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Facultad de Biologia, Universidad  El éxito reproductivo de los anfibios se debe al desarrollo de estrategias
de La Habana, Cuba reproductivas que aumenten sus posibilidades de adaptacién. En Cuba ha-
2 Facultad de Ciencias, Universi- bitan 68 especies que se reproducen en un clima tropical con dos estacio-
dad Nacional Autonoma de México, nes: lluvia y seca, y determinar su tipo de patrén reproductivo ayudaria a
México. entender su comportamiento y su dinamica poblacional. El objetivo es pro-
poner el patron reproductivo de algunas especies de anuros cubanos me-
diante el analisis histoldgico de sus ovarios durante las épocas de lluvia y
seca. Se recolectaron hembras de cinco especies del género Eleuthero-
yami@fbio.uh.cu dactylus, cinco de Peltophryne y Osteopilus septentrionalis. Los ovarios de-
rechos fueron fijados en paraformaldehido al 4%, se procesaron segun la
técnica histoldgica clasica y se tifleron con hematoxilina-eosina. Los izquier-
dos se fijaron en glutaraldehido al 2,5%, se realizaron cortes semifinos y se
tifneron con azul de toluidina. Se clasificaron los ovocitos en previtelogéni-
cos, vitelogénicos y posvitelogénicos considerando el grado de acumula-
cion de vitelo citoplasmatico. Todos son apreciables en temporada de lluvia
en un individuo, por lo que las hembras no depositan todos los huevos de
una vez sino que realizan varias puestas en un mismo evento reproductivo.
Se describen lechos de ovogonias y ausencia de foliculos atrésicos. Al ob-
servar vitelogénesis avanzada en algunos ejemplares aun fuera de la época
de lluvia, se considera la extensidn de la temporada reproductiva ante las
altas temperaturas. Lo anterior, unido a que en temporada de seca se
observan ovocitos previtelogénicos en la mayoria de las especies, permite
considerar su patron de reproduccién como potencialmente continuo.
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HISTOLOGIA DE OVARIOS EN ANFIBIOS ANUROS CUBANOS 2

YAMILKA RODRIGUEZ ET AL.

ABSTRACT

The reproductive success of amphibians is due to the development of reproductive strategies that increase their
adaptation possibilities. In Cuba there are 68 species that reproduce in a tropical climate with two seasons: wet
and dry, and determining their type of reproductive pattern would help to understand their behavior and popula-
tion dynamics. The objective is to propose the reproductive pattern of some species of Cuban anurans by histologi-
cal analysis of their ovaries during the wet and dry seasons. Females of five species of the genus Eleutherodacty-
lus, five of Peltophryne and Osteopilus septentrionalis were collected. The right ovaries were fixed in 4% para-
formaldehyde, processed according to the classic histological technique and stained with hematoxylin-eosin. The
left ones were fixed in 2,5% glutaraldehyde, semi-fine sections were made and stained with toluidine blue. The
oocytes were classified into previtellogenic, vitellogenic and postvitellogenic considering the degree of accumula-
tion of yolk in the cytoplasm. All are appreciable in the wet season in the same specimen, so that the females do
not lay all the eggs at once, but rather make several layings in the same reproductive event. Beds of oogonia and
absence of atresic follicles are described. When observing advanced vitellogenesis in some specimens even out-
side of wet season, the extension of the reproductive season is considered due to high temperatures. The above,
together with the fact that in the dry season, previtellogenic oocytes are observed in most species, it allows us to
consider their reproduction pattern as potentially continuous.

Keywords: anurans, oocytes, vitellogenesis, beds of oogonia, Eleutherodactylus, Peltophryne, Osteopilus septentrionalis

INTRODUCCION

El éxito reproductivo de los anfibios anuros en nu-
merosas regiones del mundo se debe en gran medida
al desarrollo de estrategias que han tendido a aumen-
tar sus posibilidades de reproduccion y por consiguien-
te, de adaptacion al habitat (Wells, 2007; Vitt y
Caldwell, 2014; Pough et al., 2016). Determinar el tipo
de patron reproductivo de cualquier grupo es un as-
pecto esencial para entender el comportamiento y la
dindmica de sus poblaciones, y poder proponer, a cor-
to plazo, una estrategia efectiva de conservacidon
(Moreno et al., 2018).

En la literatura se describen varios de estos patrones
en los anfibios, principalmente agrupados en disconti-
nuos (también denominados estacionales) o continuos
(Uribe, 2003; Ogielska y Kotusz, 2004; Antoniazzi et al.,
2019). En el primer tipo, las especies muestran una
dependencia de las variables climaticas que desencade-
nan el inicio de su reproduccion fundamentalmente en
las estaciones asociadas al verano y es caracteristico de
las especies que habitan en climas templados y/o con
una marcada estacionalidad (Sretarugsa et al., 2001;
Diaz-Paez y Ortiz, 2001; Uribe, 2003; Aguilar-Miguel et
al., 2009). En el segundo, los individuos pueden repro-
ducirse durante todo el afio, lo cual no debe ser inter-
pretado como independencia de estos factores climati-
cos, sino mas bien, que estos se mantienen estables
durante muchos meses y hace posible que el apogeo
reproductivo se mantenga en el tiempo. Con frecuencia
este tipo de patrdn continuo se encuentra en especies
que habitan en regiones tropicales (Valderrama-
Vernaza et al., 2010; Antoniazzi et al., 2014).

