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RESUMEN

Se describe la morfologia del testiculo y el epididimo del lagarto Anolis sa-
grei con base en el uso de microscopia dptica y electrénica de transmisién.
La arquitectura del epitelio germinal del testiculo es similar a la de otros
reptiles. En los tudbulos seminiferos se encontraron espermatogonias,
espermatocitos, espermatidas en diversos grados y numerosos esper-
matozoides en una disposiciéon gradual desde la membrana basal hasta
el lumen, preludio de la organizacién radial de los amniotas. Se notaron
particularidades como la intensa pigmentacién de los testiculos y del
epididimo, cuya presencia se atribuye a estrategias de proteccién. Todos
los animales tenian una fuerte actividad espermatogénica. El esperma-
tozoide en formacion presenta el ntcleo con la cromatina filamentosa,
un acrosoma con dobles membranas, ausencia de cuerpos densos y diez
mitoncodrias en la pieza media. En el epididimo es notable la altura de las
células columnares y su actividad secretora.

PALABRAS CLAVE: Anolis sagrei, epididimo, histologia, testiculo, ultraestructura.

ABSTRACT

The morphology of the testis and epididymis of the lizard Anolis sagrei using
light microscopy and transmission electron is described. The architecture of
testicular germ epithelium is similar to the other reptiles. Inside the seminifer-
ous tubules were found, spermatogonia, spermatocytes, spermatids in varying
degrees and numerous sperm in a gradual progression from the basement
membrane to the lumen. That appears to be prelude of radial organization
of amniotes. Particularities are described as intense pigmentation of the
testicles and epididymis and its presence is attributed to protection strategies.
All animals had a strong spermatogenic activity. The sperm has the nucleus
with chromatin filament, an acrosome with double membranes, absence of
dense bodies and 10 mitoncodrias in the middle piece. It is remarkable in the
epididymis it is columnar cell height and secretory activity.

Kkevworbs: Anolis sagrei, epidydimis, histology, testicle, ultrastructure.
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Introduccion

No hay muchos estudios sobre la histologia de
las génadas y los eventos ultraestructurales de la
espermatogénesis en el género Anolis, y aun menos
sobre los detalles morfoldgicos del epitelio del epi-
didimo. De este tipo de investigacién solo existen
publicaciones sobre A. carolinensis (Pruitt, 1959;
Sheltinga et al., 2001), A. sagrei (Rodriguez-Gémez
y Sanz-Ochotorena, 2009) y A. lineatopus (Rheubert
et al, 2009). La espermatogénesis es un proceso
muy complejo en el cual las células progenitoras
se multiplican por mitosis, se dividen por meiosis
y se diferencian y maduran en células mdviles:
los espermatozoides. Las caracteristicas de este
proceso pueden ser muy peculiares en los verte-
brados, y en los reptiles escamosos en particular.
Los resultados que aqui se exponen podrian ser
importantes para comprender la filogenia dentro
de la clase Reptilia, considerada altamente con-
troversial (Gribbins, 2011).

El género Anolis en Cuba agrupa 62 especies
de una gran diversidad y con un alto endemismo,
cercano al 95 % (Rodriguez, 2003; Estrada, 2012).
Ademas, estos lagartos son grandes controladores
de insectos, lo que les confiere una alta impor-
tancia en los ecosistemas donde habitan. Dentro
de los anolinos, A. sagrei —nativo de Cuba- estd
considerado un invasor (Campbell, 1999, 2002)
debido a su rapida expansion en Estados Unidos,
incluido Hawai, y en muchas otras regiones, como
México y Taiwan. Se ha propuesto que una de
las causas del evidente éxito de A. sagrei como
colonizador puede atribuirse a la morfologia y
funcién de sus génadas (Sanz y Uribe, 1999; Sanz
et al., 2003). Por lo anteriormente expresado, el
objetivo de esta investigacién fue describir las
caracteristicas de la estructura y ultraestructura
del testiculo y el epididimo del lagarto A. sagrei,
para contribuir a explicar el éxito y la expansién
de esta especie, asi como al conocimiento de su
biologia reproductiva.

