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Resumen: El objetivo de este estudio fue hacer una descripcién macro y microscépica de la morfologia gonadal
de Peltophryne empusa. Para realizarlo se recolectaron seis ejemplares (dos machos y cuatro hembras) de esta
especie en las dos estaciones, seca y humeda, del periodo 2018-2019 en la localidad de San Paul, Artemisa, Cuba.
Los ejemplares fueron anestesiados mediante una solucién de dietiléter al 99 %, luego medidos y pesados y
posteriormente diseccionados. Las génadas masculinas fueron extraidas integramente, mientras que sélo se
tomaron fragmentos de los ovarios. Estas muestras fueron luego fijadas en formaldehido al 4 % y glutaraldehido
al 2,4 % para ser procesadas por técnicas de microscopia dptica y electrénica, respectivamente. Las génadas
masculinas estaban compuestas por dos testiculos alargados, no pigmentados y muy lobulados y dos érganos de
Bidder en posicidén cefalica. Las génadas femeninas no presentaban el 6rgano de Bidder. Varios cistos con células
sexuales en diferentes etapas de la espermatogénesis fueron encontrados en los testiculos como:
espermatozoides, espermatidas, espermatocitos, células de Sertoli y tejido conectivo. El 6rgano de Bidder poseia
ovocitos previtelogénicos, cuerpos atrésicos y tejido adiposo. Los espermatozoides presentaron cabeza, cola y
una membrana ondulante. El ovario estaba formado por ovocitos previtelogénicos y vitelogénicos, cuerpos
atrésicos y lechos germinales. Los ovocitos estaban divididos en un polo animal pigmentado y uno vegetal, el
nucleo contenia nucléolos y cromosomas en escobilla (Jlampbrush). La presencia de caracteristicas reproductivas
durante la etapa seca en las hembras pudo deberse a la abundancia de precipitaciones al inicio de esta.

PaLABRAS cLAVES: morfologia gonadal, 6rgano de Bidder, ovario, testiculo, ultraestructura.

ABsTRACT: The goal of this study is to make a macroscopic and microscopic description of the gonadal
morphology of Peltophryne empusa. To do so, six specimens (two males and four females) were collectecig during
the two seasons (dry and wet) of the period 2018-2019 in San Padl, Artemisa, Cuba. Specimens were
anesthetized with a diethyl-ether 99% solution, then, they were sized and measured. After that they were
dissected and the entire masculine gonads and part of the feminine ones were taken and fixed in formaldehyde
4% and glutaraldehyde 2.4% solutions to be processed by optical and electronic microscopy respectively.
Masculine gonads consisted in two elongated non pigmented and very lobulated testicles and two Bidder’s
organs located in cephalic position. Feminine one had no Bidder’s organ. Several cysts with sexual cells in
different stages of the spermatogenesis were found in the testicles such as: spermatozoa, spermatids,
spermatocytes, Sertoli cells and connective tissue. Bidder’s organ consisted in previtellogenic oocytes, atresic
bodies and fat tissue. Spermatozoa were formed by a head, a tail and an undulant membrane. Previtellogenic
and vitellogenic oocytes, as well as atresic bodies and germinal bed were found in the ovaries. Oocytes were
divided in an animal and a vegetal pole, the nucleus contained nucleoli and lamp brush chromosomes. These
characteristics are similar to those of other are also found in other Cuban and foreign anurans. The presence of
reproductive characteristics during the dry season in females might have been due to the high precipitations at
the beginning of that season.

Kty worbps: Bidder’s organ, gonads morphology, ovary, testicle, ultrastructure.
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INTRODUCCION

Entre los paises que conforman el llamado punto
caliente de biodiversidad o Aot spot del Caribe se
encuentra Cuba, lo cual es producto del alto numero
de especies de plantas y animales que en ella habitan
(Myers et al, 2000). Entre los grupos de animales
presentes en el archipiélago cubano se destacan los
anfibios con 68 especies (66 de las cuales son
endémicas) (Alonso y Garcia, 2017). Peltophryne es
uno de los géneros que conforman este grupo y
cuenta con 12 especies. Se distribuyen en las Antillas
mayores e islas Virgenes Britdnicas (Pregill, 1981).
Del total de especies, 8 son exclusivamente cubanas
(Alonso et al., 2012).

