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RESUMEN

TITULO: DESCRIPCION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DEL TRACTO REPRODUCTIVO
EN MACHOS DE Macroperipatus aff. geayi (ONYCHOPHORA: PERIPATIDAE)*

AUTOR: FREDDY FONSECA GARCIA**

PALABRAS CLAVE: MACROPERIPATUS, ONYCHOPHORA, PERIPATIDAE, HISTOLOGIA,
ESPERMATOFOROS.

DESCRIPCION:

Se estudi6 la morfologia macroscépica e histolégica del tracto reproductivo de machos de
onicéforos Macroperipatus aff. geayi, y su desarrollo desde estados fetales, neonatos hasta
individuos de diferentes tamafios corporales para determinar si sus caracteristicas son similares y
compartidas con otros onicéforos de la familia Peripatidae y para determinar el estado de
desarrollo a la madurez sexual. La anatomia general es similar a la reportada en otras especies de
la familia Peripatidae. Los neonatos y toda la serie de tamafios encontrada fueron maduros,
produciendo activamente espermatozoides a nivel de la vesicula seminal y reproductivamente
activos ya que producen espermatoforos en el conducto deferente. Los fetos pigmentados
préximos al nacimiento y encontrados en el oviducto descendente de las madres fueron
considerados sexualmente maduros, pero no reproductivamente activos, ya que no se encontraron
espermatéforos en el lumen del conducto deferente. Los fetos parcialmente pigmentados, que
también se encuentran en el oviducto descendente de sus madres pero en una posicion mas
anterior y en un estado previo de desarrollo, no presentan aun espermatozoides, pero la
espermiogénesis ya esta ocurriendo. Asi, los individuos de esta poblacién inician el proceso de
espermiogénesis durante su desarrollo fetal y producen espermatozoides como fetos avanzados.
Solo serian reproductivamente activos cuando neonatos, pues sélo en este estado son capaces de

producir espermatéforos para transferir al gonoporo de la hembra.

* Trabajo de grado.
** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Martha Patricia Ramirez Pinilla, Ph.D. Tutor:

Ezequiel Gonzalez Leon, bidlogo.



ABSTRACT

TITLE: MACROSCOPIC AND MICROSCOPIC DESCRIPTION OF THE REPRODUCTIVE MALE
TRACT FOR MACROPERIPATUS AFF. GEAYI (ONYCHOPHORA: PERIPATIDAE) *

AUTHOR: FREDDY FONSECA GARCIA**

KEYWORDS: MACROPERIPATUS, ONYCHOPHORA, PERIPATIDAE, HISTOLOGY,
SPERMATOPHORES.

DESCRIPTION:

We studied the macroscopic and histological morphology of the reproductive male tract
for Macroperipatus aff. geayi and its development from fetuses through neonates to individuals of
different body sizes. We also determined if there were similar or shared characteristics with other
onychophorans belonging to the Peripatidae family. Additionally, the body size at which males
reach the sexual maturity was elucidated. The general anatomy was similar to the one reported for
other species of the Peripatidae family. Neonates and specimens with different body sizes were
mature producing spermatozoa at the seminal vesicle, and reproductively active because they
produce spermatophores within the vas deferens. The pigmented fetuses, near to birth and found in
the descendent oviduct of females, were recognized as sexually mature but not reproductively
active, since although they produce spermatozoa they did not have spermatophores in their vas
deferens. The partially pigmented fetuses, also found in the descendent oviduct but in a more
anterior position and in a previous developmental stage, did not have spermatozoa, however,
spermiogenesis is already occurring. Consequently, the individuals of this population initiate the
spermiogenesis process during their fetal development and produce spermatozoa as advanced
fetuses. Males can be reproductively active from neonates, because at this stage they are capable

of producing spermatophores for transferring into the female gonopore.

* Degree work.
** Science Faculty. Department of Biology. Director: Martha Patricia Ramirez Pinilla, Ph.D. Tutor:

Ezequiel Gonzalez Leon, bidlogo.
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INTRODUCCION

Los onicéforos son invertebrados terrestres que se caracterizan por ser
predadores nocturnos y estar confinados a microhabitats hUmedos. Se encuentran
bajo troncos en descomposicion, rocas y hojarasca (Manton, 1946; Barclay et al.,
2000). Comprenden alrededor de 197 especies, 82 para la familia Peripatidae con
distribucion circumtropical en el este de Africa, América Central, norte de América
del Sur y el Sur-Este de Asia y 115 para la familia Peripatopsidae de las zonas
templadas en el sur de Australia, Nueva Zelanda, Chile y Suréfrica (Bouvier, 1904,
Evans, 1901; Monge-Najera, 1995; Reid, 1996; Oliveira et al., 2012).

A pesar de que ambas familias exhiben una morfologia conservada, los onicoforos
son diversos respecto al sistema de apareamiento y funciones reproductivas
(Marotta y Ruhberg, 2004). Los sexos son separados y se reproducen por
amfimixia, a excepcién de la especie Epiperipatus imthurni (Peripatidae), en la que
se ha reportado la partenogénesis (Read, 1988). Asi mismo, la proporcion sexual
es desbalanceada (Tutt et al., 2002), el nUumero de hembras es mayor que el
namero de machos y el dimorfismo sexual por tamafio es comun (siendo los
machos mas pequefios que las hembras) (Leishman y Eldredge, 1990; Hebert et
al., 1991; Sunnucks, 2000). De igual manera se han visto diferencias sexuales en
crecimiento, mortalidad y adquisiciéon de la madurez sexual (en Peripatopsidae,
Sunnucks et al., 2000, y en Peripatidae, Lavallard y Campiglia, 1975). Asi por
ejemplo, en machos de la especie Peripatus acacioi (Peripatidae) se ha visto que
la produccion del esperma ocurre inmediatamente después del nacimiento,
mientras que las hembras requieren un mayor tiempo para adquirir la madurez
sexual, que se da en el segundo y tercer afio (Lavallard y Campiglia, 1975). Por
otra parte, las hembras poseen un espectro de estrategias reproductivas que

incluyen la viviparidad matrotréfica para la familia Peripatidae, como la viviparidad
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con diferentes modos de nutricion embrionaria y la oviparidad para Peripatopsidae
(Brockmann et al., 1997; Mayer et al., 2009).

