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Resumen

Se realiza el estudio histolégico y citolégico del tegumento de la larva y del adulto durante
el transporte del renacuajo por el macho de Minyobates virolinensis. Se observan
modificaciones tegumentarias asociadas a este transporte en células del epitelio ventral del
renacuajo. Se describen cuatro tipos celulares en la capa mas externa de la epidermis de
la larva; dos de éstos estan asociados con la adhesién al adulto: el tipo celular | tiene un
complejo de microvellosidades largas ancladas en la matriz intertegumentaria, el tipo Il
contiene granulos de secrecion en la superficie apical de las células y su secrecion contribuye
a formar esta matriz. Los otros dos tipos celulares son comunes en toda la syperficie de la
epidermis larval. La matriz intertegumentaria (glicoproteinas &cidas) prende al renacuajo
sobre el dorso de la rana-nodriza. La epidermis de la rana-nodriza es similar a la de machos
y hembras adultos sin renacuajos en el dorso; sin embargo, sobre la superficie de la piel
de la rana-nodriza se acumulan varias capas cérneas y dos tipos de glandulas mucosas
secretan glicoproteinas acidas a la matriz. Asi, la matriz intertegumentaria posiblemente se
origina tanto en el tegumento de la larva como en el del adulto.

Abstract

We studied the histology and cytology of the adult and tadpole skin during the transport of
tadpoles by adult males of Minyobates virolinensis. Integumentary modifications associated
with this transport are seen in cells of the ventral larval epithelium. Of the four cellular types
observed in the outer layer of the larval epidermis, two are associated with the attachment
to the adult: type | cells have a complex of long microvilli anchored in an intertegumentary
matrix, and type Il cells have several secretcry granules at the apical cellular surface and
their secretion contributes to form this matrix. The other two types are found throughout the
surface of the larval epidermis. The intertegumentary matrix (acid glycoproteins) attach the
tadpole to the nurse frog’'s back. The epidermis of the nurse frog is similar to that of adult
males and females without tadpoles on the back; however, several corneal layers are
accumulated on the skin surface of nurse frogs and two types of mucous glands secrete
acid glycoproteins to the matrix. The intertegumentary matrix may originate from the tegument
of both tadpole and adult.

Introduccion

El conocimiento de factores de oviposicion, lu-
gar, caracteristicas del huevo y de la postura,
velocidad y duracion del desarrollo, estado de
desarrollo y tamafo en el momento de la eclo-
sion, tamano de la nidada y tipo de cuidado
parental, constituye la base para definir modos
reproductivos de los Anura y entender sus rela-
ciones evolutivas (Salthe & Duellman, 1973).

Aunque en muchos anuros el modo reproductivo
ha evolucionado independientemente en diferen-
tes linajes filéticos, en otros casos el modo repro-
ductivo es una faceta integral de la filogenia en
grupos especificos teniendo entonces una gran
significancia filogenética (Duellman, 1985).
Varios autores han clasificado los modos de re-
produccién de los anuros (Crump, 1974; Lamote
& Lescure, 1977; Duellman, 1978, 1985); el
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modo reproductivo considerado como mds gene-
ralizado consiste en posturas y renacujos acua-
ticos; los demés modos de reproduccién pueden
ser derivados de esta forma primitiva e incluyen
modificaciones en el desarrollo tanto morfol6-
gico como funcionales en los embriones y for-
mas de cuidado parental en los adultos (Duell-
man, 1985).

El cuidado parental, definido como el compor-
tamiento que permite a un individuo aumentar
la supervivencia de las crias, en anuros es un
aspecto importante de la biologia reproductiva
en formas con huevos no acuéticos (McDiarmid,
1978). El cuidado parental se manifiesta por la
defensa de posturas arbdreas o terrestres y/o
transporte de huevos o renacuajos por los adultos
machos o hembras. Dentro de esta tltima forma
de cuidado parental, una modalidad particular
en la familia Dendrobatidae es el transporte so-
bre el dorso de los adultos a cuerpos de agua.

Después de la eclosién en sitios himedos no
inundados, los renacuajos son cargados por ma-
chos o hembras adultos; el transporte materno
o paterno de los renacuajos puede relacionarse
con diferencias interespecificas en territoria-
lidad (Wells, 1981). Los renacuajos se adhieren
firmemente al dorso del adulto por un mucus
que, como lo han sugerido Myers & Daly
(1983), puede tener su origen en las gldndulas
mucosas del integumento del adulto. En la piel
de los dendrobdtidos, se reconocen morfoldgica-
mente los dos tipos comunes de gldndulas inte-
gumentarias de los anuros: glandulas mucosas,
y glandulas granulares que producen sustancias
altamente toxicas en algunas de las especies (Ne-
wirth et al., 1979; Daly et al, 1987).

