Z,00L0GIiA Doi: https://dx.doi.org/10.1544 6/caldasia.v39n2.64967
http://www.revistas.unal.edu.co/index.php/cal Caldasia 39(2):247-259.2017

Estructura ovarica y dinamica folicular
de Liolaemus azarai (Squamata: Liolaemidae)

Ovarian structure and follicular dynamics
of Liolaemus azarai (Squamata: Liolaemidae)

MARiA BELEN ARRIETA

Universidad Nacional del Nordeste, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura.
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Tecnologicas (CONICET). Avenida Libertad 5470.
Corrientes, Argentina. belenarrieta@hotmail.com.

MaRriA TERESA SANDOVA, BLANCA BEATRIZ ALVAREZ
Universidad Nacional del Nordeste, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura. Avenida
Libertad 5470. Corrientes, Argentina. tetesandoval@hotmail.com, alvarezblancabeatriz@yahoo.com.ar

RESUMEN

El estudio de la estructura ovarica y sus variaciones estacionales resulta fundamental para
interpretar las estrategias reproductivas de los reptiles. Se analizé la morfologia e histologia
del ovario de Liolaemus azarai a fin de caracterizar sus cambios y ofrecer informacion
para determinar su ciclo reproductivo. Se registrd, un nido germinal por ovario, con
ovogonias y ovocitos primarios lo que evidencia que la capacidad proliferativa de la linea
germinal se mantiene en el estado adulto. Durante la previtelogénesis, en todas las hembras
capturadas, se verifico un incremento de hasta 30 veces el tamafio del ovocito debido al
aumento del contenido citoplasmatico, distinguiéndose una capa folicular con tres tipos
celulares. La vitelogénesis se caracterizd por la incorporacion del vitelo al ovocito y por
las modificaciones que suftio el epitelio folicular, el cual quedé formado por células planas,
esta etapa se observo en septiembre, octubre, noviembre y diciembre. Se observaron cuerpos
luteos en estado avanzado del desarrollo, en octubre y en diciembre, coincidiendo con el
grado de desarrollo embrionario intrauterino. Foliculos atresicos se observaron en octubre
y diciembre. La atresia temprana se evidencié fagocitosis del ovocito, abundantes células
foliculares e invasion de células sanguineas, mientras que en estados de atresia avanzada se
observo la presencia de células autofagicas. Los resultados constituyen el primer aporte al
conocimiento de la dindmica folicular de L. azarai y serviran como base para interpretar el
ciclo reproductivo y desarrollo embrionario aun desconocidos para la especie.

Palabras clave. Atresia, cuerpos luteos, foliculos, lagartija, ovario.

ABSTRACT

The knowledge of ovarian morphology and its seasonal variations is essential to interpret the
reproductive strategies of reptiles. The ovarian morphology and histology of Liolaemus azarai,
was analyzed in order to characterize its changes and to provide information to determine
their reproductive cycle. One germinal bed per ovary with oogonia and primary oocytes, it
demonstrates that the proliferative activity of the germ line is maintained in adult. During
previtellogenic stages, all of the females captured, the oocyte grows near 30 times due to increase
of cytoplasmic contents, and follicular layer with three types of cells develops. The vitellogenic
stages are characterized by the incorporation of the yolk platelets and important modifications
in the follicular epithelium, is organized in a layer of flats cells, this time were observed in
September, October, November and December. The corpora lutea was observed in an advanced
stage of development, in October and December, according to the degree of intrauterine
embryonic development. The atretic follicles were observed in October and December. The
early atretic showed oocyte phagocytosis, abundant follicular cells and invation of blood cells;
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the advanced atretic follicles were characterized by autophagic cells. These results are the first
contribution to the knowledge of follicular dynamics of L. azarai, and will be useful for to
interpret the unknown reproductive cycle and embryonic developmental of this specie.

Key words. Atresia, corpora lutea, follicles, lizard, ovary.

INTRODUCCION

El estudio de la estructura ovarica y sus
variaciones estacionales resulta fundamental
para interpretar las caracteristicas del ciclo
reproductivo de una especie. La dindmica
ovarica comprende distintos eventos como
proliferacion de ovogonias, foliculogénesis,
crecimiento  folicular, maduracién del
ovocito (previtelogénesis y vitelogénesis),
atresia folicular, ovulacion, y formacion del
cuerpo luteo (Palmer et al. 1997). Dichos
eventos implican cambios anatdmicos e
histologicos, verificables por aumento de
tamaiio de los foliculos y modificaciones del
epitelio folicular, entre otras, a lo largo del
ciclo reproductivo.

