus-pituitary-gonadal axis and stimulated
by environmental factors, such as photoperiod and
temperature.” Association among gonadal develop-
mentand serum levels of steroid hormones have proved
to be an important tool to understand the endocrinal
control in fish reproduction. It is known that in tele-
osts female fish, vitellogenesis and follicular matura-
tion are regulated by GtH I and GtH II gonadotropins
throughout steroid hormones secreted by follicular
cells surrounding the oocyte. The main function of
17p-estradiol (E2) is to stimulate the hepatic synthesis
of the vitellogenine (VTG) and the lipoproteins, that
are accumulated in the oocyte. Since maturation is
induced by C21 steroids, such as 17,20B-dihydroxy-4-
pregnen-3-one (17,20B-Ps+) and 17,20,21-trithydroxy-
4-pregnen-3-one (17,20B,21-Ps), these are called as
maturation-induction hormones (MIH).* Circulating
estradiol influences the positive and negative regula-
tion of the gonadotropin secretion by the hypophysis
and on the synthesis and the hypothalamic release of
the gonadotropin release hormone (GnRH).

Circulating E2 levels decrease after ovarian growth
and oocyte development are complete in the teleosts
female fish. There is an increase in gonadotropin
I (GtH II) that induces the steroidogenic process,
synthesis and release of the MIH, when the female is
ready for spawning.>'""

The shortfin silverside belongs to the Chirostoma
genus; they are endemic from the Central Mexico
Plateau, where they support ancestral fishing. The
shortfin silverside C. humboldtianum species has a wide
reproductive season with multiple spawnings under
natural conditions."*"> However, knowledge about
their reproductive biology is scarce, especially relating
to female fish. Knowledge about this process is neces-
sary for reproduction control, particularly for those
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Introduccion

areproduccién en los peces teledsteos, como en

todoslosvertebrados, esta controlada porritmos

biolégicos endégenos,' y éste es un proceso que
demanda una coordinacién fisiolégica, la cual, a su
vez, esta regulada por el eje hipotalamo-hipofisis-
gbénadas y estimulado por factores ambientales como
el fotoperiodo y la temperatura.” La asociacion entre
el desarrollo gonadal y niveles plasmaticos de hormo-
nas esteroides ha demostrado ser una herramienta
importante para comprender el control endocrino de
la reproduccion en los peces. Se sabe que en las hem-
bras de peces teledsteos, la vitelogénesis y la madura-
cion folicular son reguladas por las gonadotropinas
GtH I y GtH II a través de hormonas esteroides que
son secretadas por las células foliculares que rodean
al ovocito. La funcion principal del 178-estradiol (Es)
es estimular la sintesis hepatica de la vitelogenina
(VTG) y de lipoproteinas, que son acumuladas en el
ovocito. Los esteroides C21, como la 17,20B-dihidroxi-
4-pregnen-3-ona (17,20B-P4) y la 17,20,21-trithidroxi-
4-pregnen-3-ona (17,20B,21-P4), a su vez, inducen la
maduracién, por lo que son llamadas hormonas induc-
toras de la maduracién (HIM).*? El estradiol circu-
lante interviene en la regulacion positivay negativa de
la secrecion de las gonadotropinas en la hipdfisis y en
la formacién y liberacién de la hormona liberadora de
las gonadotropinas (GnRH) en el hipotalamo.

En las hembras de peces teledsteos, los niveles cir-
culantes de Eg disminuyen después de que se ha com-
pletado el crecimiento del ovario y el desarrollo de los
ovocitos, cuando la hembra se encuentra preparada
para el desove, hay incremento de la gonadotropina II
(GtH II), que induce la activacién del proceso esteroi-
dogénico y sintesis y liberacion de la HIM.*>'*"?

El pez blanco pertenece al género Chirostoma y
son peces endémicos de la Meseta Central de México,
donde sustentan la pesca ancestral en México. En
condiciones naturales, el pez blanco de la especie C.
humboldtianum presenta una amplia temporada repro-
ductiva con desoves multiples.'"”"” Sin embargo, los



species which present culture problems, such as the
shortfin silverside."

The first reproductive cycle of the C. humboldtianum
female under culture conditions, ovarian maturation
stages and changes in the follicular composition asso-
ciated with circulating levels of 17f8-estradiol (E2) and
17a-hydroxy-4-pregnen-3-one (17-P4) during spawn-
ing and reproductive rest seasons are presented here.

Material and methods
Reproductive fish

C. humboldtianum reproductive fish were initially
caught form a wild population in “Las Tazas” dike,
Jocotitlan municipality, State of Mexico, Mexico. Fish
were kept under culture conditions in the Aquaculture
Experimental Building facilities (PExPA), supplied by
the Metropolitan Autonomous University-Iztapalapa
Campus (UAM-I). The studied population (F1) was
formed without regarding sex of fish (n = 226). Indi-
viduals were divided into three groups according to
age: group 1, 10 months n = 158 and mean total length
(TL) and weight (TW) of 94.2 + 1.6 mm and 6.6 + 1.6
g, respectively; group 2, 11 months, n =42, TLand TW
of 116.8 £ 0.5 mm and 11.5 + 1.9 g, respectively; group
3, 12 months, n = 26, TL and TW of 133.9 + 2.3 mm
and 19.6 + 6.9 g, respectively. Each group was cultured
separately in a 4 000 L pond. Each pond had a closed
recirculation system, water quality and feeding strat-
egies were as recommended by Mares and Morales'
and Blancas et al."*'” Sex of all fish was manually deter-
mined.

Ovarian development

Fifty female fish were caught from all the groups (30
in the reproductive season and 20 during the resting
season). Ovarian-development study started with 10,
11 and 12-month-old fish. Females were anesthetized
using benzocaine diluted with 1.6 % ethylic alcohol;
TL and TW were recorded using an ictiometer gradu-
ated by millimeters, and a digital balance* with 0.0001
g accuracy, respectively. Ovarian color and appear-
ance were recorded as well. Visceral space percentage
(VSP) occupied by ovaries was assessed throughout
the volumetric method."” Using these values, gonado-
somatic (GI) and hepatosomatic (HI) indexes were
calculated, according to Tyler and Sumpter." Ovarian
maturity stages were characterized in agreement with
Solorzano,” who reported a classification for fish of
the same genus.

conocimientos de su biologia reproductiva son esca-
sos. Particularmente en hembras, el conocimiento del
proceso es fundamental para el control de la repro-
duccioén, sobre todo en especies que presentan dificul-
tades en su cultivo, como los peces blancos."