Observaciones en dendrobétidos permiten su-
poner que las larvas permanecen sobre el dorso
del padre o la madre durante varios dias; de esta
manera el tegumento del adulto se asocia al com-
portamiento reproductivo de las especies con la
consiguiente especializacion de la piel del padre
o de la cria, o de los dos, que asegure una
adhesion firme entre ellos. En el presente trabajo
se estudia la relacién de los tegumentos padre-
cria a nivel histoldgico y de estructura fina.
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Materiales y métodos

Los ejemplares estudiados de Minyobates viro-
linensis (Ruiz-C. & Ramirez-P: 1992) proceden
de la localidad tipica de la especie. Cinco ma-
chos con larvas al dorso (ICN 16103-16107) se
fijaron en glutaraldehido al 5% en amortiguador
de Millonig pH 7.4 durante 6 horas; segmentos
de piel de los machos con la larva adherida se
postfijaron en tetréxico de osmio al 1% en el
mismo amortiguador, se deshidrataron en etanol
y finalmente fueron embebidos en mezcla de
resina epon-araldita. Otro ejemplar (ICN 16108)
en que el renacuajo se desprendié espontdnea-
mente tres horas después de la captura, se realizé
el mismo procedimiento a la piel dorsal del ma-
cho correspondiente a la zona de adhesién y a
la cria completa. Para efectos comparativos se
procesaron de manera similar segmentos de piel
dorsal troncal posterior de dos machos y nueve
hembras sexualmente adultos no portadores de
renacuajos en condiciones naturales en el mo-
mento de la captura (machos ICN 16115-16116
y hembras ICN 16112, 16114, 16118-16120,
16146.

Para el estudio histolégico se obtuvieron secciones
semifinas (1wm) en un ultramicrétomo LKB
4801 y se colorearon con azul de toluidina. La
identificacion de sustancias glucoprotéicas se
realizé utilizando é4cido periédico de Schiff y
azul de alcian (pH 2.5). Secciones ultrafinas de
dreas de interés se estudiaron en un microscopio
Jeol 100B, previa coloracion.con acetato de ura-
nilo y citrato de plomo.

ICN = Numero asignado dentro de las coleccion
batracoldgica del Instituto de Ciencias Natura-
les-Museo de Historia Natural, Universidad Na-
cional de Colombia.

Resultados

PIEL DORSAL DE ADULTOS MACHOS Y HEMBRAS SIN
LARVAS. La epidermis de ejemplares machos y
hembras adultos de Minyobates virolinensis esta
compuesta por tres a cinco capas de células epi-
teliales incluida una cérnea. En los estratos gra-
nular, espinoso y germinativo se observan algunos
granulos pequefios PAS positivos dispersos en
el citoplasma de las células. Los niicleos tienen



posicién central, son esféricos y voluminosos;
el carioplasma tifie débilmente, en tanto que los
nucleolos, generalmente dos, colorean con ma-
yor intensidad. Linfocitos y neutréfilos son fre-
cuentes en el epitelio. En la epidermis de varios
ejemplares se encontraron varias células cebadas
embebidas en el epitelio. Las células “flask
cells” son escasas en las preparaciones estudia-
das. El espesor de laepidermis es de 22 = 7um.

Al microscopio electrénico, las células colum-
nares del estrato germinativo contienen cisternas
de reticulo endoplasmatico rugoso (RER) y gra-
nulos de glucégeno en todo el citoplasma; el
citoesqueleto estd conformado por tonofilamentos
en diferentes direcciones; grupos de mitocron-
drias rodean al nicleo, especialmente en Ja zona
infranuclear. Las membranas de las células ad-
yacentes corren paralelas y son rectas en la mayor
parte de su curso, unidas por cortos desmosomas
a los que convergen tonofilamentos. El espacio
intersticial es reducido.

Al microscopio 6ptico se reconocen por lo me-
nos dos estados de maduracion y secrecién de
las gldndulas mucosas. En primer lugar, glandulas
con células columnares, algunas de ellas con
abundantes granulos de secrecién glicoprotéica
acida liberados por exocitosis. La estructura fina
de las células columnares muestra un desarrollo
del RER en laregion basal que sintetiza granulos
electrodensos de secrecion que ocupan la mitad
superior de las células. En segundo lugar, glan-
dulas de epitelio cubico, sin granulos, ni eviden-
cia de actividad secretora, en donde la reaccién
con PAS y azul de alcian es negativa.

