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ARTÍCULO  ORIGINAL

RRRRRESUMENESUMENESUMENESUMENESUMEN
Por primera vez se describe la morfología y ultraestructura de la gónada de los machos del sapo endémico de
Cuba, Bufo fustiger. Fueron colectados ocho ejemplares adultos en el área de La Chorrera en la provincia Pinar
del Río los cuales fueron trasladados al laboratorio y tratados adecuadamente. Se procesaron las gónadas para
ser observadas por microscopía de luz y microscopía electrónica de transmisión (MET).  Se utilizó el microscopio
de fuerza atómica para la observación de espermatozoides. Los resultados indican que la gónada de los machos
tiene un órgano de Bidder en posición anterior. La parte correspondiente al testículo muestra una organización
en túbulos seminíferos y dentro de éstos las células sexuales (espermatogonias, espermatocitos I y II,
espermátidas en diferenciación y espermatozoides) están dispuestas en cistos de forma similar a otros anuros
lo cual indica una conservación de esta característica dentro de los anfibios y los anamniotas.  Se observan
espermátidas al MET en el proceso de espermiogénesis con la presencia de mitocondrias y la formación del
acrosoma. El espermatozoide es delgado, con la cabeza cónica. La cola tiene un axonema con el patrón
microtubular 9 + 2 y se observaron espermatozoides con dos colas. No se detectó la presencia de membrana
ondulante. Esto resultados pudieran contribuir a esclarecer la sistemática del grupo.
Palabras Clave: Anura, Bidder, Bufo fustiger, gónadas, ultraestructura.

AAAAABSTRACTBSTRACTBSTRACTBSTRACTBSTRACT
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 I and II, 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.
Key Words: Anura, Bidder, Bufo fustiger, male gonads, ultrastructure.
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n los anuros, los testículos son órganos rodeados por
tejido conectivo fibroso que constituye la túnica
albugínea. En relación a la arquitectura histológica de
los elementos seminíferos, el epitelio germinal debe

estar dispuesto en túbulos seminíferos en Anura1.

El tejido germinal, el cual constituye el parénquima de los
testículos, tiene diferentes tipos celulares: espermatogonias en
el borde del epitelio; espermatocitos y espermátidas en la
secuencia de la diferenciación 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 la misma fase de diferenciación y con un sincronismo
de desarrollo debe ser característica común en los anfibios2.

Además, los sapos machos de la Familia Bufonidae tienen una
característica única y es la presencia en la parte anterior del
testículo de un ovario vestigial conocido como órgano de
Bidder3,4, el cual según algunos autores5,6 pudiera convertirse en
ovario funcional si fuese preciso y si los testículos son removidos
pueden desarrollarse en ovarios funcionales representando una
estrategia para la reproducción de estas especies. A pesar de un
número creciente de estudios7,8 la información sobre el órgano
de Bidder de los bufónidos sigue siendo escasa.

Bufo fustiger es un sapo endémico de Cuba, que tiene una
relativa abundancia en la zona occidental de la Isla9 y se conoce
muy poco acerca de su biología por lo cual el objetivo del
presente trabajo es realizar un estudio de las gónadas del macho
de esta especie mediante microscopía convencional de luz y
electrónica (MET) con el fin de obtener una mejor comprensión
de su morfología.

MMMMMATERIALATERIALATERIALATERIALATERIAL     YYYYY M M M M MÉTODOSÉTODOSÉTODOSÉTODOSÉTODOS
Se colectaron ocho machos de B. fustiger en La Chorrera,
provincia de Pinar del Río en la región 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 realizó la disección. Las gónadas
y también el órgano de Bidder se fijaron en paraformaldehído al
4% y glutaraldehído al 2.5% en buffer fosfato a pH 7,4 y se
procesaron para las técnicas de inmunofluorescencia10 y de
microscopía electrónica de transmisión11.

Las gónadas de algunos machos se fijaron en líquido de Bouin
y fueron sometidas a la técnica clásica de inclusión en parafina.
Los cortes se obtuvieron en un microtomo manual entre 5 y 7µm
y se colocaron en portaobjetos con albúmina como adherente.
A las 24 horas los cortes fueron teñidos 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 imágenes se digitalizaron
mediante el programa Motic 2000.