Entre los reptiles existen marcadas
diferencias en la morfologia folicular.
En Testudines y Crocodilia el epitelio
folicular es ctbico simple (Callebaut et al.

ciclos anuales, bianuales o trienales,
estacionales o continuos, sincrénico o
asincronicos entre sexos, con formas
sexuales y partenogenéticas, con desarrollo
oviparo o viviparo (Ibargiiengoytia 2008).
Esta particularidad ha impulsado a Schulte
et al. (2000) a proponer al género como un
excelente modelo para analizar la evolucion
de los patrones reproductivos. Liolaemus
azarai Avila, 2003 es una lagartija de
pequeio tamafio cuya longitud hocico
cloaca maxima es de 48,7 y 54,3 mm, para
adultos hembras y machos, respectivamente.
Presenta dimorfismo sexual en coloracion
y tamafo. Tiene desarrollo oviparo y
fecundidad de hasta cuatro huevos (Avila
2003). Esta especie tiene una distribucion
restringida. Ha sido citada para Isla Yacireta
(Departamento  Itapua), San Sebastian
(Departamento Neembucti) y Yabebyry
(Departamento Misiones) en Paraguay
(Zaracho et al. 2017) y para Isla Apipé

1997, Romero De Pérez et al. 1999, Uribe
y Guillette 2000, Calderon et al. 2004),
mientras que en Squamata es polimoérfico
estratificado (Uribe et al. 1995, 2010) con
variaciones a lo largo del ciclo reproductivo.

De todos los reptiles, el grupo de los
escamados es el que presenta mayor variedad
de modelos reproductivos (Ibargiiengoytia
2008), por lo que los conocimientos que
puedan generarse acerca de la morfologia
y dinamica ovdrica tienen gran relevancia
ya que aportan informacion de base para
interpretar la actividad reproductiva.

El género Liolaemus se caracteriza por

presentar una gran variedad de estrategias
reproductivas incluyendo especies con
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(Departamento Ituzaingd), Curuzt Laurel
(Departamento San Miguel) y Concepcion
(Departamento Concepcion), en Corrientes,
Argentina (Alvarez et al. 2003, Zaracho et
al. 2014). Habita en dunas y suelos arenosos
con vegetacion principalmente de Butia
paraguayensis (Barb. Rodr.) L.H. Bailey.
Por sus caracteristicas ecomorfoldgicas y su
distribucion restringida, ha sido categorizada
como Vulnerable (Abdala et al. 2012).
Debido a sus habitos de vida y escasos
registros en colecciones herpetologicas, poco
se conoce de su biologia y particularmente
su reproduccion. En el presente trabajo se
describen los cambios en la morfologia
ovarica de hembras de L. azarai, a fin de
contribuir con informacion de base que
permita interpretar su ciclo reproductivo.




MATERIALES Y METODOS

Obtencion de ejemplares

Se utilizaron 15 hembras adultas de L. azarai
de tamafio igual o superior 35 mm, en etapa
no reproductiva (n: 3) y reproductiva (n:
12) de su ciclo de vida. Las mismas fueron
capturadas en la Isla Apipé Grande (27°29°
Sur, y 56°54° Oeste) en la Departamento
de Ituzaingd, y en Curuz Laurel (27°56’
Sur, y 57°30° Oeste) Departamento de San
Miguel, Corrientes, Argentina, durante el
periodo 2007-2013 abarcando otofio (marzo
y abril) primavera (septiembre, octubre y
noviembre) y verano (diciembre).

