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DENOMINACION
Estudio del desarrollo y diferenciacién gonadal de Scinax nasicus (Anura: Hylidae)

RESUMEN
Los anfibios anuros presentan diversos patrones de desarrollo gonadal, que se caracterizan en base a

los mecanismos de diferenciacion de ovarios y testiculos (patrén diferenciado e indiferenciado).
Asimismo, la tasa de desarrollo gonadal, puede ser variable dependiendo del momento en que ocurre la
diferenciacion gonadal y se reconocen tres tasas, basica, acelerada y retardada. Estos tipos de tasa han
sido relacionados con los tiempos de madurez sexual en machos y hembra. El conocimiento de los
eventos que ocurren durante el desarrollo de ovarios y testiculos, es fundamental para caracterizar la
morfogénesis gonadal normal en una especie, y aporta informacién de base que sirve para evaluar
posibles alteraciones en la morfologia o fisiologia gonadal por efecto de factores ambientales. En este
trabajo se realiz6 la descripcién de los eventos de la morfogénesis gonadal y se caracteriz6 el patrén de
desarrollo de ovarios y testiculos en Scinax nasicus, una especie comdn en nuestra regién, que
habitualmente se encuentra en ambientes urbanos y periurbanos. Para ello, se realizé un analisis
morfolégico e histolégico de las gbnadas y cuerpos grasos de larvas, en diversos estadios de desarrollo
prometamoérfico y climax metamorfico, juveniles y adultos de dicha especie. El analisis morfométrico
incluyd el registro del area, ancho y largo de la génada y area de los cuerpos grasos, y su analisis
estadistico para evaluar variaciones a lo largo del desarrollo y entre sexos. El analisis histolégico, incluy6
el reconocimiento de la estructura y los tipos celulares caracteristicos de la génada indiferenciada y de
ovarios y testiculos y la interpretacion de los eventos del desarrollo en cada etapa. Los resultados
obtenidos permitieron reconocer que Scinax nasicus presenta un tipo de desarrollo gonadal diferenciado,
qgue las hembras tienen una tasa de desarrollo acelerada, con presencia de foliculos previtelogénicos
desde el periodo prometamérfico y los machos, una tasa de desarrollo basica, con tabulos seminiferos
con cistos de espermatogonias bien definidos al final de la metamorfosis. En el periodo juvenil, el ovario
mantuvo su dinamica de crecimiento folicular, mientras que el testiculo mostré6 una actividad
espermatogénica limitada. En los individuos adultos, se reconocieron las fases avanzadas de la
vitelogénesis en las hembras, y las distintas fases de la espermatogénesis en los machos. Se
registraron, tanto para machos como para hembras, asimetria y heterocronia en el desarrollo de los
cuerpos grasos izquierdo y derecho. Esta informacién, contribuye a ampliar los conocimientos de los
patrones de desarrollo gonadal en anuros y aporta informacion de base para otros estudios que aborden
aspectos y caracteristicas de la reproduccién en esta especie, como por ejemplo la edad de madurez
sexual y la dindmica de los cuerpos grasos, durante el periodo reproductivo. Asimismo, pone de
manifiesto la relevancia de profundizar estos estudios en otras especies de la region con distintos

patrones morfogenéticos.



INTRODUCCION

El sistema reproductor de los vertebrados muestra una intima relacion morfolégica y funcional
con el sistema urinario, resultado de su origen comun a partir del mesodermo intermedio o mesémero
embrionario. La morfologia testicular y ovarica es muy similar entre diferentes clases filogenéticas, sin
embargo los mecanismos celulares y genético-moleculares que subyacen a la morfogénesis gonadal
resultan ser muy disimiles, particularmente entre vertebrados amniotas y anamniotas (De Falco & Capel
2009; Nagahama et al. 2021).En los Ultimos afios, se realizaron diversos estudios con el objetivo de
interpretar los patrones morfogenéticos implicados en la organizacién y diferenciacion gonadal en
diversos grupos de vertebrados (Guigon et al. 2005; Stdck et al. 2021; Nicol et al. 2022).

En los anfibios, el aparato reproductor, esta conformado por las gbénadas, los cuerpos grasos y
los conductos asociados (Méndez Tepepa et al. 2023). En la mayoria de los anfibios, las génadas y
Cuerpos grasos, se organizan a partir de la cresta genitalde posicién ventro-medial-anterior a la porcion
mesonéfrica de la cresta urinaria (Witschi 1929; Viertel & Richter 1999), sin embargo hay variaciones
entre los clados. En urodelos y anuros, la porcion craneal de las crestas genitales, o progonio, da origen
a los cuerpos grasos, la porcién central, o0 mesogonio, da origen al tejido gonadal, mientras que el
extremo posterior o epigonio permanece como un apéndice estéril, que puede, ocasionalmente, originar
un cuerpo graso adicional (Witschi 1929, Viertel& Richter 1999). En gimnofiones, la gbnada deriva de la
porcion proximal de la cresta y los cuerpos grasos, de la porcion distal, teniendo éstas una disposicién
paralela (Wake 1968, Anjubault & Exbrayat 2004). Simultaneamente con la organizacién de la cresta
genital, ocurre la migracién de las células germinales primordiales (CGP’s) desde el endodermo
presuntivo, en los anuros y gimnofiones, o desde la placa mesodérmica lateral, en los urodelos
(Sammouri et al. 1990; Humphrey 1925; Viertel & Richter 1999; Ogielska 2009; Piprek et al. 2017). Las
CGP’s se localizan primariamente en la zona cortical de la cresta genital donde comienzan a proliferar y
forman un epitelio germinal primitivo junto con las células de soporte o esteroidogénicas (Lépez 1989;
Ogielska & Warner 1990; Ogielska 2009; Nicol et al. 2022).

La morfogénesis gonadal de los anfibios se divide en dos etapas, una etapa indiferenciada,
donde la génada se encuentra conformada por CGP's y células somaticas y una etapa de diferenciacién
ovarica y testicular que comprende eventos caracteristicos como proliferacién de células germinales,
diferenciacion de ovogonias y espermatogonias, formacion de la cavidad medular (solo en anuros y
urodelos), o cordones sexuales, inicio de meiosis (Anjubault & Exbrayat 2004; Ogielska & Kotusz 2004;
Ogielska 2009; Mali & Gramapurohit 2015; Mendoza-Cruz et al. 2017). En los anuros se reconocen dos
tipos de diferenciacion gonadal: un tipo diferenciado, en el cual la génada indiferenciada se diferencia
directamente en ovario o testiculo, y un tipo indiferenciado, en el cual el esbozo gonadal se organiza,
inicialmente, como ovario, en todos los individuos, y luego se diferencia en testiculo en los machos, con
la consecuente degeneracion de ovocitos (Flament et al. 2011; Mali & Gramapurohit 2015). Ogielska &
Kotusz (2004) describieron que la diferenciacion ovarica puede variar segun tres tipos de tasa desarrollo:
acelerado, basico y retardado. De acuerdo a si la diferenciacion gonadal ocurre durante el periodo
prometamérfico, metamorfico o post metamérfico. Asimismo algunos autores establecen una tasa de
desarrollo testicular acelerada, béasica o retardada basandose en el tiempo en que ocurre la
diferenciacion de los cordones sexuales (Goldberg 2015; Mali & Gramapurohit 2015; Traijit et al. 2020).



Asimismo autores, plantean que los eventos asociados con la diferenciacién gonadal y el desarrollo de
testiculos y ovarios en anfibios pueden correlacionarse con el tiempo que el individuo alcanza la edad de

madurez sexual (Phuge & Gramapurohit 2013).

La diferenciacion sexual en anfibios esta bajo el control de procesos endocrinos y, por lo tanto, podria
verse perturbada por la exposicion a sustancias que alteran el equilibrio hormonal. Los estrégenos y los
androgenos son fundamentales en la diferenciacion de las gonadas y en el desarrollo de los rasgos
sexuales secundarios en los vertebrados (Ottinger et al. 2001; Devlin & Nagahama 2002; 2010; Flament
2016). En el transcurso de estos procesos, se configura un mecanismo de sefializacién intrinseca entre
las células sexuales y las células esteroidogénicas, encargado de supervisar y dirigir la formacion
definitiva de ovarios y testiculos, y de regular su funcionamiento. Asimismo, las hormonas sexuales
desempefian un rol fundamental en la diferenciacion de los 6rganos reproductivos caracteristicos de
cada sexo (Saunders et al. 2000; Britt et al. 2002, 2004; Pepe et al. 2002; Juengel et al. 2006; Arias-
Alvarez et al. 2007; Burkhart et al. 2010; Nagahama et al. 2021). Los disruptores endocrinos son
compuestos que pueden influir en el organismo al imitar la funcién de las hormonas naturales o al
interferir en su produccion, liberacién, metabolismo o eliminacion, provocando alteraciones en el
equilibrio homeostéatico o la regulacion del desarrollo embrionario (Carranza 2021). Los estr6genos
ambientales, también conocidos como xenoestrégenos, representan una de las principales clases de
disruptores endocrinos que se encuentran en el ambiente. Estos compuestos presentan una estructura
molecular similar a la de los estrogenos enddgenos (Wan et al. 2021). De modo general se unen a los
receptores celulares interfiriendo la accion estrogénica (Jobling & Sumpter 1993; White et al., 1994;
Jobling et al. 1996; Wojnarowski et al. 2022), aunque también pueden actuar a través de mecanismos
independientes del receptor (Gillesby & Zacharewski 1998; Lutz & Kloas 1999). En este contexto, la
desregulacién de las funciones normales de las hormonas sexuales puede tener un impacto significativo
no solo en la configuracion y diferenciacion del sistema reproductivo, sino también en los patrones de
comportamiento de los individuos, lo que potencialmente podria dar lugar a eventos de reversion del
género. Este proceso se desarrolla durante la etapa larval en ambientes acuaticos, donde los
organismos pueden estar expuestos a una variedad de sustancias que se acumulan en el agua (Kolpin et
al. 2002; Curi et al. 2021). Se ha constatado que la exposicion a sustancias con efectos parecidos a los
estrégenos o con propiedades anti androgénicas durante el periodo critico de desarrollo y diferenciacién
gonadal induce cambios en la apariencia sexual de las gbénadas o en su histologia, asi como en las
caracteristicas secundarias en renacuajos y juveniles de anfibios, que a la larga podrian afectar el
rendimiento reproductivo de la especie (Kloas et al. 1999; Hayes et al. 2002; Mackenzie et al. 2003; Curi
et al. 2021; Rezende et al. 2021).

