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PROCEDIMIENTO DE DESARROLLO EN DOS ESPECIES DEL GENERO
RHINODERMA

B. Jorquera, E. Pugin, 0. Garrido, 0. Goicoechea, R. Formas

Instituto de Embriologia, Facultad de Ciencias,
Universidad Austral de Chile, Valdivia

“Creo que los hechos, deducciones y conjeturas expuestos,
aunque de mala manera y como & mi se me alcanza, responden
a la importancia que atribuyo a la singular reproduccién del R.
darwinii; pero aguellos, ni &4 mi me satisfacen, ni satisfarin 4
nadie que vislumbre el interés que ha de tener al lado de éste,
un estudio vivo, en que el animal por si mismo evidencie lo

supuesto, desmienta

Durante la recalada del Beagle en las
costas de Valdivia (1835), Darwin encuentra
un pequefio anuro, el cual fue luego des-
crito brevemente por Duméril y Bibron
(1841) y por Bell (1843) y denominado Rhi-
noderma darwinii. El ejemplar se registré
en el Museo de Historia Natural de Paris
con el N° 4911.

En 1848, Gay lo describe para Fauna Chi-
lena, y al observar que algunos especime-
nes portaban crias en su interior, pensé que
se trataba de hembras viviparas. Algunos
afios més tarde Jiménez de la Espada.
¢1872), en base a 10 ejemplares remitidos
por Philipii, determina que es el macho
quien porta las crias en un gran “saco bu-
cal aéreo”, el cual corresponderia a la bolsa
del canto. Luego de disecar las bolsas de
5 machos portadores, Espada describié las
larvas en ellas contenidas, como carentes
de formacién bucales cérneas y de branquias
externas, cola poco desarrollada. Las obser-
vaciones sobre este material fijado le le-
varon a plantearse las siguientes pregun-
tas: ;En qué estado entran y cémo? ;per-
manecen en la bolsa hasta el fin de la me-
tamorfosis? ;como y de que se nutren? A
tales interrogantes intenta responder con
una serie de conjeturas, correctas o equivo-
cas, pero que atraen el interés de otros in-
vestigadores por el estudio de esta especie.

Otto Burger (1905), da como limite de dis-
tribucion desde el rio Maule hasta la isla
de Quehui (Chiloé) y trabaja con animales
provenientes de Contulmo. Segin este autor,
el animal seria monégamo y los huevos
luego de ser puestos fraccionadamente por
la hembra, serian después de su fecun-
dacién incorporados de inmediato a la bol-

lo asegurado y descubra lo imprevisto”.

Espada (1872).

sa gutural del macho. La bolsa gutu-
ral pre funcional, muy pequeiia y atroéfica,
presentaria epitelio estratificado, pero luego
de la distensidén provocada por la presencia
de las crias, el epitelio se reduciria a un
estrato de células planas, especialmente muy
delgadas frente a los capilares sanguineos.
El contenido de vitelo de los voluminosos
huevos aseguraria la nutricion durante la
primera parte del desarrollo, pero en los
Gltimos estados de metamorfosis se verifica-
ria un mecanismo tréfico y a la vez excre-
tor a través de la piel de las larvas, a lo
cual no serian ajenos la disposicién laminar
del epitelio frente a los vasos sanguineos de
la bolsa gutural y el aspecto fino y glandular
de la piel de las larvas. Las crias s6lo aban-
donarian la bolsa una vez completada la
metamorfosis.

Casi dos decenios méas tarde, Krieg (1924)
describe la eliminacién de crias juveniles en
diferentes estados, previos al término de la
metamorfosis, Las diferencias de desarrollo
podrian obedecer a diferentes posiciones en
la bolsa, lo cual crearia distintas condiciones
de alimentacién y respiracién. Adhiere por
io tanto a lo propuesto por Burger referente
a un mecanismo tréfico a través de la piel,
pero ademds agrega la posibilidad de una
relacién respiratoria.

Ottmar Wilhelm (1927), observando mate-
rial recolectado en las provincias de Valdi-
via y Concepcidn, indica un periodo repro-
ductivo anual, aungue mas intenso en ve-
rano, pero sefiala su desconocimiento sobre
la forma de postura, cépula e incorporacién
de los huevos. Refiriéndose a la estructura
y funcién de la holsa gutural, insiste en
que a través de ella se realizaria un proceso
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tréfico por osmosis y en el cual la prin-
cipal superficie de absorcién seria la lardina
caudal de las larvas. Nuevas observaciones
de Wilchelm (1932) describen la ovipostura

de “clusters” en terrarios y ulterior de-
sarrollo embrionario sobre un medio hu-
medo. Una vez que los embriones alcanzaron
el estado de respuesta muscular, fueron na-
turalmente incorporados a la bolsa paterna.

Cei, en su libro Batracios de Chile (1962),
se refiere a algunos estados larvarios obser-
vados en Concepcién. En ellos sefiala la
presencia de armadura coérnea bucal y espi-
raculo izquierdo. Ademdas comunica el ha-
llazgo de larvas expulsadas por el macho,
con esbozo de extremidades posteriores.

De acuerdo a la revision bibliografica, la
idea de una relacidn tréfica o respiratoria
paterno - embrionaria aparece sustentada so-
bre Ja base de incompletas y contradictorias
caracteristicas del desarrollo e insuficientes
observaciones histoldgicas de la bolsa gutu.
ral. Esta hipétesis requiere por lo tanto ser
considerada sobre un mejor conocimiento
del desarrollo embrionario y larvario de Rhi-
noderma y un anilisis mas detallado de las
estructuras epiteliales que interactuarian.

