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Resumen

Lithobates catesbeianus ha sido introducida en varios paises por
el valor nutricional de su carne, derivado de su elevado contenido
proteico. Sin embargo, los estudios realizados en México acerca de
la historia de vida de esta especie, aportan informacion sumamente
generalizada, es por ello que el objetivo de este trabajo fue generar
informacién acerca de latemporada de reproduccion, la viabilidad del
espermatozoide, describir los estadios del desarrollo embrionario y
evaluar la eclosion y sobrevivencia en condiciones semi-controladas
lo que puede constituir una base para futuros estudios embriolégicos,
reproductivos y acuicolas de este anuro de importancia comercial.
Para ello, fueron estudiadas algunas caracteristicas reproductivas,
como el ciclo reproductivo y la viabilidad espermatica, ademas de
llevar a cabo la fertilizacion artificial y la descripcion del desarrollo
embrionario. El valor méximo para el indice gonadosomatico (IGS)
en hembras reproductoras fue de 34, mientras que el maximo
para el indice hepatosomatico (IHs) fue de 3.2, con una viabilidad
espermatica de 99.9%. El desarrollo embrionario comprendié
20 estadios desde el periodo gamético hasta la eclosion con una
duracion total de 90 horas y 38 minutos; asimismo se obtuvo 90.4%
de eclosion y 99.9% de sobrevivencia embrionaria.

Palabras clave: Lithobates catesbeianus, biologia reproductiva,
desarrollo-embrionario

Abstract

Lithobates catesbeianus has been introduced in several countries
due its meat nutritional value derived from the high protein content.
However, the conducted studies in Mexico about the life story from
this species, contribute extremely generalized information, this is why
the objective from this research was to generate information about
the breeding season, the sperm viability, to describe the phases
of embryo development, and to evaluate the eclosion and survival
under semi-controlled conditions which could constitute a base for
future embryological, reproductive and aquaculture studies of this
anura of commercial importance. In order to, some reproductive
characteristics were studied, as the gonadic maturity cycle and
the sperm viability. On the other hand, artificial fertilization and the
description of embryo development were carried out. The maximum
value for the gonadosomatic index (GSI) was 34 in breeder female,
while the highest value for the hepatosomatic index (HI) was 3.2, with
a sperm viability of 99.9%. The embryo development included 20
stages from the gametic period to the hatching with 90 hours and
38 minutes of length; likewise, 90.4% of eclosion and 99.9% of the
embryo survival were obtained.

Key words: Lithobates catesbeianus, reproductive biology, embryo-
development

Introduccién

Lithobates catesbeianus es originaria de Norteamérica,
su distribucion natural se extiende desde Nueva
Escocia hasta el centro de Florida (AmphibiaWeb,
2015). Fue introducida en varios paises de Europa, Asia
y Sudamérica al ser considerada como una buena
opcién para cultivo ya que posee una gran capacidad
adaptativa, elevada fecundidad y amplitud de nicho. Sin
embargo, ha tenido impactos negativos (competencia,
depredacion, etc.) en poblaciones de anfibios nativos
(Ficetola et al. 2007).

Este anuro representa un gran potencial econémico
debido a la demanda de proteina, ya que su carne es
magra, con elevado contenido nutricional por lo que
se han propuesto productos alimenticios a partir de la
musculatura de la cola de renacuajos (Afonso, 2016).
Por otra parte, este anfibio se ha empleado con fines
cientificos como modelo de laboratorio derivado de la
facilidad de manejo (Carlos y Pinto da Matta, 2009).
Ademaés, la ranicultura tiene gran impulso en muchas
partes del mundo, como es el caso de Brasil, pais
que tiene en desarrollo tecnologias para esta especie
(Teixeira et al. 2001).
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En México, el cultivo de rana toro inici¢ en la década
de los 60y a partir de entonces se establecieron granjas
en varios estados, entre ellos Sinaloa, Yucatan, Nayarit,
Morelos, Estado de México. En Michoacéan durante 1999
se creo el CINESTAV (Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados) con la finalidad de generar informacion
aplicable al cultivo (FAO, 2015). Sin embargo, aunque
se han publicado manuales para cultivo y crianza de
esta especie, la informacion acerca de la historia de
vida o de las caracteristicas reproductivas es muy
general, incluso cabe mencionar la nula descripcion
morfolégica de cada estadio del desarrollo embrionario.
Por lo que el conocimiento de las fases embrionarias
asf como el tiempo en que se llevan a cabo sera de
gran utilidad para los productores, puesto que se
evita la manipulacion inadecuada durante aquellas
etapas criticas del desarrollo ontogénico, misma que
pudiera repercutir en pérdidas econémicas en el cultivo
(CONAPESCA, 2017; GOB, 2017).

