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DESCRIPCION DE CARACTERES MORFOLOGICOS EN LARVAS
PROMETAMORFICAS DE PHYSALAEMUS BILIGONIGERUS (ANURA,
LEPTODACTYLIDAE)

Victor H. ZARACHO®; Jorge A. CESPEDEZ() y Blanca B. ALVAREZ()

ABSTRACT: Using scaning electron micrographs the principal changes
produced in the oral disc, external gills, adhesive organ and
opercular development are described, in larvae of P. biligonigerus
during stages 19-25 of Gosner. It is offered a detailed description
of these structures in the studied stages and the results are
compared with those of Leptodactylus chaquensis, Bufo arenarum, B.
americanus and Scaphiopus intermontanus.

RESUMEN: Utilizando microscopia electrdénica de barrido se describen
los principales cambios producidos en el disco oral, branquias ex-
ternas, o6rgano adhesivo y desarrollo del opérculo, en larvas de P.
biligonigerus durante los estadios 19-25 de Gosner. Se brinda una
descripcidén detallada de estas estructuras en los estadios estudia-
dos y los resultados son comparados con los de Leptodactylus cha-
quensis, Bufo arenarum, B. americanus y Scaphiopus intermontanus.
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INTRODUCCION

Los patrones de desarrollo de larvas de anuros proveen
una base apropiada para comprender la compleja interaccidn
de la ecologia y la morfologia (Tubbs et al., 1993). En
forma general las descripciones larvales abarcan un perio-
do de desarrollo comprendido entre los estadios 31 al 35
de la tabla de Gosner, siendo los caracteres morfoldgicos
usualmente utilizados en dichas descripciones, los referi-
dos al disco oral, espiréaculo, forma del cuerpo, tubo
proctodeal, forma de la cola, etc. Sin embargo, otros ca-
racteres, como las branquias externas y las papilas ad-
hesivas habitualmente no se tienen en cuenta, por tratarse
de estructuras transitorias presentes en los estadios pro-
metamérficos, es decir, estadios que abarcan desde la
eclosidén hasta el estadio 25 de Gosner (Lavilla y Rougés,
1992). Un resumen sobre la diversidad morfoldgica de estas
Ultimas estructuras lo presentan Duellman y Trueb (1994)
para algunos géneros de Hylidae, Centrolenidae y otras fa-
milias de anuros sin incluir a Leptodactylidae.
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En cuanto al disco oral, aunque sus descripciones son
frecuentes, la informacidén sobre la ontogenia es escasa.
Los pocos trabajos que pueden citarse al respecto pertene-
cen a Marinelli et al. (1985) en Bufo bufo; Tubbs et al.
(1993) en B. americanus; Thibaudeau and Altig (1988) en
Hyla chrysoscelis; Takahama et al. (1987) en Rana cates-
beiana; Hall et al. (1997) en Scaphiopus intermontanus y
Fiorito de Lépez y Echeverria (1989) en Bufo arenarum.

(1) Anatomia Comparada de los Cordados, Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales y Agrimensura, Universidad Nacional del Nordeste, Av. Libertad 5470,
(3400) Corrientes, Argentina. E-mail: vhzaracho@hotmail.com

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron puestas de Physalaemus biligonigerus en
cuerpos de agua temporarios, luego de abundantes precipi-
taciones, en el Campus Universitario de la Universidad Na-
cional del Nordeste (UNNE) en la ciudad de Corrientes, Ar-
gentina. Las puestas se acondicionaron en el laboratorio
en recipientes plasticos y se utilizdé agua proveniente de
los mismos ambientes mantenida a temperatura ambiente, la
cual varié entre 23,5°C y 25,7°C durante la etapa prometa-
mérfica. Los embriones y las larvas se fijaron en formol
al 10 %. Los estadios se determinaron seguin Gosner (1960)
utilizando una lupa binocular Leica Zoom 2000. Las obser-
vaciones del disco oral, branguias externas, &6rganos ad-
hesivos y desarrollo del opérculo se efectuaron con mi-
croscopio electrdénico de barrido (MEB) Joel 5800 LV del
Servicio de Microscopia Electrénica de la SGCyT-UNNE.