En el caso de las muestras para microscopía electrónica de
transmisión se lavaron con PBS, se fijaron con glutaraldehído al
2.5% y se postfijaron con tetraóxido de osmio al 1% en buffer
fosfato a pH 7,4 por varias horas, después se enjuagaron  y
deshidrataron en alcoholes crecientes terminando con óxido de
propileno. La preinclusión se realizó con una mezcla de óxido de
propileno y resina epóxica 1:1 por 16 horas. La inclusión se llevó
a cabo con resina epóxica durante 16 horas a 60°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
atómica de acuerdo a protocolos previamente descritos12. Las
extensiones de espermatozoides se observaron con un
microscopio de fuerza atómica BioScope (Digital Instruments,
Santa Bárbara, CA, USA).

RRRRRESULTADOSESULTADOSESULTADOSESULTADOSESULTADOS
La gónada masculina de B. fustiger es alargada, mide
aproximadamente 2 cm, en etapa reproductiva es de color amarillo
claro y en su parte anterior o craneal presenta un órgano de
Bidder en el cual se pueden apreciar las rugosidades que
evidencian la presencia de numerosos folículos ovogénicos
(Figura 1), el resto de la gónada es el testículo.  Toda la gónada
está cubierta por una fina capa de tejido conectivo, la túnica
albugínea y no se observa pigmentación.

El epitelio germinal de la zona correspondiente al testículo está
organizado en túbulos (Figura 2). Delimitados por escaso y fino
tejido conectivo estos túbulos forman unidades morfológicas,
que son los elementos seminíferos del testículo. Entre las unidades
seminíferas hay tejido intersticial compuesto por células de
Leydig, fibroblastos y vasos sanguíneos (Figura 2).

EEEEE
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Figura 1. Gónada masculina de Figura 1. Gónada masculina de Figura 1. Gónada masculina de Figura 1. Gónada masculina de Figura 1. Gónada masculina de Bufo fustigerBufo fustigerBufo fustigerBufo fustigerBufo fustiger. Observe en la. Observe en la. Observe en la. Observe en la. Observe en la
parte anterior el órgano de Bidder.parte anterior el órgano de Bidder.parte anterior el órgano de Bidder.parte anterior el órgano de Bidder.parte anterior el órgano de Bidder.
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Cada túbulo o lóculo seminífero contiene clusters o agrupaciones
de células germinales en diferentes estadios de diferenciación
organizadas en cistos o quistes que ocurren debido a la íntima
asociación morfofuncional con las células de Sertoli.  En los
cistos (Figura 2) las células están en un mismo estado de
diferenciación y con un desarrollo sincrónico. Rara vez los 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 diferenciación.

Los diferentes tipos celulares diferenciados fueron identificados
de acuerdo a su morfología y disposición en los cistos.

Las células espermatogénicas en los cistos se observan en todos
los grados de desarrollo: espermatogonias, espermatocitos
primarios, espermatocitos secundarios, espermátidas redondas
o tempranas, espermátidas tardías y espermatozoides agrupados
como ramilletes (Figura 2).

Las espermatogonias definitivas mitóticas son células cuyos
núcleos son redondeados y frecuentemente se observó al
microscopio electrónico la presencia de un nucléolo excéntrico
(Figura 3). Presentan gránulos de cromatina y en general están
muy cerca de la pared del túbulo, asociadas a las células de
Sertoli.

Los espermatocitos I son el resultado de la diferenciación de las
espermatogonias que entraron en la profase meiótica, su núcleo
es ligeramente condensado y, en general, los espermatocitos se
observan en las distintas fases de la primera división meiótica,
que presentan diferentes grados de compactación de los
materiales nucleares. En el microscopio electrónico de transmisión
se aprecian los cromosomas en la profase I de la meiosis (Figura 4).

Los espermatocitos II los cuales ya son células haploides y
bastante menores que sus antecesoras, son difíciles de observar
pues son muy transitorias y rápidamente pasan por la segunda
división de la meiosis para originar a las espermátidas.  Éstas, en
el estado primario, son células redondeadas. Las  espermátidas
II o en alargamiento son células con núcleos alargados y
compactos (Figura 5). Estas células pasan el proceso de
espermiogénesis para generar a los espermatozoides, se puede
observar en esta transición la presencia de mitoncondrias en el
citoplasma,  la formación del acrosoma (Figura 6) y la síntesis del
axonema de la cola o flagelo (Figura 7).