Con posterioridad a nuestro estudio del
desarrollo de Rhinoderma darwinii vy de la
ultraestructura de la bolsa gutural, inespe-
radamente llegamos a la identificacién de
una segunda especie para el género Rhino-
derma, a la cual se denominé Rhinoderma
rufum. Ambas especies presentan diferen-
cias ectosomaticas y del canto entre los indi-
viduos adultos y difieren en aspectos estruc-
turales del desarrollo, que representan res-
puestas adaptativas de naturaleza tréfica y
respiratoria a diferentes condiciones del
medio.

Las observaciones sobre estos diferentes
procedimientos de desarrollo, y recientes es-
tudios de la ultraestructura de la bolsa
gutural en ambas especies, aportan algunos
nuevos antecedentes que permiten replan-
tear la posibilidad de una relacién tréfica
y/0 respiratoria paterno - embrionaria.

La tabla de desarrollo normal de Rhino-
derma darwinii (Jorquera et al, 1972) se
realizd con animales recolectados en los al-
rededores de Valdivia y Mehuin, durante
todo el afio, pero de preferencia en prima-
vera y verano. Para el estudio del periodo
embrionario se esperé ovulacién espontinea
y pseudocépula natural en terrarios. Luego,
diferentes grupos de huevos fecundados fue-
ron cultivados a 18° C sobre un lecho de
musgo himedo o en solucién Holtfreter al
10%. Para el estudio del periodo de la  me-
tamorfosis, los embriones fueron obtenidos
en distintas etapas del desarrollo de la bolsa
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gutural del macho y cultivados a 18° C en
solucion Holtfreter al 10%.

E1 pericdo embrionario es aquel durante el
cual el embribn permanece encapsulado.
Consta de 11 estados y dura 23 dias. El pe-
riodo de metamorfosis es aquel comprendido
desde la aparicién del esbozo de los miem-
bros posteriores, hasta la desaparicién de la
cola. Se subrivide en 15 estados y dura 52
dias (Lam. 1). La eclosién se produce du-
rante los estados 1 y 2 de metamorfosis y
por lo tanto resulta una ligera superposi-
cién entre los periodos de embriogénesis y
metamorifosis.

La primera parte del periodo embrionario
transcurre en el medio externo sobre terreno
hiumedo (Cei, 1962) y s6lo cuando alcanzan
el estado de respuesta muscular los em-
briones so nincorporados a la bolsa gutural
del macho, donde permanecen hasta com-
pletar la metamorfosis.

Durante el periodo embrionario, el desa-
rrollo del grupo cultivado sobre lecho de
musgo himedo fue similar a aquel del grupo
mantenido en solucién Holtfreter. Durante el
periodo de metamorfosis, los embriones man-
tenidos en la solucién Holtfreter ocasional-
mente presentaron ruptura de la dilatacién
sinfonal y siempre su desarrollc fue mas
lento y andémalo que en el interior de la
bolsa gutural del macho, con sobrevida li-
mitada a uno o dos estados.

Las observaciones sobre el desarrollo em-
brionario y la metamorfosis revelan ciertas
particularidades que pueden considerarse
como adaptativas a la normal condicién de
dependencia paterna en medio no acuatico:

-— Qocitos grandes (4 mm).

— Ausencia de branquias externas

- Ausencia de pliegues operculares

— Ausencia de sifén

— Ausencia de pico y dientecillos cérneos

— Aleta caudal poco desarrollada

— Ausencia de membrana interdigital

— Ausencia de tubérculos digitales

— Presencia de una dilatacién cloacal in-
tensamente vascularizada.

— Piel fina y muy vascularizada.

No hay desarrollo de branquias externas,
aungue si se observan branquias internas al
producirse la ruptura de las camaras bran-
quiales, durante la salida de los miembros
anteriores. Ventralmente aparece una hen-
didura branquial superficial a cada lado, a
nivel de las cuales hay leve pulsacién bran-
quial, pero sin exteriorizacién de yemas
branquiales. La desaparicién de la hendidura
derecha e izquierda se produce sin la for-
macién de pliegues operculares, durante el

.
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primero y segundo estado de la metamor-
fosis respectivamente. Llama la atencién que
el cierre de la hendidura, en la mayoria de
los casos, es completo y no da lugar a2 la
persistencia de uma abertura sifonal. Esta
caracteristica la consideramos como normal,
puesto que siempre se presentd en todas las
larvas extraldas de la bolsa gutural del ma-
cho desde el estado 3 de metamorfosis, v
en la mayoria de las larvas cultivadas en
Holtfreter a partir del estado 1 de meta-
morfosis. Sin embargo algunas larvas culti-
vadas en Hoitfreter a partir del estado 1
de metamorfosis, rompieron una abertura
sifonal al exterior. Interpretamos este 1lti-
mo hecho como adaptacién a un medio -
quido, que no es el medic normal, con el
objeto de favorecer la respiracién a nivel
de las branquias internas.

La ausencia de: branquias externas, sifén,
boca larvaria y ventosa, estd desde luego
en relacién con el desarrolle directo no acué-
tico. En este sentido existe una clara gra-
duacién en el desarrollo de estas estructuras
entre las especies de anfibios con desarrollo
acuatico total o indirecto y aquellas que
hacen desarrollo directo y en ausencia total
del medio acuitico.