Los anuros son considerados buenos bioindicadores ambientales, gracias a su alta dependencia
del medio en el que habitan, falta de migraciones, piel desnuda con elevada permeabilidad, huevos sin
cascara, imposibilidad de regular su temperatura corporal (ectotermia), y ciclo de vida bifasico
dependiente tanto del medio acuatico como del medio terrestre (Rabb 1990; Blaustein & Kiesecker 2002;
Blaustein et. al 2003), asimismo, las larvas de anfibios, adultos y peces son vulnerables a la
contaminacion de los medios acudticos, ecosistemas con compuestos disruptores endocrinos

(Tamschick et al. 2016; Martyniuk et al. 2020). Por este motivo, es importante conocer la morfogénesis



gonadal en los anuros, ya constituye informacion de base que permitiria reconocer posibles alteraciones

causadas por factores ambientales.

La familia Hylidae comprende alrededor de 700 especies de distribucion en toda América,
Europa, extremo noreste de Africa y este de Asia (Montero &Autino2018). En Argentina, se reconocen 33
especies de las cuales 22 se encuentran en la provincia de Corrientes (Zaracho et al. 2012). La
morfogénesis gonadal se conoce para pocas especies de esta familia, como es el caso de Pseudis
platensis (Fabrezi et al. 2010), Dendropsophus labialis (Pinto—Erazo et al. 2016), y Boana riojana
(Goldberg et al. 2019). Para el género Scinax, el desarrollo y diferenciacion de ovarios y testiculos solo
se ha caracterizado para Scinax fuscovarius (Goldberg 2015) y Scinax acuminatus (Fabrezi et al. 2010),
siendo desconocida para la especie objeto de estudio de este plan de trabajo. Scinax nasicus es una
especie de amplia distribucién en la provincia de Corrientes con habitos arboricolas, saltadores y de
alimentacion insectivora (Zaracho et al. 2012). Las larvas presentan un tamafio medio de 28.1 mm de
longitud total y cuerpo triangular, con una cola amplia, estas se encuentran en habitats acuaticos
temporales o estacionales, como pozos, abrevaderos y charcos. Las larvas a menudo se adhieren a la
vegetacion o se mimetizan con su entorno para evitar la deteccion y depredacion (Schulze et al. 2015).
Esta especie se encuentra habitualmente cerca de cultivos y ambientes antropizados (Laufer et al. 2021),
por lo que su desarrollo puede verse afectado por factores ambientales, como la temperatura o
agroquimicos (Lajmanovich et al. 2003; Gémez 2023).Su estado de conservacion en Argentina es No
Amenazada (Kwet et al. 2004).

En este contexto, este estudio tiene como objetivo contribuir al conocimiento de los patrones de
desarrollo gonadal de los anuros y aportar informacion de base que permita interpretar las estrategias
reproductivas de Scinax nasicus, mediante la caracterizacion del patron de formacidn de ovarios y
testiculos durante el periodo larval, juvenil y adulto es esta especie. Se espera que los resultados
complementen y amplien los conocimientos acerca del desarrollo y la dinamica gonadal en anfibios
anuros y que puedan servir de base para interpretar la estrategia reproductiva de la especie. Asimismo,
los datos aportados acerca del patron normal de desarrollo y diferenciacién gonadal podrian servir de

base interpretar alteraciones de la morfogénesis gonadal, provocada por contaminantes del ambiente.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

» Contribuir al conocimiento de los patrones de desarrollo gonadal y de los cuerpos grasos
de los anuros y aportar informacion de base que permita interpretar las estrategias
reproductivas de Scinax nasicus (Anura: Hylidae).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar el patrén de formacion de ovarios y testiculos durante el periodo larval,
metamoérfico y post metamorfico de Scinax nasicus.

> Determinar el estado de desarrollo y diferenciacion gonadal al finalizar la metamorfosis.

» Describir los cambios de la estructura gonadal luego de la metamorfosis.




MATERIALES Y METODO

Obtencion de material de estudio
Obtencion y cria de larvas

Se colectaron larvas de Scinax nasicus desde septiembre 2022 hasta abril 2023, en distintos sitios
de la ciudad de Corrientes: Campus Universitario Deodoro Roca (27°284”S, 58°46°58"0) y en
dependencias de la Facultad de Ciencias Veterinarias (27°27'25.6”’S 58°49'23"W) (Figura 1 a). Las
larvas se capturaron con copo de mano y se transportaron al laboratorio en bateas plasticas con agua de
charca (Figura 1 b), para su cria y mantenimiento. Las larvas fueron mantenidas a temperatura ambiente
(24°C-35°C), en bateas plasticas de 6 L, con agua corriente declorinada, y alimentadas ad libitum con
lechuga hervida procesada hasta iniciar la metamorfosis (Figura 1 ¢ y d). Los individuos en climax
metamoérfico, se traspasaron a bateas disefiadas con una interfaz agua-tierra, hasta completar la
metamorfosis (Figura 2 a). Durante este periodo, los individuos no se alimentaron. Al finalizar la
metamorfosis, los ejemplares juveniles se trasladaron a terrarios acondicionados con sustrato humedo,
rocas y vegetacion (Figura 2 b). Dichos ejemplares fueron alimentados con larvas de Drosophila sp,

termitas y ninfas de Acheta domestica. Estos se mantuvieron hasta 40 dias post metamorfosis (Figura 2

c).

Figura 1. Obtencién y cria de larvas. a) Ubicacion geogréfica de los sitios de colecta, pin amarillo: Facultad
de Ciencias Veterinarias, pin celeste: Campus Universitario Deodoro Roca (Corrientes), pin verde: Colonia Benitez
(Chaco); b) Obtencién de larvas con copo de mano, colocadas en bateas plasticas; c) Agua declorinada; d)
alimentacién con lechuga ad libitum.



Figura 2. Cria y mantenimiento de metamarficos y juveniles. a) Larvas metamorficas; b) pasaje de larvas a
bateas disefiadas con una interfaz agua-tierra; c) Juvenil en terrario acondicionado; d) alimentaciéon con termitas,
larvas de Drosophila sp. y Acheta domestica.

Obtencion de ejemplares adultos

Se colectaron 6 ejemplares de adultos de Scinax nasicus (3 hembras y 3 machos) en la localidad
de Colonia Benitez (27°20'00.7"S, 58°56'19.0"W) provincia del Chaco (Figura 1 a), en noviembre 2022 y
marzo 2023. Las colectas se realizaron en horarios de la tarde-noche, entre las 18 y 24 hs, posteriores a
los dias de lluvia. La localizacién de los ejemplares se realiz6 mediante la escucha de los cantos de
apareamiento en bromelidceas, o en pequefias cavidades de arboles proximos a cuerpos de agua
(Figura 3). La colecta de los ejemplares se realiz6 mediante captura manual. Posteriormente, fueron

transportados al laboratorio en frascos acondicionados, para mantener la humedad y la oxigenacién.

Figura 3. Obtencion de ejemplares adultos. a) Ejemplar de Scinax nasicus, en la cavidad de un arbol; b)

Ejemplar hembra; c) Ejemplar macho.

Seleccion y fijacion del material biolégico

Los ejemplares fueron anestesiados y sacrificados siguiendo el protocolo de la American
Veterinary Medical Association (Leary et al., 2013) aprobado por el comité de ética de FaCENA UNNE.
La identificacion de los estadios (E.) larvales se realiz6 en base a Gosner (1960). La categorizacion de
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los periodos larvales, se realiz6 siguiendo el criterio morfolégico propuesto por Altig (1970) (periodo

prometamoérfico: E. 26 al 41 y climax metamorfico: E. 42 al 46).

Las larvas, juveniles y adultos fueron fijados siguiendo el protocolo de la American Veterinary
Medical Association (Leary et al. 2013). Grupos de 10 larvas en diferentes estadios del periodo
prometamoérfico y climax metamorfico, fueron anestesiadas con una solucién de Benzocaina al 10%
(Muelita®), agregada al agua de cria. Posteriormente, se fijaron, en formol 10 % (para los estudios
anatémicos) y en solucion de Bouin (para los estudios histolégicos), y se conservaron en alcohol 70 %.
Los ejemplares juveniles de 10, 30 y 40 dias post metamorfosis y adultos, fueron anestesiados
tépicamente, fijados con solucion de Bouin y conservados en alcohol 70% (Figura 4). Los desechos
qguimicos (formol, alcohol, &cido picrico y acido acético) se depositaron en bidones de polietileno con
tapa hermética, pertinentemente rotulados (segin lo dispone el Procedimiento para la Disposicién de
Residuos de la FaCENA-UNNE), para ser transportados por el Servicio Recolector de Residuos

Peligrosos Municipal, quienes se encargaran de su destino final.

