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RESUMEN

Peltophryne gundlachi (Ruibal, 1959), y Peltophryne cataulaciceps (Schwartz,
1959) tienen habitat restringido, sus poblaciones estan disminuyendo por la
contaminacioén, la pérdida de su entorno y la quitridiomicosis y presentan alguna
categoria de peligro en la Lista Roja de la UICN. Poco se sabe de la biologia de
estas especies y es crucial la caracterizacion de sus génadas y células sexuales. El
objetivo de este trabajo es caracterizar la morfologia de los testiculos para obtener
una mejor comprension de este proceso que permita conocer su biologia
reproductiva y recomendar acciones que contribuyan a la conservacién de estos
pequefos sapos. Se recolectaron tres machos de cada especie en la Isla de la
Juventud en julio de 2011. Los animales fueron anestesiados y tratados
éticamente. Una gbénada se fijé en paraformaldehido 4% y otra en glutaraldehido
2.5% para ser procesados por microscopia de luz, fluorescencia y TEM. Los
resultados indican la presencia del 6érgano de Bidder en la parte anterior de cada
testiculo. Existe presencia de numerosas células que contienen pigmentos
distribuidos al azar en la tUnica albuginea y el intersticio testicular. Esto podria ser
una estrategia para proteger las goénadas de los rayos UV o0 signos de
contaminacion. Ademas, por primera vez en bufénidos cubanos se encontraron
pigmentos en el 6rgano de Bidder. Se apreciaron espermatogonias, espermatocitos
I y Il, espermatidas jovenes, intermedias y tardias y espermatozoides asociadas

con las células de Sertoli en una organizacion cistica. Los espermatozoides se



caracterizan por una extraordinaria compactacion nuclear y una membrana

ondulante.
INTRODUCCION

Las doce especies de sapos endémicos de las Antillas estan distribuidas en las
cuatro Antillas Mayores y es notorio que ocho de ellas sean endémicas de Cuba (3).
Pertenecen a la Familia Bufonidae y su género actual es Peltophryne, "resucitado"
por Pregill (4) y que posteriormente fue devuelto al género Bufo por Pramuk (5) y
Pramuk et al. (6). Finalmente, Frost et al. (7), sugieren restituir Peltophryne a Bufo
apoyados discretamente por Pramuk et al. (8), pero en ambos casos las relaciones
filogéneticas del género no quedaban bien resueltas, algo que consiguieron Van
Boxclaer et al. (9) y aun mejor con mayor nimero de muestras Alonso et al. (10).
La polémica parece haber terminado al menos para ubicarlos en género y por tanto,

el criterio taxonémico mas actual y riguroso es el del género Peltophryne.

Desde hace varios afios los autores del presente trabajo estudian las caracteristicas
morfoldgicas de las gbnadas de los sapos cubanos (11, 12, 13, 14) en busca de una
mejor comprension de la biologia reproductiva de este grupo tan importante como
enigmaéatico y amenazado. Entre otras razones porque los machos de los bufénidos
deben presentar el 6rgano de Bidder y quizds también las hembras. Los
investigadores describen al 6érgano de Bidder como una estructura exclusiva de los
machos bufénidos y esto se ha utilizado frecuentemente como un caracter
diagnodstico para esta familia (15, 16, 17). Sin embargo esa estructura puede estar
presente también en las hembras (18, 19, 20). AUn no existen evidencias cientificas
que demuestren que el 6rgano de Bidder sea una estructura vestigial o posea
alguna funcion endocrina (21). Algunos autores (22) sugieren que puede
convertirse en un ovario funcional como una estrategia reproductiva de las especies
de este grupo, sin embargo su trabajo fue experimental. Esto no descarta el hecho
que en la naturaleza a falta de hembras en las poblaciones de estos bufénidos el
6rgano de Bidder pueda convertirse en un verdadero ovario.

Caracterizar este 6rgano y describir la estructura de sus gonadas y células sexuales
en las poblaciones de sapos cubanos ha sido uno de nuestros objetivos como un
paso importante para incrementar el conocimiento sobre la dinamica reproductiva
de las especies asi como tributar a su conservacion. Ademas, con estos resultados
se contribuye a esclarecer la filogenia y posiciéon taxondmica de estos sapos. El
objetivo del presente trabajo es mostrar las caracteristicas de las génadas del
macho de dos de los sapitos pequefios cubanos: el sapito de las sabanas arenosas,
Peltophryne cataulaciceps (1) y P. gundlachi (2), conocido como sapito matraca

porque tiene un canto penetrante y continuo, evaluado por la IUCN el primero como
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en Peligro (23) y el segundo como Vulnerable (24) debido sobre todo a pérdida y

degradacion de sus respectivos habitats
MATERIALES Y METODOS

Peltophryne cataulaciceps (Schwartz, 1959)

Es una especie exclusiva de la zona occidental, que se ha encontrado en el suroeste
de la provincia de Pinar del Rio y es mas comun en el norte de la Isla de la
Juventud, desde 0 hasta 70 m s.n.m. La especie vive en sabanas arenosas que han
sido fuertemente impactadas, principalmente en Pinar del Rio, por acciones
humanas como la mineria (extraccion de arena) y la ganaderia, (25). Su tamafo es
muy pequefio, con longitud maxima de 30 mm en los machos y 27 mm en las
hembras y tiene héabitos principalmente nocturnos, pero los juveniles a veces estan
activos durante el dia (3). Los machos vocalizan entre julio y agosto en pleno
apogeo reproductivo en sabanas inundadas, desde la vegetacion herbacea densa
(26).