El material utilizado para las observaciones con MEB
se tratdé con una solucidén buffer-fosfato 0,1 M, deshidra-
tado con una bateria creciente de acetona, secado a punto
critico y la metalizacidén se realizd con oro paladio.

La terminologia empleada para la descripcidén del disco
oral se basd en la propuesta por Altig & McDiarmid (1999).
La designacidén de las crestas dentarias se realizd tenien-
do en cuenta la férmula dentaria 1, 1-1 / 2 brindada por
Cei (1980).

RESULTADOS
Estadio 19: en este estadio eclosionan las primeras lar-

vas. La cabeza es claramente discernible del tronco. El1
estomodeo estd presente como una cavidad ciega abierta en
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la regidén é&nteroventral de la cabeza y su abertura es
transversalmente ovalada. Las papilas adhesivas pueden ob-
servarse como dos pequefias elevaciones, separadas por un
intervalo correspondiente al ancho del estomodeo, e inme-
diatamente posterior al mismo. A ambos lados de la cabeza,
comienzan a esbozarse las brangquias externas, probablemen-
te a partir del segundo y tercer arco branquial (Fig. 1).

Fig. 1: Morfologia externa de Physalaemus biligonigerus en estadio larval 19 (vista ventral).
BE: esbozos de branquias externas, PA: esbozo de la papila adhesiva, E: estomodeo.

Estadio 20: el estomodeo, aun sin abrirse, continta ensan-
chdndose lateralmente, en tanto el piso y el techo estén
atravesados por un surco longitudinal. Las papilas adhesi-
vas son més evidentes y tienen forma de domos con una par-
te anterior més elevada, ocupando una altura de aproxima-
damente 4 6 5 células, mientras que su parte posterior al-
canza aproximadamente 2 células. Estadn formadas por célu-
las no ciliadas y presentan en sus extremos libres una zo-
na central “esponjosa0, secretora del mucus utilizado en
la adhesidén de la larva al sustrato (Fig. 2).
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Fig. 2: Papila adhesiva izquierda en Physalaemus biligonigerus en estadio larval 20 (vista late-
ral interna). RG: region glandular, CC: células ciliadas.

Se diferencian claramente dos pares de brangquias ex-
ternas, uno superior mas pequefio y otro inferior més gran-
de con filamentos brangquiales mas evidentes y de aproxima-

damente 125 pm de longitud (Fig. 3).

Fig. 3: Esbozo de branquias externas en Physalaemus biligonigerus en estadio larval 20 (vista
lateral izquierda). BEs: esbozo branquia externa superior, ). BEi : esbozo branquia externa infe-
rior PA: esbozo de la papila adhesiva.
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Estadio 21: el borde del estomodeo estd definido claramen-
te por un labio anterior y uno posterior que confluyen la-
teralmente delimitando entre ambos, en su parte media, una
pequefia hendidura. En el labio posterior se observa una
zona media levemente cdédncava (Fig. 4). Las papilas adhesi-
vas en este estadio tienen forma cdénica, midiendo aproxi-
madamente 61 Pm de alto (Fig. 5).

Fig. 4: Morfologia oral en Physalaemus biligonigerus en estadio larval 21. LA: labio anterior,
LP: labio posterior, PA: papila adhesiva.

Fig. 5: Papila adhesiva izquierda en Physalamus biligonigerus en estadio larval 21 (vista lateral
externa).

La Fig. 6 muestra el alcance de las branquias externas
y sus ramificaciones (la rama inferior de aproximadamente
170 Mm de largo).
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Fig. 6: Morfologia externa en Physalaemus biligonigerus en estadio larval 21 (vista lateral iz-
quierda). BEs: rama branquial superior. BEi : rama branquial inferior.

Estadio 22: los labios anterior y posterior son més promi-
nentes y la hendidura bucal estd alargada lateralmente. No
se observan cambios importantes en las papilas adhesivas y
los filamentos branquiales contintan alargandose (Fig. 7).