Aqui se presenta el primer ciclo reproductivo de
hembras de C. humboldtianum criadas en cautiverio,
los estadios de maduracién ovarica y cambios en la
composicion folicular asociados con los niveles circu-
lantes de 17B-estradiol (E2) y la 17a-hydroxi-4-preg-
nen-3-ona (17-P4), durante las épocas de desove y de
descanso reproductivo.

Material y métodos
Reproductores

Los progenitores de C. humboldtianum fueron inicial-
mente capturados de una poblacién silvestre en la
presa “Las Tasas”, municipio de Jocotitlan, Estado
de México, México, y mantenidos en condiciones de
cultivo en las instalaciones de la Planta Experimen-
tal de Produccién Acuicola (PExPA), facilitadas por
la Universidad Auténoma Metropolitana-Iztapalapa
(UAM-I). La poblacién en estudio (F1) consistié en
peces de sexo indistinto (n = 226). Los organismos
fueron agrupados en tres cohortes de acuerdo con su
edad: la cohorte 1, de 10 meses, n = 158 y con prome-
dio de longitud total (LT) y peso (PT) de 94.2 + 1.6
mm y 6.6 £ 1.6 g, respectivamente; cohorte 2, de 11
meses, n =42y con LT y PT de 116.8 + 0.5 mm y 11.5
+ 1.9 g, respectivamente; cohorte 3, de 12 meses, n =
26 organismos, con LT y PT de 133.9 + 2.3 mm y 19.6
* 6.9 g, respectivamente. Cada cohorte fue cultivada
por separado en un estanque de cuatro mil L de capa-
cidad. Cada estanque contaba con un sistema cerrado
de recirculacion, la calidad del agua y estrategias de
alimentacion fueron las recomendadas por Mares y
Morales'® y Blancas et al.'*'” El sexo de todos los peces
fue determinado manualmente.

Desarrollo ovarico

Se capturaron 50 hembras de todos los cohortes (30
en la temporada reproductiva y 20 durante la época
de descanso). El estudio del desarrollo ovarico inici6
con los peces de 10, 11 y 12 meses de edad. Las hem-
bras se anestesiaron con benzocaina diluida en alco-
hol etilico al 1.6%, y sus pesos y longitudes totales se
registraron con una balanza digital* de 0.1 g de pre-
cisiéon y un ictibmetro graduado en milimetros, res-
pectivamente. Se extrajeron los ovarios y el higado de
cada hembra, y se pesaron en una balanza analitica*

*OHAUS, modelo GT 4800, Estados Unidos de América.
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Follicular composition

Histological analysis was described for the 50 ovarian
pairs, conserved in Bouin solution;* then dehydra-
tion, clearage, perfusion and paraffin-imbibitions**
(49 to 50°C fusion point) were performed. Transver-
sal, 8p depth cuts were done using a Microm micro-
tome.*** After that, paraffin was removed from the
histological sections, dyed with Harris hematoxylin
yellowish Eosin (H-E) and finally conserved in Merk
resin.”

Histological sections were observed using a light
microscope in order to do the ovarian description.
Identification and quantification of the different
stages of follicular development were done according
to Wallace and Selman.” The following stages were
identified: @) nuclear chromatin = primary follicles
(PF); b) perinuclear = secondary follicles (SF); ¢) cor-
tical alveolus = tertiary follicles (TF); d) vitellogenic
stage = vitelline follicles (VF), and ¢) maturation stage
= mature follicles (MF). Five histological preparations
of the ovaries in maturation stage I, nine in stage II,
14 in stage Il and 12 in stage IV were needed to know
the follicular characteristics of each ovarian matura-
tion-stage. For this, 100 follicles were identified and
counted for each developmental stage.

Steroid hormones

Thirty-five serum samples were analyzed; nine of
these were a mixture of samples from females in the
same ovarian maturity stage and follicular composi-
tion because of the scarce volume collected. Steroid
hormones were assessed by the radioimmunoanalysis
technique (RIA), based on Herrera ef al.** and Carols-
feld et al.* methodological principles, using H* and
highly specific antibodies. Blood was collected by car-
diac puncture and serum was obtained by centrifuga-
tion (15 min at 805 gand 4°C). Serum samples were
purified using filterst and 80% recovery was achieved
for each steroid. Each purified serum sample was
recovered in two fractions: one with ethanol and the
other with distilled water; alcohol was evaporated and
later the two fractions were united (1 mL). Finally,
serum was diluted at a final volume of 2 mL with Gel-
PBS (0.2 M, 17.6 g of NaCl and 2.0 g of gelatin/L).
Standard curves were sensitized to 5 pg/mL. Dupli-
cated 400 pL aliquots were taken to evaluate E2 and
17-P4 separately by RIA. Analysis was done according
to each ovarian maturation stage and follicular com-
position for both seasons.

Statistical analysis

Data base was captured using Excel software. A cor-
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de 0.0001 g de precision, de igual forma se registro el
color yla apariencia de los ovarios. Se midi6 el porcen-
taje de espacio visceral (PEV) ocupado por los ovarios
mediante el método volumétrico;'® con estos valores
se calcularon los indices gonadosomatico (IG) y hepa-
tosomadtico (IH) de acuerdo con Tyler y Sumpter."
Se caracterizaron los estadios de madurez ovarica de
acuerdo con Solérzano,? quien indica una clasifica-
cién para peces del mismo género.

