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Resumen
Se observan modificaciones histol6gicas y citol6gicas en el tegumento incubador de
Cryptobatrachus boulengeri relacionadas con la incubaci6n de los huevos sobre el dorso
de la hembra, en comparaci6n con la pie I de machos y hembras adultos. La epidermis y la
dermis tienen un espesor significativamente mayor 10que otorga una apariencia esponjosa
al tegumento. Los dos tipos de qlandulas mucosas son activas y secretan glicoproteinas
acidas. La secreci6n de las glandulas mucosas G2 es holocrina en hembras con huevos
dorsales en los primeros estados de desarrollo. Hay dos mecanismos para la adhesion firme
de la masa de huevos al dorso de la hembra: rnecanico, relacionado con el anclaje de la
envoltura de los huevos dentro de invaginaciones microsc6picas epiteliales dispersas en
todo el tegumento materno, y qulmico, por las secreciones pegajosas de las qlandulas.
especial mente de las qlandulas G2.

Abstract
Histological and cytological modifications related to the Incubation of the eggs on the dorsum
of the female are observed in the incubatory tegument as compared with the skin of adult
males and females of Cryptobatrachus boulengeri. The epidermis and dermis are significantly
thicker and have a spongy appearance. The two types of mucous glands are active and
secrete acid glycoproteins. The secretion of the G2 mucous glands is holocrine as observed
in females with dorsal eggs in the first developmental stages. There are two mechanisms
for the firm sticking of the egg mass to the frog's back: mechanical, related to the anchorage
of the envelope of eggs into the microscopic epithelial infoldings scattered throughout the
maternal tegument, and chemical, by the sticky secretions of mucous glands, especially of
the G2 glands.

Introduccion

EI estudio de la biologfa de los anfibios y un
mayor conocimiento de las estrategias reproduc-
tivas han mostrado que en este grupo existen
modalidades de cuidado parental en especies que
ponen pequefios grupos de huevos, tienen perfo-
dos de crianza prolong ados y reproduccion te-
rrestre. En los anura el cuidado parental rnovil
implica el transporte de huevos y/o larvas, puede
ser realizado por las hem bras 0 los machos y se
asocia a huevos terrestres, salvo en los pfpidos
acuaticos (Duellman, 1985).

En los hflidos, especies de seis generos de la
subfamilia Hemiphractinae exhiben cuidado pa-
rental movil que involucra al tegumenta de las
ranas hembras: en tres de los generos (Stefania,
Cryptobatrachus y Hemiphractus) los huevos se
adhieren al dorso de la madre donde se desarro-
Han y eclosionan como ranas juveniles. En los
otros generos (Flectonotus, Fritziana, Gastro-
theca) el tegumenta forma bolsas de incubacion
en la region dorsal (Del Pino, 1989).

En las especies de Hemiphractus, Cryptobatra-
chus.: Stefania y en algunas de Gastrotheca el
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desarrollo es directo. Los embriones de las espe-
cies de la subfamilia tienen grandes branquias
externas acampanuladas, caracter por el cual se
Ie considera un grupo monofiletico (Duellman
y Gray, 1983).

Del Pino (1980) establece seis tipos estructurales
de bolsas incubadoras en las ranas marsupiales,
y en las especies que carecen de ella describe
las caracteristicas histol6gicas del tegumento
dorsal de hembras en periodos no reproductivos
y durante la incubaci6n. Segun esta autora en
estas ultimas especies, la gelatina de los huevos
se adhiere fuertemente a la piel del dorso de la
hembra mediante una matriz gelatinosa secre-
tada por las glandulas mucosas del tegumento
dorsal materno.

