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RESUMEN

En este estudio se aportan datos sobre la morfohistologia testicular de Hypsiboas pulchellus durante el periodo reproductivo con
el fin de conocer aspectos de su biologia reproductiva. Los testiculos, ovoides y amarillentos de 4,64 + 0,48 mm de largo por
2,05 £ 0,23 mm de ancho, estdn rodeados por la tinica albuginea que mide 5,60 + 0,82 pm. Internamente presentan |6culos
seminiferos de 257,47 + 58,25 pm de didmetro, distinguiéndose en ellos cistos con células espermatogénicas asociadas a células de
Sertoli. Existe escaso tejido intersticial. Las espermatogonias | son las células mds grandes de la serie germinal (14,34 + 1,74 pm),
estas originan a las espermatogonias Il (10,14 + 1,33 um). Los espermatocitos | presentan la cromatina levemente condensada
midiendo 9,34 + 0,32 pm. Los espermatocitos |l miden 8,12 + 1,07 pm. Las espermatidas | son esféricas, miden 7,61 + 1,45 ym, y
se agrupan en cistos redondeados. Las espermadtidas I, en cambio, son alargadas, no hallandoselas dentro de cistos (4,09 + 0,51
pm). Los espermatozoides, alargados y flagelados, se hallan libres en el centro del I6culo. La morfohistologia de los testiculos
analizados muestra caracteristicas similares a las observadas en otros anfibios neotropicales, y presentan todas las células del linaje
espermatogénico en un mismo léculo.

Palabras clave: anfibio neotropical, biologia reproductiva, histologia testicular.

ABSTRACT

In this study, data concerning to the morphological testicular features of Hypsiboas pulchellus during the breeding season is provided,
in order to know aspects of their reproductive biology. The testis, ovoid and yellowish with 4.64 + 0.48 mm length and 2.05 + 0.23
mm wide, are surrounded by the tunica albuginea which measures 5.60 + 0.82 pm. The seminiferous locules, placed internally,
measure 257.47 + 58.25 pm in diameter, and cysts with spermatogenic cells associated with Sertoli cells are distinguished in them.
The interstitial tissue is scarce. The biggest cells of the germinal series are the spermatogonia | (14.34 + 1.74 ym), from which
spermatogonia Il (10.14 + 1.33 pm) originate. Spermatocytes | measure 9.34 + 0.32 ym and have slightly condensed chromatin. The
spermatocytes Il are 8.12 + 1.07 pm long. The spermatids | are spherical, grouped in rounded cysts, and measure 7.61 + 1.45 pm. On
the other hand, spermatids Il are elongated (4.09 + 0.51 pm) and not within the cysts. Towards the center of the loculus, the free,
lengthened and flagellated spermatozoids are located. The morphohistology of the analyzed testicles show similarities with those
observed in other neotropical amphibians, being all the cells of the spermatogenic lineage in the same locule.

Keywords: neotropical amphibian, reproductive biology, testicular histology.
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Desde hace afios los anfibios se hallan en una
pronunciada declinacién numérica a nivel mundial
(Blaustein et al., 1994). Por esto, conocer aspectos sobre
su biologia reproductiva permitird disefiar e implementar
estrategias para su proteccién y conservacién. La biologfa
reproductiva se define como el conjunto de caracteres
morfofisioldgicos y etolégicos que permite la produccién
de una cantidad apropiada de descendientes adaptados al
ambiente (Duellman y Trueb, 1994). Forman parte de dicho
conjunto de caracteristicas la morfohistologia gonadal.
El objetivo de este trabajo fue aportar datos sobre la
morfohistologia del testiculo de Hypsiboas pulchellus durante
la época reproductiva. El presente estudio se realizé en
humedales préximos a la localidad de Ucacha (33° 01°S;
63° 30 W), provincia de Cérdoba, Republica Argentina.

Se capturaron a mano, en horario nocturno, cuatro
machos adultos de H. pulchellus el 3 de enero de 2010,
en plena época reproductiva. Luego de colectados los
animales fueron acondicionados en recipientes de plastico
conteniendo agua, y transportados al laboratorio. Al
dia siguiente se anestesiaron y sacrificaron utilizando
benzocaina disuelta en agua. Posteriormente se les practicé
una incisién en la pared abdominal y se les extrajeron los
érganos reproductores. Los testiculos se fijaron en solucién
de Bouin durante ocho horas y se conservaron en alcohol
etilico al 70 %. Los especimenes se hallan depositados en
la Coleccién Herpetolégica de la Catedra de Anatomia
Comparada de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y

Fig. 1. Fotomicrografia del testiculo de H. pulchellus. Se
observa una vista general de varios léculos seminiferos con
células espermatogénicas en diferentes etapas de desarrollo. C1,
espermatocito |; C2, espermatocito IlI; G2, espermatogonia II;
ta, tdnica albuginea; tp, tdnica propia; T2, espermdtida II; Z,
espermatozoide en el lumen. (10X tricrémico de Mason, la escala
representa 100pm). Foto: F. Carezzano
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Naturales de la Universidad Nacional de Cérdoba bajo la
numeracion AC 811-814.

