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RESUMEN

Osteopilus septentrionalis, la conocida rana platanera, es la Unica representante de
la familia Hylidae en Cuba, siendo la especie mas exitosa adaptativamente.
Presenta un patrén primitivo de reproduccion por la presencia de estadios larvales.
Hasta el momento no se han realizado estudios sobre la morfologia gonadal de los
machos de esta especie a partir de la descripcion histoldgica de las mismas. El
estudio de su reproduccién ayudaria a explicar su éxito adaptativo y brindaria
informacidn necesaria para la confeccion y el desarrollo de programas de manejo y
conservacion. El objetivo de este trabajo es describir los estadios de la
espermatogénesis de Osteopilus septentrionalis mediante técnicas de microscopia
en una localidad de Matanzas, Cuba. Los ejemplares fueron recolectados en
Matanzas, entre los meses de octubre del 2013 y septiembre del 2014. Sus
testiculos se procesaron a través de métodos clasicos para microscopia optica y
electronica de transmision. Los resultados obtenidos permiten afirmar que esta

especie presenta el patron espermatogénico cistico caracteristico de anfibios
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anuros. Se observaron todos los estadios espermatogénicos en las génadas. Los
espermatozoides de estos ejemplares estan formados por cabeza y cola, cuentan

con prominentes brazos de dineina y carecen de estructuras accesorias en la cola.

Palabras claves: anfibios, espermatogénesis, espermatozoides, ultraestrucura

INTRODUCCION

En Cuba la familia Hylidae se encuentra representada por una Unica especie,
Osteopilus septentrionalis, mas conocida popularmente como “rana platanera” [1].
La misma presenta la mayor plasticidad adaptativa de los anfibios que habitan en
Cuba. Se reproduce en el agua, donde se desarrollan los huevos y las larvas. Los
habitats acuaticos pueden ser permanentes o estacionales [1]. La plasticidad
adaptativa de esta especie tanto para el habitat como para la seleccion de sitios
para la reproduccidon condiciona que se halle practicamente en todos los
ecosistemas terrestres de Cuba, desde zonas costeras (que no soportan gran
diversidad de anfibios), manglares, regiones desérticas y campos agricolas, hasta
los bosques lluviosos de las montafias; utilizando practicamente todo tipo de
cuerpos de agua. En las ciudades es caracteristico encontrar en el interior de
viviendas humanas al Unico representante cubano del género Osteopilus [2].

En los vertebrados, la estructura de las génadas es similar en los aspectos basicos
[3], pero particularmente en los anfibios se han encontrado diferencias que son
utilizadas por los investigadores para intentar comprender las complejas relaciones
gue existen en este grupo zooldgico [4]. De ahi que el estudio de la biologia de la
reproduccion de esta especie ayude a explicar su éxito adaptativo y se pueda
obtener informacién necesaria para la confeccién y el desarrollo de programas de
manejo y conservacion. El objetivo de este trabajo es describir los estadios de la
espermatogénesis de Osteopilus septentrionalis mediante técnicas de microscopia

Optica y electrdnica de transmision.



MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 30 machos en los meses de octubre del 2013 a septiembre del
2014. Las recolectas fueron realizadas mensualmente en la provincia de Matanzas,
Cuba. Los individuos fueron sacrificados in situ. Mediante una incision abdominal
con unas tijeras de microcirugia se abrié cada animal y una vez localizadas ambas
gdnadas fueron extraidas.

La gonada derecha de cada ejemplar fue fijada en paraformaldehido al 4 %. Las
muestras fueron procesadas por la técnica clasica de inclusién en parafina. Las
preparaciones se tifieron con Hematoxilina-Eosina (H-E) para su posterior
observacién en un microscopio 6ptico Olympus BX51, con camara digital para el
registro fotografico y se utilizaron objetivos de 4, 10 y 20X.

El procesamiento del material para microscopia electronica de transmision se inicié
con la fijacion aldehidica de las gdnadas izquierdas en una solucién de
glutaraldehido al 2.5 %. La inclusion se llevé a cabo con resina epdxica (Merck).
Los bloques obtenidos fueron cortados en un ultramicrétomo (LeicaUltracut),
utilizando cuchillas de vidrio para los cortes semifinos (200-500 nm) y de diamante
para los ultrafinos (40-60 nm). Los cortes semifinos fueron tefiidos con azul de
toluidina. Los cortes ultrafinos que se obtuvieron fueron colocados en rejillas de 200
mesh y se procedid a contrastarlos utilizando acetato de uranilo (PolySciences) al 3
% (en agua bidestilada) y citrato de plomo (PolySciences) al 0.3 %. Las rejillas
contrastadas se observaron en un microscopio electrénico de transmision (MET)
JEOL JEM 1010 que opera a 80 kV y se realizé el registro digital de las imagenes en

