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ABSTRACT. Histology of the male reproductive system of Helobdella hyalina (Hirudinea, Glossiphoniidae)
in Argentina. A detailed preliminary histological analysis of Helobdella hyalina Ringuelet, 1942 male system from
Los Talas, Buenos Aires, Argentina is described. Six pairs of testisacs, located between the crop caeca, form the male
reproductive system. Each testisac is clothed by the mesotelium. Inside it, the germinal cells are connected to the
citophore and develop functional unit called poliplast. The spermatozoa are released into testisacs after the reabsortion
of the citophore. Five stages of spermatogenesis are described taking into account the successive maturation stages
of germinal cells and the changes in the citophore size. Lining cells and gland cells were found in the seminal vesicle.
Five different types of gland cells are placed inside the gjaculatory ducts, as well as two kinds of cells are found in its
distal portion: type 1, which produces eosinophilic granular secretion, type 2, with amorphous and slightly eosinophilic.
Three distinct gland cells are located in the proximal portion of the duct: type 3, which produces a strongly
eosinophilic granular secretion; type 4, with a negative eosinophilic amorphous secretion and type 5, with a basophilic

granular secretion. Type 5 gland cells are described for the ducts of this species only.
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INTRODUCCION

Helobdella hyalina Ringuelet, 1942 es una
sanguijuela muy frecuente en las asociaciones de
invertebrados del area rioplatense, Argentina. Sus
poblaciones se hallan en diversos ambientes tanto | 6ticos
como lénticos. La anatomia del sistema reproductor de
esta especie fue descripta por RiINGUELET (1942). Varios
autores han estudiado en detallelahistologiadel sistema
reproductor en hirudineos Glossiphoniidae: Damas (1964,
1965, 1966, 196843, b, 1977) en Glossiphonia complanata
(Linnaeus, 1758), MARrTiNEZ ALOS & GARCIA CORRALES
(1988) en Helobdella stagnalis (L., 1758) y FERNANDEZ et
al. (1992) enH. triserialis (Blanchard, 1849). En Argenting,
GuLLo (1994, 1995, 1999) efectud estudios
microanatémicos del sistema reproductor femenino y
masculino de H. triserialis y del sistema reproductor
femenino de H. hyalina.

El objeto es efectuar un estudio histolégico de las
gonadas, vias de evacuacion masculinas y
espermatogénesis de H. hyalina.

MATERIAL Y METODOS

Se efectuaron muestreos mensual es (desde febrero
aseptiembre de 1997) en un canal deriego situado (34°53'
Sy 57°50" W) enlalocalidad de Los Talas, Provinciade
Buenos Aires, Argentina. El canal se hallaba cubierto
por Azollafiliculoides Lamarck, Lemna minuscula Herter,
Spirodella intermedia Koch, Wolffiella oblonga
Hegelmaier y Ceratophyllumdemersum Linnaeus. En cada
muestreo se obtuvieron seis muestras de la vegetacion
flotante utilizando un muestreador de 900 cm? de éreay red
de0,5mm deaberturademalla. En el laboratorio seefectud
el lavado de lavegetacion empleando un tamiz de 200 pum.
Se obtuvo € peso himedo de los gemplares empleando

unabalanzaanaliticacon unaprecision de0,1 mg.

Parael examen microanatdmico fueron procesados
la totalidad de los especimenes censados (n=116)
comprendiendo un amplio espectro de pesos (0,2 a3 mg).
Seempled Carnoy 6:3:1 comoliquidofijador. Lainclusion
se realizd in toto empleando parafinay se efectuaron
secciones histologicas seriadas de 7 pm. Para la
coloracion seutilizd Hematoxilinade Meyer y Eosinay €
Azan deHeidenhein (Gagg, 1968).

La talla nuclear y citoplasmética se obtuvo
considerando €l diametro delas células cuya seccidn pasa
por el nicleo. Enlascélulasglandulares sdlo se considero
latallanuclear debido aladificultad para establecer los
[imites de las mismas. El examen histol 6gico se efectuo
con un microscopio binocular con equipo fotografico
automético. El material estudiado se encuentra
depositado en la Coleccion de la Division Zoologia
Invertebradosdel Museo delLaPlata, Argentina(n®6083).