Materiales y métodos

En La Habana, en mayo de 2012, se recolecta-
ron 10 machos adultos de A. sagrei que fueron
tratados éticamente al ser procesados. Los
animales se anestesiaron en atmdsfera de éter
y se les practicé diseccién a fin de extraer las

gbénadas. El testiculo derecho y el epididimo se
colocaron en paraformaldehido al 4 % como
fijador y fueron sometidos a la técnica cldsica
de inclusién en parafina. Los cortes se obtuvie-
ron en un micrétomo manual entre (5 y 7 pm)
y se colocaron en portaobjetos con albimina
como adherente. A las 24 horas los cortes fueron
tefiidos con hematoxilina y eosina y con la técnica
tricromica de Mallory.

Ademas, se adiciond 4’,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) a una concentracién de 0,1 pg/mL. Este
compuesto intercalante del ADN permite detectar
diversos grados de compactacién de la cromatina:
el color azul mas brillante se corresponde con el
ADN no compactado, mientras que el azul mas
claro o casi blanco denota compactacién.

Las preparaciones histolégicas se observaron
en un microscopio 6ptico Nikon E 800, con ob-
jetivos de 20, 40, 60 y 100X. Las imagenes se
registraron digitalmente con una camara CCD
(3CCD, MTI) acoplada al microscopio con el pro-
grama FlashPoint 3D FPG.

También se fijaron, de cada animal, fragmentos
del testiculo izquierdo y su correspondiente epidi-
dimo, en glutaraldehido al 2,5 % en buffer fosfato
a pH 74. Estos se procesaron luego mediante la
técnica de microscopia electrénica de transmisién
(Vazquez-Nin y Echeverria, 2000). En este caso,
las muestras se lavaron con PBS y se posfijaron
con tetradxido de osmio al 1 % en buffer fosfato a
pH 7,4 por varias horas; después se enjuagaron y
deshidrataron en alcoholes crecientes y, finalmen-
te, en éxido de propileno. La preinclusién se realizé
con una mezcla de 6xido de propileno y resina
epoxica 1:1 por 16 horas. La inclusién se llevé a
cabo con resina epdxica durante 16 horas a 60 °C
y se obtuvieron cortes semifinos -tefiidos con azul
de toluidina— de 200-400 pm y ultrafinos de 40-60
pm, con un micrétomo modelo Ultracutde Leica.
Los cortes se observaron bajo un microscopio
JEOL JEM 1010.

Resultados

Los testiculos de A. sagrei son ovoides, simétricos,
y tienen una tdnica albuginea gruesa, fuertemente
pigmentada, de tejido conectivo con abundantes fi-
bras colagenas (figura 1). El epitelio germinal en los
testiculos esta organizado en tubulos seminiferos.
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Figura 1. Cortes de testiculo de A. sagrei: a) azul de toluidina, 40X; b) hematoxilina-Eosina, 100X. Obsérvese la tinica albuginea
de gran grosor y la presencia de pigmentos TA (ttnica albuginea). Los asteriscos blancos sefialan el pigmento. Ademds, se observan

muchos espermatozoides en el lumen.

La tunica albuginea penetra al interior del testi-
culo hacia donde envia ramificaciones y forma el
tejido intersticial entre los tubulos seminiferos, en
el que pueden apreciarse fibras colagenas, pigmen-
to (figura 2), alglin capilar sanguineo (figura 3b) y
células de Leydig.

Cada testiculo estd adosado al epididimo
(Agura 2a, 2b), estructura tubular que continda
en el conducto deferente. Los cortes examinados
correspondieron a animales en plena actividad
espermatogénica (figuras 1a-3b) y se observaban
llenos de espermatozoides, tanto los tlbulos
seminiferos como el epididimo, particularmente
este ultimo.

Dentro de los tubulos, el epitelio seminifero
esta formado por las células sexuales en varios
grados de diferenciacién, desde la membrana
basal hasta el lumen. Un tipo de célula somatica
—las células de Sertoli- cuyo citoplasma es muy
extenso, sostiene las células sexuales en desarro-
llo (figura 3a, 3b). En la figura 3c, que corresponde
a una fotomicrografia al microscopio electrénico
de transmisién, se muestra un fragmento de dos
tubulos seminiferos adyacentes y pueden obser-
varse dos nucleos de células de Sertoli en posicién
basal. El nucléolo muy visible es una caracteristica
de estas células.

Las células sexuales que se encuentran en el
interior de los ttbulos seminiferos son espermato-
gonias (figuras 3ay 4a), espermatocitos primarios
en diferentes etapas de la profase | de la meiosis
(figuras 3a y 4b), escasos espermatocitos secun-

darios, espermatidas en varios grados de desa-
rrollo (figuras 3a, 3b, 4c y 4d) y espermatozoides
(figuras 1b, 3b, 2a, 5d).

