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ABSTRACT:
The place of Pleurodema borellii In the stxual races (Anura : Leptodactylidae)

Sex differcntation was studied in tadpoles of Plcurodcma borellii which lwes in different geographic arca of
Argentina, fixed at various stages of metamorphosis. Gonads arc scxually undifferentiated till the larva reach at sbout 20
mm. body length stage. Nevertheless sex differentations occurs before mctamorphosxs take place, at about 30 mny. body
lenglh stage; gonads show macroscopic and microscopic diffcrence at this time. therefore P, borelln scems to belong to

" differentiated race”.

Palabras Claves: Pleurodema borellii. Razas sc_xunles. Difcrenciacién sexual.

INTRODUCCION:

Los mecanismos fenogenéticos de la diferenciacién sexual
en anfibios, representan un capitulo relativamente auténomo de la

problemadtica inherente a los procesos de desarrollo embrionario y »'

larval. Este complicado problema tuve inicio con los estudios de
Pritiger (1882) quicn oxaminando numerasos cjemplares de Rana
esculenta recién metamorfoseados, scfiulé que en los machos aenéti

cos de esta especie la génada se diferencia inicialmente en ovarioy

picrde csta caracteristica fenotipica al transformarse en testiculo,
aproximadamente cn la segunda mitad del primer afio. No obstante,
scgun pudo constatarsc (Reverberi, 1967) larvas de upa misma espe-
cic, ubicadas cn distintas localidades geogrificas pueden presentar
notables diferencias en los porcentajes de la sex ratio la que, en
cambio, en los adultos ubicados en esas mismas localidades resulta
constitufda siempre por un 50% de hembras y un 50% de machos.

En basc al andlisis genético de los cjemplarces y por las
difcrenites caracteristicas que manificstan las génadas de Ins larvas de
los anfibios anuros, Witschi (1924, 1927,1930) propuso clasificarlos
en trcs “razas scxuales”.

‘ Tomando como pardmetro los procesos de metamorfosis,
cn todas las larvas de 1a “raza indiferenciada” se encuentran ovarios
hasta sobrepasar ¢l climax mctamérfico: el valor genotipico del
cjemplar apareceré en lo succesivo, al transformarse )a génada cn ¢l

509 dc los casos en testiculo y quedando en el otro 50% de los casos

como ovario. Sics que alo largo de los estadios larvales se presentard
"~ un 50% de machos y un 50% de¢ hembras, la raza se denominaré

“difcrenciada”, Bn la tercera, la “semidifcrenciada”, todas las

larvas presentan génada femenina y recién durante lametamorfosis se
tealizar4 la diferenciacién en machos y hembras. Segiin Wnschx _
(1930) las razas indiferenciadas s distribuirfan en Uanura, mwnms
que las diferenciadas se ubicarfan en cotas elevadas,

"En Jo que respecta a los Anfibios anuros, en nlgunal

- ospécles, la diferenciacién del sexo ha sido objeto de observaciones

que han proporcionado resultados fohaciontes (Ponso, 1949; Beatty,
1964; Foote, 1964) como en Bombina (Vannini, 1946), en Xenopus

- (Chang'y Witscchi, 1956; Gallien, 1956), en Hyla arborea (Mores-

calchi y Marinucci, 1966), en Rana tigrina (Dasy Mojanty-Hejmadi,
1982),en Rana japonica y en R. brevipoda(Shirane, 1982, 1986), etc.
Estos tipos dc observaciones en Argentina han sido limi-
tadas a Bufo arenarum , que es una raza indiferenciada (Pisané y
Pizarro, 1958, 1962), a Telmatobius, que result6 ser una raza difercn-

- ciada (Rengel, 1962), y a Phyllomedusa sauvagii , que si bien es una

razaindifercnciada se destacade lo conocido en cuanto presentaen los
cstadios larvaics como caracteristica, por primera vez sefialada,
génada masculina en ¢l 100% de los casos; es luego de ]a metamor-
fosis que la génada sufriria en el 50% de los cjemplares, una serie de
procesos que la diferenciardn en ovario (Rengel y Pmnb 1980,

. 1981 a, b).

En funcién de lo cxpuesto hemos consxdeudo oponuno
realizar una serie de observaciones usmdo Pleurodema borellii
(Pcracca, 1895) de distintas localidades geogréficas de Argentina, -

, con el objeto de analizar no s6lo la diferenciacién de la gonada, sino -

también reconocer pvennialcs'difermcin_ g’pn_adnles entre grupos de
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larvas recolectadas respectivamente en cada una de las tres $reas
geogréificas indicadas.

