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RESUMEN

Los vertebrados ectotérmicos pueden presentar un sistema pigmentario de funcién desconocida, aunque en algunos casos
se han descrito los centros de melanomacréfagos con evidente funcién fagocitica; sin embargo, no es frecuente encontrar
las génadas pigmentadas en los anfibios anuros.

El objetivofundamental del presente trabajo es informary analizar la presencia de pigmentos en los testiculos de tres especies
de ranas endémicas cubanas y en un sapo cubano, también endémico. Se estudiaron las especies Eleutherodactylus
turquinensis, E. cuneatus, E. glamyrusy Bufo longinasus (subespecies B. I. longinasusy B. I. cajalbanensis), las cuales fueron
colectadas en las zonas occidental y oriental de la Isla de Cuba. Los ejemplares se anestesiaron con éter una vez que se
trasladaron al laboratorio. Se extrajeron las génadas y se procesaron para microscopia éptica y en el caso de B. longinasus
también para microscopia electrénica de transmision. Los resultados indican una morfologia de los testiculos similar a otros
anuros, se observé una organizacion cistica de las células sexuales en los tdbulos seminiferos y todos los ejemplares estaban
en espermatogénesis total. Los testiculos de todas las especies estudiadas mostraron una pigmentacién oscura y abundante
en latdnica albugineay en el tejido intersticial. Se observaron muchos melanosomas. Se analiza en el trabajo que la causa
de la fuerte pigmentacion testicular pueda ser una respuesta a la contaminacién, asimismo, se propone que los pigmentos
son producidos por otro tipo celular quizas similar a los melanomacréfagos y no por melanocitos.
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ABSTRACT

Ectothermic vertebrates may have a pigment of unknown function, although in some cases melanomacrophage centers with
apparent phagocytic function have been described; however, it is not common to find pigmented gonads in Anuran
amphibians. The main objective of this paper is to reportand analyze the presence of pigmentin the testes of frogs (three species)
andtoads (one species), all of which are endemicto Cuba: Eleutherodactylusturquinensis, E. cuneatus, E. glamyrus, and Bufo
longinasus(subspecies B. longinasus longinasusand B. longinasus cajalbanensis). The specimens were collected in western
and eastern areas of the Island of Cuba and were anesthetized with ether once taken to the laboratory. Gonads were extracted
and processed for light microscopy and, in the case of B. longinasus, also for transmission electron microscopy. The results
show amorphology thatis similarto thatin other anuran testes; there was a cystic organization of sex cells in the seminiferous
tubules and all animals were in total spermatogenesis. The testes of all studied species showed a dark and abundant
pigmentation inthetunicaalbuginea and inthe interstitial tissue. Many melanosomes were observed. Inthis paper, we analyze
thatthe cause of strong testicular pigmentation may be a response to pollution and it is proposed that pigments are produced
by another cell type similar to melanomacrophages, but not by melanocytes.

Key Words. Anuran amphibians, gonads, pigmentation.
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INTRODUCCION

| sistema urogenital de anfibios esta formado por preocupaciénpor surelativa abundancia, pero esta restringida

6rganos sexuales primarios, las génadas y érganosa la Sierra Maestra y el Macizo de Sagua-Baracoa, en la parte

accesorios o secundarios que incluyen los conductosoriental de Cuba. Habita arroyos o zonas cercanas, es riberefia.

Eltérmino urogenital proviene del origen embrionario

de riflones del tipo mesonefros en los anfibios adultos y de lo$8. Eleutherodactylus glamyr(Estrada & Hedges, 1997). Los

conductos genitourinarié3 Enlos anfibios anuros los testiculos  adultos son de tamafio pequefio, de 24 mm hembras y 20 mm

son érganos pares, redondeados u ovoides, compactos y deachos. Inscritaenla UICN como "en peligpmt disminucién

manera general de color blanquecino. Ellos estan rodeados p@n el alcance y la calidad de su habitat en la Sierra del Turquino,

una capa fibrosa de tejido conectivo, la tanica albugfnea también en la zona oriental de la Isla. Esta ranita se halla
distribuida en menos de cinco localidades. Es arbérea y habita

Recientemente, deliveira & Zieri® y Moresco & de Oliveira bosques nubosos cerrados.