Figura 4. Fijacion del material biolégico. a) Larvas anestesiadas con una solucion de Benzocaina agregada al
agua de cria.; b) Ejemplar adulto anestesiado tépicamente con Benzocaina; c) Larvas fijadas en Formol 10%; d)

Larvas, juveniles y adultos, fijados en solucién de Bouin.
Andlisis de ejemplares

Se tomaron medidas de la longitud hocico-cloaca (LHC), utilizando el Software ImageJ (V. 1.52) a
partir de fotografias obtenidas con lupa estereoscépica LEICA EZ4E. Estos datos fueron utilizados para

andlisis estadisticos.
Andlisis macroscopico de las gbnadas

Se realizaron disecciones del material biol6gico, en la cual, se extrajo los intestinos y visceras de
la cavidad abdominal, dejando el sistema urogenital, para la observacién macroscépica de las génadas
bajo lupa estereoscépica o MEB. Para esto Ultimo se prepararon las muestras, siguiendo el protocolo de:
deshidratacién en soluciones de concentracidon creciente de acetona, secado a punto critico y
metalizacidon con oro-paladio. Las observaciones se realizaron en un Microscopio JEOL JSM-5800 LV
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perteneciente al servicio de microscopia electrénica de barrido de la Secretaria General de Ciencia y
Técnica de la UNNE. Los desechos bioldgicos que se generaron fueron depositados en bolsas
impermeables de color rojo atados con doble nudo (segin lo dispone el Procedimiento para la
Disposicion de Residuos de la FaCENA-UNNE), los cuales, se recolectaron por el Servicio de
Recoleccion de Residuos Patoldgicos Municipal, quienes se encargaron de su destino final. Se analizé y
caracterizé la topografia y morfologia de las gonadas en diferentes estadios del desarrollo. A cada
ejemplar se le midi6 el ancho, largo y area de la gonada y area de los cuerpos grasos derechos e
izquierdos, utilizando el software Imaged (V. 1.52) a partir de fotografias tomadas con lupa
estereoscépica. Se examinaron 10 ejemplares de cada estadio a fin de minimizar las variaciones

morfolégicas individuales derivadas de diferencias en el tiempo de desarrollo de cada estadio particular.
Analisis histolégico de las génadas

Se analizé la estructura histoldgica de las gonadas en distintos estadios del desarrollo larval,
metamorfico y postmetamérfico, incluyendo estadios juveniles y adultos en edad reproductiva. Para ello
se confeccionaron preparados histoldgicos siguiendo el protocolo convencional de histologia consistente
en: deshidratacion en soluciones crecientes de alcohol etilico 70%, 80%, 96% (Figura 5 a). Para este
procedimiento, los ejemplares prometamorficos y juveniles, se dejaron 20 minutos en cada paso de
deshidratacion, en cambio los ejemplares adultos se dejaron 30 minutos, debido a la diferencia de
tamafio. Posteriormente, las muestras se pasaron a una solucién de alcohol butilico (100%) por 12
horas e impregnacion en alcohol butilico - parafina (50-50%) e inclusion en parafina (100%), por dos
horas cada una. En la confeccion de tacos (Figura 5 b), las piezas fueron orientadas para realizar cortes
transversales con un micrétomo rotatorio ARCANO KD-1508Am (Figura 5 c). Las secciones de 5 ym de
espesor fueron montadas y coloreadas con coloracidon convencional de hematoxilina-eosina (H-E) o
coloracion de May-Grinwald Giemsa (Figura 5 d). Se examinaron en total 3 ejemplares de cada sexo
con el fin de identificar diferencias individuales en el tiempo de desarrollo de las estructuras gonadales.
Las muestras analizadas se fotografiaron con camara digital. A partir de estas fotografias se realizaron
mediciones de células germinales primordiales, ovogonias, ovocitos y foliculos en distintas fases del

crecimiento con el software Image J (V. 1.52).
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Figura 5. Protocolo convencional de histologia. a) Deshidratacion en soluciones crecientes de alcohol etilico
70%, 80%, 96%; b) Confeccion de tacos c¢) Micrétomo rotatorio ARCANO KD-1508Am; d) Coloracion convencional
de H-E o coloracién de May-Griinwald Giemsa.

Andlisis e interpretacion de los datos

A partir de los datos obtenidos, se caracterizd y secuencio el desarrollo de ovarios y testiculos y se
determind el patrén de desarrollo gonadal. La descripcion de la morfologia e histologia ovarica y
testicular, se realizé a partir de lo sugerido por Ogielska & Kotusz (2004) y Haczkiewicz & Ogielska
(2013), respectivamente. Asimismo los estadios de los eventos de la ovogénesis, se realizaron a partir
de lo sugerido por Aranzabal (2011). Los estadios sugeridos por estos tres autores mencionados, fueron
modificados y adaptados de acuerdo a lo observado en la especie en estudio. Ademas se realizaron
ilustraciones y esquemas de lo observado con técnicas de entintado y digitalizacion.

Analisis estadistico

Se realizé el andlisis estadistico, a partir de los datos obtenidos utilizando en el software Infostat
(V 2020e). Se realiz6 un analisis de correlacion de Spearman entre la LHC de los ejemplares, el area de
la gbnada y el area de los cuerpos grasos, y ANCOVA con comparaciones de Tukey, para determinar la
variacion de la morfologia gonadal en los distintos periodos del desarrollo con la Co-variante LHC. Como
valores significativos se tomaron valores de p<0,05. Se realizaron graficos de barra para la
representacion grafica de los datos obtenidos.
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RESULTADOS

En el estado larval y juvenil de Scinax nasicus, el sistema reproductor, presenté un par de
gbnadas, ubicadas a ambos lados de la vena cava posterior en posicién ventro-medial anterior a los
rifones mesonéfricos y cuerpos grasos que se localizaron en la region anterior de éstas (Figura 6).
Durante el desarrollo gonadal se reconocié una etapa indiferenciada, tanto a nivel morfolégico como
histolégico y una etapa de diferenciacion ovarica y testicular. En esta etapa se reconocieron distintos
estadios de diferenciacion gonadal (Tabla 1), en base a caracteristicas histoldgicas de la gdnada
masculina y femenina. Asimismo, se reconocieron distintos estadios de la ovogénesis y del desarrollo y
crecimiento folicular, que comprende una etapa de crecimiento primario o previtelogénesis y una etapa

de crecimiento secundario o vitelogénesis (Tabla 2).

Pulmén
Vena cava
posterior

Rifion mesonéfrico
Tubo digestivo

Figura 6. Esquema en vista ventral de larva de Scinax nasicus, mostrando la ubicacién topogréfica del

sistema urogenital en la cavidad abdominal. llustracion: Vaca D. Ayelen.
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Tabla 1. Estadios del desarrollo y diferenciacion gonadal, en base a las caracteristicas histoldgicas.
Modificado de Ogielska & Kotusz (2004) y Haczkiewicz & Ogielska (2013).

ESTADIO DIFERENCIACION OVARICA DIFERENCIACION TESTICULAR
® | Células germinales primordiales (CGP) con plaquetas vitelinas en el citoplasma. Proceso de
| g : i . . o . .
.g migracion (desde el endodermo a la cresta genital), activa mitosis y vitelolisis.
2
Il % Llegada de las CGP a la cresta genital y culminacion de la vitelolisis.
=
3
Il ﬁ Células sométicas se disponen entre las células germinales.
Formacion de una region medular con células L - .
\Y somaticas y una cortical con ovocitos en Inicia la actividad mitdtica y se forman
> Y - . z nidos de espermatogonias.
profase meiética. Inicio de la foliculogénesis.
: Células sométicas comienzan a
Surge la cavidad medular, producto del .
: . o organizarse en cordones sexuales entre
reordenamiento de las células somaticas de la - -
\% . p . . las espermatogonias. Formacién de una
médula. Células prefoliculares se asocian a los S " -
: regién medular con células somaticas (rete
ovocitos. - .
testis prospectivo).
Ovocitos en diplotene asociados a células Los cordones sexuales delimitan los
VI foliculares. Inicio del crecimiento primario de tubulos seminiferos y se unen a la rete
los foliculos. testis.
Los ovocitos, préoximos a la cavidad medular, L, . o
; . " Formacion del cisto por asociacién de la
Vil aumentan su contenido citoplasmatico y la A . .
. : célula de Sertoli y una espermatogonia.
comienzan a obliterar.
Cavidad medular muy reducida. Corteza, con . L .
e . . Activa mitosis de las espermatogonias y
predominio de foliculos con ovocitos con ; .
VIII . e . presencia de espermatogonias
citoplasma muy basdéfilo, y nucleo con secundarias
numerosos nucléolos. )
Aumento de la corteza por presencia de
a | foliculos en crecimiento. Foliculos tempranos y
IX nidos germinales, permanecen en la periferia. Inicio de meiosis. Se observan
Nidos germinales y foliculos tempranos, espermatocitos primarios.
b presentes a modo de parches en la periferia
de la corteza.
Foliculos en crecimiento primario y Se observa toda la linea espermatica.
X secundario, obliteran por completo la cavidad Activa meiosis. Y células de Leydig entre

ovarica.

