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GAMETOGENESIS EN CHTHONERPETON /ND/SI'/NCTUM (GYMNOPHIONA: TYPHLO-
NECTIDAE)

Rafael de S&* y Nibia Berois**

RESUMEN

Histolégicamente, las génadas 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 {6culos. La espermatogénesis ocurre en cistos sincrénicos de células germinales. Durante la
espermiogénesis se identifican cuatro estados consecutivos de desarrollo: 1) cistos de espermadtidas redondea-
das; 2) cistos de espermatidas arrifionadas; 3) cistos de espermatidas bastoniformes y 4) espermatidas en

ramillete.
El andlisis histol6gico de los ovarios mostré 1a presencia de tres estados en la maduracidn de los folfculos

ovaricos. Estas etapas pueden ser identificadas de acuerdo a: 1) ubicacién del-folfculo en la pared ovirica; 2)
maorfologfa y caracter(sticas tintaoreales del ovocito; 3} desarrollo de la membrana pelicida; 4) orgamzac:én
de la capa de células foliculares.

Fueron observados y descritos foliculos atrésicos y cuerpos ltiteos.

SUMMARY

Gametogenesis in Chthonerpeton indistinctum (Gymnophiona: Typhlonectidae)

Histologicaily, the gonads of Chthonerpeton indistinctum are similar ta 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 bougquet arrangement.

The histological analysis of the ovaries showed the existence of three different stages of maturation
of the ovarian follicles. These stages can be indentified by: 1) location of the follicle in the ovary wall: 2}
oocyte morphology and staining characteristics; 3} development of the zona pellucida, and 4} organization

of the follicular layer.
Atretic follicles and corpora lutea atso were found.

INTRODUCCION

El orden Gymnophiona comprende sélo 5 familias de anfibios dpodos, de hébitos cavicolas
y acuaticos. Todas las cecilias presentan fertilizacion interna, y todas las especies de las familias
Typhlonectidae y Scolecomorphidae y algunas Caeciliidae son viviparas.

Typhlonectidae contiene 19 especies, y se halla representada en el Uruguay por una sola:
Chthonerpeton indistinctum (Reinhardt y Lutken, 1862). La bibliograffa relacionada con Ia
biologfa de esta especie, aparte de la taxondmica, se limita a: Lieberman {1939) y Barrio {1969)
para reproduccion; Barrio et al. (1971) y Wake y Case (1975) para citogenética; Carlisky (1969)
para excrecion; 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 gametogénesis en Chthoner-
peton indistinctum. Estudios mas detallados sobre la espermatogénesis y la ovogénesis seran pu-

blicados por separado.

1 Trabajo presentado en la Reunlén de Comunicaciones correspondiente al dfa 27 de julio de 1984.
* Museumn of Natural History and Department of Systematics and Ecology. The University of Kansas,

Lawrence, Kansas 66045-2454, USA.,
**  Departamento de Biologfa Celular, Facultad de Humanidades y Ciencias. Universidad de la Repubhca

Tristdn 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(o de la Pla-
ta, arrastrada por la corriente ocasionada por el desborde de los rfos, abundante vegetacion
constituida especialmente por camalotes Eichornia crassipes. En ella llegaron varias especies de
anfibios; ejemplares de Chthonerpeton indjstinctum se colectaron bajo la vegetacién fresca arro-
jada a la costa de los Deptos. de Montevideo (Playas Pocitos, Malvin, Carrasco y Pajas Blancas)
y de San José (Playa Pacual). .

El material utilizado para este estudio se conserva en formol al 10%; parte de él esta depo-
sitado en la coleccion de anfibios del Depto. de Zoologfa Vertebrados de la Facultad de Huma-
nidades y Ciencias, Montevideo, con la caracterfstica ZVC-B 2027 el resto se encuentra en la
coleccidon particular de uno de los autores {RdS).