Desde el estado 6 de la metamorfosis se
desarrolla una dilatacién cloacal intensa-
mente vascularizada y que, luego de alcan-
zar.su didmetro maximo durante el estado 9,
decrece para desaparecer en el estado 12. Es
posible que la notable red vascular de esta
dilatacién pueda participar en la funcién
respiratoria, ademas de aquella atribuida a
la vascularizacién caudal (Wilhelm, 1927).
Cabe también a este respecto destacar el
hecho ya demostrado por RBurger (1905) y
observado por nosotros, que la epidermis de
las larvas de Rhinoderma darwinii es tenue,
rica en formaciones glandulares y muy vas-
cularizada.

Junto con la elaboracién de esta tabla, se
realizé el estudio de la ultraestructura de
la bolsa gutural del macho y la piel de las
larvas (Garrido et al, 1975).

Con este objeto se utilizaron machos adul-
tos recolectados en la provincia de Valdivia,
unos cun larvas en el interior de la bolsa
y otros sin larvas. Se obtuvieron muestras
de la bolsa gutural de machos sin larvas, y
de la bolsa gutural y piel de larvas en ma-
chos portadores. Estas larvas correspondian
a diversos estados de metamorfosis v la
muestra se obtuvo de la aleta caudal.

Secciones de 0,5 a 2 um. de espesor, te-
fiidas con azul de toluidina-bérax, fueron
utilizadas para los estudios preliminares en
microscopia de luz. Para la microscopia
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electrénica se utilizaron secciones de 800 a
1000° A montadas sobre grillas de cobre
descubiertas, y tefiidas con acetato de ura-
nilo y citrato de plomo.

La pared de la bolsa gutural vacia tiene
un espesor que varia entre 500 a 1000 um.
vy presenta la siguiente estructura: a) epi-
telio interno cilindrico pseudoestratificado,
b) tejido conectivo sub epitelial con abun-
dantes vasos sanguineos, ¢) capa muscular,
d) tejido conectivo submuscular, y e) epi-
telio externo plano (Fig. 1).

El epitelio interno forma criptas al interior
del tejido conmectivo subyacente y presenta
4 tipos de células: a) células superficiales,
b) células basales, e) células ciliadas, y d)
células mucosas.

Las celulas superficiales, cilindricas, con-
tactan con la membrana basal mediante
delgadas prolongaciones citoplasmaticas que
penetran entre las células basales, vy en su
superficie libre presentan numerosas vellosi-
dades digitiformes. Su citoplasma contiene
granulos supranucleares, mitocondrias, apa-
rato reticular de Golgi muy desarrollado,
reticulo endoplasmico y algunos cuerpos
multilaminares relacionados con el Golgi.
Los granulos, de didmetro y densidad va-
riable, estin rodeados por unidad mem-
brana y contienen sub unidades de apro-
ximadamente 50 A° (Fig. 2).

Las células basales, redondeadas, se sitiian
entre la lamina basal y la célula superficial.
Son relativamente pobres en organelos y ca-
recen de cuerpos multilaminares y granulos.
Las células mucosas son semejantes a las
células caliciformes del aparato digestivo
(Fig. 3). Las células ciliadas se observan en
el fondo de las criptas (Figs. 3 y 4).

La pared de la bolsa distendida por la
presencia de las larvas, presenta los mis-
mos elementos estructurales previamente
mencionados, pero su espesor varia entre
30 a 100 wm. El epitelio interno decrece en
un tercio de su altura y presenta funda-
mentalmente células superficiales y basales
{Fig. 8). Las células superficiales presentan
los mismos organelos que en la bolsa vacia,
pero hay mayor cantidad de cuerpos multi-
laminares y los granulos de secrecién se
concentran en la regidn apical, donde las
microvellosidades suelen formar una trama
reticular. A nivel de los capitales sangui-
neos, tanto las células basales como las su-
perficiales se transforman en células planas.

En cuanto a la estructura de la piel de
las larvas, su epidermis estd formada por
un epitelio biestraficado con dos tipos ce-
lulares: a) células superficiales aplanadas, y
b} células basales redondeadas (Fig. 6). El
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conectivo subyacente es rico en capilares
sanguineos.

La superficie libre de las células superfi-
ciales emite prolongaciones citoplasmaticas,
bajo las cuales se disponen dos tipos de va-
cuolas: vacuolas voluminosas con contenido
de aspecto reticular, que representan ele-
mentos de secrecién mucosa presentes habi-
tualmente en la piel de las larvas en anfi-
bios anuros, y vacuolas pequefias de aspecto
homogéneo (licido o denso), algunas de las
cuales se observan en comunicacién con
la superficie celular, con signos de exo o
endocitosis y también suelen comunicar con
el reticulo endoplastico. Ademis, en el in-
terior del citoplasma celular se observan
vacuolas densas de diferente tamafio (fi-
gura Tb).

El espacio intercelular entre las células
superficiales es de didmetro regular y posee
complejos de unién. En cambio entre las
células superficiales y las células basales
existen numerosos ensanchamientos con in.
terposicion de desmosomas. En el interior
de estos espacios frecuentemente se encuen-
tfran grandes vacuolas de contenido denso,
similares a las vacuolas intracitoplasmaticas,
de igual densidad pero de menor tamafio
(Fig. Th).

El aspecto morfofuncional del epitelio de
la bolsa sin larvas corresponde a un estado
prefuncional en machos recolectados en un
periodo de gran actividad reproductora:
células superficiales con abundantes granu-
los de secrecién y células caliciformes re-
pletas de mucus. Las células ciliadas ten-
drian por funcién remover este material de
secrecién desde el fondo de las criptas y
las células basales mantendrian su capaci-
dad de multiplicacién para repoblar el epi-
telio.

