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GAMETOGENESIS EN CHTHONERPETON !ND!STINCTUM (GYMNOPHIONA: TYPHLO
NECTIDAE)1 

Rafael de Sa* y Nibia Berois** 

RESUMEN 

Histol6gicamente, las g6nadas de Chthonerpeton indistinctum son similares a las ya descritas para otras 
especies del orden Gymnophiona. Los 16bulos testiculares se hallan compartimentados en unidades estructu· 
rales denominadas 16culos. La espermatogenesis ocurre en cistos sincr6nicos de celulas germinales. Durante la 
espermiogenesis se identifican cuatro estados consecutivos de desarrollo: 1) cistos de espermatidas redondea
das; 2) cistos de espermatidas arrifionadas; 3) cistos de espermatidas bastoniformes y 4) espermatidas en 
ramillete. 

El analisis histo16gico de las ovarios mostr6 la presencia de tres estados en la maduraci6n de las folfculos 
ovaricos. Estas etapas pueden ser identificadas de acuerdo a: 1) ubicaci6n del fol(culo en la pared ovarica; 2) 
morfolog(a y caracterfsticas tintoreales del ovocito; 31 desarrollo de la membrana pelucida; 4) organizaci6n 
de la capa de celulas foliculares. 

Fueron observados y descritos follculos atresicos y cuerpos luteos. 

SUMMARY 

Gametogenesis in Chthonerpeton indistinctum (Gymnophiona: Typhlonectidae) 
Histologically, the gonads of Chthonerpeton indistinctum are similar to others described for the orden 

Gymnophiona. The testes lobes are divided into structural units or locules. Spermatogenesis takes place in 
synchronic cysts of germinal cells. Four stages of development were identified during spermiogenesis: 1) 
cysts of round spermatids; 2) cysts of kidney-shaped spermatids; 3) cysts of attenuate spermatids, and 4) 
spermatids in a bouquet arrangement. 

The histolog_ical analysis of the ovaries showed the existence of three different stages of maturation 
of the ovarian follicles. These stages can be indentified by: 1 I location of the follicle in the ovary wall; 21 
oocyte morphology and staining characteristics; 3) development of the zona pellucida, and 4) organization 
of the follicular layer. . 

Atretic follicles and corpora lutea also were found. 

INTRODUCCION 

El orden Gymnophiona comprende solo 5 familias de anfibios apodos, de habitos cav(colas 
y acuaticos. Todas las cecilias presentan fertilizaci6n interna, y todas las especies de las familias 
Typhlonectidae y Scolecomorphidae y algunas Caeciliidae son viv(paras. 

Typhlonectidae contiene 19 especies, y se halla representada en el Uruguay por una sola: 
Chthonerpeton indistinctum (Reinhardt y Lutken, 1862). La bibliograHa relacionada con la 
biolog(a de esta especie, aparte de la taxon6mica, se limita a: Lieberman (1939) y Barrio (1969) 
para reproducci6n; Barrio eta/. (1971) y Wake y Case (1975) para citogenetica;Carlisky (1969) 
para excreci6n; Aguiar (1979) para tubo digestivo; De Carlo (1984) para sistema respiratorio, y 
Engelke y De Paula (1979) para sangre. 

En este trabajo se resumen nuestras observaciones acerca de la gametogenesis en Chthoner
peton indistinctum. Estudios mas detallados sobre la espermatogenesis y la ovogenesis seran pu
blicados por separado. 

Trabajo presentado en la Reuni6n de Comunicaciones correspondiente al dfa 27 de julio de 1984. 
• Museum of Natural History and Department of Systematics and Ecology. The. University of Kansas, 

Lawrenc!'), Kansas 66045-2454, USA. . 
Departamento de Biolog(a Celular, Facultad de Humanidades y Ciencias. Universidad de la Repliblica. 
Tristan Narvaja 1674, Montevideo. 
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MATERIAL Y METODO 

Durante los meses de abril y mayo de 1983 arrib6 a las costas uruguayas del R (ode la Pla
ta, arrastrada por la corriente ocasionada por el desborde de los r(os, abundante vegetaci6n 
constituida especialmente por camalotes Eichornia crassipes. En ella llegaron varias especies de 
anfibios; ejemplares de Chthonerpeton indistinctum se colectaron bajo la vegetaci6n fresca arro
jada a la costa de los Deptos. de Montevideo (Playas Pocitos, Malvfn, Carrasco y Pajas Blancas) 
y de San Jose (Playa Pacual). 