Para la descripcion histolbgica se tomaron muestras de las gbnadas, que se incluyeron en pa-
rafina, realizandose cortes transversales de 5 micras de espesor aproximadamente. Las técnicas
de coloracion empleadas fueron: hematoxilina-eosina (Ganter y Jolles, 1970}, tanto para tes-
tfculo como ovario, y coloracion de alocromo (Lillie, 1954) para ovario. Para la abservacién de
espermatozoides, ademas de los cortes histolédgicos se hicieron extendidos celulares que se co-
lorearon con técnicas de nitrato de plata (Eider y Hsu, 1981).

Los preparados histoldgicos fueron observados y fotografiados empleando un microcospio
éptico Olympus, modelo Vanox.

RESULTADQOS
Testiculo

Histoldgicamente, los testiculos de C. indistinctum estan compartimentados en unidades es-
tructurales denominadas loculos. Dichos 16culos se hallan separados por tabiques de tejido co-
nectivo, que son de mayor espesor entre los 16culos centrales. En los tabigues centrales encon-
tramos tubos colectores. En el interior de estos loculos se realiza la espermatogénesis, la cual
ocurre en agrupaciones celulares denominadas cistos (nidos celulares de Loft}. Cada cisto pre-
senta todas las células germinales que lo conforman en el mismo estado de desarrollo, y se ob-
servan nacleos de células somaticas {células de Sértoli) asociados a las paredes de los mismos. En
el interior de los 16culos, entre los cistos de células germinales, se observa una matriz vacuolada,
refrigente o escasamente tefiida con eosina, que llena en mayor o menor grado la luz locular.

Elementos celulares.

Las espermatogonias de C. indjstinctum son las células mas grandes de la Iinea germinal
{(n =560, X = 10.6 um, s = £ 1.68 um). Este tipo celular se caracteriza por presentar un nlcleo
redondeado, baséfilo, con cromatina granulosa. Las espermatogonias se hallan generalmente lo-
calizadas en la periferia del loculo. Las divisiones mitoticas de las espermatogonias producen los
cistos de espermatocitos. Los espermatocitos también exhiben un nlcleo redondeado, pero éste
es de menor tamafio {n = 50, X = 8.00 um, s = £0.93 um). E} nGcleo de los espermatocitos se
tifie mas intensamente con colorantes baséfilos, v la cromatina adquiere un aspecto filamentoso
o de red. Los cistos de espermatidas se originan como resultado de las divisiones meioticas de
los espermatocitos. Los nicleos de este tipo celular son los mas pequefios en la lfnea germinal
{n =50, X =5.06 um, s = £ 0.55 um), y presentan una cromatina condensada.
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Basados en la variacion de la morfologfa nuclear reconocemos: 1) cistos de espermaétidas re-
dondeadas; 2) cistos de espermétidas de nucleo arrifionado; 3) cistos de espermétidas bastoni-
formes, y 4} cistos de espermatidas en ramillete.

Los espermatozoides maduros los encontramos enclavados en el citoplasma de las células
de Sértoli, o libres entre los diferentes cistos de células germinales, agrupdndose especialmente en
la luz ampular. La morfologfa del ‘espermatozoide maduro muestra una cabeza aparentemente’
cilfndrica, relativamente grande {n =50, X = 17.34 um, s = £ 0.85 um}, e intensa y homogéne.-
amente basofila. En los extendidos celulares, el flagelo 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 tnicas células somaticas identificadas fueron las células de Sértoli. Esti tipo celular se
caracteriza por su n(cleo de seccién algo triangular, menor basofilia que las células germinales,
y cromatina finamente granulada en la que se destaca un gran nucleolo intensamente coloreado.

Ovario

La observacién macroscopica de los ovarios de C. indistinctum revela la presencia de dos ti-
pos de elementos germinales que aparecén como: 1) elementos pequefios, transiGcidos, y 2) ele-
mentos de mayor tamafio, de color amarillo palido. Ambos tipos de elementos pueden encon-
trarse en cualquier zona del ovario, 1o cual histolégicamente se correlaciona con una irregular
distribucién de los elementos en maduracion. A diferencia de 1o observado macroscépicamente,
el analisis histolégico reveld la presencia de tres tipos de foliculos: primarios, secundarios y ter-
ciarios. Estos folfculos se identifican de acuerdo a: 1} ubicacién del folfculo en la pared oviérica;
2) morfologia y afinidades tintoreales del ovocito; 3} desarrollo de la membrana peltcida, y 4)
organizacion de la capa folicular.