los tabulos seminiferos.
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INICIO 5 CRECIMIENTO
ETAPA - CRECIMIENTO PRIMARIO O VITELOGENESIS SECUNDARIO O
FOLICULOGENESIS VITELOGENESIS
Estadio 1 2 3
50 4 5)
u
estadio a B a g ¢ a g
Diametro
del 14 pm 23 pm 48 um 48 pm 53 pm 77 pm 87 um 225 pm 615 pm
ovocito
Central Central
\éﬂﬁg]e'ﬂgzgi \éﬂﬂdméﬂgzgi voﬁﬁ:gglso volcfjfnr}:glso Cen_tral Central Cen_tral Eﬁ:iir:réclo
. . Central e - | voluminoso. . voluminoso.
. ony oény - Dos 0 mas Dos 0 mas P voluminoso. . polo
Nucleo . . voluminoso. . . Més de Nucléolos p
apareamien | apareamien . nucléolos y nucléolos y - Numerosos animal.
Un nucléolo. cinco . enla
to de to de cromosoma cromosoma . nucléolos. o Numerosos
nucléolos. periferia. .
cromosoma | cromosoma s plumosos. | s plumosos. nucléolos.
S. S.
F;lzqvlijg IE; S Plaquetas
Citoplasm - - Tenue Tenue Tenue Aumento de Muy e de vitelo en
Hialino Hialino - - -~ - e eosindfilas
a basofilia basofilia basofilia basofilia baséfilo enla todo el
o citoplasma.
periferia.
Ausentes. Aumento Células
Células Células Tres a cinco del nimero foliculares . p P Células
2 L . . Células Células Células .
Célula somaticas prefoliculare células de escamosas. foliculares foliculares foliculares foliculares
folicular rodeando s asociadas foliculares foliculares. Capa escamosas
A ) P . escamosas. | escamosas. | escamosas.
nidos de al ovocito. clbicas. Capa folicular
oVvoCcitos. incompleta. completa.

Tabla 2. Estadios de la ovogénesis y desarrollo y crecimiento folicular. Basado en caracteristicas histolégicas del

ovocito y las células prefoliculares y foliculares. Modificado de Aranzabal (2011).
Descripcion morfo-histologica
Etapa indiferenciada

Se observo6 variacion en la morfologia de la gonada, entre los ejemplares, en E. 26, analizados. En
algunos individuos, se observaron los esbozos gonadales indiferenciados, como delgados cordones de
contorno irregular. Bajo MEB, estos cordones, no mostraron una organizacion definida, y se reconocieron
dos tipos celulares, células germinales, caracterizadas por su gran tamafio (didmetro media: 16 pm)y
células somaticas mas pequefas (Figura 7 a y b). En estos esbozos gonadales, no se reconocié un
epitelio de recubrimiento, observandose dichas células en superficie. A nivel histoldgico, en los esbozos
gonadales, se reconocieron células germinales primordiales (CGP) con nucleo globoso traslicido de
cromatina laxa, caracterizadas por su gran tamafio (diametro media: 14 um) (Gréfico 1), asociadas con
células somaticas pequefa, de forma oval con ndcleo intensamente basofilos (Figura 7 ¢ y d).Se
reconocieron dos tipos morfolégicos de CGP, segun su estado de diferenciacion celular: células con
plaguetas vitelinas eosindfilas (diametro media: 5 pm) (Grafico 1), en etapa temprana de la vitelolisis, y
células sin plaquetas vitelinas, levemente mas grandes que las anteriores, en etapa final de la vitelolisis.
Las primeras se observaron, también, fuera de los esbozos gonadales, proximos al tejido mesonéfrico.

Esta morfologia de la gonada, se corresponde al estadio Il del desarrollo gonadal (Tabla 1).
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En otros individuos, la génada presenté un epitelio de recubrimiento, también observado bajo MEB
(Figura 7 e y f), células germinales, en mayor nimero que en la etapa previa, intercaladas con células
somaticas (Figura 7 g y h). Esta morfologia se corresponde con el estadio Il del desarrollo gonadal
(Tabla 1).

Figura 7. Etapa indiferenciada del desarrollo gonadal de Scinax nasicus. La figura muestra una
fotografia de microscopia electronica de barrido de los esbozos gonadales de individuos en E. 26, una seccion
histolégica y un esquema representativo de esta seccion. a) y e) vista general de la gonada (escala 50 um), b)
detalle de la gbnada, observandose células germinales primordiales y células sométicas (escala 5 pm).c) muestra la
presencia de células germinales primordiales con plaquetas vitelinas (escala 0,05 um). f) detalle de la génada,
donde se observa el epitelio de recubrimiento (escala 5 pm); g) muestra el epitelio de recubrimiento conformado por
células somaticas, notese la ausencia de células germinales primordiales con plaquetas vitelinas (escala 0,05 um).

Referencias: Gl: génada indiferenciada; CGP: célula germinal primordial; GCP-PV: célula germinal primordial con

*

plaquetas vitelinas; Cs: Célula somatica; VC: vena cava posterior; *: riflones mesonéfricos. llustracién: Vaca D.

Ayelen.

Diferenciacion del ovario

Periodo prometamérfico

Los primeros eventos de diferenciacion ovarica, se reconocieron en larvas en E. 26, tanto a nivel
morfolégico, como histologico. A nivel morfoldgico, los ovarios presentaron contorno liso y una forma
alargada con el extremo anterior mas ensanchado (Figura 8).En estos individuos, el area gonadal
promedio fue de 0,01 mm? (Gréfico 2). A nivel histoldgico, el ovario presenté una zona cortical y medular,
bien diferenciadas. La zona medular present6 una estructura maciza, conformada por células sométicas.

La zona cortical presentd nidos germinales conformados por ovogonias (didametro media 14 um) y
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ovocitos en estadio 1a, en leptotene, cigotene y paquitene (Gréfico 1), rodeados por células sométicas,
indicativo del inicio de la foliculogénesis (Tabla 2 y Figura 8). Esta estructura, se corresponde con el

estadio IV del desarrollo ovéarico (Tabla 1).

El ovario de larvas en E. 27 y 28, presenté de 2 a 3 lobulaciones en la cara externa (Figura 8),
siendo el area promedio de 0,04 mm? (Grafico 2). A nivel histoldgico, presentd una cavidad ovarica en la
zona medular, tapizada por un epitelio de células somaticas. A diferencia del estadio previo, se observo
mayor nimero de nidos germinales con ovogonias y ovocitosmeiéticos. En el interior de algunos de estos
nidos germinales, se observaron células somaticas (prefoliculares) asociadas a los ovocitos meidticos en
estadio 1b (Figura 8; Grafico 1). Asimismo, se reconocieron foliculos primordiales, formados por el
ovocitomeio6tico rodeado por una capa incompleta de células prefoliculares (Tabla 2). Esta estructura es

caracteristica del estadio V del desarrollo ovéarico (Tabla 1).

En el E. 31, la génada, presento de 3 a 4 l6bulos (Figura 8), siendo el area promedio de 0,06 mm?
(Grafico 2). A nivel histoldgico, se observd una cavidad medular mas amplia y una corteza mas
desarrollada. En esta, ademas de nidos germinales y foliculos primordiales, se observaron foliculos en
estadio 2a del crecimiento primario (previtelogénesis) (Figura 8; Grafico 1), formados por el ovocito en
diplotene, caracterizado por un citoplasma ligeramente basofilo, y nicleo voluminoso, de posicion central
y nucleoplasma hialino, con un nucléolo, rodeado por una capa incompleta de células foliculares (Tabla
2). Estos, se ubicaron préximos a la cavidad medular, quedando los nidos germinales y foliculos
primordiales, hacia la periferia. Esta estructura se corresponde con el estadio VI del desarrollo ovarico
(Tabla 1).

Entre el E. 33 y 38, el ovario, mantuvo el nimero de cuatro I6bulos (Figura 8), con un area
promedio de 0,091 mm?® (Gréfico 2). A nivel histolégico, ademas de las estructuras antes descriptas, se
reconocieron foliculos en estadio 2b del crecimiento primario (Figura 8; Gréfico 1), formados por ovocitos
cuyo nucleo presentd dos o mas nucléolos, rodeados por una capa incompleta de células foliculares
(Tabla 2). Estos foliculos obliteraron, en parte, la cavidad medular. Esta estructura, se corresponde al

estadio VII del desarrollo ovérico (Tablal).

Al finalizar el periodo prometamorfico, en los E. 40 al 41, los ovarios, presentaron de cinco a ocho
I6bulos (Figura 8), siendo el area promedio de 0,1 mm? (Gréfico 2). A nivel histolégico, el ovario se
diferencié de los estadios previos, por la presencia de foliculos en estadio 2c del crecimiento primario
(Figura 8; Grafico 1). Estos se caracterizaron por poseer una capa completa de células foliculares (Tabla

2). Estructuras caracteristicas del estadio VII del desarrollo ovarico (Tabla 1).

Climax metamorfico

En el periodo del climax metamdrfico, E. 42-46, el ovario, no mostré diferencias morfoldgicas con
respecto a estadios previos (Figura 9) y presenté un area promedio de 0,14 mm? (Gréfico 2). A nivel
histolégico, se observd una cavidad medular muy reducida y una corteza ovarica, formada por foliculos
en distintos estadios del crecimiento primario, principalmente en estadio 32 (Figura 9; Grafico 1). Estos se
caracterizaron por presentar ovocitos con citoplasma intensamente baséfilo, y ndcleo con numerosos

nucléolos (Tabla 2). Estas caracteristicas, se corresponden al estadio VIl del desarrollo ovarico (Tablal).
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Periodo post metamorfico

A los 10 y 30 dias post metamorfosis, el ovario mostré entre siete a ocho I6bulos (Figura 10); vy el
area promedio varié entre 0,35y 0,9 mm? (Gréfico 2). A nivel histolégico, se observé una cavidad
medular pequefia y una corteza ovarica bien desarrollada, formada por foliculos en distintos estadios del
crecimiento primario. Estos se ordenaron en gradiente, los mas pequefios en la parte mas externa y los
mas grandes proximos a la cavidad medular (Figura 10). La mayoria de estos foliculos, se encontraban
en estadio 3b (Grafico 1) y se caracterizaron por presentar ovocitos con citoplasma basofilo y
homogéneo y ndcleo con numerosos nucléolos (Tabla 2). Estas caracteristicas, se corresponden con el

estadio IXa del desarrollo ovérico (Tabla 1).

