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ABSTRACT. Testicular morphohistology of Ceratophrys ornata (Bell) (Amphibia, Anura, Ceratophryidae). This paper describes the
morphohistological features of the testes of adult Ceratophrys ornata (Bell, 1843) (n = 5) from a wetland agroecosystem of central Argentina.
The testes were processed by routine histological techniques, sectioned at 8 pm. The sheets obtained were stained with hematoxylin-eosin and
Masson trichrome. The gonads are paired, yellowish, elongated contoured organs, 18.58 + 0.23 mm long and 1.51 + 0.13 mm wide. Histologically,
there is a thin tunica albuginea (6.29 + 0.83 um) surrounding the testes. Inside them, there are seminiferous locules measuring 240.64 + 38.52
um in diameter, distinguished in cysts with spermatogenic cells at different stages of development. The interstitial tissue is scarce and the Leydig
cells and blood vessels stand out. Spermatogonia I are the largest cells of the germinal series (20.03 + 2.27 pm), have granular chromatin and
multilobular aspect, commonly found in each cyst, and they originate spermatogonia II, which are smaller (12.06 + 1.14 um). Spermatocytes
I have slightly condensed chromatin and are also slightly smaller than its predecessors (11.64 = 0.36 um). Spermatocytes II measure 8.85 +
0.54 pm. Spermatids I are spherical, measuring 5.95 + 0.42 pm and are grouped in rounded cysts. In contrast, the spermatids II are elongate
and not within the cysts, but they are organized in packets associated with Sertoli cells. Sperms are free, elongated cells oriented towards the
center of the loculus, flagellated, and with a remarkable nuclear compaction. The morphohistology of testes analyzed shows macroscopic and
histologic features similar to those observed in other species of neotropical anuran amphibians, presenting all espermatogenic lineage cells in a
single, indicating that they have continuous spermatogenic cycles.
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RESUMEN. En el presente trabajo se describen las caracteristicas morfohistologicas del testiculo de individuos adultos (n=5) de Ceratophrys
ornata (Bell, 1843) provenientes de humedales del centro de Argentina. Los mismos se procesaron mediante técnicas histologicas de rutina, se
cortaron a 8§ um y las laminas obtenidas se tifieron con hematoxilina-eosina y tricromico de Masson. Las génadas son 6rganos pares, amarillentos,
alargados y contorneados de 18,58 + 0,23 mm de largo por 1,51 + 0,13 mm de ancho. Histologicamente se observa una delgada tinica albuginea
(6,29 + 0,83 um) rodeando a los testiculos. En su interior se hallan loculos seminiferos que miden 240,64 + 38,52 um de diametro, en ellos se
distinguen cistos con células espermatogénicas en distintas etapas de desarrollo. El tejido intersticial es escaso y en ¢l se destacan las células
de Leydig y vasos sanguineos. Las espermatogonias I son las células mas grandes de la serie germinal (20,03 + 2,27 um); poseen la cromatina
granular y de aspecto multilobular, hallindose comtiinmente una por cisto, estas originan a las espermatogonias II, mas pequefias (12,06 + 1,14
um). Los espermatocitos I presentan la cromatina levemente condensada y son un poco mas chicos que sus precedentes (11,64 + 0,36 pum).
Los espermatocitos II miden 8,85 + 0,54 um. Las espermatidas I son esféricas, miden 5,95 + 0,42 um y se agrupan en cistos redondeados.
Las espermatidas II, en cambio son alargadas y no se hallan dentro de cistos, pero siguen organizadas en paquetes asociadas a células de
Sertoli. Los espermatozoides son células libres hacia el centro del loculo, alargadas, flageladas y con una notable compactacion nuclear. La
morfohistologia de los testiculos analizados muestran caracteristicas macroscopicas e histologicas similares a las observadas en otras especies de
anfibios anuros neotropicales, presentando todas las células del linaje espermatogénico en un mismo loculo, lo que indicaria que presentan ciclos
espermatogénicos continuos.

PALABRAS-CLAVE. Células espermatogénicas, morfometria, histologia.