Se han realizado estudios sobre la biologia
reproductiva de otros miembros del género en Cuba,
ya sea la espermatogénesis (Sanz et al, 2007), la
morfologia de las génadas (Sanz et al, 2008) o sobre
el 6rgano de Bidder (Sanz, 2015). Sin embargo, no se
ha hecho ningun estudio relacionado con la biologia
reproductiva de P empusa excepto por la descripcién
de su metamorfosis en condiciones de laboratorio
(Kidov et al, 2017). Por esto es mnecesario la
realizaciéon de estudios sobre la  biologia
reproductiva, pues puede brindar informacién util
para la conservacién de la especie. Ademds, se conoce
poco sobre la funcién de érgano de Bidder, una
estructura similar a un ovario presente
mayoritariamente en los machos de la familia
Bufonidae, asi como en algunas hembras (Piprek et
al, 2014). Sin embargo, se sabe que, si son
extirpados los testiculos, este érgano deriva en un
ovario (Harms, 1921; Browns et al, 2002). Ademas,
se piensa que puedan presentar funcién endocrina
(Abramyan, 2010). Es por ello que el objetivo de este
trabajo es realizar una descripcién macro vy
microscopica de las génadas de 2 empusa.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares de P empusa fueron recolectados
en la Finca San Paul (22,9303°N; 82,45731°W), una
localidad perteneciente al municipio San Antonio de
los Barios, provincia Artemisa, Cuba. Estas colectas
se llevaron a cabo durante el periodo 2018-2019,
donde obtuvieron un total de dos ejemplares machos
y cuatro hembras.

Los ejemplares fueron posteriormente llevados al
laboratorio donde se anestesiaron mediante una
solucién de dietiléter al 99 %. Posteriormente se
procedié a medirlos, desde la punta del hocico hasta
la cloaca mediante un pie de rey con un error de
0,01 mm, y a pesarlos mediante una balanza con un
error de 0,5 g. Una vez hecho esto se diseccionaron y

se les extrajeron las génadas (en caso de los machos)
o partes de ellas (en caso de las hembras).

Las muestras fueron entonces fijadas en
soluciones de formaldehido al 4 % y de
glutaraldehido al 2,5 % para ser procesadas por
técnicas histoldgicas para microscopias Optica y
electrénica, respectivamente. Luego, en el caso de las
muestras para ser analizadas mediante microscopia
Optica, pasaron a ser tefiidas con hematoxilina-
eosina y con la técnica tricrémica de Mallory. En el
caso de las muestras para microscopia electrénica se
tifleron mediante azul de toluidina y acetato de
uranilo y citrato de plomo.

Los cortes histolégicos fueron observados
mediante un microscopio 6ptico Novel a 4x, 10x y
40x. En el caso de los cortes para microscopia
electrénica, se empleé un microscopio electrénico de
transmisién JEOL JEM.

RESULTADOS

Machos: Los ejemplares machos presentaron un
par de génadas situadas bajo las visceras y encima de
los rifiones. Eran alargadas y estaban compuestas por
un testiculo y un oérgano de Bidder situado en
posicién cefdlica. S6lo se detectaron cuerpos grasos
en la época seca, los cuales eran amarillos y de
aspecto digitiforme. Los testiculos eran no
pigmentados y muy lobulados, dichos 16bulos podian
estar hasta separados del testiculo principal sin que
hubiera tejido adiposo que los uniera (Fig.1A). El
6rgano de Bidder era redondeado y pequefio en
comparacién con el testiculo y su superficie era
irregular debido a los ovocitos presentes.