El clima de la isla de Cuba es tropical con ausencia de
las cuatro estaciones bien marcadas por lo que se con-
sidera que existen dos épocas: una de lluvia, de mayo
a octubre y que coincide con el verano y otra de seca,
de noviembre a abril, meses donde tiene lugar el in-
vierno (Instituto de Meteorologia, 2020). En estas
etapas, el comportamiento de las precipitaciones pue-
de ser desigual en las distintas localidades del pais, ya
sea region costera o montafiosa. Sin embargo, la tem-
peratura alcanza valores maximos en los meses de
verano, mientras que el minimo ocurre en enero y
febrero. No obstante, se pueden encontrar diferencias
entre la zona occidental y central de Cuba con respec-
to a la oriental, de entre 2-4°C (Diaz y Cadiz, 2008;
Mancina et al., 2017).

Otro elemento a considerar es el modo de reproduc-
cién de la especie analizada, pues indudablemente
ejerce una influencia sobre el patrén reproductivo.
Para determinar el modo de reproduccién de una es-
pecie es necesario conocer varios aspectos como el
sitio de reproduccién, el tamafio de la puesta, el tipo
de desarrollo que presentan e incluso la existencia de
cuidados parentales (Haddad y Prado, 2005; Wells,
2007; Moreno et al., 2018). De ahi que es importante
considerar los lugares donde ocurre la puesta, aten-
diendo a la humedad y tipo de vegetacion, y si el desa-
rrollo es indirecto o directo.

Cuba alberga 68 especies de anfibios, todos anuros: del
género Eleutherodactylus, 58 especies; del género
Peltophryne, ocho especies; y ademas Osteopilus septen-
trionalis, especie autdctona y Lithobates catesbeianus,
introducida (Alonso y Garcia, 2017; Frost, 2020).
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Los estudios en materia de reproduccién de estos
grupos han sido frecuentes en la Ultima década, pues
se ha incrementado notablemente el interés que es-
tan despertando en los investigadores. De ahi que se
cuenta con informacién valiosa acumulada durante
varios afios que incluye, como es légico, varias tempo-
radas reproductivas.

Son numerosos los datos de la dinamica de las géna-
das y de los cuerpos grasos, la histologia del sistema
reproductor y la ultraestructura celular de los game-
tos de un numero considerable de especies de anfi-
bios cubanos (e.g. Fontaine, 2005; Rodriguez-Gémez,
2008; Sanz et al., 2008; Rodriguez-Gémez et al., 2010;
Iturriaga et al., 2012; 2014; Casas et al., 2014; Rodri-
guez, 2015; Alfonso et al., 2017; Sanz et al., 2019). El
objetivo de este trabajo es proponer el tipo de patrén
reproductivo que poseen algunas especies de anuros
que habitan en Cuba mediante el analisis de la histo-
logia de sus ovarios durante las épocas de lluvia y de
seca.

Se han considerado para este estudio cinco especies
de ranitas del género Eleutherodactylus, todas con
desarrollo directo y que utilizan ambientes mas bien
terrestres para reproducirse, cinco especies de sapos
del género Peltophryne y Osteopilus septentrionalis.
Las ultimas seis tienen estadios larvales en su desarro-
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llo y sus puestas ocurren fundamentalmente en cuer-
pos de agua.

El trabajo basa sus consideraciones en recolectas
realizadas en los ultimos 10 afios y la toma de mues-
tras de gonadas para ser procesadas con histologia
convencional. Esta informacidon permitiria llegar a
conclusiones mds exactas acerca del patrén reproduc-
tivo de estas especies al basarse en el estudio histolo-
gico de los ovarios de los anuros que habitan en Cuba,
endémicos o no, unido a otras evidencias como la
dependencia entre el inicio de la temporada repro-
ductiva y las variables climaticas, que también son
contempladas. La posibilidad de determinar el tipo de
patron reproductivo de una especie es uno de los
primeros elementos a considerar para establecer es-
trategias de manejo donde proceda y podra contribuir
a la revision del estado de amenaza de cada una de
estas especies.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 3 hembras de 11 especies de anfibios
de los géneros: Eleutherodactylus (E. atkinsi, E. blair-
hedgesi, E.goini, E. thomasi y E. zugi), Peltophryne (P.
empusa, P. florentinoi, P. longinasa, P. peltocephala y P.
taladai) y Osteopilus septentrionalis en zonas donde
habitan en Cuba (Fig. 1), entre los afios 2009 al 2018.