Cabe sefialar que esta especie se adapta a loslugares nos6lo de llanura
que se caracterizan por las elevadas temperaturas de verano, precipi-
taciones atmosféricas considerables a lo largo del afio y periodos
invernales de temperaturas relativamente bajas, sino también seubica
en regiones montafiosas con condiciones climdticas completamente
diferentes de las descriptas.

MATERIALES Y METODOS:

Los cjemplares adultos y las larvas de Pleurodema borellii
(Peracca, 1895) serecolectaron enlos alrededores de 1a Cindad de San
Miguel de Tucumén (400 m.), de Taff del Valle (Tucumén, 2.300 m.)
y Arroyo de los Negros (Salta, 600 m.).

Han sido utilizadas larvas que se han desarrollado de
ovipasiciones obtenidas en laboratorio, luego de haber inducido las
hembras con hip6fisis suspendida en solucién fisiol6gica, y larvas re-
colectadas en su respectivo habitat.

Los embriones y las larvas se mantuvieron en solucifn de
Holtfreter standard , en condiciopes adecuadss para un normal
desarrollo; estas (ﬂumu fueron alimentadas, dia por medio, con
lechuga hervida.

L solucién de Holtfreter, y en lo sucesivo el agua, se
cambia en las peceras tres veces por semana respetando un ciclo
circadiano de 10 horas de luz y 14 de oscuridad, con temperatura de
cerca 200C (+2°C)).

Se fijaron a intervalos regulares tanto embriones, cormo as{
también estadios larvales desde la formacién de botén caudal hasta
¢l climax de la metamorfosis, comparindose los cuadros histolégicos
de 1as 1arvas obtenidas en el laboratorio, con los de las larvas, de igusl
estadio, recolectadas en lanaturaleza, Se usaron 30 larvas de estadios
distintos de cada desove recolectado en la naturaleza o bien obtenido
en el laboratorio.

Como fijador se us6 para los embriones todavia con vitelo,
el liquido de Ancel y Vintemberger (1948) y para las larvas, Bouin o
Stieve. Los cortes seriados de 5 pm. fueron coloreades con hemato-
xilina-cosina y en algunos casos con 1a mezcla tricrémica de Mallory.

RESULTADOS:

Considerando que Jos cuadros gonadales de las larvas
juveniles no aportan datos significativos, serdnrelatadaslasimégenes
macro y microscépicas a partis de las larvas que median aproximada-
mente 20 mm. de largo, hasta ejemplares préximos al climax de la
metamorfosis.

Ademis dado que no existe una tabla de-desarrollo para P.
borellii , antes de describir algunas de las caracteristicas gonadales,
sc describird ¢l aspecta externo de 1a larva.

El snidlisis histolégico puso en ‘evidencia que no existen
diferencias entre el cuadro presentado por 1a génada de las larvas de
un determinado estadio recolectadas en la naturaleza y el que muestran
las larvas de esc mismo estadio obtenidas eh el laboratorio: No han
sidorelevadas diferencias, ademas, en las génadas de larvas ubicadas
en las distintas dreas geograficas; por lo tanto en la descripcién no se

discriminarfn las larvas por su procedencia, sino més bien las
imégenes histolégicas serén descriptas en funcién de las etapas de
mayor significado que se verifican durmte la diferenciacion de la
génada.

GRUPO A:

Las larvas miden desde el hocico hasts la punta extremade
la cola, 20 mm. El intestino funciona; sin embargo no han aparecido
todavia los brotes de las patas posteriores,

a) Las dos génadas se presentan macroscépicamente como
dos delgados corddhcitos de color marfil , que correnalolargo de la
cara’interna del mesonefros, sin alcanzar su punta distal. Atin con

- aumento adecuado no se destacan difcrencias significativas entre las

génadas de cjemplares distintos; tanto de una misma como de
difcrentes &reas geogrifices; no obstante entre las dos génadas de un
mismo cjemplsr, 1a ubicada sobre el mesonefros izquierdo en la
mayorfade los casos resultamés corta y menos voluminosa. El cuerpo
grasose evidencia enla zona proximal de la génadaizquierday apenas
se esboza o falta en el otro 1ado; de todos modos es muy reducido y
constitufdo por cortas y delgadas digitaciones.

b) El anilisis histolégice pone en evidencia que 1a génada
estd poco desarrollada, formada escencialmente por gonios que s¢
distribuyen a 1o largo de una masa estromal. (Fig.1).