. El material utilizado para este estudio. se conserva en formol al 10%; pa rte de el est1\ depo
sitado en la colecci6n de anfibios del Depto. de Zoolog(a Vertebrados de la Facultad de Huma
nidades y Ciencias, Montevideo, con la caracterfstica ZVC-8 2027; el resto se encuentra en la 
colecci6n particular de uno de los au tores ( RdS). 

Para la descripci6n histol6gica se tomaron muestras de las g6nadas, que se incluyeron en pa
rafina, realizandose cortes transversales de 5 micras de espesor aproximadamente. Las tecnicas 
de coloraci6n empleadas fueron: hematoxilina-eosina (Ganter y ,Jolles, 1970), tanto para tes
t(culo como ovario, y coloraci6n de alocromo (Lillie, 1954) para ovario. Para la observaci6n de 
espermatozoides, ademas de los cortes histol6gicos se hicieron extendidos celulares que se co
lorearon con tecnicas de nitrato de plata (Elder y Hsu, 1981). 

Los preparados histo16gicos fueron observados y fotografiados empleando un microcospio 
6ptico Olympus, modelo Vanox. 

RESULTADOS 

Testiculo 

Histol6gicamente, los testfculos de C. indistinctum estan compartimentados en unidades es· 
tructurales denominadas 16culos. Dichos 16culos se hallan separados por tabiques de tejido co
nectivo, que son de mayor espesor entre los 16culos centrales. En los tabiques centrales encon
tramos tubos colectores. En el interior de estos 16culos se realiza la espermatogenesis, la cual 
ocurre en agrupaciones celulares denominadas cistos (nidos celulares de Loft). Cada cisto pre
senta todas las celulas germinales que lo conforman en el mismo estado de desarrollo, y se ob
servan nucleos de celulas somaticas (celulas de Sertoli) asociados a las paredes de los mismos. En 
el interior de los 16culos, entre los cistos de celulas germinales, se observa una matriz vacuolada, 
refrigente o escasamente tefiida con eosina, que llena en mayor o menor grado la luz I ocular. 

Elementos celulares. 

Las espermatogonias de C. indistinctum son las celulas mas grandes de la i(nea germinal 
(n = 50, x = 10.6 µm, s = ± 1.68 µm). Este tipo celular se caracteriza por presentar un nucleo 
redondeado, bas6filo, con cromatina granulosa. Las espermatogonias se hallan generalmente lo- · 
calizadas en la periferia del 16culo. Las divisiones mit6ticas de las espermatogonias producen los 
cistos de espermatocitos. Los espermatocifos tambien exhiben un nucleo redondeado, pero este 
es de menor tamafio (n = 50, x = 8.00 µm, s = ± 0.93 µm). El nucleo de los espermatocitos se 
tine mas intensamente con colorantes bas6filos, y la cromatina adquiere un aspecto filamentoso 
o de red. Los cistos de espermatidas se originan como resultado de las divisiones mei6ticas de 
los espermatocitos. Los nucleos de este ti po celular son los mas pequefios en la I (nea germinal 
(n = 50, x = 5.06 µm, s = ± 0.55 µm), y presentan una croinatina condensada. 
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Basados en la variaci6n de la morfolog(a nuclear reconocemos: 1) cistos de espermatidas re· 
dondeadas; 2) cistos de espermatidas de nucleo arrinonado; 3) cistos de espermatidas bastoni
formes, y 4) cistos de espermatidas en ramillete. 