Composicion folicular

Se describi6 el analisis histologico para los 50 pares de
ovarios, que se conservaron en solucion Bouin,? luego
se procedi6é a su deshidratacion, aclaracién, prefun-
cién y a su inclusion en parafina** de punto de fusiéon
de 49 a 50°C. Se efectuaron cortes transversales de 8 p
de profundidad utilizando un micr6tomo Microm;***
después, los cortes se desparafinaron, se tineron con
hematoxilina de Harris-Eosina amarillenta (H-E) y
finalmente se conservaron en resina Merk.*

Para describir la estructura histolégica de los ova-
rios, las preparaciones histologicas se observaron con
un microscopio o6ptico.f De acuerdo con lo descrito
por Wallace y Selman,? se realizé la identificacién y
cuantificacion de los distintos estadios de desarrollo
folicular. Se identificaron los siguientes estadios: a)
cromatina nuclear = foliculos primarios (FP); b) peri-
nuclear = foliculos secundarios (FS); ¢) alvéolo corti-
cal = foliculos terciarios (FT); d) estado vitelogénico =
foliculos vitelinos (FV), y ¢) estado de maduracion =
foliculos maduros (FM). Para conocer la composiciéon
folicular que caracteriza cada estadio de maduracién
ovarica, se necesitaron cinco preparaciones histologi-
cas de ovarios en el estadio de maduracion ovarica I,
nueve en el estadio II, 14 en el estadio Il y 12 en el
estadio IV, paralo cual se identificaron y contaron 100
foliculos de cada estadio de desarrollo.

Hormonas esteroides

Se analizaron 35 muestras de suero. A causa del poco
volumen recolectado, nueve de ellas fueron muestras
compuestas de sueros de hembras que presentaron el
mismo estadio de madurez ovarico y composicion foli-
cular. Las hormonas esteroides se evaluaron mediante
la técnica de radioinmunoanalisis (RIA), basada en
los principios metodolégicos descritos por Herrera
et al** y Carolsfeld et al.,”> empleando H” y anticuer-
pos altamente especificos. La sangre fue recolectada

*OHAUS, modelo AP 110S, Estados Unidos de América.
**Paraplast-Merk, Estados Unidos de América.

***Modelo HM 315, Leica, Walldorf, Alemania.

+O0lympus CX31, Olympus, Corporate Center Drive, Melvi-
lle, Estados Unidos de América.



relation analysis (CA) was done to verify GI and HI
correspondences regarding female total weight in the
reproductive and resting seasons.?® A data exploratory
analysis (DEA) with box plots was used,”” in order to
assess hormone level behaviors between each other
and during both seasons.® A non-parametric, one
way ANOVA test was used to determine significant dif-
ferences among the hormonal levels found according
to each developmental stage.

Results
First female reproductive season

The whole population (the three groups) showed a
reproductive season of six months (from January 28"
to August 15™, 2003). Reproductive season started
with the one-year-old females, group 3 (Figure 1);
meanwhile, females in group 2 started at 11 months
and three weeks of age. Females in group 1 had their
first spawning stages until they were one-year-old.
The number of spawning stages per group pointed
out a significant participation of females older than
one year of age, which corresponded to groups 2
and 3, with 33 and 32 spawns, respectively; younger
females had a total of 12 spawnings. During the repro-
ductive season, Group 3 presented a six-week pause
without spawning (from May 10" to July 2"'). Females
in group 2 were characterized by showing a continu-
ous activity and those in group 1 had a discrete but
constant activity (lesser number of spawnings).

Ovarian development

It was possible to differentiate four gonadal matura-
tion-stages (I, II, III, IV), according to GI results, VSP
occupied by ovaries and sexual activity (spawning),
during the reproductive season, and one more stage
during the sexual resting season (V) (Table 1). How-
ever, the last stage was characterized by ovaries with
GI and VSP values similar to those in stages I to III of
the reproductive season.

Minimum and maximum GI and HI values during
the reproductive season were 0.2 to 7.1 and 0.9 to 2.9,
respectively, and values during the non-reproductive
season were 0.3 to 3.5 and 1.2 to 2.2, respectively. Both
indexes showed a positive relation with body weight
during the reproductive season in the CA (r*= 0.74, P
< 0.05 and r* = 0.89, P < 0.05, for GI and HI, respec-
tively), but not during the resting season (r*=0.3, P <
0.05 and r* = 0.17, P < 0.05).

Follicular composition
Histological analysis showed that gonads in the short-

fin silverside females had follicles in all of the develop-
mental stages, pre-vitelline (PF, SF and TF) as well as

mediante puncion cardiaca y se obtuvo el suero por
centrifugaciéon (15 min a 805 gy 4°C). Las muestras
de suero se purificaron con filtros* y se obtuvo 80%
de recuperacion de cada esteroide. Cada muestra de
suero purificada se recuper6 en dos fracciones: una
con etanol y la otra con agua destilada, el alcohol
fue evaporado para después unir ambas fracciones
(1 mL). Finalmente, el suero se diluy6 a un volumen
final de 2 mL con Gel-PBS (0.2 M, 17.6 g de NaCly 2.0
g de gelatina/L). Las curvas estandar fueron sensibili-
zadas hasta 5 pg/mL. Se tomaron alicuotas de 400 pL
por duplicado para evaluar con RIA y por separado
el Eo y la 17-P4. El analisis se realizé conforme a cada
estadio de madurez ovarica y composiciéon folicular
para ambas épocas.

Analisis estadistico

La base de datos fue capturada en el software Excel.
Se realiz6 un analisis de correlacion (AC) para verifi-
car las correspondencias del IG e IH con respecto al
peso total de la hembra para las épocas reproductiva
yde descanso.? Se empleo un analisis exploratorio de
datos (AED) de diagrama de cajas,27 para conocer la
conducta de los niveles hormonales entre siy en ambas
ternporadas.28 Se utiliz6 una prueba de ANDEVA de
una sola via no paramétrica para determinar diferen-
cias significativas entre los niveles hormonales encon-
trados conforme a cada estadio de desarrollo.

Resultados
Primera época reproductiva en las hembras

La poblacion (las tres cohortes de edad) present6
una temporada reproductiva de seis meses (del 28 de
enero al 15 de agosto, 2003). La época reproductiva
inici6é con las hembras de un ano de edad, cohorte 3
(Figura 1); mientras tanto, las hembras de la cohorte
2 iniciaron a la edad de 11 meses y tres semanas. De
la misma forma, las hembras de la cohorte 1, con diez
meses de edad, tuvieron sus primeras etapas de desove
hasta que alcanzaron un ano de edad.

