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ANOMALIAS OCULARES EN HIBRIDOS
BUFO PARACNEMIS O x BUFO ARENARUM 9
(ANURA: BUFONIDAE)
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SuMMARY: The hybrids between Bufo paracnemis O x Bufo arenarum @ are counted among the so
called "vital hybrids". Our results have revealed relevant ocular anomalies in 90% of cases. In
some larvae the lens is lacking in either one or both eyes (20%); in others the lens it is found in an
opposite position to normal (25%) or else one normal and one different eye is formed (20%).
Histological analysis reveals anomalies in the retinal area, observing flexuous movements in the
pigmentary strata (5%). Eyes folded over themselves were also observed (5%). The most severe
alterations produced cases of anophtalmia (10%). On occasions (5%), groupings of pigments were
found instead of the eyes. 10% of the larvae were normal. The other organs show analogies to
those of the larvae of Bufo paracnemis, including the dorsal pattemn.

Key words: Bufo arenarum;, Bufo paracnemis;, Hybridization; Teratology.

ResUMEN: Los hibridos entre Bufo paracnemis O x Bufo arenarum @ se encuadran en los llama-
dos "hibridos vitales". Los resultados han evidenciado relevantes anomalias oculares que se mani-
fiestan en un 90% de los casos. En algunas larvas falta el cristalino tanto en uno como en ambos
ojos (20%); en otras larvas el cristalino se encuentra ubicado en posicion opuesta al normal (25%)
o bien puede ocurrir que se forme un ojo normal y el otro de forma distinta (20%). El analisis his-
tologico mostro anomalias en la zona retiniana, evidenciandose a partir de los estratos pigmenta-
rios, repliegues y movimientos flexuosos (5%). También existen ojos replegados sobre si mismos
(5%). Las alteraciones mas severas llevaron a procesos de anoftalmia (10%). En ocasiones (5%)
en lugar del ojo se evidencian grumos de pigmento. Se obtuvo un 10% con ojos normales.

Los otros organos presentan analogia con los de las larvas de Bufo paracnemis, inclusive la librea
dorsal.

Palabras claves: Bufo arenarum; Bufo paracnemis;, Hybridacion; Teratologia.

biologicos de dificil solucion, sino que también
aporta datos de valor practico. En los vegetales,
un clasico ejemplo de la constitucion de una
especie nueva por causa de la hibridacion hete-
roespecifica lo presenta Raphanobrassica
- - - i karpechenkoi que en la naturaleza no existe y
sus caracteristicas morfofuncionales. Sin embar- que ha sido obtenida cruzando Raphanus sativus
§o, taramentn en la naturaleza o de manera  oon Brassica oleracea. En los animales, si bien
experlmer}tal, el bl(fqueo puede ser sqpr;mnd_.g Y han sido obtenidos hibridos de varias especies,
la cruza interespecifica, eso es la hibridacion, 1, navoria de estos resultan estériles, o tienen
puede resultar viable lo que deja abierta la  ; <515 sexo, o bien un solo sexo fértil (Blair,
ppglbnlldad de dar origen a nuevas forma.?, Prin-  1972) Uno de los raros casos en que en la natu-
cipio de nuevas especies. I_)fesde este angulo,  rajasa ocurre la hibridacion entre especies dis-
puede decirse que la hibridacion es capaz de ser-  jniaq de anfibios, la presenta la combinacién

vir no solo para resolver numerosos problemas Triton marmoratus © x Triton cristatus @ que da

Introduccion
En la naturaleza debido a determinados
mecanismos que impiden la hibridacion, es
asegurada la respectiva continuidad de las
especies que de tal modo mantienen constantes
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Fig. 1. Corte histologico: ojos de
larva de Bufo paracnemis control
(x 11,25).

origen a Triton blasii (Battaillon y Tschernia-
kovski, 1932). Son sus caracteristicas la esterili-
dad masculina y la parcial esterilidad de las
hembras que pueden cruzarse con los machos de
ambas especies.

Por otra parte en los Anfibios Urodelos,
numerosas han sido las hibridaciones experi-
mentales entre especies distintas (Baltzer, 1934;
Hamburger, 1935, 1936, Twitty, 1936, 1945;
Schonmann, 1938, Costello, 1942; Benazzi,
1956). Los Anuros han proporcionado abundan-
te material de estudio para las hibridaciones
heteroespecificas (Bataillon y Tchou-Su, 1929;
Montalenti, 1933, 1938, Hamburger, 1935;
Moore, 1947, 1948; Thornton, 1955; Volpe,
1956, 1959, Volpe y Harvey, 1958; Quattrocchi,
1964, Flindt y Hemmer, 1967, Blair, 1972).
Cabe sefialar que en la cruza entre algunas
especies distintas de Anuros, los hibridos resul-
tantes pueden ser vitales (Born, 1883, 1886;
Hertwig, 1918, 1930; Montalenti, 1933, 1938;
Blair, 1972) mientras que en otras el espermato-
zoide no participaria en el desarrollo (Tchou-Su,
1931) o bien participaria solo parcialmente
(Moore, 1947, 1948). Este tipo de estudio ha