En la bolsa gutural con larvas, una serie
de modificaciones indicarian un estado fun-
cional distinto: el decrecimiento de las cé-
lulas superficiales, el aumento de los cuer-
pos multilaminares, la concentracién apical
¥ la disminucién de los granulos significaria
un pasaje importante de material de secre-
cién hacia el lumen de la bolsa, por medio
de un mecanismo meroerino correspondiente
al tipo IV de Kurosumi (1961). La natu-
raleza de esta secrecién es desconocida, pero
el aumento de los cuerpos multilaminares y
su proximidad al aparato de Golgi sugiere
una composicion de  mucopolisacaridos
(Schulz y Paola, 1958; Whaley et al, 1972).
Las células mucosas por otra parte realizan
secrecidn apocrina correspondiente al tipo
II de Kurosumi (1961).

La alternativa de si estos productos son
simples elementos de lubricacién epitelial ¥
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preservacién a la desecacién de las larvas,
o bien si al menos uno de ellos, cumple
ademis una funcién tréfica especifica, pre-
ferimos discutirlo mas adelante en base a las
nuevas observaciones realizadas en Rhine-
derma rufum y 2 los antecedentes que pro-
porcionan otros casos de desarrolic intra-
parenteral en anfibios.

El aplanamiento del epitelic en la vecin-
dad de los vasos sanguineos, ademéas de
favorecer la funcién secretora de las células,
puede ser considerado como una adaptacién
que condiciona a la bolsa gutural como 6r-
gano de intercambio gaseosc. Esta funcién
respiratoria seria similar a la propuesta
para la bolsa marsupial de Gasirotheca rio-
bambae y Gasirotheca marsupiata (Noble,
1925; Spannhof y Spannhof, 1972; Del Pino
et al, 1975). Estas especies desarrollan bran-
quias laminares en forma de campana que
se aplastan contra la superficie interna de
la cépsula de gelatina, la cual a su vez se
relaciona intimamente con la superficie epi-
tepial de una bolsa ricamente vascularizada.
En el caso de Rhinoderma darwinii, que ca-
rece de estructuras brangquiales, esta funcién
se realizaria a través de Ila piel de las
larvas, que es fina y muy vascular.

La dificultad para encontrar especimenes
en nuesfros lugares habituales de recolec-
cién en la provincia de Valdivia, nos levé
a las de nuestra tabla original. Posterior-
cién. Los ejemplares adultos provenientes
de esta regién, aln cuando eran actosomé-
ticamente parecidos, presentaban durante su
desarrollo formas larvarias libres y algu-
nas caracteristicas estructurales diferentes
a la de nuestra tabla original. Posterior-
mente se determind que estos ejemplares
pertenecian a una nueva especie que deno-
minamos Rhinederma rufum.

La identificacién de Rhinederma rufum
como una segunda especie para el género
Rhinederma, tuvo como punto de partida
una descripcién hecha por Philippi (1902)
de un ejemplar proveniente de Vichuquén
(provincia de Curicé), al que denominé He-
minectes rufus; desde esa fecha se habian
hecho escasos comentarios acerca de la va-
lidez taxondmica de este batracio. Cei (1958),
aduciendo la pérdida del tipo y la descrip-
cién confusa dada por Philippi, indica que
es difieil aceptarlo como forma valida o
sinénima de alguna otra especie de anuro
chileno. Posteriormente el mismo Cei (1962),
comenia que Heminectes rufus podria ser
una forma local de Rhinoderma. Donoso -
Barros (1970) considera esta enigmaética es.
pecie como sindnima de Rhincderma dar-
winii Duméril y Bibron.

Utilizando la deseripeién y las laminag
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originales de Philippi (1902), publicadas y
comentadas por Cei (1958), pudimos esta-
blecer que la forma de Rhinoderma colecta-
da en Concepcién indudablemente corres-
ponde a Heminectes rufus Philippi. Esta
identidad fue maés tarde confirmada al com-
parar directamente los ejemplares de Con-
cepcién con material proveniente de Vichu-
quén y Barranca Alta (provincia de Col-
chagua). No fue posible hacer una compa-
racién con el ejemplar tipo de Heminectes
rufus Philippi depositado en el Museo Na-
cional de Historia Natural (Santiago de
Chile), ya que esti definitivamente perdido
{Codoceo, 1974). Establecida esta identidad
nos propusimos demostrar que Heminectes
es un sinénimo de Rhinoderma, por cuanto
ambos géneros tienen desarrollo neomélico.

Philippi (1902) diferencié a Rhinoderma
de Heminectes, por la presencia en este 1l-
timo “de timpano distinto, dedos obtusos y
provistos por debajo de un cojinete”, sin
considerar la presencia de la bolsa gutural
en el macho. Ademas de esta omisién, los
criterios utilizados por Philippi para separar
a estas dos entidades como géneros diferen-
tes, no nos parecen del todo satisfactorio y
rcomparativo de los huesos del créneo. La
notable similitud del patrén craneano entre
y por lo tanto decidimos utilizar el analisis
ambas especies nos permitié finalmente con-
cluir que Heminectes es un sinénimo de
Rhinoderma y se propuso (Formas et al,
1975) para Heminectes rufus la denomina-
cién de Rhinoderma rufum (Philippi) nueva
combinacién.

La descripcién dada por Duméril y Bibron
(1841) v Bell (1843}, identifica plenamente
a los ejemplares de la provincia de Valdivia
con la especie tenida hasta ahora como Rhi.

noderma darwinii Duméril y Bibron, que
se distribuye especialmente en los bosques
frios del sur de Chile, posee membrana re-
ducida entre los ortejos y presenta desa-
rrollo neomélico y directo. Nuestra conclu-
sién fue confirmada por Guibé (1874), quién
comparé el tipo de Rhinoderma darwinil
depositado en el Museo de Hisforia Natural
de Paris, con la descripcién hecha original-
mente por Duméril y Bibron.