Las espermatogonias resultantes de la fase
proliferativa son algo ovoides, con citoplasma
granular observable con el microscopio 6ptico,
y se encuentran muy cercanas a la membrana
basal de los tubulos seminiferos (figura 3a). Con el
microscopio electrénico de transmision se puede
notar que estas células tienen un nucléolo evi-
dente (figura 4a). Los espermatocitos primarios
son grandes y facilmente distinguibles. Se obser-
van en paquiteno con los cromosomas pareados,
en la figura 4b. Las espermatidas tempranas son
células con el ndcleo reducido, mas pequenas, y es
frecuente encontrar en su citoplasma un cuerpo
cromatoide (figura 4c). Tipicamente, el nucleo de
las espermatidas tempranas presenta cromatina
laxa que es gradualmente compactada. Varios
tipos de estas células en diferentes grados de
diferenciacién, redondeadas y en alargamiento, se
aprecian en la figura 4d, donde se muestra el final
de un tdbulo seminifero.

Precisamente, los eventos primarios de la es-
permiogénesis en la diferenciaciéon -formacion del
acrosoma, alargamiento nuclear y compactacion
de la cromatina, ordenamiento de las mitocon-
drias hacia la pieza media y sintesis del flagelo- se
observan en la figura 5a-5d. Para conformar el
complejo acrosomal, las innumerables vesiculas
dispersas en el citoplasma, formadas en el com-
plejo de Golgi, se acumulan al lado del nticleo y se
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Figura 2. a) Fragmento de tdbulo seminifero y epididimo de A. sagrei, H-E 40X; b) tdbulos seminiferos y epididimo. Azul de
toluidina, 10X. En la imagen: TA (ttinica albuginea), T (tdbulo seminifero), Epid (epididimo) y Epz (espermatozoides). Obsérvese
tanto el lumen de los tdbulos seminiferos como el interior del epididimo llenos de espermatozoides.

g s
'ﬁ-" v‘g‘ e @
=LA Ve

Figura 3. Fragmento de tdbulo seminifero de A. sagrei, donde se muestran células sexuales en distintos grados de desarrollo y
células de Sertoli: a) azul de toluidina, 100X; b) H-E, 100X; c) fotomicrografia con el microscopio electrénico de transmision (MET).
En la imagen: Espg (espermatogonias), Esp (espermatocitos primarios en profase), Ep (espermatidas), Epz (espermatozoides), Tl

(tejido intersticial), S (célula de Sertoli) y n (nucléolo).

fusionan para formar la vesicula proacrosomal. El
espermatozoide en fase final, antes de ser libera-
do al lumen, ocupa como una depresion o cripta
del citoplasma de la célula de Sertoli, lo cual se
aprecia en la figura 5d. Los espermatozoides de
A. sagrei son muy numerosos y asi se aprecian con
diferentes técnicas microscopicas (figuras 1b, 2a,
2b, 3b, 7a y 7b). Constan de cabeza y cola como
elementos primarios, la cabeza alargada, aunque
algo cénica, la cromatina muy compactada en el
ntcleo y las fibras densas en la cola bien diferen-
ciadas (figura 5d). El ndcleo del espermatozoide es
muy fluorescente debido a la especificidad de la
reaccién al DAPI (figura 7a, 7b). El nimero de mi-
tocondrias es 10 (figura 5a) y la cola presenta en
su axonema el patrén microtubular 9 + 2. Durante
la espermiogénesis no se observaron cuerpos
densos.

Los espermatozoides se dirigen al epididimo
una vez que abandonan los tubulos seminiferos.
En una cantidad notable y muy agrupados, se
observan en un corte transversal de este conduc-
to (figura 2a y 2b, derecha) y con la técnica DAPI
(Agura 7a).

El epitelio del epididimo esta compuesto de dos
tipos principales de células: las secretoras -las
mas numerosas- (figura 6b-6d) y las basales (figu-
ra 6¢), que son probablemente importantes para
el reemplazo celular. La diferencia entre ambas es
particularmente notable, puesto que las secreto-
ras tienen forma columnar si se comparan con las
basales, que son mas pequeias y estrechas. Las
células secretoras presentan un nucleo basal y el
citoplasma supranuclear estd casi enteramente
ocupado por numerosos granulos de secrecién
(figura 6b). A nivel ultraestructural, en las células
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Figura &. Micrografias con el Microscopio Electronico de Transmisién (MET): a) espermatogonia, 10K; b) dos espermatocitos
primarios en paquiteno de la profase I, 6K; c) espermatida temprana, 8K; d) final de un tibulo donde se aprecian espermatidas en
varios estadios y un espermatozoide en fase final, &K. En la imagen: N (nucléolo), (C (cuerpo cromatoide) y Ep (espermdtida).

secretoras se observan los granulos de secrecién
en diferentes estados de sintesis antes de ser
descargados al lumen; ademas, cada granulo esta
limitado por una membrana (figura 6d).