Los estudios realizados para machos de onicéforos incluyen los andlisis de la
ultraestructura y formacion del espermatozoide y la filogenia derivada de
caracteres de los espermatozoides en la familia Peripatopsidae (Baccetti et al.,
1976; Baccetti y Dallai, 1977; Camatini et al., 1979; Storch y Ruhberg, 1983) y en
la ultraestructura del tracto reproductivo y de la formacion del espermatozoide y el
epermatoforo en especies de la familia Peripatidae (Peripatus sedgwick,
Epiperipatus biolleyi Storch y Ruhberg, 1990, Storch et al., 1995). Gaffron (1885)
describe la anatomia e histologia del aparato reproductor masculino de Peripatus
(Peripatidae). El tracto reproductivo masculino de ambas familias consiste de un
par de testiculos, vesiculas seminales y sus conductos eferentes y, de un
conducto deferente y el eyaculador que no son pareados (Kemp, 1914; Storch y
Ruhberg, 1977; Storch y Ruhberg, 1990; Storch et al., 1995). Hacia la parte distal
del tracto se pueden encontrar espermatéforos en el conducto deferente, los
cuales son expulsados a través del conducto eyaculador que abre paso a la
abertura genital. En esta abertura se sitian las glandulas anales, que son
exclusivas de los machos. La posicion de los testiculos, vesiculas seminales y
vasos eferentes dentro de la cavidad del cuerpo depende del estado de madurez:
son dorsales, laterales o ventrales al tracto digestivo (Storch y Ruhberg, 1990,
Storch et al.,, 1995). No se conocen estudios sobre el desarrollo del tracto
reproductivo masculino o los cambios morfolégicos entre individuos de diferentes

tamafos o estados de actividad reproductiva.

En esta investigacion se describié por primera vez la morfologia e histologia del
tracto reproductivo en machos en diferentes etapas de su ciclo de vida para una
poblacion de Macroperipatus aff. geayi, y se determino el estado en el que se
adquiere la madurez sexual. Los resultados se compararon con las descripciones

de especies para las dos familias de onicoforos.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Describir el tracto reproductivo en machos de Macroperipatus aff. geayi en

diferentes tamafios y estados de madurez.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir  macroscopicamente 'y  microscopicamente las caracteristicas

morfoldgicas del tracto reproductivo en machos juveniles y adultos de la especie.

Determinar el tamafio corporal en el cual los machos de M. aff geayi alcanzan la

madurez sexual.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 COLECTA Y FIJACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Se colectaron en total 20 machos de Macroperipatus aff. geayi en el municipio de
Santa Barbara, departamento de Santander, Colombia (07° 0" 52,86"" Norte, 72°
53" 48,05 Oeste, 2300 m de altitud). Estos se llevaron en recipientes de icopor al
Laboratorio de Biologia Reproductiva de Vertebrados de la Universidad Industrial
de Santander; alli fueron eutanizados en una inmersion letal de roxicaina 2%. Se
tomaron medidas de diametro y longitud total con un calibrador dial de precision
0.02mm. Cada uno de los individuos fue observado bajo un estereoscopio para
identificar las caracteristicas de dimorfismo sexual y reconocer a los machos. Con
base en este andlisis se obtuvo una serie de tamafios de machos que iba desde
neonatos (8) (los cuales se fijaron inmediatamente después del parto en
condiciones de laboratorio) hasta aquellos con un tamafio corporal maximo (20)
(colectados en campo). Adicionalmente, de cinco hembras prefladas se extrajeron
fetos proximos al nacimiento (5) (posicion mas distal del oviducto descendente,
completamente desarrollados y con pigmentacion corporal) y los que resultaron
ser machos se incluyeron en la muestra. Los individuos se fijaron en formaldehido
amortiguado al 10% y se preservaron en etanol 70%. Los cuerpos de los
individuos se ingresaron al Museo de Historia Natural de la Universidad Industrial
de Santander.

2.2 ANALISIS MACROSCOPICO DEL TRACTO REPRODUCTIVO
Los especimenes neonatos y la serie de diferentes tamafios se disecaron

ventralmente desde la abertura genital hasta la boca, usando tijeras de

microcirugia. Se observaron y fotografiaron los 6rganos bajo un estereoscopio
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(Nikon SMZ-1000®) para visualizar sus caracteristicas en diferentes estados
reproductivos. Se extrajeron en total 20 tractos reproductivos de la cavidad
hemocélica y se pusieron sobre una caja de Petri para observacion, descripcion y
fotografia de sus Organos constitutivos. Las descripciones del tracto reproductivo
de M. aff. geayi se compararon con las descripciones previas para las dos familias
teniendo como referencia la nomenclatura empleada por Storch et al. (1995). Los
fetos obtenidos se observaron macroscopicamente pero no se disecaron sus
tractos reproductivos debido a su tamafo. Las fotografias se tomaron usando un
estereoscopio equipado con una camara Canon EOS Rebel XS®. Algunas
fotografias se emplearon para hacer diagramas del tracto reproductivo masculino

después de ser fijados.