A los 40 dias post metamorfosis, el ovario alcanzé un area promedio de 1,7 mm?® (Gréfico 2). A
nivel histoldgico, se caracterizé por presentar, predominantemente, foliculos en estadio 3b, y parches de
foliculos en estadio 1 y 2 y nidos germinales, dispuestos en la region mas externa de la corteza (Figura

10). Estas caracteristicas, se corresponden con el estadio IXb del desarrollo ovéarico (Tabla 1).

Hembra adulta

En la hembra adulta, el ovario presentd I6bulos muy desarrollados con numerosos foliculos
vitelogénicos, visibles a simple vista y bajo lupa estereoscépica (Figura 11a). El area promedio registrada
fue de 46,63 mm?®. Los foliculos vitelogénicos, presentaron el polo animal marrén oscuro y el polo vegetal
mas claro. A nivel histolégico, el ovario, presentd una cavidad medular obliterada por foliculos
vitelogénicos en estadio 4 y 5 del crecimiento secundario, los Gltimos en mayor nimero. Los foliculos en
estadio 4 (Gréfico 1), se caracterizaron por presentar ovocitos con citoplasma baséfilo, con pequefias
plaquetas vitelinas eosindfilas dispuestas en el cértex citoplasmético y nicleo central con numerosos
nucléolos periféricos (Tabla 2; Figura 11b). Los foliculos en estadio 5 (Gréfico 1), tuvieron mayor tamafio
gue los anteriores y presentaron abundantes plaquetas vitelinas, ocupando todo el citoplasma, nucleo de
posicion excéntrica, con numerosos nucléolos y pigmentos dispuestos en la periferia del citoplasma, mas
abundantes en el polo animal (Tabla 2; Figura 11b). Asimismo, se observaron grupos de foliculos
previtelogénicos y nidos germinales dispersos en la region mas externa de la corteza y foliculos con
distintos grados de atresia (Figura 11c). Estas caracteristicas se corresponden al estadio X del desarrollo

ovarico (Tabla 1).
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Gréfico 1. Diferenciacion de la linea germinal y desarrollo folicular de Scinax nasicus. El gréafico

muestra los estadios de la ovogénesis, desde la diferenciacion de las ovogonias (Og), a partir de las células

germinales primordiales (CGP), hasta la maduracion del ovocito, previo a la ovulacion. Asimismo, se representa la

etapa de foliculogénesis y las etapas del crecimiento folicular. Para el detalle de los estadios de la ovogénesis, ver

Tabla 2. llustracién: Vaca D

1,8
1,6
1,4

1,2

0.8

Area gonadal en mm?

06
0,4

0,2

. Ayelen.

7

4

——Area gonadal masculina

Area gonadal hembra

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46
7DPM
10DPM
20DPM
25DPM
30DPM
35DPM
40DPM
adulto

Estadios larvales Post metamorficos

Grafico 2. Comparacion del area de ovarios y testiculos, durante el desarrollo de Scinax nasicus. El

grafico muestra un aument

0 exponencial del area del ovario durante el periodo post metamdrfico. Nétese que el

testiculo se mantiene casi constante hasta los 40 dias post metamorfosis (DPM) Y presenta un incremento abrupto

en el area del testiculo.
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Diferenciacién del testiculo

Periodo prometamoérfico
Hasta el E. 40, el testiculo presenté forma de cordones de contorno irregular (Figura 8), con un

area promedio de 0,017 mm? (Gréfico 2).

A partir del E. 26 y hasta el E. 35, el testiculo presentd una estructura indiferenciada, maciza con
células germinales (espermatogonias) intercaladas con células somaticas. Las espermatogonias, se
caracterizaron por ser células voluminosas con citoplasma homogéneo y ndcleo voluminoso de posicion
central, con cromatina laxa y un nucléolo(Figura 8). Estas caracteristicas se corresponden al estadio IV

del desarrollo testicular (Tabla 1).

Los primeros signos de diferenciacion testicular, se observan en el E. 35. En el testiculo, se
reconoce en la regidn central, un nicleo de células somaticas (rete testis prospectiva) y los primeros
cordones sexuales. Estas caracteristicas se corresponden al estadio V del desarrollo testicular (Tabla
1).En el E. 38, estos cordones sexuales estan mas definidos, contactan con la rete testis prospectiva y
delimitan los futuros tlbulos seminiferos (Figura 8). Estas caracteristicas se corresponden al estadio VI

del desarrollo testicular (Tabla 1).

En el E. 40, el testiculo, se diferencio de los estadios previos y presentdé forma alargada de
contorno liso (Figura 8), siendo su area promedio de 0,03 mm? (Gréfico 2). A nivel histoldgico, el
testiculo, presentd un epitelio externo incompleto formado por células somaticas planas y tabulos
seminiferos bien delimitados por los cordones sexuales. En los tlibulos seminiferos se observaron cinco
a ocho espermatogénias, algunas de ellas asociadas con células somaticas (pre Sertoli) (Figura 8).Las
células pre Sertoli, presentaron forma triangular y nucleo intensamente baséfilo. Estas caracteristicas se

corresponden al estadio VIl del desarrollo testicular (Tabla 1).

Climax metamaorfico

Durante el este periodo, no se observaron variaciones morfologicas (Figura 9), siendo el area
promedio de 0,065 mm? (Grafico 2). A nivel histolégico, se observé un mayor nimero de tubulos
seminiferos, y se reconocen seis a 12 cistos de espermatogonias. El rete testis prospectiva, es aun
evidente como un cumulo macizo de células somaticas en el centro del testiculo. Al finalizar la
metamorfosis, E. 46, el testiculo mostré mayor nimero de tubulos seminiferos y mayor cantidad de cistos
en cada uno, en comparacion con los estadios anteriores (Figura 9).

Periodo post metamorfico
Durante el periodo post metamorfico, hasta los 40 dias post metamorfosis, no se observaron
diferencias respecto a los estadios anteriores (Figura 10); el area promedio fue de 0,061 mm? (Grafico 2).

A nivel histolégico, el testiculo mostré una morfologia similar a los estadios metamérficos (Figura 10).

Macho adulto
El testiculo presento forma globosa, histolégicamente, presentdé numerosos tlbulos seminiferos
con cistos en distintas etapas del desarrollo espermiogénico. Los espermatocitos primarios presentaron

citoplasma hialino y nuacleo basofilo, los espermatocitos secundarios y espermatides tempranas,
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presentaron nucleo pequefio intensamente basofilos, ademas se observaron espermatides con nucleos
alargadas y basdfilos, caracteristicos de la espermiogénesis. En el intersticio de los tibulos seminiferos,
se observaron células de Leydig. Las células de Leydig, presentaron forma poligonal, con citoplasma
aciddfilo y nicleo baséfilo (Figura 9). Estas caracteristicas se corresponden al estadio X del desarrollo

testicular (Tabla 1).

Cuerpos grasos

EL cuerpo graso izquierdo, fue visible a partir del E. 26. Entre los E. 26 y 36, el cuerpo graso
izquierdo, presentd forma digitiforme y color blanco, su area promedio varié de 0,02 a 0,45 mm?Z. El
cuerpo graso izquierdo, presento de siete a ocho digitaciones conformadas por células globosas. Entre
E. 37 y 41, el cuerpo graso izquierdo, mostré una forma plana con digitaciones ramificadas, su area vario
de 0,63 a 1,36 mm?. Asimismo, en algunos de estos, se observd pigmentacion, presentando un color

oscuro (Figura 8; Grafico 3).

Durante el climax metamoérfico, el cuerpo graso izquierdo presentd forma plana y trasllcida,
asimismo se registré un mayor tamafio que los estadios previos. El area varié, de 1,1 a 2 mm? (Figura 9;
Gréfico 3).

Durante el periodo post metamorfico, el cuerpo graso izquierdo, presentd forma digitiforme y color
blanco, mientras que el area disminuy6 en comparacién al periodo anterior, variando de 0,8 a 0,14 mm?,

hasta los 40 dias postmetamorfosis (Figura 10; Gréfico 3).

EL cuerpo graso derecho, fue visible a partir del E. 33. El cuerpo graso derecho presentd forma
irregular con células globosas, color blanco. Sin embargo, su &rea, no vario significativamente durante

todo el desarrollo larval y juvenil. El rea promedio fue de 0,04 mm? (Figura 8, 9 y 10; Gréfico 3).
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Figura 8. Desarrollo y diferenciacion gonadal de Scinax nasicus, durante el periodo prometamdrfico. Para cada estadio, la figura muestra una fotografia de la

gbnada y cuerpos grasos (escala 0,1mm), la seccién histologica del ovario o testiculo y una representacién esquematica de la seccioén histolégica (escala 0,01mm).