Fig. 2. Corte histologico: ojos de
larva de Bufo arenarum control
{x:11,25),

sido poco desarrollado en Argentina especial-
mente en lo inherente a Vertebrados inferiores
(Barbieri y Brauckmann, 1966). Por lo tanto
hemos considerado oportuno realizar varios
ensayos de hibridacion entre Bufo paracnemis
O x Bufo arenarum ?, y para control entre Bufo
arenarum O y Bufo paracnemis 9 los datos que
se han obtenido justifican por su interés la
presente nota previa y serviran de base para
ulteriores analisis.

Materiales y Métodos

Se emplearon ejemplares adultos de Bufo
arenarum procedentes de los alrededores de la
provincia de Buenos Aires y de Bufo
paracnemis de la provincia de Chaco.

Las ovulaciones se obtuvieron induciéndolas
por inyeccion de hipofisis homologa conservada
segin el método de Pisano (1957). Los
ejemplares hembras en todos los casos fueron
previamente mantenidos a temperatura de 12°C
durante 24 hs. y después de la inyeccion hipo-
fisaria a 25°C hasta la ovoposicion. Los huevos
cuidadosamente extraidos del ovisaco antes que
pasaran tres horas para evitar anomalias de
desarrollo (Rengel et al., 1986) fueron fertiliza-
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dos in vitro con un macerado de testiculo homo-
logo o heterdlogo segun el caso y se
mantuvieron en solucion fisiologica.

Se formaron 4 series de la manera siguiente:
Controles:

A) Bufo arenarum O x Bufo arenarum @

B) Bufo paracnemis O x Bufo paracnemis ?
Hibridos:

C) Bufo paracnemis O x Bufo arenarum 9
D) Bufo arenarum O x Bufo paracnemis @

El desarrollo de las distintas series se
verifico en acuarios donde se colocaron 30
larvas en 3 lIts. de solucion de Holtfreter
standard que se renovaba dia por medio, se
mantuvo un ciclo circadiano L12/D12. Como
alimento se proporciond lechuga hervida ad
libitum. Los distintos estadios de desarrollo se
identificaron para Bufo arenarum con la tabla
de Del Conte y Sirlin (1952) y los larvales con
la de Martin et al., (1985), para los distintos
estadios de Bufo paracnemis se uso la tabla de
Gosner (1960); los hibridos se identificaron con
esta ultima y con la de Martin et al., (1985).

Como fijadores se usaron segun el caso, el li-
quido de Ancel y Vintemberger (1948), el Bouin
o el formol al 4%. Para endurecer y cortar a
mano alzada los ovocitos recién fertilizados se
uso el método propuesto por Legname (1964).
Las secciones seriadas de 5um fueron tefiidas
con hematoxilina-eosina o con la mezcla tricro-
mica de Mallory.

Resultados

Series A y B: Las fertilizaciones entre Bufo
arenarum Oy Bufo arenarum @ (serie A) y las
entre Bufo paracnemis @ y Bufo paracnemis @
(Serie B) fueron usadas como controles; resulta-
ron normales en su desarrollo en un 95% de los
casos y sirvieron para una oportuna

ANOMALIAS
Anoftalmia

Un ojo casi normal y otro de forma distinta.
Falta uno o ambos cristalinos.
Ubicacion profunda e inversa del cristalino.

Complejo retiniano flexuoso.

Ojo replegado sobre si mismo.
En lugar del ojo, grumos de pigmento.

Sin anomalias oculares.
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comparacion con los datos obtenidos de los
hibridos Bufo paracnemis @ x Bufo arenarum
Q

Serie C: La fertilizacion de la cruza entre
Bufo paracnemis O x Bufo arenarum 9 resulto
positiva en un 90% de los casos. Mediante
rapida fijacion segin el método propuesto por
Legname (1964) y cortando a mano alzada los
ovocitos aproximadamente 10' despues de la
fertilizacion, se ha podido notar a escaso
aumento por la traza pigmentada que deja la
cabeza del espermatozoide, que no hubo
polispermia y que se realizo la cariogamia
contrariamente a lo que ha sido descripto en
estos casos en otras especies de Anuros (Tchou-
Su, 1931).

