CAMBIOS ESTRUCTURALES EN EL OVOCITO DE BUFO
ARENARUM DURANTE LA FECUNDACION @

Por Fraxcisco D. Bareerr v Axa E. SCHUGURENSKY

SUMMARY

Structural changes in Bufo arenorum eggs during fertilization.— The morphological organization
of the mature oocyte of the toad Bufo arenarum is described. Some aspeets of the
activation process, such as the pellicular reaction, the emission of the second polar
body, the rotation of orientation and the rotation of fertilization were studied and
some observations on sperm penetration were made.

Desde hace algunos afios, los huevos de Bufo arenarum Hensel son
frecuentemente empleados para estudios de tipo experimental y biogui-
mico. Teniendo en cuenta que algunos de los problemas que se estudian
sobre este material tienen relacién con la fecundacién, se ha juzgado
conveniente estudiar algunas de las particularidades mas importantes
de este proceso desde el punto de vista morfolégico. Nuestras observacio-
nes serén cotejadas principalmente con las recogidas por Ancel y Vin-
temberger (1948) en huevos de Rana fusca, por tratarse de las mds
completas entre las efectuadas sobre huevos de Anfibios Anuros.

. - . . .- »
En primer término consideraremos la organizacién estructural del
ovoeito maduro tal como se presenta al ser depuesto, para analizar, en
segundo término, las modificaciones que sufre como consecuencia de la

fecundacién. Finalmente agregaremos algunas observaciones sobre la pe-
netracién del espermatozoide.

(1) Trabajo parcialmente costeado mediante subsidios del Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas (R. Argentina).
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Todos los ejemplares de Bufo arenarum empleados en el presente tra-
bajo fueron recolectados en los alrededores de San Miguel de Tucumén.

Los ovocitos maduros se consiguieron por tratamiento con hipéfisis
homélogas conservadas seglin Pisané (1965) y la fecundacién se efectud
siempre in vitro manteniéndose los huevos a 18°C. Las observaciones se
practicaron sobre material fresco o previamente fijado. Como fijadores
se emplearon el formol al 4-10 % (en frio, a temperatura ambiente y en
caliente) y la solucién de Ancel y Vintemberger (1948).

Los ovocitos fijados fueron estudiados al microscopio estereosedpico
directamente, o bien después de ser seccionados siguiendo distintos pla-
nos. Ademds, numerosos ejemplares fueron incluidos en parafina y cor-
tados en secciones seriadas eon mierétomo. Estas preparaciones histolégi-
cas fueron coloreadas con hematoxilina o tratadas con la reaccién de
Feulgen para la evidenciacién del material nuclear.

REsSULTADOS
La organizacion morfolégica antes de la fecundacion

Los ovocitos depuestos de Bufo arenarwm, como en otras especies,
estan rodeados por un doble sistema de involueros. En contacto directo
con su superficie se encuentra una membrana anhista para la que man-
tendremos la designacién de membrana vitelina (“corion”, segin los
autores de lengua franeesa (Gallien, 1958) (fig. 2). Esta membrana,
a su vez, estd recubierta por un material gelatinoso segregado por la

mucosa del ovidueto, el que es emitido en forma de un largo cordén
conteniendo a los ovoeitos.

Como la morfologia de los ovocitos de una misma deposicién es
relativamente uniforme, toda vez que nos refiramos a la frecuencia con

que se da un determinado eariecter, aludiremos a muestras pertenecien-
tes a deposiciones diferentes.

El ovocito de B. arenarum es una esfera casi perfecta cuyo didmetro
oscila alrededor de 1,5 mm. La superficie estd parcialmente cubierta por
un pigmento de tipo melénico cuyo color, generalmente pardo oscuro,
puede variar desde el pardo-verdoso al pardo rojizo, evidenciando su
vaturaleza heterogénea. El pigmento esta dispuesto de tal manera que
permite reconocer dos hemisferios, uno méis oseuro ¥y otro mas elaro,
clésicamente reconocidos ecomo polos animal v vegetative. La extensién
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diatamente por debajo del polo animal el citoplasma es de color muy
claro, casi blanco, debido al muy escaso néimero de granulos de pigmento
que contiene. Aqui se encuentran las plaquetas de menor tamafio cuyos
contornos son ovoideos (fig. 1, v.b.). En el polo opuesto, en cambio, el
citoplasma es de color ligeramente amarillento y aparece dispuesto como
una ctipula con la concavidad hacia el polo animal (v.c.). Las plaquetas
de esta zona, las de mayores dimensiones, son de contornos poligonales
redondeados. El pigmento es escaso, pero algo méas abundante que en la
zona precedentemente descrita. Finalmente, entre estas dos regiones y
ocupando la concavidad de la ctipula de vitelo, se observa una masa
central de color gris relativamente oscuro, que a pesar de su color dis-
tinto corresponderia topograficamente al wvitelo pardo ceniral de Roux
(v.c.). Las plaquetas son aqui de talla mediana y se hallan acompafnadas
por numerosos granulos de pigmento (la mayor densidad después de la
corteza).