Una vez confirmada la existencia de dos
entidades distintas para el género Rhinoder-
ma, ectosomaticamente muy parecidas, peroc
con diferencias en su desarrollo, realizamos
un estudio comparativo entre la especie des-
crita por Duméril y Bibron (1841) y la des-
crita por Philippi (1902). Dicho estudio in-
cluyé caracteristicas ectosomdticas y canto
de los adultos y diferencias del desarrollo.

Las principales diferencias entre indivi-
duos adultos, se refieren fundamentalmente
a la morfologia de la pata y el canto: Rhi-
noderma darwinii posee una gruesa mem-
brana entre los ortejos, la cual tiene desa-
rrollc moderado y estd ausente entre el
cuarto y quinto ortejo. Los extremos de los
ortejos son gruesos y terminan en una leve
expansion. El tubérculo metatarsal externo
e¢s de tamaiio reducido. Rhinoderma rufum
posee membrana bien desarrollada entre los
ortejos, disminuida brevemente entre el
cuarto y quinto ortejo. Los ortejos terminan
en forma puntiaguda y en su parte superior
presentan una pequefia papila redondeada.
El tubéreulo metatarsal externo tiene un
desarrollo méas prominente que en Rhino-
derma darwinii.

El canto es diferente y facil de identificar
entre si.

Las diferencias de desarrollo entre Rhi-
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Fig. 5— Recuadro, corte transversal de bolsa gutural con larvas (R. darwinii),
Microscopia de luz. L, lumen; IS, epitelio secretor; G, grénules de secre-
cién; M, misculo estriado; EP, epitelio plamo. (2.000X). Micrografia elec-
trénica. las células superficiales (CS) se hacen ciibicas. L, Iumen; MV,
microvellosidades; G, aparato de Golgi; CL, cuerpos multilaminares; N,
niicleo; REG, reticulo endoplismico granular; LB, limina basal; CB;
célula, basal; flecha espacio intercelular tortucso; C, conectivo (6.500X).

¥ig. 8.— Corte transversal de aleta caudal de larvae (R. darwinii) estado 4 de me-
tamorfosis. Microscopia de luz. CS, células superficiales; CB, células ba-
sales; Nu, nucléolo; MB, membrana basal; C, coneclivo (2.000X).

Tig. 7. Ultraestructura de epidermis de larva estado 4 de metamorfosis (R.

darwinii).

ta. PC, prolongacién citoplasmditica; VS, vacuola de secrecibn; VP, va~
cuolas pequeiias (licidas) (16.000X).

th. N, nicleo; VS, vacuolas de secrecién; VI, vacuolas densas; EI, ensan-
chamiento intercelular; VI, vacuolas extracitoplasméaticas; CU, complejo
de unién; MB, membrang basal (6.000X). Recuadro: vacuolas extracito-
plasmiticas. en ensanchamiento intercelular (16.000X).
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noderma darwinil y Bhinoderma rufum se
establecieron mediante la elaboracién de una
tabla de desarrollo para este Gltimo.

Para el estudio del periode embrionario
se esperd ovulacién espontanea y fecunda-
cién en terrarios. Los hueves fueron cultiva-
dos a 18° C sobre un lecho de algodén em-
papado en solucion Holtfreter al 10%. Para
el estudio de la metamorfosis, los primeros
estados fueron encontrados en la bolsa gutu-
ral del macho y los estados siguientes fueron
recolectados al estado libre en su habitat
natural.

El periodo embrionario consta de 12 es-
tados, con una duracién total de 13,5 dias
y el periode de metamorfosis consta de 15
estados, en los cuales no se determiné su
duracién (Lam. 1).

Como los criterios utilizados para subdi-
vidir los estados fueron similares a aquellos
utilizados en nuestra primera tabla, se faci-
lité el reconocimiento de los aspectos dife-
renciales mas importantes entre ambos es-
quemas de desarrollo. En la presente tabla,
al igual que en la anterior, resulta una
superposicién del periodo embrionario con
el periodo de metamorfosis, ya que la eclo-
sibn también se produce durante los esta-
dos 1 y 2 de la metamorfosis.

La primera parte del periodo embrionario
transcurre en e} medio externo y cuando se
produce la respuesta muscular, los embrio-
nes son incorporados a la bolsa gutural,
donde permanecen hasta alcanzar los esta-
dos 3 ¥y 4 de metamorfosis. En este momento
las larvas son expulsadas al exterior y
completan la metamorfosis en medio acua-
tico.

El periodo embrionarioc es notablemente
méas rapido que en Rhinoderma darwinii.
Esta diferencia de velocidad es especialmen-
te acentuada en la segmentacién y gastrula-
cién, estados durante los cuales la mayor
cantidad de vitelo de los voluminosos hue-
vos de Rhinoderma darwinii, retarda el rit-
mo de las mitosis y dificulta los movimien-
tos morfogenéticos. No fue posible contro-
lar la duracién del periodo de metamorfosis
en larvas mantenidas en culfivo, ya que a
partir de los estados 4 y 5 se producia la
casi detencién de desarrollo por falta de
alimentacidn.

Durante los periodos embrionario y de
metamorfosis se observan numerosas carac-
teristicas morfolégicas diferente a aquellas

descritas para Rhinoderma darwinii:

-~ Qocitos pequefios (2,4 mm).

