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Resumen

Los ciclos reproductivos de las especies de reptiles de zonas no tropicales como el lagarto Liolaemus
wiegmanni se caracterizan por poseer una sola temporada reproductiva anual limitada por una
periodo de hibernacion corto. El objetivo de este trabajo fue disefiar un “macro” a través de un
analizador digital de imagenes, que permita medir el area de los tabulos seminiferos y el grosor medio
del epitelio germinativo de los testiculos de los lagartos. El macro consta de cinco secciones principales:
toma de imagenes, preprocesamiento, segmentacion, medicién de parametros seleccionados y por
ultimo los resultados obtenidos en pixel (unidad minima de pantalla) son convertidos a micrémetros
(unidad meétrica). En conclusion, este método permite medir el area y grosor medio del epitelio
germinativo de los tubulos seminiferos con un alto grado de automatizacion, procesamiento de un
gran nimero de imagenes con un minimo error y rapida obtencién de los resultados.
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Introduccion reproductivo de la especie a estudiar (11,4).

En especies que hibernan es importante conocer El analizador digital de imagenes es un equipo que
las caracteristicas del ciclo reproductor de los machgsermite estudiar numerosos parametros morfométricos
tales como su duracion y estacionalidad; la variacion estereoldgicos, en donde a través de un alto grado de
de la longitud, volumen y peso de los testiculosautomatizacién, se procesa un gran nimero de muestras
variacion de los cuerpos grasos y la duracion de keon un minimo errory rapida obtencion de los resultados
espermatogénesis. Para el estudio de ésta ultima (&3,5,6,7). La automatizacién se logra ideando
analiza la variacion en la altura del epitelio germinal yprogramas, denominados “macros”, que contemplan
de los tipos celulares, a fin de poder determinar elna secuencia de acciones u érdenes establecidas por
modelo reproductivo de la especie (1,9,10). Existerl operador. El objetivo de este trabajo fue disefar un
grandes inconvenientes en la medicion de la altura d&hacro” a través de un analizador digital de imagenes
epitelio germinal, ya que la mayoria de las veces solgue permita medir el area de los tabulos seminiferos y
se cuenta con la reglilla del ocular del microscopi®l grosor medio del epitelio germinativo de los testiculos
Optico para realizar tales determinaciones, lo quée lagartos Liolaemus wiegmanni en diferentes estadios
dificulta poder determinar un verdadero modelaeproductivos.
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Materiales y métodos espermiogénesis temprana,; Estadio "4™:
Animales.31 especimenes de Liolaemus wiegmanréspermiogénesis; Estadio "5 testiculo reproductivo;
machos, juveniles y adultos, capturados a 5 Km de Estadio "6": testiculo post-reproductivo y Estadio "7":
localidad de Laguna Oscura (33°50¢-64°50¢)testiculo inactivo.
Departamento Rio Cuarto, Provincia de Cérdoba, Ar-
gentina fueron depositados en la coleccion herpetoldgica Andlisis estadistico.os datos fueron evaluados
de la Orientacion de Zoologia de la Universidadnediante un test ANOVA.
Nacional de Rio Cuarto. Las muestras se recolectaron
del 12 de setiembre de 1993 al 27 de diciembre de 1994. Resultados
La Figura 1, toma de imagenes del preparado
Preparacion de las muestrasA los especimenes histolégico del tdabulo seminiferos de Liolaemus
se les extrajeron los testiculos y epididimo y se fijarowiegmanni en un estadio reproductivo, corresponde a
en formol al 10%. Se deshidrataron con alcohol dh primera seccion de la macro realizada. Fue capturada
96%, 3 bafios de 15 minutos cada uno, luego 3 de tbn la cAmara de video y posteriormente transferida a
minutos cada uno en alcohol al 100% y por tltimo pauno de los monitores mediante la placa de adquisicion.
benceno/xilol 3 veces, 15 min cada vez. Las muestras
se incluyeron en parafina, 2 bafios de 2 horas cada El promedio de 12 imagenes de los tubulos
uno en estufa a 57-58°C, con la muestra en posici@miniferos obtenidos como anteriormente se
vertical hasta que la parafina solidific6. Se montarodescribiera, se observa en la Figura 2. La imagen
en tacos de madera y se cortaron con un microtomesultante se realiza para aportar la mejor claridad a la
automatico (Jum 2065, Leika), obteniendo cortes deifhagen mediante el ajuste interactivo del rango de grises
a 10 mm de grosor cada uno. Se colorearon confue grabada para su posterior analisis. La segunda
Hematoxilina-Eosina y se observaron con urseccion de la macro, el preprocesamiento, consistié en
microscopio éptico (Axiophot, Zeiss). marcar por medio del mouse el perimetro externo del
epitelio germinativo del tibulo seminifero. Se seleccioné
Analisis Digital de Imagenes. Los cortes de como objeto de estudio el area incluida dentro del
epitelio germinativo testicular fueron evaluados a travgserimetro y la imagen obtenida representa el area total
de un analizador digital de imagenes (Kontron imagingFigura 3). En la tercera seccion se realizé la
system, VIDAS), el cual consta de: una CPU con edegmentacion, que consistio en transformar la imagen
programa Vidas25 con placa de adquisicién ddel objeto hasta ahora definido en rangos de grises, en
imagenes, dos monitores (uno para manipulacién dehagen binaria o blanco y negro (Figura 4).
programa y el otro para visualizacion de la imagenPosteriormente se marcé el perimetro interno del epitelio
un mouse indicador de la posicion exacta dentro de ¢germinativo que demarca la luz tubular, seleccionando
imagen y un sistema de conexion realizado a travé®mo objeto el grosor medio del epitelio germinativo,
de una cdmara de video Philips CCD a un microscopimn lo cual se obtuvo un Unico objeto, el epitelio
Axiophot (Carl Zeiss). Para la medicién de las varigerminativo en forma de anillo. Dicho paso lo realiza el
ables a estudiar: area de los tubulos seminiferoseguipo en forma automéatica por lo cual no se dispone
grosor medio del epitelio germinativo se realizé con ele figura. El cuarto paso fue la medicién de los
analizador de imagenes un programa, es decir uparametros morfométricos seleccionados: area tubular
secuencia de acciones denominada “macro” quegrosor medio del epitelio germinativo del tabulo. Por
constd de cinco secciones principales: toma détimo los resultados obtenidos en pixel (unidad minima
imagenes, segmentacion, preprocesamiento, medicida pantalla) fueron transformados a micras, en funcién
de los pardmetros seleccionados y conversion de lde un factor de correccién obtenido con un portaobjeto
resultados de pixel a micrometros. provisto de reglilla (5+ 100/100, Zeiss).

