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Resumen

Tropidophis melanurus es una serpiente endémica de Cuba con una distribucién
pancubana. Es vivipara y la que alcanza mayor longitud —hasta un metro- dentro de
este género. No existen estudios que evidencien estadios embrionarios de esta
especie ni de otros reptiles cubanos a nivel macroscopico ni microscopico. Por lo
cual el objetivo del presente trabajo es exponer el proceso de neurulacion y de
otros esbozos primarios en Tropidophis melanurus. En este trabajo se describen las
caracteristicas histoldgicas de la formacion de esbozos primarios de esta serpiente.
Se recolectaron ocho hembras en diferentes localidades del pais. Se observaron in
Situ hasta ocho embriones en una de las hembras. Se extrajeron y fijaron
embriones a los cuales se les realizd la témica de histologia clasica. Los cortes
obtenidos se tifieron con Hermatoxilina-Eosina, Tricrdmica de Mallory y Tricromica
de Masson. Las preparaciones fueron observadas al microscopio Optico Nikon E 800.
En los cortes histologicos se distinguen: formacion del tubo neural o neurulacion,
definicidn o diferenciacidn de las areas mesodérmicas, la vacuolizacion de las
células notocordales y el destino del endodermo. Estos procesos siguen las
caraategstlcas de los vertebrados y se distinguen estadios propios de otros ofidios
estudiados

Introduccion

Tropidophis melanurus (Schlegel, 1837) es una de las 32 especies del género
Tropidophis conocidas cominmente como “boas enanas”. Ellas habitan diferentes
islas del Caribe y la mayor diversidad se encuentra en Cuba que es el centro de
especiacion y diversificacion del género con la mitad del total de las especies, todas
endémicas (1). Esta boa es vivipara y tiene una distribucién pancubana (2). No
existe mucha informacion sobre la biologia de esta especie ni sobre su desarrollo
embrionario. No existen desaripciones sobre la morfologia de los embriones de
serpientes de esta familia y es escasa la informacion del tema dentro de los reptiles
del orden Squamata. Se han descrito estadios del desarrollo pero sobre todo en
serpientes oviparas (3). Se conoce que aun sin cerrarse totalmente el blastoporo en
los vertebrados-cuando esto ocurra en ese sitio se formara el ano y por ello son
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deuterostomados - comienza la formacién de esbozos primarios de los organos
Dentro del proceso de la formacidn de esbozos primarios se distingue la formacion
de tubo neural o neurulacién (4).

Objetivo

Exponer el proceso de neurulacion y de otros esbozos primarios, por primera vez en
un reptil cubano, de Tropidophis melanurus.

Materiales y Métodos

Se recolectaron ocho hembras en diferentes localidades del pais. Todos los
animales fueron tratados como lo establece el codigo de ética para su
manipulacion. Los ejemplares se anestesiaron, se realizd una incisién longitudinal
en el abdomen y otra tansversal en la parte mgumal para visualizar las gonadas y
conductos in situ. Se extrajeron y fijaron fragmentos de embriones y embriones
completos encontrados en los oviductos, en paraformaldehido al 4% y fueron
sometidos a la técnica clasica de inclusion en parafina (5). Los cortes se obtuvieron
en un microtomo manual entre 5 y 7um y se colocaron en portaobjetos con
albimina como adherente. A las 24 horas los cortes se tifieron Los cortes se tifieron
con Hematoxilina-Eosing, Tricdmica de Mallory y Tricromica de Masson. Las
preparaciones histoldgicas se observaron en un microscopio optico Nikon E 800, con
objetivos de 20, 40, 60 y 100X. Las imagenes se registraron digitalmente con una
Iczlc'%g\ara CCD (3QCD, MTI) acoplada al microscopio con el programa FlashPoint 3D

Resultados y Discusion

Cuatro hembras se encontraban gestantes y tenian embriones en distintas etapas
del desarrollo. Se halld una hembra con ocho embriones (Figura 1). Las
caracteristicas de ese embridn corresponden al estadio 2 (3) y se puede apreciar el
amnios que los cubre (3, 4). En los cortes histoldgicos se distinguen:

1. Formacion del tubo neural o neurulacion (Figuras 2y 3)
2. Definicion o diferenciacion de las dreas mesodérmicas (Figura 2)
3. Extension o tubulacion del endodermo (Figura 2)

La forma de constituirse el tubo neural en los vertebrados puede ser por la llamada
Neurulacion Primaria, la mas comun, que tienen los anfibios, reptiles, aves y
mamiferos (4,6) Figuras 2-4.

En el ofidio objeto de estudio se aprecia del mismo modo la neurulacion primaria
que una vez constituida la placa neural, ésta se pliega hacia adentro o invagina.
Cuando la placa neural invagina se forma el surco neural como resultado del
hundimiento y a ambos lados de éste, los pliegues neurales. Se ha propuesto (7)
que el empuje del ectodermo epidérmico, que se esta extendiendo por epibolia a la
vez que la placa neural va invaginando, y el hundimiento del surco neural, son los
factores que ayudan al acercamiento progresivo de los pliegues neurales. En las
aves, el cierre del tubo neural se inicia al nivel del futuro encéfalo medio y va
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cerrandose (como un zipper) en ambas direcciones: anterior y posteriormente (4).
No tuvimos evidencia de esto en nuestros hallazgos.

