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RESUMEN

Por primera vez se describe la morfologia y ultraestructura de la génada de los machos del sapo endémico de
Cuba, Bufo fustiger. Fueron colectados ocho ejemplares adultos en el area de La Chorrera en la provincia Pinar
del Rio los cuales fueron trasladados al laboratorio y tratados adecuadamente. Se procesaron las génadas para
ser observadas por microscopia de luz y microscopia electrénica de transmisién (MET). Se utilizé el microscopio
de fuerza atémica para la observacion de espermatozoides. Los resultados indican que la génada de los machos
tiene un 6rgano de Bidder en posicion anterior. La parte correspondiente al testiculo muestra una organizacion
en tdbulos seminiferos y dentro de éstos las células sexuales (espermatogonias, espermatocitos | y II,
espermétidas en diferenciacion y espermatozoides) estan dispuestas en cistos de forma similar a otros anuros
lo cual indica una conservacién de esta caracteristica dentro de los anfibios y los anamniotas. Se observan
espermétidas al MET en el proceso de espermiogénesis con la presencia de mitocondrias y la formacion del
acrosoma. El espermatozoide es delgado, con la cabeza cénica. La cola tiene un axonema con el patrén
microtubular 9 + 2 y se observaron espermatozoides con dos colas. No se detect6 la presencia de membrana
ondulante. Esto resultados pudieran contribuir a esclarecer la sistematica del grupo.
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ABSTRACT

Morphology and ultrastructure of the male gonad of the endemic toad to Cuba, Bufo fustiger was described. Eight
adults were collected in the area of La Chorrera in Pinar del Rio province. They were transferred to the laboratory
and treated properly. Gonads were processed to be observed by light microscopy and transmission electron
microscopy (TEM). We used the atomic force microscope to observe spermatozoa. The results indicate that in
anterior position the male gonad has a Bidder organ. The proper testis shows an organization in seminiferous
tubules, and within these, sex cells (spermatogonia, spermatocytes | and Il, spermatids in differentiation and
spermatozoa) are arranged in the form of cysts similar to other anurans which indicates a conservation of this
feature within amphibians and anamniotas. Spermatids with the presence of mitochondria and the formation of
the acrosom were observed by TEM in spermiogenesis process. The sperm is thin, with a conical head. The tail
has an axonema pattern with 9 + 2 microtubules. Also were observed spermatozoa with two tails. Was not
detected the presence of undulating membrane. These results could help shed light on the taxonomy of the group.
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INTRODUCCION

n los anuros, los testiculos son 6rganos rodeados por
tejido conectivo fibroso que constituye la tunica
albuginea. Enrelacion a la arquitectura histologica de
los elementos seminiferos, el epitelio germinal debe
estar dispuesto en tibulos seminiferos en Anura'.

El tejido germinal, el cual constituye el parénquima de los
testiculos, tiene diferentes tipos celulares: espermatogonias en
el borde del epitelio; espermatocitos y espermdtidas en la
secuencia de la diferenciacion celular, y espermatozoides en el
lumen o cercano a este. En este epitelio, hay un ordenamiento
de las células en forma de cistos o quistes, es decir, grupos de
células sexuales asociados con células de Sertoli forman quistes
de células espermatogénicas. Cada uno de estos grupos de
células en lamisma fase de diferenciacion y conun sincronismo
de desarrollo debe ser caracteristica comtn en los anfibios?.

Ademas, los sapos machos de la Familia Bufonidae tienen una
caracteristica unica y es la presencia en la parte anterior del
testiculo de un ovario vestigial conocido como organo de
Bidder*#, el cual segtin algunos autores®¢ pudiera convertirse en
ovario funcional si fuese precisoy silos testiculos son removidos
pueden desarrollarse en ovarios funcionales representando una
estrategia para la reproduccion de estas especies. A pesar de un
numero creciente de estudios’® la informacion sobre el 6rgano
de Bidder de los bufénidos sigue siendo escasa.