El ntimero de etapas de desove por cada cohorte
indic6 una significativa participacion de las hembras
de mayor edad, la cual correspondi6 a las cohortes 2'y
3, con 33 y 32 puestas, respectivamente, en tanto que
las hembras mas jévenes tuvieron un total de 12 pues-
tas. La cohorte 3 present6 una pausa de seis semanas
sin desoves (del 10 de mayo al 2 de julio), en el trans-
curso de la época reproductiva. Asimismo, las hem-
bras de la cohorte 2 se caracterizaron por presentar
actividad continua y las hembras de la cohorte 1 tuvie-

*Sep-Park C18, Waters- Corporation, Estados Unidos de
Ameérica.
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Figura 1: Etapas de desove de cada cohorte durante 2003.

Figure 1: Spawning events of each cohort during 2003.

vitelline (VF and MF). Changes in the percentages of
the different follicles were seen during the spawning
season, which reflected a reproductive activity. Imma-
ture ovaries were characterized by the dominance of
primary and secondary follicles, and the number of
mature vitelline follicles was increased, in all of the
ovarian maturation stages without a defined pattern,
as the ovarian maturation process continued. Recruit-
ment of primary follicles was present in all the ovar-
ian maturation stages (II to V) (Figure 2). A similar
follicular composition was recorded during the rest-
ing season; the only difference was that during this
period there were no females with ovaries well devel-
oped (stage V). Only 13 of the 30 females analyzed
during the spawning season presented an ovarian
maturation stage I; seven in stage II; four in stage III
and six in stage IV. While during the non-spawning
season, the 20 females analyzed were in the ovarian
maturation stage V (Table 2).

Sexual steroid hormones

Circulating levels of the E2 and 17-P1 steroid hormones
detected in the shortfin silverside females, varied
between 0.56 to 9.68 ng/mL and 0.53 to 2.55 ng/
mL, respectively. Figure 3 depicts the mean hormo-
nal levels, grouped according to ovarian maturation
stages. Important circulating levels were observed
in immature females (stage I) during the spawning
season, reaching 2.5 + 0.7 ng/mL of E2 and 2.4 + 0.3
ng/mL of 17-Ps+. Hormonal levels during stage II were
1.7 £ 0.2 ng/mL of E2 and 0.9 + 0.2 ng/mL of 17-P4
an increase was seen again in stage III with 2.8 + 0.6
ng/mL levels of E2 and 1.4 + 0.5 ng/mL of 17-Ps. High
Es levels were detected in stage IV (7.5 + 2.1 ng/mL),
while 17-P4 levels were similar to those in stage IT (1.8
+0.9 ng/mL).

During the non-reproductive season, ovaries were
in stage V (post-spawning). However, mean de E2 and
17-P4 levels detected in females with an ovarian stage
similar to stage Iwere 1.9 = 1.4 ng/mLand 1.9 £ 0.5 ng/
mL, respectively. These values decreased to 1.5 + 0.6
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ron discreta pero constante actividad (menor namero
de desoves).

Desarrollo ovarico

De acuerdo con los resultados del I1G, el PEV ocupado
por los ovarios y la actividad sexual (desoves), fue
posible distinguir durante la época de desoves cuatro
estadios de maduracion gonadal (I, II, HHI y IV) y un
estadio mas durante la época de descanso sexual (V)
(Cuadro 1). Sin embargo, este ultimo estadio estuvo
caracterizado por ovarios que presentaron valores de
IG y PEV similares a los estadios del I al III de la época
reproductiva.

Los valores de IG e IH maximos y minimos fueron
0.2a7.1y0.9a2.9, respectivamente, durante la época
reproductiva, y de 0.3 a 3.5y 1.2 a 2.2 en las hembras
en la temporada no reproductiva, respectivamente.
Ambos indices mostraron durante la época reproduc-
tiva una relacién positiva con el peso corporal en el
AC (r*=0.74,P <0.05 y r?=0.89, P <0.05, paraelIGe
IH, respectivamente), no asi en la época de descanso

(r’=0.3, P<0.05 yr?=0.17, P <£0.05).
Composicion folicular

El analisis histologico en el pez blanco mostré que en
esta especie las hembras en sus génadas contenian
foliculos en todos los estadios de desarrollo, tanto
previtelinos (FP, FS y FT) como vitelinos (FV y FM).
Durante la época de desove, se observaron cambios
en los porcentajes de los diferentes foliculos, lo que
reflejé su actividad reproductiva. Los ovarios inma-
duros estuvieron caracterizados por la dominancia
de foliculos primarios y secundarios, y mientras con-
tinuaba el proceso de maduracién ovarica, se incre-
mento, sin un patrén definido, el nimero de foliculos
vitelinos y maduros. El reclutamiento de foliculos
primarios estuvo presente en todos los estadios de
maduracién ovarica (estadios I al V) (Figura 2). Una
composicion folicular similar se registré6 durante la
época de descanso reproductivo, con la diferencia
de que en este periodo no hubo hembras con ovarios
bien desarrollados (estadio V). De las 30 hembras
analizadas durante la época de desoves, 13 mostraron
un estadio de maduracion ovarica I; siete en estadio
IT; cuatro en estadio IIl y seis en estadio IV. Mientras
tanto, durante la época de no desoves, las 20 hembras
analizadas se encontraban en el estadio de desarrollo
ovarico V (Cuadro 2).

Hormonas esteroides sexuales

Los niveles circulantes de hormonas esteroides de Eg
y de la 17-P4 detectados en las hembras del pez blanco,



Cuadrol
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS ESTADIOS
DE MADURACION OVARICA EN EL PEZ BLANCO, C. humboldtianum

MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS OF OVARIAN MATURATION STAGES
IN THE SHORTFIN SILVERSIDE, C. humboldtianum

Stages Ovarian morphological characteristics

1 Immature stage. Clear color gonads, thin, non-differentiated between testis or

ovary, it occupies less than 10% of the VSP, GI < 1.

I Early maturation stage. Grey color ovaries, visible follicles, ovaries occupy 30 %

of the VSP, 1 <GI<3.
1 Ovarian growth stage. Dark ovaries, they occupy 50% of the VSP, 3< GI <5

v Spawning stage. Dark and brilliant ovaries, thin ovary wall, ovaries occupy more

that 80% of the VSP, GI > 5.

v Post-spawning stage. Dark ovaries, flaccid and rugose consistency, variable GI

and VSP values but lower than 5 to 50%, respectively.

