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RESUMEN

El género Eleutherodactylus posee un 98% de endemismo en Cuba. Son mu-
chas las interrogantes sobre la biologia reproductiva de las especies que lo
componen, por lo que nuestro objetivo es describir la morfologia de las go-
nadas y de las células sexuales a través de microscopia cldsica y electrénica
de trasmision de dos especies del género Eleutherodactylus goini y E. zugi.
Las especies fueron recolectadas en la provincia de Pinar del Rio y procesa-
das a través de métodos de histologia para microscopia dptica y electrénica
de transmision. Los resultados obtenidos muestran que las hembras carecen
de pigmentacion en los ovarios, el citoplasma es homogéneo en cada esta-
dio de desarrollo folicular y los ovocitos previtelogénicos presentaron nume-
rosos nucléolos. En el caso de los machos se observé una tunica albuginea
pigmentada en E. zugi y transparente en E. goini, lo que puede deberse a
gue a pesar de ser una especie que habita en la hojarasca de zonas bosco-
sas, realiza vocalizaciones durante el dia en busca de pareja. El desarrollo
espermatogénico es por cistos, donde los espermatocitos primarios eran las
células mas grandes. En los espermatozoides maduros se observé una ultra-
estructura semejante en ambas especies: ausencia de perforatorio y cono
subacrosémico, cuello corto solo visible al Microscopio Electrénico de Trans-
mision, microtibulos del axonema sin brazos de dineina y una membrana
ondulante como estructura accesoria de la cola.

Palabras Claves: reproduccion, ovocitos, espermatozoides.

ABSTRACT

The genus Eleutherodactylus possesses 98% of endemism in Cuba. There are
many questions about the reproductive biology of the species that compose
it, so our aim is to describe the morphology of the gonads and sexual cells
through classical and transmission electron microscopy of two species of the
genus Eleutherodactylus goini and E . zugi. The species were collected in the
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province of Pinar del Rio and processed by histological methods for optical and transmission electron microscopy.
The results show that females lack of pigmentation in the ovaries, the cytoplasm is homogeneous at each stage of
follicular development and presented numerous nucleoli of oocytes. For males, the tunica albuginea was pigment-
ed in E. zugi and transparent in E. goini, which may be because E. zugi despite being woodland litter specie makes
vocalizations during the day for mates. Spermatogenic development is by cysts where primary spermatocytes
were larger cells. In such a mature spermatozoa was observed the same ultrastructure in both species: no per-
foratorium and subacrosomal cone, short neck only visible by Transmission Electron Microscope, axoneme micro-

tubules without dynein arms, an undulating membrane as accessory structure of the tail.

Keywords: reproduction, oocytes, sperm

INTRODUCCION

El género Eleutherodactylus es el Unico en Cuba den-
tro de la familia Eleutherodactylidae. Con un 98% de
endemismo en la isla, los individuos que lo componen
poseen caracteristicas que les han permitido ocupar
una gran diversidad de nichos ecoldgicos facilitando
su amplia distribucidon (Hedges et al., 2008). La ten-
dencia a tener una mayor independencia en tierra,
trajo como resultado la produccion de huevos con
una mayor cantidad de vitelo, ademas de la reduccion
del nimero de huevos por puestas, siendo especies
de desarrollo directo (Salthe y Duellman, 1973).

En Cuba, las temdticas abordadas sobre el género
han estado enfocadas hacia investigaciones de siste-
matica (Diaz et al., 2003), bioacustica (Rodriguez,
2002) y relaciones filogéneticas (Schmidt et al., 2010).
Entre los vertebrados, la estructura de las génadas es
similar en los aspectos basicos (Estrada y Uribe,
2002), pero en los anfibios se han encontrado diferen-
cias que son utilizadas por los investigadores para
contribuir a comprender las relaciones que existen en
este grupo zooldgico (Tries, 1995). Los aspectos rela-
cionados con la biologia reproductora y especifica-
mente los morfoldgicos de las gdénadas del género
Eleutherodactylus han sido tratados por Fontaine
(2005), Rodriguez (2008) y en el ciclo reproductor de
E. planirostris (lturriaga, 2007). Aun asi, son muchas
las interrogantes que abundan sobre el tema, por lo
gue el objetivo de este trabajo es describir por prime-
ra vez la morfologia de las génadas y de las células
sexuales a través de histologia clasica y electrdnica de
dos especies del género Eleutherodactylus: E. goini y
E. zugi.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron dos animales adultos de cada sexo
de las especies E. goini y E. zugi durante la temporada
lluviosa de Cuba, por lo que deben encontrarse en