RESULTADOS

Helobdella hyalina presenta seis pares de
testisacos localizados entre los ciegos gastricos
extendiéndose desde el somito X111/ X1V hastael XVIII/
XIX. Los testisacos se hallan revestidos por un epitelio
simple que seapoyasobrelamembranabasal . Este epitelio
esta formado por dos tipos de células de revestimiento:
célulasplanasmesotelialesy células clbicas. Lascélulas
mesoteliales son planas y forman una capa continua.
Presentan citoplasma aciddfilo y el nicleo es oval. La
tallanuclear es11,6 £ 0,4 pmx 3+ 0,3um,n=10(fig. 1). Las
células cubicas poseen citoplasmaaciddfilo (talla: 6,37 +
1,26 um, n=10) y unniicleo esférico con unatallade3+
0,3 pm, n = 10. Estas Ultimas se hacen més numerosasy
evidentes a medida que progresa la espermatogénesis y
sedividen por mitosisparaformar fagocitos. L osfagocitos
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presentan una talla nuclear de 3,98 + 0,61 pm y
citoplasmatica de 8,54+ 0,32 um, n=10(fig. 2).
Laespermatogénesis seiniciacon laproliferacion
de espermatogonias originadas a partir del epitelio
germinal del testisaco. Cada espermatogonia se divide
mitéticamente originando un clon o grupo isogénico. Las
espermatogonias presentan un nucleo esférico y su talla
nuclear esde4,54 um + 0,59 (n = 25). Lacromatinaesde
disposicion perinuclear adosada a la carioteca (fig. 3).
Los espermatocitos en profase meiética presentan una
tallanuclear de4,25um+ 0,84 (n=25) y tienenlacromatina
condensada (fig. 4). Latallanuclear delas espermétides
es de 1,15 pm + 0,18 (n = 25). En el marco de la
espermiohistogénesis el nucleo se alarga adoptando

formaeliptica(fig. 5). Los espermatozoides presentan una
talla nuclear de 1,06 um + 0,07 (n = 25). Se pueden
diferenciar treszonas. unaanterior y posterior eosinofila
(corresponden al acrosomay al flagel o respectivamente)
y lamediabasofilaque corresponde a niicleo (figs. 6, 11,

17).

La espermatogénesis se dividio en cinco etapas
teniendo en cuenta la maduracion de los elementos
germinalesy los cambios en el aspecto y volumen de la
region central del poliplasto (citéforo): etapa 1: se
caracterizapor laproliferacion deelementosgoniales. En
el interior del testisaco las espermatogonias se dividen
mitoticamente (fig. 7), permanecen conectadas unas con
otras por largos periodos de tiempo y constituyen

Figs. 1-6. Helobdella hyalina: 1, corte transversal de la pared del testisaco; 2, fagocito en el lumen testicular; 3, espermatogonias; 4,
espermatocitos en profase de meiosis; 5, espermatides; 6, espermatozoides (C, citéforo; E, epitelio cubico; EC, espermatocitos en
profase de la primera division meiética; EG, espermatogonias; ET, espermétides; EZ, espermatozoides; F, fagocito; ME, célula

mesotelial). Escalas: 25um, fig. 1; 50um, fig. 2; 10pm, figs. 3-6.
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poliplastos germinales. Estas divisiones no van
acompafiadas de divisiones citoplasmicas de modo que
las espermatogonias quedan unidas a la region centra
del poliplasto denominada citéforo, que en esta etapa no
esmuy voluminoso (fig. 8); etapa2: losespermatocitos se
hallan en profase delaprimeradivisién meidtica. Presentan
un ndcleo con condensacion cromatinica. El citéforo se
tornamés granular e incrementa su volumen (figs. 7, 9);
etapa 3: se caracteriza por la presencia de espermétides.
En el marco de estaetapalaseriegerminal culminaconla
formacion del flagelo. El volumen del citéforo seestabiliza.
No se observan procesos autoliticos (fig. 10); etapa 4:
finalizalaespermiohistogénesisy |os espermatozoides se
orientan con sus acrosomas vinculados con el citoforoy

suflagelo opuesto ad (fig. 11). El citéforo experimentaun
proceso de reabsorcion directa (autélisis) (fig. 12) con la
liberacion de los espermatozoides a la luz del testisaco
(fig. 13). Posteriormente los fagocitos reabsorben los
remanentesde citoforo (reabsorcion reaccional) (fig. 12);
etapa 5: con posterioridad a la puesta los nuevos
poliplastos germinales formados son reabsorbidos por
accion de los fagocitos, de manera que no es posible la
restauracion gonadal (fig. 14).