VSP = Visceral Space Percentage, GI = Gonadosomatic Index.
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Figura 2: Cortes histologicos de los estadios de maduracion ovarica observados en C. humboldtianum (H-E). A) Estadio I, inmaduro (500 X),
Barra = 38 u: EG = Epitelio germinal, FP = Foliculo primario; N = Nucleo; Nu = Nucleolos; FS = Foliculo secundario; B) Estadio II, maduracion
temprana (200 X), Barra = 89 p: A = Atresia, FV = Foliculos vitelinos; C) Estadio III, crecimiento ovarico (32 X), Barra = 600 p: PO = Pared del
ovario, FM = Foliculos Maduros; D) Estadio IV, en desove (32 X), Barra = 600 py E) Estadio V posdesove (200 X), Barra = 89 p.

Figure 2: Histological cuts of the ovarian maturation stages observed in C. humboldtianum (H-E). A). Stage I, immature (500 X), Bar = 38u: GE =
Germinal epithelium, PF = Primary follicles; N = Nucleus; Nu = Nucleolus; SF = Secondary follicles; B) Stage II, early maturation (200 X), Bar =
89 u: A = Athresia, VF = Vitellogenic follicles; C) Stage III, ovarian growth (32 X), Bar = 600 u: OW = Ovarian wall, MF = Mature follicles; D) Stage
IV, spawning (32 X) Bar = 600 u: and E) Stage V, post-spawning (200 X), Bar = 89 p.
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ng/mL of E¢2 and 1.3 + 0.5 ng/mL of 17-P4 in females
with a stage similar to that in stage II, and increased
again in females with a stage similar to stage III (1.9
+ 0.0 ng/mL of E2 and 1.6 + 0.0 ng/mL of 17-P4). No
significant difference was detected (P < 0.05) among
hormonal levels when females with similar develop-
mental stages were compared between seasons.

The follicular compositions of the four maturation
stages described during the spawning season are con-
trasted, associated with the circulating E2 and 17-P4
levels in Figure 4. Immature females in stage I exclu-
sively showed pre-vitelline follicles, mainly primary
and secondary ones (40% and 43%, respectively),
which were related to hormonal levels higher than 2

104

| 1l 1l \Y \ \ \% Stages

Spawning season Non-spawning season

E, 17-P,

Figura 3: Niveles cambiantes del E2 y de la 17-P4 observados en cada
estadio de maduracion durante la temporada de desoves y de no
actividad reproductiva.

Figure 3: Fluctuating levels of E2 and 17-P4 observed in each ovarian
maturation stage during the spawning and non-spawning seasons.

fluctuaron entre 0.5629.68 ng/mLyde 0.53a2.55ng/
mL, respectivamente. La Figura 3 muestra los niveles
hormonales promedio, agrupados de acuerdo con los
estadios de maduracion ovarica. Se detectaron niveles
circulantes importantes en hembras inmaduras (esta-
dio I) durante la temporada de desoves, alcanzando
2.5+ 0.7 ng/mL de E2 y 2.4 + 0.3 ng/mL de 17-P4; se
detectaron niveles en el estadio IT de 1.7 + 0.2 ng/mL
de E2y 0.9 + 0.2 ng/mL de 17-P4; y nuevamente en el
estadio III, se observé incremento con niveles de 2.8
+ 0.6 ng/mL de E2 y 1.4 + 0.5 ng/mL de 17-Ps. Los
valores altos de Ee se detectaron en el estadio IV (7.5
+2.1 ng/mL), mientras que los niveles de 17-P4 fueron
similares al estadio II (1.8 + 0.9 ng/mL).

Durante la temporada no reproductiva, los ovarios
estaban en el estadio V (posdesove). Sin embargo, los
niveles promedio detectados de Ez2 y 17-P4 en las hem-
bras con estado ovarico similar al del estadio I fueron
de 1.9 £ 14 ng/mL y 1.9 + 0.5 ng/mL, respectiva-
mente. Estos valores disminuyeron a 1.5 + 0.6 ng/mL
de E2y 1.3 + 0.5 ng/mL de 17-P+ en hembras con un
estadio similar al de la etapa II, e incrementando de
nuevo en las hembras con estado similar al estadio I1I
(1.9 £ 0.0 ng/mL de E2 y 1.6 + 0.0 ng/mL de 17-P4).
No se detect6 diferencia significativa (P < 0.05) entre
los valores de niveles hormonales comparando hem-
bras con estadios similares de desarrollo entre ambas
temporadas.

En la Figura 4 se contrasta la composicion folicu-
lar de los cuatro estadios de maduracion descritos
durante la época de desoves, asociados con los niveles
circulantes de Eo y 17-P4. Las hembras inmaduras en
el estadio I mostraron exclusivamente foliculos pre-

Cuadro 2
VALORES PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR (£) DE LOS PORCENTAIJES DE CADA ESTADO
DE MADUREZ DURANTE LA EPOCA DE DESOVE EL PEZ BLANCO, C. humboldtianum

AVERAGE VALUES AND STANDARD DEVIATION (+) OF THE PERCENTAGES OF EACH
OVARIAN MATURATION STAGES DURING THE SPAWNING SEASON OF THE SHORTFIN
SILVERSIDE, C. humboldtianum

Percentages (%)

Stages N PF SF TF VF MF
I 13 40+3.0 43+4.0 16+2.0 1+03 0
II 7 32+£5.0 39+£2.0 19+1.0 7+1.0 3+1.0
I 4 42+£7.0 22+3.0 15+£2.0 15+2.0 6+1.0
v 6 35+4.0 19+3.0 14+3.0 21+£2.0 11£2.0

N = Sample Size; PF= Primary Follicles; SF = Secondary Follicles; TF = Tertiary Follicles; VF = Vitellogenic Follicles; MF=

Mature Follicles.
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ng/mL for both hormones. Females with gonads in
stage II showed a high number of pre-vitelline folli-
cles and the first vitelline and mature ones appeared
(7% and 3%, respectively), along with a decrease in
hormonal levels. Females in stage III were charac-
terized by the presence of primary follicles (42%),
increase in vitelline and mature ones (15% and 6%,
respectively), and according to the increased hormo-
nal levels observed (E2 and 17-P4). Finally, females in
stage IV showed follicles in all stages, with a signifi-
cant presence of vitelline and mature ones (21% and
11%), which agreed with the high hormonal levels,
especially Es.