Los espermatozoides están caracterizados por una extraordinaria
compactación nuclear y una reducción del citoplasma. Son
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Figura 2. Túbulo seminífero de Figura 2. Túbulo seminífero de Figura 2. Túbulo seminífero de Figura 2. Túbulo seminífero de Figura 2. Túbulo seminífero de B. fustiger.B. fustiger.B. fustiger.B. fustiger.B. fustiger. Se observan en su Se observan en su Se observan en su Se observan en su Se observan en su
interior cistos de espermatozoides (flechas). Se aprecianinterior cistos de espermatozoides (flechas). Se aprecianinterior cistos de espermatozoides (flechas). Se aprecianinterior cistos de espermatozoides (flechas). Se aprecianinterior cistos de espermatozoides (flechas). Se aprecian
también otros dos túbulos en la zona izquierda con cistos detambién otros dos túbulos en la zona izquierda con cistos detambién otros dos túbulos en la zona izquierda con cistos detambién otros dos túbulos en la zona izquierda con cistos detambién otros dos túbulos en la zona izquierda con cistos de
espermatogonias y espermatocitos. Célula de Sertoli= S.espermatogonias y espermatocitos. Célula de Sertoli= S.espermatogonias y espermatocitos. Célula de Sertoli= S.espermatogonias y espermatocitos. Célula de Sertoli= S.espermatogonias y espermatocitos. Célula de Sertoli= S.
Tricrómica de Mallory. 60X.Tricrómica de Mallory. 60X.Tricrómica de Mallory. 60X.Tricrómica de Mallory. 60X.Tricrómica de Mallory. 60X.

Figura 3. Espermatogonia al microscopio.Figura 3. Espermatogonia al microscopio.Figura 3. Espermatogonia al microscopio.Figura 3. Espermatogonia al microscopio.Figura 3. Espermatogonia al microscopio.

 

 

Figura 4. Cisto de espermatocitos. Microscopio electrónico deFigura 4. Cisto de espermatocitos. Microscopio electrónico deFigura 4. Cisto de espermatocitos. Microscopio electrónico deFigura 4. Cisto de espermatocitos. Microscopio electrónico deFigura 4. Cisto de espermatocitos. Microscopio electrónico de
transmisión (MET) 2K (MET) 5K.transmisión (MET) 2K (MET) 5K.transmisión (MET) 2K (MET) 5K.transmisión (MET) 2K (MET) 5K.transmisión (MET) 2K (MET) 5K.
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delgados y la cabeza es cónica y en algunos puede observarse
la presencia de dos colas (Figura 8) no fue apreciada una
estructura similar a una membrana ondulante. Los espermatozoides
en desarrollo están dispuestos en ramilletes o haces muy bien
organizados debido a su asociación con las células de Sertoli de
cuyo citoplasma van a ser liberados al lumen de los túbulos
seminíferos (Figura 2).

Figura 5. Espermátida II en proceso de espermiogénesis.Figura 5. Espermátida II en proceso de espermiogénesis.Figura 5. Espermátida II en proceso de espermiogénesis.Figura 5. Espermátida II en proceso de espermiogénesis.Figura 5. Espermátida II en proceso de espermiogénesis.
Observe la presencia en el citoplasma de varias mitocondriasObserve la presencia en el citoplasma de varias mitocondriasObserve la presencia en el citoplasma de varias mitocondriasObserve la presencia en el citoplasma de varias mitocondriasObserve la presencia en el citoplasma de varias mitocondrias
y la compactación de la cromatina en el núcleo. 30K.y la compactación de la cromatina en el núcleo. 30K.y la compactación de la cromatina en el núcleo. 30K.y la compactación de la cromatina en el núcleo. 30K.y la compactación de la cromatina en el núcleo. 30K.
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Figura 6. Espermatozoide en formación. Se aprecia parte de laFigura 6. Espermatozoide en formación. Se aprecia parte de laFigura 6. Espermatozoide en formación. Se aprecia parte de laFigura 6. Espermatozoide en formación. Se aprecia parte de laFigura 6. Espermatozoide en formación. Se aprecia parte de la
cabeza con el acrosoma, (A) el espacio subacrosómico (flecha)cabeza con el acrosoma, (A) el espacio subacrosómico (flecha)cabeza con el acrosoma, (A) el espacio subacrosómico (flecha)cabeza con el acrosoma, (A) el espacio subacrosómico (flecha)cabeza con el acrosoma, (A) el espacio subacrosómico (flecha)
y el núcleo con la cromatina muy densa (N). 30K.y el núcleo con la cromatina muy densa (N). 30K.y el núcleo con la cromatina muy densa (N). 30K.y el núcleo con la cromatina muy densa (N). 30K.y el núcleo con la cromatina muy densa (N). 30K.