Las reacciones de activacion

Caundo el ovocito es penetrado por el espermatozoide, se sucede una
serie de cambios morfolégicos que anteceden a la primera mitosis de
segmentacién y que se refinen convencionalmente bajo la denominacion
de “activacién”. Siguiendo a Ancel y Vintemberger (1948), deseribire-
mos este proceso en tres etapas:

1. Primera reaccién pelicular de activacion. Entre las modificaciones
comprendidas bajo esta denominacién, la més aparente es la desaparicion
de la mancha polar superior, lo que ocurre unos 10 minutos después de
12 inseminacién. Aunque de apreciacién menos notable, también pudieron
observarse breves desplazamientos del infundibulo de maduracién asi
como variaciones reversibles en el didmetro de su abertura superficial.
Lo que no pudo notarse de manera clara, por lo menos en las muestras
estudiadas, fue el desplazamiento de los limites del casquete pigmentado
hacia el polo animal. Sin embargo, la superficie del huevo muestra cam-
bios bastante constantes: primero la formacién de finos pliegues que le
dan un aspecto crispado y luego un aumento de su tensién, como si se
acrecentase la turgencia del huevo.

2. Expulsién del segundo polocito y rotacion de orientacién. La rota-
ci6n de orientacién tiene Iugar cuando el huevo puede girar libremente
dentro del espacio perivitelino. En razén de que su centro de gravedad
se halla més préximo al polo vegetativo, al término de este movimiento
<l eje de simetria coincide con la vertical, quedando el polo animal hacia

Cambios estructurales en el ovocite de Bufo arenarum Limina I

1
1. Corte esquemftico de un ovocito maduro. P.A.: polo animal: P.V.: polo ve-
getativo; e.p.: campo polar; p.c.: pigmento cortical; v.b.: citoplasma con pla-

guetas pequefas y muy escaso pigmento; v.c.: vitelo central, con plaguetas me-
dianas v granulos de pigmento; c.v.: ctpula vitalina.




2 Cuadrante correspondiente al polo animal en el que se aprecia el rastro de pe-

netracion del espermatozoide v el aplastamiento del polo animal que determina un

Aumento del espacio perivitelino (senalado). — 3. Seccién aproximadamente me-

diana de un huevo al concluir la rotacién de fecundacion. El punto de origen del

1astro espermditico se ha desplazado hacia el polo vegetativo (parte inferior de
la. figura) como resultado del desplazamiento de la corteza
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arriba y el polo vegetativo hacia abajo. Esta rotacién se inicia alrededor
de los 30 minutos después de la inseminacién y se completa en unos 15
minutos, es decir que cronolégicamente semeja més el caso de Rana fusca
que el de Bufo vulgaris (Ancel y Vintemberger, 1948).

Mientras tiene lugar la rotacién de orientacién es emitido el segundo
polocito por el infundibulo de maduracién. Este polocito, a diferencia
del primero, pudo ser visto superficialmente en los huevos de B. arenarum.

La acumulacién de liquido en el espacio perivitelino parece aconte-
cer al mismo tiempo que la Totacién, como ha sido también observado en
B. vulgaris (Ancel y Vintemberger, 1948). Al término de la rotacién el
aplastamiento del polo animal es muy pronunciado (fig. 2); el espacio
perivitelino, més amplio en esa zona, aparece ocupado por un liquido
ligeramente turbio.

3. Rotacién de fecundacién. Consistiria en un desplazamiento de la
corteza del huevo con respecto a la masa subyacente (Ancel y Vintem-
berger, 1948). Mientras en un sector del huevo, como consecuencia de
cse desplazamiento, el pigmento cortical desciende hacia el polo vegetati-
vo, en la antipoda se aleja del mismo dejando un rastro de pigmento
miés claro que, en los huevos de algunas especies, toma el aspecto de una
“medialuna gris”. Estos movimientos, probablemente mds complejos que
lo imaginado inicialmente (L&vtrup, 1965), establecen la fijacion del
plano de simetrfa bilateral, sefialando la medialuna gris la regién dorsal
del futuro embrién. Tanto por la observacién de los huevos in tolo como
por el examen de los especimenes seccionados, hemos podido reconocer
este movimiento de la corteza en los huevos de B. arenarum. Hemos con-
seguido establecer, ademés, que la amplitud del corrimiento es del orden
de los 30° lo que parece ser una caracteristica de los huevos de Anuros
(Clavert, 1962). Sin embargo, en los huevos de B. arenarum no se forma
una medialuna tipica como en los de R. fusca o de Discoglossus pictus.
En los huevos de muchas deposiciones sélo llega a distinguirse la forma-
¢ién de una banda grisicea de limites irregulares y, algunas veces, de
aspecto estriado (lo que indicarfa el corrimiento de la corteza pigmenta-
da). No hemos podido observar la concentracién de pigmento sefialada
por Del Conte y Sirlin (1951) sobre el limite entre esta “medialuna
2ris” y el polo vegetativo.

Penetracion del espermatozoide

_Los espermatozoides de B. aremarum atraviesan las capas de gelatina
que rodean a los ovocitos en forma relativamente rdpida. En base a nues-
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tras determinacicnes in vivo, a 18°C, bastan de 3 a 5 minutos para que
aleancen la membrana vitelina, tiempo idéntico al sefialado para B. len-
tiginosus (King, 1901). Segin ha side mostrado en un trabajo precedente,
esta penetracién estaria condicionada por factores quimicos del tipo de
las “fertilisinas” (Barbieri y Villeceo, 1966).

La entrada en el ovocito tiene lugar entre el polo animal y el ecuador.
E] espermatozoide, en su travesia por el interior del huevo, deja un ras-
tre bien marcado, con acodamientos sobre el plano meridiano, que en la
interpretaciéon de Ancel y Vintemberger (1948), serian debidos a la ro-
tacién de fecundacion (fig. 3).

Agradecemos al Dr. Armando Pisané la realizacién de las fotomicrografias.
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