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Resumen

Se realizé un estudio histoldgico detallado de los testisacos y espermatogénesis de He-
lobdella michaelseni. El sistema reproductor masculino esta constituido por siete pares
de testisacos esféricos localizados entre los somitos XIII/XIV a XIX/XX. Los espermiduc-
tos alcanzan los somitos XVII/ XVIII o XIX/XX. Atrio en forma de huso. Poro masculino
localizado en el segmento XIl a,/a,. La espermatogénesis se produce en el interior de
sacos celomicos llenos de fluido. Cada testisaco esta tapizado por mesotelio. En su in-
terior las células germinales permanecen unidas por el citéforo y desarrollan poliplastos
germinales. Los espermatozoides maduros son liberados a la luz de los testisacos con
posterioridad a la reabsorcion del citéforo. Se describieron cinco estadios durante la es-
permatogénesis teniendo en cuenta la maduracién de los elementos germinales y los
cambios en el citéforo.
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Abstract

A detailed preliminary histological analysis of Helobdella michaelseni Blanchard 1900 tes-
tisacs is described. The male reproductive system is composed of seven pairs of spherical
testisacs found intersegmentally from somites XIII/XIV to somites XIX/XX. Spermiducts
reach the back of somites XVII/ XVIII or XIX/XX. Spindle form atria. Male pore at somite
XIl al/a,. The spermatogenesis occurs in the lumen of fluid-filled coelomic sacs. Each
testisacs is clothed by mesotelium. Inside it, the germinal cells are connected to the cyto-
phore and develop functional units called polyplasts. The spermatozoo are released into
testisacs after the cytophore reabsorption. Five stages of spermatogenesis are described
taking into account the successive maturation stages of germinal cells and the changes
in the cytophore.
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Introduccion

Helobdella michelseni Blanchard 1900
es una sanguijucla ampliamente dis-
tribuida en ambientes Iénticos y 16ti-
cos de la Republica Argentina, Brasil,
Chile, Uruguay Paraguay y Peru.
Segun Ringuelet (1944), habita fondos
limosos y es frecuente en ambientes
contaminados. Se la encuentra bajo
piedras, en el fango, bajo hojas putre-
factas y entre las raices de hidrofitas.
Varios autores han estudiado en detalle
la espermatogénesis y estructura tes-
ticular de hirudineos Rhyncobdellida:
Damas (1965, 1966, 1968a, 1968b);
Malecha (1975); Martinez Alos y Gar-
cia Corrales (1988); Fernandez et al.
(1992) y Gullo (1995, 2004).

Segtin Hess (1998), la espermatogé-
nesis es aquel proceso bioldgico por el
cual las células germinales se transfor-
man gradualmente en espermatozoides
y puede ser dividida en tres fases: pro-
liferacion, meiosis y diferenciacion.
Cada una de estas ctapas esta asociada
con tipos especificos de células germi-
nales: espermatogonias, espermatoci-
tos y espermatides respectivamente.
Los hirudineos poseen un herma-
froditismo protandrico y secuencial.
La fase de proliferacion esta caracteri-
zada por la presencia de espermatogo-
nias que se dividen por mitosis para
originar una unidad clonal (grupo de
células germinales de desarrollo sin-
crénico que permanecen unidas de-
bido a una incompleta citocinesis a
un citéforo anucleado central). Esta
unidad clonal constituye un grupo
isogénico o poliplasto germinal (Fer-
nandez et al., 1992). Durante la meio-
sis los espermatocitos se dividen por
lo que aumenta considerablemente el
nimero de células, y durante la dife-
renciacion los niicleos se tornan elipti-
cos. La espermatogénesis culmina con
la liberacion de los espermatozoides a
la luz del testisaco.

El objetivo de este trabajo es describir
la estructura de los testisacos de H.
michaelseni'y caracterizar las distintas
etapas observadas durante el proce-
so de espermatogénesis teniendo en
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cuenta la maduracion de los elemen-
tos germinales y los cambios en el as-
pecto y volumen del citéforo.