Referencias de Figura 8, 9 y 10.CGd: cuerpo graso derecho; CGi: cuerpo graso izquierdo; O: ovario; T: testiculo; VC: vena cava; CM: cavidad medular; C: corteza; rt:
rete testis; sx: cordon sexual; Ts: tubulo seminifero; Cs: célula somatica; Pf: célula prefolicular; F: célula folicular; S: célula de Sertoli; Og:ovogonia; Eg:espermatogonia;1? ,1b, 23,
2" 2° 32 3" estadios de los ovocitos y foliculos (ver Tabla 2); DPM: dias post metamorfosis;*: rifiones mesonéfricos. Linea punteada: rojo: delimita los cuerpos grasos;
amarillo: delimita gonada. llustracion: Vaca D. Ayelen. Referencias de los esquemas: ir a Anexo |I.
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CLIMAX METAMORFICO

Desarrollo ovarico

Desarrollo testicular
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Figura 9.Desarrollo y diferenciacién gonadal de Scinax nasicus, durante el Climax metamérfico. Para cada estadio, la figura muestra una fotografia de la génada y

cuerpos grasos (escala 0,5mm), la seccidn histoldgica del ovario o testiculo y una representacion esquematica de la seccion histolégica (escala 0,05mm) llustracion: Vaca D.

Ayelen.
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Periodo POST METAMORFICO

DPM

Desarrollo testicular

Figura 10.Desarrollo y diferenciacion gonadal de Scinax nasicus, durante el periodo Post metamorfico. Para cada estadio, la figura muestra una fotografia de la
g6nada y cuerpos grasos (escala 0,5mm), la seccién histolégica del ovario o testiculo y una representacion esquematica de la seccién histolégica (escala 0,05mm). llustracion:
Vaca D. Ayelen.
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Ovario

Testiculo

Figura 11. Comparacion del estado maduro del ovario y testiculo de Scinax nasicus, en etapa adulta. Para cada estadio, la figura muestra una fotografia a) del
ovario (escala 0,5mm) y e) del testiculo (escala 0,05mm);b) y f) una vista general de la seccion histologica de la génada, ovario y testiculo, respectivamente; c) y g) detalle de la
seccion histolégica del ovario (escala 0,5mm) y testiculo (escala 0,05mm), respectivamente. d) y h) representacion esquematica de la seccion histolégica correspondiente.
Referencias. O: ovario; T; testiculo; Ts; tubulo seminifero; Cl: célula de Leydig; S: célula de Sertoli; Ed: espermatide; Ec1°: espermatocito primario; Ez: espermatozoides. A:
foliculo atrésico; 3°, 4 y 4: estadios de los ovocitos y foliculos (ver Tabla 2). *: Rifion mesonéfrico; flecha celeste: foliculo previtelogénico; flecha amarilla: foliculo

vitelogénico; flecha blanca: foliculo atrésico. llustracion: Vaca D. Ayelen. Referencias de los esquemas: ir a Anexo |.
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Analisis estadistico

El andlisis de correlacion de Spearman, evidencié una correlacién positiva (H: r=0,9; p<0,001; M:
r=0,81; p<0,001) entre el area gonadal y la LHC de larvas y ejemplares juveniles (Gréfico 4). Asimismo,
en el ovario, el andlisis de ANCOVA, mostré diferencias significativas en el area (ArG) y el ancho (AnG)
de la génada (Gréfico 5 a y b), durante el periodo prometamorfico, climax metamorfico y post
metamoérfico (ArG: ANCOVA: F (347=58,23; R?=0,65 p=0,0001; AnG: ANCOVA: F (34,,=80,90; R*=0,72
p=0,0001), mientras que el largo gonadal (LG) (Grafico 5 c), solo presento, diferencias significativas
durante el periodo post metamorfico (ANCOVA: F(347=106,57; R?=0,77 p=0,0001). Siendo el ArG, 0,12
veces mayor durante el periodo post metamorfico con respecto al climax metamérfico; el AnG 0,4 veces
mayor durante el periodo post metamdrfico con respecto al climax metamérfico; el LG 0,68 veces mayor
durante el periodo post metamérfico con respecto al climax metamérfico. En el testiculo, el ANCOVA,
evidencié, diferencias significativas del ArG (Gréafico 6 a), solo durante los periodos prometamorfico y
post metamorfico (ANCOVA: F  (305=5,99; R®=0,16 p=0,0009), sin embargo no hubo diferencias
significativas en el AnG (Grafico 6 b), durante todo el desarrollo larval y juvenil (ANCOVA: F (395=1,96;
R’=0,06 p=0,1249). Aun asi, el ANCOVA, mostré que el LG (Grafico 6 c), solo tuvo diferencias
significativas durante el periodo post metamorfico (ANCOVA: F (395=7,31,; R?=0,19 p=0,0002). Siendo el
ArG 0,6 veces mayor durante el periodo post metamorfico con respecto al climax metamérfico. Siendo el
LG 1,41 veces menor durante el periodo post metamorfico con respecto al periodo prometamorfico.
Ademas, entre el desarrollo del ovario y testiculo, el ANCOVA, evidencio, diferencias significativas en
ArG, AnG y LG, durante el periodo prometamérfico, climax metamérfico y post metamoérfico (ArG:
ANCOVA: F (;106=69,09; R?=0,42 p=0,0001; AnG: ANCOVA: F (2196=87,62; R?=0,47 p=0,0001; LG:
ANCOVA: F (5196=122,16; R?=0,56 p=0,0001) (Grafico 7 a, b y c). Siendo el ArG 3,6 veces mayor en
hembras; el AnG 2,5 veces mayor en hembras; el LG 1,49 veces mayor en hembras.

El andlisis de correlacién de Spearman, evidencio una correlacion positiva (CGd: r=0,78; p<0,001;
CGi: r=0,49; p<0,001) entre el area del cuerpo graso derecho (CGd) e izquierdo (CGi) y la LHC de larvas
y ejemplares juveniles (Grafico 8 a y b). Asimismo, el ANCOVA del area del CGd (Grafico 9 a), mostro
gue solo hay diferencias significativas entre el periodo prometamorfico y climax metamérfico (ANCOVA:
F (3107=14,65; R?=0,30; p=0,0001).El ANCOVA del area del CGi (Grafico 9 b), mostré diferencias
significativas, durante el periodo prometamorfico, climax metamorfico y post metamorfico (ANCOVA: F
3.192=98,88; R?=0,61; p=0,0001).Ademas, el ANCOVA entre machos y hembra, el area del CGd no
mostro diferencias significativas (ANCOVA: F (5101=19,76; R?=0,27; p=0,6654) (Grafico 10 a). Sin
embargo, el ANCOVA entre machos y hembra, el area del CGi mostr6 diferencias significativas, durante
el periodo post metamorfico (Grafico 10 b, ¢ y d) (Periodo prometamorfico: ANCOVA: F (5117=44,23;
R?=0,43; p=0,8065; Climax metamorfico: ANCOVA: F (530=0,49; R?=0,03: p=0,4212; Periodo post
metamorfico: ANCOVA: F (537)=5,42; R%=0,24; p=0,0448).
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Gréfico 4. Relacién entre el area gonadal y la longitud hocico-cloaca de Scinax nasicus. Este grafico muestra
la correlacion de Spearman entre el area gonadal y la longitud hocico-cloaca la especie en estudio. El valor de r a)
en hembra (0,9) y b) en machos (0,81) indica una correlacién positiva significativa. A medida que aumenta la
longitud hocico-cloaca, también tiende a aumentar el area gonadal. Esto sugiere una asociacion entre el desarrollo
gonadal y la morfologia en esta especie.
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Gréafico 5. Variaciones en la media del crecimiento del ovario de Scinax nasicus, entre el periodo
prometamorfico, climax metamoérfico y periodo post metamorfico del desarrollo. a) Variaciones en la media del area
del ovario (ArG), durante los tres periodos analizados; b) Variaciones en la media del ancho del ovario (AnG),
durante los tres periodos analizados; c¢) Variaciones en la media del largo del ovario (LG), durante los tres periodos
analizados. Las medias que presentan la misma letra (A, B, C) en cada subconjunto no representan diferencias
significativas entre ellas (p>0.05).
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Gréfico 6. Variaciones en la media del crecimiento del testiculo de Scinax nasicus, entre el periodo
prometamorfico, climax metamorfico y periodo post metamorfico del desarrollo. a) Variaciones en la media del area
del testiculo (ArG), durante los tres periodos analizados; b) Variaciones en la media del ancho del testiculo (AnG),
durante los tres periodos analizados; c) Variaciones en la media del largo del testiculo (LG), durante los tres
periodos analizados. Las medias que presentan la misma letra (A, B, C) en cada subconjunto no representan
diferencias significativas entre ellas (p>0.05).
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Grafico 7.Comparacién del tamafio de ovarios y testiculos, durante el desarrollo de Scinax nasicus. a)

Comparacion del area (ArG) de ovarios y testiculos; b) Comparacién del ancho (AnG) de ovarios y testiculos; c)