Ademas se observé la presencia de un segundo
tipo de glandulas de forma alveolar constituidas
por pocas células planas y lumen amplio ocu-
pado por un material granular fino, de reaccion
PAS y azul de alcian positivas (Fig. 1A). Al
microscopio electrénico se constata que estas
glandulas carecen de vaina de células mioepite-
liales, sus células tienen citoplasma rico en RER
y granulos electrodensos, la luz glandular esta
totalmente ocupada por material glicoprotéico
finamente granular (Fig. 1B).

Las glandulas granulares son voluminosas y muy
abundantes en todo el tegumento. El contenido
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de los granulos es de aspecto reticular, y en
algunos de ellos se presenta un é4rea circular
“vacia” localizada excéntricamente.

En el tejido esponjoso las células pigmentarias
no siempre conservan el arreglo en unidades
cromatéforas descrito por Bagnara et al (1968):
inmediatamente debajo de la lamina basal de la
epidermis, alternan xant6foros y melanéforos a
distancias variables; estos tltimos rodean com-
pletamente las glandulas mucosas, en tanto que
anivel de las glandulas granulares no se presentan
en el drea basal. En ciertas regiones y sélo en
pequenos segmentos de la piel se presentan uni-
dades cromatéforas tipicas; los iridiéforos no
son claramente identificables al microscopio de
luz y al microscopio electrénico aparecen como
pequeinas células rodeadas por brazos de mela-
néforos.

El estrato compacto es semejante al de otros
Anura. El tejido conectivo subcutdneo aloja ca-
pilares, nervios periféricos, células adiposas ais-
ladas o en grupo y melanéforos de prolongaciones
muy finas formando una cadena de células pig-
mentarias que rodean los nervios y las células
adiposas.

TEGUMENTO DE ADHESION DE MACHOS PORTADORES
DE RENACUAJOS. La estructura de la epidermis y
la dermis es similar a la region homdloga obser-
vada en hembras y machos adultos sin cria sobre
el dorso. Sélo el numero de capas del estrato
cérneo es mayor con una variabilidad entre 5 y
11. El espesor total de la epidermis es mayor
siendo estadisticamente significativo (X = 36
+ 8um, t = 5.45, p = 0.05). Las células corneas
entran en contacto con las epiteliales planas por
medio de uniones desmosomicas, éstas se han
perdido entre las células de las capas cérneas
mas externas. La estructura fina de las células
epiteliales de los estratos germinativo, espinoso
y granular presentan los mismos elementos des-
critos en adultos sin larvas al dorso; sin embargo,
las mitocondrias presentan hinchamiento, desor-
ganizacion, ruptura y pérdida de las crestas (Fig.
2). Las membranas celulares son poco contor-
neadas y unidas por cortos desmosomas.

El estrato esponjoso tiene numerosos capilares;
las glandulas granulares y mucosas de los dos
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Figura 1.A. Fotografia al microscopio de luz de un &rea de la relacion integumentaria larva-macho. Epidermis
renacuajo (R), matriz intertegumentaria (M), epidermis del adulto (A). Se observa la glandula mucosa de células
planas con lumen amplio ocupado por material glicoprotéico. 700x. Figura 1.B. Detalle de la ultraestructura de
las células epiteliales planas de la glandula que muestra el citoplasma con RER y granulos de secrecion (flecha).
Notese la ausencia de envoltura mioepitelial y el lumen (L) ocupado por material glicoproteico finamente granular.
20000x. Figura 2. Estructura fina de células del estrato espinoso y plano de la epidermis de una rana-nodriza.
Obsérvese el hinchamiento de las mitocondrias perinucleares y la ruptura de sus crestas (flecha), capas cérneas
(CC). 7500x. Figura 3. Vista parcial de la asociacion del tegumento ventral de dos renacuajos (R) con el
tegumento de la region dorsal posterior del macho (A). La matriz intertegumentaria tiene aspecto filamentoso
(flecha). 280x. Grado de reduccién del tamafio original de la figura 56.6%.
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tipos antes mencionados son tan frecuentes en
los machos adultos con cria como en machos y
hembras adultos sin ellas; la dermis compacta
no presenta variaciones histolégicas o citoldgicas.

MATRIZ INTERTEGUMENTARIA ADULTO-LARVA. Al
microscopio de luz, una matriz glicoprotéica
dcida une la epidermis ventral de las larvas y la
epidermis del adulto (Fig. 3). El 4rea de la matriz
en contacto directo con las capas cérneas del
adulto tiene una reaccién PAS y azul de alcian
mas intensa. Al microscopio electrénico el ma-
terial es finamente granular. Esparcidos o agre-
gados dentro de la matriz se observan melano-
somas, y a veces bacterias.