Bajo el microscopio éptico, las génadas estaban
divididas entre 6rgano de Bidder y testiculo por una
capa de tejido conectivo. El érgano de Bidder poseia
una cantidad abundante de tejido adiposo, de forma
tal que los ovocitos estaban desplazados hacia uno de
los lados y dispuestos en una hilera. El testiculo
contenia tibulos seminiferos delimitados por tejido
conectivo, asi como cistos donde ocurria la
espermatogénesis (Fig. 1B).

Los ovocitos presentes en el érgano de Bidder se
encontraban en fase previtelogénica con muchos nu-
cléolos (de 2 - 24) en el nucleo (Fig.1C). Se encontra-
ron también cuerpos atrésicos. En cuanto al testicu-
lo, los cistos se encontraban en distintas fases de la
espermatogénesis, de forma independiente, no conti-
nua, como en la espermatogénesis radial de los am-
niotas. Aunque predominaban los espermatozoides
y las espermdtidas (tempranas, medias y tardia), asi
como células de Sertoli y células de tejido conectivo
(Fig.1D). De manera general, en ambas estaciones del
afio se encontraron espermatozoides y espermatidas
en las génadas, aunque en la temporada seca fueron
mucho menos numerosos.
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En las muestras para microscopio electrénico se
observé que los espermatozoides estaban formados
por una cabeza y una cola, aunque se encontrd uno
con dos colas (Fig. 1E). La cabeza era alargada y
eliptica, con un extremo aguzado y estaba formada
por el nicleo compactado de cromatina, un espacio
subacrosémico y el acrosoma. La cola poseia una
membrana ondulante y estaba compuesta por nueve
pares periféricos y un par central de microtibulos.
También se observaron espermitidas en formacién
rodeadas por el citoplasma de las células de Sertoli,
las cuales poseian numerosas mitocondrias (Fig. 1F).

Hembras: Las hembras se encontraron con la
cavidad abdominal repleta de ovocitos (cubrian toda

Ficura 1. Microfotografias de las génadas masculinas de

la cavidad abdominal) en ambas estaciones del afio.
No se encontré el érgano de Bidder ni se observé una
divisién entre ambos ovarios. Los ovocitos estaban
pigmentados por el polo animal, mientras que el polo
vegetal poseia vitelo y era de color blanco
amarillento. Sélo se encontraron cuerpos grasos en
una hembra durante la temporada seca, los cuales
tenian el mismo aspecto que los hallados en los
machos.

Vistos bajo el microscopio 6ptico, en ambas épocas
del afio se encontraron ovocitos vitelogénicos y
previtelogénicos. También se observaron lechos
germinales situados en la periferia de los ovarios y
una leve cavidad central (Fig. 2A) asi como cuerpos

"

eltophryne empusa. A-D mediante microscopio optico, Ey F

mediante microscopio electronico. Testiculo, A y B. Ovocito, C. Génada masculina vista a través del microscopio
optico de campo claro, D. Espermatozoide con dos colas, E. corte transversal de una espermatida avanzada, F. (C) cola,
(c) microtubulos periféricos y centrales de la cola, (CE) cisto de espermatidas, (E) espermatidas tempranas, (EC)
espermatocitos, (LT) 16bulo del testiculo, (M) membrana ondulante, (Mt) mitocondria, (Ca) cabeza, (N) nucleo, (n)
nucléolo, (O) ovocito, (OB) 6rgano de Bidder, (S) célula de Sertoli, (T) testiculo, (TA) tejido adiposo, (TC) tejido
conectivo, (TS) tibulo seminifero.