Comparacién del largo (LG) de ovarios y testiculos. Las medias que presentan la misma letra (A, B, C) en cada

subconjunto no representan diferencias significativas entre ellas (p>0.05).
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Grafico 8. Relacion entre el area del cuerpo graso y la longitud hocico-cloaca de Scinax nasicus. Este

grafico muestra la correlacion de Spearman entre el area del cuerpo graso izquierdo (ACGi) y derecho (ACGd) y la

longitud hocico-cloaca la especie en estudio. El valor de r a) ACGi (0,49) y b) ACGd (0,78) indica una correlacion

positiva significativa. A medida que aumenta la longitud hocico-cloaca, también tiende a aumentar el area de los

cuerpos grasos. Esto sugiere una asociacion entre el desarrollo gonadal y la morfologia en esta especie.
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Gréafico 9. Variaciones en la media del

crecimiento del cuerpo graso de Scinax nasicus, entre el

periodo prometamérfico, climax metamorfico y periodo post metamorfico del desarrollo. a) Variaciones en la

media del &rea del cuerpo graso izquierdo (ACGi), durante los tres periodos analizados; b)Variaciones en la media
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del area del cuerpo graso derecho (ACGd), durante los tres periodos analizados. Las medias que presentan la

misma letra (A, B, C) en cada subconjunto no representan diferencias significativas entre ellas (p>0.05).
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Gréfico 10.Comparacion del area del cuerpo graso entre machos y hembras, durante el desarrollo de
Scinax nasicus. a) Comparacion del area del cuerpo graso derecho (ACGd) entre machos y hembra, durante todo
el desarrollo larval y post metamorfico; b) Comparacion del area del cuerpo graso izquierdo (ACGi) entre machos y
hembra, durante el periodo prometamoérfico; ¢) Comparaciéon del area del cuerpo graso izquierdo (ACGi) entre
machos y hembra, durante el climax metamorfico; d) Comparacion del area del cuerpo graso izquierdo (ACGi) entre
machos y hembra, durante el periodo post metamorfico. Las medias que presentan la misma letra (A, B, C) en cada

subconjunto no representan diferencias significativas entre ellas (p>0.05).
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DISCUSION

En este trabajo se logré secuenciar los eventos de la morfogénesis gonadal, identificando aquellos
correspondientes a la diferenciacién de ovarios y testiculos y de los cuerpos grasos durante el periodo
larval, juvenil y adultos de Scinax nasicus, una especie comun en ambientes de nuestra region. A partir
de los datos obtenidos, se logré determinar el tipo de desarrollo gonadal y la tasa de desarrollo ovéarica 'y
testicular, reconociendo ademds variaciones en el tiempo de diferenciacién las gbnadas y los cuerpos

grasos entre machos y hembra.
Morfogénesis gonadal

La morfogénesis gonadal en los anuros involucra dos etapas, una etapa de indiferenciacién y una
etapa de diferenciacién en ovarios o testiculos, dependiendo del sexo del individuo (Witschi 1929). En
este modelo se reconocen dos tipos de diferenciacién. El tipo diferenciado se caracteriza porque la
gonada, inicialmente indiferenciada, se diferencia directamente como ovario o testiculo (Mali &
Gramapurohit 2015), como en el caso de Dendropsophus labialis (Pinto-Erazo et al. 2016), Bombina
orientalis (Lopez 1989), Lithobates catesbeianus (HsU&Liang 1970), Microhyla ornata (Mali &
Gramapurohit 2015), Pelophylax nigromaculatus (Tanimura & Iwasawa 1988), Boana riojana (Goldberg
et al. 2019) y Xenopus laevis (Pipreck et al. 2017), este tipo fue registrado en Scinax nasicus. El tipo
indiferenciado, se caracteriza por que la gbnada indiferenciada se organiza inicialmente, como ovario en
todos los individuos y luego, en los individuos genéticamente machos, los foliculos ovaricos degeneran y
se desarrollan los tibulos seminiferos y diferencian las espermatogonias a partir de células germinales
remanentes en la corteza de la gonada (Flament et al. 2011). Esto ha sido reconocido para Lithobates
catesbeianus (Hsu & Liang 1970), Scinax fuscovarius (Goldberg 2015),), Rana curtipes (Gramapurohit et
al. 2000) y Euphlyctis cyanophlyctis (Phuge & Gramapurohit 2013). En Euphlyctis cyanophlyctis, se ha
registrado en algunos individuos con génadas intersexo en las cuales se observan tabulos seminiferos y
foliculos ovéricos, que se interpretan como una fase de transicion de la diferenciacion testicular (Phuge &
Gramapurohit 2013).

Etapa indiferenciada

El desarrollo gonadal, se inicia con la formacion de una cresta genital de células somaticas que es
invadida por células germinales primordiales (CGP) que migran desde un origen extragonadal, que dan
origen a una gonada indiferenciada (Tanimura & Iwasawa 1988, Viertel & Richter 1999). Durante esta
etapa de indiferenciacién, la gonada es una estructura metamérica, donde se reconocen una region
anterior o pars progonalis, una porcion media o pars gonalis, y una regién posterios o pars epigonalis
(Haczkiewicz & Ogielska 2013). A nivel histologico, esta conformada por CGP y somaticas asociadas
(Viertel & Richter 1999; Ogielska & Kotusz 2004). Las CGP, se caracterizan por poseer plaquetas
vitelinas en su citoplasma, que sufren vitelolisis a lo largo del proceso de migracién y colonizacion de la
cresta genital, posteriormente inician un proceso de proliferacion (Ogielska & Kotusz 2004). Estos
eventos fueron registrados en Scinax nasicus en los primeros estadios del periodo prometamorfico,
donde se reconocieron CGP con y sin plaquetas de vitelo, poniendo de manifiesto que la vitelolisis se
completa durante la etapa de colonizacién. Esto se corresponde con los estadios Il y Il del desarrollo

gonadal propuestos por Ogielska & Kotusz (2004).
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Witschi (1929) describe que en la gonada indiferenciada, se reconocen a nivel histolégico dos
regiones: una corteza, conformada por células germinales, rodeadas de células somaticas, y una médula
maciza conformada solo por células sométicas. Esta estructura ha sido observada en Rana
nigromaculata (Tanimura & lwasawa 1988). En Hoplobatrachus rugulosus, la etapa de indiferenciacién
es prolongada, donde inicialmente la gonada presenta células germinales rodeadas por células
soméaticas y posteriormente se organizan en una region cortical y medular (Traijit et al. 2020). En
Dendropsophus labialis (Pinto-Erazo et al. 2017) y en Scinax nasicus, la génada indiferenciada esta

conformada por células germinales y somaticas sin una organizacién definida.
Etapa de diferenciacion

La diferenciacién gonadal, implica una serie de cambios morfologicos e histolégicos, diferenciales

entre machos y hembras (Flament 2011).

La diferenciacion ovarica, a nivel morfoldgico, se caracteriza por el desarrollo de I6bulos o sacos
ovaricos, conservando el ovario su metameria original (Ogielska & Kotusz 2004). El desarrollo de los
I6bulos ovaricos en Scinax nasicus, se evidencio a partir del E. 27, registrandose un aumento progresivo
en tamano, hasta el final de la metamorfosis, y un aumento de tamafio exponencial en el periodo post
metamoérfico. Estas variaciones en el tamafio de los ovarios se relacionan con el crecimiento folicular
registrado durante estos periodos, como se describe en secciones posteriores. Comparando el area

inicial de la gonada con el area alcanzada en la etapa adulta, el ovario aumenté 4.653 veces su tamafio.

En el macho se pierde la metameria y ocurre un proceso de reduccién de la pars epigonalis de la
g6nada (Haczkewicz & Ogielska 2013). Esto se registré en Rana temporaria, Hyla arbérea y Pelophylax
lessonae (Haczkiewicz & Ogielska 2013). Contrariamente en Scinax nasicus, se verificd un leve aumento
en la longitud del testiculo, aunque el area testicular no fue significativamente diferente durante el
periodo larval y juvenil. Sin embargo en el estado adulto, se registré un aumento en el area testicular de

68,4 veces, con respecto a los juveniles.
Diferenciacion ovérica

A nivel histolégico, segun Ogielska & Kotusz (2004) la diferenciacién ovéarica comprende,
secuencialmente: la proliferacion de las células germinales, la diferenciacion de ovogonias, proliferacion
de ovogonias y formacion de nidos germinales, la formacion de la cavidad medular, el inicio de meiosis y
arresto en diplotene, la foliculogénesis, el crecimiento primario de ovocitos (previtelogénesis),
crecimiento secundario de ovocitos (vitelogénesis) y reduccion de la proliferacion en los nidos
germinales. Esta secuencia se ha registrado durante la diferenciacidon ovarica de Scinax fuscovarius
(Goldberg 2015) y Boana riojana (Goldberg et al. 2019). Sin embargo, se han reportado variaciones en
esta secuencia de eventos del desarrollo ovarico, en algunas especies, como Rana nigromaculata
(Tanimura & lwasawa 1988), Hoplobatrachus rugulosus (Traijit et al. 2020) y Euphlyctis cyanophlyctis
(Phuge & Gramapurohit 2013), donde el inicio de la meiosis precede a la formacion de la cavidad

medular. Esto mismo, ha sido observado en Scinax nasicus, especie objeto de estudio de este trabajo.
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Diversos autores, reconocieron estadios de la ovogénesis en anfibios, considerando el tamafio del
ovocito, las caracteristicas del citoplasma, la localizacion del nucleo, la cantidad y posicién de los
nucléolos, las caracteristicas de los cromosomas, presencia, cantidad y distribucién de plagquetas
vitelinas, incluyendo ademas el desarrollo y caracteristicas de la capa folicular. Para Xenopus laevis
(Anura), Dumont (1972), establece seis estadios del foliculo, hasta la etapa post vitelogénica, para
Chthonerpeton indistinctum (Gymnophiona), Berois & de Sa (1988), describen cuatro estadios del
desarrollo del foliculo; para Salamandra salamandra (Urodelo), Sharon et al. (1997), establecen cinco
estadios de la ovogénesis y para Hyla eximia, Osteopilus septentrionalis (Anura) y Ambystoma dumerilii y

Ambystoma (Urodelo),Aranzébal (2011), establece siete estadios de la ovogénesis.