0. septentrionalis

Unién de Reyes, Matanzas
. ;‘k ;

E. atkinsi

Sierra de Canasta,
s Guantanamo

Alturas de Pizarra,
Pinar del Rio P.empusa Sancti Spiritus
Artemisa ) peltocephala
Cienfuegos

|

/ P. florentinoi

Ciénaga de Zapata,

Matanzas

T R —

Figura 1. Localidades donde fueron recolectadas las 11 especies de anfibios de los géneros Eleutherodactylus (E. atkinsi, E.
blairhedgesi, E.goini, E. thomasi y E. zugi), Peltophryne (P. empusa, P. florentinoi, P. longinasa, P. peltocephala y P. taladai) y

Osteopilus septentrionalis.

Figure 1. Locations where the 11 species of amphibians of the genus Eleutherodactylus (E. atkinsi, E. blairhedgesi, E.goini, E.
thomasi y E. zugi), Peltophryne (P. empusa, P. florentinoi, P. longinasa, P. peltocephala y P. taladai) and Osteopilus septen-

trionalis were collected.
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La busqueda de los ejemplares se realizé fundamen-
talmente entre los meses de mayo a octubre y de no-
viembre a enero.

Todos los animales fueron tratados éticamente. Los
ejemplares se trasladaron al laboratorio, se sacrifica-
ron en atmodsfera de cloroformo y se realizé la disec-
cion que permitié corroborar su sexo e incluir solo
individuos adultos. Se fijaron fragmentos del ovario
derecho de todos los ejemplares en paraformaldehido
al 4% y se procesaron segun la técnica histoldgica
clasica (Aguilar et al., 1996). Se obtuvieron cortes
entre 5y 7 um con un micrétomo de rotacién manual
marca Sakura y se colocaron en portaobjetos con al-
bumina como adherente. Las laminas se tifieron con
hematoxilina-eosina (H-E).

El ovario izquierdo se fijé en glutaraldehido al 2,5% y
se procesoO para analisis posteriores de ultraestructura
de las células sexuales. No obstante, en el procesamien-
to de estas muestras para verificar la efectividad en
cuanto a la calidad del material y seleccionar las zonas
de interés, se realizaron cortes semifinos entre 200-500
nm, que también fueron analizados. Los bloques fueron
cortados en un ultramicrétomo Leica Ultracut, utilizan-
do cuchillas de vidrio. Fueron colocados en portaobje-
tos con la ayuda de un asa de cobre y tefiidos con azul
de toluidina (AT) (Vazquez-Nin y Echevarria, 2000).

Todas las l[dminas se observaron en un microscopio
de campo claro Novel con objetivos de 5X, 10X, 20X,
40X y 100X; con camara acoplada digital Nikon E400
para el registro fotografico. El analisis de los cortes
histoldgicos permitié clasificar los ovocitos en tres
estadios: previtelogénicos, vitelogénicos y posvitelo-
génicos o maduros segun lturriaga et al. (2012), te-
niendo en cuenta el grado de acumulacion de vitelo
en el citoplasma durante su etapa de crecimiento.

RESULTADOS

Los ovarios se encontraron situados hacia la parte
superior de la region abdominal, sostenidos por un
pliegue de tejido denominado mesovario y adosados
a los rifiones. Su aspecto es racimoso debido a la pre-
sencia de los ovocitos en su interior, visibles macros-
copicamente en el momento de la diseccién (Fig. 2).

YAMILKA RODRIGUEZ ET AL.

Figura 2. Ovarios racimosos de cinco de las especies estu-
diadas fotografiados en el momento de la diseccion. A. Eleut-
herodactylus thomasi. B. E. goini, C. Peltophryne empusa. D.
P. florentinoi. E. Osteopilus septentrionalis. Ova: Ovario con
ovocitos, Cg: cuerpo graso.

Figure 2. Raceme ovaries of five of the studied species pho-
tographed at the time of dissection. A. Eleutherodactylus
thomasi. B. E. goini. C. Peltophryne empusa. D. P. floren-
tinoi. E. Osteopilus septentrionalis. Ova: ovary with oocytes,
Cg: fat body.

Se observaron pigmentos asociados a los ovocitos
de las especies de Peltophryne y en Osteopilus sep-
tentrionalis, no asi en Eleutherodactylus (Fig. 3). Esta
pigmentacion se observa mas marcada en una zona
del ovocito, lo cual define dos polos: un polo animal,
pigmentado de color marrén oscuro y cercano a la
zona donde se encuentra el nucleo, y el polo vegetati-
vo, de coloracion blanco-amarillenta. Ambos polos
son visibles macroscopicamente en el momento en
que la cavidad abdominal queda expuesta (Fig. 2 C, D

y E).
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Figura 3. Cortes de ovarios de seis de las especies de anuros analizados recolectados en los meses de lluvia donde se observan ovo-
citos en diferentes etapas de desarrollo. A. Ovario de Eleutherodactylus goini donde se muestra la cavidad central. H-E. B. Ovario de E.
zugi. H-E. C. Ovario de E. atkinsi. H-E. D. Ovario de Peltophryne longinasa. H-E. E. Ovario de P. empusa. H-E, 5X. F. Ovario de Osteopilus
septentrionalis. H-E. Opr: ovocito previtelogénico, Ov: ovocito vitelogénico, Opt: ovocito posvitelogénico, Cc: cavidad central, Eg: epite-
lio germinal, Pg: pigmentos.