La segmentacion aparecio con retardo y
asincronica con respecto a lo que ocurria en los
controles Bufo arenarum x Bufo arenarum vy
respectivamente  Bufo paracnemis x Bufo
paracnemis. Especialmente cuando se verifican
con bastante retardo en los hibridos, los surcos
se disponen con una orientacion anomala y un
tanto al azar, en otros términos se obtiene una
segmentacion de tipo "barroco".

El desarrollo se detuvo en el estadio de
gastrula en un 60% de los caso, observandose
procesos mas o menos pronunciados de
exogastrulacion. Alrededor de un 5% de los
embriones paro en el estadio de placa neural: de
los embriones que siguieron el desarrollo, un
10% al superar el estadio de tubo neural o de
brote caudal se desarrollo en forma anomala: se
observa microcefalia, hidropesia mas o menos
generalizada y otras alteraciones que se reflejan
en la pérdida de su tipica morfologia. Las larvas
restantes siguieron su desarrollo mas o menos

PORCENTAJES
10%
20%
20%
25%
5%
5%
5%
10%

Tabla 1. Porcentajes de las anomalias oculares en hibridos interespecificos de Bufo paracnemis @ x
Bufo arenarum @ provenientes de 5 ensayos de hibridacion. N. ejemplares examinados: 300.
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Fig. 3. Corte histolégico larva Fig. 4. Corte histologico: ojo ané-
hibrida: un ojo mas o menos normal malo, particular de la fig. 3 (x
y el otro anémalo (x 11,25). 28,12).

Fig. 5. Un ojo casi normal y el otro Fig. 6. Particular del ojo anomalo
replegado (x 11,25). de lafig. 5 (x 28,12).
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Fig. 7. Otra anomalia: ojo replega- Fig. 8. Otro tipo de anomalia: ojo
do (x 28,12). replegado (x 28,12)

Fig. 9. Larva con un ojo en posi- Fig. 10. Particular de la fig. 9 (x
cion invertida y otro reemplazado 28,12) nétese la posicion invertida
por grumos de pigmento (x 11,25). del cristalino.
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Fig. 11. Larva con el complejo
retiniano replegado (x 11,25).

normal, si bien en un 90% mostraron alteracio-
nes oculares relevantes. Metamorfosed normal-
mente un 10% de los casos.

Cabe seiialar que las larvas hibridas tanto en
los estadios premetamorficos como en los post-
metamorficos, mostraron en la parte dorsal un
dibujo y una pigmentacion parecida al del Bufo
paracnemis;, asi también la forma de la boca
larval a veces un tanto anomala, se asemeja a la
de las larvas de Bufo paracnemis. Conviene
sefialar también que toda la estructura
esquelética cefalica presenta caracteristicas de la
especie paterna.

Los resultados obtenidos destacan una
anomalia que representa un dato relevante y
comun para casi todas las larvas hibridas Bufo
paracnemis © x Bufo arenarum 9 y que se
manifiesta a nivel de los ojos (Tabla 1). En
efecto, puede que ninguno de los dos ojos se
desarrolle de manera normal obteniéndose
ejemplares metamorfoseados ciegos (10%);
puede también ocurrir que se forme un ojo casi
normal y el otro (Fig. 3-4) de forma
radicalmente distinta (20%); hay casos en que
falta el cristalino (Fig. 5-8) en uno o en ambos
ojos (20%), se registraron también larvas cuyos
ojos se desarrollaron en posicion distinta del

Fig. 12. Particular de la fig. 11
(x 28,12)..

normal hasta presentarse con una curiosa
fisonomia, es decir con el cristalino ubicado
profundamente y en posicion opuesta a lo que se
verifica en las larvas controles (Fig. 9-10);
representa este illtimo un cuadro que alcanza la
mayoria de las larvas (25%). Una imagen que
evidencia el analisis histologico lo proporciona
el complejo retiniano que se presenta replegado;
en efecto el estrato pigmentario como asi
también la retina sufre curiosos movimientos de
flexiones (Fig. 11-12) que circundan el area
posterior del cristalino (5%). Otras larvas ain
no provenientes de una misma ovulacion,
mostraron un ojo replegado sobre si mismo,
visible solo al analisis microscopico dado que no
se proyecta al exterior (5%); en pocos casos en
lugar del ojo se presentan, segun lo demuestra el
analisis histologico, grumos de pigmento
condensado (5%). Las larvas que no presentan
por lo menos aparentemente anomalias oculares
alcanzan a un 10%.

A pesar de la insuficiente vision la mayoria
de las larvas se alimentaban, si bien con cierta
dificultad, con la lechuga hervida que se les
proporcionaba. En cambio debido al grave
defecto ocular los recién metamorfoseados
tenian una vida efimera en cuanto no se alimen-
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taban; aun cuando se disponian 7ubifex a poca
distancia de su boca, no se realizaba el estimulo
para que los ingeriesen.