Discussion

Reproductive season in the shortfin silverside fish is
wide and varies depending on the habitat and spe-
cies."""™!" Studies on C. humboldtianum fishing biology
point out that the reproductive season in wild popu-
lations lasts six months, with some months of intense
activity; while two spawning seasons are recorded in
other shortfin silverside species.”” Data found on this
fish under captivity conditions during the last four
years, showed that the reproductive season includes

vitelinos, principalmente foliculos primarios y secun-
darios (40% y 43%, respectivamente), los cuales se
asocian con niveles hormonales mayores a 2 ng/mL
de ambas hormonas. Las hembras con génadas en el
estadio II muestran un elevado numero de foliculos
previtelinos y aparecen los primeros vitelinos y madu-
ros (7% y 3%, respectivamente); estas condiciones
acompanaron un descenso en los niveles hormonales.
Las hembras en el estadio III se caracterizaron por la
presencia de foliculos primarios (42%), un aumento
en el porcentaje de foliculos vitelinos y maduros (15%
y 6%, respectivamente), acorde con el incremento en
los niveles hormonales observados (Eg2 y 17-P4). Las
hembras con goénadas en el estadio IV presentaron
foliculos en todos los estadios, con presencia signifi-
cativa de foliculos vitelinos y maduros (21% y 11%), lo
cual coincidié con los niveles elevados de hormonas,
particularmente de Eo.

Discusion
La época reproductiva del pez blanco es amplia y

varia dependiendo del habitaty de la fzspfzcie,>.14’15’17 Los
estudios de biologia pesquera con C. humboldtianum

Figura 4: Frecuencia (%) de las distintas
etapas de desarrollo folicular y concentra-
136 cion de hormonas Eg y 17-P4 en los dife-
rentes estados de maduracion ovarica.

FP = Foliculos primarios; FS = Foliculos

secundarios; FT = Foliculos terciarios;
FV = Foliculos vitelinos; FM = Foliculos
maduros.

Figure 4: Frequency (%) of the follicular
development stages and hormones con-
centration of Eg and 17-P4 in the different
1.80 ovarian maturation stages. PF = Primary
follicles; SF = Secondary follicles; TF =
Tertiary follicles; VF = Vitellogenic folli-

N =100
50 Stage |
40 ] 6
30 4
2 2.50 238
L |
0 . . 0
8 -
50 Stage Il
40 _ 6 -
304 [] 4
w 20
ﬁ 10 |_| 27 117 0.84
% 0 . . . I_I —— 0 :
pa _
° S
& 501 S 8,
3% Stagell 2
€ 44 6
=
<
o %7 4l
2 - 276
o 2 }
> 10 4
: 00 —
0 S N Y s —
: 7.5
50 Stage IV 8
401 6
30
4.
20 1
A0 0l i
PF SF TF VF MF E,

17-P, ' cles; MF = Mature follicles.

Vet. Méx., 39 (1) 2008 75



only one spawning season along the year. This season
starts during the first months of the year (with a
gradual temperature and photoperiod increase) and
prolongs until July and August. During this time, the
females have several spawnings and a huge metabolic
waste.'*"7 Older and bigger females had a constant
activity through out the reproductive season, while
the younger ones started spawning when the rest of
the population had a decreased activity (Figure 1).

In these species, age of first reproduction also
varies according to habitat and environmental con-
ditions."*"” Reports regarding the issue mention that
females reach sexual maturity when an 81 to 130 mm
total length is achieved.? It was found in this study
that the mean length in which females start reproduc-
ing is 133.9 = 2.3 mm, that corresponds to one-year-
old fish.

The process of the first sexual maturity in females
was observed throughout ovarian development and
growth in this study. GI was the parameter that
allowed the characterization of each ovarian matura-
tion stage during the reproductive season. Tyler and
Sumpter' mention that Gl in teleostean fish with syn-
chronic spawning, reaches values up to 40, while for
species with a non-synchronic spawning, GI value is
close to 14. In C. humboldtianum GI values were close
to 8, lower to the one that would be necessary to be
included in the non-synchronous group.

Itis known that female fish can increase their body
weight up to 90% because of the vitellogenic accumu-
lation in their oocytes.19’23’30’31 Many aspects can be
explained based on Zou et al.** and Kwon® results, who
report that vitellogenic synthesis by hepatocytes might
be directly influenced by a reciprocal stimulation
between growth hormone and prolactin. According to
this, it was observed in this study that bigger females
showed an intense reproductive activity and a lineal-
direct relation between GI and body weight. Contrary
to this, GI did not show a defined pattern during the
resting season, presenting values lower than 5 and a
non-lineal relation with BW. Regarding HI, it did not
have a direct relation with female weight.

C. humboldtianum females showed pre-vitelline and
vitelline follicles throughout the different stages of
ovarian development; which explains the reproduc-
tive strategy of this species and concurs with other
histological reports.w’34 However, the classification of
gonadal maturity proposed in this research (Table 1),
is backed up by histological observations and shows
the gradual process of the first gonadal maturity, in
disagreement with other studies. Constant recruit-
ment of primary follicles (Table 2) points out the
presence of “oogonia banks” during all the period
of sexual life; as it occurs in teleosts fish and some
amphibians.” Constant spawning denotes the pres-
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indican que la época reproductiva en poblaciones sil-
vestres es de seis meses, con algunos meses de intensa
actividad, mientras que para otras especies de “peces
blancos” se registran dos épocas de desoves."” Los
datos encontrados con estos peces en cautiverio en
los ultimos cuatro anos mostraron que la temporada
reproductiva estd representada s6lo por una época de
desoves durante el ano, la cual da inicio en los prime-
ros meses del propio ano (con incremento gradual de
temperatura y fotoperiodo) y se extiende hasta julio y
agosto; en ella, la hembra tiene varios desoves y gran
desgaste metabdlico."*'"” Como se indica en la Figura
1, durante la temporada reproductiva, las hembras de
mayor edad y tamano tuvieron constante actividad,
mientras que las de menor edad inician sus desoves
cuando el resto de la poblacién la disminuye.