una computadora Pentium 3 acoplada al microscopio.
RESULTADOS Y DISCUSION

Los machos presentan dos testiculos ovoides no pigmentados, los cuales se
localizan adosados a los riflones por el mesorquio a nivel de su mitad anterior,
aunque en etapa reproductiva pueden ser mas largos y extenderse hasta la
porcion final de los rifiones en la medida que avanza el proceso de produccién de
células sexuales. La disposicion que presentaron los testiculos en la cavidad
abdominal es semejante a lo descrito para cinco anfibios endémicos de Cuba [5],
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asi como para otros anuros [6]. Se encuentran recubiertos por una tunica
albuginea, la cual desde su posicién periférica al testiculo, penetra un poco y
envuelve a los numerosos compartimentos en el interior de este, llamados tubulos
seminiferos, los cuales muestran una forma ovoide. La tunica albuginea es mas
gruesa que en las especies del género Eleutherodactylus analizadas por otro autor
[7] y resultd carente de pigmentos al igual que lo descrito para E. planirostris [8].
La pigmentacion de los testiculos es una caracteristica poco usual, que se observa
en algunas especies de anuros [9].

Cada tubulo se encuentra rodeado por una membrana basal y estan separados
unos de otros por tejido intersticial, el cual proporciona apoyo a la génada. En el
tejido intersticial que rodea a los tubulos seminiferos se encontraron las células de
Leydig, las cuales son alargadas con forma ovoide y con nudcleo conspicuo. La
funcidn de estas células consiste en la produccion de testosterona, jugando un
papel fundamental en el incremento del tamano testicular y en el proceso de
espermatogénesis [10]. En observaciones microscépicas se detectaron en el
interior de estas células abundantes mitocondrias y reticulo endoplasmatico liso,
ambos, organelos caracteristicos de células productoras de esteroides, lo cual
sugiere una funcidn endocrina en el proceso espermatogénico [7, 8]. Ademas
otros autores plantean que las células de Leydig pueden suprimir Ia
espermatogénesis en el estadio de espermatogonia secundaria en aquellas
especies con patrén de reproduccion discontinuo [11].

Se observd el patréon espermatogénico por cistos caracteristico de los anfibios. Los
cistos contienen células germinales intimamente relacionadas
morfofuncionalmente con células de Sertoli. La presencia de células de Sertoli es
una caracteristica permanente en la mayoria de los vertebrados [10]. Lo anterior
concuerda con lo encontrado para cecilias [12], donde se plantea que las células
de Sertoli se encuentran en el interior del cisto en todo momento del proceso de
espermatogénesis, sin que estas desaparezcan. Dentro de los cistos, las células
germinales se hallaron en un mismo estadio de diferenciacién, desarrollandose asi

sincronicamente.



Las células sexuales que inician el proceso de produccion de los gametos
masculinos son las espermatogonias. Estas presentaron el mayor tamafio entre
todas las células observadas en el interior de los cistos, mostrando una forma
ovoide y con nucleo casi esférico. Se ubican cercanas a la membrana basal del
tubulo seminifero, adyacentes a la lamina basal y apoyadas sobre las células de
Sertoli, donde se establecen como una poblacion que da lugar al sucesivo estadio
espermatogénico. Lo observado coincide con lo descrito para otros anfibios [13].
Sin embargo, es contrario a lo encontrado en Eleutherodactylus donde las células
de mayor tamafo fueron los espermatocitos I [7].

En el proceso de diferenciacién, una vez que las espermatogonias alcanzan la
profase I de la meiosis se convierten en espermatocitos I. Estos presentaron forma
semejante a las células que le dieron origen, pero el tamafo es menor. En el
estadio de espermatocito I se observa una estrecha relacién con las células de
Sertoli [7]. En los mamiferos esta relacidn garantiza el paso de moléculas e iones
que son necesarios para que la espermatogénesis transcurra adecuadamente y
pudiera ser que en los anfibios cumpla esta misma funcion [10].

Los espermatocitos II se observaron en division. Estos son facilmente distinguibles
por su pequefio tamafo y por presentar un nucleo redondeado con densas
aglomeraciones de cromatina. Las espermatidas se encuentran ubicadas hacia el
lumen del tubulo seminifero. Son células redondeadas cuyo nucleo ocupa casi todo
Su interior.

En la medida que avanza la espermiogénesis las espermatidas se diferencian hasta
dar lugar a los espermatozoides. Estos se evidenciaron en el centro de los cistos
como células alargadas que forman ramilletes orientados en la misma direccién.
En los espermatozoides maduros se observaron dos zonas: la cabeza y la cola. Las
variaciones en las caracteristicas morfoldgicas de los espermatozoides pueden ser
consecuencia de los diferentes ambientes de fertilizaciéon [14] y debido a esto
adquieren valor taxondmico. En anuros existe una tendencia a la simplificacion del
espermatozoide a través de la pérdida de estructuras debido a reversiones

secundarias y a la fertilizacidon externa [14, 15].