Fig. 7: Morfologia externa en Physalaemus biligonigerus en estadio larval 22 (vista lateral iz-

quierda). BE: branquias externas, N: narina, PA: papila adhesiva, LA: labio anterior, LP: labio
posterior.
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Estadio 23: las vainas mandibulares estdn presentes pero
ain no estédn queratinizadas y el margen libre de ambas es
liso. Las crestas dentarias AR-1, PR-1 y PR-2 estédn bien
definidas y una pequefia muesca separa las crestas corres-
pondientes a PR-1 (Fig. 8).

Fig. 8: Morfologia oral en Physalaemus biligonigerus en estadio larval 23. VS: vaina mandibu-
lar superior, VI: vaina mandibular inferior, AR-1: primera cresta dentaria anterior, PR-1: pri-
mera cresta dentaria posterior, PR-2: segunda cresta dentaria posterior.

El opérculo en desarrollo se observa como dos replie-
gues tegumentarios, uno anterior y otro posterior, que se
extienden entre una branquia externa y otra, rodedndolas
externamente. Los repliegues tegumentarios comienzan a ce-
rrarse de derecha a izgquierda cubriendo parte de las bran-
quias externas derechas.

Estadio 24: en el disco oral, las crestas dentarias conti-
ntan desarrollandose y las vainas mandibulares comienzan a
queratinizarse. Una hilera de papilas marginales con un
claro rostral comienza a esbozarse y cada papila tiene
forma cénica con su extremo distal liso y romo. En ambas
regiones suprangulares se insintan las crestas dentarias
correspondientes a AR-2 como dos protuberancias papilifor-
mes (Fig. 9).
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Fig. 9: Morfologia oral en Physalaemus biligonigerus en estadio larval 24. VS: vaina mandibu-
lar superior, VI: vaina mandibular inferior, AR-1: primera cresta dentaria anterior, AR-2: esbo-
zos de la segunda cresta dentaria anterior, PR-1: primera cresta dentaria posterior, PR-2: se-
gunda cresta dentaria posterior, PM: papilas marginales.

El cierre de los repliegues tegumentarios ventrales
avanza hasta la regidén ventromedial cubriendo totalmente
las branquias externas derechas. En el lado izquierdo el
cilerre apenas se insinta solapando Unicamente la base de
los dos grupos de filamentos branquiales (Fig. 10).
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Fig. 10: Estado intermedio en la formacion del opérculo en Physalaemus biligonigerus en esta-
dio larval 24 (vista ventral). (N6tese el cierre parcial de los repliegues tegumentarios opercula-
res).

Estadio 25: las vainas mandibulares presentan el borde la-
bial aserrado. La superior tiene forma de arco abierto y
la inferior de “WO. En las crestas dentarias AR-1, PR-1 y
PR-2 comienzan a emerger los dientes labiales, los cuales
poseen cuUspides alargadas. Las crestas dentarias corres-
pondientes a AR-2 contintan esbozadndose entre la primera
hilera anterior de dientes (A-1) y la vaina mandibular su-
perior, acortando la distancia que separa a ambas crestas
(Fig. 11 y 12) Las papilas adhesivas aln estdn presentes vy
el cierre del opérculo ha finalizado formadndose el espiréa-
culo en el lado izquierdo del cuerpo.

Fig. 11: Morfologia oral en Physalaemus biligonigerus en estadio larval 25. VS: vaina mandi-
bular superior, VI: vaina mandibular inferior, A-1: primera hilera anterior de dientes, AR-2: se-
gunda cresta dentaria anterior, P-1: primera hilera posterior de dientes, P-2: segunda hilera pos-
terior de dientes, PM: papilas marginales.
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Fig. 12: Emergencia de dientes labiales en Physalaemus biligonigerus en estadio larval 25. VS:
vaina mandibular superior, A-1: primera hilera anterior de dientes, DL: dientes labiales.

DISCUSION

Branquias externas: respecto al origen, al numero y a la
forma de éstas, existe una gran variacidén interespecifica
y cuando estédn presentes, generalmente consisten en dos
pares (Duellman y Trueb, 1994). Hall et al. (1997) descri-
bieron para Scaphiopus Iintermontanus tres pares de bran-
quias. En Leptodactylus chaquensis (obs. pers.) existe so-
lamente un par de branquias externas que se origina a par-
tir del segundo arco branquial, mientras que las larvas de
Physalaemus biligonigerus presentan dos pares, Uuno supe-
rior y otro inferior, originados aparentemente a partir
del segundo y tercer arco branquial. En estas tres espe-
cies comienzan a esbozarse en el estadio 19.