La edad de primera reproducciéon en estas espe-
cies también varia de acuerdo con el habitat y con las
condiciones ambientales.'*'® Los informes en ese sen-
tido mencionan que las hembras alcanzan la madurez
sexual cuando presentan intervalo de longitud total
de 81 a 130 mm.* En este estudio se encontré que
las hembras inician su reproduccién al alcanzar, en
promedio, 133.9 + 2.3 mm de talla, que corresponde
a un ano de edad.

En este estudio el proceso de la primera madu-
racion sexual de las hembras se observo a través del
desarrollo y crecimiento de sus ovarios. En la época
reproductiva, el IG fue el parametro que permitié
caracterizar cada estadio de maduracion ovarica. Tyler
y Surnptelr19 mencionan que el IG en peces teledsteos
con desoves sincronicos alcanza valores hasta de 40,
mientras que en las especies desovadoras asincroni-
cas este valor es cercano a 14. En C. humboldtianum
se obtuvieron valores de IG cercanos a 8, menores al
valor que la incluiria dentro del grupo de desovadores
asincronicos.

Se conoce que los peces hembras pueden incre-
mentar su peso corporal hasta 90% a causa de la acu-
mulacién de la vitelogenina en sus ovocitos, %2350
muchos aspectos pueden ser explicados de acuerdo
con los resultados de Zou et al.*? y Kwon,* quienes
mencionan que la sintesis de la vitelogenina por los
hepatocitos pudiera estar directamente influida por
una estimulaciéon reciproca entre somatotropina y
prolactina. De acuerdo con lo anterior, en este estu-
dio se observo que las hembras de mayor talla mos-
traron intensa actividad reproductiva y una relaciéon
lineal directa entre el IG con el peso corporal. Por lo
contrario, en la temporada de descanso reproductivo,
el IG no mostr6 un patrén definido, presentando valo-
res menores a 5 y una relacion no lineal con el PC. En
lo que respecta al IH, en éste no existié una relaciéon
directa con el peso de la hembra.

Las hembras de C. humboldtianum mostraron foli-



ence of females with different follicular composition
along the reproductive season, due to the fact that,
when mature oocytes are released, other follicles con-
tinue the oogenesis process, which is characteristic of
multiple-group-synchronous fish." According to his-
tological data and spawning pattern, the description
done by Pankhurst®® on this species should be consid-
ered as group-synchronous with multiple spawning,
despite the GI values seen in this study. Therefore, in
order to define the pattern of the reproductive model
and ovarian development, it is suggested that the use
of a histological analysis is necessary, instead of basing
it exclusively on GI.

In contrast, in the season of sexual recovery,
females had post-spawning or intensified gonads
(stage V), that remained in the same developmental
stage that since the end of the reproductive season.
These observations might point out those ovaries
stop the oogenesis process, conserve their follicular
population and probably, their steroidogenic capac-
ity. Recent findings support the previous statement,
showing that this species stops its reproductive activ-
ity when environmental conditions (photoperiod and
temperature) are artificially matched to those of the
season of sexual rest. Spawning starts again if environ-
mental conditions turn to a favorable stage again.14

The hormonal levels (E2 and 17-P4) found in C.
humboldtianum seem to support the previous affir-
mation. It was found that hormonal levels, as well
as follicular composition, were similar between the
spawning and resting seasons when females with simi-
lar ovarian stages were compared (ANOVA P < 0.05).
The previous information suggests that ovaries keep
their steroidogenic capacity in the non-spawning
season throughout their follicular population. How-
ever, females do not reach the maximum maturity
stage, because of the huge metabolic waste provoked
by the spawning season and the changing conditions
in natural environments regarding temperature and
photoperiod. Therefore, following hormonal levels
since juvenile stages towards the end of their repro-
ductive life, might be an interesting field for future
investigations.

The hormonal levels found in this study mark out
an early steroidogenic activity (stage I), which differs
from other findings that postulate that the maximum
steroidogenic capacity is caused by the well developed
follicular layers, characteristic of the vitelline and
mature follicles found in mature gonads.g'm':”’38

Several evidences in fish endocrinology emphasize
the roll of the teca cells in the 17-P4 synthesis and the
following participation of the granulose cells to trans-
form it into 17,20B-Ps, and 17,208, 21-P4, while 17-P4
is transformed to E2 by the testosterone via through
another metabolic way.m’?"'?’8 Follicular population for

culos previtelinos y vitelinos durante los diferentes
estadios de desarrollo ovarico. Lo anterior explica la
estrategia reproductiva de la especie, y coincide con
otros informes histolégicos.”’34 Sin embargo, a dife-
rencia de otros estudios, la clasificacion de los estadios
de maduracion gonadal propuesta en esta investi-
gacion (Cuadro 1), se encuentra respaldada por las
observaciones histolégicas y muestra el proceso gra-
dual de la primera madurez gonadal. El constante
reclutamiento de los foliculos primarios (Cuadro 2)
indica la presencia de “bancos de ovogonias” durante
todo el periodo de vida sexual, caracteristica propia
de los peces teledsteos y de algunos anfibios.” Los
desoves constantes indican presencia de hembras con
distinta composicion folicular a lo largo de la tempo-
rada reproductiva, en virtud de que al ser liberados
los ovocitos maduros, otros foliculos contintian con
el proceso de ovogénesis, que es caracteristico de
los desovadores de tipo sincrénico por grupos.'” De
acuerdo con los datos histologicos y patron de deso-
ves, la descripcion que hace Pankhurst®® de esta espe-
cie debe ser considerada como sincrénica por grupos
miiltiples, a pesar de los valores de IG presentados en
este estudio. Por lo tanto, para definir el patrén del
modelo reproductivo y desarrollo ovarico, se sugiere
emplear necesariamente un analisis histolégico y no
unicamente basarse en el IG.

En contraste, en la época de recuperacion sexual,
las hembras muestran génadas posdesove o recrudes-
centes (estadio V), que permanecieron en el mismo
estadio de desarrollo que tenian cuando terminé la
temporada reproductiva. Estas observaciones pudie-
ran indicar que los ovarios detienen su proceso de
ovogénesis, conservan su poblacion folicular y muy
probablemente su capacidad esteroidogénica. Lo ante-
rior esta basado en los recientes hallazgos, en la que
se muestra que esta especie detiene su actividad repro-
ductiva cuando las condiciones ambientales (fotope-
riodo y temperatura) son igualadas artificialmente a
las de la época de descanso sexual, y reanudan con sus
desoves si las condiciones ambientales nuevamente se
tornan favorables.!