En la parte mas externa de la cabeza se encuentra el acrosoma alargado,
siguiendo a este se distingue el espacio subacrosémico carente de cono o
perforatorio y luego el nucleo muy electrodenso debido a la elevada compactacion
de la cromatina. Segun varios investigadores el acrosoma es una estructura que
varia mucho en los espermatozoides y que le da forma a la cabeza [15, 16]. Esto
concuerda con un estudio [17] en el que se plantea que el acrosoma es cénico en
la mayoria de los anuros aunque es sacular en las especies del género Rana
(consideradas muy evolucionadas entre los anuros) o muestra una estructura en
espiral a los lados del nucleo en Rhacophorus, género considerado también como
evolucionado. El acrosoma de Colostethus sp. esta descrito como romo en seccién
longitudinal [18].

En un corte transversal de la cabeza entre el acrosoma y el nlicleo se observd una
region mas clara correspondiente al espacio subacrosémico, donde hacia el centro
y posterior a este se encuentra el nucleo. En el espacio subacrosémico de O.
septentrionalis se observo la ausencia de cualquier estructura (cono o perforatorio)
a diferencia de Phylomedusa bicolor, Phylomedusa tarsius y Phylomedusa
hypochondrialis las cuales presentan esta regidon granular [19]. Algunos autores
consideraron que el cono subacrosomico presente en el espermatozoide de
Ascaphus (anuro primitivo) es caracteristico de los urodelos pero no estad presente
en la mayoria de los anuros [17]. Otros autores observaron perforatorio en
Cophixalus ornatus (Anura: Microhylidae) [20].

En la concavidad del nlcleo se encuentran los centriolos a partir de los cuales se
organizan los microtubulos del axonema. La cola estd formada por el axonema que
corre a todo su largo, la regién correspondiente a la pieza media y la pieza
principal presentan una vaina mitocondrial rodeando el axonema, y la pieza final
gue solo tiene axonema y membrana plasmatica. En las especies que muestran un
modo acuatico de fertilizacién la movilidad del espermatozoide es importante para
su locomocién hasta el ovocito de la hembra, aun cuando las cloacas del macho y
la hembra estén muy préximas en el momento de la puesta, de ahi la importancia
de la gran cantidad de mitocondrias presentes en O. septentrionalis. La posicion de

las mitocondrias varia en los espermatozoides de las distintas familias de anuros



[17]. En las familias Bufonidae, Hylidae y Eleutherodactylidae la localizacién de las
mitocondrias es alrededor del axonema.

El axonema en un corte transversal se encuentra constituido por nueve pares de
dobletes de microtubulos periféricos y un par central, lo que se conoce como
disposicién 9+2. Los dobletes se observan conectados por brazos de dineina. En
Eleutherodactylus planirostris se observaron brazos de dineina cortos y en algunos
casos ausentes [8], al igual que para cuatro especies del mismo género [7].

En los ejemplares estudiados no se observé membrana ondulante como estructura
accesoria de la cola del espermatozoide. Generalmente el espermatozoide de la
familia Hylidae tiene una membrana ondulante y una fibra axial y otra
yuxtaxonemal [15], caracteristicas estas de las mas comunes en los

espermatozoides de los anuros.
CONCLUSIONES

1. Los testiculos de Osteopilus septentrionalis presentan todos los tipos
celulares caracteristicos de las gdénadas de los anfibios durante Ia
espermatogénesis.

2. Los espermatozoides de estos ejemplares estan formados por cabeza y cola,
cuentan con prominentes brazos de dineina y carecen de estructuras

accesorias en la cola.
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ANEXOS

Leyenda de las fotomicrografias de las gonadas de Osteopilus septentrionalis:

Fig 1. Testiculo tefiido con hematoxilina-eosina donde se observa el patrén cistico y
la presencia de espermatozoides.

Fig 2. Seccidn de testiculo tefido con azul de toluidina donde se observan partes
de dos cistos. ta: tunica albuginea, eg: espermatogonia, esp I: espermatocitos
primarios (I), rez: ramillete de espermatozoides.
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Fig 3. Secciones de testiculo contrastados con con acetato de uranilo y citrato de
plomo donde se observan las células sexuales en los diferentes estadios de la
espermatogénesis y el nucleo de una célula de Sertoli. A: Espermatogonia. NU:
nucleo, eg: espermatogonia. B: Cisto de espermatocitos primarios (I). esp I:
espermatocito primario(I). C: Espermatocito secundario (II) en division. esp II:
espermatocito secundario (II). D: Cisto de espermatidas. S: Sertoli, NG: nucleo de
Sertoli, ed: espermatida.
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Fig 4. Cabeza de un espermatozoide contrastado con acetato de uranilo y citrato de
plomo. NU: nucleo, es: espacio subacrosémico, ac: acrosoma.

Fig 5. Cola en corte transversal de un espermatozoide contrastado con acetato de
uranilo y citrato de plomo. ci: citoplasma, mi: mitocondrias, ax: axonema.
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