etapa reproductora. Las localidades seleccionadas
pertenecen a la provincia Pinar del Rio, siendo las
siguientes: en Sierra de Canalete municipio La Palma
(22.68 N, -83.56 W) fue colectada E. goini en junio de
2010, mientras que E. zugi fue colectada en El Salto,
Sierra del Rosario (22.86 N, -83.21 W), en julio de
2011.

Para la descripcion de las génadas se empled la téc-
nica cldsica para microscopia Optica la cual se inicid
con la fijacién en paraformaldehido al 4% en PBS
(0,01 M, pH 7,6), durante 48 horas de las gonadas
derechas. Luego se deshidraté empleando soluciones
de alcohol etilico de graduacion creciente desde el 70
hasta el 100%, realizando dos pases de 30 minutos
cada uno. El aclarado se llevd a cabo en dos pases por
xilol I y Il de 30 minutos cada uno. La infiltracion-
inclusion se realizé en parafina-xilol en un bafio a 58
oC. Los cortes de 3 um aproximadamente de grosor se
realizaron con ayuda de un micrétomo vertical de
rotacion manual. Posteriormente, se tifieron con la
técnica de hematoxilina-eosina. Después de realizada
la tincidn, la preparacién se montd utilizando balsamo
de Canada. Las preparaciones fueron observadas en
un microscopio 6ptico, utilizandose objetivos de 20,
40, 60 y 100X.

Para la descripcién de la ultraestructura de las célu-
las sexuales se utilizé la técnica para micoscopia elec-
trénica de transmisidn. Las génadas izquierdas se fija-
ron en glutaraldehido al 2,5% en buffer fosfato a pH
7,4, donde se mantuvo de 24 a 48 h hasta su traslado
al laboratorio de Nanobiologia Celular de la Facultad
de Ciencias de la Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM), donde se realizd el resto del proce-
samiento del material. Una vez en el laboratorio, se
realizaron tres lavados a las muestras de cinco minutos
cada uno con PBS 1X. Luego de efectuarse la fijacion se
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realizé una postfijacion utilizando tetradxido de osmio
al 1% durante una hora. La deshidratacion fue en una
serie de alcohol etilico de concentracion creciente: 30
-96%, durante diez minutos cada uno, tres pases por
alcohol al 100%, durante cinco minutos cada uno y
tres lavados con 6xido de propileno al 100%, por cin-
co minutos cada uno. La preinclusion se llevé a cabo
en una mezcla de 6xido de propileno-resina epdxica
en una proporcién 1:1 por 24 h. Los bloques obteni-
dos fueron cortados en un ultramicrétomo, utilizando
cuchillas de vidrio para los cortes semifinos (200-500
nm) y de diamante para los cortes ultrafinos (40-60
nm).

Los cortes semifinos fueron tefiidos con azul de to-
luidina. Para verificar la efectividad del procesamiento
en cuanto a la calidad del material y seleccionar las
zonas de interés, las preparaciones fueron observadas
en un microscopio de campo claro con objetivos de
20, 40, 60 y 100X. Los cortes ultrafinos se contrasta-
ron con acetato de uranilo al 3% y citrato de plomo al
0,3%. Las rejillas contrastadas se observaron en un
microscopio electrénico de transmisiéon (MET) JEOL
JEM 1010 que opera a 80 kV y permite el registro digi-
tal de las imagenes.

LIGSUAN CASAS ET AL.

