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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 tGbulos seminiferos tefiidos con hematoxilina-eosina y 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 seccién 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 electrénico 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
microtbulos 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.

Key words: Anolis, sperm, morphology, seminiferous tubules, ultrastructure.

Nota: Articulo recibido el 28 de enero de 2009 y aceptado el 20 de abril
de 2009.
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INTRODUCCION

os lagartos del género Anolis son notables por su
abundancia numérica y diversidad de especies. En
Cuba, estegénero presentaun endemismodel 94,1%!
y es, ademas, el género de mayor diversidad
morfol égica entre los lagartos cubanos®.

Numerosos trabajos relacionados con |a reproduccién de los
lagartos demuestran que su apogeo reproductivo coincide con
laépocadelluvia, en €l verano, durantelacual encuentran méas
alimento y mejores sitios para ubicarse?s.

En estalinea, se hasugerido que un aspecto relacionado con el
modo reproductivo deun grupo animal dado, eralamorfologia
del espermatozoide®, aspecto en el cual numerosos
investigadores han puesto un gran interés®>°, Con estefin, la
espermiogénesisde un lagarto del género Anolisfueestudiada
por primeravez en A. carolinensispor Clark®y ladescripcion
de espermatozoides de algunos miembros de la familia
Polychrotidae, larealiz6 Furieri enladécadadelos 7012,

Recientemente, la espermatogénesis y la ultraestructura del
espermatozoide de los reptiles han tenido una considerable
atencién®%1314, Por unaparte, estos estudios han ampliado los
conocimientos acerca de los organelos responsables de la
movilidad de los espermatozoides y las adaptaciones
responsablesdelafertilizaciony activaci dndel huevo; por otra,
estos trabaj os proporcionan informacion preliminar acercade
las transformaciones ocurridas durante la evolucion de los
espermatozoi des, apartir deun estadio ancestral acuatico hasta
la condicion derivada encontrada en vertebrados terrestres
superiores.

Ademés, estudios més detallados de |a ultraestructura de los
espermatozoidesdereptileshan brindado unafuenteal ternativa
de caracteres paralos andlisis filogenéticos®.

En Cuba, existenreferenciasdetrabajossimilares realizadospor
Ramosen 1970%, el cual describid|osespermatozoidesdetres
especi esdereptilescubanos, y dondeincluyé aAnolisporcatus.
Ademas, Rodriguez en 1994Y, realizé la morfometriade los
espermatozoi desdeseisespeciesdel agartosdel género Analis,
conmicroscopiadecampoclaro. También Sanzen 1999, describié
lamorfologiay la ultraestructura de dos especies de Anolisy
realiz6 una caracterizacion de sus ciclos reproductivos?,
atendiendo a diferentes pardmetros gonadales, asi como
Dominguez enel 2006 describid el cicloreproductivodeAnolis
lucius®®.

Noobstante, lascaracteristicasmorfol égicasy ultraestructurales
de los espermatozoides de los lagartos cubanos, uno de los
grupos zoolégicos mas importantes del pais, estédn apenas
tratadas, por lo que en el presente trabajo nos proponemos
describir lamorfologiadel os espermatozoidesde dosespecies

del género Anolis (A. sagrei y A. porcatus), haciendo una
particular referenciaasu ultraestructura.

MATERIAL Y METODO

Material biolégico

Se utilizaron seis gjemplares machos adultos de las especies
Anolis sagrei y Anolis porcatus colectados en 1os meses de
junio,julioy agosto, enel municipioBoyeros, provincia Ciudad
deL a Habana; coincidiendoconlaépocareproductivainformada
para estas especies®.

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

Se sacrificaron tres animal es de cada especie en atmésferade
éter, se colocaron en una bandeja de diseccion con parafinay
sefijaron con afileres entomol 6gicos. Mediante unaincision
abdominal seextrgjoel testiculoizquierdo, secortdenfragmentos
pequefios y se fijo en liquido de Bouin. Luego se procedio a
procesamiento histolégico del material para microscopia de
campo claro, deshidratando en etanol a concentraciones
graduales eincluyendo en parafina. Posteriormente setifieron
los cortes segln la técnica de hematoxilina-eosina y se
observaronutilizando€l sistemaM oticlmages2000, Version1.2
sobre Windows en unacomputadora Pentium IV, marcaAcer.
L asimagenessecapturaron conobjetivode40X y sedigitalizaron.