 

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

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

La parte anterior de la gónada del macho de B. fustiger es el
órgano de Bidder y se aprecian en el microscopio de luz los
ovocitos previtelogénicos similares a los ováricos, con células
foliculares planas y uno o dos nucléolos (Figura 9). En el
microscopio electrónico de transmisión puede observarse un
ovocito del órgano de Bidder, con la presencia de dos nucléolos
bien conspicuos (Figura 10).

DDDDDISCUSIÓNISCUSIÓNISCUSIÓNISCUSIÓNISCUSIÓN
En cuanto a la arquitectura histológica general del testículo
observada en Bufo fustiger se verificó una gran similitud con las
descripciones de otras especies de anuros13,14.

La células en los túbulos seminíferos mostraron una intensa
actividad espermatogénica y un ordenamiento en cistos o quistes
dentro de los túbulos lo cual afirma esta típica disposición en los
anfibios anuros en general, por ejemplo, para Physalaemus
cuvieri2 y, en particular, del mismo género, para Bufo woodhouse15

y Bufo bufo6.

Los espermatocitos I fueron observados en la profase I de la
meiosis, en la cual ocurrió el intercambio genético. En esta
investigación se observó que los espermatocitos I eran
comúnmente más grandes que las espermatogonias. Estos
resultados coinciden con varios autores16,4 quienes afirmaron
que la célula más grande observada durante el proceso de la
espermatogénesis es el espermatocito I. El espermatocito primario
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o espermatocito I pasó el proceso de crecimiento y si bien no
incrementa tanto en tamaño como su homóloga femenina el
ovocito I17 sí se aprecia mayor que las espermatogonias que le
preceden, y aún más que los espermatocitos II a quienes origina
en la primera división de maduración de la meiosis. Sin embargo,
Oliveira et al.2 afirman que la célula más 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
simultáneamente con la condensación de la cromatina18, pues
está ocurriendo el proceso de espermiogénesis y en esta etapa
se observan las espermátidas 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 Sertoli13.

El espermatozoide de B. fustiger muestra características similares
a las de otros miembros del género19,20, la cabeza es cónica con
un acrosoma, espacio subacrosómico y el núcleo. El aparato
flagelar comparte el patrón 9 + 2 de microtúbulos con anuros21,22

y otros vertebrados23. La ausencia de membrana ondulante y la
presencia de dos colas en algunos es peculiar.

Con relación a la presencia del órgano de Bidder en esta especie
objeto de estudio, algunos autores afirman que pudiera
convertirse en un ovario funcional1,4,5 y consideran que tiene
características estructurales capaces de producir células sexuales.
Farias et al.24 encontraron el órgano de Bidder presente también
en las hembras de Bufo ictericus, sin embargo, en B. fustiger no
se observó la presencia de este órgano en las hembras ni aun se
cuenta con investigaciones que permitan afirmar para esta especie
que este peculiar órgano, o quizá ovario rudimentario, pueda
convertirse en funcional si las condiciones lo requieran.

Aunque la arquitectura del epitelio germinal del sapo B. fustiger
representa un modelo típico de los anuros, la disposición cística
de las células germinales se confirma como una importante
característica de los anfibios anuros, así como de otros vertebrados
anamniotas. Las particularidades de sus espermatozoides pueden
estar relacionadas con aspectos filogenéticos22 y con las
estrategias de reproducción de los anuros1.
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