Discusion

La morfologia testicular de A. sagrei es similar
a la de lagartos como A. lineatopus de Jamaica
(Rheubert et al., 2009) -el anolino mas cercano
y el que ha sido mas estudiado recientemente
en este aspecto—; pero también a la de otros
lagartos (Ferreira et al., 2009). En general, es muy
parecida a la reportada para todos los taxones de
la clase Reptilia, como Chelonia (Gribbins, Gist y
Congdon, 2003), Squamata (Gribbins y Gist, 2003;
Gribbins et al, 2008) y Crocodylia (Gribbins et
al., 2006); asi como a lo informado en relacién
con la anatomia de los testiculos de los otros
amniotas (Russell et al., 1990).

Los testiculos de A. sagrei estan conformados
por tubulos seminiferos tapizados por un epitelio
germinal donde las células sexuales en desarrollo
maduran hasta espermatozoides, en una dispo-
sicién en la que las espermatogonias se colocan
adosadas a la membrana basal del tdbulo v,
gradualmente, las células progresan en su desa-
rrollo hacia el lumen; en este los espermatozoides
ocupan depresiones o criptas en el citoplasma de
Sertoli, y de alli son liberados por la espermiacién
(Gilbert, 2009). Sin embargo, esta organizacién de
las células sexuales en los tubulos —denominada
radial- es analizada por Gribbins (2011), quien
postula que en reptiles siempre hay una fase de
reposo gonadal en la cual las células sexuales no
cumplen la espermatogénesis radial. Segun el pro-
pio autor, la organizacién de las células sexuales
en los testiculos de reptiles ectotermos y ciclicos
serfa una transicion entre la espermatogénesis
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Figura 5. Micrografias con el microscopio electronico de transmision (MET): a) formacion del espermatozoide enla

espermiogénesis, obsérvese las mitocondrias y el acrosoma en desarrollo en la parte anterior, 25K; b) formacion del acrosoma,
nétese los filamentos de la cromatina, 100K; c) parte anterior del espermatozoide, es posible observar el manchete;

d) espermatozoide en fase final, casi en el lumen, saliendo del citoplasma de una célula de Sertoli, 15K; e) corte transversal de
|a pieza principal de la cola. Obsérvese las fibras densas. En la imagen: N (nticleo), m (mitocondrias), mae (membrana acrosomal
externa), mai (membrana acrosomal interna), A (acrosoma), M (manchete), Co (cola) y CS (citoplasma de Sertoli).

cistica de anfibios y la verdaderamente radial de
aves y mamiferos, amniotas endotermos.

Todos los machos estudiados mostraron una
intensa actividad espermatogénica y evidenciaron
su madurez sexual. Se observaron todos los tipos
celulares de la espermatogénesis, tanto a nivel del
microscopio de campo claro como al electrénico
de transmision.

La gruesa tunica albuginea y la intensa pig-
mentacion de los testiculos son muy peculiares.
Hyman (1992) propone que los reptiles tienen pig-
mentos en el peritoneo y en las génadas como ca-
racteristica tipica, y explica su presencia como un
caracter protector contra agresiones quimicas y
mutagénicas. A. sagrei es un lagarto del ecomorfo

tronco-suelo (Rodriguez-Schettino, 1999) y esta
expuesto a los intensos rayos solares de Cuba. Los
autores del presente trabajo afirman que tanto
la fuerte pigmentacion de los testiculos como su
gruesa tunica albuginea pudieran ser una estrate-
gia de proteccién ante las radiaciones ultravioleta
(UV), asi como una barrera a la contaminacién de
los ecosistemas.

Los espermatocitos | fueron las células mas
grandes detectadas en la presente investiga-
cién. El espermatocito | pasa toda la profase |
de la meiosis en la denominada «fase de cre-
cimiento O» y, aunque no crece tanto como su
homdlogo femenino en igual etapa, incrementa
un poco su tamafo. Estos resultados coinciden
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con los de varios autores (Sheltinga et al., 2007;
Gribbins, 2011), quienes afirmaron que la célula
mds grande observada durante el proceso de la
espermatogenésis es el espermatocito | en sus
diferentes etapas.