Bufo fustiger es un sapo endémico de Cuba, que tiene una
relativa abundancia en la zona occidental de laIsla’ y se conoce
muy poco acerca de su biologia por lo cual el objetivo del
presente trabajo es realizar un estudio de las géonadas del macho
de esta especie mediante microscopia convencional de luz y
electronica (MET) con el fin de obtener una mejor comprension
de sumorfologia.

MATERIAL Y METODOS

Se colectaron ocho machos de B. fustiger en La Chorrera,
provincia de Pinar del Rio en la region occidental de la isla de
Cuba en los meses de actividad reproductiva, entre mayo y
septiembre. Todos los animales fueron tratados éticamente. Los
ejemplares se anestesiaron y se realizo ladiseccion. Las gonadas
y también el 6rgano de Bidder se fijaron en paraformaldehido al
4% y glutaraldehido al 2.5% en buffer fosfato a pH 7,4 y se
procesaron para las técnicas de inmunofluorescencia'® y de
microscopia electronica de transmision'!.

Las gonadas de algunos machos se fijaron en liquido de Bouin
y fueron sometidas a la técnica clsica de inclusion en parafina.
Los cortes se obtuvieron en un microtomo manual entre 5y 7um
y se colocaron en portaobjetos con albiimina como adherente.
A las 24 horas los cortes fueron teflidos con hematoxilina y
eosina y con la técnica de Mallory. Las observaciones se
realizaron en un microscopio Carl Zeiss modelo Axiomat, con

objetivos de 20X, 40X y 100X. Las imagenes se digitalizaron
mediante el programa Motic 2000.

En el caso de las muestras para microscopia electronica de
transmision se lavaron con PBS,; se fijaron con glutaraldehido al
2.5% y se postfijaron con tetradxido de osmio al 1% en buffer
fosfato a pH 7,4 por varias horas, después se enjuagaron y
deshidrataron en alcoholes crecientes terminando con 6xido de
propileno. Lapreinclusion se realizé con unamezcla de 6xido de
propileno yresinaepoxica 1:1 por 16 horas. Lainclusion sellevd
acabo conresinaepoxicadurante 16 horas a60°C y se obtuvieron
cortes ultrafinos con un microtomo modelo Ultracut de Leica.
Los cortes se observaron bajo un microscopio JEOL JEM 1010.

También se prepararon suspensiones de espermatozoides de
algunos ejemplares y se observaron por el microscopio de fuerza
atomica de acuerdo a protocolos previamente descritos'?. Las
extensiones de espermatozoides se observaron con un
microscopio de fuerza atomica BioScope (Digital Instruments,
Santa Barbara, CA,USA).

RESULTADOS

La goénada masculina de B. fustiger es alargada, mide
aproximadamente 2 cm, en etapareproductivaes de coloramarillo
claro y en su parte anterior o craneal presenta un 6rgano de
Bidder en el cual se pueden apreciar las rugosidades que
evidencian la presencia de numerosos foliculos ovogénicos
(Figura 1), el resto de la gbnada es el testiculo. Toda la gonada
esta cubierta por una fina capa de tejido conectivo, la tinica
albuginea y no se observa pigmentacion.

El epitelio germinal de la zona correspondiente al testiculo esta
organizado en tiibulos (Figura 2). Delimitados por escasoy fino
tejido conectivo estos tubulos forman unidades morfologicas,
que son los elementos seminiferos del testiculo. Entre lasunidades
seminiferas hay tejido intersticial compuesto por células de
Leydig, fibroblastos y vasos sanguineos (Figura 2).

Figura 1. Génada masculina de Bufo fustiger. Observe en la
parte anterior el 6rgano de Bidder.
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Figura 2. Tdbulo seminifero de B. fustiger. Se observan en su
interior cistos de espermatozoides (flechas). Se aprecian
también otros dos tdbulos en la zona izquierda con cistos de
espermatogonias y espermatocitos. Célula de Sertoli= S.
Tricromica de Mallory. 60X.