Al respecto, De Perez & Ruiz-C. (1985) descri-
ben en hembras sexualmente adultas de Crypto-
batrachus sin embriones en el dorso, pero con
ovarios bien desarrollados, un tipo de glandulas
mucosas histologicamente diferentes de las glan-
dulas mucosas tipicas de los anuros que posible-
mente contribuyen con sus secreciones a la ad-
hesi6n de los huevos y embriones en desarrollo
al dorso de la hembra. Se realiza en este trabajo
el estudio histol6gico de la asociaci6n huevo y/o
embri6n-tegumento materno, asi como de los
cambios en las caracteristicas citologicas de las
celulas epiteliales de la epidermis de la hembra
incubadora con respecto a la de machos y hembras
adultos.

Materiales y metodos
'Se procesaron 10 ejemplares de Cryptobatrachus
boulengeri adultos procedentes del Municipio de
Sasaima, Departamento de Cundinamarca, Co-
lombia, asi: cinco machos adultos (lCN 14801-
14803, 14811, 14813), dos hembras adultas no
incubadoras (ICN 14812, 14834) Ytres hembras
adultas con embriones sobre el dorso (ICN
14814-14816), dos de ellas con huevos en los
primeros estadios de desarrollo y una con em-
briones mas avanzados. De las hembras con cria

ICN = Nurnero asignado dentro de la colecci6n batracol6-
gica del Instituto de Ciencias Naturales-Museo de Historia
Natural, Universidad Nacional de Colombia, Santafe de Bo-
gota.
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ell el dorso se extrajeron cuidadosamente los
huevos a traves de una pequefia incision en la
parte superior de la envoltura dejando intacta el
area de adhesion de esta a la piel de la hembra.
Segmentos de piel-envoltura del embrion, y de
piel medio dorsal de machos y hembras sexual-
mente adultos, se procesaron de a:cuerdo con la
metodologia descrita en De Perez & Ruiz-C.
(1985).

Con el fin de determinar posibles modificaciones
morfometricas en estructuras de la piel en las
hembras portadoras, en todos los ejemplares se
tomaron medidas del espesor de la epidermis,
del tejido esponjoso y de la dermis compacta;
en secciones con glandulas mucosas a nivel del
canal, se midieron el diametro de las glandulas
mucosas y la altura del epitelio secretor. Las
medidas se realizaron en un microscopio Ampli-
val Pol-U provisto de aditamento micrornetrico.
Se utiliz6 el test de student para establecer la
significancia de las diferencias observadas en
los datos morfometricos de los especimenes.

Resultados
La piel de los machos y hembras de Cryptoba-
trachus boulengeri sexualmente adultos tiene la
estructura histologica caracteristica del tegu-
mento de los Anura y es descrita en detalle por
De Perez & Ruiz-C. (1985).

En hembras incubadoras se observan variaciones
significativas en el espesor de la epidermis (t =
23.92, P = 0.0001) el estrato esponjoso (t =
17.7, P = 0.001) Y el estrato compacto (t =
43.3, P = 0.001) cuando se compara con el
espesor de los mismos estratos en machos y
hembras adultos (Fig. 1).

En embriones en las primeras etapas de desarro-
llo, la epidermis materna presenta invaginaciones
en el epitelio en forma de espina 0 pliegues en
los que penetra la envoltura de los embriones
(Fig. 2).

En la epidermis de las dos hembras con embrio-
nes en los primeros estadios de desarrollo se
observan 2 a 3 capas corneas y en la epidermis
de la hembra con embriones en estadios de de-
sarrollo mas avanzados se encuentran 20 a 22
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Figura 1. Espesor en micras de los estratos del tegu-
mento de Cryptobatrachus boulengeri, 1.
hembras incubadoras con embriones en los
primeros estados de desarrollo, 2. hembra
incubadora en estados mas avanzados 3.
hembras adultas no incubadoras, 4. machos.
A. epidermis, B. estrato esponjoso, C. estrato
compacto. Vease en el texto el grade de sig-
nificancia de las variaciones. Grado de re-
ducci6n del tamano original de la figura 40%.