2.3 ANALISIS HISTOLOGICO

Una vez extraidos, los tractos reproductivos de los machos de M aff. geayi y los
cuerpos completos de los fetos fueron fijados en formaldehido amortiguado al 10%
y preservados en alcohol 70% para los andlisis histolégicos. Para cada individuo el
sistema reproductivo se dividié de acuerdo con los 6rganos que lo componen, es
decir, testiculo, vesicula seminal, conducto eferente, conducto deferente y el
eyaculador. En el caso de los fetos, no se extrajeron los 6rganos de la cavidad del
cuerpo sino que se incluyé el cuerpo completo. Los tejidos fueron deshidratados
en una serie ascendente de etanol hasta 100%, aclarados en xilol y embebidos en
paraplast para ser seccionados a 5 pm en un micrétomo rotario Lipshaw®. Las
secciones se montaron en laminas portaobjetos con albumina y fueron tefiidas con
hematoxilina-eosina para la descripcion general, acido peryodico de Schiff (PAS)
para la identificacion de carbohidratos, azul de Alcian (AB) a pH 2.5 para
polisacaridos &cidos y tricromica de Masson (TM) para visualizar fibras de
colageno y fibras musculares (Luna, 1968). Los cortes fueron analizados con un

microscopio Nikon H-550S® con camara integrada Canon EOS® y se emplearon
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para la descripcion tisular detallada y para determinar el estado de actividad
reproductiva. Se consideraron machos adultos y activos reproductivamente a
aguellos machos con presencia de espermatozoides en el lumen de la vesicula
seminal y en el conducto eferente, y con espermatoforos en el conducto deferente.
Aquellos que no cumplieron con los criterios anteriores fueron considerados

inactivos reproductivamente.

A partir de los cortes histologicos se tomaron medidas del diametro y la altura
epitelial para el conducto deferente y el eyaculador hacia la parte distal utilizando
el software ImageJ (Abramoff et al., 2004). Se llevaron a cabo 15 mediciones
repetidas de cada variable para cada macho estudiado (n=33). Con dichos datos
se evaluaron si existian diferencias significativas entre las categorias de individuos
obtenidas (fetos, neonatos y adultos), aplicando una prueba Kruskal-Wallis (para
datos no paramétricos). En caso de encontrar diferencias en la prueba estadistica,
se realiz6 una prueba a posteriori para las comparaciones entre las categorias por
el método de Dunn para datos no paramétricos. Todos los andlisis estadisticos
fueron hechos en el software estadistico Statistica version 7, asumiendo P < 0,05

como criterio de significancia.
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3. RESULTADOS

3.1 DESCRIPCION MACROSCOPICA DEL TRACTO REPRODUCTIVO DE
LOS MACHOS DE M. AFF. GEAYI

Se analizaron en total 33 machos los cuales fueron clasificados en fetos (5)
neonatos (8) y colectados en campo (20). Las longitudes corporales para machos
y hembras de M. aff. geayi se muestran en la figura 1. Las 5 hembras
reproductivas disecadas (con embriones y fetos en el tracto reproductivo)
presentaron un rango de longitud de entre 32 mm y 70 mm. Los fetos machos
obtenidos de estas hembras estuvieron en un rango de longitud de entre 16 y 22
mm. Los neonatos machos entre 22 mm a 26 mm y la serie de machos colectados
en campo entre 14 mm a 50 mm, por lo tanto hay un solapamiento de tamafios

entre los fetos, los neonatos y la serie de machos considerados adultos.

Figura 1. Tamafio corporal para machos y hembras de Macroperipatus aff. geayi. Distribucion de la
longitud corporal en machos fetos, neonatos y adultos de ambos sexos. El Unico individuo sin
espermatozoides en la vesicula seminal se indica con una flecha y corresponde a un feto macho

parcialmente pigmentado.
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Los machos presentan un tracto reproductivo compuesto por un par de testiculos y
un par de vesiculas seminales y sus conductos eferentes, en tanto que el
conducto deferente y el eyaculador no son pareados (Figura 2 B y C). El testiculo
es tubular alargado y en algunos casos plegado. El testiculo y la vesicula seminal
se unen a través de un conducto estrecho y se localizan en la regidon posterior
lateral derecha del canal alimentario dentro de la cavidad hemocélica (Figura 2 y
3B). La vesicula seminal es ovalada y de mayor diametro (Figura 4 A y B). Cada
una de las vesiculas seminales se conecta en la parte posterior con su

correspondiente conducto eferente (Figura 2y 3 B).

El conducto eferente se deriva de la region posterior de la vesicula seminal y se
dirige a la parte anterior del cuerpo, haciéndose progresivamente mas delgado
(Figura 2). Los conductos eferentes son convolutos y tortuosos, en su porcion

distal se fusionan a la altura del séptimo par de oncopodos para dar inicio al
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conducto deferente (Figura 3C). Este ducto es de gran longitud y parece ser
equivalente al largo total del individuo (Figura 3D), se divide en una porcién
ascendente que corre hacia la parte anterior del cuerpo y en una porcion
descendente mas distal que corre hacia la parte posterior del cuerpo para conectar
con el conducto eyaculador y gonoporo. En la porcion ascendente mas anterior se
forma un bucle que cambia el curso del ducto hacia la regién posterior del cuerpo
(porcion descendente) y es en esta zona donde se logran ver los espermatoforos
(Figura 2). Los espermatéforos se observan dentro del lumen del ducto deferente
en las partes anterior y media de la porcion descendente y son de forma eliptica,
tienen una longitud aproximada de 1.1 mm (Figura 3E). A lo largo del conducto
deferente se observaron de 2 a 3 espermatoforos en los 28 individuos nacidos
colectados, es decir que los neonatos ya poseen espermatéforos en sus

conductos deferentes.