Los espermatozoides maduros los encontramos enclavados en el citoplasma de las celulas 
de Sertoli, o libres entre los diferentes.cistos de celulas germinales, agrupandose especialmente en 
la luz ampular. La morfolog(a del ·espermatozoide maduro muestra una cabeza aparentemente · 
cil (ndrica, relativamente grande (n = 50, x = 17 .34 µm, s = ± 0.85 µm), e intensa y homogcne
amente bas6fila. En los extendidos celulares, el tlagelo es facilmente observable por su positivi
dad a la plata; en estos preparados el flagelo exhibe una longitud aproximadamente dos veces 
mayor que la cabeza. 

Las unicas celulas somaticas identificadas fueron las celulas de Sertoli. Esti tipo celular se 
caracteriza por su nucleo de secci6n algo triangular, menor basofilia que las celulas germinales, 
y cromatina finamente granulada en la que se destaca un gran nucleolo intensamente coloreado. 

Ovario 

La observaci6n macrosc6pica de los ovaries de C. indistinctum revel.a la presencia de dos ti
pos de elementos germinal es que aparecen coma: 1) elementos pequenos, translucidos, Y 2) ele
mentos de mayor tamano, de color amarillo palido. Ambos tipos de elementos pueden encon
trarse en cualquier zona del ovario, lo cual histol6gicamente se correlaciona con una irregular 
distribuci6n de los elementos en maduraci6n. A diferencia de lo observado macrosc6picamente, 
el analisis histol6gico revel6 la presencia de tres tipos de folfculos: primaries, secundarios y ter· 
ciarios. Estos fol(culos se identifican de acuerdo a: 1) ubicaci6n del fol(culo en la pared ovarica; 
2) morfologfa y <jfinidades tintoreales del ovocito; 3) desarrollo de la membrana pelucida, y 4) 
organizaci6n de la capa folicular. 

El fol (cu lo primario se halla alojado en el epitelio superficial de la pared ovarica, y esta 
compuesto por un ovocito con nucleo central, o ligeramente excentrico, que tiene un nucleolo 
grande y otro mas pequeno. El citoplasma del ovocito no difiere mayormente del citoplasma ge
nial. Rodeando al ovocito se reconocen unas pocas celulas epiteliales que se han aplanado en su 
superficie. 

El fol (cu lo secundario se localiza mas internamente en la pared ovarica. En esta etapa el 
ovocito exhibe un nucleo oval y. excentrico, en el cual se destacan un mayor numero de nucle
olos. El citoplasma se halla replete de finas granulaciones debilmente PAS positivas y que ad
quieren una coloraci6n celeste con el alocromo. Rodeando a este ovocito encontramos un ma
yor numero de celulas foliculares, que todav(a no forman una capa cont(nua. En esta etapa del 
desarrollo del fol(culo comienza a acumularse una fina capa de material PAS positive entre las 
celulas foliculares y el ovocito. 

Finalmente, el fol (cu lo terciario es el que se encuentra localizado mas internamente en la 
pared ovarica; presenta un nucleo aplanado, totalmente excentrico, con cromatina de aspecto 
homogeneo y una gran proliferaci6n de nucleolos. El citoplasma del ovocito se halla replete de 
granulaciones de dos tipos: las finas, ya observadas en la etapa de maduraci6n anterior y que se 
ven fundamentalmente en la periferia del ovocito inmediatamente por debajo de la membrana 
celular, y un segundo tipo de mayor tamano, marcadamente PAS positivas y muy abundantes. 
Una capa cont(nua de celulas foliculares rodea al ovocito. Las celulas foliculares en esta etapa 
son altas, y pres~ntan un nucleo central y oval. A la vez, el material PAS positive, localizado en
tre las celulas foliculares y el ovocito, forma tambien una capa cont(nua que rodea al ovocito. 

Ademas de los fol(culos descritos encontramos otras estructuras que se asemejan a fol (cu-
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los terciarios, pero difieren con respecto a estos en que no existe membrana pelucida, las celulas 
foliculares no forman una capa definida alrededor del ovocito, y las granulaciones PAS positivas 
nose distribuyen homogeneamente en el citoplasma del ovocito sino que aparecen en acumulos. 
En ningun caso observamos el nucleo en estas estructuras. El citoplasma del ovocito muestra 
una invasi6n de celulas pequef\as, de nucleo muy bas6filo, identificadas coma !infocitos. 