Figure 3. Ovarian sections of six of the analyzed anura species collected in the rainy months where oocytes are observed at different
stages of development. A. Ovary of Eleutherodactylus goini showing the central cavity. H-E. B. Ovary of E. zugi. H-E. C. Ovary of E. atkin-
si. H-E. D. Ovary of Peltophryne longinasa. H-E. E. Ovary of P. empusa. H-E. F. Ovary of Osteopilus septentrionalis. H-E. Opr: previtello-
genic oocyte, Ov: vitellogenic oocyte, Opt: postvitellogenic oocyte, Cc: central cavity, Eg: germinal epithelium, Pg: pigments.
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En los cortes histoldgicos se aprecia un espacio o
cavidad central en el interior del ovario (Fig. 3A). La
distribucién y cantidad de ovocitos en los diferentes
estadios de vitelogénesis no es homogénea en todos
los meses del afio donde se realizaron las colectas
pues en la etapa de apogeo reproductivo, los ovarios
ocupan practicamente todo el abdomen.

En los ovarios de los ejemplares recolectados en
temporada de lluvias se observaron ovocitos en todas
las etapas de desarrollo, y en un numero tal que la
cavidad central desaparece (Fig. 3B, C, D, E y F). Hacia
la periferia ovarica se encuentran algunos lechos ger-
minales, que seran detallados mas adelante, y ovoci-
tos previtelogénicos.

Combinados con los anteriores, se observan ovoci-
tos vitelogénicos en diverso grado de acumulacién de
plaquetas vitelinas y menos abundantes, ovocitos
posvitelogénicos. Estos ultimos son los que deben ser
ovulados.

Sin embargo, en los ejemplares que se recolectaron
en temporada de seca, en los ovarios se observa un
epitelio germinativo que los recubren y se evidencia la
presencia de una cavidad central y ovocitos con muy
poco nivel de desarrollo, casi todos con caracteristicas
de una previtelogénesis incipiente (Fig. 4). No obstan-
te, dos ejemplares de O. septentrionalis exhibieron
ovocitos vitelogénicos en el mes de noviembre (Fig.
4D) y aun en diciembre.

En estos casos se observa la presencia de abundan-
tes cuerpos pigmentarios en el ovario. En un ejem-
plar de P. peltocephala se identificé en los cortes la
presencia de un érgano de Bidder prominente (Fig.
4B).

Para la identificacidn de las etapas de la vitelogéne-
sis por la que se encuentra transitando el ovocito y
que va a permitir su clasificacién, consideramos en
primer lugar la coloracion de cada tipo de ovocito con
las tinciones utilizadas.

La tincién con hematoxilina-eosina mostré variacio-
nes en la coloracidn el vitelo en un mismo ovocito, un
rosado mas intenso hacia la zona mas cercana al
nucleo y mas claro hacia la periferia al inicio de la vite-
logénesis. De ahi que se observe desde el rosado-
violaceo opaco y homogéneo para los ovocitos

YAMILKA RODRIGUEZ ET AL.

previtelogénicos (Fig. 3 A y B), rosado claro para los
vitelogénicos en la zona cercana al ndcleo y mas oscu-
ro en la periferia (Fig. 3C, 6By D).

El rosado mas intenso, casi rojo-violeta para los
postvitelogénicos en todo el interior del ovocito, acor-
de a la cantidad de plaquetas vitelinas en el citoplas-
ma (Fig. 7A, C, D y E). De igual forma, se aprecia la
misma variacién en la intensidad del color azul en los
cortes tefiidos con azul de toluidina, en los previtelo-
génicos (Fig. 4A, 5B y E), vitelogénicos (Fig. 6E y F) y
posvitelogénicos (Fig. 7B y F). Posteriormente se con-
sideraron otros detalles a nivel celular que seran des-
critos a continuacién.

Los ovocitos previtelogénicos estan rodeados por
células somaticas epiteliales denominadas foliculares.
Este recubrimiento se aprecia en los ovocitos que se
encuentran cercanos al lecho germinal pero también
se observa en ovocitos previtelogénicos que se en-
cuentran en otras zonas del ovario. Estas células foli-
culares en la capa granulosa se encuentran muy uni-
das. En la medida que ocurre el desarrollo de los fo-
liculos y la acumulacién de vitelo en su interior au-
menta, las células sexuales se aprecian de mayor ta-
mafio.

