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RESUMEN.

En las aves durante el desarrollo ovarico se pueden reconocer 4 eventos fundamentales: migracién y colonizacién de las células germinales
primordiales, diferenciacién y proliferaciéon de ovogonias, organizacion de nidos germinales e inicio del proceso meiético. El conocimiento de
dichos eventos resulta fundamental para la interpretacion de los procesos involucrados con la diferenciacion de las gametas, sin embargo sélo
existen referencias para algunas especies modelo como Gallus gallus domesticus y Coturnix coturnix. En el presente trabajo se describen los cambios
y sucesos celulares implicados en la ontogenia ovérica. Los esbozos gonadales indiferenciados se observan, a partir del estadio 16, como dos
masas alargadas dispuestas en el margen medio ventral del rifén. El conducto de Miiller se distingue a partir del estadio 21, desde el extremo
anterior del rifién y hasta la regién de la cloaca. A partir del estadio 34 comienza a visualizarse la regresion de la génada derecha y del
correspondiente oviducto, estructuras que estdn completamente ausentes en el momento de la eclosién. Los resultados obtenidos permitieron
caracterizar la morfogénesis del sistema reproductor de la hembra de Columba livia.

Palabras claves: ontogenia, génadas,Columbidae.

ABSTRACT.

In birds ovarian development 4 main events can be recognized: migration and colonization of the primordial germ cell differentiation and
proliferation of oogonia, organization germ nests and beginning of meiotic process. The knowledge of these events is crucial for the
interpretation of the processes involved in the differentiation of female gametes, however there are only references to some model species such as
Gallus gallus domesticus and Coturnix coturnix. In this paper, the changes and cellular events involved in ovarian ontogeny are described.
Undifferentiated gonadal seen sketches, from stage 16 as two elongated masses arranged in the middle ventral margin of the mesonephric
kidney. Miiller duct is distinguished from stage 21 from the front end of the mesonephros and to the region of the cloaca. From stage 34 the right
gonad regression of the oviduct begins to visualize and the corresponding structures that are completely absent at the time of hatching. The
results allowed to characterize the morphogenesis of the female reproductive system of Columba livia and serve as a basis for future comparative
studies with other types of bird species.
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INTRODUCCION

En las aves, en concordancia con lo que ocurre en el
resto de los vertebrados, durante la ontogenia las géna-
das se organizan a partir de las crestas genitales ubica-
das en posicién ventro-medial a los rifiones. Estan cons-
tituidas por un mesénquima, derivado del mesodermo
intermedio, rodeado por un epitelio que se origina a
partir del hipémero que tapiza el techo de la cavidad
celémica (1). Inicialmente el esbozo gonadal no mani-
fiesta diferencias morfolégicas entre machos y hembras
considerandose como una estructura indiferenciada o
bipotencial. Posteriormente, durante los eventos de
diferenciacion, la génada sigue un curso disimil segtn
se organice en sentido macho o hembra (2, 3).

El estudio del desarrollo gonadal ha sido abordado
en especies modelo como gallina/gallo (Gallus gallus
domesticus Linnaeus, 1758) y codorniz comun (Coturnix
coturnix Linnaeus, 1758) (4 - 8). La cresta genital bipo-
tencial esta compuesta por células somaéticas indiferen-
ciadas organizadas en una médula mesenquimatica y
una corteza epitelial de la cual parten cordones celula-
res hacia la médula, denominados cordones sexuales o
cordones medulares (2). Alrededor del estadio 10 HH
(33-38 hs. de incubacién para gallina/ gallo) las células
germinales primordiales (CGPs) inician la migracién
desde el epiblasto embrionario (9), hacia la cresta gona-
dal. Las CGPs la colonizan aproximadamente en el esta-
dio 12 HH. En el estadio 15 HH, dicha cresta es invadida
por las CGPs, de origen extraembrionario, las cuales se
distribuyen principalmente enlaregién cortical (3, 10).