Peltophryne gundlachi (Ruibal, 1959)

Es una especie endémica de Cuba y la Isla de la Juventud vy vive por debajo de los
70 m de altitud. Su héabitat natural son los bosques secos y humedos, praderas
secas o inundables estacionalmente, marismas de agua dulce y areas rocosas. Esta
amenazado por la pérdidad de su habitat. Tamafio pequefio (hasta 37.6 mm). Su
cuerpo esta tipicamente cubierto por tubérculos espinosos. Habita
fundamentalmente en sabanas, pastizales, areas abiertas de cultivo, ciénagas y
otras zonas llanas. . Especie explosiva en la época reproductiva, poco frecuente o
rara fuera de este periodo. La reproduccién ocurre de mayo a octubre durante las
fuertes precipitaciones. Los machos vocalizan desde la orilla de cuerpos temporales
de agua, que a veces son soOlo pequefias charcas (3).

Se colectaron cuatro machos de cada especie en la Isla de la Juventud en su propio
hébitat. Todos los animales fueron tratados como lo establece el cédigo de ética
para manipulacion de animales.

Los ejemplares se anestesiaron, se realizé una incision longitudinal en el abdomen

y otra tansversal en la parte inguinal para visualizar las génadas y conductos "in
situ" y, posteriormente, extraerlos. Los fragmentos de testiculos se fijaron en
paraformaldehido al 4% y fueron sometidos a la técnica clasica de inclusion en
parafina. Los cortes se obtuvieron en un microtomo manual entre 5 y 7um y se
colocaron en portaobjetos con albimina como adherente. A las 24 horas los cortes
se tifieron mediante diferentes técnicas: hematoxilina y eosina, tricrémica de
Mallory y también se aplic6 la técnica de DAPI. Las observaciones se realizaron en

un microscopio Carl Zeiss modelo Axiomat, con objetivos de 20X, 40X y 100X. Las
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observaciones se realizaron en un microscopio Carl Zeiss modelo Axiomat, con
objetivos de 20X, 40X y 100X Las imagenes se digitalizaron mediante el programa
Scion Image. Otros fragmentos de gonadas se colocaron en glutaraldehido al 2.5%
en buffer fosfato a pH 7.4. En el caso del procesamiento para microscopia
electrénica las piezas se lavaron con PBS y se postfijaron con tetradxido de osmio
al 1% por varias horas. La inclusion se llevd a cabo con resina epdxica. Los cortes
ultrafinos se realizaron en un ultramicrotomo Leika Ultracut y fueron contrastados
utilizando acetato de uranilo al 3 % y citrato de plomo al 0.3 %. Se observaron las
rejillas bajo un microscopio electrénico de transmisién, JEOL JEM 1010.
RESULTADOS

Los testiculos en ambas especies son muy pequefios (entre 3mm y 4mm) algo
ovalados y estdn rodeados por tejido conectivo fibroso que constituye la tunica
albuginea la cual se observo pigmentada de oscuro (Figura 1). Entre las unidades
seminiferas hay tejido intersticial compuesto por células de Leydig, fibroblastos y
vasos sanguineos. Los pigmentos penetran el tejido intersticial de forma muy
evidente (Figura 4). En la parte craneal de cada génada se observé un érgano de
Bidder en todos las especimenes estudiados (Figura 2).

En relacion a la arquitectura histolégica de los elementos seminiferos, el epitelio
germinal, tejido germinal o parénquima esta dispuesto en I6bulos seminiferos
(Figuras 1, 2, 4). En este epitelio, hay un ordenamiento de las células en forma de
cistos o0 quistes. Esto significa que, grupos de células sexuales asociados con
células de Sertoli forman quistes de células espermatogénicas en un mismo grado
de desarrollo y que constituyen las unidades morfoldgicas de los testiculos, es
decir, son los elementos seminiferos o productores de células sexuales de las
gbnadas.

En el tejido germinal se observaron diferentes tipos celulares dentro de los cistos:
espermatogonias en el borde del epitelio; espermatocitos sobre todo
espermatocitos primarios o | transitando por la profase | de la meiosis y se
apreciaron espermatidas tanto tempranas con la cromatina ya muy densa, como
intermedias con una cierta cola naciente, y tardias en la secuencia de la
diferenciacion celular o espermiogénesis. Los espermatozoides se vieron en el
lumen o cercano a este. Cada uno de estos grupos de células estaba en la misma
fase de diferenciacion. Todos los animales estudiados estaban completamente
espermatogénicos.