La colecta de los ejemplares se realizo
con la correspondiente autorizacion de
Colecta Cientifica, dando cumplimiento
a la disposicion N° 845 de la Direccion
de Recursos Naturales del Ministerio
de Produccion, Trabajo y Turismo de
la provincia de Corrientes, Argentina.
Los ejemplares fueron sacrificados por
sobredosis de Carticaina-L-adrenalina,
siguiendo las recomendaciones propuestas
por The Herpetological Animal Care and
Use Committee (American Society of
Ichthyologists and Herpetologists) (Beaupre
et al. 2004). Posteriormente fueron fijados
en solucion de Bouin por 12 horas y lavados
en alcohol 70 %. Se midi6 la Longitud
Hocico Cloaca (LHC) de cada ejemplar
analizado con calibrador digital de 0,01 mm
de precision. El analisis macroscopico de los
ovarios se realizd con lupa estereoscopica
Leica ES2 (Wetzlar, Alemania). Se
registraron los didmetros de todos los
foliculos ovaricos observados utilizando
un ocular micrométrico incorporado a
los instrumentos Opticos y un calibrador
digital de 0,01 mm de precision. El ovario
derecho de cada ejemplar fue aislado y
procesado para la obtencion de muestras
histologicas.

Atrrieta et al.

Obtencion de muestras histologicas

Los preparados histologicos se realizaron
de acuerdo al protocolo convencional de
deshidratacion en soluciones crecientes de
alcohol etilico (70, 80, 96 y 100 %), alcohol
butilico 100 %, impregnacion en alcohol
butilico-parafina  (50-50 %) e inclusion
en parafina (100 %). Se realizaron cortes
seriados de 7 pm, con micrétomo rotatorio
tipo Spencer, los cuales fueron montados
y tefiidos con hematoxilina-eosina (H-E) y
PAS. Las muestras se observaron mediante
microscopio optico (MO) Leica DM500 con
camara Leica ICC50HD (Wetzlar, Alemania).
Se utilizd el software LAZ EZ.INK para
la captura de las imagenes y medicion del
diametro de ovogonias, ovocitos y foliculos,
en diferentes estadios, observados. Se realizd la
caracterizacion histologica y la clasificacion de
los estadios de la ovogénesis y foliculogénesis
siguiendo la clasificacion propuesta por Uribe
et al. (1995). Los estadios de los cuerpos
lateos se identificaron a partir de lo descripto
por Martinez-Torres et al. (2003). Los estadios
embrionarios (E.) fueron determinados a partir
de la tabla de Dufaure y Hubert (1961) (D-H).

Los ejemplares analizados se incorporaron a
la Coleccion Herpetologica de la Universidad
Nacional del Nordeste (Corrientes,
Argentina) (UNNEC: 7545, 9656, 9662,
9770, 9773, 10181, 10182, 10364, 11029,
11030, 11031, 11102, 11105, 11201, 11382).

RESULTADOS
Analisis macroscopico del ovario

Las hembras de L. azarai analizadas
midieron en promedio 44,2 + 6,8 mm
de LHC. Presentaron ovarios pares, de
posicion asimétrica, siendo el derecho
mas craneal que el izquierdo. Los ovarios
presentaron contorno irregular debido a
la presencia de foliculos en distintas fases
de crecimiento. A nivel macroscopico se
reconocieron sélo foliculos previtelogénicos
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en hembras en etapa no reproductiva, y
foliculos previtelogénicos, vitelogénicos,
cuerpos luteos y foliculos atrésicos durante
el periodo de actividad reproductiva (Fig.
la). Los foliculos previtelogénicos
(PV) se caracterizaron por su pequefio
tamafio, no mayor a 1,5 mm de diametro,
y su aspecto translucido o coloracion
blanquecina. Los foliculos vitelogénicos
(FV) fueron de tamafio y coloracion
variable segin su etapa de maduracion.
Los FV iniciales alcanzaron hasta 3 mm de
diametro y fueron de color amarillo palido.
Los FV avanzados, cuyo diametro vari6
entre 3,1 y 8,3 mm, tenian color amarillo-
naranja intenso. Los foliculos atrésicos
se reconocieron por su forma irregular y
aspecto translicido. Los cuerpos luteos
tuvieron contorno irregular, coloracion
amarillo-naranja y presencia de una cicatriz
longitudinal correspondiente al estigma.

Analisis histolégico del ovario

El ovario presentd una corteza y una
médula, rodeadas por un epitelio ovarico
superficial plano simple. La médula fue
lacunar con escaso tejido conjuntivo. La
corteza ovarica presentd un nido germinal
y foliculos previtelogénicos en la etapa no
reproductiva de los ejemplares. En la etapa
reproductiva se reconocieron, ademas,
foliculos vitelogénicos, foliculos atrésicos o
cuerpos luteos (Fig. 1b).

