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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la morfologia de los espermatozoides de dos especies de lagartos cubanos,
Anolis sagrei y Anolis porcatus, abordando también aspectos ultraestructurales. Para ello se colectaron tres
ejemplares machos adultos en la provincia de Ciudad de La Habana, y se les extrajeron ambos testiculos. Se
realizaron preparaciones permanentes de cortes de tibulos seminiferos tefiidos con hematoxilina-eosina vy frotis
de suspensiones de espermatozoides en solucién Ringer. Un troceado de los testiculos de ambas especies fue
procesado para microscopia electrénica de transmision. En los cortes de testiculo se observaron los tabulos
seminiferos redondeados u ovoides en seccion transversal, en su interior las células sexuales se disponen desde
la base al lumen, en diferentes grados de desarrollo. La cabeza de los espermatozoides es alargada. Al
microscopio electronico de transmision se observa el acrosoma y el nicleo, los centriolos de la region del cuello,
y la cola con pieza media, pieza principal y pieza final. El axonema, en su interior, presenta el patrén de
microtdbulos de 9+2. Los resultados arrojaron que la morfologia de los espermatozoides, en los caracteres
analizados, no muestra diferencias entre las dos especies analizadas, aun a nivel ultraestructural.
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ABSTRACT

The present paper describes the morphology and ultrastructural aspects of the sperm of two species of cuban
lizards, Anolis sagrei and Anolis porcatus. Three adult males were collected in Havana province, and both
testicles were extracted. Permanent cuts of seminiferous tubules stained with hematoxiline-eosine were made;
smears of sperm from suspensions in Ringer’s solution were also prepared. A cutting from the testes of both species
was processed for transmission electron microscopy. Testes have seminiferous tubules which appear rounded or
oval in a cross section view; the interior of the tubules contains sexual cells, in varying degrees of development,
disposed from the base to the lumen. The head of the sperm is elongated. By transmission electron microscope,
the acrosome and the nucleus are observed, and also the centrioles in the region of the neck, as well as the tail
with its midpiece, principal piece and endpiece. The axoneme, internally, shows the 9+2 microtubule pattern.
The results revealed that the morphology of sperm, in the analyzed features, shows no difference between the
two species tested, even at the ultrastructural level.
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INTRODUCCION

os lagartos del género Anolis son notables por su
abundancia numérica y diversidad de especies. En
Cuba, este género presenta un endemismo del 94,1%?*
y es, ademds, el género de mayor diversidad
morfoldgica entre los lagartos cubanos?.

Numerosos trabajos relacionados con la reproduccion de los
lagartos demuestran que su apogeo reproductivo coincide con
laépocade lluvia, en el verano, durante la cual encuentran mas
alimento y mejores sitios para ubicarse??®.

En esta linea, se ha sugerido que un aspecto relacionado con el
modo reproductivo de un grupo animal dado, era la morfologia
del espermatozoide?, aspecto en el cual numerosos
investigadores han puesto un gran interés®5°. Con este fin, la
espermiogénesis de un lagarto del género Anolis fue estudiada
por primera vez en A. carolinensis por Clark'®y la descripcion
de espermatozoides de algunos miembros de la familia
Polychrotidae, la realiz6 Furieri en la década de los 70112,

Recientemente, la espermatogénesis y la ultraestructura del
espermatozoide de los reptiles han tenido una considerable
atencion>61314. Por una parte, estos estudios han ampliado los
conocimientos acerca de los organelos responsables de la
movilidad de los espermatozoides y las adaptaciones
responsables de lafertilizaciony activacion del huevo; por otra,
estos trabajos proporcionan informacidn preliminar acerca de
las transformaciones ocurridas durante la evolucion de los
espermatozoides, a partir de un estadio ancestral acuatico hasta
la condicién derivada encontrada en vertebrados terrestres
superiores.

Ademas, estudios més detallados de la ultraestructura de los
espermatozoides de reptiles han brindado una fuente alternativa
de caracteres para los andlisis filogenéticos?®.

En Cuba, existen referenciasde trabajos similares realizados por
Ramos en 1970, el cual describi6 los espermatozoides de tres
especiesdereptiles cubanos, y donde incluy6 a Anolis porcatus.
Ademas, Rodriguez en 1994%, realiz6 la morfometria de los
espermatozoides de seis especies de lagartos del género Anolis,
conmicroscopiade campo claro. También Sanzen 1999, describi6
la morfologia y la ultraestructura de dos especies de Anolis y
realiz6 una caracterizacion de sus ciclos reproductivos?,
atendiendo a diferentes parametros gonadales, asi como
Dominguez en el 2006 describié el ciclo reproductivo de Anolis
lucius®.