-~ Presencia de branquias externas, con cir-
culacién branquial.
Presencia de pliegues opercuiares.

— Presencia de sifén.

-~ Presencia de boca larvaria con pico ¥
dientecillos corneos.

- Aleta caudal bien desarrollada. .

— Presencia de membrana interdigital en
los miembros posteriores.

— Presencia de tubérculos digitales en los
miembros posteriores.

Las branquias externas, a pesar de pre-
sentar circulacién, parecen no tener funcién
respiratoria ya que no estan en contacto
con el medio acuitico; pero luego del cierre
del opérculo, persiste al costado izquierdo
un sifén que permite la respiracién en me-
dio acuatico durante la metamorfosis. En
este Gltimo aspecto existe similitud con Ba.
trachyla leptopus Bell; Batrachyla anfartan-
dica Barrio y Batrachyla taeniata (Girard),
que poseen desarrollo con vida embrionaria
intracapsular terrestre y metamorfosis en
medio acuatico {(Busse, 1971; Formas ¥y
Pugin, 1971; Cei y Capurro, 1958).

Durante el estado 3 de la metamorfosis se
diferencia la boca larvaria (con pico y dien-
tecillos cérneos) que permite iniciar la ali-
mentacién por via oral. La armadura bucal
larvaria involuciona entre los estados 11
y 13 y la boca adquiere rapidamente carac-
teristica adulta durante los estados 14 y 15.

La existencia de un aparato bucal larva-
rio bien desarrollado, que permite la alimen-
tacion durante la vida acuatica, determina
un aumento considerable de la longitud de
las larvas, que en el estado 10 llega a ser
igual al doble de la alcanzada por las larvas
de Rhinoderma darwinii en el mismo es
tado.

La actividad natatoria de los miembros
posteriores se inicia en el estado 10, coin-
cidiendo con la formacion de la membrana
interdigital. A partir del estado 13 se pro-
duce el apoyo de las extremidades y apa-
recen los tubérculos digitales en los miem-
bros posteriores.

El analisis comparativo de las caracterfs-
ticas morfolégicas entre Rhinoderma dar-
winii Duméril y Bibron y Rhincderma ru.
fum, pone en evidencia particularidades
adaptativas a la normal condicién de desa
rrollo directo y total dependencia paterna
durante la metamorfosis en el primer caso;
y de un tipo de desarrollo que podriamos
denominar intermedio, con dependencia pa-
terna inicial durante la metamorfosis y
término de ésta en medio acuatico, en el
segundo caso.

Como ambas modalidades de desarrollo
difieren fundamentalmente en sus procedi
mientos tréfico y respiratorio, pensamos
que deberian existir diferencias morfolégi-
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cas en relacién co nestas funciones y por
lo tanto se efectudé un estudio comparado
del desarrollo del tracto digestivo (Jorquera
et al, 1978) y de la bolsa gutural y piel de
las larvas entre ambas especies.

A continuacién se resumen las principales
diferencias entre la anatomia del desarrollo
del tracto digestivo e histogénesis del duo-
deno:

En Rhinoderms darwinii, durante los 5
primeros estados de la metamorfosis se es-
tablece el asa gatroduodenal y se inicia la
progresiva espiralizacion del intestino medio,
hasta completar una doble espiral de 3 vuel-
tas y media en el estado 10. A partir del
estado 11 se produce una rapida reduccién
de la espira del intestino medio, la cual
desaparece a comienzos del estado 13, cuan-
do se diferencia la dilatacién gastrica. En
el curso de los estados 14 y 15 se produce
un notable crecimiento y descenso del esté-
mago por el costado izquierdo. Durante los
12 primeros estados se mantiene aparente-
mente el volumen de la masa intestinal,
pero ésta decrece ligeramente durante los
3 ultimos estados de la metamorfosis.

El estudio histolégico del duodeno revela
que en los estados 2 y 3 de la metamor{osis,
alin no aparece lumen y hay grandes células
llenas de inclusiones citoplasmaéticas, entre
las que se destacan densas plaguetas viteli-
nas y grandes vacuolas lipidicas de conte-
nido homogéneo (¥Figs. 8 y 9). El lumen
aparece definido al estado 9, revestido por
células que alin poseen inclusiones, pero en
cuya parte apical se empiezan a diferenciar
microvellosidades filamentosas. Solamente
en el estado 13 existe una completa dife-
renciacion del epitelio, con células peque-

fias que carecen de inclusiones citoplasmé.
ticas y poseen organelos (Fig. 10).

En Rhinoderma rufum, el desarrollo del
tracto digestivo se establece precozmente en
los 2 primeros estados de la metamorfosis,
junto a una rapida espiralizacién del intesti-
no medio, el cual alcanza su méxima lon-
gitud en el estado 10 con una espiral de
4 vueltas. Esta espiral se reduce progresi-
vamente a partir del estado 11, persistiendo
al costado izquierdo hasta el estado 11, per-
sistiendo al costado izquierdo hasta el esta-
do 14. Al igual que en Rhinodermsa darwinii,
la dilatacién gistrica aparece a comienzos
del estado 13 y luego se produce un notable
crecimiento y descenso del estémago por el
costado izquierdo durante los estados 14 y
15. El volumen del intestino aumenta abrup-
tamente a partir del estado 3, con la inicia-
cién de la alimentacién en el medio externo,
hasta alcanzar su maxima expresién en el
estado 10, para luego decrecer progresiva-
mente hasta el término de la metamorfosis.