Definicion de estadios espermatogénicdzara La macro realizada nos permitié medir por cada
definir los diferentes estadios reproductivos se utilizportaobjeto analizado 25 tdbulos seminiferos tomados
la tabla propuesta por Ballinger y Nietfeldt (1) queen forma aleatoria y al azar. La variacion de la altura
determina 8 estadios: Estadio "0": testiculdel epitelio germinal en los diferentes estadios
diferenciado; Estadio "1": crecimiento testicularreproductivos se resumié en la Tabla 1. La altura del
Estadio "2": espermatogénesis temprana; Estadio "8pitelio germinal durante la espermiogénesis varia en
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Figura 1. Imagen promedio de tubulo seminifero de Liolaemus wiegmanni capta-
da por la cdmara de video adicionada al microcopio 6ptico (400x)

Figura 2. Imagen obtenida al seleccionar en forma interactiva, el perimetro del
epitelio germinativo de los tubulos seminiferos del lagarto Liolaemus wiegmanni a
fin de obtener el 4rea total.
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Figura 3. Imagenbinaria del area total del tibulo seminifero del lagarto Liolaemus
wiegmanni.

los distintos estadios reproductivos, tendiendo geproductivos en las distintas especies de lagartos
aumentar hacia el Estadio “5”: 8,00 + 1,79 mm a part&valuadas. Nuestro grupo de trabajo propuso en 1996

del cual los valores decrecen (7,8). (7), la utilizacion del analizador digital de imagenes para
subsanar todos los inconvenientes que acontecen con
Discusion la utilizacion de las reglillas oculares.