EnG. g. domesticus la diferenciaciéon ovarica se inicia
alrededordelos5a6 dias deincubacion (estadios 28-30
HH). En el ovario izquierdo se inicia un proceso de frag-
mentacion y vacuolizacion de los cordones medulares

que da origen al sistema lacunar ovérico (11). Concomi-

tantemente, las CGPs proliferan e inician la primera pro-
fase meiética, evento que es seguido por el proceso de
foliculogénesis y la diferenciacion de las células de la
granulosa y células tecales (5). Alrededor de los 7,5 dias
de incubacién (estadio 32 HH) el ovario derecho inicia
un proceso de regresién de modo que al momento de la
eclosion los pichones hembra sélo presentan el ovario
izquierdo funcional (2). Algunos autores plantean que
dicha regresion se deberfa a una “falla” en la formacion
del cortex en la génada derecha (12). La morfogénesis
asimétrica de la gonada de las hembras es caracteristica
de la mayoria de las especies de aves, excepto para los
Apterygiformes (kiwi), Cathartidae (jotes), Accipitridae
(aguilas) y Falconidae (halcones), que conservan ambas
goénadas, pudiendo éstas ser o no funcionales en el esta-
doadulto (13,14).

Como se ha mencionado anteriormente, sélo se han
descripto los eventos de la ontogenia gonadal para G. g.
domesticus, C. coturnix (4 - 7) y recientemente para
Coturnix japonica Temminck y Schlegel, 1849 (codorniz
de Japon) (8) y Struthio camelus Linnaeus, 1758 (aves-
truz) (15), siendo desconocidos para otros taxones. La
paloma doméstica, Columba livia Gmelin, 1789 es una
especie cosmopolita de habitos peridomiciliarios de
gran abundancia en zonas urbanas (16). Tienen un
periodo deincubacién de 17 dias (16) y sus embriones de
facil manipulacién presentan un patrén de desarrollo
semialtricial (17). Por estas caracteristicas dicha especie
representa un buen modelo para abordar diversos tipos
de estudios vinculados con la biologia del desarrollo.

El objetivo del presente trabajo fue describir y carac-
terizar el desarrollo ovarico de C. livia, con el fin de am-
pliar los conocimientos acerca de la morfogénesis gona-
dal en las aves y brindar datos que sean de utilidad para

realizar comparaciones con las especies ya estudiadas.
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MATERIALES Y METODOS
Obtencion del material de estudio

Para la obtenciéon del material de estudio se selec-
cionaron al azar 10 nidos de C. livia en el campus univer-
sitario de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y
Agrimensura de la Universidad Nacional del Nordeste
(FaCENA-UNNE) (Corrientes, Argentina). Los nidos
fueron muestreados diariamente entre noviembre y
mayo de 2011-2012 y 2013-2014, entre las 7 y 9 hs para
obtener huevos de reciente postura debido a que la
puesta ocurre mayormente en las primeras horas del
dia (16). Los huevos colectados por dia, 2 por nidos de
un total de 10 nidos fueron llevados al laboratorio
donde se incubaron en estufa de cultivo a 35-37 °C con
40-45 % de humedad.

Con el fin de analizar ejemplares en distintos esta-
dios del desarrollo se procedio a la eutanasia de los em-
briones segtn el siguiente protocolo: cada 6 -10 hs. para
los estadios (E.) tempranos (E. 10al 22) y cada 12 - 24 hs.
para los estadios medios y tardios (E. 30 al 43). Para la i-
dentificacion de los estadios se sigui¢ a Olea y Sandoval
(16). El sacrificio de los ejemplares se realiz6 siguiendo
el método estandar establecido en la Guia para la Euta-
nasia Animal propuesta por la IACUC (The Institutional
Animal Care and Use Committee).

Los embriones en E. 10 al 30 fueron fijados y conser-
vados enteros en formol bufferado al 10%. Los ejempla-
res de estadios superiores a 30 fueron disecados a fin de
extraer el sistema genital, el cual fue fijado en solucién
de Bouin por 48 hs. y posteriormente conservados en
una solucién de formolal 10%.

Se analizaron 120 embriones, utilizdndose 60 em-
briones para la etapa temprana (E. 15-30), 40 para la
etapa media (E. 31-40) y 20 para la etapa tardia (E. 41-

45), los cuales fueron incorporados a la coleccion cienti-

fica de la asignatura Embriologia Animal del Departa-

mento de Biologia, FAaCENA-UNNE.