Nido germinal

Se observd un nido germinal por ovario
en el epitelio de la cara dorsal del mismo
(Fig. 1c). Estuvo formado por un nimero
variable de ovogonias y ovocitos primarios
en distintas fases de la primera division
meidtica, intercalados con células de soporte
o prefoliculares (Fig. 1d). Las ovogonias (7,4
+ 1,8 um de diametro, n = 10) fueron células
voluminosas claras, con ntcleo de posicion
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central, con cromatina laxa y un nucléolo.
Los ovocitos primarios, se diferenciaron
de las ovogonias por su mayor tamafo
(8,7 £ 1,5 um de diametro, n = 5) y por el
aspecto fibrilar de la cromatina. Las células
de soporte o prefoliculares fueron células
eosindfilas, pequefias, de contorno y nticleo
ovoide con un nucléolo. Se observaron nidos
germinales en todos los ovarios analizados.

Figura 1. Morfologia de sistema reproductor

femenino y secciones histologicas del
ovario de L. azarai. a. Vista general del
sistema reproductor en etapa reproductiva.
b. Seccion histologica del ovario en etapa
reproductiva. ¢. Nido germinal. d. Detalle
de un foliculo primordial en etapas iniciales
de la foliculogénesis. Convenciones: cl:
cuerpo luteo, co: corteza ovarica, cs: células
de soporte, co: epitelio ovarico, fa: foliculo
atrésico, fpri: foliculo primordial, fpv: foliculo
previtelogénico, fv: foliculo vitelogénico,
ng: nido germinal, o: ovogonias, ov: ovocito
primario, ovi: oviducto. Tincion: H-E.

Foliculos previtelogénicos

Los foliculos primordiales (estadio I) (14,9
+ 1,6 um de diametro, n = 4) estuvieron
formados por el ovocito (8,9 £ 1,8 um de
diametro, n = 4) en arresto meiodtico en
fase de diploteno, rodeado por una capa de
células foliculares planas. Se localizaron en
la periferia de la corteza ovarica, adyacentes
a los nidos germinales (Fig. 1d, Fig. 2a).



Los foliculos primarios (estadio II)
presentaron diferencias en cuanto al tamafio
del ovocito y organizacion del epitelio
folicular, diferenciandose en estadio Ila y
IIb. Los foliculos primarios en estadio Ila
presentaron un epitelio folicular simple
de células cubicas (Fig. 2a) y los foliculos
primarios en estadio IIb presentaron una
capa de células foliculares de diametro
variable (Fig. 2b).

Los foliculos previtelogénicos, estadios III
y IV, estuvieron formados por el ovocito
primario en diploteno rodeado por un epitelio
folicular cubico estratificado y por una a dos
capas de células tecales planas. Los foliculos
en estadio III presentaron tamanos variables
entre 54,2 y 247,6 um (n = 12). De acuerdo
con caracteristicas morfologicas del ovocito
y del epitelio folicular se diferenciaron en
dos tipos. El estadio Illa (54,2 a 73,4 um
de diametro), present6 el ovocito (45,3 +
2,8 um de didmetro, n = 9) con ovoplasma
claro y vacuolado, el nucleo fue central con
multiples nucléolos. El epitelio folicular
estuvo formado por células de diferentes
tamafios (Fig. 2¢). El estadio IIIb, el ovocito
(146,7+ 48,8 um de diametro, n=3) presentd
el ovoplasma perinuclear vacuolado y estuvo
rodeado por la membrana vitelina PAS
positiva. El epitelio folicular se organizd
en tres estratos, uno interno formado por
las células pequefias (5,7 + 0,85 um de
diametro, n = 15) levemente eosinofilas y
nucleo con un nucléolo, un estrato medio de
células grandes (10,1 = 0,9 um de diametro,
n = 13), de ovoplasma claro y ntcleo central
voluminoso con varios nucléolos y un estrato
externo de células pequeiias (Fig. 2d).