Los niveles hormonales de E2 y de la 17-P4 encon-
trados en C. humboldtianum, parecen apoyar lo ante-
rior. Al comparar a las hembras con estados similares
de desarrollo ovarico, entre la época de desoves y la
de descanso reproductivo; se encontro, al igual que
con la composicion folicular, que los niveles hormona-
les eran similares para ambas temporadas (ANDEVA
P < 0.05), lo que sugiere que en la temporada de no
desoves, los ovarios mantienen su capacidad esteroi-
dogénica, la cual es sostenida por su poblacién folicu-
lar. Sin embargo, las hembras no alcanzan su maximo
estado de madurez, debido probablemente al gran
gasto metabdlico que les infringi6é la temporada de
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females in stage I was characterized in this study by
the absence of vitelline and mature follicles, as well as
by the presence of primary and secondary ones, which
do not show a complete development of the follicular
walls; nonetheless, they do present significant hormo-
nal levels.

Nakamura and Nagahama39 studies on cichlids
and salmonid species concur with the reported here.
They suggest an early hormonal activity as a necessary
requirement to start the gonadal differentiation proc-
ess; furthermore, they showed that steroid producing
cells initially appear at the same time as gonadal dif-
ferentiation occurs in tilapia (Oreocrhomis niloticus)
and salmon (Oncorhynchus rhodurus). The aromatizing
activity in steroid producing cells in mature ovaries
from Oreochromis niloticus has been evident by using
immunohistochemical procedures.5 Recently, Grier®
reported that oogonia that are still in the germinal
epithelium, are already surrounded by pre-follicular
cells, visible only by electronic microscopy since the
beginning of the oogenesis. This kind of evidence
may explain the levels found in immature gonads in
the present study and support the theory of an early
aromatizing activity in the incipient follicular struc-
tures. Perez" reported lately about the presence of
significant estradiol levels in females which ovaries
also showed mainly pre-vitelline follicles in a neotropi-
cal Mexican species (Petenia splendida). Furthermore,
there is evidence about the production or extra-
gonadal conversion of steroid hormones in brain
cells, what implies an important roll in the control
of gonadal development.42 This situation suggests a
question posterior to the sexual differentiation proc-
ess: when does the gonadal steroid synthesis begins in
the shortfin silverside fish?

The decrease in the hormonal circulating levels in
females with ovaries in stage II, in which some vitelline
and mature follicles are seen, points out the possible
regulatory influence that circulating hormonal levels
have on the hypothalamus and pituitary gland, which
possible inhibit GnRH and gonadotropin release;
therefore, their following action at the gonadal level.
Van Oordt and Goos** mention that low blood hor-
mone concentrations are enough for the production
and maintenance of vitellogenic follicles, but they are
not enough for ovulation and spontaneous matura-
tion. This endocrine control agrees with the results
obtained for the shortfin silverside species studied
here.

This paper represents the first contribution to the
gonadal anatomic-functional process in the short-
fin silverside fish (C. humboldtianum) during its first
reproductive cycle. It also supports the hypothesis of
an early activity in the gonadal steroid synthesis, as
well as the maintenance of the steroidogenic capac-
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desoves y los cambios en las condiciones ambientales
naturales de temperatura y fotoperiodo. Por lo tanto,
el seguimiento de los niveles hormonales desde etapas
juveniles hasta el final de su vida reproductiva pudiera
Ser un campo muy interesante para futuras investiga-
ciones.

Los niveles hormonales encontrados en este estu-
dio indican actividad esteroidogénica temprana (esta-
dio I), que difiere de otros hallazgos, en los cuales se
sostiene que la mdxima capacidad esteroidogénica
que se debe a las capas foliculares bien desarrolladas,
propias de foliculos vitelinos y maduros que caracteri-
zan a las génadas maduras. %3738

Diversas evidencias en el campo de la endocrino-
logia en peces enfatizan el papel que desempenan las
células de la teca en la sintesis de la 17-P4, y la sub-
siguiente participacion de las células de la granulosa
para transformarla en 17,2003-Ps4, y en 17,208, 21-P4;
mientras que por otra via metabolica, en las células de
la granulosa es transformada la 17-P4 a E2 via testoste-
rona.'”?"* En este estudio, la poblacion folicular para
las hembras en el estadio I, estuvo caracterizada por
la ausencia de foliculos vitelinos y maduros, asi como
por la presencia de foliculos primarios y secundarios,
que no muestran desarrollo completo de sus paredes
foliculares; sin embargo, si presentan niveles hormo-
nales significativos.

Los estudios de Nakamuray Nagahama39 en algu-
nos ciclidos y especies de salmoénidos, coinciden con
lo aqui notificado; estos investigadores siguieren una
actividad hormonal temprana como requisito necesa-
rio para iniciar el proceso de diferenciacion gonadal
y, ademas, mostraron que las células productoras de
esteroides aparecen inicialmente al mismo tiempo que
ocurre ladiferenciaciéon gonadal en tilapia (Oreochromis
niloticus) y salmon (Oncorhynchus rhodurus). Asimismo,
con ayuda de procedimientos inmunohistoquimicos,
ha sido evidente la actividad aromatizante en células
productoras de esteroides en ovarios inmaduros de
Oreochromis niloticus.” Recientemente, Grier*” informa
que desde el inicio de la ovogénesis, las ovogonias que
estan aun en el epitelio germinal, ya se encuentran
rodeadas de células prefoliculares visibles s6lo por
microscopia electrénica. Estas evidencias pudieran
explicar los niveles encontrados en génadas inmadu-
ras en la presente investigacion, y apoyar la tesis de una
temprana actividad aromatizante en las incipientes
estructuras foliculares. Recientemente, para una espe-
cie neotropical mexicana (Petenia splendida), Pérez"
informa sobre la presencia de niveles significativos
de estradiol en hembras en cuyos ovarios también se
presentan principalmente foliculos previtelinos. Asi-
mismo, existen evidencias en la produccion o conver-
sion extragonadal de hormonas esteroides en células
del cerebro, lo cual implica un importante papel en el



ity along the non-spawning season, based on the
follicular population as a previous stage to the next
reproductive season, or to an environmental stimulus
favorable for reproduction.
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