Estructuras avitelinas, formadas por agrupaciones celulares carentes de granulaciones PAS 
positivas, se observaron en diferentes regiones del ovario, hallandose unidas o conectadas con el 
epitelio superficial por media de un ped(culo. Dichas agrupaciones celulares tienen un aspecto 
redondeado, y quedan constituidas por una capa externa de celulas, similares a las celulas folicu
lares, y un estroma central. Rodeando estas estructuras hay una proliferaci6n de tejido conecti
vo y vasos sangulneos. 

DISCUSION 

Testlculo 

La estructura histol6gica del testlculo de C. indistinctum concuerda con el patron descrito 
para otras especies del orden (Spengel, 1876; Wake, 1968 y 1977). Consiste en una serie de 
compartimientos llamados 16culos (Seshachar, 1936), dentro de los cuales ocurre la espermato
genesis. 

La espermatogenesis en C. indistinctum mantiene el modelo descrito para los anamniotas 
(Roosen-Runge, 1977). Los elementos germinales se desarrollan en agrupaciones celulares o cis
tos sincr6nicos. El sincronismo en las divisiones ha sido estudiado a nivel de microscopla elec
tr6nica en peces (Clerot, 1971). y el hecho tiene una explicaci6n estructural al observarse verda
deros puentes intercelulares entre las celulas germinales de un mismo cisto. La presencia de es
tos puentes citoplasmicos permite explicar las divisiones sincronizadas, al existir entre todas las 
celulas una relaci6n de continuidad, la cual facilita la rapida difusi6n de los mensajes del ciclo 
celular. 

Las espermatogonias son las celulas de mayor tamaf\o en la l(nea germinal, y se observan ge
neralmente en ciertas zonas de la pared !ocular integrando el epitelio germinativo. A diferencia 
de lo citado por Seshachar ( 1936 y 1939) para otras especies de cecilias, no observamos polimor
fismo nuclear en este tipo celular, y el nucleo de las espermatogonias se vio siempre con aspecto 
redondeado. De las espermatogonias derivan los espermatocitos; en esta etapa ocurre la meiosis, 
coma en todos los vertebrados y como resultado de la misma se originan los cistos de espermati
das. Estas celulas son haploides y las mas pequef\as de la I fnea germinal. Se observan varios tipos 
de espermatidas al sufrir estas un proceso de diferenciaci6n, espermiaci6n, el que en terminos 
generales consiste en una progresiva condensaci6n de la cromatina, alargamiento del nucleo, for
maci6n del acrosoma, perdida del citoplasma y adquisici6n del flagelo. Para C. indistictum de
tectamos 4 etapas en la espermiaci6n. En una primera encontramos las espermatidas de aspecto 
redondeado y nucleo condensado, a las que identificamos coma espermatidas primitivas o tem
pranas. Al continuar la espermiaci6n las espermatidas tempranas comienzan a adquirir forma 
arrif\onada, apreciandose tambien un leve alargamiento del nucleo. A continuaci6n las esperma
tidas adquieren un aspecto bastoniforme observandose un mayor alargamiento nuclear. Final· 
mente las espermatidas se identifican conformando ramilletes adheridos al citoplasma de las ce
lulas de Sertol1. En este perfodo los nucleos adquieren el aspecto de la cabeza del espermatozoi
de maduro, y se encuentran orientados paralelamente, dando la imagen de ramillete que caracte
riza a este estado. El pasaje de la morfolog(a arrif\onada a la bastoniforme es favorecido por la 
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ruptura de las paredes del cisto, con la consiguiente expansion de las espermatidas y, en conse
cuencia, la adquisici6n de la morfologfa bastoniforme. 