La histogénesis del duodeno revela una
precoz diferenciacién con respecto a Rhino-
derma darwinii, puesto que al estado 2 de
la metamorfosis ya estd presente el lumen,
revestido por células que si bien atn pre-
sentan plaquetas vitelinas y vacueolas lipi-
dicas, poseen desarrollc organelar y abun.
dantes microvellosidades (Fig. 11). En el
estado 3 desaparecen las inclusiones y la
diferenciacién celular es completa, puesto
que: se mantiene similar en los siguientes
estados de la metamorfosis (Figs. 12 y 13).

Estas diferencias morfofuncionales a nivel
del tracto digestivo, ponen de manifiesto la
incapacidad de Rhinoderma darwinil para
realizar procesos de absorcion intestinal du.
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Figs. 8, 8 y 10.— Corresponden 2 cortes transversales del epitelo duacdenal, en lsr-
vas de Rhinoderma darwinii. (Fig. 8.—) Recuadro, esquems del destino.
AGD, asp gastro ducdenal de donde se exirajo la muestra. Micrografia
electrénica de epitelio ducdenal, larva estado 2 de metamorfosis (13.000X).
(Fig. 9.~) Recuadro, esquema del intestine. AGD, asa gasiro ducdenal de
donde se extrajo la muestra. Micrografia electréonica de epifelio ducdenal,
larva estado 3 de metamorfosis (10.000X). (Fig., 10.—) Recuadro, esquema
del intestino. D, duodeno de donde se extrajo la muestra. Micrografia elec-
trénica de epitelio duodenal, larva esiado 15 de metamorfosis (13.000X).

Figs. 11, 12 y 18.— Corresponden 2 cortes transversales del epitelio ducdenal en
en larvas de Rhinederma rufum. (¥ig. 11.—) Recvadro, esquema del im-
testino. AGD, asas gastro duocdenal de donde se extrajo la muestra. Micro-
grafia electrénica de epitelio duodenal, Iarva estado 2 de metamorfosis
(9.000X). (Fig. 12.~) Recuadro, esquema del infestino. AGE), asa gasiro
duodenal de donde se exfrajo la muestra. Micrografia electronica de epi-
telio duodenal, larva estado 3 de metamorfosis (10.000X). (Fig, 18.~) Re-
cuadro, esquema del imfestino., D, duodeno de domde se extrajo la mues-
tra. Micrografia electrénica de epifelio ducdenal, larva estado 15 de me-

tamorfosiz (11.000X).
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rante la mayor parte de su permanencia en
la bolsa gutural y por consiguiente se des-
carta una posible ingestién por la boca de
material nutritivo, como ocurre en el caso
de Nectophrinoydes occidentalis, batracio vi
viparo, cuyas larvas se nutren a nivel del
extremo terminal del oviducto (Gtero) con
un mucus secretado por su epitelic, que es
glandular y ricamente vascularizado (Angel
Lamotte, 1948; Lamotte et al, 1964; Xavier,
1971, 1973).

De este modo parece confirmarse para
Ehincderma darwinii un desarrollo endégeno
que como en otras especies de desarrollo di-
recto y provenientes de huevos voluminosos,
depende de la abundante reserva de vitelo.
Rhinoderma rufum en cambio, tal como lo
hacia presumir el menor tamaific de sus
huevos, depende escasamente del material
vitelino, el cual es precozmente reemplazado
por la alimentacién exégena.

Sin embargo, un insoslayable estudio de
la bolsa gutural y la piel de las larvas en
Rhinoderma rufum, realizado con la misma
metodologia que en Rhinoderma darwinii,
nos proporciond antecedentes morfolégicos
que nos permiten reconsiderar la hipétesis
de una funcién tréfica transcuténea (no pu-
blicado).

El examen de la bolsa gutural reveld
identidad histolégica y funcional entre am-
bas especies, puesto que en Rhinoderma
rufum se observaron los dos tipos de
células secretoras en similar proporcién y
productividad en relacibn a Rhincderma
darwinii, y también aparece la disposicién
laminar sobre los capilares sanguineos. Sin
embargo en la piel de las larvas se observé
un hecho importante de destacar: hasta el
estado 5 de metamorfosis en Rhinoderma
rufum, aparecen en el interior de los ensan-
chamientos intercelulares, vacuolas de con-
tenido denso que no se detectan en los es-
tados posteriores de metamorfosis en medio
externo (adin cuando en ellos persisten las
dilataciones interceiulares). Estas wvacuolas
son similares a aquellas observadas en el te-
gumento de Rhinoderma darwinii en casi
todos los estados de metamorfosis (Fig, 7b).

Esta Gltima observacién, que es sugerente
de algin tipo de absorcion y transporte
transepitelial a nivel del tegumento de las
larvas durante su permanencia en el inte-
rior de la bolsa, merece ser considerada en
relacién con algunos hechos observados en
otras cspecies.

En los embriones de Characodon eiseni
{Teledsteo viviparo), existen procesos peria-
nales que cumplen funcién de absorcién
{Mendoza, 1972). Estos procesos estin re-
vestidos por células que poseen microvellosi-
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dades superficiales, diferentes tipos de ve
siculas, y complejo cisterno - tubular. Entre
las células se producen amplias dilataclones
del espacio intercelular, similares a las des-
critas en Rhinoderma, y que facilitarian la
funcién de absorcién del epitelio.