Desde hace afos los anfibios se hallan en franco
retroceso numérico a nivel mundial (PounDs & CRUMP,
1994; HoULAHAN et al., 2000; LaviLLa, 2001 ; KIESECKER
et al., 2001; BLAUSTEIN et al., 1994; 2003; CAREY &
ALEXANDER, 2003; DASZAK et al., 2003; STUART et al.,
2004; BEeBEE & GRIFFITHS, 2005; McCaLLum, 2007,
ROELANTS et al., 2007; AGUILAR-MIGUEL et al., 2009).
Entre las causas de esta disminucion se cuentan la
contaminacion del agua y el suelo por agroquimicos, la
destruccion y fragmentacion del habitat, la introduccion
de especies exoticas depredadoras, la radiacion
ultravioleta, la lluvia acida, etc. (Lips et al., 1999).
De continuar este fendmeno se convertiria en la sexta
extincion masiva, abarcando a todo un grupo (WAKE &
VREDENBURG, 2008), es por ello que conocer aspectos
sobre la biologia reproductiva de estos organismos
en muy importante puesto que permiten diseflar e
implementar estrategias y planes de accion para su

protecciéon y conservacion.

La biologia reproductiva de una especie es la
combinacion de caracteristicas morfologicas, fisiologicas
y conductuales que permiten obtener un numero de
descendientes Optimos y aptos bajo ciertas condiciones
ambientales (DUELLMAN & TRUEB, 1994). Entre los items
que se analizan se halla la morfohistologia gonadal,
ya que ademas de aportar informacion basica sobre
la estructura y composicion tisular de estos organos,
permite conocer las etapas del ciclo reproductivo de las
especies (OLIVEIRA et al., 2007).

Losciclosreproductivos enlosanurosserelacionan
estrechamente con las condiciones ambientales tales
como la temperatura, el fotoperiodo y las lluvias. Tales
factores afectan la gametogénesis. Se han descrito
tres ciclos espermatogénicos en los anfibios anuros en
relacion a factores ambientales y hormonales, el ciclo
continuo, el potencialmente continuo y el discontinuo. En
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el primero la produccion de espermatozoides se realiza
ininterrumpidamente durante todo el afio pudiendo
presentar ciertos grados de variacion estacional,
histolégicamente se observan en los 16culos seminiferos
todo el linaje de las células espermatogénicas. Los
ciclos potencialmente continuos se caracterizan por ser
estacionales, presentando una moderada supresion de
la espermatogénesis en los meses frios, pero pueden
ser estimulados intrinseca y extrinsecamente. Los
ciclos discontinuos se ven interrumpidos durante parte
del afio, caracterizandose los testiculos por presentar
quistes germinales con células en degeneracion durante
el periodo de éstasis, no pudiéndose ser reactivados ni
enddgena ni exdgenamente (RASTOGI, 1976; DUELLMAN
& TRUEB, 1994; OLIVEIRA et al., 2002; ASENJO et al.,
2011).

Estudios sobre la morfohistologia de los testiculos
de anfibios neotropicales son escasos. En ellos se los
describe como organos pares, generalmente ovoides,
localizados en la region abdominal y a ventral de los
riflones. Estan revestidos por la tinica albuginea de
tejido conectivo, la cual puede o no presentar células
pigmentarias. En su interior se observan loculos
seminiferos con células espermaticas en diferentes
estadios de desarrollo, agrupadas en cistos y asociadas a
células de Sertoli. Rodeando los l6culos se halla la tunica
propia formada por células planas y tejido conectivo
laxo. En el tejido intersticial se destacan las células
de Leydig, secretoras de hormonas (ECHEVERRIA &
MAGGESE, 1987; RASTOGI ef al., 1988; BAo et al., 1991;
OLIVEIRA et al., 2002; 2007; OLIVEIRA & ZIERI, 2005;
FERREIRA et al., 2008; 2009; CAREZZANO & CABRERA,
2010; ASENJO et al., 2011).

El objetivo del presente estudio es aportar
datos basicos sobre la morfohistologia del testiculo
de individuos de C. ornata capturados en plena época
reproductiva en el centro de Argentina y asi conocer
parte de su ciclo reproductivo.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se realizd en humedales
proximos a la localidad de Ucacha (33°01°S; 63°30°W),
provincia de Coérdoba, Republica Argentina, en la
frontera de las ecorregiones del Espinal y la Pampa. Esta
region presenta lagunas de origen pluvial y fluvial. El
clima es estacional, presentando inviernos frios y secos
y veranos calidos y lluviosos. La temperatura media
anual es de 16°C, variando de 9°C en julio a 24°C en
enero. La precipitacion media anual es de 850 mm y esta
concentrada entre octubre y marzo (GORGAS & TASSILE,
2003; AIMAR et al., 2010).