El aparato digestivo de la larva hibrida
resulta formado por un intestino con niumero de
espiras y grosor semejante al de las larvas de
Bufo paracnemis y el corte histologico evidencia
restos de alimento en su interior. La estructura
histologica del higado, pancreas y mesonefros
tiene similitud con lo observado al respecto en
larvas de Bufo paracnemis. Llama la atencion la
vesicula biliar que, voluminosa, muestra casi
siempre un calculo en su interior. El aparato
respiratorio del hibrido si bien de aspecto
analogo al que se observa en larvas de Bufo
paracnemis varia un tanto dado que las
branquias se implantan en arcos branquiales
hipertroficos con respecto especialmente al
cuadro manifestado por las larvas normales de
Bufo arenarum.

Las goénadas, macroscopicamente, en los
ejemplares hibridos de un mismo estadio apare-
cen de aspecto muy similar entre si. Comparan-
dolas con las gonadas de larvas de Bufo
paracnemis y respectivamente de Bufo
arenarum se destaca en los hibridos un volumen
intermedio entre el que presenta la gonada lar-
val de Bufo arenarum y la de Bufo paracnemis.
Se constituyen las tres partes tipicas de la gona-
da de los Bufénidos es decir, pro, meso y meta-
gonada. Al analisis microscopico se aprecia que
el volumen de los ovocitos del hibrido es analo-
go al presentado por los ovocitos de Bufo
paracnemis del mismo estadio larval.

Serie D: Los hibridos de Bufo arenarum o
x Bufo paracnemis @ presentaron ojos normales,
sin embargo muestran otras series de anomalias
que a partir de los estadios de gastrulacion se re-
flejan especialmente en los miembros; por su in-
terés intrinseco se considera oportuno exponer
estas anomalias por separado dado que no man-
tienen relacion con los resultados obtenidos en
la Serie C.

Discusion
Los datos reunidos demuestran que el resul-
tado mas saliente de la Serie C lo proporcionan
defectos mas o menos graves en la estructura del
0jo, que se manifiestan en un 90% de los casos
independientemente del macho de Bufo
paracnemis y de la ovulacion de Bufo arenarum
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utilizados. Es interesante sefialar que el tipo de
malformacion del organo visual no es unico, por
el contrario se presentan multiples condiciones
de anomalias que interesan tanto al cristalino,
como asi también otras estructuras oculares.

En efecto, si bien en la mayoria de los casos
la anomalia reside en una inversion total del
0jo, replegamientos o sobreposicion de los
estratos de la retina y del estrato pigmentario, se
dan las pautas de severas alteraciones que
pueden llegar hasta la anoftalmia del ejemplar
que logra superar el estadio metamorfico. Es
interesante notar que Hauptman et al., (1993)
manteniendo en desarrollo larvas de Xenopus
laevis en presencia de niquel (Ni**) nota que se
determinan  anomalias  oculares  como
microftalmia, hipopigmentacion, quistes de la
coroide y de la retina.

Es de suponer que en nuestro caso la
informacion genética inherente a un desarrollo
normal del ojo ha sido alterada a causa del
complejo proceso de hibridacion. Es de destacar
también la mayor frecuencia del cuadro
proporcionado por ojos que se han formado en
posicion inversa, es decir con el cristalino
ubicado en regiones opuestas a las que se
evidencian en un ojo normal.

En el conjunto las otras estructuras aparen-
tan similitud con las larvas o recién metamor-
foseados de Bufo paracnemis, es decir se veri-
fico una herencia paterna. En modo particular
se destaca el dibujo y la coloracion dorsal que
los hibridos metamorfoseados presentan con
mucha analogia a la que se observa en la librea
de adultos de Bufo paracnemis y disimil del
cuadro respectivo que se observa en Bufo
arenarum. No hubo alteraciones de interés en
otros organos. En efecto tanto el digestivo como
el branquial y la gonada, realizan su desarrollo
normalmente salvo pequefias diferencias volu-
métricas encontradas tanto en los arcos bran-
quiales como en la génada en la que los ovocitos
ofrecen, en un analogo estadio de los controles
de ambas especies, un volumen intermedio entre
Bufo arenarum y Bufo paracnemis aproximan-
dose sin embargo a la fisonomia de la gonada de
esta ultima especie.

Puede agregarse que la hibridacion
interespecifica entre Bufo paracnemis @y Bufo
arenarum 9 se encuadra en los asi llamados
"hibridos vitales" segun la terminologia pro-



222

puesta por Born (1883,1886), Hertwig (1918,
1930), Montalenti (1933, 1938). Analogo resul-
tado de hibridacion vital obtuvo Blair (1972) en
algunas cruzas de numerosas especies anfibias
anuras, inclusive entre Bufo paracnemis y Bufo
arenarum.
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