Figura 2. Regi6n del tegumento incubador (T). Se ob-
servan pliegues spidermlcos (flechas delga-
das) penetrados por la envoltura de los em-
briones (E). N6tese las fibras de la envoltura
paralelas y perpendiculares (f1echas anchas)
a la superficie del tegumenta materna y dos
compartimientos parciales de los embriones
(e) separados por un septo de la envoltura.
160x. Grado de reducci6n del tarnano origi-
nal de la figura 56.6%.

capas celulares de las cuales 15 corresponden
al estrato corneo (Fig. 3). Asf, el numero de
capas corneas aumenta en el tegumento de hem-

De Perez & al.: Cryplobalrachus

bras con embriones mas desarrollados. La epi-
dermis comprendida entre el estrato germinativo
y el granuloso esta conformada por 6 a 7 capas
de celulas, que muestran hipertrofia con respecto
a las de machos y hembras adultos sin crfa.

Figura3. Electromicrograffa de la epidermis de una
hem bra incubadora con embriones en los pri-
meros estados de desarrollo que muestra la
abundancia de granulos de secreci6n en los
estratos espinoso, granuloso y de reemplazo.
Observese la amplitud de los espacios inters-
ticiales y las membranas celulares allamente
plegadas unidas por pequenos desmosomas,
las capas c6rneas (GC) y parte de la envol-
lura de los huevos (E). 6000x. Grado de re-
ducci6n del tamano original de la figura
56.6%.

Los espacios intersticiales entre las celulas epi-
teliales son mas amplios. En celulas de los estra-
tos espinoso y granuloso y de reemplazo se con-
centran abundantes granules de diferentes tarna-
nos PAS y azul de alcian positivos.

AI microscopio electronico las celulas corneas
presentan residuos de perfiles de RER y haces
de tonofilamentos; del lado intemo de la mem-
brana basal se conservan uniones desmosomicas,
y en algunos sitios hay desprendimiento entre
las capas. Los espacios subcorneales, especial-
mente desarrollados, contienen perfiles micro-
vellosidades y material filamentoso a nivel de
las antiguas uniones desmosomicas,

Las celulas de los diferentes estratos de la epi-
dermis tienen los organelos comunes encontrados
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en el epitelio epiderrnico, RER, mitocondrias,
ribosomas y haces de tonofilamentos en todas
direcciones. Como se seiial6 anteriormente, el
caracter mas sobresaliente de las celulas de .los
estratos espinoso, granuloso y de reemplazo es
la presencia de abundantes granules de secreci6n
(Fig. 3). Las membranas celulares son altamente
plegadas y unidas en algunos puntos por desmo-
somas.

El aumento en espesor del estrato esponjoso esta
determinado especialmente por un incremento
en el espacio intersticial mas que por un aumento
en mimero de los elementos celulares 0 fibrosos
del tejido conectivo laxo. Los melan6foros situa-
dos debajo de la epidermis se obervan contrafdos,
de modo que no forman una cadena continua
como es de cormin ocurrencia en anuros. No se
observ6 incremento de la vascularizaci6n.

En el caso del estrato compacto, la diferencia
en grosor se debe a un aumento de haces de
fibras colagenas,

Dos tipos de glandulas mucosas son comunes
en la epidermis de Cryptobatrachus boulengeri
(descritas como G 1 YG2 en De Perez y Ruiz-C. ,
1985); la estructura de cada una de ellas es similar
en hembras incubadoras comparada con la de
machos y hembras sexualmente adultos; sin em-
bargo, el diametro de los dos tipos de glandulas,
asf como la altura de su epitelio secretor es
mayor de manera significativa en las hembras
incubadoras (t = 7.7, P = 0.001 Y t =29.6, P
= 0.001 respectivamente para las glandulas Gl
y, t = 4.2, P = 0.001 Y t = 2.3, P = 0.02,
respectivamente para las glandulas G2, Fig. 4).
La estructura fina de las celulas de las glandulas
mucosas tfpicas (G 1) en actividad de sfntesis 0

de secreci6n no presenta variaciones en la com-
posici6n de organelos.