En el estadio IV el diametro folicular
promedio fue de 413,2 + 5,4 um (n=4). Los
ovocitos presentaron un diametro promedio
de 394,6 £ 56 um (n = 4) y un nucleo de
posicion central con varios nucléolos.
El ovoplasma perinuclear fue irregular
y de aspecto vacuolado mientras que el

Atrrieta et al.

ovoplasma cortical fue homogéneo. El
epitelio folicular estuvo organizado en dos
estratos, uno interno de células pequefias y
uno externo de células grandes piriformes,
de ntcleo voluminoso con un nucléolo
prominente. Estas células contactaron

mediante su extremo ensanchado con la
membrana basal del epitelio folicular, y
con la membrana plasmatica del ovocito
mediante su extremo apical (Figs. 2e-f). Los
foliculos primordiales y previtelogénicos se
observaron en todas las hembras.

= ‘%f 10 um

‘
! 5" - &%
Figura2.Foliculos previtelogénicos de L. azarai.
a. Foliculo primario estadio Ila, b. Foliculos
primarios estadio IIb, c. Foliculo en estadio Illa,
d. Detalle del epitelio folicular de un foliculo
en estadio IIIb. e. Detalle del epitelio folicular
de un foliculo en estadio IV. f. Detalle de las
células piriformes. Obsérvese la prolongacion
de la porcion apical de la célula piriforme
en contacto con la membrana plasmatica del
ovocito (flecha). Convenciones: cp: células
pequetias, cpi: células piriformes, ef: epitelio
folicular, fp: foliculo primario, fpri: foliculo
primordial, fpv: foliculo previtelogénico, ov:
ovocito, t: teca. Tincion H-E.
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Foliculos vitelogénicos

Los foliculos vitelogénicos correspondieron a
los estadios V, VI, VII y VIII. En el estadio V
se observaron pequefos granulos eosindfilos
en el ovoplasma cortical, proximos a la
membrana vitelina, correspondientes a
plaquetas de vitelo. La membrana vitelina fue
delgada, de aspecto homogéneo y refringente
al microscopio de campo claro (Fig. 3a).
La teca estuvo constituida por fibroblastos,
matriz colagena y pequefios vasos sanguineos.

Foliculos en estadio VI (754,7 pum de
didmetro, n = 1), el ovocito (714,9 um
de diametro, n = 1) presentd abundantes
plaquetas vitelinas distribuidas en ovoplasma,
siendo las corticales de menor tamafio que las
localizadas en el ovoplasma central. El epitelio
folicular estuvo formado por una o dos capas
de células cubicas de tamaiio semejante, y no
se observaron células piriformes (Fig. 3b). La
teca fue semejante al estadio anterior.

Foliculos en estadio VII presentaron el
ovocito (1,3538 + 74,3 mm de diametro,
n = 3) con plaquetas vitelinas organizadas
centripetamente de menor a mayor tamafo,
excepto la region cortical que se observaron
como una zona mas clara y homogénea. El
epitelio folicular estuvo formado por células
planas (Fig. 3c). La teca se caracterizd por
presentar varias capas de fibroblastos y
abundantes vasos sanguineos.

Foliculos en el estadio VIII, el ovocito
(3760 um de diametro, n = 1) presentd un
nucleo excéntrico, proximo a la membrana
plasmatica, y ovoplasma completamente
ocupado por plaquetas vitelinas e inclusiones
lipidicas. El epitelio folicular tuvo una capa
de células planas (Fig. 3d). La teca estuvo
muy vascularizada.

Los  foliculos  vitelogénicos  fueron
observados en hembras colectadas durante
los meses de septiembre, octubre, noviembre
y diciembre.
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Figura 3. Foliculos vitelogénicos de L. azarai.
a. Foliculo en estadio V. Obsérvese los granulos
en la region cortical del citoplasma (flecha). b.
Detalle del epitelio folicular de un foliculo en
estadio VI. ¢. Detalle del epitelio folicular de
un foliculo en estadio VII. d. Detalle la region
cortical del ovocito de un foliculo en estadio VIII.
Obsérvese las plaquetas vitelinas. Convenciones:
ef: epitelio folicular, pv: plaquetas vitelinas, t:
teca, vs: vaso sanguineo. Tincion H-E (a., b. y d.)
y tricromica de Gomori (c.).

Cuerpo luteo

Se observaron cuerpos luteos en estadio
I y IV, en dos hembras que poseian
huevos oviductales. Cuerpos luteos en
estadio III (Fig. 4a) presentaron estructura
compacta y contorno irregular. Se observo
una zona interna de células luteinicas de
forma oval y una zona externa de células
tecales hipertrofiadas, inmersas en una
matriz extracelular aciddfila, y abundantes
vasos sanguineos (Fig. 4b). Estos fueron
registrados en una hembra colectada en
diciembre con tres embriones en estadio de
gastrula inicial (E. 11 D-H).