Ciertos genes como Pax3, Sonic hedgehog y Openbrain son esenciales para la
formacion del tubo neural. En los vertebrados el tubo neural esta compuesto por un
epitelio llamado neuroepitelio germinal que rapidamente se divide formando las
células madre (7, 8). Deben formarse tres capas en el tubo neural en la zona que
correspondera a la meédula espinal: una intema hacia el lumen del tubo llamada la
capa del epéndimo o ependimaria; una capa intermedia o capa del manto y una
capa mas extema la zona o capa marginal (4, 8). En la Figura 3 de aprecia la pared
del tubo neural pero ain no se distinguen las tres capas. Debe ocurrir que las
células de la capa del manto se diferencian tanto en neuronas como en células
gliales. Las neuronas hacen conexiones en esa capa entre ellas y envian sus axones
hacia fuera creando precisamente la capa marginal la cual es escasa en neuronas.
En esa capa marginal las células dliales cubren a los axones con vainas de mielina.
La capa del manto contiene los cuerpos neuronales, (sustancia gris) y la marginal o
axonal a los axones (sustancia blanca), mientras que las células ependimarias son
el revestimiento interno. Esta organizacion es retenida a través del desarrollo de la
médula espinal y hasta el adulto (8). El tubo neural se ensancha en su parte
anterlor)para constituir el futuro encéfalo en todos los vertebrados (Figura 1 y
Figura 2).

En la definicion de las dreas mesodérmicas, la primera regidon en delimitarse y que
se observa en las Figuras 2, 4 y 5 es el cordamesodermo 0 mesodermo notocordal,
el cual formara el notocordio, un &rgano transitorio de sostén y que tiene otra
importante funcién en la induccion de la formacién del tubo neural (9). El tejido
notocordal a continuacidn, se redondea y se convierte en una estructura en forma
de cilindro cuyo corte transversal muestra en la Figura 5 las tipicas células que se
vacuolizan mucdho. La turgencia que proporciona esas células al notocordio
garantiza el soporte del embridn en estas etapas iniciales del desarrollo (Figura 5).

Lla segunda regidn es el mesodermo paraxial, mesodermo dorsal o somitico.
Las celulas de este mesodermo formaran los somites, los cuales son bloques de
células mesodérmicas a ambos lados del tubo neural que daran lugar a tejidos
conectivos dorsales como el hueso, misculo, cartilago y la dermis. En las serpientes
se han contado hasta 500 somites (6 11) (Flgura 4).

La tercera region es el mesodermo intermedio el cual formara el sistema urogenital
(4). Puede apreC|arse en la Figura 2 la formacion de los tubulos mesonéfricos,

propios del rifidn de tipo mesonefros que es funcional en los embriones de los
amniotas. El primordio de la gonada de forma en ese sitio también (3, 4).

El mesodermo mas alejado del notocordio es el mesodermo de la placa lateral o
mesodermo lateral que originard corazon, vascs sanguinecs y todo el mesodermo
gue cubre las cavidades y organos ademds de los componentes mesodérmicos de
las extremidades, excepto el misculo. Dentro de las hojas esplacnica y somatica
del mesodermo lateral se abrira el celoma Figura 4. En esta serpiente se observa
(Figura 2 vy Figura 4) la aorta dorsal derivada de la hoja esplacnica. También, este



mesodermo contribuird a formar membranas extraembrionarias, importantes para
la nutricién y proteccidn del embridn (4,6) (Figura 1).

En los reptiles el endodermo se tubula sobre el vitelo y lo rodea totalmente (4, 11).
De esta manera constituye el saco vitelino que puede apreciarse en la Figura 4. El
endodermo formara el tubo intestinal pimitivo (Figura 2 y Figura 4).

Conclusiones

Los embriones encontrados en el interior de las ejemplares hembras fue un
hallazgo ocasional que permitid presentar una evidencia fotografica del desarrollo
embrionario en esta especie. Segun lo observado, no se identificaron
irregularidades en el desarrollo ni en la disposicion de las hojas germinales. El
desarrollo embrionario y ubicacién de las tres hojas germinales concuerda con el
patron basico de los amniotas y la formacién de esbozos primarios sigue las
mismas regularidades que en los vertebrados y de las serpientes en particular.
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ANEXOS

Figura 1: Embriones avanzados de Tropidophis melanurus en el oviducto A: 8
embriones en formacion. B: Embriones en formacidn a mayor aumento.
Corresponde a un estadio 2 seguin (6)

-
-
\
- 3 @ > 4 P .
< 1 P LY W e v~ A { _.,,/ L ",.:i"i ol X« }
)

4 ,' %
(‘Q ‘1: a2 A

Figura 2. Gorte hlstologlco de embrion de T, melanurus H-E 10X. TN=tubo neural
NT=notocordio AD= aorta dorsal MI=mesodermo intermedio
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Figura 3. A: Tubo neural de un embrion de T melanurus Tricrdmica de Mallory
20X. B: Detalle de la anterior. Observe los neuroblastos visibles en la pared del
tubo neural HE 40X. TN= tubo neural. NR= neuroblastos

Figura 4: Corte sagital de un embrion de T.melanurus Tricrdmica de Masson. 5X
Observe los somites (S) la aorta dorsal, (AD) el notocordio, (NT) todos derivados del
mesodermo. Se aprecia también parte del tubo digestivo y del saco vitelino (SV). Mi=
mesodermo intermedio. C=celoma
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Figura 5: Corte transversal del notocordio de 7. melanurus Observe las celulas
notocordales muy vacuoladas. H-E 100X