No obstante, las caracteristicas morfoldgicasy ultraestructurales
de los espermatozoides de los lagartos cubanos, uno de los
grupos zooldgicos mas importantes del pais, estan apenas
tratadas, por lo que en el presente trabajo nos proponemos
describir lamorfologia de los espermatozoides de dos especies

del género Anolis (A. sagrei y A. porcatus), haciendo una
particular referencia a su ultraestructura.

MATERIAL Y METODO

Material biolégico

Se utilizaron seis ejemplares machos adultos de las especies
Anolis sagrei y Anolis porcatus colectados en los meses de
junio, julioyagosto, enel municipio Boyeros, provincia Ciudad
de La Habana; coincidiendo con laépoca reproductivainformada
para estas especies®.

Procesamiento de las muestras
1. Preparaciones permanentes de cortes de testiculos para
microscopio de campo claro.

Se sacrificaron tres animales de cada especie en atmdsfera de
éter, se colocaron en una bandeja de diseccidn con parafina'y
se fijaron con alfileres entomolégicos. Mediante una incision
abdominal seextrajoel testiculoizquierdo, se cortd en fragmentos
pequefios y se fijo en liquido de Bouin. Luego se procedi6 al
procesamiento histolégico del material para microscopia de
campo claro, deshidratando en etanol a concentraciones
graduales e incluyendo en parafina. Posteriormente se tifieron
los cortes segln la técnica de hematoxilina-eosina y se
observaron utilizando el sistema Motic Images 2000, Version 1.2
sobre Windows en una computadora Pentium IV, marca Acer.
Lasimagenes se capturaron con objetivode 40Xy sedigitalizaron.

2. Preparaciones de espermatozoides para microscopio
electronico de transmision.

De los animales sacrificados, se extrajo el testiculo derecho de
cada uno, los cuales fueron troceados en fragmentos pequefios
yfijadosen glutaraldehido al 2.5% en buffer fosfato 0.1 MapH
7.6. Las muestras se lavaron con buffer fosfato y se postfijaron
con tetradxido de osmio al 1%. Luego de varias horas se
enjuagaron y se deshidrataron en etanol a concentraciones
graduales hasta terminar con 6xido de propileno. Se realizé la
preinclusién en una mezcla de 6xido de propileno y resina
epoxica (1:1). Por ultimo, se incluyeron las muestras en resina
epoxicay sedejaronen unaestufaa60°C hastasu polimerizacion.
Los cortesultrafinos se realizaron en unultramicrotomo LKB a
40 nm, como contrastantes se utilizaron el citrato de plomoy el
acetato de uranilo. Posteriormente, se visualizaron en un
microscopioelectrénicode transmisién JEOL JEM 2000 EX, a80
Kv.

3. Preparaciones permanentes de frotis de espermatozoides a
partir de una suspension.

Para ello se utilizaron los tres ejemplares restantes de las dos
especies analizadas. En el laboratorio se anestesiaron en
atmosfera de éter y se fijaron con alfileres en una placa de Petri
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con parafina. Se procedi6 a la extraccion de ambos testiculos
de cada animal mediante una incision abdominal. En todos los
casos se eliminaron los epididimos y los conductos deferentes.
Pararealizar lasuspension se utilizd solucion Ringer, preparada
de laformasiguiente:

[ NeCl 137mM
KCl 4mM
MgCl, 1.8mM
CaCl, 2mM
Glucosa 5mM
Tris (hidroximetilaminometano) 5mM
pH7.4conHCI

Se procedid acolocar un testiculo, derecho o izquierdo,en3ml
de la solucion Ringer y mediante unas tijeras se cortaron en
fragmentos pequefios hasta formar una suspension.

Posteriormente, se colocaron 30 ul de lasuspensiénenel centro
de un portaobjetos, se extendi6 la gota y se procedié con la
técnica descrita por Gueimundi °.

Las preparaciones se procesaron utilizando el sistema Motic
Images 2000, Version 1.2 sobre Windows en una computadora
Pentium IV, marca Acer. Las imégenes se capturaron con
objetivo de 100Xy se digitalizaron.

RESULTADOS
I. Descripcién morfoldgica de los espermatozoides.

En los cortes de testiculo de las especies de Anolis estudiadas,
seobservalapresenciade ungran nimero de tibulos seminiferos
que en seccion transversal se aprecian redondeados u ovoides.
En el interior de esos tubulos seminiferos se encuentran las
células sexuales en diferente grado de desarrollo: desde las
espermatogonias, que se disponen en la base de las células de
Sertoli o entre éstasy lamembranabasal del tibulo seminifero;
luego los espermatocitos primarios y secundarios; a
continuacion las espermatidas ubicadas en las criptas y
depresiones de las células de Sertoli, las cuales en el borde del
lumen pierden sus conexiones citoplasmaticasy se diferencian
enespermatozoides, células més diferenciadas muy cercanasal
lumen.