Por lo anteriormente comentado es que en el
presente estudio se planted evaluar algunos atributos
de la biologia reproductiva de la especie en estudio,
como la temporada de reproduccion, la viabilidad
espermatica, ademas de describir por primera vez los
estadios del desarrollo embrionario asi como evaluar la
eclosion y sobrevivencia embrionaria en condiciones
semi-controladas.
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Materiales y métodos

Los reproductores se obtuvieron de tres granjas de
produccion en el estado de Michoacan los cuales fueron
transportados al Ranario Experimental Nicolaita de la
UMSNH en contenedores de plastico y se les reconocio
el sexo mediante caracteres sexuales secundarios.

El aparato reproductor de hembras y machos
maduros se detalldé con base en las descripciones
realizadas por Rizzi et al. 2015. Se estimaron los indices
gonadosomatico (IGS) y hepatosomatico (IHs) segun el
modelo propuesto por Rossenblum et al. (1987):

_ pesodela gonada (g)

1G5 = peso del ejemplar (g) 100
s = Peso del l'ugado (9) . 100
peso del ejemplar (g)

Por otro lado, la calidad del liquido seminal se evalud
mediante la técnica de viabilidad de Bloom (Lynch et
al. 1972).

La fertilizacion artificial se llevd a cabo de acuerdo
a la técnica establecida por Afonso (2004), por lo que
se extrajeron los gametos con una proporcion sexual
de tres machos por dos hembras (3:2), a los que se les
suministré de forma intraperitoneal acetato de buserelina
(hormona gonadotrépica) con la finalidad de inducir la
produccion gamética en los reproductores.

Una vez fertilizada la freza, los o&vulos fueron
trasladados a tinas para su incubacion, se distribuyeron
de manera uniforme por triplicado en contenedores de
50x31x36 cm que contenian 13 litros de agua corriente.
Se verificd que la temperatura del agua se mantuviera
en un intervalo de 20 a 28 °C para evitar la muerte de
embriones segun lo recomendado por Cribb et al. (2013)
y CIDEM (2010). Cada tina fue oxigenada con una bomba
Maxima-R de 120 V y aireador. Se evaluaron diariamente
la temperatura (°C), el oxigeno disuelto (OD mg/l)), la
conductividad (uS), el pH, el porcentaje de saturacion
de oxigeno (% SO) y los solidos disueltos totales (SDT
ppm) con un multiparamétrico HANNA NI 9828.

Para describir los estadios de los embriones
se realizaron observaciones con un microscopio
estereoscopico Velab Ve-S1 con aumento de 4X y
se tomaron microfotografias con una camara digital
Samsung EC-ES90ZZBPRMX. Las fases del desarrollo
embrionario se describieron con base en el criterio de
Gosner (1960) y se establecio el tiempo de duracion de
cada estadio. Ademas, fueron estimados los porcentajes
de eclosion y sobrevivencia mediante las relaciones:

Numero de larvas

ECLOSION = Numero de huevos incubados

No. de larvas vivas 24 h despues de la eclosion

SOBREVIVENCIA = No. total de larvas eclosionadas

Finalmente, se describié la morfologia de 60 larvas
a las que se les calcularon la longitud patron (LP), la
longitud del vitelo (LV) y se describié su comportamiento.

Resultados

Los ovarios estan en posicion longitudinal, son pareados,
suspendidos por el mesovario y se dividen en varios
l6bulos. Los oviductos confluyen ventralmente con el
opistonefros en un atrio y desembocan en la cloaca.
El tamafo y el color varian de acuerdo al estado de
maduracion y desarrollo sexual del organismo (Figura 1).