Ficure 1. Microphotographs of the male gonads of Peltophryne empusa. A-D by an optic microscope, E and F by an
electronic microscope. Testicle, A and B. Oocyte, C. Masculine gonad seen through the bright field optic microscope,
D a two-tail spermatozoa, E. transversal cut from an advanced spermatid, F. (C) tail, (c) central and peripheral
microtubules of the tail, (CE) cyst of spermatids, (E) early spermatids, (EC) spermatocytes, (LT) testicle lobule, (M)
undulant membrane, (Mt) mitochondria, (Ca) head, (N) nucleus, (n) nucleolus, (O) (O) ovocito, (OB) Bidder's organ,
(S) Sertoli cell, (T) testicle, (TA) fat tissue, (TC) connective tissue, (TS) seminiferal tubule.
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atrésicos. Los ovocitos presentaban una gran
cantidad de vitelo en el polo vegetativo, mientras que
el polo animal estaba pigmentado (Fig. 2B) y se
encontraban rodeados por dos capas: una membrana
vitelina y una capa de células foliculares (Fig. 2C). Los
nicleos poseian nucléolos y cromosomas en escobilla
(lampbrush) (Fig. 2D). Bajo el microscopio
electrénico se observo el complejo de Golgi (Fig. 2E),

las mitocondrias (Fig. 2F) y los complejos de uni6én
(Fig. 2G).

DiscusioN

Las caracteristicas presentes en las goénadas
masculinas de Peltophryne empusa son similares a
las encontradas en otros sapos: cubanos como
P fustiger (Sanz et al, 2007), R gundlachii y
P cataulaciceps (Sanz et al, 2015) y extranjeros
como Rhinella marina (Brown et al, 2002) y Bufo
lentiginosus (King, 1908). El hecho de haber hallado
el 6rgano de Bidder en posicién cefélica del testiculo

Ficura 2. Microfotografias de los ovarios de Peltophryne empusa A-D mediante microscopio optico, E-
G mediante microscopio electronico. (OPV) Ovocito previtelogénico, A y B. Capas que rodean a los ovocitos, C.
(CL) Cromosomas en escobilla, D. Ovocito, E. (GP) Granulo de pigmento, (Mt) mitocondrias, F. (CU) complejos
de unién, G. (CF) capa de células foliculares, (CG) complejo de Golgi, (CO) cavidad del ovario, (LG) lecho
germinal, (MV) membrana vitelina, (N) el ntcleo, (n) un nucléolo, (Pa) pigmentos del polo animal,
(P) pigmentos, (V) el vitelo.

Ficure 2. Microphotographs of the ovaries of Peltophryne empusa. A-D by an optic microscope, E-G by an
electronic microscope. (OPV) previtelogenic oocyte, A and B. layers that surround the oocytes, C.
(CL) lampbrush chromosomes, D. oocyte, E. (GP) pigment granule, (Mt) mitochondria, F. (CU) union complexes,
G. (CF) follicular cells layer, (CG) Golgi complex, (CO) ovarian cavity, (LG) germinal bed, (MV) vitelline
membrane, (N) nucleus, (n) nucleolus, (Pa) pigments in the animal pole, (P) pigments, (V) vitellum.
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indica que esta especie pertenece al tipo II segun la
clasificacién de Piprek et al. (2014).

El hecho de que el testiculo sea alargado lo hace
similar a P gundlachii (Sanz et al., 2015), la presencia
de l6bulos lo asemeja a P peltocephala (Sanz et al,
2015) aunque el encontrarse completamente
separado del testiculo es tnico en esta especie,
puesto que los lébulos de R peltocephala estin
unidos a los testiculos mediante tejido conectivo. El
haberse encontrado tejido adiposo en el 6rgano de
Bidder sélo ha sido encontrado en P taladai (Sanz-
Ochotorena et al, 2019). En cuanto a los cortes
histoldgicos, la organizacién de los tejidos es similar
a la hallada en otras especies de anuros cubanos
tanto de las ranitas (Eleutherodactylus atkinsi,
E. goini, E. planirostris, E. riparius, E. varleyi y
E. zugi) (Rodriguez et al, 2015) como de los sapos
P fustiger (Sanz et al., 2008).