Las célulasresultantes de cada division meiéticase van alejando
de la membrana basal y se van acercando al lumen del tubulo
seminifero, en una disposicidn caracteristica de reptiles, asi
como de avesy mamiferos, que se denomina espermatogénesis
radial. Esta disposicidon se observa en las figuras 1y 2 para las
especies analizadas.

Al microscopio ptico los espermatozoides maduros de las dos

\. J

Figura 1. Corte transversal donde se muestra un tdbulo
seminifero en el testiculo de Anolis sagrei. Hematoxilina-
eosina (400X).

\ J
Figura 2. Corte transversal donde se muestra un tdbulo
seminifero en el testiculo de Anolis porcatus. Hematoxilina-
eosina (400X).
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especies presentan una cabeza en forma alargada, una region
estrecha que se corresponde con el cuello, después una zona
engrosada donde continda la cola, larga y fina en toda su
extension; como aparece en las figuras 3y 4. La cola se puede
observar enrollada con la de otros espermatozoides maduros,
ocupando el lumen del tibulo.

Figura 3. Espermatozoide de Anolis sagrei en un frotis. Tincién
hematoxilina de Harris. (1000X).

J

\.

Figura 4. Espermatozoide de Anolis porcatus en un frotis.
Hematoxilina de Harris. (1000X).

J

I1. Descripcion de la ultraestructura de los espermatozoides.

La ultraestructura general de los espermatozoides de A. sagrei
y A. porcatus es muy similar, por lo que procederemos a
describirlos juntos.

Al microscopio electronico de transmision se observa que el
espermatozoide es filiforme. En la cabeza puede observarse el
acrosoma con sus membranas acrosomales externa e interna,
esto se aprecia en un corte sagital, y también en un corte
transversal, exteriormente se ve la membrana plasmatica. El
nlcleo muestra la cromatina muy compactada (Figuras 5y 6).
Cerca del nacleo hay microtibulos que alargan la cabeza del
espermatozoide y ayudan a compactar la cromatina, los que
reciben el nombre de manchete (Figura7).

\.

Figura 5. Fotomicrografia al Microscopio Electrénico de
Transmisién del espermatozoide de Anolis sagrei. Acrosoma,
en corte sagital en la parte superior y en corte transversal en
la inferior. A: acrosoma, m: membrana acrosomal. Escala = 200
nm.

Laregion del cuello incluye los centriolos proximal y distal, y
ademas el primero de los cuerpos densos de la pieza media. La
fosanuclear contiene lamitad anterior del centriolo proximal, el
cual esta compuesto por nueve tripletes cortos de microttbulos.
Elcentriolodistal, ubicadoacontinuacion, ensamblael axonema,
actuando como centro organizador de microttbulos (Figura5).

Lacolaesalargaday presentapiezamedia, pieza principal y pieza
final. La pieza media comienza con el primero de los anillos
incompletos de los cuerpos densos y termina en un annulus o
anillo de Hensen pequefo. El axonema se observa formado por
nueve pares de dobletes de microtibulos periféricos y un par
central. Elmiembro externo de los dobletes periféricos no cierra
completamentey enviaprolongaciones en formalineal haciael
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Figura 6. Fotomicrografia al Microscopio Electrénico de
Transmisién del espermatozoide de Anolis sagrei. Corte de la
region de la cabeza, donde se distingue el nicleo, asi como la
concavidad posterior o fosa nuclear con el centriolo distal. N
nicleo, mt: microtdbulos, cd: centriolo distal. Escala = 200
nm.

miembro cerrado del par adyacente. En seccion transversal se
observan ocho mitocondrias. Se ven también alrededor de los
microtibulos las fibrasexternasy, por fuerade éstas, lamembrana
plasmética (Figuras 7y 8).

En la pieza principal, la vaina fibrosa continta rodeando al
axonema, observandose ausencia de mitocondrias (Figura 9).

Ya en la pieza final sélo aparece el axonema rodeado de la
membranaplasmaticay el patron de microttbulos del axonema
de 9+2 se pierde (Figuras 8 y 10).

DiscusioN
I. Descripcién morfoldgica de los espermatozoides.