Al igual que los ovarios, los testiculos son estructuras
pares, lobuladas, dispuestos longitudinalmente vy
suspendidos por el mesorquio. Se disponen en la
parte dorsal del celoma, contindan con los conductos
deferentes, se encuentran intimamente conectados
con el aparato urinario y junto con el opistonefros
desembocan en la cloaca. El tamafio y color varia de
acuerdo al estado de maduracion y desarrollo sexual
del macho (Figura 2).

El indice gonadosomatico y hepatosomatico se
estim6é en cinco hembras disponibles del Ranario
Experimental Nicolaita, ya que las restantes estaban
destinadas para la reproduccion, por lo que no fue
posible sacrificar mas individuos de esta etapa de
maduracion.

El méaximo valor del indice gonadosomatico (IGS)
para hembras en etapa reproductiva fue de 34 (854 g) y
el minimo de 9.3 (413 g), a diferencia del hepatosomatico
(IHs), cuyo valor maximo fue de 3.2 (413 g) en tanto
que el minimo fue de 2.5 (854). De esta manera, el IGS
mostré valores superiores a los del IHs, lo cual indica
que las hembras en estudio exhibieron madurez gonadal
para la reproduccion. El tamafio de las génadas vario
de acuerdo al estado de desarrollo de los ovocitos, es
decir, los valores mas altos indican un estado de mayor
madurez (Tabla 1).

El semen es de aspecto blanquecino y al tener
contacto con el agua se aglutina. Esta prueba mostrd
al momento de liberarlo al ambiente, que el 99.9% de
los espermatozoides se encontraban saludables para la
fecundacion, puesto que mediante la técnica empleada
aquellos que son viables no se tifieron (Figura 3).

Asimismo, la incubacion se llevd a cabo a una
temperatura promedio de 21.5 °C, los registros de los
parametros fisicoquimicos se efectuaron diariamente
como se pueden observar en el Tabla 2.

Tabla 1. indices gonadosomatico y hepatosomatico en hembras de
Lithobates catesbeianus.

No. de ejemplar = Peso total (g) IGS IHs
1 956 15.3 2.9
2 854 34.0 2.5
3 853 32.6 2.7
4 657 17.5 2.9
5 413 9.3 3.2
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Figura 1. Aparato reproductor femenino de L. catesbeianus. Figura 2. Aparato reproductor masculino de L. catesbeianus.
A-cuerpo graso; B-ovarios; C-cloaca. A-testiculo izquierdo; B-cuerpo graso; C-cloaca.

Tabla 2. Parametros fisico-quimicos en las tinas de incubacion.

Tinas/Parametros T°C OD (mg/l) % SO pH SDT (mg/l) Cond (uS)
1 21.2 4.8 67.0 7.8 275.0 550.0
21.3 4.3 60.3 8.6 289.0 579.0
21.3 4.6 65.6 8.7 287.0 573.0
21.4 4.6 64.4 8.6 276.0 552.0
21.6 3.7 53.2 8.6 302.0 604.0
2 21.3 4.3 45.2 7.8 285.0 570.0
21.4 4.0 57.4 8.7 284.0 568.0
214 4.5 64.7 8.9 285.0 570.0
21.4 4.4 62.8 8.6 294.0 588.0
21.6 4.6 56.2 8.7 295.0 590.0
3 21.6 4.5 64.4 7.6 204.0 409.0
21.6 4.2 60.7 8.8 285.0 570.0
21.6 4.4 63.8 8.8 287.0 574.0
21.7 4.5 62.0 8.8 293.0 585.0
21.8 4.5 66.4 8.7 296.0 590.0
Intervalo 21.2-21.8 3.7-4.8 45.2-64.7 7.6-8.9 204.0-302.0 409.0-604.0
X+ on-1 21.5+0.17 4.4+0.27 60.9+5.87 8.5+0.41 282.5+22.87 564.8+45.4
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Figura 3. Semen de L. catesbeianus. Las flechas sefialan las
cabezas de los espermatozoides viables.