Vias de evacuacion. La salida de los
espermatozoides tiene lugar a través de un embudo
testicular que se abre en el canal eferente (figs. 13, 15).
Los canales eferentes y deferentes estan formados por
un epitelio clbico simple. Lavesicula seminal presenta

Figs. 7-12. Helobdella hyalina: 7, divisién mitética de espermatogonias y espermatocitos; 8, etapa 1 de la espermatogénesis; 9, etapa
2 de la espermatogénesis; 10, etapa 3; 11, etapa 4 reabsorcion directa; 12, etapa 4 reabsorcion reaccional (AU, autdlisis; C, citéforo;
EC, espermatocitos en profase de la primera division meiética; EG, espermatogonias; ET, espermétides; EZ, espermatozoides; F,
fagocitos; M, mitosis). Escalas: 25um, figs. 7, 12; 50um, figs. 8-10; 10um, fig. 11.
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célulasglandularesy célulasderevestimiento. Lascélulas
glandulares son globosas, com un nicleo esférico (talla
nuclear: 6,9+ 0,1 um; n = 10) y producen una secrecion
granular eosindfila. Las células de revestimiento son
planas; tienen unatallanuclear de3+ 0,3um; n=10y
alternan con las células glandul ares aungue predominan
estasUltimas (fig. 16). Enlaluz delavesiculaseminal se
observan fasciculos de espermatozoides acompafiados
de células conjuntivas de nicleos esféricos (tallanuclear
3,49+ 0,2 um; tallacitoplasmética8,75 + 0,22 ym; n=10)
(fig. 17).

El conducto eyaculador presentaun epitelio simple
constituido por células planas de revestimiento (talla
nuclear 2,6 + 0,21 pm; n = 10) y células de naturaleza

glandular (fig. 18). En su porcidn distal (region 1) se
hallaron dos tipos de células glandulares (tab. 1). Las
células glandulares tipo 1 son columnares con nucleo
esférico (tallanuclear: 6,9 + 0,10 um; n= 10) y producen
grénulosesféricoscuyatalaes1,3+ 0, 13um; n=10. Las
célulastipo 2 tienen formaova y nucleo esférico (talla
nuclear: 3,5+ 0,24 um; n = 10), y producen una secrecion
amorfa(fig. 19). Lostiposglandulares 1y 2 selocalizan a
lolargo detodalaregion | del conducto eyaculador. En
laregion proximal (region 1) sehan identificado trestipos
celulares (tab. 1). Las células glandulares tipo 3 son
columnares (talla nuclear 4,9 + 0,09 um; n = 10) y su
ubicacion en el conducto es dorsolateral (fig. 20). La
secrecion es granular observandose un gradiente en la

Figs. 13-18. Helobdella hyalina: 13, etapa 4 y embudo testicular; 14, etapa 5; 15, corte transversal del conducto eferente; 16, seccién
transversal de la vesicula seminal; 17, idem con espermatozoides en su interior; 18, corte transversal de la regién | del conducto
eyaculador (CR, células de revestimiento; EF, conducto eferente; EP, epitelio glandular; ET, embudo testicular; EZ, espermatozoides;
F, fagocitos). Escalas: 50um, figs. 13, 14, 17, 18; 25um, figs. 15, 16.
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talla de los granulos con un empaquetamiento de los
mismos hacia la desembocadura del conducto,
tornandose mas esféricos (talla: 1,79 + 0,24 ym; n = 10)
(figs. 22, 23). Intercaladas entre las células tipo 3 se
observan células glandulares tipo 5, columnares con
nicleooval (tala 2,6 £ 0,21 umx 1,75+ 0,14; n=10) cuya
secrecion esgranular. Los granulos son esféricos (talla:
1,3+ 0,13um; n=10) (fig. 20). Lascélulastipo 4 presentan
citoplasmahialinoy los nlcleos son ovales (tala: 3,5+
0,24 umx 1,75+ 0,14 um; n=10); se localizan enlaregion
ventral del conducto y producen grandes vesiculas con
secrecion amorfa(figs. 21-23).

El atrio genital es una pequefia cavidad tapizada
por un epitelio simple, debajo del cual se hallauna capa
de fibras musculares de disposicién circular
constituyendo un esfinter (fig. 24).

Tabla |. Tipos glandulares hallados en el conducto eyaculador de
Helobdella hyalina y afinidad tintorial de su secrecion. Region |: zona
distal del conducto eyaculador; region I1: zona proximal del conducto
eyaculador.

Glandulas A zan de Heidenhain  Hematoxilinay eosina  Secrecion
Region |

Tipo 1 fuertemente ciandfila eosindfila granular
Tipo 2 ligeramente ciandfila  ligeramente eosindfila amorfa
Region 11

Tipo 3 eritréfila (rojo) fuertemente eosindfila  granular
Tipo 4 ciandfila eosindfila negativa amorfa
Tipo 5 fuertemente ciandfila bastfila granular

Figs. 19-24. Helobdella hyalina: 19, tipos glandulares de la region | del conducto eyaculador; 20, tipos glandulares de la region 11 del
conducto eyaculador; 21, secreciones de la region Il del conducto eyaculador; 22, secrecién granular y amorfa de la region Il del
conducto eyaculador; 23, secreciones de la region |1 del conducto; 24, atrio genital (ES, esfinter; G1 y G2, tipos glandulares de la region
| del conducto; S1y S2, secreciones de laregion | del conducto; G3, G4 y G5, tipos glandulares de laregion I1; S3, S4 y S5, secreciones de

laregion 11). Escalas: 10um, figs. 19, 20, 22; 50um, figs. 21, 23, 24.