Las glandulas mucosas 02 son de tipo alveolar,
con envoltura mioepitelial y epitelio plano; al
microscopio de luz, sus celulas contienen un
conjunto de granules de secreci6n PAS y azul
de alcian positivo de aspecto espumoso, que al
microscopio electr6nico aparece como grupos
de granules de diferente densidad: algunos alta-
mente electrodensos, otros con un area central
electrolucida y material granular fino al interior,
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Figura 4. Altura del epitelio secretor y diametro de las
glandulas mucosas G1 y G2 en Cryptobatra-
chus boulengeri. 1. Hembras incubadoras
con embriones en estadios tempranos, 2.
hembras incubadoras con embriones mas
avanzados, 3. hembras adultas no incuba-
doras, 4. machos. A. altura dej epitelio secretor
en glandulas mucosas, G1, B. altura del epi-
telio secretor en glllndulas G2, C. dillmetro
de las glandulas G1, D. dillmetro de las gilln-
dulas G2. Vease en el texto el grade de sig-
nificancia de las variaciones. Grado de re-
ducei6n del tamaf\o original de la figura
40%.

Yotros granules muestran s6lo material granular
fino, variaciones que interpretamos aquf como
estados progresivos de liberaci6n de la secreci6n
para la adhesi6n de las envolturas embrionarias.
En machos y hembras adultos, las glandulas G2
secretan continuamente el producto de secreci6n
y ellumen se encuentra ocupado por ese material
(Fig. 5 y 6). En hembras muy pr6ximas a la
postura (folfculos ovaricos de mayor tamaiio y
oviductos altamente plegados y engrosados) y
en hembras incubadoras, el epitelio glandular
se desprende junto con la secrecion (Figs. 7 y 8).



De Perez & al.: Cryptobalrachus

Figura 5. Piel dorsal de macho adulto de Cryptobatrachus boulengeri. Se observan dos glandulas G2, una de
elias a nivel del canal expulsando su secreci6n 400x. Figura 6. Vista parcial de una glandula G2 que muestra
granulos de secreci6n con diferentes electrodensidades. Hacia el lumen glandular (L) se observa parte de la
secreci6n en agregados y finamente granular (flecha ancha), el epitelio plano se encuentra unido (flecha delgada)
a la celula mioepitelial (M). 15000x. Figura 7. Tegumento de incubaci6n con una glandula G2 en proceso de
secreci6n holocrina. N6tese la amplitud del estrato esponjoso de la dermis (e). Envoltura de los embriones (E).
530x. Figura 8. Epitelio secretor de la glandula G2 en una hembra incubadora. Observese el desprendimiento
del epitelio (flecha) de la capa mioepitelial (M). 6800x. Grado de reducci6n del tarnano original de las figuras 56.6%.
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La envoltura de los embriones sobre el dorso de
la hembra tiene mayor diametro en estadios tern-
pranos de desarrollo. Esta envoltura tiene una
base comun para todos los huevos en contacto
con la pie I de la hembra y fibras circulares on-
duladas embebidas en ella; en la gelatina que
forma septos entre huevos adyacentes se observa
un haz de fibras perpendiculares a la superficie
de la piel. Asi, esta cubierta gelatinosa forma
compartimientos circulares que alojan y rodean
a cada huevo 0 embri6n (Fig. 2). EI borde in-
terno de la matriz en contacto directo con el
embri6n es delicado y uniformemente festoneado.