El folfculo primario se halla alojado en el epitelio superficial de la pared ovarica, y esta
compuesto por un ovocito con nGcleo central, o ligeramente excentrico, que tiene un nucleolo
grande y otro mas pequefio. El citoplasma del ovocito no difiere mayormente del citoplasma go-
nial. Rodeando al ovocito se reconocen unas pocas células epiteliales que se han apianado en su
superficie.

El foliculo secundario se localiza mds internamente en la pared ovérica. En esta etapa el
ovocito exhibe un ndcleo oval y excéntrico, en el cual se destacan un mayor nimero de nucle-
olos. El citoplasma se halla repleto de finas granulaciones débilmente PAS positivas y que ad-
quieren una coloracion celeste con el alocromo. Rodeando a este ovocito encontramos un ma-
yor nmero de células foliculares, que todavia no farman una capa contfnua. En esta etapa del
desarrollo del folfculo comienza a acumularse una fina capa de material PAS positivo entre las
células foliculares y el ovocito.

Finalmente, el folfculo terciario es el que se encuentra localizado mas internamente en la
pared ovarica; presenta un nucleo aplanado, totalmente excéntrico, con cromatina de aspecto
homogéneo y una gran proliferacién de nucleolos. El citoplasma del ovacito se halla repleto de
granulaciones de dos tipos: las finas, ya observadas en la etapa de maduracidn anterior y que se
ven fundamentalmente en la periferia del ovocito inmediatamente por debajo de la membrana
celular, y un segundo tipo de mayor tamafio, marcadamente PAS positivas y muy abundantes.
Una capa contfnua de célutas foliculares rodea al ovocito. Las células foliculares en esta etapa
son altas, y presentan un nicleo central y oval. A la vez, el material PAS positivo, localizado en-
tre las células foliculares y el ovocito, forma también una capa contfnua que rodea al ovocito.

Ademds de los folfculos descritos encontramos otras estructuras que se asemejan a fol(cu-
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los terciarios, pero difieren con respecto a éstos en que no existe membrana pellcida, las células
foliculares no forman una capa definida alrededor del ovocito, y las granulaciones PAS positivas
no se distribuyen homogeneamente en el citoplasma del ovocito sino que aparecen en acimulos.
En ningln caso observamos el nudcleo en estas estructuras. El citoplasma del ovocito muestra
una invasion de céiulas pequefias, de nacleo muy basofilo, identificadas como linfocitos.

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 medio de un pediculo. Dichas agrupaciones celulares tienen un aspecto
redondeado, y quedan constituidas por una capa externa de células, similares a las células folicu-
lares, y un estroma central. Rodeando estas estructuras hay una proliferacion de tejido conecti-
VO Yy vasos sanguineos.

DISCUSION

Testiculo

La estructura histoldgica del testfculo de C. indjstinctum concuerda con el patrén descrito
para otras especies del orden (Spengel, 1876; Wake, 1968 y 1977). Consiste en una serie de
compartimientos ltamados loculos (Seshachar, 1936), dentro de los cuales ocurre la espermato-
génesis.

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

Las espermatogonias son las células de mayor tamafio en {a Ifnea germinal, y se observan ge-
neralmente en ciertas zonas de la pared locular 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 nicleo de fas espermatogonias se vio siempre con aspecto
redondeado. De las espermatogonias derivan los espermatocitos; en esta etapa ocurre la meiosis,
como en todos los vertebrados y como resultado de la misma se originan los cistos de espermati-
das. Estas células son haploides y las mas pequefias de la I{nea germinal. Se observan varios tipos
de espermatidas al sufrir éstas un proceso de diferenciacion, espermiacion, el que en términos
generales consiste en una progresiva condensacién de la cromatina, alargamiento del nicleo, for-
macion del acrosoma, pérdida del citoplasma y adquisicion del flagelo. Para C. indistictum de-
tectamos 4 etapas en la espermiacion. En una primera encontramos las espermatidas de aspecto
redondeado y nucleo condensado, a las que identificamos como espermatidas primitivas o tem-
pranas. Al continuar la espermiacion las espermatidas tempranas comienzan a adquirir forma
arrifionada, apreciandose también un leve alargamiento del nicleo. A continuacién 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 cé-
Julas de Sértol?. En este perfodo los nicleos 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. E| pasaje de la morfologfa arrifionada a la bastoniforme es favorecido por la
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ruptura de las paredes del cisto, con la consiguiente expansion de las espermétidas y, en conse-
cuencia, la adquisicion de la morfologfa bastoniforme.