Las células foliculares de la cubierta son planas y
externamente aparece otra capa de células que con-
forman la teca (Fig. 5A y B) la cual presenta fibroblas-
tos. Estas ultimas son células grandes y alargadas con
un nucleo voluminoso e irregular y de un gran tamano
en comparacion con el citoplasma. Estas dos capas de
células se observaron muy unidas. El ntcleo del ovoci-
to es irregular, situado hacia la zona central y muestra
en su interior la presencia de numerosos nucléolos
cuya distribucion fue en la mayoria de los cortes hacia
la envoltura nuclear (Fig. 5C, D y E).

Los ovocitos vitelogénicos son faciles de reconocer
macroscépicamente debido a su gran tamafio. Al igual
que los ovocitos previtelogénicos, presentan una cu-
bierta de células foliculares muy unida a la cubierta
externa formada por la teca (Fig. 6A, B, Cy F). Al igual
que en el estadio anterior, los ovocitos se encuentran
recubiertos, después de la membrana plasmatica, por
una membrana de naturaleza inerte, la membrana
vitelina (Fig. 6F).

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X * VOL. 8 + N.°2 + JULIO — DICIEMBRE + 2020 +pp.1- 15



HISTOLOGIA DE OVARIOS EN ANFIBIOS ANUROS CUBANOS 7
YAMILKA RODRIGUEZ ET AL.

Figura 4. Cortes de ovarios de las tres especies de anuros recolectados en los meses de seca donde se obser-
van ovocitos en la primera etapa de la vitelogénesis. A. Ovario de Eleutherodactylus goini recolectado en febre-
ro. AT. B. Ovario de Peltophryne peltocephala de ejemplar recolectado en noviembre, donde se observa en la
esquina superior derecha el 6rgano de Bidder. H-E. C. Ovario de Osteopilus septentrionalis con ovocitos previte-
logénicos de ejemplar recolectado en noviembre. H-E. D. Ovario de O. septentrionalis con ovocitos previtelogé-
nicos y vitelogénicos de ejemplar recolectado también en noviembre. Nétese la presencia de numerosos cuer-
pos pigmentarios (atresia pigmentaria) H-E.

Figure 4. Ovarian sections of the three species of anurans collected in the dry months where oocytes are ob-
served in the first stage of vitellogenesis. A. Ovary of Eleutherodactylus goini collected in February. AT. B. Ovary
of Peltophryne peltocephala from a specimen collected in November, showing Bidder's organ in the upper right
corner. H-E. C. Osteopilus septentrionalis ovary with previtellogenic oocytes from specimen collected in Novem-
ber. H-E. D. Ovary of Osteopilus septentrionalis with previtellogenic and vitellogenic oocytes from a specimen
also collected in November. Note the presence of numerous pigmentary bodies (pigmentary atresia). H-E. OB:
Bidder's organ, Pg: pigments.
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Figura 5. Ovocitos previtelogénicos presentes en los ovarios de cinco de las especies de anuros analizadas. A. Eleuthero-
dactylus atkinsi. H-E. B. E. blairhedgesi. AT. C. Nucleo de ovocito de E. zugi donde se observan los nucléolos. AT. D. Peltophry-
ne taladai. H-E. E. Osteopilus septentrionalis. AT. Opr: ovocito previtelogénico, Ov. ovocito vitelogénico, Nu: nucleo, Nc: nu-
cléolo, Cf: células foliculares.

Figure 5. Previtellogenic oocytes present in the ovaries of five of the species of anurans analyzed. A. Eleutherodactylus at-
kinsi. H-E. B. E. blairhedgesi. AT. C. Oocyte nucleus of E. zugi showing the nucleoli. AT. D. Peltophryne taladai. H-E. E. Osteopilus
septentrionalis. AT. Opr: previtellogenic oocyte, Ov. vitellogenic oocyte, Nu: nucleus, Nc: nucleolus, Cf: follicular cells.

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X * VOL. 8 + N.°2 + JULIO — DICIEMBRE + 2020 +pp.1- 15



HISTOLOGIA DE OVARIOS EN ANFIBIOS ANUROS CUBANOS 9

YAMILKA RODRIGUEZ ET AL.

Figura 6. Ovocitos vitelogénicos presentes en los ovarios de cinco de las especies de anuros analizadas. A. Eleuterodactylus atkinsi al
inicio de la vitelogénesis. H-E. B. Ovocito de E. goini con vitelogénesis avanzada. AT. C. Periferia de un ovocito de Peltophryne florenti-
noi. H-E. D. Nucleo de un ovocito de P. taladai que se aprecia menos irregular que en los ovocitos previtelogénicos. H-E. E. Ovocito de
Osteopilus septentrionalis. AT. F. Periferia de ovocito de Osteopilus septentrionalis.AT. Opr: ovocito previtelogénico, Ov: ovocito vitelo-
génico, Pv: plaguetas vitelinas, Nu: nlcleo, Nc: nucléolo, T: teca, Mv: membrana vitelina.