La matriz préxima a las células superficiales de
la epidermis ventral de la larva esta constituida
por material filamentoso muy fino, proyecciones
citoplasmaticas de estas células la penetran. En
esta area los melanosomas se observan en mayor
proporcion.

ESTRUCTURA DEL TEGUMENTO VENTRAL DE LAS LAR-
vas. Tres o cuatro capas de células epiteliales
poliédricas forman la epidermis ventral de la
larva que esta en contacto con la piel del orga-
nismo paterno por medio de la matriz. Al mi-
croscopio de luz la capa superficial se ve cons-
tituida por cuatro tipos celulares: tipo I, células
en mayor proporcion, de bordes apicales pirami-
dales muy irregulares de donde se originan pro-
longaciones muy finas, proyectadas hacia la ma-
triz; tipo II, células cuyo dpice contiene abun-
dantes granulos de secrecion de naturaleza glico-
protéica; tipo I1I, células diferenciables por tener
granulos dispuestos en hilera inmediatamente
por debajo de su membrana apical casi recta; y
ocasionalmente se encuentran células ciliadas
(tipo IV).

El estudio por microscopia electrénica revela
diferencias en la ultraestructura de los cuatro
tipos celulares: En las células del primer tipo,
las delgadas proyecciones que se observan al
microscopio de luz corresponden a un sistema
complejo de microvellosidades electrodensas de
longitud variable, que se origina en una base
amplia; las de mayor extension tienen ramifica-
ciones secundarias, algunas flexuosas fusionadas
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0 no por los extremos dan un aspecto reticular
u horadado a esta area. Este sistema de micro-
vellosidades penetra hasta ¥4 partes el espesor
de la matriz intertegumentaria y estd asociado
con el material filamentoso muy fino de la matriz
(Fig. 4). La caracteristica mas sobresaliente del
citoplasma de estas células es la distribucién del
RER en cisternas longitudinales en toda la super-
ficie celular; en ocasiones se observan varias
cisternas paralelas tachonadas de conspicuos ri-
bosomas. Granulos pequefios rodeados de un
area clara y con una membrana periférica, de
contenido medianamente electrodenso se distri-
buyen en el citoplasma; en la regién apical de
la célula dichos granulos se ven asociados a
haces de tonofilamentos del velo celular que
penetran las microvellosidades; se observan
también en el dpice celular ribosomas, polirribo-
somas y mitocondrias de crestas bien definidas.
Las membranas de células adyacentes son poco
plegadas, se unen en algunos sitios por medio
de discretos desmosomas, y en la regién apical
por medio de zonas ocludens.

La region apical de las células tipo II se proyec-
tan como una gran extension citoplasmatica ocu-
pada por grandes granulos de secrecién de dife-
rentes formas y tamanos rodeados por una mem-
brana muy visible. Estas células tienen microve-
llosidades cortas en forma de cuerno. La figura
5 muestra la salida e incorporacién de la secre-
cion de un granulo. Estos granulos se diferencian
de los encontrados en los de las células del pri-
mer tipo por su forma variada, su gran tamafo
y su distribucién masiva en la regién apical de
las células.

En las células del tercer tipo la membrana celular
apical comparativamente recta, tiene microve-
llosidades cortas en forma de cuerno. Cuerpos
multivesiculares (CMV) densos se localizan in-
mediatamente por debajo de ella. Los CMV de
reacciones positivas PAS y azul del alcian, pa-
recen originarse por fusién de vesiculas despren-
didas de los extremos de los sdculos del com-
plejo de Golgi, de gran desarrollo en el area
perinuclear (Fig. 6) y en donde las vesiculas se
reunen en agregados. A nivel de la regién media
entre el nicleo y la superficie celular las vesiculas
han adquirido la estructura de CMV rodeados
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de membrana con los elementos constitutivos
poligonales; el conjunto es electrolicido; los
CMV localizados en el apice de las células se
condensan haciéndose su matriz electrodensa.
Al parecer el material producido por los CMV
sale a la superficie celular, observandose resi-
duos de ellos en los remanentes de la matriz de
la larva desprendida del adulto y fijada unas
horas después; algunos granulos de secrecion
aislados se sitdan en el mismo nivel de los CMV
por debajo de la membrana celular. El RER se
presenta en cisternas longitudinales y perfiles
transversales en todo el citoplasma; las mito-
crondrias abundan en la regién préxima a la
membrana celular apical.