El desarrollo embrionario comprendié 20 estadios
con una duracion de 90 horas y 38 minutos, los cuales
se describen a continuacion:

Estadio 1. Periodo gamético. El huevo es esférico con

diametro promedio de 2.4 mm, contiene mediana
cantidad de vitelo, por lo que se le ha caracterizado
como oligolecito. El citoplasma en el polo animal es
gris oscuro y mas claro en el polo vegetativo. Estan
rodeados por una membrana secundaria, la cual es
gelatinosa y a la que se conoce como ganga, cuya
funcién es proteger al huevo de la desecacion, asi
como adherirlo a un sustrato.
Los espermatozoides tienen la cabeza alargada,
blanca. La parte media contiene las mitocondrias y
poseen un flagelo muy largo aproximadamente dos
tantos la longitud de la cabeza (Figura 4).

Estadio 2. Huevo recién fertilizado (10°). La ganga se
hidrata, por lo que es notorio el aumento de volumen
de la ganga ya que esta membrana alcanza casi el
doble de su grosor.

Estadio 3. Cambios citoplasmaticos del huevo (20).
Se efectua el movimiento citoplasmatico, por lo que
se observa la polaridad del embriéon. Se distingue
un citoplasma animal de color gris intenso, uno
mesodérmico o creciente gris y otro vegetativo de
color gris tenue. En el polo vegetativo sobresalen
las células germinales primordiales o futuras células
sexuales (Figura 5A).

Estadio 4. Inicio de segmentacion (43’). Se lleva a
cabo la primera division de segmentacion de la que
derivan dos blastémeras de igual tamario (Figura 5B).

Estadio 5. Segunda division de segmentacién (1 Hr.
43’). Se originan cuatro blastémeras.

Estadio 6. Mérula inicial (2 Hrs. 43). Es posible contar
32 blastomeras (Figura 5E).

Estadio 7. Mérula media (6 Hrs. 20°). Prosigue la
division y se generan 64 blastémeras (Figura 5F).

Estadio 8. Blastula inicial (7 Hrs. 50°). El polo animal
posee numerosas micrémeras, en la media luna gris
se distribuyen las mesémeras y en el polo vegetativo
se observan las macromeras.

Estadio 9. Blastula final (9 Hrs.). La blastula final
presenta un blastodermo pluriestratificado con un
blastocele excéntrico.

Estadio 10. Gastrula inicial (18 Hrs.). En la media luna
gris se insinda una hendidura llamada labio dorsal
del blastoporo, sitio de inicio de la gastrulacion
(Figura 5G).

Estadio 11. Gastrula media (19 Hrs. 45°). Se observa
la invaginacion del meso-endodermo, ya que
externamente se distinguen los labios laterales del
blastoporo (Figura 5H).

Estadio 12. Gastrula final (21 Hrs. 40°). El fin de la
gastrulacion se marca con la aparicion del tapon
vitelino y el blastoporo completamente formado
(Figura 5I).

Estadio 13. Disminucion del tapén vitelino (27 Hrs.).
Continda la reduccion del tapon vitelino (Figura 5J).

Estadio 14. Obliteracion total del tapén vitelino (31
Hrs. 50’). El tapdn vitelino desaparece por completo
(Figura 5K).

Estadio 15. Pre-néurula (37 Hrs. 20°). El embrién se
alarga como consecuencia de la formacion del tubo
neural, la superficie dorsal se aplana lo que da lugar
a la placa neural. Los pliegues neurales se elevan
y generan las llamadas crestas neurales, separadas
por el surco neural (Figura 5L).

Estadio 16. Néurula media (43 Hrs. 20’). Los pliegues
neurales se cierran formando un tubo neural hueco.
En la yema cefalica aparece la placa sensorial en
forma de escudo; las laminas branquiales daran
lugar al aparato branquial (Figura 5M).

Estadio 17. Néurula final (46 Hrs. 20’). Culmina la
formacion del tubo neural y el embrion muestra
una forma fuertemente arqueada. Se advierte
la futura cabeza con las vesiculas Opticas y un
cristalino, ademas aparece la yema caudal. En la
placa sensorial se observan unas depresiones que
formaran posteriormente los arcos viscerales.
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Figura4.Morfologiatipicade espermatozoidede L. catesbeianus.
A-cabeza; B-parte media; C-flagelo.