RESULTADOS

Descripcion de las gonadas de las hembras

En las dos especies, los ovarios se observaron trasli-
cidos y no presentaron pigmentos en su cubierta ex-
terna. Su forma fue de racimos con ovocitos en dife-
rentes estadios (Fig. 1A). La presencia de ovocitos
previtelogénicos hasta los postvitelogénicos avanza-
dos confirmd que las hembras colectadas se encon-
traban en un estado reproductor avanzado, siendo los
mas abundantes los vitelogénicos. También se obser-
varon ovocitos postvitelogénicos.

Los ovarios estuvieron cubiertos por un epitelio ger-
minativo y se observé una cavidad central (Fig. 1A).
Hacia la periferia ovérica se encontraron ovocitos
previtelogénicos con muy poco nivel de desarrollo.
Todos los ovocitos presentaron una membrana viteli-
na (zona de interaccion), ademas de la membrana
plasmatica (Fig. 1B).

A continuacion se observaron células foliculares que
permanecen en un solo estrato en los tres estadios de
desarrollo. A estas células foliculares a su vez las cu-
bre una teca, la cual al MET se observd formada por
tejido conectivo con fibroblastos, vasos sanguineos y
fibras colagenas (Fig. 2).

Figura 1: Fotomicrografias obtenidas de cortes de ovarios de especies del género Eleutherodactylus tefiidos con azul de tolui-
dina: A. Eleutherodactylus goini donde se observa: Cv- cavidad central, Opr- ovocito previtelogénico, N- nlcleo, Nc- nucléolos,
Ov- ovocito vitelogénico y Lg-lecho germinal. B. Eleutherodactylus zugi, donde se evidencia un ovocito previtelogénico-Opr, N-

nucleo y Nc- nucléolos.

Figure 1: Photomicrographies from ovary slices of species of genus Eleutherodactylus dyed with toluidine blue: A. Eleutherodactylus goini
where it is shown: Cv- central cavity, Opr- previtelogenic ovocite, N- nucleus, Nc- nucleolus, Ov- vitelogenic ovocite and Lg-germinal bed. B.
Eleutherodactylus zugi, where is evident a previtelogenic ovocite -Opr, N- nucleus and Nc- nucleolus.
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Figura 2: Fotomicrografias de ovocito previtelogénico obteni-
do de cortes de ovarios tefiidos con citrato de plomo y aceta-
to de uranilo de Eleutherodactylus zugi, mostrandose Fb-
fibroblasto, Fc- fibras de colageno, Cf- células foliculares y Zi
- membrana vitelina (zona de interaccion).

Figure 2. Photomicrographies of previtelogenic oocyte obtained
from ovarian sections stained with lead citrate and uranyl acetate of
Eleutherodactylus zugy, showing Fb-fibroblast, Fc-collagen fibers,
Ct-follicular cells and Zi-vitelline membrane (interaction zone).

Figura 3: Fotomicrografias obtenidas de cortes ovocitos de Eleutherodactylus goini. A: Ovocito vitelogénico tefiido con azul de
toluidina (Owt). B: Ovocito postvitelogénico tefiido con hematoxilina-eosina (Opt).
Figura 3: Photomicrographies obtained from cuts of oocytes from Eleutherodactylus goini. A: Vitellogenic oocyte stained with toluidine blue

(Owt). B: Postvitellogenic oocyte stained with hematoxylin-eosine(Opt).

En los ovocitos previtelogénicos el MET evidencid un
nucleo irregular y voluminoso en posicidon central.
También se mostrd hacia el interior del ndcleo la pre-
sencia de numerosos nucléolos cuya distribucion fue
en la mayoria de los cortes hacia la envoltura nuclear
(Fig. 1B).

Los ovocitos vitelogénicos fueron faciles de recono-
cer debido a que la cubierta de células foliculares estu-
vo muy unida a las células de la teca. El citoplasma de
estos ovocitos se aprecido muy abundante y mostré una
acumulacidon progresiva de vitelo en forma de plaque-
tas vitelinas, desde la periferia de la célula hacia el
citoplasma que rodea al nucleo. En el caso de los cor-
tes semifinos tefiidos con azul de toluidina, el citoplas-
ma fue de un azul mas oscuro hacia la zona del nicleo
que hacia la periferia (Fig. 3A). Posteriormente, las

plaguetas aumentan en nimero y en tamafio, es en
este momento donde el foliculo se encuentra en eta-
pa ovulatoria.