En las capas subyacentes, la mayor parte de las
células epiteliales son ricas en organelos, tienen
nicleo central grande y granulos de pigmento.
Las membranas de las células adyacentes son
muy poco plegadas, salvo en algunas édreas en
las que se ven grandes espacios intersticiales.
En todos los casos las células se unen por medio
de pequeiios desmosomas. Sin embargo, algunas
de las células tienen pocos organelos, citoplasma
electrolicido, glucégeno disperso y melanoso-
mas. Las células de la capa germinativa descan-
san sobre una lamina basal bien diferenciada;
del lado interno de la membrana celular en la
region basal se observan numerosos hemidesmo-
somas espaciados a intervalos mds o menos re-
gulares. Los filamentos asociados a los hemides-
moscmas se dirigen hacia arriba y hacia la peri-
feria celular y se unen a densos haces de fila-
mentos configurando los cuerpos de Eberth. Ha-
cia laregion central, el citoplasma tiene cisternas
de RER, ribosomas libres, glucégeno, algunos
melanosomas dispersos o en grupos, gotas de
lipido y pequeiias mitocrondrias rodean el ni-
cleo. En la epidermis ventral de la larva no
fueron encontradas células de Leydig ni células
de Merkel ni “flask cells”.

En el tejido conectivo subyacente se observan
fibroblastos, linfocitos, granulocitos y vasos
sanguineos embebidos en la matriz fundamental,
pero no se hallaron células de pigmento.

La observacion del tegumento de la larva des-

prendida del adulto tres horas después de la cap-
tura, muestra que las células especializadas de
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la capa superficial de la epidermis ventral (tipos
[ y II) sufren una regresién por proceso de auté-
lisis, el citoplasma se vuelve electrodenso, hay
disolucién y pérdida de organelos, presencia de
lisosomas y vacuolas fagociticas, frecuente-
mente con melanosomas en el interior (Fig. 7).
Los extremos de las microvellosidades maés lar-
gas de la membrana apical se desprenden junto
con la matriz. Estas células alternan en la super-
ficie con otras de reemplazo que vienen de la
capa media cuya estructura corresponde a las
células del tercer tipo con formacién de CMV.

PIEL DORSAL DE LAS LARVAS. En el estado de desa-
rrollo 25 (sensu Gosner, 1960) la epidermis del
dorso tiene dos capas de células columnares. Al
microscopio 6ptico, las células del estrato ex-
terno tienen citoplasma palido y la membrana
apical presenta aspecto de borde estriado. Inme-
diatamente por debajo de la membrana apical
estas células poseen granulos de glicoproteinas.
El citoplasma de las células de la capa basal
colorea intensamente con PAS y azul de alcian;
éstas al igual que las de la capa externa son
cilindricas y tienen nicleo central; el borde api-
cal es convexo o ligeramente angular por la pre-
sion de las células de la capa externa. La forma
de asociacion de las células de la epidermis lar-
val recuerda la relacién que se observa en el
estrato espinoso de los adultos de anuros, con
membranas muy plegadas; los espacios intersti-
ciales desarrollados, a diferencia de lo obser-
vado en la epidermis ventral.

Las células de Leydig son poco frecuentes. Se
encontraron células de Merckel en la epidermis
de la regién lateral, lo cual hace suponer pueden
existir también en la region dorsal; de cualquier
manera estas células son escasas en la piel de
los renacuajos.

Al microscopio electrénico las células de la capa
germinativa de la epidermis dorsal son similares
a las correspondientes de la piel ventral.

El citoplasma de las células de la capa externa
es rico también en organelos: cisternas de RER
distribuidas en todo el citoplasma, ribosomas
libres, pequeiias mitocondrias ovoides y tonofi-
lamentos. El aparato de Golgi rodea grupos de
elementos vesiculares que se condensan for-



mando CMYV los cuales se sitian en el borde
apical interno de la célula. Pequenas disrupciones
de la membrana sefialan los sitios de salida del
contenido de estos organelos. En la figura 8 se
observa la membrana celular apical con cortas
y espaciadas microvellosidades electrodensas en
forma de cuerno, tonofilamentos del dpice pene-
tran al centro de ellas. Existe otro tipo de células
claras que, a diferencia de las anteriores, son
pobres en organelos (cisternas de RER, mitocon-
drias), pero también contienen haces de tonofi-
lamentos. En la piel dorsal, la dermis tiene una
estructura similar a la de la region ventral, pero
en estaregion se encuentran células de pigmento.