GRUPO B:

Reiine larvas de 30 mm. de largo, muy activas, con intestino
que funciona y con eshozos de pm posteriores de aproximadamente
2 mm.

a) Macroscépicamente, 1a morfologia de la génada permite
identificar el sexo de la larva: en efecto, la que puede interpretarse
como masculina, es de forma casi cilindrica y presenta a lo Jargo de
surecorrido de 5 & 7 leves estrangulaciones que lc hacen adquirir una
fisonomia del todo particular. En cambio, 12 que hemos considerado
como femenina, es festoncada y més voluminosa que la anterior.

El cuerpo graso, con respecto al de la larva del grupo
precedente, ha aumentado de volumen, presenta digitaciones y se
ubica en el drea proximal de cada una de las génadas. ' .

b) La génada femenina histolégicamente se presenta enri-
quecida de oocitos en estadfos distintos que en ocasiones se proyec-
tan hacia la cavidad ovérica. En el érea cortical l&\xhcm.mczchdu
con oogonias, células en picnosis (Fig.2). -

HistolGgicamente, en Ia génada masculina se visualizan
gonios, algunos de cllos en mitosis, cspermatogonios y cistos esper-
matogoniales, ¢l todo dispuesto sin una ubicacién especifica. En
algunas larvas ¢l drea medular de la génada, si bien esté colonizada
por células germinales, muestra una relevante acumulacién de célu-
las estromales (Fig.3).
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GRUPO C:

La larva ha alcanzado un promedio de 35 mm. de largo; s los

‘miembros posteriores. cstén bien fonnados y los anteriores mdnvfa

" son internos,

a) La génada es més voluminosa qué en el grupo anterior y
su aspecto peculiar evidencia el dimorfismo sexual. En efgclo. Ia
génada masculina conscrva la forma cilindrica, pero ha perdido las

estrangulaciones: ¢l volumen difiere entre una y otra génada do un

mismo cjemplar, Obscrvada a poco de haber disecado s larva,
apareco, cn fresco, ransparcnto’y por 1o tanto pormite visualizar on su

interior pequefias granulaciones amarillentas que se destacan con

mayor claridad somcudas a ]a accién del fijador Stieve. (Fig6).

ugdnadafanmmahaacmnudomkmupeaofmmudo.' :
. de largo (Grupo C) 1a sex ratio se cumple en la proporcién del 50%

- -para 18 linca muculim ¥ del 50% pars la femenina.

quc en determinadas dreas forma lobulaciones més omenos nmpliu
y volummosas, proporcnonmdo al conjumto Ia fisonomfadcun ovario
joven,

Relalivamente trmparcme mucstn ensu mtenor granula-
ciones, que ¢l corte histolégico scfiala como ococitos, y que en

presencia del fijador Stieve se. vuclven opacas y sobresalen leve- -
mente, lo que hace perder a la génuda el aspecto liso quc pn:senu '

cuando estd fresca (Fig. 7).

b) Microscépicamente en ¢l testiculo se destaca una consi-
derable cantidad de cistos espermatogonialcs, espermatocitos en
divisién o en distintos-estadfos de maduracién. Una adecuada com-
" paracién ha permitido establecer que ¢l conjunto de los cistos esper-

matogoniales corresponden a-las granulacxones obsetvadas en la-

génada cn frcsco (Fig. 4).

En el incipiente ovario predominan los oacitos de tamafio

mediano de aproximadamente 65 mm. y se ha formado la cavidad -

ovérica que sc insinda en los 16bulos. (Fig. 5).

GRUPO D: .

- En las larvas préximas al climax de la metamorfosis, s

- decir que todavia no han reducido la cola, 1a génada aiin ma-

croseépicamente muestra el tipico aspecto de tcsdculo u ovario.
(Fig. 6 . 7).

En ¢l primero, ol anflisis histol6gico dcsuca gonios,
muchos cspermatogonios cn divisién y espermatocitos.