En los cuerpos luteos en estadio IV (Fig. 4c)
se observaron células luteinicas invadidas
por vasos sanguineos y por septos de tejido
conectivo de matriz acidéfila. Las células
luteinicas, de forma redondeada, contenian
abundantes vacuolas hialinas e inclusiones
acidofilas (Fig. 4d). Este estadio se registro
en una hembra colectada en octubre con



cuatro embriones en organogénesis temprana
(E. 24-25 D-H).

Figura 4. Cuerpo luteo de L. azarai. a. Cuerpo
luteo en fase III. b. Detalle de Fig. 4a. ¢. Cuerpo
luteo en fase IV. d. Detalle de 4c. Convenciones:
cl: células luteinicas, t: teca. Tincion H-E.

Foliculos atrésicos

Se observaron foliculos en etapa temprana y
avanzada del proceso de atresia. El foliculo en
atresia temprana (Fig. 5a), correspondiente a
un foliculo previtelogénico, presentd forma
irregular con abundantes células foliculares
fagociticas, invadidas por células sanguineas,
y rodeadas por células tecales. Se observo
una avanzada fagocitosis del ovoplasma, en
el cual no se distingui6 membrana vitelina
ni membrana plasmatica (Fig. 5b). Entre las
células sanguineas se observaron eritrocitos
y leucocitos destacandose la presencia de
cosinofilos (Fig. 5¢).

Los foliculos en atresia avanzada (Fig.
5d) presentaron forma irregular, un lumen
reducido con restos de ovoplasma, células
foliculares y células tecales. Las células
foliculares estuvieron hipertofiadas,
tuvieron forma irregular y presentaron
vacuolas voluminosas que ocupan casi la
totalidad del citoplasma (Fig. 5¢) similar al
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estado de autofagia. Algunas de estas células
presentaron, ademas, granulos acidofilos y
pequefias inclusiones basofilas, compatibles
con cuerpos apoptoticos (Fig. 5f). Entre las
células tecales se observaron escasas células
sanguineas, principalmente eritrocitos y
algunos eosindfilos. Los foliculos atrésicos
se registraron en hembras con foliculos
vitelogénicos colectadas en octubre y
diciembre respectivamente.

Figura 5. Foliculos atrésicos de L. azarai. a.
Foliculo en atresia temprana. Obsérvese la
desorganizacion e hipertrofia de las células
foliculares y rotura de la membrana plasmatica
del ovocito. b. Detalle las células foliculares
invadiendo y fagocitando el citoplasma (flecha).
c. Detalle de la invasion de células sanguineas en
el foliculo atrésico (flecha indica eosindfilos). d.
Foliculo en atresia avanzada. e. Detalle de foliculo
atrésico. Obsérvese la reabsorcion completa del
ovoplasma. f. Detalle de las células foliculares
de un foliculo atrésico avanzado, obsérvese
granulos acidofilos (flecha) e inclusiones
basdfilas (asteriscos). Convenciones: cf: células
foliculares, ct: células tecales, fa: foliculo
atrésico, 1: lumen, op: ovoplasma. Tinciéon H-E.
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DISCUSION

Uno de los aspectos principales a considerar
en el estudio de la biologia reproductiva de
los reptiles es la dindmica folicular a lo largo
del ciclo reproductivo. El conocimiento
de la morfologia y fisiologia ovarica es
importante porque permite interpretar,
no solo los mecanismos que regulan la
actividad reproductiva de las hembras,
sino también aspectos relacionados con
el desarrollo embrionario. En cuanto a la
morfologia ovarica y folicular, L. azarai
no mostrd diferencias con lo descripto para
otras especies del género, con las que difiere
en su modo reproductivo (Ramirez Pinilla
1991, 1995), ni para otros lagartos (Uribe et
al. 1996, 1998, Manes et al. 2007, Uribe et
al. 2010).