El conducto eyaculador es el mas distal del tracto y se abre paso a la abertura
genital que se sitia en el veintiochoavo par de oncopodos (Figura 2 y 3F).
Finalmente, un par de glandulas accesorias se localizan lateralmente al gonoporo;
presentan una coloracion marrén y son de forma tubular delgada, ademas se
ubican libremente en la cavidad corporal que se encuentra entre el gonoporo y el
veintiochoavo par de oncépodos (Figura 2 C). La posicion de los tractos
reproductivos respecto del tubo digestivo varia, siendo ventral en fetos y neonatos

y lateral en adultos.

19



Figura 2. Morfologia general del tracto reproductivo en machos de Macroperipatus aff. geayi. A)
Regién anterior del cuerpo donde se observa un bucle (linea punteada) en el conducto deferente
que cambia su curso hacia la regién posterior. B) Regién posterior en la que se encuentran las
estructuras pareadas (Testiculo y conducto eferente) el conducto deferente y el eyaculador. C)
Diagrama de la cavidad hemocélica de un macho de la especie que muestra la posicién relativa del
tracto digestivo y el reproductivo con sus respectivos érganos. Las glandulas anales en la region
del gonoporo son pareadas y paralelas al conducto eyaculador. CE, conducto eferente; CD,
conducto deferente; DE, conducto eyaculador; GA, glandulas anales; SP, espermatéforo; T,

testiculo; TD, tracto digestivo; VS, vesicula seminal.
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Figura 3. Fotografia estereoscépica de los diferentes érganos que conforman el tracto reproductivo
de un macho reproductivo de Macroperipatus aff. geayi. A) Vista dorsal del testiculo que es tubular
y plegado y se conecta a la vesicula seminal a través de un conducto estrecho (asterisco). B) Vista
lateral de la vesicula seminal con un diametro mayor a los deméas 6rganos del tracto. C). Vista
lateral del conducto eferente que tiene forma convoluta y tortuosa. Hacia la parte posterior ambos
conductos se fusionan (asterisco) para dar inicio al conducto deferente. D) Vista dorsal del
conducto deferente, en el que se observan pliegues y un mayor diametro en comparacion con el
conducto eferente. E) vista dorsal de la porcion descendente del conducto deferente donde se
observan dos espermatoforos (asteriscos). F) Vista lateral del conducto eyaculador que hacia la
parte mas posterior termina en forma de bulbo. T, testiculo; VS, vesicula seminal; CE, conducto

eferente; CD, conducto deferente; SP, espermatéforo; DE, conducto eyaculador.
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3.2 DESCRIPCION MICROSCOPICA

3.2.1 Testiculo. El testiculo presentdé una composicién similar para todas las
categorias de machos (fetos, neonatos y colectados en campo). Este esta rodeado
por una delgada capa de tejido conectivo. Hacia el interior se observan
abundantes células del epitelio germinal que consisten de espermatogonias y
espermatocitos (Figura 4). Las espermatogonias son células poligonales, sus
nacleos son grandes y redondeados y se observan los granulos de cromatina. Los
espermatocitos corresponden a espermatocitos primarios, son células grandes y
redondeadas con nucleos grandes e irregulares, la cromatina puede estar en
interfase o formando figuras mitéticas. Aunque parece haber una mezcla azarosa
de ambos tipos celulares, se encuentran mas espermatocitos primarios hacia la

periferia del érgano (Figura 4 Ay B).
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Figura 4. Testiculo de Macroperipatus aff. geayi. A) Corte transversal de testiculo de un macho
reproductivo. B) en el centro del testiculo se encuentran dispersas las espermatogonias y
espermatocitos primarios en la regién periférica del 6rgano. EC, espermatocitos; EG,
espermatogonias; TC, Tejido conjuntivo. C) Seccion transversal del cuerpo de un feto macho
pigmentado de M. aff. geayi. Los testiculos (T) estan ubicados ventralmente respecto del canal
alimentario. D) En el testiculo se observan espermatogonias en la zona central y espermatocitos en
la periferia. E, Ectodermo; CNV, cordon nervioso ventral; LI, lumen del intestino; ML, Musculatura

longitudinal; I, Intestino; T, Testiculo. Barra de escala A= 140 pum, B= 30 pm

La vesicula seminal es de diametro mayor que el testiculo; es un 6rgano revestido
por un epitelio luminal con células cuboidales simples de citoplasma aciddfilo,
debajo del cual se encuentra una delgada capa de tejido conjuntivo con fibras de

coldageno y mas externamente una fina capa que incluye algunas fibras
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musculares lisas (Figura 5 A, 6 C). En el lumen de la vesicula seminal de neonatos
y la serie de adultos se encuentran todos los tipos de células de la linea germinal,
es decir, espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios, espermatides
y los espermatozoides (Figura 5 B, C y D). Estas células se observan dispersas y
sueltas en el lumen sin tener algun tipo de organizacién y estdn acompafadas de
una secrecion eosindfila. De esta forma en la vesicula seminal se observaron
todos los tipos celulares de la espermatogénesis y espermiogénesis,
encontrandose facilmente espermatides en diferentes estados de maduracion
(Figura 5 D). Hacia la parte méas posterior de la vesicula seminal se encuentran en
mayor abundancia espermatides en maduracion y espermatozoides. Los
espermatozoides son filiformes y estan acompafados de una secrecidon eosindfila
(Figura 5 C y C). Por lo tanto, la mitosis de las espermatogonias se daria en el