han descrito un sistema pigmentario extracutaneo de funcién

desconocida presente en algunos érganos de los anfibios coma Bufo longinasuéStejneger, 1905): hembras 30 mm, machos

higado, bazo, pulmonesy corazén, entre otros. En este grupo d&.7 mm LHC. Se conocen cuatro subespeBigf®i longinasus

vertebrados ectotérmicos las células pigmentarias aparecen donginasusde las Alturas de Pizarrds, |. cajalbanensisde la

el tegumento y en los pulmones como tipicos melanocitos cuyaneseta de Cajalbana, ambas en Pinar deBRiodunnien el

origen son las crestas neuraiesn bazée higado como centros  macizo montafioso de Guamuhaya en la parte central de Cubay

de melanomacré6fagbsLos melanomacréfagos que se B.l.ramsdenide la Meseta del Guaso, Guantanamo, en la zona

encuentran en el higado de los anfibios son conocidos comaur oriental, esta Gltima subespecie hace muchos afios que no es

células de Kupfférf®y son capaces tanto de producir nuevos observada. Este sapo, que es de los pequefios de Cuba, vive en

melanosomas como de fagocitar los vigjos arroyos de montafiB. longinasusstainscritaenla UICN como
"en peligro de extincion”. Su habitisminuye y su distribucion
Ademas, de Oliveiret al'?, Zieriet al*?y Franco-Belusst al 3 es fragmentada. Las subespecies estudiadas en el presente

han informado la existencia de pigmentos en los testiculos dérabajo fuerorB. I. longinasusy B. |. cajalbanensis.
algunas especies de anuros y lo han analizado como parte de ese
sistema de pigmentacién sin funcién aparente. Se colectaron tres machos de cada especie en las zonas oriental
y occidental de Cuba en el habitat propio de cada una.
Por otra parte, es realmente notable que en Cuba, del Orden
Anura, los ocho sapos del gén&uwfoy 52 ranitas del género  Todos los animales fueron tratados éticamente. Los ejemplares
Eleutherodactylusde las 53 descritas, sean endémtfoomn se anestesiaron, se realiz6 unaincision longitudinal en el abdomen
una gran diversidad, problemas taxonémicos y peculiaridadesy otra transversal en la parte inguinal para visualizar las gébnadas
morfolégicas y reproductoras. En este trabajo se muestra y conductos y, posteriormente, extraerlos. Se utilizd un
analiza la presencia de pigmentos en las génadas de los machpscroscopio estereoscopico Motic, modelo Diamond con
de tres especies de ranas del géfdeotherodactyluy del objetivos de 2X y 4X.
sapoBufo longinasus
Los fragmentos de testiculos se fijaron en liquido de Bouin y
MATERIALES Y METODOS fueron sometidos a la técnica clasica de inclusion en parafina.
Pararealizar esta investigacion se colectaron tres machos en la®s cortes se obtuvieron en un microtomo manual entre 5y 7um
zonas oriental y occidental de Cuba en el habitat propio de cadg se colocaron en portaobjetos con albimina como adherente.
una de las especies que a continuacién se mencionan: Alas 24 horas los cortes se tifieron mediante diferentes técnicas:
hematoxilinay eosina, PAS-hematoxilina, tricromica de Mallory
1. Eleutherodactylus turquinen¢Barbour & Shreve, 1937). Es  ytricromica de Gallego.
unaranagrande entre las de su género, las hembras tienen 53 mm
delongitud hocico-cloaca (LHC) y 37 mm los machos. EnlaListaLas observaciones se realizaron en un microscopio Carl Zeiss
Roja de Especies Amenazadas de la UICN (Unién Internacionamodelo Axiomat, con objetivos de 20X, 40Xy 100X. Lasimagenes
parala Conservacion de la Naturaleza), aparece como "en peligree digitalizaron mediante el programa Motic 2000, mediante el
critico de extincién”. Estalimitada ala Sierra Maestray ocupa uncual también se midieron el ancho y largo de los testiculos a fin
area menor de 10 KrHabita arroyos de montafia. Es el mas de obtener informacion sobre el tamafio de las gonadas en estas
acuatico de todos los eleuterodactilidos cubanos. especies.