Los ovocitos postvitelogénicos fueron los de mayor
tamafio, encontrandose en la capa granulosa las célu-
las foliculares muy aplanadas y la teca externa ro-
deando todo el foliculo. En el citoplasma se observa-
ron abundantes plaquetas vitelinas de gran tamafio
(Fig. 3B).

Descripcion de las gonadas de los machos.

Los testiculos se encontraron recubiertos por la
tunica albuginea, la cual desde su posicidon periférica
penetra un poco hacia la génada, y envuelve a nume-

rosos compartimientos en su interior que son los de-
nominados ldbulos seminiferos, de forma hexagonal.
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Figura 4: Fotomicrografias obtenidas de cortes de testiculos
de especies del género Eleutherodactylus tefiidos con hema-
toxilina-eosina . A: E. goini, donde se muestra Epg- esper-
matogonias, Emp- espermatocitos primarios, Emt- esperma-
tidas, Esp- espermatozoides, Ls- l6bulos seminiferos, Rfi-
rifion y Ta-tlnica albuginea. B: E. zugi, donde se muestra
Pta- pigmentos en la tunica albuginea y Pti- pigmentos en el
tejido intersticial entre los lébulos seminiferos. C: Testiculo
tefiido con Azul de Toluidina de E. goini, donde se muestra
detalladamente Ta- tlnica albuginea y Ls- I6bulos seminife-
ros con cistos.

Figure 4: Photomicrographies from testicles slices of species of genus Eleutherodactylus dyed with hematoxilin-eosine. A: E. goini, showing
Epg- espermatogonies, Emp- primary espermatocite, Emt- espermatids, Esp- espermatozoon, Ls- seminiferous lobe, Rfi- kidney and Ta-
albugineus tunic. B: E. zugi, showing Pta- pigment in albugineus tunic and Pti- pigments in intersticial tissue between seminiferous lobe. C:
Testicle dyed with Toluidine blue of E. goini, showing in detail Ta- albugineus tunic and Ls- seminiferous lobe with cistos.

La tunica se observé transparente en E. goini (Fig. 4A),
mientras que en E. zugi estaba pigmentada (Fig. 4B).
En el interior de los Iébulos seminiferos el patrén es-
permatogénico observado fue por cistos (Fig 4A y 4C).

Las células de Sertoli que componen cada cisto, en
intima relacion con las células sexuales, fueron gran-
des, con abundante citoplasma y un gran nucleo (Fig.
5B), ademas de observarse presencia de nucléolos. En
las dos especies se distinguieron cistos de espermato-
gonias, espermatocitos | (primarios), espermatidas y
espermatozoides, los cuales se describen a continua-
cion.

Las espermatogonias se encontraron cercanas a la
membrana basal del I6bulo seminifero, y fueron célu-
las grandes, de forma esférica y con un nucleo circular

(Fig. 5A). Los espermatocitos | (Fig. 5B) fueron células
grandes y esféricas, de hecho, las de mayor tamano
observadas en el interior de los cistos. Presentaron
nucleos redondeados, de un tamafio mas pequefio
que el de las espermatogonias y abundantes mitocon-
drias en su citoplasma. Las espermatidas fueron célu-
las redondeadas (Fig. 5C) y se ubicaron hacia el centro
del I6bulo seminifero. Estas células presentaron un
nucleo que ocupd casi todo su interior. Se observaron
los tres estadios de desarrollo: espermatidas tempra-
nas, intermedias y tardias, los cuales se identificaron
sobre la base de un aumento gradual en la compacta-
cion de la cromatina. Las espermatidas tardias presen-
taron un nucleo muy electrondenso.
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Figura 5: Fotomicrografias de cortes de testiculos contrasta-
das con citrato de plomo y acetato de uranilo de especies del
género Eleutherodactylus. A: Eleutherodactylus goini, mos-
trando detalladamente Epg- espermatogonias. B: Eleuthero-
dactylus goini, donde se evidencian cistos de Emp- esperma-
tocitos | y Nst- el ntcleo de la célula de Sertoli. C: Eleuthero-
dactylus goini, mostrando Emt- espermatidas.D: Eleuthero-
dactylus zugi, donde se muestran detalladamente Esp-
espermatozoides, Cb- cabeza del espermatozoide y Co- cola.
E: Eleutherodactylus goini, del axonema con Mt- microtiibulos
y la Ea- envoltura axial.