La identificaci6n histoquimica de la secreci6n
de las glandulas mucosas de los dos tipos y de
la envoltura gelatinosa embrionaria realizada
con PAS Y azul de alcian demuestra que estan
constituidas por glucoproteinas acidas,

Al microscopio electr6nico, la envoltura de los
embriones es de aspecto granular. Las fibras
onduladas embebidas en ella tienen pequefiisimas
espinulas a 10 largo de su superficie. Bacterias
aisladas 0 en n6dulos son frecuentes en su inte-
rior. En estados mas avanzados de desarrollo
embrionario, la envoltura presenta areas electro-
hicidas de disolucion,

Discusion

Dadas las caracteristicas de la biologia repro-
ductiva de los Hemiphractinae, su estudio es de
especial interes en las areas de la fisiologia com-
parada, la embriologia y la anatornia para com-
prender las adaptaciones evolutivas al ambiente
-terrestre (Del Pino et al., 1975). Las caracteris-
ticas morfol6gicas e histol6gicas del tegumenta
materna han sido estudiadas en especies de ranas
marsupiales y en especies de ranas carentes de
bolsa incubadora por Del Pino (1980). Una des-
cripci6n detail ada de la histologia de la bolsa
incubadora de Gastrotheca riobambae se en-
cuentra en Del Pino et aI. (1975). Jones et aI.
(1973) indujeron con estradiol la formaci6n de
la bolsa en esta misma especie, proceso durante
el cual se producen una serie de eventos como
un adelgazamiento de la epidermis y perdida de
queratina en el epitelio que reviste la cavidad
de la bolsa; una discontinuidad de la unidad
cromat6fora en la dermis, una disminuci6n en
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la can tid ad de glandulas serosas en contraste
con el aumento en cantidad y actividad de las
glandulas mucosas; el estrato compacta y espon-
joso adquieren mayor espesor por hiperplasia
del tejido conectivo y aumen to de la vasculari-
zaci6n en el estrato esponjoso y subcutaneo,

De otro lado, el desarrollo embrionario dentro
de la bolsa esta acompafiado por un incremento
en la vascularizacion de su revestimiento intemo
en estrecha asociaci6n con la gelatina del huevo;
las paredes de la bolsa se adelgazan progresiva-
mente y numerosos vasos sanguineos invaden
el area de la membrana basal del epitelio; a
medida que avanza el desarrollo cada embri6n
en su capsula queda parcialmente encerrado en
un compartimiento vascularizado del tejido de
la bolsa, estableciendose una posible relaci6n
de intercambio de gases y agua (Del Pino et ai. ,
1975).

En la piel de especies sin bolsa incubadora, Del
Pino (1980), habiendo trabajado con ejemplares
de museo, sefiala una reducci6n en el numero
de glandulas venenosas, una mayor vasculariza-
cion y un aumento en el numero y volumen de
las glandulas mucosas que serf an las responsa-
bles de la secreci6n de la matriz a la que se fijan
las envolturas del ernbrion en el tegumento ma-
terno. Dicha matriz estaria formada por varias
capas de celulas epiteliales muertas y material
PAS positivo. Como en Stefania scalae (Rivero,
1970) en Cryptobatrachus boulengeri los huevos
estan unidos por su gelatina periferica, sin que
exista una membrana cubriendo los huevos por
encima; por el contrario, en la region de la en-
voltura de los huevos en contacto con la piel de
la hembra, parece haber una capa de gelatina
cormin a todos los huevos y una del gada capa
mucosa entre esta y la piel de la hembra, origi-
nada posiblemente de las secreciones de las glan-
dulas mucosas matemas. A diferencia de las
descripciones de Rivero (1970) y Duellman &
Hoogmoed (1984) para especies de Stefania, no
se observan depresiones pentagonales 0 hex ago-
nales para cada huevo sobre la piel de las hem-
bras de Cryptobatrachus boulengeri.

Los resultados obtenidos en el presente estudio
en Cryptobatrachus bouIengeri revelan algunas
diferencias a nivel histol6gico de la piel de incu-



baci6n en contacto con los embriones, respecto
a las descritas por Del Pino (1980).

La firme adhesi6n de los huevos y/o embriones
al dorso materno parece darse en primer lugar
por el estrecho contacto de la envoltura del con-
junto de huevos, de naturaleza glicoproteica acida,
y su penetracion dentro de las frecuentes invagi-
naciones microscopicas de la piel de la hembra,
proporcionando un anclaje a los embriones; y
en segundo lugar por las secreciones de las glan-
dulas mucosas y en especial por las glandulas
G2 del integumento materno, que son de la
misma naturaleza quimica, y que tendrian fun-
cion adherente.