Se capturaron a mano cinco machos adultos de C.
ornata entre el 20 y 22 de diciembre de 2011, en plena
época reproductiva (LANGONE, 1994), localizandolos
por sus vocalizaciones. Los animales colectados se
acondicionaron en recipientes de plastico con un poco

de agua para evitar la desecacion y se transportaron
al laboratorio. Al dia siguiente se anestesiaron y
cutanasiaron mediante vapores de cloroformo.
Posteriormente se les efectud una incision en la pared
abdominal y se extrajeron los érganos reproductores.
Los mismos se fijaron en solucién de Bouin durante 12
horas, conservandolos luego en alcohol etilico al 70%.
Los especimenes se hallan depositados en la coleccion
herpetologica de la Catedra de Anatomia Comparada de
la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales de
la Universidad Nacional de Cérdoba bajo la numeracion
AC-680 al 684.

Es de hacer notar que esta especie es considerada
como no amenazada por LAVILLA & HEATWOLE (2010),
por lo que este estudio no implica un impacto negativo
sobre las poblaciones de este anfibio.

Las gonadas se midieron en ambos ejes con un
calibre digital de precision 0,01 mm. Posteriormente
se deshidrataron en alcoholes de graduacion creciente,
se diafanizaron en tres bafios de xilol y finalmente se
las incluyo en parafina. Se realizaron cortes seriados a
8 um de espesor, los que se tifieron con hematoxilina
de Harris-eosina y tricromico de Masson a los fines de
identificar los distintos componentes tisulares.

Para el estudio morfohistologico se analizaron
veinte cortes de cada espécimen a intervalos regulares,
de modo de cubrir toda la longitud de la gonada, y con
la ayuda de una camara digital Zeiss AxioCam ERc 5s
adosada a un microscopio trinocular Zeiss Primo Star
se midieron las diferentes células utilizando el programa
AxioVision 4.0 V 4.8.2.0. También se midié la tinica
albuginea y el didmetro de los loculos seminiferos.
Para la identificacion de los distintos tipos de células
espermatogénicas se siguieron los trabajos realizados
en anfibios de OLIVEIRA et al. (2002), JaMIESON (2003),
FERREIRA et al. (2008) y CAREZZANO & CABRERA (2010).

Las fotografias de las preparaciones histologicas
se tomaron con una camara Leica DFC 300 Fx, adosada
a un microscopio Leica DM 4000 B.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los testiculos de C. ornata son o6rganos pares,
amarillentos, alargados y contorneados de 18,58 + 0,23
mm de largo por 1,51 £ 0,13 mm de ancho (Fig. 1).

Histologicamente se observan rodeados por una
delgada thnica albuginea (6,29 + 0,83 um) formada por
tejido conectivo denso, en el que predominan fibras de
colageno. También se observan células de musculo liso
y vasos sanguineos. En su interior se hallan numerosos
loculos seminiferos que miden 240,64 + 38,52 pum de
diametro, en ellos se distinguen cistos con células
espermaticas en distintas etapas de desarrollo (Figs
2, 3). Rodeando los léculos se halla la tunica propia,
formada por tejido conectivo laxo y células planas, las
células peritubulares. El tejido intersticial es escaso y en
¢l se destacan células poliédricas con un nucleo central
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Fig. 1. Aspecto macroscopico del testiculo (t) de Ceratophrys ornata
(Bell, 1843). También se observa el rifion (r) y los cuerpos adiposos
(ca). Escala, 3 mm. Foto: F. Carezzano.

esférico, las células de Leydig y vasos sanguineos (Figs
2, 4). No se observaron células pigmentarias.

En el interior de los loculos se identifican
las células espermatogénicas, en distintas etapas de
desarrollo y asociadas a las células de Sertoli (Fig. 2).