Figure 5: Photomicrographies of testicles cuts of species of the genus Eleutherodactylus contrasted with uranyl acetate and lead citrate.
A:Eleutherodactylus goini, showing detailed Epg - spermatogonia. B: Eleutherodactylus goini where is evident cysts of Emp - spermatocytes |
and Nst - nucleus of Sertoli cell. C: Eleutherodactylus goini, showing Emt- espermatides. D: Eleutherodactylus zugi, showing in detail Esp-
sperm, Cb - head of the sperm and Co-tail. E: Eleutherodactylus goini, of the axoneme with Mt - microtubules and Ea - axial sheath.
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Los espermatozoides se observaron alargados ubica-
dos en ramilletes y orientados en la misma direccion.
En ellos se observaron la cabeza, la cola (Fig. 5D) y
una zona correspondiente al cuello situada entre es-
tas dos. En la regién de la cabeza se encuentra el
nucleo y el acrosoma, el primero muy tefiido debido a
la elevada compactacion de la cromatina en los cortes
tefidos con hematoxilina-eosina y muy electrondenso
al MET. No se observé perforatorio ni cono subacro-
sémico en ninguna de las dos especies (Fig. 5D). Entre
la cabeza y la cola se observé el cuello, extremada-
mente corto y solo distinguible al MET. Presenté esca-
so citoplasma y los centriolos proximal y distal posi-
cionados perpendicularmente uno respecto al otro
(Fig. 5D). La cola o flagelo, estuvo formada por un
axonema y una membrana ondulante como estructu-
ra accesoria. En el axonema, en un corte transversal,
no se observaron los dobletes conectados por brazos
de dineina en los nueves pares de dobletes de micro-
tubulos periféricos. (Fig. 5E). La membrana ondulante
en seccidn transversal estuvo formada por una fibra
yuxtaxonemal asociada al axonema, una vaina o en-
voltura axial y una fibra axial.

DISCUSION
Descripcion de las gonadas de las hembras

La ausencia de pigmentos en la cubierta externa de
los ovarios de las dos especies es un caracter destaca-
ble puesto que existen diferentes patrones de pig-
mentacién en los anfibios. Por ejemplo, Fontaine
(2005) encontré pigmentos en la capa que rodea al
ovario en E. glamyrus. Por su parte, Sharon et al.
(1997) al describir los ovarios de una especie de sala-
mandra encontraron que era translucida. A la pigmen-
tacién oscura del ovario y de otros érganos donde
puede encontrarse, se le atribuye la funcion de pro-
teccién frente a las radiaciones ultravioletas prove-
nientes del sol. Como E. goini, habita en el suelo y en
las oquedades de las rocas y presenta habitos noctur-
nos, entonces los resultados son coherentes con sus
habitos de vida. En otras especies de anfibios anuros
aparece una concentracion de pigmentos en la zona
correspondiente al polo animal del huevo, a la cual se
le atribuye una funcién protectora frente a los rayos
ultravioleta (Gilbert, 2006).

En cuanto a los tres estadios de desarrollo de los
ovocitos, en los previtelogénicos, |la presencia de gran
cantidad de nucléolos observado en los cortes de E.

LIGSUAN CASAS ET AL.

goini, puede deberse a que estos organulos garantizan
los componentes de ARN ribosomal para la sintesis
proteica que se dispara al inicio del desarrollo del em-
brién y que son aportados por el citoplasma materno
(Gilbert, 2006).