Cadatubulo o l6culo seminifero contiene clusters o agrupaciones
de células germinales en diferentes estadios de diferenciacion
organizadas en cistos o quistes que ocurren debido a la intima
asociacion morfofuncional con las células de Sertoli. En los
cistos (Figura 2) las células estan en un mismo estado de
diferenciaciony conundesarrollo sincronico. Rara vezlos cistos
presentan células con algunas diferencias en su desarrollo por
lo cual puede afirmarse que los cistos o quistes son un grupo
celular en un mismo estado de diferenciacion.

Losdiferentes tipos celulares diferenciados fueron identificados
de acuerdo a su morfologia y disposicion en los cistos.

Las células espermatogénicas en los cistos se observan en todos
los grados de desarrollo: espermatogonias, espermatocitos
primarios, espermatocitos secundarios, espermatidas redondas
otempranas, espermatidas tardias y espermatozoides agrupados
como ramilletes (Figura?2).

Las espermatogonias definitivas mitoticas son células cuyos
nucleos son redondeados y frecuentemente se observo al
microscopio electronico la presencia de un nucléolo excéntrico
(Figura 3). Presentan granulos de cromatina y en general estan
muy cerca de la pared del tubulo, asociadas a las células de
Sertoli.

Los espermatocitos I son el resultado de la diferenciacion de las
espermatogonias que entraron en la profase meidtica, su niicleo
es ligeramente condensado y, en general, los espermatocitos se
observan en las distintas fases de la primera division meiotica,
que presentan diferentes grados de compactacion de los
materiales nucleares. En el microscopio electronico de transmision
se aprecian los cromosomas en laprofase I de lameiosis (Figura4).

\ J

Figura 4. Cisto de espermatocitos. Microscopio electrénico de
transmisién (MET) 2K (MET) 5K.

Los espermatocitos II los cuales ya son células haploides y
bastante menores que sus antecesoras, son dificiles de observar
pues son muy transitorias y rapidamente pasan por la segunda
division de lameiosis para originar a las espermatidas. Estas, en
el estado primario, son células redondeadas. Las espermatidas
IT o en alargamiento son células con nucleos alargados y
compactos (Figura 5). Estas células pasan el proceso de
espermiogénesis para generar a los espermatozoides, se puede
observar en esta transicion la presencia de mitoncondrias en el
citoplasma, la formacion del acrosoma (Figura 6) y lasintesis del
axonema de la cola o flagelo (Figura 7).

Losespermatozoides estan caracterizados por una extraordinaria
compactacion nuclear y una reduccion del citoplasma. Son
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Figura 5. Espermatida 1l en proceso de espermiogénesis.
Observe la presencia en el citoplasma de varias mitocondrias
y la compactacién de la cromatina en el nicleo. 30K.

L 2 = o a )

Figura 6. Espermatozoide en formacién. Se aprecia parte de la
cabeza con el acrosoma, (A) el espacio subacrosémico (flecha)
y el nicleo con la cromatina muy densa (N). 30K.

Figura 7. Corte transversal de la cola del espermatozoide. Se
observa el axonema con el patr6n de microtdbulos 9+2. 43K.

J

delgados y la cabeza es conica y en algunos puede observarse
la presencia de dos colas (Figura 8) no fue apreciada una
estructurasimilaraunamembranaondulante. Los espermatozoides
en desarrollo estan dispuestos en ramilletes o haces muy bien
organizados debido a su asociacion con las células de Sertoli de
cuyo citoplasma van a ser liberados al lumen de los tibulos
seminiferos (Figura2).

J

Figura 8. Espermatozoides de Bufo fustiger observados en el
microscopio de fuerza atémica.

La parte anterior de la gonada del macho de B. fustiger es el
organo de Bidder y se aprecian en el microscopio de luz los
ovocitos previtelogénicos similares a los ovaricos, con células
foliculares planas y uno o dos nucléolos (Figura 9). En el
microscopio electronico de transmision puede observarse un
ovocito del 6rgano de Bidder, con la presencia de dos nucléolos
bien conspicuos (Figura 10).