Discusion
En dendrobétidos el cuidado parental puede te-

ner tres modalidades: proteccion de los huevos
contra la desecacion (Dendrobates auratus, Den-

drobates pumilio y Phyllobates vittatus, Duellman’

& Trueb, 1986), nutricion de las larvas (Dendro-
bates pumilio, Dendrobates histrionicus y Den-
drobates lehmani depositan huevos no fertiliza-
dos como dieta en el hébitat arboreo de las lar-
vas, Weygoldt, 1980; Zimmermann & Zimmer-
mann, 1981), y transporte de los renacujos a
fuentes de agua; esta ultima modalidad parece
ser universal en la familia (McDiarmid, 1978),
con la excepcién de dos especies de dendroba
tidos en los que hay desarrollo directo (Crump,
com. pers). Los renacuajos se prenden temporal-
mente al dorso de la hembra o del macho. El
transporte materno vs. paterno estaria relacio-
nado con diferencias interespecificas en territo-
rialidad (Duellman & Maness 1980; Wells,
1981); en algunos dendrobatidos estd posible-
mente asociado con cuidado materno subsi-
guiente. Se supone que el sexo de larana-nodriza
(machos en la mayoria de los casos y hembras
solo en algunos casos) es un rasgo propio de las
especies, y solo en algunas ambos sexos trans-
portan renacuajos, como resultado de la compe-
tencia entre sexos por el papel de nodriza (Myers
& Daly, 1983). Los dendrobatidos son conocidos
como especies territoriales, los machos que de-
fienden un territorio restringido pueden proteger
las posturas con poco esfuerzo; de otro lado, en
especies en las que el macho es altamente terri-
torial y cuida los huevos, es la hembra la que
transporta los renacuajos al agua.
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En Minyobates virolinensis el transporte, ma-
ximo dos renacuajos por adulto, lo realizan solo
los machos. Existen muchos interrogantes sobre
el significado de este comportamiento, como
por ejemplo acerca de los factores que favorecen
el cuidado paterno o materno en direntes espe-
cies, tiempo durante el cual son transportados,
o si el cuidado paterno interfiere con su habilidad
para atraer parejas adicionales. Un alto grado
de dedicacion paterna a la proteccién de huevos
0 jovenes puede conducir a una inversién de la
responsabilidad en el comportamiento sexual.
Las hembras pueden competir por los machos
si la disponibilidad de éstos para la reproduccién
se disminuye por el cuidado parental, en cuyo
caso son las hembras las que realizan el cortejo
y exhiben agresividad y territorialidad (Wells,
1977, 1981). La territorialidad de hembras
puede estar relacionada con factores ecolégicos
(humedad o lugares desfavorables para la ali-
mentacion), mientras que el cuidado parental
del macho es probablemente una extensién de
la defensa territorial de los sitios de oviposicién,
lo que a su vez puede estar relacionado con la
fertilizacion externa (Wells, 1977; Duellman &
Maness, 1980).

En grupos con fertilizacién interna usualmente
es la hembra la que estd asociada con la forma
en desarrollo; el cuidado paterno ocurre espe-
cialmente cuando la fertilizacion y oviposicion
suceden en el territorio del macho (Wells, 1977;
Duellman, 1985).

En Minyobates virolinensis el nimero de huevos
por postura es pequeno, 2 a 3 (Ruiz-C & Ramirez-
P, 1992), el macho transporta y cuida los rena-
cuajos, probablemente también cuida los hue-
vos, y la hembra seria territorial como en Den-
drobates auratus (Wells, 1978).

El transporte de las larvas en Dendrobatidae es
posible por la adhesion de su piel ventral a la
epidermis del padre y/o la madre. Sin embargo,
no se conocen estudios morfoldgicos acerca de
la posible especializacion que implica esta rela-
cién entre el tegumento de los dos organismos
en la familia. Stebbins & Hendrickson (1959)
senalan que el vientre del renacuajo se adhiere
mediante un mucus pegajoso, y Myers & Daly
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(1983) agregan que la adhesion se realiza en un
substrato de mucus secretado por las glandulas
de la piel de la rana-nodriza, facilitada por el
vientre plano o ligeramente céncavo de los rena-
cuajos. En Minyobates bombetes el mucus se
comporta como un pegante que hace dificil la
liberacion de los renacuajos y es posible que la
rana- nodriza se sumerja durante un largo tiempo
en el agua antes de que las larvas naden libre-
mente (Myers & Daly, 1980). Segtin estos auto-
res el grado de firmeza adhesiva parece estar
correlacionado con el tiempo en que las larvas
son transportadas por el adulto, rasgo que es
muy variable en los dendrobatidos. Las crias
pueden ser cargadas por el padre o la madre
desde unas pocas horas hasta algo mds de una
semana; durante este periodo las larvas crecen
absorbiendo reservas de vitelo; los padres pue-
den ir a cuerpos de agua donde se pierde la
unién mucosay los renacuajos nadar libremente.