Importantes estudios sobre patrones de cambios
histolégicos del ciclo testicular se han realizado sobre el Tal como se ha visto en la Tabla 1 la altura del epitelio
ciclo reproductivo de los lagartos neotropicales. Lgerminal varia en los diferentes estadios reproductivos,
cuantificacion de la variacion histolégica de gonadastendiendo a aumentar hacia el estadio “5” cuando los
ductos en los diferentes estados de actividatsticulos presentan su maxima actividad; luego los
reproductiva por micromorfometria provee lavalores decrecen (7,8). Asi, la altura del epitelio
confirmacion de la relacidon entre los cambios®spermético se incrementa progresivamente con la
morfologicos en cada estado y su actividad. Por otactividad espermatogénica y declina abruptamente en
lado, en concordancia con Fay et al., 1985 (59l estadio reproductivo “7” cuando ocurre la regresion
observamos que los estudios realizados a través wsticular.
observaciones y mediciones histologicas utilizando las
reglillas de los oculares de los microscopios originanun Teniendo en cuenta los resultados obtenidos
aumento significativo del error estadistico. Numerosgsodemos afirmar que el método propuesto por nuestro
autores utilizan los métodos anteriormente mencionadagupo de trabajo, permite la realizacion de mediciones
haciendo entonces, una simple diferencia de caracee variables morfolégicas, con significancién
cualitativo de los tabulos seminiferos durante logstadistica, entre los diferentes estadios reproductivos
diferentes estadios espermatogénicos (11,1,4). Lgscon un alto grado de automatizacion. Este tipo de
variaciones de morfometria y apariencia histolégica destudio es valido para aplicar en otras especies y
las estructuras sexuales del macho a través de su cialiemas permite procesar un gran nimero de imagenes
reproductivo estacional muestran que los tractos s@mon un minimo error y rapida obtencion de los
estadisticamente diferentes en los diferentes estadesultados.
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Tabla 1. Distintos estadios reproductivos espermatogénicos y la variacion
de la altura del epitelio germinal durante la espermatogénesis.

Estadio reproductivo n Altura epitelio (xxds)um
1 (Crecimiento testicular) 1 No hay luz
2 (Espermatogénesis temprana) 3 4.83+2.36
3 (Espermiogénesis temprana) 3 467+1.31
4 (Espermiogénesis) 3 7.00+£1.08
5 (Testiculo reproductivo) 4 8.00+1.79

6 (Testiculo post-reproductivo) 16 6.47+2.13
7 (Testiculo inactivo) 6.50 x 10

=

Summary

Use of image digital analyzer to measure morphometric parameters in seminiferous tubules of
Liolaemus wiegmanni. The reproductive cycles of reptile species from non tropical areas like the
lizard Liolaemus wiegmanni are characterized by having only one annual reproductive season limited
by a short hibernation period. The objective of this study was to design a macro through an image
digital analyzer to measure the seminiferous tubules area and the average thickness of the germinal
epithelium. This macro is formed by five sections: imaging, processing, segmentation, parameter
measurements and finally the obtained results in pixels are transformed in micrometers. In conclusion,
this methods allows to measure the area and thickness of the germinal epithelium with a high degree
of automatization, processing a great number of images with minimal error and rapid results.

Key words:Digital Image Analizer , lizard, macro, seminiferous tubules
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