Estudios anatémicos

Se caracterizaron las estructuras gonadales en cada
etapa de su desarrollo y se determinaron los estadios
clave en el cual se produce la diferenciacién de la géna-
da. Para tal fin, se dividio el andlisis en los siguientes
pasos:
a) Analisis morfolégico delas génadas

Se realiz6 la diseccién de los embriones y el andlisis
de la topografia y morfologia de las estructuras gonada-
les en diferentes estadios del desarrollo. A partir de la
observacion bajo microscopio estereoscépico y micros-
copio electrénico de barrido (MEB). La preparacién de
los ejemplares para MEB se realizé siguiendo el protoco-
lo estandarizado de deshidratacién en soluciones de
concentraciéon creciente de acetona (12,5; 25,50; 75 y
100%), secado a punto critico y metalizado con oro-pala-
dio. Las observaciones se realizaron en un Microscopio
JEOL JSM-5800 LV perteneciente al Servicio de Micros-
copia Electrénica de Barrido de la Secretaria General de

Cienciay Técnica, UNNE.

b) Anélisis histolégico de las génadas

Las gonadas se fijaron en solucién de Bouin y poste-
riormente fueron conservadas en formol bufferado al
10%. Se procedi¢ a la elaboracion de preparados histol6-
gicos siguiendo las técnicas convencionales de deshi-
dratacion, inclusién en parafina y coloraciones. La des-
hidratacion se realizé en concentraciones crecientes de
alcohol etilico (70, 80 y 96%) y alcohol butilico (100%)
durante 25 a 45 minutos dependiendo del tamafio de la
muestra. Se realizé la inclusién en butilo-parafina (50-

50%) durante 24 hs. y parafina pura durante 2 - 4 hs.).
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Posterior a esto se confeccionaron los tacos y se orienta-
ron las muestras para la obtencién de secciones trans-
versales o longitudinales de 5 a 10 um. Estas fueron ob-
tenidas con micrétomo rotatorio tipo Spencer manual.
Las muestras se colorearon con Hematoxilina-Eosina y
se procesaron con la reaccién histoquimica de PAS. Los
preparados fueron observados y fotografiados con un
sistema compuesto por un microscopio trinocular mar-

ca Leica, inc., Modelo DME.

RESULTADOS
Andlisis Morfoldgico

Elandlisis bajo MEB permiti6 observar, en el estadio
15, grupos de CGPs dispersas e inmersas sobre la cara
ventral interna de la cresta mesonefrogénica (Fig. 1a).
Dichas células presentaron un diametro promedio de
7,83 pm. A partir del E. 18 y hasta el E. 30 se observaron
los esbozos ovaricos como un par de estructuras oblon-
gas blanquecinas, extendidas a lo largo de la cara ven-
tral interna de los rifiones (Fig. 1b).

A partir del E. 20-21 y hasta el E. 34 fueron visibles
los conductos de Miiller derecho e izquierdo, adyacen-
tes a la cara externa de los mesonefros, extendiéndose
desde la porcién craneal de los mismos hasta la cloaca
(Fig.1c, d). Desde el E. 31 y conforme al crecimiento del
rifién, se registraron cambios en la topografia externa
de los ovarios los cuales en el E. 33, se localizaron en el
angulo superior interno de los mesonefros (Fig. 1e).

A partir del E. 34 se observaron diferencias en la
morfologia y topografia de los ovarios y conductos de
Miiller derechos e izquierdos (Fig. 1f). Enlos E. 37-42 se
observ6 una clara diferencia en tamafio entre ambos
ovarios, siendo el izquierdo aproximadamente 2 a 3 ve-
ces mas voluminoso que el derecho (Fig. 1g-i). La mor-

fologia externa también fue diferente, el ovario izquier-

do se presenté como una estructura compacta y blan-
quecina opaca y el derecho mostré un aspecto disgre-
gado, laxo y con coloracién didfana. Asimismo, en este
periodo se observé variaciéon de la longitud del conduc-
to de Miiller derecho que en el E. 41 no super? la region
cloacal, mientras que el izquierdo se extendié hasta la
region craneal del ovario (Fig. 1h).

Al momento de la eclosién el ovario derecho no fue
observable, aunque se registraron restos del conducto
de Miiller lateralmente a la bolsa de Fabricio. El ovario
izquierdo present6 forma de C con varias lobulaciones
en la cara concava. El oviducto correspondiente se ob-
servé como una estructura tubular de contorno liso y
diametro uniforme, excepto en la porcién caudal que
present6é un ensanchamiento correspondiente a la re-

gion uterina (Fig. 1j).