En S. iIntermontanus cada arco branquial origina una
hilera de filamentos crecientes en longitud de arriba
hacia abajo, algunos apenas ramificado; en L. chaquensis
consisten en un sdélo grupo de 12 a 15 filamentos de igual
longitud, unidos en su base y no ramificados, originados a
partir de un 1lébulo comGn, y en P. biligonigerus se obser-
van dos grupos de filamentos, el inferior de mayor tamafio
y mas ramificado. En los tres casos mencionados el cierre
del opérculo ocurre de derecha a izquierda, cubriendo ini-
cialmente la branquia externa derecha y luego la izquier-
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da, formédndose finalmente el espirdculo en el lado iz-
quierdo.

Organo adhesivo: en S. intermontanus, Hall et al. (1997)
observaron que el 6rgano adhesivo comienza a esbozarse en
el estadio 18 y tiene forma de U bien definida con los ex-
tremos libres bulbosos. En P. biligonigerus estd presente
como dos estructuras cdédnicas que comienzan a esbozarse en
el estadio 19 y alcanzan su forma definitiva en el estadio
21, en tanto, en L. chaquensis se trata de una almohadilla
adhesiva, triangular, de vértice posterior y con un surco
en forma de V (obs. pers.).

En P. biligonigerus, hasta el estadio 25, no hay indi-
cios de su regresién. En este sentido Duellman y Trueb
(1994) afirman que la regresién de este oérgano comienza
cuando la larva puede coordinar los movimientos musculares
de su cola y alimentarse libremente, para lo cual se nece-
sita que el disco oral se haya desarrollado completamente,
lo que no se observa aun en el estadio 25 en las larvas de
P. biligonigerus. En larvas de S. intermontanus y de L.
chaquensis, la regresiédn de esta estructura se inicia en
el estadio 22 y 24 respectivamente, estadios en los que el
disco oral de estas larvas ya estd completamente formado.

Disco Oral: segun Gosner (1960), el disco oral comienza a
diferenciarse aproximadamente en el estadio 23, alcanzando
su forma definitiva por el estadio 26. La Tabla 1 resume
en forma comparativa los principales acontecimientos por
estadios de la formacién del disco oral en P. biligonige-
rus y en las otras especies consideradas en este trabajo.

Tabla 1: Principales acontecimientos por estadios de la formacion del disco oral en P. biligoni-
gerus y en otras especies consideradas en este trabajo (Fiorito de Lopez y Echeverria, 1989;
Tubbs et al., 1993; Hall et al., 1997).*Observaciones personales.

Physalaemus biligoni- Leptodac-  Bufo Bufo Scaphiopus

tylus cha-  arena-  ameri-  intermonta-
gerus o

quensis rum canus nus
Esbozo del disco 11 71 20 20 20
oral
Crestas dentarias 23 (excepto el corres-
bien definidas pondiente a AR-2) 22 22 20 24
Vainas mandibula-
res bien definidas 23 22 22 21 22
pero lisas
Vainas mandibula- 25 24 24 24 25

res aserradas
Emergencia de los 25 24 25 24 26
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dientes labiales

Por otra parte, hasta el estadio 25 de P. biligonige-
rus la cresta dentaria PR-1 permanece como dos crestas se-
paradas, coincidiendo con la férmula dentaria de P. santa-
fecinus dada por Perotti y Céspedez (1999). Sin embargo,
observaciones personales de estadios posteriores al 25 de
P. biligonigerus la formula dentaria se ajusta a la brin-
dada por Cei (1980) para la misma especie, 1,1-1/2. De
acuerdo a esto, ambas crestas pertenecientes a PR-1 se fu-
sionarian en estadios posteriores al 25, originando un
pliegue entero con una muesca media a nivel de la inte-
rrupcidén observada en los estadios prometambdbrficos.
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