testiculo y la espermatogénesis y espermiogénesis en la vesicula seminal.
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Figura 5. Vesicula seminal de adultos de M. aff. geayi. Cortes transversales en los que se observa
A) El epitelio luminal cubico esta rodeado por una delgada capa de tejido conectivo y fibras
musculares. CM, capa muscular; L, lumen; EL, epitelio clbico. B) Epitelio espermatico en
diferentes estados de la espermatogénesis y espermiogénesis. SG, espermatogonias; ST,
espermatides; SZ, espermatozoides. C) Hacia el lumen de la vesicula seminal se observan las
secreciones que acompafian las células de la linea germinal. SS, secreciones. D) Se observan en
detalle células de la linea germinal en diferentes estados, con mayor presencia de espermatides y
espermazoides (Tincion tricrémica). ST, espermatides; SZ espermatozoides. Barra de escala: A=
24 ym, B, Cy D= 10 pm

XA
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Figura 6. Seccion transversal del cuerpo de un A) feto macho pigmentado de M. aff. geayi, donde
se observa B) la vesicula seminal (*) en posicién ventral respecto del canal alimentario (LI) y C)
hacia el lumen de éste se observan en detalle espermatogonias, espermatocitos y espermatides
tempranas. D) Hacia la parte mas posterior de la vesicula seminal se observan espermatides en
maduracion y espermatozoides CE, conducto eyaculador; CM, capa muscular; CNV, cordén
nervioso ventral; E, ectodermo; ET, espermatides; EZ, espermatozoides; LI, lumen del intestino;
ML, musculatura longitudinal; SZ, espermatozoides. Barra de escala A= 1 mm B=140 uym, C= 30
pumy D= 10 pm.
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La vesicula seminal para los fetos fue similar al de las otras dos categorias
(neonatos y colectados en campo) (Figura 6C); sin embargo, hay variacion en la
conformacion celular del epitelio germinal en esta ultima. En el lumen de fetos mas

avanzados y ya pigmentados se encontro toda la serie de células de la linea
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germinal hasta espermatozoides (Figura 6D), de la misma manera como en
neonatos y adultos. Para aquellos fetos un poco méas tempranos (solo
parcialmente pigmentados) no se encontraron gametos, sin embargo, la

espermatogénesis y la espermiogénesis ya esta ocurriendo (Figura 7 By C).

Figura 7. Seccién transversal del cuerpo de un A) feto parcialmente pigmentado donde se observa
1) la region anterior y 2) posterior. B) corte transversal de la vesicula seminal donde se observan
las células de la linea germinal excepto espermatozoides. C) region posterior de la vesicula
seminal donde se observan espermatides en maduracién. EG, espermatogonias; ET, espermatides

tempranas. Barra de escala: A) 1= 1mm, 2= 1mm; B= 30 um; C= 10 um.

De esta forma y de acuerdo con los resultados, el individuo de menor estado de
desarrollo con espermatozoides en la vesicula seminal y el conducto eferente fue
un individuo aln no nacido, un feto pigmentado con una longitud corporal de 19
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mm. Los machos son capaces de producir esperma desde que estan en el

oviducto materno y por tanto nacen ya sexualmente maduros.

3.2.2 Conducto Eferente. Los conductos eferentes de fetos, neonatos y adultos
tienen un epitelio luminal cdbico simple con nucleos basales redondos y un
citoplasma acidoéfilo. Por debajo del epitelio se encuentra un tejido conjuntivo
delgado que posee fibras de colageno y rodeandolo una delgada capa de fibras
musculares lisas (Figura 8 A, D y F). El lumen se hace mas amplio hacia la parte
posterior (Figura 10 B). Dentro del lumen se encontraron abundantes
espermatozoides acompafados por una secrecion eosindfila en la porcion anterior
media del conducto eferente (Figura 10 B). Para los fetos el conducto eferente es
similar, pero con un lumen menos amplio (Figura 8D); aquellos completamente
pigmentados ya presentan espermatozoides (Figura 8D), mientras que los
parcialmente pigmentados carecian de esperma luminal (Figura 8 F).

Figura 8. Seccidn transversal del conducto eferente para machos de M. aff. geayi: Adultos A)
Epitelio luminal cubico rodeado por una capa muscular; hacia el lumen se observan los
espermatozoides que estan acompafiados por una secrecion. B) En la porcion mas posterior del
conducto eferente el lumen se distiende y se presenta una mayor concentracion de
espermatozoides junto con una secrecion eosindfila. Corte transversal de un feto pigmentado C) el
conducto eferente se ubica ventralmente respecto del canal alimentario, D) el epitelio luminal es
cubico y hacia el lumen ya se observan espermatozoides (inserto). Corte transversal para fetos
parcialmente pigmentados, donde E) el conducto se ubica ventralmente respecto del canal
alimentario y F) hay ausencia de espermatozoides en la zona luminal. CE, conducto eferente; CM,
capa muscular; E, epidermis; EL, epitelio luminal; L, lumen; LI, lumen del intestino; ML, musculatura
longitudinal; SZ, espermatozoides. Barra de escala A y B= 20 um, C= 140 yum, D= 30 um, E= 140
pmy D= 30 pm.
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3.2.3 Conducto Deferente. Los conductos deferentes en neonatos y la serie de
machos colectados en campo estan limitados de afuera hacia adentro por 4 a 5
capas de fibras de muasculo esquelético, seguidas de un tejido conjuntivo laxo
delgado que presenta fibras de colageno y un epitelio luminal simple de células
altas columnares con nudcleos basales y un citoplasma eosindfilo. En el lumen se
observo una secrecion intensamente eosindfila en la porciéon anterior del ducto
(Figura 9 A y B). En la porcién posterior media del ducto, en el lumen se
observaron los espermatoforos. El epitelio luminal se distiende para dar cabida al
espermatéforo por lo que hay una reduccion de la altura epitelial (Figura 9 C y D).
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Los espermatéforos son estructuras ovales grandes formadas por una pared
delgada acelular eosindfila y un contenido lleno de espermatozoides embebidos