Los espermatocitos secundarios fueron difici-
les de ver en los cortes, tanto a nivel éptico como
electrénico, debido a la rapidez de su division
(Gilbert, 2009).

La espermiogénesis, en sus aspectos esencia-
les, transcurre como en otros lagartos (Ferreira
y Dolder, 2003); la formacién del acrosoma vy la
presencia en este de dos membranas -interna y
externa— en A. sagrei coincide con lo informado
por Gribbins et al. (2008) para Scincella laterale. Sin

R T
=1 b LH q.

embargo, Rodriguez y Sanz (2009) no encontraron
para la especie objeto de estudio la presencia de
dos membranas acrosomales. Esta contradiccién
pudiera explicarse debido a la menor magnifi-
cacion empleada en aquel estudio, o pudiera
deberse a sesgos de los ultracortes. Tampoco se
encontraron, durante la espermiogénesis, las pro-
longaciones nucleares informadas para un gecko
por Jamieson et al. (1996). La presencia de 10 mi-
tocondrias en el citoplasma del espermatozoide
en formacién marca una diferencia, pues Gribbins
(2017) refiere la presencia de 8 de estos organulos
en otros lagartos.

El espermatozoide de A. sagrei tiene la ca-
beza ligeramente cénica, debido a la forma del

Figura 6. Micrografias con el microscopio electrnico de transmision (MET) del epididimo de A. sagrei: a) seccion donde se aprecia
parte del epitelio del epididimo y el lumen de este lleno de espermatozoides cortados de forma longitudinal o transversal, 2K;

b) epitelio del epididimo con los dos tipos celulares (se aprecian abundantes granulos de secrecién), 1,5K; c) se observa una

célula secretora una célula basal del epitelio del epididimo y abundante pigmento en la capa fibrosa, 5K; d) detalle de una célula
secretora, 8K. La flecha sefiala los granulos de secrecin. En la imagen: Cs (célula secretora), (b (célula basal), Sc (secreciones) y Epz

(espermatozoides).
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b)

Figura 7. Técnica DAPI: a) corte transversal de tdbulo seminifero de A. sagrei, 60X; b) corte transversal del epididimo, 60X. En la

imagen: Epz (espermatozoides) y Epit (epitelio).

acrosoma. Teixeira et al. (1999) informan la presen-
cia de un acrosoma circular en seccién transversal
en Pristidactylus scapulatus —otro lagarto de la mis-
ma familia— y sugieren que la forma de dicho acro-
soma puede ser variable dentro de los miembros de
la familia Polychrotidae. La estructura de la cabeza
esta relacionada con la forma del acrosoma, que
participa en la atraccion especie-especifica entre
espermatozoide y ovocito, en la penetracién de las
membranas ovulares y en la reaccién cortical; de
ahi su importancia.

La presencia de dos tipos celulares en la pared
epitelial del epididimo se ha informado para otros
reptiles (Aranha et al, 2006). En los amniotas,
durante el transito por el epididimo, los esper-
matozoides maduran debido a las secreciones de
sus células (Asha Prakash et al., 1980). Diferentes
autores (Gigon-Depeiges y Dufaure, 1977; Dufau-
re et al., 1983; Ferreira et al., 2009) estudiaron la
sincronia del ciclo testicular con la del epididimo
y encontraron, en especies con ciclos reproduc-
tivos, una regresién de la altura del epitelio de
este conducto y ausencia de vesiculas secretoras;
ademas, se observé el lumen estrecho y vacio
de espermatozoides, al punto que el epitelio es
reducido hasta la total supresién de su actividad
secretora (Mesure et al., 2001).

Los ejemplares estudiados en el presente tra-
bajo tenian una fuerte actividad espermatogénica
que se corresponde con la etapa en la cual fueron

recolectados: el mes de mayo, en pleno apogeo
descrito para la provincia La Habana. No obstan-
te, A. sagrei presenta un ciclo reproductivo evi-
dente (Sanz y Uribe, 1999). Es de esperar que en
animales en regresién gonadal, correspondiente a
meses con menor temperatura en Cuba, el epitelio
del epididimo responda acorde con la ausencia de
actividad testicular y de espermatozoides.
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