Las fibras de la envoltura de los huevos dan
firmeza al compartimiento de cada embrion y
su forma ondulada permite al mismo tiempo
flexibilidad.

Varias capas de celulas corneas se acumulan en
el tegumento dorsal de Cryptobatrachus boulen-
geri durante la incubacion de los embriones en
el dorso y su mimero podria ser indicativo del
tiempo de permanencia de los embriones en el
dorso materno como ha sido sugerido para Mi-
nyobates virolinensis por De Perez et al. (1992).

Las modificaciones mas notables encontradas
en el tegumento dorsal de las hem bras incubadoras
de Cryptobatrachus boulengeri - invaginaciones
de la epidermis, aumento del espesor de los
estratos epidermico y dermico, y a un aumento
en diametro y altura de las celulas epiteliales de
las glandulas mucosas G 1 YG2, al igual que 10
observado experirnentalmente por Jones et
al.(1973) en Gastrotheca riobambae,serian in-
ducidas por la elevaci6n de los niveles de estr6-
genos durante la estacion reproductiva.

A 10 anteriormente expuesto se agrega la hiper-
trofia de las celulas epidermicas, el aumento de
los espacios intersticiales del epitelio y del es-
trato esponjoso, y la acumulaci6n de capas c6meas
en la superficie epitelial, conjunto de modifica-
ciones que le dan a la piel un caracter esponjoso.
A nivel citologico es notable la abundancia de
los granules PAS positivos dentro de las celulas
de los estratos espinoso y plano de reemplazo.

De Perez & al.: Cryplobatrachus

Estos granules corresponden a los descritos por
Farquhar & Palade (1965) en la capa epitelial
de celulas de reemplazo que son liberados en
los espacios intercelulares y entre estas celulas
y las celulas corneas (Bueno et al., 1981). La
naturaleza glicoproteica de estos granules, de
propiedades hidrofilicas, contribuye ala absor-
ci6n y trans porte de agua fuera del estrato corneo
en la epidermis de anfibios (Navas et al., 1985).
Asi, la frecuencia de estos granules en la epi-
dermis incubadora de Cryptobatrachus boulen-
geri estaria correlacionada con el aumento de
los espacios intercelulares del epitelio y con el
mantenimiento e intercambio hidrico entre el
tegumento materno y las envolturas embriona-
rias.

El mayor espesor del estrato compacto determi-
nado por el aumento de haces de fibras colagenas,
ocurre tanto en especies sin bolsa incubadora
(Del Pino, 1980) como tambien en la piel de la
bolsa de incubaci6n de Gastrotheca riobambae
(Jones et al., 1973), y tendria relacion con una
funcion de soporte.

Las glandulas granulares son escasas en la piel
de las especies de Hemiphractinae (Trueb,
1974). Jones et al. (1973) y Del Pino et al.
(1975) en Gastrotheca riobambae y Del Pino
(1980) en diferentes especies de la subfamilia,
seiialan la disminucion de estas glandulas como
una modificaci6n del tegumento durante la incu-
baci6n; sin embargo, en la especie aqui estu-
diada estas glandulas son tan escasas en hembras
incubadoras como en machos y hembras adultos
y no constituye una especializacion en el tegu-
mento para la incubaci6n. Las glandulas mucosas
G 1 Y G2 tienen un diametro y altura epitelial
mayor que en las ranas no incubadoras y mues-
tran una actividad de stntesis y liberaci6n de la
secrecion mas intensa. EI tipo de secreci6n de
las glandulas G2 durante la incubaci6n es holo-
crina. Asi, la secreci6n de ambos tipos de glan-
dulas mucosas constituye el aporte matemo para
la adhesi6n de la envoltura del conjunto de los
huevos al tegumento materno.
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