2. Eleutherodactylus cuneat(Sope, 1863). Esunaranitade Las gdnadas d&. longinasuy también el érgano de Bidder se
talla moderada a grande (hembras 42.5-58.6 mm, machogrocesaron por la técnica de microscopia electronica de
26.1-35.0 mm LHC). En la UICN aparece como "de menor transmisio#®, se fijaron en glutaraldehido al 2.5% en buffer




32 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol. Vol. 14, No. 1

fosfato a pH 7.4. Después, las muestras se lavaron con PBSy fe  Egpecie Largopromedio | Anchopromedio |
postfijaron con tetradxido de osmio al 1% en buffer fosfato a pH deltesticulo (mm) | deltesticulo (mm)
7.4, por varias horas, posteriormente se enjuagaron )

deshidrataron en alcoholes crecientes terminando con 6xido deg . turquinensis 37 23
propileno. La preinclusion se realiz6 con unamezclade 6xidode g cuneatus 23 13
propilenoy resina epéxica 1:1 por 16 horas. Lainclusionsellevq g, glamyrus 26 15

acabo con resina epdxica durante 16 hora¥zy68e obtuvieron B. I. longinasus 3.2 25

cortes semifinos y ultrafinos con un microtomo modelo Ultracut | B | cajalbanensi 33 24

de Leica. Los semifinos se tifieron con azul de toluidina. Los /

, . : , Tabla I. L ho de los testiculos de ci ies d
cortes ultrafinos se observaron bajo un microscopio JEOL JEM,pires  cobancs. o o o reonetios G cinco especies e

1010.

ResuLTADOS En las gonadas masculinas se observé una tunica albuginea de
Los testiculos de las ranas del génkieutherodactylus  tejido conectivo con fibras y pigmentada, la cual se aprecia en
utilizadas son muy pequefios, no sobrepasan los 4 mm dé&s figuras 2D y 4C.

largo y los 3 mm de ancho (Tabla I, Figuras 1Ay 3A). Las

especies que presentan los menores valoreB.smmeatus En los cortes de testiculos se observan tubulos o l6bulos
y E. glamyrus seminiferos que pueden apreciarse, por ejemplo, en las figuras

Figura 1. Eleutherodactylus turquinensis. A: Se muestra el ancho del testiculo. Tincién de Gallego 40X. B: Corte de testiculo (T
= tdbulos seminiferos, Epz = espermatozoides). Observe pigmento entre los tdbulos seminiferos. Hematoxilina-Eosina 100X. C:
Corte de testiculo. Observe el pigmento y células sexuales en diferentes estadios agrupadas en cistos (Epg = espermatogonias, Epc
= Espermatocitos, Epz = Espermatozoides). Tricromica de Mallory 1000X. D: Corte de testiculo. Aprecie la cantidad de pigmento.
(Pig = Pigmento, Epz = espermatozoides. C. Ser = Célula de Sertoli). Tricromica de Mallory 1000X.
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Figura 2. Cortes de testiculos de Eleutherodactylus cuneatus. Observe los pigmentos presentes. A: T = tdbulo, Pig = Pigmento

Tincién de Gallego 400X. B: Cistos con células en espermatogénesis. Epc = Espermatocitos, Ep = Espermétidas, Epz =
Espermatozoides. PAS-Hematoxilina 1000X. C: T = Tdbulo seminifero. Pig = Pigmento. PAS-Hematoxilina 400X. D: Epz =
Espermatozoides. T.P. = Tdnica albuginea pigmentada. Hematoxilina-Eosina 1000X.

1Cy 2B, en los cuales se distingue una disposicion en cistos albuginea (Figura 2D). Se aprecian numerosos espermatozoides.

quistes de las células sexuales en desarrollo y que constituye. glamyrusjue es una ranita muy pequefia, tiene los testiculos

las unidades morfologicas de los testiculos, es decir, son losambién muy pequefios, con un ancho y longitud que no llega

elementos seminiferos o productores de células sexuales de lados 2 mm (Figura 3A). No obstante su pequefiez, este ejemplar

gonadas. se encuentra en plena madurez sexual mostrando una
espermatogénesis muy avanzaday se pueden observar, ademés

EnlaFigura 1A, lacual corresponde &urquinensisse observa  de numerosos espermatozoides en las Figuras 3By 3C, cistos de

el ancho o diametro menor de los testiculos de ese ejemplar. espermatogonias y espermatocitos (Figura 3C). Se observa
mucha pigmentacion entre los tibulos seminiferos.

En la Figura 1B se aprecian numerosos cistos de espermatozoides,

sinembargo, enla Figura 1C, que corresponde a otro ejemplar dén el sapd. longinasustanto en la subespede longinasus

esta especie, pueden verse también cistos de espermatocitogonginasus comoB. longinasus cajalbanensig encuentra el

de espermatogonias. El pigmento es abundante en el tejidérgano de Bidder en la regién anterior o cefalica del testiculo

alrededor de los tabulos seminiferos. (Figura4 A).