Figure 6. Vitellogenic oocytes present in the ovaries of five of the species of anurans analyzed. A. Eleuterodactylus atkinsi at the
beginning of vitellogenesis. H-E. B. Oocyte of E. goini with advanced vitellogenesis. AT. C. Periphery of a Peltophryne florentinoi oocyte.
H-E. D. Nucleus of a P. taladai oocyte that appears less irregular than in previtellogenic oocytes. H-E. E. Oocyte of Osteopilus septen-
trionalis. AT. F. Oocyte periphery of Osteopilus septentrionalis. AT. Cf: follicular cells, T: theca, Mv: vitelline membrane, Pv: vitelline
platelets, Nu: nucleus, Nc: nucleolus, T: theca, Mv: vitelline membrane.
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El citoplasma de estos ovocitos es muy abundante y
muestra una acumulacién progresiva de vitelo en for-
ma de plaquetas vitelinas, que se observa diferente
en la periferia de la célula respecto al citoplasma que
rodea al nucleo. De ahi que durante esta etapa en el
citoplasma del ovocito se aprecia una diferenciacién
en regiones en funcién de la acumulacién de organu-
los; una regidn cortical mas externa y periférica, una
region medular inmediatamente por debajo, que se
observa mas clara en las tinciones, y una ultima re-
gidén, mas cercana al nucleo, que se corresponde con
el citoplasma activo, la cual se observa aun mas clara
con las tinciones empleadas (Fig. 6A, Dy E).

YAMILKA RODRIGUEZ ET AL.

En los ovocitos postvitelogénicos se aprecia un aumen-
to considerable de tamafio y solamente pueden ser ob-
servados completamente con bajos aumentos al micros-
copio de campo claro. Poseen la capa granulosa, las célu-
las foliculares muy aplanadas y la teca externa rodedndo-
lo (Fig. 7). Estas ultimas dos capas de células se observa-
ron muy unidas entre si, con apariencia de una sola capa
(Fig. 7A, B, D y F). La coloracion del citoplasma es unifor-
me en todo el ovocito debido a la presencia de abundan-
tes plaquetas vitelinas de gran tamafio (Fig. 7E y F).

Se comprobé la presencia de lechos germinales de ovo-
gonias en la periferia ovarica, observada en los cortes de
ovarios de las especies analizadas (Fig. 8). No se observa-
ron foliculos atrésicos en ninguno de los cortes analizados.

Figura 8. Lechos germinales en la periferia de los ovarios de cuatro de las especies analizadas. A. Eleutherodactylus bair-
hedgesi. AT. B. E. thomasi. AT. C. Peltophryne empusa. H-E. D. Osteopilus septentrionalis. AT. Eg: epitelio germinal.

Figure 8. Germ beds in the periphery of the ovaries of four of the species analyzed. A. Eleutherodactylus bairhedgesi. AT. B.
E. thomasi. AT. C. Peltophryne empusa. H-E. D. Osteopilus septentrionalis. AT. Eg: germinal epithelium.
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Figura 7.0vocitos posvitelogénicos presentes en los ovarios de cuatro de las especies de anuros analizadas. A. Eleuthero-
dactylus atkinsi. H-E. B. Periferia de un ovocito de E. thomasi. AT. C. Peltophryne empusa. H-E. D. Periferia de un ovocito de P.
empusa donde se aprecian pigmentos. H-E. E. Ovocito de Osteopilus septentrionalis donde se distinguen el polo animal pig-
mentado y el polo vegetativo. H-E. F. Periferia de un ovocito de Osteopilus septentrionalis. AT. Opt: ovocito postvitelogénico,
Pv: plaquetas vitelinas, Cf: células foliculares, PA: polo animal, PV: polo vegetativo, Pg: pigmentos, Pv: plaquetas vitelinas.

Figure 7. Postvitellogenic oocytes present in the ovaries of four of the species of anurans analyzed. A. Eleutherodactylus
atkinsi. H-E. B. Periphery of an E. thomasi oocyte. AT. C. Peltophryne empusa. H-E. D. Periphery of a P. empusa oocyte showing
pigments. H-E. E. Oocyte of Osteopilus septentrionalis where the pigmented animal pole and the vegetative pole are distin-
guished. H-E. F. Periphery of an Osteopilus septentrionalis oocyte. AT. Cf: follicular cells, Mv: vitelline membrane, Pv: vitelline
platelets, Nu: nucleus, PA: animal pole, PV: vegetative pole, Pg: pigments, Pv: vitelline platelets.
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DISCUSION

El sistema reproductor femenino de las siete especies
estudiadas presentd las caracteristicas morfoldgicas
tipicas de las hembras de anfibios anuros, compuesto
por un par de ovarios y dos oviductos asociados
(Estrada y Uribe, 2002; Ogielska y Kotusz, 2004; Wells,
2007). La histologia de los ovarios muestra caracteris-
ticas generales que coinciden con otras especies de
anuros (Sanz et al., 2008, Sanz et al., 2011; Iturriaga et
al., 2012; Casas et al., 2014; Alfonso et al., 2017). La
descripcion mostrada de los ovocitos en las distintas
etapas de la vitelogénesis coincide con lo observado
por Fontaine (2005), Iturriaga et al. (2012) y Alfonso
et al. (2017) para especies cubanas, sobre todo del
género Eleutherodactylus. Igualmente es similar a lo
hallado para otras ranas por otros autores (Hoque y
Saidapur, 1994; Prado et al., 2004; De Oliveira y De
Souza, 2004).