Material y métodos

El material motivo de este estudio
proviene de muestreos realizados du-
rante los meses de febrero, marzo y
abril de 2004 en un ambiente léntico de
caracter temporal ubicado en la locali-
dad de Dolores (Provincia de Buenos
Aires) en el Km 15 Ruta Provincial 63
(coordenadas: 36 °18” 557 S, 57° 32’
12” O). En cada muestreo se obtuvi-
eron cuatro muestras representativas
utilizando un cuadrado de 900cm? de
area y 0,5mm de abertura de malla
con el cual se recogieron muestras de
la carpeta vegetal. La vegetacion es-
tuvo constituida por Spirodella inter-
media Koch, Wolffiella oblonga (Phil)
Hegelmaier, Lemna sp (Lemnaceae)
y Azolla filiculoides, Lamarck (Azol-
laceae). En el laboratorio se realizo el
lavado de la vegetacion empleando un
tamiz de 200pm. EI peso humedo de
los ejemplares se obtuvo utilizando
una balanza analitica Ohaus con una
precision de 0,1mg. La talla nuclear
y citoplasmatica se determind midi-
endo con un ocular micrométrico con-
siderando el didmetro menor de las
células cuya seccion pasa por el nu-
cleo. Para el examen microanatomico
fueron procesados un total de 50 es-
pecimenes comprendiendo un amplio
espectros de pesos (2 a 10mg).

Los ejemplares de Helobdella micha-
elseni fueron fijados en Carnoy 6:3:1
(60cc alcohol absoluto, 30cc clorofor-
mo'y 10cc acido acético glaciar), Gabe
(1968) e incluidos en Paraplast. Para
realizar la evaluacion microanatomica
se obtuvieron secciones histoldgicas
seriadas de 10um que fueron tefiidas
con Hematoxilina de Meyer y Eosina.

Resultados

Helobdella michaelseni posee siete
pares de testisacos localizados entre
los somitos XIII/XIV a XIX/XX.

Los testisacos se hallan delimitados
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por un epitelio celomico formado por
células planas de tipo mesotelial que
forman una capa continua. Dichas
células se apoyan sobre una mem-
brana basal que las separa del tejido
conjuntivo circundante. El citoplasma
es acidofilo, el nicleo es oval y su ta-
lla varia segun el grado de dilatacion
de los sacos testiculares conforme
avanza el proceso de espermatogéne-
sis (talla nuclear 9,73+1,73um; n=25).
El embudo testicular (Figura 1A)
comunica cada testisaco con el con-
ducto eferente y presenta un epitelio
cubico cuyas células poseen nucleo
esférico (talla nuclear 5,16+0,31 umy
citoplasmatica 7,52+0,17, n=25) y se
hallan provistas de cilios.

Las espermatogonias de cada unidad
clonal presentan un nucleo esférico
cuya talla es de 6,15+ 0,8um (n=25).
La cromatina es de disposicion peri-
nuclear y esta adosada a la carioteca.
Los espermatocitos primarios se ca-
racterizan por presentar nucleos con
cromatina condensada. Dicha con-
densacion indica que los esperma-
tocitos se encuentran en la etapa de
zigotene o paquitene correspondiente
a la profase de la primera division
meiotica (Figuras 1B y 1C). Su talla
nuclear es de 4,65+0,48um, (n=25).
Se han observado asimismo esperma-
tocitos primarios en diacinesis (Figu-
ra 1C) y espermatocitos en metafase
(Figura 1D).

Al completar la segunda division
meidtica comienza el proceso de dife-
renciacion (espermiogénesis) que cul-
mina con la formacion de los esper-
matozoides. Durante el proceso el
nicleo adopta una forma eliptica
caracteristica de las espermatides
(Figura 1E). La talla nuclear es de
2,484+0,05um (n=25). Esta etapa cul-
mina con la formacion del flagelo.
La talla de los espermatozoides es de
1,0940,12pm (n=25). Se reconocen
tres regiones: una anterior y posterior
eosinofilas que corresponden al acro-
soma y flagelo respectivamente y una
media basoéfila que corresponde al ni-
cleo (Figuras 2A y 2B).

La espermatogénesis se dividio en
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Figura 1. Helobdella michaelseni: (A) Corte transversal del testisaco; (B) y (C) Etapa |l de la espermatogénesis con espermatocitos en
profase de la primera division meiética; (D) Etapa Il: espermatocitos primarios en metafase; (E) Etapa lll: espermatides en la luz del
testisaco. Obsérvese el aspecto granular del citéforo y el incremento de su talla al progresar la espermatogénesis. Célula mesotelial
(m); embudo testicular (em); citéforo (c); espermatogonias (eg); espermatocitos en metafase (ec), espermatocitos en paquitene (ezp);
espermatocitos en diacinesis (ecd); espermatides (et); espermatozoides (ez). Escala 50um.