Andlisis Histoldgico

Hasta el E. 23, la cresta ovarica derecha e izquierda
estuvieron constituidas por tejido mesenquimatico la-
x0, compuesto por abundantes CGPs voluminosas y por
células de soporte mesenquimaticas de pequefio tama-
flo inmersas en una escasa matriz extracelular, rodeado
por un epitelio de células ctibicas bajas. Las CGPs, se
caracterizaron por ser redondeadas y poseer un ntcleo
central grande, con nucleoplasma claro y 1 a 3 nucléolos
prominentes, y escasa matriz citoplasmatica. Las células
de soporte presentaron un nucleo redondeado a oval,
pequerio, levemente baséfilo, con 1 a 2 nucléolos y cito-
plasma claro. Asimismo se observaron lagunas sangui-
neas distribuidas en todo el tejido (Fig. 2 a).

A partir del E. 26 en el ovario izquierdo se distin-
guieron dos regiones separadas por una matriz positiva
a la reaccién de PAS: una region cortical compacta, do-

minada por células germinales y una regiéon medular



Olea GB et al. Desarrollo ovdrico en Columba livia Cs Mortfol; 18(1) Suplemento 2016 72

& Cpl

5000u

Figura 1. a) Microfotografia de MEB de células germinales primordiales dispersas en la cresta urogenital en embrion de C. livia E. 15. b) Esbozos
gonadales en el estadio (E.) 18. ¢) Detalle del conducto paramesonéfrico. d-j) Secuencia morfoldgica del desarrollo del sistema gonadal femenino
de C.livind) E.27.e) E.30.f) E. 35. g) E.36. h) E. 40.1) E. 42.j) E. 43.

Go: gonadas. Cp: conducto paramesonéfrico. EG: esbozos W: conducto de Woolf. Cp: conducto de Miiller (conducto paramesonéfrico). Ms: mesonefros. Mt: metanefros. OvD: ovario derecho.
Ovl: ovarioizquierdo.
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compuesta por un de tejido conjuntivo laxo formado
principalmente por células de soporte y escasas células
germinales dispersas. Asimismo en la regién medular
se visualizaron espacios lacunares de gran tamafio deli-
mitados por células de soporte yuxtapuestas (Fig. 2b).
En el ovario derecho no se identificé una regién cortical
constituyéndose la génada por un tejido laxo semejante
al dela zona medular del ovario izquierdo, rodeado por
un epitelio cabico bajo.

Entrelos E.31al 35, enel ovario izquierdo comienza
a organizarse el sistema lacunar cértico-medular. La
médula de ambas génadas presenta abundantes espa-
cios intercelulares. A partir del E. 36, las células de la
médula del ovario izquierdo estdn mas disgregadas
observandose un namero mayor de espacios intercelu-
lares distribuidos en el tejido conectivo laxo. Enla corte-
za se hace evidente el agrupamiento de numerosas ovo-
gonias y células de soporte que en conjunto conforman
los nidos primarios. En el sistema lacunar cértico-me-
dular se observan células similares a las de la médula
quejunto a células sanguineas forman puentes médulo-
corticales (Fig. 2 c-d). El ovario derecho, a diferencia del
ovario izquierdo, regresiona progresivamente, evento
que se evidencia a partir de la reduccién en tamario y
disgregacion tisular (Fig. 2 e-f).

La corteza del ovario del embriéon de 15a 17 dias de
edad (E. 41 a 43), contiene numerosas ovogonias agru-
padas en nidos, las cuales se hallan en divisiéon mitética
y ovogonias en interfase. El nticleo de estas tltimas por
lo general presenta un gran nucléolo y dos grandes
masas de cromatina, los granulos de cromatina estan
dispersos formando una red, que se extiende a lo largo
del nucleo. Entre las células que se hallan en division se
pueden distinguir los siguientes tipos de células germi-

nales:

Tipo 1: células con un reticulado en el nicleo con
granulos finos de cromatina dispersos como hilos de
una delicada red se extienden por todo el ntcleo (pre-
leptotene y leptotene). La membrana nuclear es muy

delgada.

Tipo 2: células con abundante cromatina dispersa
por todo el nticleo o distribuida en la periferia de su
superficie. Por lo general, la cromatina esta conectada

por hilos finos a un gran nucleolo central o subcentral.