En Gastrotheca riobambae, la bolsa dorsal
que alberga las crias, ademis de las fun-
ciones protectoras contra la predacién y de-
secacion de los embriones, posibilitaria el
intercambio respiratoric a través de las
branquias de éstos. Se excluye la posibilidad
de una funcién tréfica (Del Pino et al,
1975). En este caso parece clara una fun-
cion protectora y lubricante de la bolsa
dorsal, por cuanto tratdndose de una adap-
tacion de la piel, su epitelio presenta los
mismos elementos glandulares del tegumen-
to externo. Ademaés, los embriones extraidos
prematuramente de la bolsa, pueden conti
nuar su desarrollo durante un tiempo pro.
longado en Ringer oxigenado. Esta ultima
condicién no se logra en el caso de Ehino-
derma darwinii, puesto que el desarrollo se
hace lento y andémalo y las larvas general-
mente no sobreviven mas alla del estado si-
guiente al que fueron extraidas, aiin cuando
ellas ocasionalmente presentan abertura si-
fonal.

Estos antecedentes permiten manejar la
idea de un aporte de productos nutritivos
adicionales por parte del epitelio secretor de
la bolsa gutural, el cual, ademéas de poseer
células caliciformes mucosas que tienen una
funcién de lubricacién mecanica (comple-
mentada por la secrecidn de la piel de las
larvas), posee células secretoras notable-
mente activas, cuyo producto es probable-
mente de naturaleza mucopolisacarido. Una
secrecion de naturaleza similar es producida
por el epitelio uterino de Wectophrynoides
occidentalis (Xavier, 1973) y el epitelio ute-
rino de Salamandra atra (Greven, 1977).

Esta funcién tréfica adicional que propo-
nemos para Khincderma es distinta a la pri-
mitiva idea sustentada por Burger (1905),
Krieg (1924) y Wilhelm (1927), quienes en
atencién a la disposicién del epitelio sobre
los capilares sanguineos, suponian la rea.
lizacién de una funcién hemotroéfica. l.os
antecedentes actuales ponen en evidencia
de que esta disposicion histolégica mas bien
favorece la respiracién transcutianea.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

1l.— Se determinan dos especies para el
génerc Rhincderma:

Rhinoderma darwinii Duméril y Bibron,
posee desarrollo neomélico y directo. La 1l-
tima parte del periode embrionario y toda
la metamorfosis transcurren en el interior
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de la bolsa gutural del macho. En ambos
periodos se destacan una serie de caracte-
risticas morfolégicas que pueden conside-
rarse adaptativas a la total condicién de
dependencia paterna durante la metamor-
fosis. Los individuos adultos poseen mem-
brana poco desarrollada entre los ortejos.

Rhinocderma rufum (Philippi), posee tam-
bién desarrollo neomsélico, pero parcial, pues-
to que luego de transcurrir la Gltima parte
del perfodo embrionario y los primeros es-
tados de la metamorfosis en el interior de
la bolsa gutural, las larvas son expulsadas
al exterior, donde completan la metamor-
fosis en medio acuitico. En ambos periodos
se destacan caracteristicas morfolégicas pro-
pias de los anuros que realizan la metamor-
fosis en este medio. Los individuos adultos
poseen membrana bien desarrollada entre
los ortejos.

2.— El desarrollo anatémico del fracto di-
gestivo en Rhinoderma darwinii, tiende a ser
directo, abreviendo las modificaciones tipicas
que se producen durante la metamorfosis
en los anuros de vida larvaria libre; y por
el contrario, el tracto digestivo en Rhino-
derma rufum se desarrolla con la tipica
adaptacién intermedia de la metamoriosis,
existente en los anuros de vida larvaria
libre.

La histogénesis del epitelio duodenal pro-
gresa lentamente en Rhinoderma darwinii,
hasta alcanzar su mayor grado de diferen-
ciacién en el estado 13 de metamorfosis; en
tanto que Rhinoderma rufum, ya presenta
precozmente este mismo grado de organi-

zacion en el estado 3 de metamorfosis. Estos
hechos, que indudablemente demuestran en
Rhinoderma rufum una escasa dependencia
inicial con el material vitelino ~-el cual es
precozmente sustituido por la alimentacién
exdgena—, parecen confirmar para Rhine-
derma darwinii un desarrollo enddgeno vite-
lino - dependiente.

3.— La ulfraestructura de la bolsa gutu.
ral pone de manifiesto en ambas especies
una disposicién histoldgica que favoreceria
el intercambio gaseoso, y ademés revela la
presencia de células elaboradoras de un pro-
ducto probablemente de naturaleza muco-
polisacarido. Esta ualtima observacién, su-
mada al hallazgo de vacuolas extracitoplas-
maticas en la epidermis de las larvas en casi
todos los estados de metamorfosis en Rhino-
derma darwinii y solamente en los primeros
estados en Rhinoderma rufum, permite su-
poner la existencia de un mecanismo tréfico
complementario paterno-embrionario; con
un epitelio activamente secretor por una
parte y un epitelio con capacidad de absor-
cién por otra parte.

4— Durante la metamorfosis en Rhinc-
derma darwinii, el procedimiento tréfico se-
ria mixto: por una parte dependiendo fun-
damentalmente de la abundante reserva de
vitelo, y por otra parte, de la absorcién via
parenteral de principios nutritivos indispen-
sables secretados por la bolsa gutural del
macho. En Rhinoderma rufum, existiria un
procedimiento trofico similar durante los es-
tados de permanencia en la bolsa gutural,
pero posteriormente es totalmente reempla-
zado por la alimentacidon exdgena.

Abreviaturas.— V, vitelo; N, nicleo; Nu nucléolo; I, lipides; Lu, lumen; mv, micre-
vellosidades; m, miftocondrias; rer, reticulo endoplasmitico rugose y cc

célula, caliciforme.
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