Las fotomicrografias de la Figura 2 pertenecEn@ineatuy El sistema pigmentario del testiculo se pone en evidencia en las
de nuevo se observan numerosos pigmentos muy oscurofotomicrografias de los cortes semifinos y en las que
rodeando a los tubulos (Figuras 2A, 2B y 2C) y en la tinicacorresponden al Microscopio Electronico de Transmision. En
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Figura 3. Eleutherodactylus glamyrus. A: Se muestra la longitud
y el ancho del testiculo. Aprecie su pequefio tamafio. Tincién
de Gallego 40X. B: Corte de testiculo de E. glamyrus. Abundante
pigmento entre los tdbulos. Tricrémica de Mallory 400X. C:
Cistos con células en espermatogénesis (Epg = espermatogonias,
Epc = Espermatocitos, Epz = Espermatozoides). Tricrémica de
Mallory 400X.

\ J

Figura 4. Bufo longinasus. Cortes semifinos de la génada del
macho tefiidos con azul de toluidina. A: Parte anterior. Se
observan ovocitos previtelogénicos del é6rgano de Bidder y un
tibulo seminifero rodeado de pigmento. OB = Organo de
Bidder. T = tdbulo seminifero. Pig = pigmento T.P. = Tdnica
albuginea pigmentada. 40X. B: Se aprecia el pigmento entre los
tibulos seminiferos. Epc = espermatocitos, Pig = pigmento. Ep
= Espermatidas. 60X. C: Detalle de tdbulo seminifero; tanica
albuginea pigmentada. T.P. = tdnica albuginea con pigmento,
Pig = pigmento, Ep = Espermatidas. 100X.
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Figura 5. B. longinasus. Fotomicrografias al Microscopio Electrénico de Transmisién. A: Cistos de espermatocitos, espermatidas
y espermatozoides. Observe pigmento en la esquina inferior derecha de la figura. Epc = Espermatocitos, Ep = Espermatidas, Epz
= Espermatozoides, C = Colas de espermatozoides, Pig = Pigmento. 1.5K. B: Observe el pigmento entre los tdbulos seminiferos
y cistos de espermatocitos. Epc = Espermatocitos * = espermatocitos en meiosis. Pig = pigmento. 5K. C y D: Abundante pigmento
en estructuras electrodensas entre los tibulos seminiferos. Epg = espermatogonia. ED = estructuras electrodensas. C = 6K, D = 8K.
E: Estructuras electrodensas a mayor aumento. 30K.
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los cortes ultrafinos se aprecian granulos electrodensos muijfodas las especies estaban en espermatogénesis y se observo
oscuros y abundantes entre los tubulos seminiferos que puedeque el epitelio germinal estaba constituido por los tipos celulares
observarse en la secuencia (Figuras 5A-5D). tipicos; las espermatogonias, espermatocitos primarios y
secundarios en meiosis y espermatidas en proceso de
La tlnica albuginea es pigmentada y pareciera que desde ella &spermiogénesis para convertirse en espermatozoides, los cuales
continuara el tejido intersticial también pigmentado que llega ase apreciaron muy largos en todas las especies. Sobre la longitud
rodear los tubulos seminiferos, detalle observado también enlade los espermatozoides los resultados aqui mostrados
otras especies. corresponden con los encontrados para otras especies de
ranitas cuband con los informados acerca del s&pfustiger
Todas las preparaciones observadas correspondieron copor Sanz-Ochotorenat al?* y con lo que plantea Uribe-
animales en plena etapa reproductora que estaban eAranzabal para los anuros.
espermatogénesis total. Se apreciaron en ellas espermatogonias,
espermatocitos primarios en meiosis (Figura 5B), espermatocitofReferente a la presencia de pigmentos en las ranas y el sapo
secundarios, espermatidas en diferentes estadios (redondascubanos, Zuasti al8, informan que los pigmentos extracutaneos
en diversos grados de alargamiento) y espermatozoides. Todderman un sistema pigmentario de funcién desconocida. Por su
las células se observaron sustentadas por las células de Sertplarte, de Oliveiratal't, Zieriet al?y Franco-Belusst al*se
(Figura 1D). Entre los tubulos seminiferos hay tejido intersticial refieren a los pigmentos en los testiculos de los anfibios
compuesto por células de Leydig, fibroblastos, pigmentos yestudiados por ellos de la misma manera.
vasos sanguineos.
En este trabajo pudiera analizarse, por una parte, que la existencia
Pueden observarse los pigmentos tanto en la tlnica albuginedg pigmentos en las especies aqui presentadas se deba a una
en el tejido intersticial y rodeando los tubulos seminiferos.  estrategia de proteccion a los testiculos, ya que el pigmento