Discusion

En cuanto a la arquitectura histologica general del testiculo
observada en Bufo fustiger se verifico una gran similitud con las
descripciones de otras especies de anuros!>!4,

La células en los tabulos seminiferos mostraron una intensa
actividad espermatogénica y un ordenamiento en cistos o quistes
dentro de los tibulos lo cual afirma esta tipica disposicion en los
anfibios anuros en general, por ejemplo, para Physalaemus
cuvieri?y,enparticular, del mismo género, para Bufo woodhouse"
y Bufo bufo®.

Los espermatocitos I fueron observados en la profase I de la
meiosis, en la cual ocurri6 el intercambio genético. En esta
investigaciéon se observé que los espermatocitos I eran
comunmente mas grandes que las espermatogonias. Estos
resultados coinciden con varios autores!®* quienes afirmaron
que la célula mas grande observada durante el proceso de la
espermatogénesis es el espermatocito I. El espermatocito primario
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Figura 9. Parte anterior de la génada de Bufo fustiger donde
pueden observarse los ovocitos del 6rgano de Bidder y cistos
de espermatozoides. Entre ambos, tejido conectivo y un vaso
sanguineo. Tricrémica de Mallory (400 X).

Figura 10. Zona de un ovocito del 6rgano de Bidder. Observe
los dos nucléolos y la envoltura nuclear.

o espermatocito I paso el proceso de crecimiento y si bien no
incrementa tanto en tamafio como su homologa femenina el
ovocito I'" si se aprecia mayor que las espermatogonias que le
preceden, y atin mas que los espermatocitos Il a quienes origina
enlaprimeradivision de maduracion de lameiosis. Sinembargo,
Oliveiraet al.> afirman que la célulamas grande en el proceso de
la espermatogénesis en Physalaemus cuvieri es la
espermatogonia I.

Las siguientes etapas de la espermatogénesis se caracterizan
por un alargamiento celular y nuclear, que se producen
simultaneamente con la condensacion de la cromatina'®, pues
esta ocurriendo el proceso de espermiogénesis y en esta etapa
se observan las espermatidas desde redondeadas o tempranas
hasta los espermatozoides. Al final de la espermatogénesis, los
espermatozoides se mantienen unidos como en ramilletes, que

siguen siendo sostenidos por las células de Sertoli'*.

Elespermatozoide de B. fustiger muestra caracteristicas similares
a las de otros miembros del género'®?°, 1a cabeza es conica con
un acrosoma, espacio subacrosomico y el ntcleo. El aparato
flagelar comparte el patrén 9 + 2 de microtabulos con anuros?'-*
y otros vertebrados?. La ausencia de membrana ondulante y la
presencia de dos colas en algunos es peculiar.

Conrelacion a la presencia del 6rgano de Bidder en esta especie
objeto de estudio, algunos autores afirman que pudiera
convertirse en un ovario funcional** y consideran que tiene
caracteristicas estructurales capaces de producir células sexuales.
Farias et al.** encontraron el 6rgano de Bidder presente también
en las hembras de Bufo ictericus, sin embargo, en B. fustiger no
se observo la presencia de este 6rgano en las hembras ni aun se
cuenta con investigaciones que permitan afirmar para esta especie
que este peculiar 6rgano, o quiza ovario rudimentario, pueda
convertirse en funcional si las condiciones lo requieran.

Aunque laarquitectura del epitelio germinal del sapo B. fustiger
representa un modelo tipico de los anuros, la disposicion cistica
de las células germinales se confirma como una importante
caracteristica de los anfibios anuros, asi como de otros vertebrados
anamniotas. Las particularidades de sus espermatozoides pueden
estar relacionadas con aspectos filogenéticos®? y con las
estrategias de reproduccion de los anuros'.
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