Este estudio se llevé a cabo siguiendo el protocolo
establecido por la Comisién Europea (Close et al., 1995).
Es importante sefialar que se hizo todo lo posible para
minimizar el sufrimiento durante el sacrificio de los
individuos.

Macroscépicamente se midieron las génadas empleando
un calibre digital Mahr 16 ES de precisiéon 0,01mm de
origen aleman. Luego, se deshidrataron en alcoholes de
graduacion creciente, se aclararon en xilol y se las incluyé en
parafina (Prophet etal., 1995). Se realizaron cortes seriados
a 8 pm de espesor, los que se tifieron con hematoxilina de
Harris-eosina y tricrémica de Masson.

Para el estudio morfohistolégico se analizaron veinte
cortes de cada espécimen a intervalos regulares y con la
ayuda de una cdmara digital (Zeiss AxioCam ERc 5s, de
origen alemdn), adosada a un microscopio triocular Zeiss
Primo Star, de origen aleman, se midieron las diferentes
células utilizando el programa AxioVision 4.0 V 4.8.2.0.
Para la identificacién de los distintos tipos de células
espermatogénicas se consultaron los estudios realizados por
Jamieson (2003), Ferreira etal., (2008), Carezzano y Cabrera
(2010), Carezzano etal., (2013a) y Carezzano etal., (2013b).

Los testiculos de H. pulchellus son érganos pares, ovoides,
de coloramarillo claro de 4,64 + 0,48 mm de largo por 2,05 +
0,23 mm de ancho. Estdn revestidos por la tinica albuginea
(5,60 + 0,82 pm) formada por tejido conectivo denso, en

Fig. 2. Fotomicrografia del testiculo de H. pulchellus. Se observa
un detalle de un Iéculo seminifero con células espermatogénicas
en diferentes etapas de desarrollo y de la tinica propia. 1, célula de
Leydig; 2, célula peritubular; 3, célula de Sertoli; C1, espermatocito |;
C2, espermatocito Il; G1, espermatogonia |; G2, espermatogonia Il; T1,
espermatida I; T2, espermdtida Il; tp, tinica propia; Z, espermatozoides.
(40X HE, la escala representa 20pum). Foto: F. Carezzano.
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el que predominan fibras de coldgeno. En su interior se
hallan numerosos l6culos seminiferos que miden 257,47 +
58,25 pm de didmetro. Cada |6culo presenta varios cistos
espermatogénicos. A su vez, cada cisto estd formado por
células germinales en una misma etapa de diferenciacién,
las que se asocian morfofuncionalmente a células de Sertoli
(Fig. 1). Rodeando los l6culos se observa la tinica propia,
formada por tejido conectivo laxo y por células peritubulares
planas (Fig. 2). El tejido intersticial es escaso y en él se
destacan las células de Leydig, poliédricas y con un ndcleo
central esférico (Fig. 2). Los cistos con espermatogonias
estdn préximos a la pared del I6culo, pudiéndose diferenciar
entre espermatogonias | y espermatogonias Il. Las células
mds grandes corresponden a las espermatogonias | (14,34 +
1,74 pm), se halla una por cisto y presentan escasa cromatina
granulary su nicleo es multilobular; las espermatogonias Il,
son mds pequefias (10,14 + 1,33 pm), y con la cromatina
menos dispersa (Figs. 1 y 2). Los espermatocitos | son
méas chicos que sus precedentes (9,34 + 0,32 pm) y en
ellos se observan variadas formaciones y aspectos de la
cromatina. Los espermatocitos Il son alin mas pequefios
(8,12 £ 1,07 pm) y se observan mds tefiidos (Figs. 1y 2). Las
espermatidas son células multiformes, cuya forma varia de
esférica a alargada. Se identificaron espermatidas | y Il. Las
primeras son células esféricas y estdn agrupadas en cistos
redondeados, su didmetro fue de 4,09 + 0,51 pm; mientras
que las espermadtidas Il, son células alargadas que no se
hallan dentro de cistos, pero que se organizan en paquetes
asociadas a células de Sertoli (Figs. 1y 2). En la luz de los
[6culos se observan espermatozoides flagelados, células
alargadas, que presentan un nicleo fuertemente baséfilo
debido a la intensa compactacién nuclear que refleja la
abundante presencia de heterocromatina (Figs. 1y 2).
Elandlisis de los testiculosindica que los cuatro ejemplares
estaban en la misma etapa gametogénica y presentan una
arquitectura similar a la descrita en otras especies de anuros
neotropicales como Allobates femoralis (Asenjo et al., 2011),
C. caudiverbera (Hermosilla et al, 1983), Ceratophrys ornata
(Carezzano et al., 2013b), Dendropsophus minutus (Santos y
Oliveira, 2007), D. nanus (Ferreira et al., 2009), Leptodactylus
chaquensis (Ferreira et al., 2009), L. podicipinus (Ferreira et al.,
2009), Odontophrynus americanus (Carezzano et al., 2013a),
Physalaemus cuvieri (Oliveira et al., 2002), P. nattereri (Oliveira
y Zieri, 2005), P. biligonigerus (Carezzano y Cabrera, 2010),
Pseudis limellum (Ferreira et al., 2008, 2009), P. paradoxa
(Ferreiraetal., 2009)y Scinax acuminatus (Ferreira etal., 2009).
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