Con relaciéon a los ovocitos vitelogénicos vistos al mi-
croscopio de campo claro, resalta la acumulacion pro-
gresiva de vitelo en ellos, en forma de plaquetas, des-
de la periferia hasta la zona de citoplasma cercana al
nucleo. Las plaquetas con la tincion de hematoxilina-
eosina se ven rosadas intensas y en los cortes semifi-
nos tefiidos con azul de toluidina, de un azul muy oscu-
ro. También De Oliveira y De Souza (2004), en ovocitos
vitelogénicos notan una ubicacion periférica de las
plaquetas vitelinas.

Descripcion de las gonadas de los machos

La tunica albuginea pigmentada en E. zugi, a diferen-
cia de la transparente en E. goini, puede deberse a que
a pesar de ser una especie que habita en la hojarasca
de zonas boscosas, realiza vocalizaciones durante el
dia en busca de pareja segln observaciones de campo.
De Oliveira et al. (2002) consideran que la pigmenta-
cion de los testiculos es una caracteristica poco usual
en los anuros. En el sapo Xenopus laevis y en otros
vertebrados no mamiferos, las células con pigmentos
pueden encontrarse en diferentes drganos, constitu-
yendo un sistema de pigmentacion extracutdanea de
funcidén desconocida (Ogielska, 2009).

El hecho de encontrarse células sexuales en todos los
estadios de la espermatogénesis en el interior de los
testiculos, confirma que los animales colectados esta-
ban en plena etapa reproductiva, lo que coincide con
lo encontrado por Iturriaga (2007). Este autor describid
un ciclo reproductivo discontinuo en E. planirostris,
con un aumento de la actividad espermatogénica du-
rante los meses de verano. Es precisamente en estos
meses donde se realizé la recolecta de los ejemplares
utilizados en este estudio.

Los espermatocitos | fueron las células mas grandes
de todos los estadios descritos, al igual que lo encon-
trado por otros autores (De Oliveira y De Souza, 2004).
Esto puede deberse a que en este estadio la célula que
se encuentra en el momento de la espermatogénesis
denominado etapa de crecimiento. Sin embargo, Uribe
(2003b) informa en sus trabajos que las células mayo-
res fueron las espermatogonias. No se encontraron
evidencias en este trabajo de espermatocitos Il lo cual

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X * VOL. 3 + N.°3 « AGOSTO— DICIEMBRE * 2014 + pp. 38-47



MORFOLOGIA DE GONADAS Y CELULAS SEXUALES DE ELEUTHERODACTYLUS 45

puede deberse a que son escasas en los cistos pues la
primera divisidn de maduracién es muy rdpida (Uribe,
2003a).

Las células de Sertoli fueron observadas en el inte-
rior de todos los cistos en las dos especies estudiadas,
incluso en aquellos cercanos al lumen del I6bulo semi-
nifero donde se liberaban los espermatozoides. Estas
células son una caracteristica permanente en la mayo-
ria de los vertebrados (Paniagua, 2002; Smita et al.,
2004; Gilbert, 2006,). Sin embargo, Pudney (1999)
considerd que cuando se liberaban los espermatozoi-
des producidos en los cistos hacia el lumen del I6bulo, las
células de Sertoli que los acompaiiaban degeneraban.

En otras especies de anuros los espermatozoides
tienen todos los elementos descritos en este estudio,
aunque la forma puede variar. El espermatozoide
maduro de Epipedobates flavopictus (Dendrobatidae)
es también filiforme pero la cabeza es moderadamen-
te curva y proporcionalmente del mismo tamafno que
la cola (Garda et al., 2002). Costa et al. (2004) al com-
parar los espermatozoides de tres especies del género
Phyllomedusa plantearon que son alargados v filifor-
mes, con tres regiones distinguibles: cabeza (con acro-
soma y nucleo), cuello y cola; la cabeza es ligeramente
curva a diferencia de lo encontrado en el presente
trabajo.