Los espermatozoides se caracterizan por agruparse en ramilletes (Figura 1).
Presentan la cabeza alargada, con un acrosoma y el nulcleo muestra una

extraordinaria compactacion. La cola tiene una caracteristica membrana ondulante



(Figura 5 lzquierda y Derecha). El aparato flagelar presenta el patron de

microtdbulos 9 + 2 (Figura 5 derecha).

DISCUSION

En cuanto a la estructura histolégica general del testiculo observada en las especies
objeto del presente trabajo se verific6 una gran similitud con las descripciones de
otras especies de anuros en general (25, 26) y en particular con la de otros
bufénidos cubanos (11, 12, 13, 14). Las células en los tdbulos seminiferos
mostraron una intensa actividad espermatogénica y un ordenamiento en cistos o
quistes dentro de los tubulos lo cual afirma esta tipica disposicién en los anuros.

Los espermatocitos | fueron observados en la profase | de la meiosis, en la cual
ocurrié el intercambio genético.

El espermatozoide tanto de P. cataulaciceps como el de P. gundalchi muestran
caracteristicas similares a las de otros miembros del género. La cabeza alargada
con un acrosoma y el nucleo con la cromatina electrodensa son signos de su
compactaciéon y de su incapacidad de transcripcion lo cual es parte de su estrategia
funcional para proteger la informacioén genética que porta (27). Aunque adn no se
conozca si para lograr la compactacion se sustituyan las histonas asociadas al ADN
0 esté presente el manchete como en otras especies (27, 28). El aparato flagelar
comparte el patrén de microtubulos 9 + 2 con otros anuros (29, 30, 31, 32) y otros

vertebrados (33).

La presencia de membrana ondulante lo acerca a anuros de otros géneros y no a
otros bufénidos supuestamente mas cercanos. Por ejemplo, Sanz-Ochotorena et al.
(11), encontraron que los espermatozoides de B. fustiger carecen de membrana
ondulante. Sin embargo, la presencia de membrana ondulante en P. catalauciceps y
P. gundlachi como en P. longinasa, tanto en P. longinasa longinasa como en P.
longinasa cajalbanensis (12) puede ser un caracter muy importante a la hora de
dilucidar su ubicacion taxonémica entre otros géneros y su posicion entre los sapos
pequeinos de Cuba.

En cuanto al 6érgano de Bidder, algunos autores afirman que pudiera convertirse en
un ovario funcional y consideran que tiene caracteristicas morfolégicas potenciales
que le posibilitan convertirse en ovarios funcionales si fuese necesario ante
necesidades de la poblacién o de perpetuacion de la especie en cuestién (17).
Otros investigadores sostienen que el 6rgano de Bidder es una estructura endocrina
presente en hembras y en machos (19, 21). Solo se ha encontrado en una hembra
adulta de P. peltocepahala entre los sapos cubanos la presencia de un érgano de

Bidder (20) y ain no se conoce su funcion ni en hembras ni en machos,



La presencia de pigmentos parece ser o una caracteristica morfolégica que va
siendo no tan rara o una proteccion contra las radiaciones cada vez mas dafinas, o
como apuntan algunos autores (34, 35), con los cuales concordamos, pudiera ser
un signo de respuesta a la contaminacién de sus habitats. La presencia de estos
observada por primera vez en el drgano de Bidder de P. cataulaciceps y P.
gundlachi no solo en la tdnica albuginea de la parte testicular, abre nuevas
interrogantes y preocupaciones con relacion a estos sapos, verdaderas joyas de la
herpetofauna no solo por su carisma y endemismo, sino por su funcién en los

ecosistemas.
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ANEXOS
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Figura 1: Fragmento de la parte testicular de la génada de P. gundlachi. Se aprecia la tinica albuginea
pigmentada y esta penetra al interior de los cistos. Se observan cistos de espermatogonias, de
espermatocitos | con los cromosomas en profase y cistos de espermatozoides. TA= tunica albuginea,

Epg= Espermatogonias, Epsl= Espermatocitos Il, Epz= Espermatozoides. H-E 1000X
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Figura 2: Gonada de un macho de Peltophryne cataulaciceps. Observe el 6rgano de Bidder (OB) y los
cistos de espermatozoides (Epz) H-E 100X

Figura 3: lzquierda: o6rgano de Bidder pigmentado en P. catalauciceps H-E 400X. Derecha:
Fotomicrografia al MET de la misma zona de la foto anterior en la cual se observa el pigmento

organizado en melanosomas 12K
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Figura 4: Corte semifino de la zona testicular de P. gundlachi Observe el tejido intersticial con pigmentos

y cistos en los lI6bulos seminiferos. P=pigmento, C=Cistos. Azul de toluidina 1000X.

Figura 5: lIzquierda. Espermatozoide de P. gundalchi donde es muy visible la membrana ondulante. 20K
Derecha: cortes transversales de colas de espermatozoides de P. peltoprhyne y se aprecia el patrén

microtubular 9+2 y también la membrana ondulante 50K

11