en una secrecion mas clara eosindfila y vacuolada (Figura 9 Ey F).
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Figura 9. Secciones transversales del conducto deferente de machos adultos de M. aff. geayi. A)
Presencia de una secrecion eosindfila en el lumen; epitelio columnar rodeado por una delgada
capa de tejido conjuntivo y una capa muscular. B) Epitelio luminal se distiende hacia la parte mas
posterior del conducto. Secrecién eosindfila luminal. C) y D) En el lumen se observa la pared del
espermatdéforo y al interior de éste los espermatozoides. E) En la porcion media del espermatdéforo,
éste ocupa en su totalidad el espacio luminal. F) Interior del espermatéforo, en el que hay una alta
concentracién de espermatozoides acompafada de una secrecion eosindfila vacuolar. CM, capa
muscular; EL, epitelio; GL, Glandulas anales; PE, pared del espermatéforo; SZ, espermatozoides;
SS, secrecion acompafiante de los espermatozoides. Barras de escala: Ay B 20 um, C y D 30 pm;
E=30pumyF =10 um
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A diferencia de los neonatos y los machos colectados en campo los conductos
deferentes de los fetos estan rodeados por 2 o 3 bandas de musculo liso y un
epitelio columnar simple con nucleos basales basdfilos. En el lumen al igual que
los otros estados reproductivos se evidencié la presencia de una secrecion
eosinodfila en la parte anterior del ducto (Figura 10 A y B) pero no se encontraron

espermatéforos en ninguno de los estados.

Figura 10. Secciones transversales de la regién media del cuerpo de un feto macho de M. aff.
geayi. A) Los conductos deferentes ubicados ventralmente respecto del canal alimentario. B)
Conductos deferentes con presencia de secrecion luminal en la regién posterior media. CD,
conducto deferente; CM, capa muscular; EL, epitelio cubico; I, canal alimentario; SS, secrecion

eosinodfila. Barra de escala Ay B =30 pm.

32



Los conductos deferentes (fetos, neonatos y colectados en campo) fueron PAS
positivos sobre el borde luminal del epitelio, indicando la presencia de
carbohidratos neutros (Figura 11). La reaccion de AB fue positiva para la pared del
espermatoéforo, asi como para la matriz granular en la que se encuentran los
espermatozoides, indicando la presencia de mucopolisacaridos carboxilados
(Figura 11 Ay B).

Figura 11. Conducto deferente con espermatéforo en M. aff. geayi. PAS y AB (mirar metodologia).

A) Conducto deferente PAS positivo para el borde del epitelio luminal y para la secrecién asociada
a los espermatozoides y B) AB positiva para la pared del espermatéforo. C) y D) pruebas de PAS y
AB positivas en la parte anterior y posterior de conducto deferente para el espermatoforo en
neonatos. LI, lumen del intestino; I, Intestino. Barra de escala Ay B= 20 um, C y D= 30 pm.
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Se encontraron diferencias significativas en el diametro del conducto deferente y
en la altura epitelial entre las categorias estudiadas (fetos, neonatos y colectados
en campo) (H (233 = 15,27, P = 0,001; H (2.33) = 16,54, P = 0,001). El diametro y el
epitelio de los conductos deferentes para los machos colectados en campo fue
significativamente mayor respecto de los neonatos y fetos (Figura 13A). (Figura
13B).

3.2.4 Conducto Eyaculador. El conducto eyaculador consiste de un epitelio
luminal cubico simple, un tejido conjuntivo delgado con fibras de colageno que
esta rodeado por una muy gruesa capa de varias bandas de musculo estriado
(Figura 12 Ay B, 12 E y F). El lumen de este conducto presenté una secrecion
altamente eosindfila y débilmente basofila hacia los bordes del epitelio luminal y
carente de espermatozoides. Para los fetos la morfologia fue similar (Figura C y
D). El didmetro y la altura epitelial del conducto eyaculador difirieron
significativamente entre las categorias evaluadas (H (233 = 15,92, P = 0,001; H2 33
= 18,17, P = 0,001, respectivamente), los mayores valores corresponden a los

machos colectados en campo en relacion a los neonatos y fetos (Figura 13 C y D)
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Figura 12. Seccidn transversal del conducto eyaculador de machos de M. aff. geayi. A) Macho
adulto; epitelio luminal rodeado por un conjuntivo, seguido de una gruesa capa de musculo
esquelético. B) Detalle del epitelio luminal, rodeado por una muy densa capa de musculo
esquelético.CM, capa muscular; ETC, epitelio cubico luminal. C) Corte transversal que muestra la
parte anterior del conducto eyaculador en fetos, donde se observan las capas de musculo
esquelético, y D) en la parte posterior se ve la forma cruciforme caracteristica de la abertura
genital. Corte transversal conducto eyaculador (tincion tricrdmica). E) Corte transversal de
conducto eyaculador en macho adulto con coloracion TM. Se observa el epitelio luminal rodeado
por un tejido conjuntivo que presenta fibras de colageno y una densa capa de fibras musculares. F)
Epitelio luminal en la porcion mas distal del conducto, con la forma cruciforme tipica de la abertura
del gonoporo. CE, conducto eferente; CM, capa muscular; EP; epitelio luminal; FC, fibras de
colageno; LI, lumen del intestino. Barra de escala: A= 30 um y B= 10 um; C y D= 30 pm, E = 30 pm
y F= 10 pm.
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Figura 13. Relacién entre los estadios reproductivos y los promedios de A) los diametros y B)
alturas epiteliales del conducto deferente; C) diametros y D) alturas epiteliales del conducto
eyaculador. La linea media representa los valores promedio, las cajas muestran los errores
estandar y los bigotes representan los valores minimos y maximos. Ademas, se indican los

estadios que presentan diferencias significativas entre si (P<0,001).
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4, DISCUSION