Espermatogonias. Los cistos con espermatogonias
diploides estan proximos a la pared de los loculos. Se
pueden identificar espermatogonias [ y espermatogonias
II. Las primeras son las células mas grandes (20,03 £2,27
um); poseen escasa cromatina granular y son de aspecto
multilobular, hallindose comunmente una por cisto.
Estas células por mitosis originan las espermatogonias
I (DUELLMAN & TRUEB, 1994), mas pequeias (12,06 +
1,14 um) y con la cromatina mas condensada ya que se
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preparan para la primer division meidtica (RASTOGI et
al., 1988; JAMIESON, 2003) (Figs. 2, 3 y 4).

Espermatocitos. ~ Células  originadas  por
diferenciacion de las espermatogonias II (RASTOGI et
al., 1988; JamiesoN, 2003). Presentan la cromatina
levemente condensada debido a que se hallan en las
distintas fases de la primer divisidn meiodtica. Son un
poco mas pequefias que sus precedentes (11,64 = 0,36
pum). Los espermatocitos Il originados por meiosis de
los espermatocitos I (RASTOGI et al., 1988; JAMIESON,
2003), son aun mas pequefios (8,85 £ 0,54 um) y se
observan mas tefiidos (Figs 2, 3).

Espermatidas. Células con una variedad de
formas, desde esféricas a alargadas. Los espermatocitos
IT completan la meiosis II (Rastocr et al., 1988) y
se transforman en espermatidas I, células esféricas
agrupadas en cistos redondeados (5,95 £ 0,42 pm),
las que se diferenciaran en las espermatidas 11, células
alargadas que no se hallan dentro de cistos, se organizan
en paquetes asociadas a células de Sertoli (Figs 2, 3, 4).

Espermatozoides. Las espermatidas II sufren
el proceso de espermiogénesis y originan a los
espermatozoides, células alargadas, con una notable
compactacion nuclear y en donde se observa un flagelo.
Se hallan libres en el lumen del loculo (Fig. 2).

El analisis de los testiculos observados indica
que los cinco ejemplares estaban en la misma ectapa
gametogénica y muestran caracteristicas macroscopicas
e histologicas similares a las observadas en otras
especies de anfibios anuros neotropicales (OLIVEIRA
et al., 2002; JAMIESON, 2003; OLIVEIRA & ZIERI, 2005;
ZIERI et al., 2008; CAREZZANO & CABRERA, 2010). El
hecho de exhibir 16culos con todas las células del linaje
espermatogénico lo que indicaria que presentan ciclos
continuos.

Estudios histolégicos del ciclo reproductivo
completo, no solo de esta especie, sino de otras
simpatricas, y no solo analizando la espermatogénesis,
sino también la oogénesis son necesarios para poder

AT s e

Figs 2, 3. Fotomicrografias del testiculo de Ceratophrys ornata (Bell, 1843). Se observa una vista general de un loculo seminifero con células
espermatogénicas en diferentes etapas de desarrollo (Fig. 2, 40X HE; Fig. 3, 40X tricromico de Mason) (C1, espermatocito I; C2, espermatocito
1I; G2, espermatogonia II; S, célula de Sertoli; ta, tinica albuginea; tp, tinica propia; T1, espermatida I; T2, espermatida II; v, vaso sanguineo; Z,
espermatozoide en el lumen).
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Fig. 4. Fotomicrografia del testiculo de Ceratophrys ornata (Bell,
1843). Se observa un detalle de la tunica propia entre dos loculos se-
miniferos con células espermatogénicas en diferentes etapas de desar-
rollo (100X HE) (Gl, espermatogonia I; G2, espermatogonia II; L,
célula de Leydig; P, célula peritubular; S, célula de Sertoli; T1, esper-
matida I; T2, espermatida II).

disefiar estrategias de manejo y conservacion de las
mismas, ya que los humedales en donde desarrollan
sus actividades estan siendo alterados por el hombre
a causa de la expansion de la frontera agricola. Esto
esta provocando desecacion extensiva de lagunas,
simplificacion de habitats y contaminacion por
agroquimicos, lo que indefectiblemente afectara las
comunidades de estos anuros. Ademds permitira
extrapolar estos datos a especies en peligro actual, y
sobre las que no se puede operar debido al riesgo de
sacrificar sus efectivos.
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