2. Preparaciones de espermatozoides para microscopio
electronico de transmision.

Delosanimales sacrificados, seextrajo el testiculo derecho de
cadauno, los cual esfueron troceados en fragmentos pequefios
yfijadosenglutaraldehidoal 2.5% enbufferfosfato 0.1 M apH
7.6. Lasmuestrasselavaron con buffer fosfatoy sepostfijaron
con tetradxido de osmio a 1%. Luego de varias horas se
enjuagaron y se deshidrataron en etanol a concentraciones
graduales hastaterminar con 6xido de propileno. Serealizdla
preinclusién en una mezcla de 6xido de propileno y resina
epoxica(1:1). Por ultimo, seincluyeronlasmuestrasenresina
epoxicay sedejaronenunaestufaa60’C hastasu polimerizacion.
LoscortesultrafinosserealizaronenunultramicrotomoLKB a
40 nm, como contrastantesseutilizaron el citratodeplomoy el
acetato de uranilo. Posteriormente, se visualizaron en un
mi croscopi o€ ectrénicodetransmision JEOL JEM 2000EX, a80
KV.

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

Para ello se utilizaron los tres g emplares restantes de las dos
especies andlizadas. En €l laboratorio se anestesiaron en
atmosferadeéter y sefijaron con alfileresen unaplacade Petri
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con parafina. Se procedio alaextraccion de ambos testiculos
de cada animal mediante unaincisién abdominal. Entodoslos
casosseeliminaronlosepididimosy los conductosdeferentes.
Pararealizar lasuspensién seutilizd solucion Ringer, preparada
delaformasiguiente:

[ Nl 137mM
Kd 4mM
MgCl, 1.8mM
CaCl, 2mM
Glucosa 5mM
Tris(hidroximetilaminometano) 5mM
pH 7.4 conHCI

Seprocedioacolocar untesticul o, derecho oizquierdo, en 3 ml
de la solucién Ringer y mediante unas tijeras se cortaron en
fragmentos pequefios hasta formar una suspension.

Posteriormente, secolocaron 30l delasuspensionenel centro
de un portaobjetos, se extendié la gotay se procedio con la
técnicadescritapor Gueimundi .

L as preparaciones se procesaron utilizando el sistema Motic
Images2000, Version 1.2 sobre Windows en unacomputadora
Pentium 1V, marca Acer. Las imagenes se capturaron con
objetivo de 100X y sedigitalizaron.

ResuLTADOS
I. Descripcion morfol 6gica delos espermatozoides.

Enlos cortes detesticul o de las especies de Analis estudiadas,
seobservalapresenciadeungran nimero detibul osseminiferos
gue en seccion transversal se aprecian redondeados u ovoides.
En el interior de esos tdbulos seminiferos se encuentran las
células sexuales en diferente grado de desarrollo: desde las
espermatogonias, que se disponen en labase de las células de
Sertoli o entreéstasy lamembranabasal del tibulo seminifero;
luego los espermatocitos primarios y secundarios; a
continuacion las espermatidas ubicadas en las criptas y
depresionesdelascélulasde Sertoli, las cualesen €l borde del
lumen pierden sus conexionescitoplasmaticasy sediferencian
en espermatozoi des, célulasmasdiferenciadasmuy cercanasal
lumen.

Lascélulasresultantesdecadadivisionmei éticasevanalgjando
delamembranabasal y se van acercando al lumen del tdbulo
seminifero, en una disposicion caracteristica de reptiles, asi
como deavesy mamiferos, que sedenominaespermatogénesis
radial. Estadisposicion seobservaenlasfiguras1ly 2 paralas
especies analizadas.

Al microscopi o 6ptico losespermatozoidesmadurosdelasdos

r

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

\.

Figura 2. Corte transversal donde se muestra un tdbulo
seminifero en el testiculo de Anolis porcatus. Hematoxilina-
eosina (400X).

J
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especies presentan una cabeza en forma alargada, una region
estrecha que se corresponde con €l cuello, después una zona
engrosada donde continGa la cola, larga y fina en toda su
extension; como aparece en lasfiguras 3y 4. Lacolase puede
observar enrollada con la de otros espermatozoides maduros,
ocupando el lumen del tdbulo.

\. J

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).

I1. Descripcion de la ultraestructura de | os espermatozoides.

Laultraestructurageneral delosespermatozoidesdeA. sagrei
y A. porcatus es muy similar, por lo que procederemos a
describirlos juntos.

Al microscopio electrénico de transmisién se observa que el
espermatozoide esfiliforme. En lacabezapuede observarse el
acrosoma con sus membranas acrosomal es externa e interna,
esto se aprecia en un corte sagital, y también en un corte
transversal, exteriormente se ve la membrana plasmatica. El
nlcleo muestralacromatinamuy compactada (Figuras5y 6).
Cercadel ntcleo hay microttbulos que alargan la cabeza del
espermatozoide y ayudan a compactar la cromatina, los que
reciben el nombre de manchete (Figura?).

\.

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.

Laregiéndel cuelloincluyeloscentriolos proximal y distal, y
ademas el primero delos cuerposdensosdelapiezamedia. La
fosanuclear contienelamitad anterior del centrioloproximal, el
cual estdcompuesto por nuevetripletescortosdemicrotibul os.
El centriol odistal, ubi cado aconti nuaci6n, ensamblael axonema,
actuando como centro organi zador demicrotibulos(Figura5).