En este trabajo se describidé por primera vez la morfologia e histologia del tracto
reproductivo en machos en diferentes etapas de su ciclo de vida para una
poblacién de Macroperipatus aff. geayi. Para los machos el tracto reproductivo fue
similar a las descripciones reportadas para otras especies de la familia Peripatidae
(Epiperipatus biolleyi, Storch et al., 1995 y Peripatus sedgwicki Storch y Ruhberg,
1990), pero diferente al de las especies de la familia Peripatopsidae en las que el
conducto eferente tiene proporcionalmente una mayor longitud (Figura 13) y alli
mismo se da la formacion del espermatéforo (Storch y Ruhberg, 1977), y en que el
conducto deferente es mucho mas corto (Figura 13) (Ruhbger, 1976; Storch y
Ruhberg. 1977). Para especies de la familia Peripatidae se ha evidenciado que
durante el apareamiento los machos y hembras acoplan los Ultimos pares de
oncépodos, y el macho deposita directamente el espermat6foro sobre el gonoporo
de la hembra a través del conducto eyaculador (Lavallard y Campiglia, 1975;
Walker y Campiglia, 1998). Entretanto, en especies de la familia Peripatopsidae la
inseminacién es intradérmica, el macho coloca el espermatoforo sobre el
integumento de la hembra por medio de un 6rgano copulador (pene) o estructuras
sexuales que estan asociadas a la region dorsal de la cabeza (Tait y Norman,
2001).

La posicion de los 6rganos (testiculos, vesiculas seminales y conductos eferentes)
del tracto reproductivo dentro de la cavidad hemocélica de los machos respecto
del canal alimentario dependi6 de la categoria de los individuos, estando
desplazada lateralmente en los machos de mayor tamafio y estado de desarrollo,
lo cual concuerda con las descripciones realizadas por otros autores para
especies de la familia Peripatidae y Peripatopsidae (Storch y Ruhberg, 1990;
Storch y Ruhberg, 1993; Storch et al., 1995).
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La histologia testicular de los machos de M. aff. geayi fue similar a lo reportado
para otras especies de las dos familias de onicoforos. En este primer 6rgano tiene
lugar el inicio de la espermatogénesis (Peripatopsis moseley, Ophisthopatus
cinctipes (Peripatopsidae) y Peripatus sedgwicki (Peripatidae) (Ruhberg y Storch,
1976; Storch y Ruhberg, 1990). Por el contrario, la finalizacion de la
espermatogénesis incluyendo la espermiogénesis y la espermiacion ocurren en un
organo aparte, la vesicula seminal, similar a lo encontrado por estos mismos
autores. Esta separacion espacial de los procesos de la formacion de gametos
(mitosis y meiosis) también se ha observado en otros grupos de invertebrados, por
ejemplo para algunas especies de anélidos se ha evidenciado que la primera parte
de la espermatogénesis ocurre en el testiculo y la culminacién de ésta junto con la
espermiacion tienen lugar en el celoma (Purschke y Fursman, 2005; Radashevsky
et al., 2015). Sin embargo, en otros invertebrados es comdn que ambos procesos

tengan lugar en el testiculo (Roosen-Runge, 1977).

Las secreciones eosindfilas y vacuolares que acomparfan las células de la linea
germinal en el lumen de la vesicula seminal observadas en M. aff. geayi son una
caracteristica Unica que solo se presenta en el phylum Onychophora (Storch et a.,
1995). De acuerdo con la literatura estas secreciones provendrian de los
espermatocitos en maduracion que liberan gotas secretoras. Estas se fusionan
entre si para formar masas de cuerpos que viajan hacia los conductos eferentes y
el conducto deferente. Tales secreciones estarian involucradas en la formacion de
la pared del espermatoforo (Camatini et al., 1979; Jamieson, 1986; Storch y
Ruhberg, 1977; Storch et al., 1995).

A nivel histolégico los conductos eferentes no difieren de las descripciones para
las otras especies de onicoforos. Sin embargo, para M. aff. geayi los
espermatozoides estan libres dentro de la zona luminal del conducto eferente y no

se da la formacion del espermatoforo, contrario a lo que ocurre en la especie

38



Opisthopatus cinctipes, (Peripatopsidae) en donde las células espermaticas estan

embebidas en un espermatoforo (Storch y Ruhberg, 1977; Storch et al., 2000).

El lumen del conducto deferente presentd una sustancia eosinéfila en la region
anterior, similar con lo encontrado en otras especies. Estas secreciones del
epitelio luminal junto con las de la vesicula seminal y el conducto eferente
permitirian la formacion del espermatoforo en Peripatidae y Peripatopsidae (Storch
y Ruhberg, 1990; Storch et al., 1995). En esta zona, el epitelio luminal y la pared
del espermatéforo fueron positivos para PAS y AB lo que indica que la presencia
de mucopolisacéridos y carbohidratos &cidos estaria involucrada en la formacién
del espermatdéforo, asi como en la nutricion y maduracion del esperma como ha
sido propuesto para otras especies de ambas familias (Camatini et al., 1979;
Jamieson, 1986; Storch y Ruhberg, 1977; Storch y Ruhberg, 1990; Storch et al.,
1995). No obstante, para especies del género Paraperipatus (Peripatopsidae) se
ha reportado que los machos carecen de estas zonas secretoras encargadas de la
formacion del espermatoforo, es decir, que los espermatozoides estan dispersos
libremente en el tracto reproductivo (Willey, 1898; Cuénot, 1949; Ruhberg, 1985).