Se observaron tres caracteristicas que pueden
indicar una posicién intermedia de esta especie entre
los grupos de bufénidos cubanos: pequefios y
grandes. Aunque tal parece que esté mads
emparentado, por una mayor cantidad de
similitudes, con los sapos grandes como menciona
Alonso et al, (2012). Esas tres caracteristicas son: 1-
Testiculos no pigmentados, como en P fustiger (Sanz
et al, 2008), el cual es un sapo del grupo de los
grandes; 2- Presencia de membrana ondulante en las
colas de los espermatozoides (como en los sapos
pequerios); 3- Existencia de espermatozoides con dos
colas, como en P fustiger (Sanz et al., 2008).

La presencia de nucleos con nucléolos y cuerpos
atrésicos en el 6rgano de Bidder se corresponde a lo
encontrado en otras especies de bufénidos cubanos
(Sanz et al, 2015) y foraneos (Farias et al, 2002). El
hecho de que se encontraran nucléolos indica que el
6rgano de Bidder no es sélo una estructura
anatémica, ya que estos se asocian principalmente
con la biogénesis de los ribosomas (Boisvert et al,
2007). Estos ribosomas son necesarios para la
sintesis de la maquinaria requerida por el ovocito en
la sintesis de proteinas (Gilbert, 2013). Los nucléolos
pudieran también ayudar en la sintesis de ribosomas
que permitan la sintesis de diversas enzimas
necesarias para la produccién de andrégenos y
estrégenos (Scaia et al, 2011), o la conversién de
pregnenolona o progesterona en 17-hidroxi-
progesterona, testosterona, androstendiona, 17f3-
estradiol y estrona (Coolombo y Belvedere, 1980).

En cuanto a lo encontrado en las hembras, la
ausencia de érgano de Bidder pudo haberse debido a
la gran cantidad de ovocitos que estas presentaron, lo
cual hizo dificil la basqueda de esta estructura. La
diferenciacién entre el polo animal y vegetativo en
cuanto al grado de pigmentacién también se ha
encontrado en otras especies de sapos cubanos como
Peltophryne taladai (Sanz et al, 2010) y foraneos

como Rhinella scheideri (Montezol et al, 2017), asi
como otros anuros como Rana tigerina (Sretarugsa et
al, 2001). Esta caracteristica puede relacionarse con
que dicha pigmentacién protege el nucleo (que se
encuentra en el polo animal) de la radiacién
ultravioleta.

Las caracteristicas observadas en los ovocitos
como los nucléolos, los cromosomas /lampbrush, la
capa de células foliculares, la membrana vitelina y la
presencia de mitocondrias y complejo del Golgi en el
citoplasma celular también han sido observadas en
otros anfibios cubanos como P fustiger, R longinasa,
P peltocephala, Eleutherodactylus goini, E. riparius,
E. cuneatus, E. zugiy E. caspari (Sanz et al, 2007).
La presencia de numerosos nucléolos y cromosomas
lampbrush en el nucleo, junto con la presencia de
una gran cantidad de mitocondrias, podria deberse a
la actividad sintética de los ovocitos. Estos se
encuentran en el proceso de desarrollo para asi
prepararse para el posterior desarrollo del embrién
una vez esté fecundado.

Es posible que la razén por la cual se encontr6 una
gran cantidad de ovocitos a inicios de la temporada
seca sea debido a las abundantes lluvias durante ese
mes. Esto puede deberse a que R empusa, sea una
especie de sapo cuyo ciclo reproductivo sea
discontinuo, tipico de especies que habiten en
regiones con estacionalidad (Montezol et al, 2027),
como en es el caso de Cuba, con temporada seca y
lluviosa. Las especies de anfibios tropicales que viven
en regiones con variaciones estacionales,
normalmente poseen un ciclo reproductivo
influenciado por las lluvias (Huang et al, 1996;
Pough et al, 2001; Ferreira y Mehanna, 2012).
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