La ausencia de perforatorio y cono subacrosémico
en el acrosoma de los espermatozoides de las espe-
cies estudiadas puede ser explicada como un caracter
evolucionado. En este sentido, Kwon y Lee (1995)
consideran que el cono subacrosémico presente en el
espermatozoide de Ascaphus (anuro primitivo) es
caracteristico de los urodelos pero no esta presente
en la mayoria de los anuros. Garda et al. (2004), al
analizar la ultraestructura de los espermatozoides de
varias especies pertenecientes a tres géneros de la
familia Hylidae, observaron un cono subacrosémico
en una de ellas mientras que las otras dos poseen solo
remanentes de esta estructura. Sin embargo, Jamie-
son et al. (1993) refirieron que este tipo de estructura
puede estar presente en los espermatozoides de algu-
nos amniotas, lo cual puede interpretarse como una
divergencia para este caracter. Al referirse al perfora-
torio, Kwon y Lee (1995) afirman que las familias de
anuros mas evolucionados que los eleuterodactilidos,
como Pipidae, Ranidae y Rhacophoridae carecen de
este elemento, por lo que se puede inferir que la au-
sencia de un perforatorio es un caracter apomorfico
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dentro de los anuros y que se ha ido simplificando has-
ta desaparecer durante su evolucién hacia la vida te-
rrestre.

La regién del cuello solo se puede distinguir a nivel
ultraestructural, pues es extremadamente corta, al
igual que lo encontrado por Scheltinga et al. (2002) al
describir once especies de la familia Microhylidae, y
Costa et al. (2004) en tres especies del género Phyllo-
medusa de la familia Hylidae.

Acerca de la posicion perpendicular que adoptan en
la pieza de conexién o cuello los centriolos proximal y
distal entre si, Kwon y Lee (1995) plantean que la
orientacién de los centriolos varia y han pretendido
relacionarla con la posicion evolutiva de un grupo da-
do. Respecto a los anuros, distinguen tres tipos de
orientacién. Una primera donde los dos centriolos for-
man un angulo de 70°, tomando en consideracién que
el centriolo proximal y el eje medio del espermatozoi-
de son perpendiculares. Este tipo aparece en los
miembros de la familia Myobatrachidae. En una segun-
da orientacion, los dos centriolos estan ubicados per-
pendicularmente, y es comun en Bufonidae, Hylidae y
Eleutherodactylidae, como ocurre en las dos especies
que se discuten. Un tercer tipo incluye a los anuros
mas evolucionados, como las familias Ranidae y Pipi-
dae, los cuales se caracterizan porque sus centriolos
forman un angulo de 140° por lo que estas caracteristi-
cas ultraestructurales del espermatozoide pudieran
tener valor taxondmico al menos a nivel de género.

Las caracteristicas ultraestructurales encontradas en
la cola de los espermatozoides de estas especies, pue-
den relacionarse con el modo de reproduccién que
presentan los anuros y en general, los anfibios. Por
ejemplo, en los microtubulos del axonema de las dos
especies en estudio los brazos de dineina estuvieron
ausentes. Esto ha sido considerado como un caracter
que aparece en los espermatozoides que tienen poca
movilidad. A este efecto, Van Der Horst et al., (1995)
consideraron que las especies con modo terrestre de
fertilizacion externa poseen espermatozoides inmovi-
les en un amplio rango de medios fisioldgicos con con-
centraciones osmaticas que van desde los 10 hasta los
30 mOsm/kg. En los que muestran un modo acuatico
de fertilizacion, la movilidad del espermatozoide es
importante para su locomocién hasta el ovocito de la
hembra, aun cuando las cloacas del macho y la hembra
estén muy préximas, de forma similar a lo observado en
Xenopus (Ogielska, 2009). En los de fertilizacion terres-
tre los espermatozoides son liberados directamente
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sobre los huevos, por lo que la necesidad de una loco-
mocién vigorosa y mantenida en el tiempo no es tan
necesaria como en los acuaticos.

La cola y la membrana ondulante descrita en este
estudio se ha observado en numerosas especies de
anuros. Sin embargo, varios casos de pérdida de la
membrana ondulante han ocurrido durante la evolu-
cién de los anuros. Es posible que este caracter esté
relacionado con la simplificacion de elementos acce-
sorios en la célula masculina, la cual va a tener una
relacién estructura-funcién muy precisa, pero que
todavia estd presente en los eleuterodactilidos.
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