En los reptiles la ovogénesis se mantiene
durante toda la vida reproductiva de las
hembras gracias a la presencia de nidos
germinales de ovogonias con capacidad
proliferativa. Jones y Sumers (1984)
registran que el numero de ovogonias en
Hemidactylus frenatus Dumeril y Bribon,
1836 varia significativamente durante el
ciclo reproductivo, siendo mas bajo en la
fase luteal. Guraya (1989), propone que
las ovogonias tendrian un pico de actividad
mitética estacional postovulacion, seguido
de eventos de meiosis y foliculogénesis. En
L. azarai se observaron nidos germinales con
escasas ovogonias y foliculos primordiales y
primarios en hembras en fase vitelogénica.
Hembras en fase luteinica muestran
predominio de ovogonias siendo escaso
el nimero de los ovocitos, lo que podria
inferirse como un evento de proliferacion e
inicio de meiosis postovulacion.

Jones et al. (1982) describen que los
lagartos pueden tener uno, dos o varios
nidos germinales, dependiendo de la
fecundidad, siendo un caracter especie-
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especifico. Anolis sagrei Dumeril y Bribon,
1837 (Sanz-Ochotorena y Uribe 1999) y
A. porcatus Gray, 1840 (Sanz-Ochotorena
et al. 2000, 2005) presentan un nido
germinal por ovario y liberan un ovocito
en cada ciclo reproductivo. Para Calotes
versicolor Daudin, 1802, Shanbhag y Prasad
(1993) reportan fecundidad de entre 13 y
24 huevos y describen la presencia de dos
nidos germinales por ovario. Cfenosaura
pectinata Wiegmann, 1834 (Uribe et al.
1996), cuya fecundidad puede ser de hasta
50 huevos y Mabuya brachypoda Taylor,
1956 (Hernandez-Franyutti et al. 2005) que
pare una sola cria por ciclo reproductivo,
presentan dos nidos germinales por ovario
(Ramirez-Bautista 'y  Gonzéalez-Romero
2002). Lozano et al. (2014) describen para
Sceloporus grammicus Wiegmann, 1828,
la presencia de dos nidos germinales por
ovario y la liberaciéon de multiples ovocitos
por ovulacién. Para el género Liolaemus
dos nidos germinales por ovario es un rasgo
comun (Ramirez Pinilla 1991). Para L.
azarai se registré una fecundidad méaxima
de cuatro huevos y un nido germinal por
ovario lo que difiere de lo reportado para
otras especies del género. De lo expuesto se
destaca que, dentro de los lagartos, el nimero
de huevos varia independientemente de la
presencia de uno o dos nidos germinales por
ovario. Segun esto, la fecundidad no estaria
condicionada por la cantidad de nidos
germinales sino por la actividad mitotica
de las ovogonias, andlisis que requiere ser
abordado en futuras investigaciones.

El desarrollo del epitelio folicular inicia a
partir de la asociacion temprana de células
foliculares. En la fase de previtelogénesis
hay un marcado crecimiento de la célula
germinal, debido principalmente al aumento
del contenido citoplasmatico, e importantes
cambios del epitelio folicular (Callebaut
et al. 1997). Klosterman (1987) analiza
Gerrhonotus coeruleus Wiegmann, 1828




e identifica, en las células intermedias y

piriformes, caracteristicas estructurales
indicativas de intensa actividad de
sintesis. Motta et al. (1995) describen

que las células piriformes establecen
puentes citoplasmaticos con el ovocito
comportandose como células nodrizas que
sintetizan ARN ribosdémico y pequeiias
moléculas que son transportadas hasta la
célula germinal. Estos eventos contribuirian
al aumento del contenido citoplasmatico
del ovocito, registrado en este estudio,
el cual incrementd su diametro hasta
aproximadamente 30 veces. En L. azarai a
partir del estadio III las células foliculares
proliferan, diferenciandose células
piriformes en el estadio IV lo que estaria
indicando actividad de sintesis de moléculas.