A partir de las observaciones realizadas, se propone para Scinax nasicus, una tabla de estadios
de la ovogénesis y foliculogénesis (Tabla 2), basada y modificada de la propuesta por Aranzabal (2011).
Esta tabla documenta diferencias estructurales en las caracteristicas del ovocito y foliculo y propone una
serie de cambios mas graduales en los procesos de ovogénesis y foliculogénesis, estableciendo sub

estadios en algunos estadios propuestos por dicho autor.

Con respecto al tiempo en que ocurren los eventos del desarrollo ovarico, la tasa de desarrollo del
ovario puede ser: basica, acelerada o retardada (Ogielska & Kotusz 2004). En las especies que tienen
tasa béasica de desarrollo, la diferenciacion del ovario se inicia durante el periodo prometamorfico
(estadios 31 - 41 de Gosner), como es el caso de Phyllomedusa sauvagii y Phyllomedusa azurea
(Fabrezi et al. 2010). Los bufonidos, se reconoce una tasa de desarrollo retardada, donde el desarrollo
ovarico se inicia luego de la metamorfosis; a los 50 dias post metamérfico en Rhinella arenarum (Piazza
et al. 2022) este tipo también se registrd para Scinax acuminatus, aunque no se especifica a cuantos
dias post metamorfosis se desarrolla el ovario (Fabrezi et al. 2010). La tasa de desarrollo acelerada,
donde el inicio de la diferenciacién ovéarica ocurre en los estadios tempranos del periodo prometamorfico,
alrededor del E. 26, se ha registrado para Scinax fuscovarius (Goldberg 2015), Clinotarsus curtipes
(Gramapurohitet al. 2000), Euphlyctis cyanophlyctis (Traijit et al. 2020) y Pseudis platensis (Fabrezi et al.

2010)y para Scinax nasicus, analizada en este trabajo.

Phuge & Gramapurohit (2013), relacionan la tasa de desarrollo ovarica con la edad a la cual los
individuos alcanzan la madurez sexual e inician el ciclo ovérico. Segun estos autores, las especies con
tasa de desarrollo acelerado alcanzan la madurez sexual antes que las especies con tasa de desarrollo
basica o retardada. Como es el caso de Pseudis paradoxa, que tienen una tasa de desarrollo acelerada
y alcanzan la madurez sexual al poco tiempo de culminar la metamorfosis (Fabrezi et al. 2010). En
cambio, en Rhinella arenarum, presentan una tasa de desarrollo retardada y alcanzan la madurez

sexual, recién a los 3 afios (Piazza et al. 2023).

En este trabajo se registré que en Scinax nasicus, el desarrollo y crecimiento folicular se inicia en
la etapa larval y se continda sin interrupcion durante el periodo post metamérfico, al menos hasta los 40
dias post metamorfosis, donde, los ovarios presentan foliculos en etapas avanzadas de la
previtelogénesis. En los ejemplares adultos se reconocieron foliculos en etapas avanzadas de la

vitelogénesis, sin embargo no se pudo determinar la edad a la que los individuos alcanzan la madurez
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sexual, por lo que no se cuenta con informacién suficiente para establecer comparaciones con otras

especies.
Diferenciacion testicular

A nivel histologico, la diferenciacion testicular en los anuros comprende: la organizaciéon de los
tibulos seminiferos, a partir de cordones sexuales de células somaticas, la organizacién de los cistos,
por asociacion de las espermatogonias con células de Sertoli, la proliferacion de espermatogonias y la
formacion de la rete testis en la region medular del testiculo (Tanimura & lwasawa 1988 Haczkewicz &
Ogielska 2013, Goldberg et al. 2019). Estos eventos pueden ocurrir durante el periodo larval, previo al
climax metamorfico como en Pseudis platensis (Fabrezi et al. 2010), durante la metamorfosis como en
Scinax fuscovarius (Goldberg 2015) o después de la metamorfosis como en Rhinella arenarum (Piazza
et al. 2020). En Scinax nasicus, la diferenciacion testicular se inicié a partir del E. 35, registrandose
tibulos seminiferos bien definidos con cistos de espermatogonias al final de la metamorfosis,
caracteristica que se mantuvo hasta los 40 dias post metamorfosis. Solo se observaron cistos con
células espermatogénicas en los individuos adultos, sin embargo se tiene registro de la edad, en dias
post metamorfosis, de dichos ejemplares.

Con respecto a la tasa de desarrollo testicular, se ha descripto para Pseudis platensis una tasa de
desarrollo acelerado, que se caracteriza porque al final de la metamorfosis, los testiculos presentan
cistos de espermatocitos primarios y secundarios y cistos de espermatides en estadios tempranos de la
espermiogénesis. En Phyllomedusa sauvagii y Scinax acuminatus, se ha descripto una tasa de
desarrollo testicular retardada, debido a que el testiculo se diferencia, luego de la metamorfosis (Fabrezi
et al. 2010). Sin embargo, no se han descripto la tasa de desarrollo basica testicular. Para Scinax
nasicus se establece una tasa de desarrollo basica, debido a que la formacion de tdbulos seminiferos, se

forman antes del climax metamérfico, pero el inicio de la meiosis, ocurre posterior a la metamorfosis.
Cuerpos grasos

Los cuerpos grasos son drgano de almacenamiento importante para los anfibios (Schlaghecke &
Blum 1978). Si bien esta estructura es poco estudiada, estudios han demostrado la importancia del
cuerpo graso en el mantenimiento de la génada femenina y masculina durante el ciclo reproductivo de
los anuros (Schlaghecke & Blum 1978; Chieffi et al. 1975).

Si bien los cuerpos grasos, son estructuras muy importantes en la fisiologia reproductiva de los
anfibios, existe escasa informacion sobre la ontogenia de su desarrollo. Wright et al. (2011), describe las
variaciones que ocurren en el cuerpo graso, durante la metamorfosis de Lithobates catesbeianus. En
este estudio se observa un aumento exponencial de los cuerpos grasos al inicio de la metamorfosis y
una disminucion abrupta al finalizar. Esto se explica mediante el consumo de las reservas almacenadas
en los cuerpos grasos. Ademas de esto, se han reportado asimetrias de izquierda a derecha en el inicio
de la formacion de los cuerpos grasos, como es el caso de Physalaemus santafesinus (Gémez et al.
2019). Esto es similar a lo observado en Scinax nasicus, donde el desarrollo de los cuerpos grasos,
mostré una asimetria izquierda-derecha. En el E. 26, el cuerpo graso izquierdo se observé como una

estructura conspicua con proyecciones digitiformes bien definidas, que crecieron progresivamente en los
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estadios subsiguientes, particularmente, durante el climax metamorfico. El cuerpo graso derecho recién
fue visible a partir del E. 35, verificandose un escaso crecimiento en los estadios subsiguientes. Esto
pone de manifiesto un desarrollo heterocrénico entre el cuerpo graso izquierdo y derecho que explica las
diferencias en tamafio registradas, entre ambos, durante el periodo prometamdrfico y metamoérfico. Por
otra parte, si bien el tamafio del cuerpo graso derecho no varié significativamente en el periodo post
metamaorfico con respecto a los periodos previos, el cuerpo graso izquierdo, mostré una significativa
disminucién en tamafio. Esto podria relacionarse con la fisiologia de los cuerpos grasos durante el juvenil
los cuales estan implicados en un constante consumo al finalizar la metamorfosis (Wright et al. 2011).

Sin embargo no poseemos datos que permitan explicar esta informacion.

En resumen, este estudio proporciona una vision detallada de la morfogénesis gonadal en Scinax
nasicus, abarcando sus periodos larval, juvenil y adulto. A través de la secuenciacion de eventos clave
en la diferenciacién de ovarios y testiculos, asi como de la exploracion de la ontogenia de los cuerpos
grasos, se ha logrado identificar variaciones en la tasa de desarrollo gonadal entre machos y hembras.
Se registraron, tanto para machos como para hembras, asimetria y heterocronia en el desarrollo de los
cuerpos grasos izquierdo y derecho. Esta informacién, contribuye a ampliar los conocimientos de los
patrones de desarrollo gonadal en anuros y aporta informacidn de base para otros estudios que aborden
aspectos y caracteristicas de la reproduccién en esta especie, como por ejemplo la edad de madurez
sexual y la dindmica de los cuerpos grasos, durante el periodo reproductivo. Asimismo, pone de
manifiesto la relevancia de profundizar estos estudios en otras especies de la region con distintos
patrones morfogenéticos.

CONSIDERACIONES FINALES

v/ Scinax nasicus presenta un desarrollo gonadal de tipo diferenciado con diferencias en la tasa de
desarrollo gonadal, entre machos y hembras.

v' Las hembras presentan una tasa de desarrollo ovarica acelerada y presentan foliculos en

distintos estadios de la previtelogénesis al final de la metamorfosis.

v" Los machos presentan una tasa de desarrollo testicular basica y presentan tibulos seminiferos
con cistos de espermatogonias al final de la metamorfosis.

v' Los cuerpos grasos presentan un desarrollo heterocrénico, con asimetria izquierda-derecha.

v' En el periodo juvenil el ovario, mantiene su dindmica de crecimiento folicular, mientras que en el

testiculo se registra escasa actividad espermatogénica.

v" En las hembras adultas, se registra actividad vitelogénica, mientras que en los machos adultos,
actividad espermatogénica avanzada, caracteristicas que se corresponden con la actividad
reproductiva de los ejemplares, propia de la época en la cual fueron colectados.
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ANEXO |

Referencias de los esquemas presentados de tablas y figuras. llustracion: Vaca D. Ayelen.
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