Enelovariola mayoria de los oocitos alcanzan un diémetro

de alrededor de 100 pm y muchos sc proyectan hacia la cavidad
ovinca

DISCUSION Y CONCLUSIONES:

Las obscrvaciones realizadas utilizando estadfos larvales

distintos dc Pleurodema borellii , evidencian la evolucién dc la
génada que, inicialmente constitu{da en todos los ejemplares por dos -

" Plotirodoma borellii

. al proporcxmudo por Telmalobuu kauthali
* laticeps? ), cspecie que vive cn alta montafiay que diferencia susexo

en testiculo u ovario, respectivamente, cuando la hnmlogn nlcm

los 30 mm. de lnrgo
El anflisis histolégico comprucba quc enla lma de 20

mm., sin brotes de patas posteriores, la génada resulta formada por
estromay gonios y por lotantono s posible todavfareconocer el sexo.

e delosejcmplum Salvo por una mayor cantidad de gonios, el aspecto

dclagénadadesdecl puntode vistahistol6gico no varfa hastaalcanzar
lalarvalos 30mm. delargocon osbazos de patas posteriores alrodedor

Se pudo con;mar ndcm}is quea pnmr de larvas do 35 mm.

El conjunto dc los datos obtenidos permite consignar que
portenece a una raza sexual “diferenciada”
scgtn cl concepto clésico de Witschi (1930); resultado que se suma
schreiteri (= T,

prewmentc (Rengel (1962)

Cabe seﬁnlat que lu modnﬁcacwnes que sufre la génadade
P. borellii alolargo de los procesos de diferenciacién mantuvieron
¢l mismo ritmo, salvo algunas diferencias individuales no relevantes,
tanto en las larvas recolectadas cn Nanura (San ngucl de Tucumin,
y Arroyo de log Negros). como asf también en lu de alta montafia
(Taff del Valle).

chﬁn hasido uﬂahdopdr’_Witschi‘(wSO) los mﬁbios que
scdistribuyen en llanura diferenciarfan 1a génada atravesando previa-
mente una tipica ctapa femenina (raza indiferenciada); cn el caso de
P.borellii tanto las larvas provenicntes de Taff del Valle (2300 m)

como las de cotas mucho menas elevadas, evolucionan y diferencian
sus génadas siguiendo. lu modalidades de 1as razas scxuales diferen- -
" ciadas.

Nuecstras observacnoncs demostrarfan que lo mconn-ado y
descripto para los anfibios europcos con respecio a la diferenciacién

"~ de la génada en funcién de 1a cota en Ia que viven, se cumple sélo
" parcialmente cn Argentina, por lo meno: considerando las especics

hasta ahora estudiadas.

g g

" filamentos bhnqucémos. diversifica su morfologfa diferenciéndose -

" “do 2 mm.; on ofecto, a partir de este estado comienza a manifestarse
_1a distinta y propis flsonomfa de la génada segdn se trais deun -
testieulo o de tn ovario cuya diferenciacién ss verifica en purlodos

' hrvnles distantes del i mlc:o de los procesos de memnorfosis

?
;
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LEYENDA DE LAS FIGURAS:

Fig. 1.: Grupo A: génada primitiva (*) con gonios distribuidos en una masg’ estromal, Esclluﬁ 80 pm.
Fig. 2: Grupo B: génadas femeninas (*) ovocitos en “pequefio crecimicnto”. Escala : 160 pm

Fig. 3.: Grupo B: génada masculina, Nétese las mibsis {—> ). Escala: 160 pm

Fig. 4.: Grupo C: testfculo: cistos espermatogoniales: Escala: 160 pm.

'Fig. 5.: Grupo C: ovario: ovocitos en distintas etapas de icrécimimto. Escala: 160 pm.

Fig. 6.: Grupo D: Im#gen macroscépica de un testiculo pri;nordi,al (—> ). ubicado en la pared lateral interna del mesonefros. Escala: 0,90 pm.

RESUMEN:

. Ha sido estudiada la diferenciacién de la génada de larvas de Pleurodema borellii, que se ubica en difcrentes reas geogréficas de

Argentina, y que han sido fijadas en distintos estadios premetamérﬁcos Hasta que la larva alcance 20 mm. de largo , las génadas se presentan

- indifcrenciadas, sin embargo a partir de Jos 30 mm. dc largo, es decir en etapas larvales anteriores al climax de la metamorfosis, se diferencian
en testiculos o bien en ovarios. Por lo tanto csta cspecie pertencce a una raza sexual * diferenciada”.
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