El espermatozoide, producto final de todo el proceso, puede verse agrupado o libre en la 
luz I ocular. Su morfolog(a se aprecia mejor en los extendidos celulares. En estos casos se destaca 
el acrosoma, diferenciaci6n tfpica del aparato de Golgi, en el extrema anterior, as( como el fla
gelo en el extrema posterior. 

Ovario 

Los anfibios se caracterizan por presentar ovocitos telolecitos, es decir con gran acumulo de 
material nutricio. Estos ovocitos se hallan detenidos en la metafase de la segunda division mei6-
tica, bloqueo que desaparece como consecuencia de la fecundaci6n, y la maduracion del ovocito 
se completa con posterioridad a la entrada del espermatozoide. Durante la maduracion intraova
rica, los cambios mas espectaculares ocurren a nivel del citoplasma del ovocito, ya que en el se 
acumulan las nutrientes que luego utilizara el embrion. 

Wake ( 1977) describe ovocitos previtelogenicos y vitelogenicos para otras especies del or
den Gymnophiona. En sus lineamientos generales a nivel macrosc6pico, C. indistinctum mantie
ne este mismo patron, pero el analisis histol6gico nos permite clasificar los folfculos en desarro
llo en 3 categorfas: primarios, secundarios y terciarios. Los fol(culos primarios y secundarios de 
nuestra clasificaci6n corresponden a los previtelogenicos de la clasificaci6n de Wake, y los folf
culos terciarios a los vitelogfnicos. 

El citoplasma del ovocito presenta dos tipos de vitelo de aparici6n sucesiva: un vitelo tem
prano, presente en los folfculos primarios y fundamentalmente en los secundarios, y otro vitelo 
de aparici6n mas tardla, en forma de grandes granulaciones PAS positivas, que enmascaran al vi
telo ternprano en los folfculos terciarios. Ademas, ambos tipos de vitelo pueden diferenciarse 
por sus afinidades tintoreales. 

Otras caracterfsticas que nos permiten diferenciar a los fol (culos primarios y secundarios de 
los terciarios, es el carnbio en la posici6n del nucleo el que se hace mas excentrico, y el progresi
vo aumento en el nurnero de nucleolos. El desplazamiento del nucleo se explica por el paulatino 
aurnento y deposici6n de vitelo, mientras que el segundo evento corresponde a un fen6meno de 
amplificaci6n de los genes encargados de codificar la sfntesis de los rRNA. Ademas de estas ca
racterfsticas del ovocito, existen otras particularidades que nos permiten identificar las diferen
tes eta pas en la maduraci6n del fol fculo ovarico. A partir de los fol fculos secundarios se empie
za a visualizar el acumulo de una rnernbrana PAS positiva coma consecuencia del intercambio 
entre el ovocito y las celulas foliculares. Esta membrana se completa recien en el fol (cu lo tercia
rio, formando la tfpica membrana pelucida que rodea al folfculo de otros vertebrados. 

Por ultimo, la capa de celulas foliculares tambien sufre cambios durante la maduraci6n def 
folfculo. En los folfculos primarios son celufas aplanadas que no forman una capa continua, 
mientras queen los terciarios son celulas altas que rodean totalmente al ovocito. 

Las estructuras similares a los folfculos terciarios pero carentes de nucleo y con el vitelo 
agrumado, se identifican como fol(culos atresicos. El fen6meno de atresia aparece como resulta
do de la reincorporaci6n al organism a de las materiales acumulados en el citoplasma de los ovo
citos de aquellos folfculos que, por diferentes razones, no siguen la vfa normal de la ovulaci6n 
(Rastogi, 1969). 

Estructuras avitelinas similares a las encontradas en C. indistinctum han sido descritas por 
Tonutti (1931) y Wake (1968) para otras especies dececilias. PosteriormenteWake (1977). re
porta estructuras similares como cuerpos luteos, para la mayorfa de las especies vivfparas yen 
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varias especies ovfparas. Recientemente Exbrayat y Collenot ( 1983) mediante estudios histo
qufmicos, identificaron positivamente estas estructuras coma cuerpos luteos. 
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