Lacolaesaargaday presentapiezamedia, piezaprincipal 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 pequefio. El axonemase observaformado por
nueve pares de dobletes de microtibul os periféricosy un par
central. El miembroexternodelosdobletesperiféricosnocierra
completamentey enviaprolongacionesenformalineal 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 ndcleo, 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 delos
microtUbul oslasfibrasexternasy, por fueradeéstas, lamembrana
plasmatica(Figuras7y 8).

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

Yaen lapiezafina solo aparece el axonema rodeado de la
membranaplasméticay el patréndemicrotibul osdel axonema
de9+2 sepierde (Figuras8y 10).

DiscusioN
I. Descripcion morfol 6gica delos espermatozoides.

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

Figura 7. Fotomicrografia al Microscopio Electrénico de
Transmisién del espermatozoide de Anolis porcatus. Cabeza,
cuello y pieza media del espermatozoide. N: nicleo, mt:
microtdbulos, 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 querealizé delosespermatozoidesde seislagartos
del género Anolis en Cubay también con los de Ramos'®en su
investigacion sobre este aspecto en A. porcatus, Crocodylus
rhombifer y Pseudemysdecussata, al afirmar queestasespecies
presentanlacabezadel osespermatozoides” candeliforme”. No
ocurre asi con lo informado por Sanz®, quien observd una
diferencia entre estas dos especies en cuanto alaformade la
cabeza, siendoalargadaen A. por catus perocénicaenA. sagrei.

I1. Descripcion delaultraestructuradel espermatozoide.

Las caracteristicas descritas en los espermatozoides de A.
sagrei y A. por catuscoincidenengranmedidaconlosresultados
informadospor variosautores, a apreciar queentreespeciesde
un mismo género no se encuentran diferencias notables en su
ultraestructura, lo que no permite ninguna consideracion
filogenética apoyada en este aspecto.

Con respecto alacabeza, Sanz *® describe en estas especiesun
acrosoma con membranas acrosomales externa e interna,
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L A Ay
Figura 8. Fotomicrografia al Microscopio Electrénico de
Transmisién 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.

Figura 9. Fotomicrografia al Microscopio Electrénico de
Transmisién 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 microtibulos.
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 andlisis de la
ultraestructura del espermatozoide en otro lagarto del mismo
género, A. carolinensis, y describen la presencia de un
perforatorio o filamento acrosdmico con un extremo anterior
redondeado.

Teixeiraet al .**describen en Polychrusacutirostris, unlagarto
perteneciente a la familia Polychrotidae, la presencia de un
nicleo alongado y una cabeza curva. Furieri? reporta un
acrosoma circular en seccion transversal en Pristidactylus
(Cupiguanus) scapulatus, otro lagarto de la misma familia, y
sugierequelaformadel acrosomaen secciontransversal puede
ser variabledentro delosmiembrosdelafamiliaPolychrotidae.

La estructura de la cabeza esté rel acionada con la forma del
acrosoma, esteltimo participaenlaatracci 6n especie-especifica
entre espermatozoide y ovocito, en la penetracion de las
membranas ovulares y en la reaccién cortical, de ahi su
importancia

En cuanto alapiezamedia, Scheltingaet al.® describen los
cuerposdensosformando anillosincompl etosinterrumpidos
por mitocondrias, observando un méximo deocho o nuevede
estas mitocondrias en seccion transversal. Teixeiraet al.’®
encuentran nueve mitocondriasen lapiezamediadispuestas
en espiral. Ambos resultados se asemejan alos obtenidosen
este trabajo, donde se observa la presencia de ocho
mitocondrias.
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L os resultados obtenidos en esta investigacion en cuanto ala
ultraestructuradelapiezaprincipa y lapiezafinal, coincidencon
losdeestosautores, asi comoladel axonema. Phillips® sugiere
guelarelacion delasfibrasdensasy lavainafibrosaal patron
demicrotdbul osde9+2 del axonema, puedeser unaconsecuencia
especifica de su modo de formacion y/o un prerrequisito
importante paralafertilizacion exitosa. Esto se compruebaal
encontrar algunos organismos con espermatozoides que de
maneraexcepcional muestran unadesviaciéndel patrongeneral
de microtubulos de “9+2” y poseen un movimiento natatorio
atipico?, indicando queestadisposiciondelosmicrotibul oses
esencial paragenerar € movimiento esterectipico de ciliosy
flagelos.

CONCLUSIONES

La morfologia de los espermatozoides de |as especies Anolis
sagrei y Anolisporcatusno muestradiferencias, aun cuando se
analizan anivel ultraestructural.
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