Los espermatdéforos de forma elipsoidal de M. aff. geayi presentan caracteristicas
similares a las descripciones hechas para las especies neotropicales Epiperipatus
biolleyi y Peripatus sedgwicki (Peripatidae), pero difiere del de otros géneros
asiaticos de Peripatidae en tamafio y forma Typhloperipatus y Eoperipatus (Kemp,
1914; Storch et al.,, 1995). Para algunas de las especies de la familia
Peripatopsidae los espermatéforos tienen forma redonda y la pared esta formada
por varias capas (Pflugfelder, 1968; Storch y Ruhberg, 1977). La gran variedad de
disefios y tipos de formacion del espermatéforo en onicéforos esta relacionada con
los distintos modos de transferencia de éste (Elliot et al., 1993; Monge-N4jera et
al., 1993; Sherbon y Walker, 2004; Walker y Tait, 2004; Walker et al., 2006).
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El didmetro del conducto deferente varié significativamente entre los fetos y
neonatos y adultos. Los machos adultos y neonatos almacenan dentro del lumen
del conducto deferente a los espermatoforos, lo que hace que el diametro y
epitelio luminal se distiendan. Por otro lado, los fetos no presentan aun
espermatéforos en el lumen del conducto deferente y por tanto su didmetro es
menor. En los fetos de M. aff. geayi no se observaron espermatoforos en el lumen
del conducto deferente, lo que significa que, aunque ya producen
espermatozoides aun no serian capaces de fertilizar los gametos femeninos; por lo
tanto, sélo como neonatos (que ya producen espermatéforos) podrian ser

considerados machos reproductivamente activos.

El conducto eyaculador de M. aff. geayi posee un epitelio luminal que esta
rodeado por fibras de coladgeno y una densa capa de musculo esquelético que le
confiere movimiento voluntario y que podria tener un papel fundamental en el
apareamiento, permitiendo la expulsidbn del espermatoforo directamente al
gonoporo de la hembra, similar a lo encontrado para otras especies de la familia
Peripatidae (Reid, 1996; Campligia y Walker, 1995; Walker y Campiglia, 1998;
Mayer, 2007). En especies de la familia Peripatopsidae de los géneros
Peraperipatus de Nueva Guinea (Ruhberg, 1985) y Austroperipatus de Australia
(Bouvier, 1915), la copula se da a través de estructuras similares a un pene, el
cual es usado para transferir el esperma (Tait y Briscoe, 1990). El diametro y
altura epitelial del conducto eyaculador parecen variar con el tamafo corporal en

M. aff. geayi, de manera que son mayores en individuos mas grandes.

Microscopicamente los fetos pigmentados de M. aff. geayi presentaron esperma
en las vesiculas seminales y en los conductos eferentes. Esto coincide con lo
reportado para otras especies de Peripatidae (Peripatus jamaicensis, Havel et al.,
1989 y Peripatus eisenii Rucker, 1900), para las que se habia encontrado que los
machos alcanzan la madurez sexual a un estado de desarrollo temprano, desde

gue estan en el Utero de la hembra madre. Havel et al. (1989) plantea que los
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machos se reproducen lo mas rapido posible siguiendo la estrategia propuesta por
Ghiselin (1974), conocida como “dispersion de machos”. Esta estrategia indica que
los machos invierten su energia en una reproduccién muy temprana en lugar de
invertir en crecimiento, siendo este patrén frecuente para otras especies viviparas,
asi como en las oviparas de la familia Peripatopsidae en el que los machos
alcanzan la madurez rapidamente y se aparean con mayor frecuencia (Curach y
Sunnucks, 1999; Tutt et al., 2002)

El rango de longitud corporal para los machos de M. aff. geayi fue similar a lo
encontrado para la especie neotropical P. jamaicensis, pero difiere del tamafio de
la madurez sexual, ya que para la poblacion del presente estudio fue de 19 mm
mientras que para P. jamaicensis fue de 28 mm (Havel et al., 1989). Se evidenci6
ademas una variacion en el tamafio corporal de los machos de M. aff. geayi
encontrdndose fetos con longitudes semejantes o incluso mayores a las de
machos nacidos tiempo atras. Havel et al. (1989) observando asimismo este
fendbmeno propusieron que esta variacion esta relacionada con el tamafio de las
madres de manera que hembras de mayor longitud corporal paren machos de
mayor tamafio, y aquellas madres de menor longitud producirian hijos machos
maduros con tamafios inferiores. Este tipo de plasticidad y la alimentacion
proporcionada por la madre influyen en el crecimiento intrauterino de los hijos
(Havel et al., 1989).
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5. CONCLUSIONES

Los machos de Macroperipatus aff. geayi presentaron un tracto reproductivo que
macro y microscépicamente fue similar a lo reportado para otras especies de la

familia Peripatidae.

Los especimenes de esta poblacion inician el proceso de espermiogénesis
durante su desarrollo fetal y producen espermatozoides como fetos avanzados, de
manera que alcanzan la madurez sexual antes de nacer; sin embargo serian
reproductivamente activos cuando neonatos, ya que sélo en este estado son

capaces de producir espermatéforos para transferir al gonoporo de la hembra.
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