Los renacuajos de Minyobates virolinensis se
localizan en la regién posterior de la espalda del
adulto, posicién comtn en el género Minyobates,
con larvas relativamente grandes comparadas
con el tamafo de los adultos (Myers & Daly,
1980). En M. virolinensis se constatd una adhe-
sién solida de los renacuajos, ya que €stos no
se desprendieron por efecto de la fijaciéon por
inmersiéon en glutaraldehido, tnico procedi-
miento para conservar intacta la relacion tegu-
mentaria adulto-larva, requerida para el estudio
histolégico y citoldgico. En un adulto mantenido
vivo cerca de tres horas, la larva se desprendio
al parecer mds por “stress” que por inmersion
en agua, habida cuenta las condiciones de trans-
porte (vegetacion himeda en bolsa plastica).

El estudio histolégico y citolégico realizado,
muestra una adaptacion de algunas estructuras
de la piel de la larva y del adulto en la region
de adherencia: se establece un complejo estruc-
tural funcional epidermis larva-matriz-e¢pidermis
adulto. Células epiteliales ventrales de la capa
mads externa de la piel del renacuajo exhiben las
trasformaciones mas llamativas dado que en la
mayoria de ellas el dpice celular papilar estd
altamente modificado por la presencia de un
sistema complejo de microvellosidades que pe-
netran asocidndose profundamente con la matriz
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de aspecto filamentoso, y que contribuye a “an-
clar” el epitelio larval dentro de ella. Como se
describi6 anteriormente, estas células poseen un
citoplasma rico en organelos, su secrecion y de
la de las células tipo II contribuye de manera
evidente al establecimiento y conservacién de
la matriz; ademds se senala la presencia de me-
lanosomas dispersos embebidos en la matriz y
que aparentemente proceden de las células de
la epidermis larval, las cuales son ricas en éstos
organelos. Es probable que los melanosomas
sean elementos que interactian como receptores
especificos entre la forma juvenil y el adulto.

Alternan también en el epitelio ventral larval
células epiteliales con el aparato de Golgi desa-
rrollado, cuerpos multivesiculares (CMV) y al-
gunos granulos de secrecién. La evidencia mor-
folégica en las larvas de Minyobates virolinensis
muestra que los CMV en formacién estin aso-
ciados con las vesiculas que se liberan de los
extremos del Golgi, las cuales se agregan y van
configurando estados iniciales de formacién de
CMV. La electrodensidad y el tamafio de los
CMV en las regiones supranuclear, citoplasma-
tica en la region media entre el niicleo y el apice
celular, y aquellos que se sitian inmediatemente
por debajo de la membrana apical tienen carac-
teristicas morfoldgicas que son utilizadas para
definir estados secuenciales en la vida media de
un organelo (Williams, 1987). Asi, los CMV
de mayor tamano y menor electrodensidad co-
rresponden a formas tempranas y los de menor
tamano y mayor electrodensidad localizadas
bajo la membrana apical corresponderian a las
formas tardias.

Los CMV no han sido mencionados en estudios
de piel de larvas de anuros (p. €j. en Chapman
& Dawson, 1961; Fox, 1977; 1981; Fox & Whi-
tear, 1978). La presencia de fosfatasa 4cida en
pequeiios lisosomas, vacuolas autofagicas y ci-
tolisosomas ha sido senalada s6lo durante la pro-
metamorfosis o durante el climax de la metamor-
fosis, en las que los niveles de enzimas lisoso-
males aumentan especialmente en la cola de la
larva (Fox, 1981). Sin embargo, las ilustraciones
del trabajo de Chapman & Dawson (1961, figu-
ras 5 y 6) muestran una gran “vacuola secretora”
asociada al Golgi y sugieren la participacion de
éste en la elaboracion del producto secretor. Para



estos autores, y para Fox (1977, Fig. 4), las
vacuolas de este tipo que se observan por debajo
de la membrana apical fueron interpretadas
como granulos de mucus que protege la super-
ficie de la piel larval. El proceso de fijacion de
la piel para microscopia electrénica empleado
por estos autores, distinto del utilizado aqui,
podria ser responsable de la diferencia de la
ultraestructura de las vesiculas referidas y es
posible que las estructurales por ellos denomina-
das vacuolas secretoras correspondan a CMV.

El origen y la funcién de estos organelos son
ain muy controvertidos. Segin Antenius
(1974), Martin & Spicer (1973) y Locke & Sy-
kes (1975) los CMV se originan del Golgi.
Friend & Farquard (1967), y Friend (1969) mos-
traron que los CMV de las células del vaso de-
ferente y del epididimo de rata tienen actividad
semejante a la de los lisosomas; las enzimas
fueron demostradas por citoquimica en el com-
partimento de la membrana externa y ias vesiculas
internas, si bien no todos los CMV contenian
las mismas enzimas. Las vesiculas internas fueron
citoquimicamente similares a ciertas cisternas
de Golgi.