La fase vitelogénica se caracteriza por
un aumento exponencial del tamafio del
ovocito, debido a la acumulacion de
plaquetas vitelinas e inclusiones lipidicas.
Durante esta etapa, en L. azarai, el epitelio
folicular presentd ~marcados cambios
estructurales pasando de ser una capa
estratificada polimorfica a constituirse como
una monocapa de células planas. Motta et

Atrrieta et al.

de regresion, en relacion con el modelo de
desarrollo embrionario (Goldberg 1970,
Guillete et al. 1981). En los escamados
oviparos esta activo durante el periodo
de gravidez y su regresion es previa a la
oviposicion, mientras que en las especies
viviparas su actividad es muy variable
(Martinez-Torres et al. 2003). La estructura
de los cuerpos lateos de L. azarai fue
semejante a la descripta para otros lagartos
(Guillette et al. 1981, Gémez y Ramirez
2004, Manes et al. 2007), cuerpos luteos
en estadio III corresponden a un estado de
desarrollo embrionario inicial, mientras que
el estadio IV, donde se evidencia la maxima
actividad secretoria, corresponde a la fase de
organogénesis temprana. Con respecto a esto
seria interesante profundizar el analisis de la
actividad del cuerpo luteo, su funcién en el
mantenimiento de la retencion intrauterina
de huevos y la relacion entre su regresion y
la oviposicion.

La atresia folicular es wun proceso
degenerativo, regulado por factores
hormonales o ambientales, por medio del
cual se eliminan foliculos ovaricos (Santos
et al. 2008). Shanbhag y Prasad (1993)

al. (1996, 2002) y Tammaro et al. (20006),
describen regresion de las células piriformes
al final de la previtelogénesis por procesos
de apoptosis. El adelgazamiento de la capa
folicular durante la vitelogénesis observado
en L. azarai podria deberse a eventos de
apoptosis como lo postulan dichos autores.
Sin embargo, no se han registrado células
con caracteristicas apoptoticas en el epitelio
folicular, por lo que es necesario profundizar
este estudio incluyendo la deteccion de
proteinas asociadas al proceso de apoptosis.

El cuerpo luteo juega un rol fundamental
en la produccion de progesterona durante la
gestacion (Motta et al. 2002). Dentro de los
reptiles existe gran variabilidad en cuanto
a su morfologia, su secrecion y el tiempo

plantean que en los lagartos la atresia es
mas frecuente en foliculos previtelogénicos,
sugiriendo que estos serian mas propensos
a degenerar. En L. azarai se registro atresia
en foliculos previtelogénicos, aunque no se
pudo determinar a qué estadio correspondian,
en hembras preovulatorias. Por otra
parte, en foliculos atrésicos avanzados se
observaron pequefias inclusiones acidoéfilas
en las células foliculares, comparables a las
plaquetas vitelinas. Esto podria indicar un
proceso de fagocitosis de dichas plaquetas,
lo que demostraria eventos de atresia en
foliculos vitelogénicos.

Makrigiannakis et al. (2000) y Hussein
(2005) sugieren que la apoptosis es el
principal mecanismo por medio del cual
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se eliminan las células de la granulosa
durante el proceso de atresia. Santos et
al. (2008) analizan los eventos de atresia
en Prochilodus argenteus Agassiz, 1829
y Leporinus taeniatus Liitken, 1875 y
concluyen que la heterofagia, la autofagia
y la apoptosis constituyen la secuencia de
eventos caracteristicos de la atresia folicular
en teleosteos. En L. azarai, los foliculos
atrésicos tempranos presentaron abundantes
células foliculares fagociticas invadiendo
el ovoplasma, comparable a un proceso
de heterofagia. En la atresia avanzada las
células foliculares mostraron caracteristicas
similares a células en procesos de muerte
celular programada. Estas observaciones
coinciden con lo reportado por Thomé et
al. (2009) y Choi et al. (2010) y constituyen
una evidencia concordante con la hipotesis
de que la autofagia seria un evento previo
a la apoptosis durante la atresia folicular.
Sin embargo, es necesario corroborar
esta informacion con la deteccion de
proteinas implicadas en la muerte celular
programada.

Este trabajo constituye la  primera
contribucion al conocimiento de la actividad
y dinamica ovarica de L. azarai a lo largo
del ciclo reproductivo. En todos los meses
del afio se registraron ovogonias, ovocitos
primarios 'y foliculos previtelogénicos.
La vitelogénesis ocurriéo entre septiembre
y diciembre, y a partir de octubre se
registraron hembras gravidas con cuerpos
luteos. La atresia folicular se evidencid en
foliculos previtelogénicos y vitelogénicos,
durante el periodo de actividad reproductiva.
Estos resultados permiten inferir que el
ciclo reproductivo de hembras de L. azarai
corresponderia a un patron estacional.
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