melanina es un biopolimero muy importante, protector contra
DiscusioN diversas agresiones citotoxicas y los rayosJV
La pigmentacién de color café oscuro que se observa en los
testiculos de las especies en estudio puede ser debida a Glaro que las especies objeto del presente estudio no viven
presenciade células pigmentarias similares alos melanocitos. Eparticularmente expuestas al sol al menos los adufios;
los anuros esta caracteristica no es frecuente y se ha informadarquinensises muy acuaticd;. cuneatus y B. longinusasn
en pocas especies, entre las cuales se encuentra el sapo africaifierefias \E. glamyrusvive en bosques cerrados.
con garrasXenopus laevisel cual es un modelo animal de
laboratorid; y del Brasil efPhysalaemus cuviéti*é Eupemphix Ademas, la biologia reproductiva de las especies cubanas es
nattereri?; otras especies del gén&oysalaemug del género practicamente desconocida. Aln no se saben las particularidades
Pseudopaludicof&. de la fisiologia reproductiva de estas ranitas y cémo ésta se
relaciona con su ecologia. Por ejemjido turquinensisy E.
Sin embargo, el tipo de pigmento presente, sobre todo susuneatusson especies muy cercanas desde el punto de vista
caracteristicas ultraestructurales, como melanosomas, apreciadéifogenéticd® muy nocturnas, que viven en ambientes
en la caso de los testiculosRldonginasuspermiten proponer  relativamente frescos. Sin embargo, los autores del presente
gue quizas son centros de melanomacréfagos, o simplementiabajo han observado a los juveniles de estas especies activos
células productoras de pigmento, y no melanocitos. No sedurante el dia tomando sol en microhabitats con temperaturas
observaron en esas células las prolongaciones tipicas de lansiderablemente superiores a las registradas para los adultos
melanocitos ni otras caracteristicas que de Oliveira &Zieri (orillas de arroyos sin mucha cobertura boscosaEen
encuentran paighysalaemus natterei se observaron cuerpos turquinensisy parches de sol en la hojarasca del bosque y orillas
densos como melanosonsasiilares a los encontrados en otros de arroyos erE. cuneatus Bufo longinasuses una especie
sitios en anfibios como las células de Kupffer del hijawtms diurna, y los machos vocalizan activamente en arroyos de
macraéfagos pigmentarios del bazo estudiados por Gata@h& montafia a menudo expuestos ala luz solar difeEtanbién se
ha visualizado &. glamyrusen parches de sol en la hojarasca
Las ranitas y el sapo cubanos de esta investigacion muestran efe los bosques cerca del Pico Turquino (Luis M. Diaz,
la histologia de los testiculos la organizacion en redes decomunicacion personal). La exposicion a la luz solar directa
estructuras seminiferas, los denominados timulos o I6bulogpuede estar relacionada con requerimientos térmicos
seminiferos rodeados por una capa fibrosa y pigmentada que eliferenciados segun la etapa de desarrollo e incluso con la
la tdnica albuginea. Entre los tabulos seminiferos se halla ekintesis de vitaminaDLa mayor pigmentacion encontrada en
tejido intersticial compuesto por tejido conectivo confibroblastos los testiculos en estas especies pudiera relacionarse con tales
y fibras, vasos sanguineos y células de Leythigdemas delos  particularidades de los requerimientos fisiolégicos de las especies
pigmentos. y su ecologia.
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Ademas se propone que la pigmentacién presente enlos testiculdg.
pudieraser unindicador de contaminacién. Por ejemplo, Arencibia
et al?>informan que en una bahia contaminada en Guantanamo,
Cuba, se encontraron en el rifién y en el higado del pez Macavj
(Albula culpe$, un incremento del nimero de centros
melanomacrofagos y Torres-Rodrigedal 26 encontraron un
aumento notable de los centros melonomacréfagos por efecto de
contaminacién de metalesi@ana catesbeian&e sabe queen  14.
hembras de anfibios anuros un signo de atresia folicular es la

conversion de foliculos en cuerpos pigmentarios muy mel&hicos 15.

lo cual pudiera ser otra estrategia de proteccion.

Las poblaciones de anfibios entodo el mundo estan disminuyend(1)6'
por efectos de la contaminacién ambiental y del hongo qdffrido
por lo cual una estrategia de mantener el acervo genético de la
descendencia futura seria proteger las células sexuales.
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