Figure 1. Helobdella michaelseni: (A) Cross section of testisac; (B) y (C) Stage Il of spermatogenesis with spermatocyte in prophase of
the first meiotic division; (D) Stage Il metaphase of primary spermatocytes; (E) Stage Ill spermatids in the lumen of testisacs. Look at the
granular appearence of the cytophore and its size increasing as the spermatogenesis progresses. Mesotelial cells (m); testicular funnel
(em); cytophore (c); spermatogonias (eg); metaphase of spermatocytes (ec), pachytene of spermatocytes (ezp); diakinesis of spermato-
cytes (ecd); spermatids (et); spermatozoo (ez). Escala 50um.

Figura 2. Helobdella michaelseni: (A) Etapa IV: citéforo antes y después de la reabsorcién directa (autdlisis); (B) Etapa IV: citéforo en
autdlisis con espermatozoides unidos al mismo; (C) Etapa V: testisaco postpuesta con procesos de reabsorcion reaccional. Nétese los
cambios del citéforo al culminar la espermatogénesis. Espermatogonias (eg); citdforo (c); embudo testicular (em); espermatozoides (ez);
fagocitos (fa); autolisis (au); espermatides (et): Escala 50um.

Figura 2. Helobdella michaelseni: (A) Stage IV: cytophore before and after the direct reabsorption (autolysis); (B) Stage IV: cytophore
autolysis process and spermatozoo connected to it; (C) Stage V: after spawn testisacs with reactional reabsorption process. Take notice
of the cytophore changes at spermatogenesis end. Spermatogonias (eg); cytophore (c); testicular funnel (em); spermatozoo (ez); phago-
cytes (fa); autolysis (au); spermatids (et): Escala 50um.
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Figura 3. Helobdella michaelseni: (A) y (B); Etapa V: Testisaco con espermatozoides unidos al citéforo y libres en la luz testicular; (C) Etapa
V: testisaco post-puesta con citéforo en reabsorcion. Nétese la presencia de fagocitos al culminar los procesos de reabsorcion directa.
Espermatogonias (eg); citéforo (c); espermatocitos en paquitene (ezp) espermatozoides (ez); fagocitos (fa); autdlisis (au). Escala 50um.

Figura 3. Helobdella michaelseni: (A) y (B); Stage V: The testisacs shows some spermatozoo connected to cytophore and others free
in its lumen; (C) Stage V: after spawn testisacs with reabsorption of the cytophore. The photo shows the presence of phagocytes at the
end of direct reabsoption. Spermatogonias (eg); cytophore (c); pachytene of spermatocytes (ezp); spermatozoo (ez); phagocytes (fa);

autolysis (au). Escala 50um.

cinco etapas teniendo en cuenta la ma-
duracién de los elementos germinales
y los cambios en el aspecto y volumen
del citoéforo. Al inicio de la esperma-
togénesis el diametro del citoforo es
menor a 10um y se observan elemen-
tos inmaduros en division. A medida
que progresa la espermatogénesis se
produce un incremento gradual de su
talla y cuando se inician los procesos
de reabsorcion, alcanza un diametro
de 50pm.

Etapa I: se caracteriza por la proli-
feracion de elementos goniales. Las
espermatogonias se dividen mitdti-
camente constituyendo poliplastos
germinales. Las espermatogonias per-
manecen unidas al citéforo central
que presenta un aspecto granular y no
es muy voluminoso.