Tipo 3: Los cromosomas se encuentran distribuidos
por todo el ntcleo; el nucléolo estd ausente o reducido
de tamafio (zigotene). En las células germinales en esta-
dio de diplotene, los cromosomas son més gruesos y
débilmente en espiral. Gran parte de ellos son clara-
mente visibles y de forma individual, el nucléolo ha

desaparecido por completo (Fig. 2 g-h).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La gonadogénesis ovarica en embriones de C. livia se
divide en cuatro fases: migracion de las CGPs, coloniza-
cién de la cresta genital por las CGPs, diferenciacion
ovaricay foliculogénesis.

El analisis estructural y morfoldgico del desarrollo
del ovario y oviducto de C. livia permitié evidenciar la
secuencia de eventos de la morfogénesis gonadal en
dicha especie y compararla con lo propuesto para G. g.
domesticus y C. coturnix por diferentes autores (2, 8, 18,
19,20).

En la especie en estudio, en la fase de diferenciacién
gonadal, el sexo embrionario puede distinguirse prime-
ro histolégicamente y luego anatémicamente entre los
E. 26 y E. 34, respectivamente. Histolégicamente, la

corteza de la génada femenina en desarrollo es mucho
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Figura 2. a) Corte transversal de embrién de Columba livia E. 21 ala altura de las génadas. b) Detalle de la génada con CGPs dispersas. c) Detalle
del ovario izquierdo con corteza y médula E. 27. d) Detalle de la corteza y médula del ovario con ovogonios agrupados en nidos y puentes cor-
tico-medulares E. 40. e) Detalle de la corteza y médula disociada del ovario derecho E. 40. f) Detalle de la corteza y médula del ovario con ovogo-

nios E.41. g-h) Detalle delos ovogonios en distintas estadios de division meiética: pre-leptotene (1) leptotene (2), zigotene (3) y diplotene (4).
Ovl: ovarioizquierdo. Co: corteza (*). Me: médula. Sc-m: sistema lacunar cortico-medular. Ovogonios (flecha). Nidos de oogonios (circulo).
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mas gruesa que la de las gonadas masculinas. Estos
resultados concuerdan con lo expuesto por diferentes
autores para otras especies modelo como G. gallus
domesticusy C. coturnix (5, 8).

Estudios previos sobre la morfogénesis gonadal en
la gallina doméstica, evidencian que ambos ovarios ini-
cialmente comienzan a desarrollarse después de apro-
ximadamente 72 hs. de incubacién. La corteza externa
del ovario izquierdo se vuelve notablemente més gran-
de después del sexto dia, y el ovario derecho comienza a
regresionar. Para el caso de las hembras, las CGPs inva-
den la cresta gonadal izquierda en mayor proporcién
quela derecha (19).

En el presente trabajo se evidencié que en el proceso
de morfogénesis gonadal se desarrollan dos lineas celu-
lares: una comprometida con el desarrollo de las células
de la linea germinal, que inicialmente se agruparan en
nidos germinales; y una segunda linea de células que
contribuyen a la diferenciacion de los tejidos somaticos.
Estas evidencias concuerdan con lo propuesto por otros
autores que describen que ambas lineas celulares se han
demostrado por proliferacion in vitro, y que las mismas
pueden ser modificadas genéticamente (21).

Morfolégicamente, la identificacién de la géonada

como un ovario se inicia con el cambio de ubicacién
topograficay crecimiento dela génada izquierda conco-
mitante con el desarrollo de la corteza (E. 28 al 35). A
nivel histolégico, yaenel E. 26 enla génada izquierda se
distingue una zonal cortical y una medular mientras
que en la derecha sélo se encuentra médula, lo cual
concuerda por lo propuesto por diversos autores (22).

El inicio del proceso de divisién meidtica en G. g.
domesticus y C. coturnix ocurre antes del anidamiento de
las ovogonias (2, 19, 23). En C. livia comienza posterior-
mente a la formacion de nidos (E. 41) debido a que en
este momento se observa una organizacién diferencial
delntcleo y aumento del didmetro de las ovogonias.

El embrién de C. livia proporciona, al igual que los
embriones de G. g. domesticus y C. coturnix, un modelo
excelente para estudiar la biologia del desarrollo de la
morfogénesis gonadal en las aves y los procesos involu-

cradosenella.
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