Los pigmentos encontrados hacia el polo animal en
los ovocitos de las especies de Peltophryne y en
Osteopilus septentrionalis, pudieran interpretarse
como un factor de proteccidn del nicleo que se en-
cuentra ubicado hacia esa zona frente a las radiacio-
nes ultravioletas provenientes del sol (Gilbert, 2006).
No obstante, estas especies muestran una mayor de-
pendencia de cuerpos de agua para sus puestas que
las del género Eleutherodactylus, por lo que se re-
quieren estudios posteriores para validar esta afirma-
cion o sugerir otra funcidn de estos pigmentos en los
ovocitos.

La presencia de un drgano de Bidder en una hembra
del sapo P. peltocephala es un hallazgo poco comun
en especies cubanas. Es una estructura considerada
como tipica en los testiculos de los machos de las es-
pecies de sapos del género Peltophryne (Sanz et al.,
2015). El 6rgano funciona como un ovario vestigial,
aunque se menciona su posible funcidon endocrina y
no es tipica su presencia en todas las hembras adultas
de las distintas especies de sapos (Piprek et al., 2014).

Es frecuente encontrar en la literatura varios esta-
dios dentro de la etapa de crecimiento donde ocurre
la acumulacién de vitelo en el ovocito, teniendo en
cuenta la disposicion de las plaquetas vitelinas en
torno al nucleo y su cantidad, asi como la ubicacién
del ndcleo pues a medida que avanza la vitelogénesis
se va desplazando hacia la periferia de la célula (De
Oliveira y De Souza, 2004; Prado et al., 2004). El nu-
cleo marcadamente irregular y con numerosos nu-
cléolos, caracter que también permite identificar los
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ovocitos previtelogénicos, se debe a que estos garan-
tizan los componentes de ARN ribosomal para la sin-
tesis proteica que se dispara al inicio del desarrollo
del embrién y que son aportados por el citoplasma
materno (Gilbert, 2006; Sanz et al., 2019).

No obstante, al microscopio de campo claro, la clasi-
ficacion en tres estadios es suficiente, si se tiene en
cuenta que en la etapa de vitelogénesis es posible
determinar una vitelogénesis temprana y una mas
avanzada, de acuerdo a la presencia y disposicion de
las plaquetas vitelinas en el citoplasma (lturriaga,
2012).

En todos los afios de muestreo ha sido posible la
identificacion de foliculos en diferentes estadios de
desarrollo en una misma hembra lo cual es facilmente
detectable en los meses de apogeo reproductivo, que
coinciden con la época de lluvia. No obstante, en las
especies que se recolectaron en practicamente todos
los meses del afio, la disminucion de la capacidad re-
productiva demostrada a partir de la ausencia de ovo-
citos vitelogénicos en el ovario se constata entre
noviembre y enero. Esto permite afirmar que pueden
reproducirse practicamente durante todo el afio, si las
variables ambientales resultan favorables. De ellas, en
la literatura se ha considerado fundamentalmente la
temperatura como factor mas influyente y posterior-
mente, las precipitaciones, como se ha demostrado
en estudios anteriores de la dinamica gonadal de al-
gunas de estas especies (lturriaga et al., 2014; Rodri-
guez, 2015).

La presencia de los tres estadios de desarrollo en un
mismo ejemplar ha sido considerado como evidencia
de que las hembras no depositan todos los huevos de
una vez, sino que realizan varias puestas en un mismo
evento reproductivo (Bignotte, 2019). Segun Pacheco-
Florez y Ramirez-Pinilla (2014) en un estudio similar
realizado a Geobatrachus walkerien en Colombia,
seria posible determinar o al menos inferir el nimero
de puestas de una hembra determinando el numero
de foliculos vitelogénicos y posvitelogénicos que po-
seen en sus ovarios.

Esto apunta a considerar la existencia de varios pi-
cos reproductivos en un mismo afo, unido a la exten-
sion de su temporada reproductiva bajo la influencia
de las altas temperaturas, aun fuera de la época de
lluvia. La temperatura ha demostrado ser el factor
predominante que desencadena el inicio de la tempo-
rada reproductiva, mas que las precipitaciones, la
humedad relativa o el fotoperiodo (lturriaga et al.,,
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2014; Casas et al., 2014; Rodriguez, 2015) aunque en
meses de la llamada época de seca, si la temperatura
se mantiene en valores altos similares a los del ve-
rano, es posible encontrar actividad reproductiva en
estos individuos, como ocurrié en Osteopilus septen-
trionalis.