Iheringia, Sér. Zool., Porto Alegre, 94(1):13-18, 30 de margo de 2004



18

GuLLo

DISCUSION

Enrdaciond origendelascéulasgerminaes, DavAs
(1968b) sugiere que las células ciliadas de los sacos
testiculares de Glossiphonia complanata actuan como un
verdadero epitelio germinativo, pierden sus cilias, se
desprenden de la membrana basal y se transforman en
espermatogoniasprimitivas. Van Damme (1974) postulaque
€l origen delascéulasgermina esde Erpobde la octocul ata
(L., 1758),y engenera entodosloserpobdellidosestaenel
cordon germinal primordial de un individuo joven cuando
abandonael capullo. Segiin BonneT & MoLinas (1988), las
célulasgerminaesdeDinalineata (Mdiller, 1974) seoriginan
del corddén germinal primordia ya que las células cubico
ciliadas que tapizan € epitelio hacen poco probable que
puedan originar espermatogonias primitivas. Con la
excepcion de G. complanata (Damas, 1968b), Placobdella
codtata (Fr. Mller, 1846) (O' DonovaN & ABraHAM, 1987)y
H. stagnalis(MarTiNEz ALOs & GaRrcia CorrALES, 1988) en
ninguna otra especie se habia descripto la formacion de
elementosgerminalespor desdiferenciacion deotrascélulas
especiadizadas. EnH. hyalina, asemeanzadelo observado
enH. triserialis(GuLLo, 1995), no fueron observadascélulas
ciliadas en los sacos testiculares. La presencia de cdlulas
planas carentes de cilios y espermatogonias en la luz del
testisaco en los estadiostempranosde desarrollo, permiten
suponer unorigen apartir del cordon germina primordial.

Los cambios en €l aspecto y volumen del citéforo
observados en H. hyalina han sido descriptos en otras
especies como G. complanata (Damas, 1968b), Dina
lineata (BonneT & MoLinas, 1988), H. stagnalis (M ARTiNEZ
AL6s & Garcia CorraLEs, 1988) y H. triserialis (GuLLo,
1995) y estén vinculados alamaduracién delos elementos
germinales. A medida que se suceden las divisiones
nucleares, el volumen de los nucleos disminuye
incrementandose el volumen del citéforo. Seglin FERNANDEZ
et al. (1992), € citéforo contiene numerosas organelas y
sufuncién essincronizar laproliferaciony diferenciacion
delos elementos germinales. Con referenciaal desarrollo
de los elementos germinales de H. hyalina, no se ha
observado un ciclo anual ni se ha podido distinguir entre
espermatogonias de invierno y de verano tal como
observara Damas (1968b), aunque se observaron
modificacionesen €l citéforo durantelaespermatogénesis.

En laregion | del ducto eyaculador se hall6 el
tipo 1 que por su forma, ubicaciony formadelosgranulos
podriacompararse con las células glandulares S, de H.
triserialis (GuLLo, 1995) y a las C, de H. stagnalis
(MaRTiNEZ ALOS & GARcia CorraLEs, 1988). El tipo 2
hallado en H. hyalina podriacompararsecon el tipo C,
hallado en H. stagnalisy alas S, de H. triserialis. Con
referencia a la region |1, las células tipo 3 podrian
compararse a las células A; descriptas por MARTINEZ
ALOs & GARcia CorrALES (1988) y alascélulas tipo S,
de H. triserialis (GuLLo, 1995). El gradiente de talla
observado en las granulaciones podriavincularse auna
progresion evolutiva de la secrecion de la porcion mas
proximal alamasdistal del conducto como sucedeen H.
triserialis. Lascélulastipo 4 podrian equipararse alas
caliciformes C, citadas por MaRTiNEZ ALOs & GARCIA
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CorrALES (1988) y alas células S, descriptas para H.
triserialis en tanto las células tipo 5 s6lo han sido
descriptas para las vias de evacuacion de H. hyalina.
Las secreciones producidas en laregion | y Il del
conducto eyacul ador contribuyen alaformacion delos
espermatéforos como ocurre en otras especies de
hirudineos Rhyncobdellidos (SawvEr, 1986).
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