No obstante, estudios recientes muestran la par-
ticipacion de los CMV el proceso de incorpora-
cién de complejos receptor-ligando, o en la en-
trada de nutrientes desde el espacio extracelular
que influencian el metabolismo celular, o parti-
cipan en respuestas inmunes. Las investigaciones
de Goldstein et al (1985), Mackanna et al.
(1984) y Hubbard (1982) ilustran estas funciones
de los CMV y proponen su origen a partir de
un proceso de endocitosis y fusion posterior de
las vesiculas asi formadas.

La frecuencia de CMV observada en las células
de la epidermis larval (ventral, lateral y dorsal)
formados a partir del Golgi, y el hallazgo de
enzimas lisosomales en CMV por algunos autores,
sugiere que los CMV pueden tener una actividad
enzimatica y/o secretora de mucus. Asi, el tipo
celular III seria de ocurrencia comin en la epi-
dermis larval de anuros y no parece constituir
una especializacion para la adhesion de la epi-
dermis ventral de la larva de Minyobates viroli-
nensis. La presencia de abuntantes células con
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CMYV, y su evidente relacion morfoldgica con
el complejo de Golgi, constituyen un excelente
modelo para el estudio del origen y la funcién
de estos organelos.

Los rapidos cambios observados en las células
aqui denominadas tipo I y Il en la larva despren-
dida (que implican autdlisis con formacién de
vacuolas fagociticas, citolisosomas, desorgani-
zacién y pérdida de organelos con pérdida de la
electrodensidad citoplasmatica) sugieren una es-
trecha relacién entre las especializaciones celu-
lares de la epidermis del vientre larval y el pro-
ceso de adhesion al dorso paterno. Por el con-
trario, las células tipo III se conservan intactas
y son para el tipo celular predominante, de ma-
nera similar al epitelio de la regién dorsal.

El nimero de capas cérneas de la epidermis,
que se observaron en los machos de Minyobates
virolinensis, podria ser indicativo del tiempo de
permanencia del renacuajo sobre el dorso paterno.
El estudio del indice mitético de la epidermis
de los adultos de esta especie permitiria conocer
con precision este tiempo.

Glandulas mucosas como las encontradas en
adultos machos y hembras de Minyobates viro-
linensis no han sido descritas en Dendrobatidae.
La ausencia de envoltura mioepitelial sugiere
que su secrecion es continua. Estas glandulas
parecen cumplir una funcion secretora adicional
ya que producen un material glicoprotéico acido
de granulos muy finos que es posible coadyude
a la formacién de la matriz y a su capacidad
adhesiva. Entonces, la matriz de adhesi6n inter-
tegumentaria adulto-larva puede ser el producto
de la secrecion de células especializadas de la
larva y de las glandulas del adulto, lo cual parece
confirmarse por las diferencias tinctoriales y de
estructura fina de las regiones de la matriz res-
pectivamente proximas a la epidermis larval y
la epidermis del macho.
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Figura 4. Regién apical de las células tipo | (1) de la epidermis larval, se destacan las prolongaciones citoplas-
maticas ramificadas (flechas) embebidas en la matriz (M) y asociadas a material filamentoso. Se observan
melanosomas dispersos dentro de la matriz. 28000x. Figura 5. Apice de una célula tipo Il (Il) de la epidermis
larval ocupado por grandes granulos glicoprotéicos rodeados por una conspicua membrana (g). Se observa el
producto de secrecién recientemente incorporado a la matriz (flechas) y lamembrana con cortas microvellosidades
en forma de cuerno. 17000x. Figura 6. Golgi con vesiculas estrechamente asociadas (flecha) a un cuerpo
multivesicular en formacién (cmv) en la regiéon supranuclear de la célula. Nétese la electrodensidad de este
altimo y la del cuerpo multivesicular localizado en la regién apical de la célula (cmv). 11500x. Figura 7. Detalle
de la estructura fina de células de la epidermis ventral de la larva desprendida del adulto. Se observa una célula
tipo | (I) en proceso de autélisis con vacuola fagociticas (flecha) y aumento de la electrodensidad, y una de las
células tipo 11l (I1l) que conserva su apariencia normal. 7000x. Figura 8. Regi6n apical de una célula de la capa
externa de la epidermis dorsal de la larva que evidencia la presencia de cuerpos multiversiculares (cmv) y cortas
microvellosidades en forma de cuerno de la membrana celular apical. 13000x. Grado de reduccion del tamafo

original de la figura 56.6%.
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