Estadio 18. Organogénesis primaria (48 Hrs. 20’). El
embrion es mas alargado, se advierten los esbozos
branquiales, ademas de iniciarse el movimiento
muscular que se manifiesta con espasmos (Figura
5N).

Estadio 19. Organogénesis secundaria (64 Hrs. 50°).
Se ha constituido el esbozo de la cola (yema caudal).
Se percibe la metamerizacion en la parte dorsal del
embrién, lo que constituye los somitas (Figura 5N).

Estadio 20. Eclosion (90 Hrs. 38’). El embrion se ha
liberado de la ganga, mediante el 6érgano suctor oral
se adhiere a un sustrato hasta alcanzar la vida libre,
en tanto, persiste la alimentacion mediante el vitelo
que aun conserva en el intestino medio.

De un total de 3,565 huevos incubados, se logré
90.4% de eclosion; mientras que la sobrevivencia fue
de 99.9%.

Las larvas recién eclosionadas presentan una
coloracion gris oscuro, de habitos gregarios y nadan
vigorosamente para evitar el arrastre. Al eclosionar
miden en promedio 5.7 mm de longitud total (LT), la
mandibula aun no es funcional por lo que todavia
permanece cerrada la membrana estomodeal o futura
boca, en tanto, es visible el érgano suctor oral en la
parte ventral del estomodeo lo que les permite adherirse
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a un sustrato (generalmente vegetacion acuatica) y
mantenerse en suspension.

La larva conserva vitelo en el intestino medio del
cual se nutre y cuya longitud promedio fue de 2.7 mm.
Es notorio el cristalino en la region cefalica, a lo largo
de la region dorsal se distribuyen los midmeros, la aleta
caudal es transparente y en la parte ventro-posterior se
encuentra la cloaca (Figura 6).

Discusidn
Lareproduccionenlosanurosesinfluenciadaporfactores
bidticos y abidticos, principalmente por la precipitacion
y la temperatura (Kaefer et al. 2007). La época de
reproduccion reportada en México en condiciones de
cautiverio inicia en abril (CIDEM, 2010), por lo que en
este estudio la reproduccion artificial se llevo a cabo en
este mes para asegurar la obtenciéon de los gametos. Los
indices hepatosoméatico y gonadosomatico permitieron
corroborar la accion hormonal a la que fueron sometidas
las hembras, dado que en vertebrados el higado es el
organo que sintetiza vitelogeninas y almacena lipidos
para la sintesis de vitelo durante la vitelogénesis (Love,
1970). Por tanto, éstos mostraron una relacion inversa ya
que los elevados valores del IGS exhibieron el grado de
madurez reproductiva de las hembras, sin embargo, el
tamano de las gbnadas varié de acuerdo al estado de
madurez de los ovocitos.

Los valores del IGS (Tabla 1) fueron relativamente
elevados como consecuencia de la induccion hormonal,
empero, en estudios con rana toro en cautiverio en
estadio de maduracion intermedia y maduracion
avanzada dicho indice también mostré valores altos
(3.25 y 11.63 respectivamente), los que se atribuyen a
una buena alimentacion y a las condiciones ambientales
favorables (Costa et al. 1998).

En lo referente a los machos, éstos presentan un
ciclo espermatico continuo, por lo que el peso de los
testiculos es una medida inadecuada para determinar la
condicion reproductiva (Sasso-Cerri, 2004).

Es de tomar en consideracion que la calidad del
semen es importante para el mejoramiento animal, la
criopreservacion y la fertilizacion artificial (Mansano et
al. 2010), por lo que, la viabilidad aporta informacion
acerca de la eficiencia de los espermatozoides
para la fecundacion. En este trabajo se obtuvo una
viabilidad elevada (99.9%), no obstante, para realizar
un diagnostico completo del potencial reproductivo
es necesario realizar pruebas de motilidad, morfologia
y espermatobioscopia, las cuales estan asociadas a
la densidad y por lo tanto a la fertilidad de cualquier
especie (Segura-Garcia, 1997, Mansano et al. 2010).