Etapa II: los espermatocitos ini-
cian la profase de la primera division
meidtica. Sus caracteristicas nucleares
corresponden a las etapas de zigotene,
paquitene y diacinesis. Por la division
de los elementos germinales, el citd-
foro incrementa su volumen, tornan-
dose mas granular. En esta ctapa,
asimismo, se pueden observar esper-
matocitos con sus cromosomas en
metafase o anafase (Figuras 1By 1C).
Etapa III: se diferencia de la etapa
precedente por la presencia de esper-
matides como los elementos mas ma-
duros del testisaco. En el inicio de esta
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etapa, los nucleos de las espermatides
se observan elipticos y la etapa culmina
con el esbozo flagelar. El volumen del
citoforo se estabiliza. Alin no se ob-
servan procesos autoliticos (Figura 1E).
Etapa IV: finaliza la espermiogénesis
y los espermatozoides se liberan a la
luz de los testisacos. Al comienzo de
esta etapa los espermatozoides per-
manecen unidos al citéforo (Figuras
3A 'y 3B). Posteriormente, el citoéforo
experimenta un proceso de reabsor-
cion que tiene lugar en dos etapas.
Durante la primera (fase directa) se
observan cuerpos acidofilos como
consecuencia de los procesos de au-
tolisis (Figuras 2A y 2B). En la se-
gunda (fase reaccional) los remanentes
de citéforo son reabsorbidos por los
fagocitos configurando la reabsorcion
reaccional (Figura 2C). Los fagocitos
son células de nucleo esférico basodfilo
y citoplasma con granulaciones eo-
sindfilas (talla nuclear 10,07+£2,53um
y citoplasmatica de 17,8+2,08um).
Los procesos de reabsorcion directa
y reaccional pueden también afectar
a los elementos germinales no viables
originados durante las sucesivas eta-
pas de la espermatogénesis.

Etapa V: se desarrolla con posteri-
oridad a la puesta. La espermatogéne-
sis contintia pero sin llegar a formar
nuevos espermatozoides ya que los
nuevos poliplastos germinales son
reabsorbidos por accion de los fagoci-
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tos, de manera que no es posible la
restauracion gonadal (Figura 3C).

Conclusiones
y discusion

Durante la espermatogénesis de
Helobdella michaelseni no se observo
la formacion de espermatogonias a
partir del epitelio del testisaco. La
presencia de espermatogonias en in-
dividuos recién eclosionados permite
sugerir un origen temprano a partir
del cordon germinal primordial como
sugiere Van Damme (1974) para Er-
pobdella octoculata, Bonnet y Mo-
linas (1988) para Helobdella stag-
nalis, Fernandez et al. (1992) para
Haementeria depressa 'y Gullo (1995,
2004) para H. triserialis y H. hyalina.
Con excepcion de Glossiphonia com-
planata (Damas, 1968b), Placobdella
costata (O’Donovan 'y Abraham,
1987) y H. stagnalis (Martinez Alds
y Garcia Corrales, 1988) en ninguna
otra especie se habia descripto la for-
macion de elementos germinales por
desdiferenciacion de otras células es-
pecializadas.

Los cambios en el aspecto y volu-
men del citéforo observados en H.
michaelseni han sido descriptos en
otras especies: G. complanata (Da-
mas, 1968b), Dina lineata (Bonnet y
Molinas, 1988), H. stagnalis (Martin-
ez Alés y Garcia Corrales, 1988), H.
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triserialis y H. hyalina (Gullo, 1995,
2004) y estan vinculados a la madu-
racion de los elementos germinales.
A medida que se suceden las divi-
siones nucleares, el volumen de los
nucleos disminuye incrementandose
el volumen del citoforo y tornandose
mas granular. Segiin Fernandez et al.
(1992), el citéforo contiene numero-
sas organelas y su funcion es sincroni-
zar la proliferacion y diferenciacion
de los elementos germinales.

Los procesos de reabsorcion del citoforo
en Helobdella michaelseni comprenden
dos fases: durante la primera (fase di-
recta) se observaron cuerpos acidofilos
fruto de autolisis, y los espermatozoides
quedan libres en la luz de los testisacos.
En la segunda (fase reaccional) los re-
manentes de citoforo son reabsorbidos
por los fagocitos configurando la reab-
sorcion reaccional. Estas observaciones
fueron realizadas también en H trise-
rialis y H hyalina (Gullo, 1995, 2004).
A excepcion de las tres especies citadas
no se han descripto procesos de reabsor-
cién directa en otras especies de hirudi-
neos. Por el contrario, varios autores
(Bonnet y Molinas, 1988; Martinez
Alds y Garcia Corrales, 1988; Fernan-
dez et al., 1992) reconocen la funcion
macrofagica de los fagocitos en la re-
mocion de los remanentes de citoforo.
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