Lo anterior lleva a considerar el patrén de reproduc-
cion de estas especies cubanas como potencialmente
continuo, considerado como intermedio entre los
tipos continuo y el discontinuo o estacional. En las
regiones templadas, tropicales y subtropicales, se
considera que en las especies con patrén continuo la
reproduccidn ocurre durante todo el afio (Pacheco-
Florez y Ramirez-Pinilla, 2014), a diferencia de aque-
llas donde es discontinuo o estacional. Este ultimo se
relaciona con una dependencia marcada con los cam-
bios en la temperatura o las precipitaciones, en aque-
llos lugares con una clara estacionalidad, respecto al
inicio de la vitelogénesis y también de la espermato-
génesis en los machos (Sretarugsa et al., 2001).

La reproduccion durante todo el afio con indepen-
dencia de las condiciones climaticas no se ajusta a lo
que ocurre en las poblaciones cubanas analizadas por
lo que su ciclo reproductivo no debe ser considerado
como continuo. Tampoco seria adecuado clasificarlo
como discontinuo, pues en realidad en algunos mo-
mentos es posible encontrar etapas avanzadas de la
vitelogénesis, y por ende, posibilidad de puesta de
huevos, en meses considerados como menos favora-
bles para su apareamiento, como son los meses de la
temporada de seca. Tal patrdn discontinuo es descri-
to en especies que habitan en regiones tropicales con
marcada estacionalidad pero también en regiones
templadas (Hoque y Saidapur, 1994; Todd et dl,,
2010).

La presencia de lechos de ovogonias en los ovarios
constituye otra evidencia que apoya la posibilidad de
realizar varias puestas en una misma temporada re-
productiva. Los lechos germinales son considerados
un caracter tipico de los anuros, aunque también se
han descrito en peces 6seos y en reptiles (Uribe,
2003). En algunos grupos pueden encontrarse dos
lechos o incluso un epitelio externo de ovogonias.
Esto se relaciona con la posibilidad de que a lo largo
de toda la vida reproductiva de la hembra, las células
germinales originen ovogonias durante todo el afo, a
diferencia de elasmobranquios, aves y mamiferos,
donde esta multiplicacion ocurre durante la etapa
embrionaria (Uribe, 2003; Gilbert, 2006). Los lechos

YAMILKA RODRIGUEZ ET AL.

de ovogonias son la evidencia de que la hembra cuen-
ta con poblaciones celulares primarias para varios
eventos reproductivos en el aflo pero su activacion
depende de las variables ambientales.

En cuanto a la ausencia de foliculos atrésicos detec-
tada, algunos autores consideran que en anuros la
atresia no es frecuente, aun cuando se le considera
un evento comun a todos los vertebrados. Sin embar-
go, Sretarugsa et al. (2001) describieron la presencia
de foliculos degenerados en una poblacién de Hoplo-
batrachus tigerinus (reportado anteriormente como
Rana tigrina) de Tailandia, mantenida en condiciones
de laboratorio y refirieron su incremento en los meses
de octubre a febrero donde la actividad reproductiva
decrece. Igual resultado fue reportado por Pucci et al.
(2012) para Leptodactylus latinasus mantenida en
cautiverio. Se ha demostrado que en cautividad, aun
si se logra el amplexo, las hembras no siempre alcan-
zan la ovulacion, resultando en huevos vitelogénicos
con atresia. La falta de condiciones ambientales ade-
cuadas no siempre proporcionadas por las cdmaras
donde se mantienen los ejemplares pudiera ser la
causa del incremento de los procesos de atresia en-
contrados. La atresia masiva se traduce en ausencia
de ovulaciones adecuadas lo que sustenta la relacion
entre las variables ambientales y la maduracién de las
células sexuales (Pucci et al., 2012).

Luego de aceptar la contribucién histolégica que se
obtiene al analizar los cortes de ovarios, sobrevienen
dos interrogantes: ies de esperar que el inicio de la
espermatogénesis en los machos coincida en época con
la vitelogénesis en las hembras? y éla produccion de
espermatozoides se mantendra durante toda la tempo-
rada reproductiva de modo que permita la fertilizacion
de los ovocitos maduros? La respuesta a estas pregun-
tas debe ser afirmativa si se tiene en cuenta que lturria-
ga et al. (2014) informaron una espermatogénesis total
a partir de junio en los machos de E. planirostris de una
poblacién de La Habana, mientras que la vitelogénesis
en las hembras comenzo en abril. No obstante, algu-
nos autores han demostrado que la temperatura se
relaciona directamente con el inicio de la vitelogénesis
pero no necesariamente ejerce una influencia sobre el
comienzo de la espermatogénesis (Hoque y Saidapur,
1994; Diaz-Paez y Ortiz, 2001). En reportes posteriores
serfa conveniente demostrar este comportamiento a
nivel histoldgico en los testiculos de las especies aqui
estudiadas, pues la sincronizacién de ambos eventos
permitiria explicar el éxito reproductivo de estas espe-
cies.
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