En cuanto al diametro del 6vulo de rana toro, éste
presenta diferencias con respecto otras especies de
anuros como puede advertirse en el Tabla 3. Si bien FIRA
(1999) reportd que el diametro del huevo ya fertilizado
de esta especie es de 1.3 mm, no proporciona datos
especificos acerca de las variables fisicoquimicas del
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Figura 5. Desarrollo embrionario de L. catesbeianus. A) Estadio 3. Las flechas sefialan las células germinales primordiales. B) Estadio
4. La flecha sefala el surco de segmentacion. C) y D) Tercera division de segmentacion. E) Estadio 6. F) Estadio 7. G) Estadio 10. La flecha
sefiala el labio dorsal del blastoporo. H) Estadio 11. Las flechas sefalan los labios laterales del blastoporo. 1) Estadio 12. La flecha sefala
el tapodn vitelino. J) Estadio 13. La flecha sefiala la disminucion del tapén vitelino. K) Estadio 14. La flecha sefala la desaparicion del tapén
vitelino. L) Estadio 15. La flecha sefiala el surco neural. M) Estadio 16. La flecha sefiala los pliegues neurales. N) Estadio 18. La flecha sefiala

el esbozo branquial. N) Estadio 19. Las flechas sefialan los somitas. 4X.

agua o de las condiciones de alimentacion en las que
se encuentran los organismos.

Asimismo, se verificd que las variables fisicoquimicas
se mantuvieran estables durante la incubacion, puesto
que existen dos parametros fundamentales para el
desarrollo embrionario. Uno es el oxigeno disuelto,
ya que es decisivo para el buen funcionamiento del

metabolismo, el valor éptimo reportado por Cribb et
al. (2013) es mayor o igual a 4 mg/l, en este estudio el
promedio fue de 4.4 mg/I. Otra variable es la temperatura,
ya que segun Morgan (1987) ésta incide directamente en
la velocidad del desarrollo a la cual se dan los procesos
embrionarios. Asf, Cribb et al. (2013) recomiendan
no exceder los 25 °C, puesto que se pueden generar
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Fig. 6. Larva de L. catesbeianus recién eclosionada. A- érgano suctor
oral; B- cristalino; C- vitelo; D-miomeros; E- cloaca; F- aleta caudal.

dafios histologicos, morfolégicos y aun la interrupcion
del desarrollo (Bachman, 1969). Sin embargo, en
estudios realizados por Moore (1942) con embriones de
la especie en estudio, éstos se desarrollaron entre 15
y 32 °C, aunque el desarrollo normal se lleva a cabo
a 18 °C. En este sentido, en el Tabla 4 se muestra la
duracion del desarrollo embrionario hasta la eclosion,
para diferentes especies.

Los elevados porcentajes de eclosion y sobrevivencia
(90.4% y 99.9% respectivamente) se debieron a las
precauciones de sanidad acuicola y al manejo de la
puesta. Segun el CIDEM (2010) se ha reportado una
sobrevivencia de 90% en condiciones controladas.

En cuanto a las larvas, la de rana toro tiene una
longitud total promedio de 5.7 mm a diferencia de Rana
temporaria Linneus, 1758 que mide 4.3 mm (Balcells,
1957).

Los resultados de esta investigacion forman parte de
la historia de vida de la especie, que como menciona
Gosner (1960): “The chief value of staging tables lies
in their use as a shorthand annotation in describing
ontogenetic changes and comparing such data for
different species...”, lo que puede constituir la base
para futuras investigaciones comparativas acerca de
la morfologia, histologia, problemas teratoldgicos vy
toxicoldgicos con otros anfibios.

Tabla 3. Diametro del ¢vulo de algunas especies del Orden Anura.

Especie

Biologia reproductiva de Lithobates catesbeianus

Mediante el conocimiento de los aspectos
reproductivos de una especie sera posible llevar a
cabo mejoras en la produccién y cultivo de rana toro,
situacion que pudiera coadyuvar en ofertar carne de
buena calidad (CIDEM, 2010). Por otro lado, coadyuvara
a disminuir la presion de explotacion que se ejerce en
especies nativas.
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