El espermatozoide, producto final de todo el proceso, puede verse agrupado o libre en la
luz locular. Su morfologfa se aprecia mejor en los extendidos celulares. En estos casos se destaca
el acrosoma, diferenciacion tfpica de! aparato de Golgi, en el extremo anterior, asf como el fla-
gelo en el extremo posterior.

Qvario

Los anfibios se caracterizan por presentar ovocitos telolecitos, es decir con gran acimulo de
material nutricio. Estos ovocitos se hallan detenidos en la metafase de la segunda divisién meio6-
tica, bloqueo que desaparece como consecuencia de la fecundacién, 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 é! se
acumulan los nutrientes que luego utilizard el embridn.

Wake (1977} describe ovocitos previtelogénicos y vitelogénicos para otras especies del or-
den Gymnophiona. En sus lineamientos generales a nivel macroscopico, C. indistinctum mantie-
ne este mismo patréon, pero el andlisis histologico nos permite clasificar los folfculos en desarro-
lfo en 3 categorfas: primarios, secundarios y terciarios. l.os folfculos primarios y secundarios de
nuestra clasificacién corresponden a los previtelogénicos de la clasificacion de Wake, v los foli-
culos terciarios a los vitelogfnicos.

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

Otras caracter(sticas que nos permiten diferenciar a {os folfculos primarios y secundarios de:
los terciarios, es el cambio en la posicion del nicleo el que se hace més excéntrico, y el progresi-
vo aumento en el nimero de nucléolos. E! desplazamiento del nicleo se explica por el paufatino
aumento y deposicion de vitelo, mientras que el segundo evento corresponde a un fenémeno de
amplificacion de los genes encargados de codificar la sfntesis de los rRNA. Ademas de estas ca-
racterfisticas del ovocito, existen otras particularidades que nos permiten identificar las diferen-
tes etapas en la maduracion del folfculo ovérico. A partir de los fol(culos secundarios se empie-
za a visualizar el acumulo de una membrana PAS positiva como consecuencia del intercambio
entre el ovocito vy tas células foliculares. Esta membrana se completa recién en el folfculo tercia-
rio, formando la tfpica membrana pelGcida que rodea al fol(culo de otros vertebrados.

Por ditimo, la capa de células foliculares también sufre cambios durante la maduracién del
folfculo. En los folfculos primarios son células aplanadas que no forman una capa contfnua,
mientras que en los terciarios son células altas que rodean totalmente al ovocito.

Las estructuras similares a los folfculos terciarios pero carentes de nicleo y con el vitelo
agrumado, se identifican como folfculos atrésicos. El fendmeno de atresia aparece como resulta-
do de la reincorporacién al organismo de los materiales acumulados en el citoplasma de los ovo-
citos de aquellos folfculos que, por diferentes razones, no siguen la vfa normal de |a ovulacion
{Rastogi, 1969).

Estructuras avitelinas similares a las encontradas en C. indistinctum han sido descritas por
Tonutti (1931) y Wake (1968) para otras especies de cecilias. Posteriormente Wake (1977), re-
porta estructuras similares como cuerpos lateos, para !a mayor(a de las especies viv(paras y en
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varias especies ovfparas. Recientemente Exbrayat y Collenot {1983) mediante estudios histo-
qufmicos, identificaron positivamente estas estructuras como cuerpos liteos.
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