Entre las especies analizadas (A. sagrei y A. porcatus,) no se
observaron diferencias en cuanto a la morfologia de la cabeza
de los espermatozoides, siendo alargada en ambos casos. La

‘.m'
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Figura 7. Fotomicrografia al Microscopio Electrénico de
Transmisién del espermatozoide de Anolis porcatus. Cabeza,
cuello y pieza media del espermatozoide. N: nicleo, mt:
microtabulos, Co: cola, ax: axonema, M: mitocondrias. Escala
= 500 nm.

forma de la cabeza de los espermatozoides descrita en estas
especies es similar a la encontrada por Rodriguez*’ en la
descripcion que realizd de los espermatozoides de seis lagartos
del género Anolis en Cuba y también con los de Ramos*en su
investigacion sobre este aspecto en A. porcatus, Crocodylus
rhombifer y Pseudemys decussata, al afirmar que estas especies
presentan lacabezade los espermatozoides “candeliforme”. No
ocurre asi con lo informado por Sanz®, quien observé una
diferencia entre estas dos especies en cuanto a la forma de la
cabeza, siendoalargadaen A. porcatus perocénicaenA.sagrei.

I1. Descripcion de la ultraestructura del espermatozoide.

Las caracteristicas descritas en los espermatozoides de A.
sagreiy A. porcatuscoinciden en gran medidacon los resultados
informados por varios autores, al apreciar que entre especies de
un mismo género no se encuentran diferencias notables en su
ultraestructura, lo que no permite ninguna consideracion
filogenética apoyada en este aspecto.

Con respecto a la cabeza, Sanz ®describe en estas especies un
acrosoma con membranas acrosomales externa e interna,
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Figura 8. Fotomicrografia al Microscopio Electrénico de
Transmision del espermatozoide de Anolis porcatus. Corte
transversal de la cola del espermatozoide correspondiente a la
pieza media. Se observa el axonema al centro. M: mitocondrias,
m: membrana, D: dobletes de microtibulos. Escala = 200 nm.

J

Figura 9. Fotomicrografia al Microscopio Electrénico de
Transmisiéon del espermatozoide de Anolis sagrei. Cortes
transversales de varias colas correspondientes a la pieza
principal. Se observa el axonema central, la vaina fibrosa y la
membrana plasmatica externa. D: dobletes de microtidbulos.
Escala = 100 nm.

\. J

Figura 10. Fotomicrografia al Microscopio Electrénico de
Transmisién del espermatozoide de Anolis porcatus. Corte
transversal de la cola del espermatozoide correspondiente a la
pieza principal. Se observa el axonema al centro. D: dobletes
de microtabulos, f: fibras. Escala = 100 nm

distinguibles. Scheltinga et al.® realizaron un analisis de la
ultraestructura del espermatozoide en otro lagarto del mismo
género, A. carolinensis, y describen la presencia de un
perforatorio o filamento acrosémico con un extremo anterior
redondeado.

Teixeiraetal.*>describen en Polychrus acutirostris, un lagarto
perteneciente a la familia Polychrotidae, la presencia de un
nlcleo alongado y una cabeza curva. Furieri'? reporta un
acrosoma circular en seccién transversal en Pristidactylus
(Cupiguanus) scapulatus, otro lagarto de la misma familia, y
sugiere que laformadel acrosomaenseccién transversal puede
servariable dentro de los miembros de lafamiliaPolychrotidae.

La estructura de la cabeza esté relacionada con la forma del
acrosoma, este Gltimo participaen laatraccion especie-especifica
entre espermatozoide y ovocito, en la penetracion de las
membranas ovulares y en la reaccion cortical, de ahi su
importancia.

En cuanto a la pieza media, Scheltinga et al.® describen los
cuerpos densos formando anillos incompletos interrumpidos
por mitocondrias, observando un maximo de ocho o nueve de
estas mitocondrias en seccion transversal. Teixeira et al.”®
encuentran nueve mitocondrias en la pieza media dispuestas
en espiral. Ambos resultados se asemejan a los obtenidos en
este trabajo, donde se observa la presencia de ocho
mitocondrias.

e ey
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Los resultados obtenidos en esta investigacion en cuanto a la
ultraestructurade lapiezaprincipal y lapiezafinal, coinciden con
los de estos autores, asi como ladel axonema. Phillips®sugiere
que larelacion de las fibras densas y la vaina fibrosa al patrén
demicrotubulos de 9+2 del axonema, puede ser unaconsecuencia
especifica de su modo de formacion y/o un prerrequisito
importante para la fertilizacion exitosa. Esto se comprueba al
encontrar algunos organismos con espermatozoides que de
maneraexcepcional muestran unadesviacion del patron general
de microtibulos de “9+2” y poseen un movimiento natatorio
atipico?, indicando que estadisposicion de los microttbulos es
esencial para generar el movimiento estereotipico de cilios y
flagelos.

CONCLUSIONES

La morfologia de los espermatozoides de las especies Anolis
sagreiy Anolis porcatus no muestradiferencias, aun cuando se
analizan a nivel ultraestructural.
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