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1. RESUMEN

La diversidad de salamandras en Ecuador consiste en dos generos y nueve especies. En
este estudio se describe por primera vez la oogénesis de Bolitoglossa peruviana, una
salamandra que habita en la Amazonia peruana y ecuatoriana. En la investigacion se
colectaron tres muestras de individuos de la provincia de Orellana, los cuales fueron
anestesiados y sometidos a ovariectomias. Para ello, los ovarios se preservaron y fijaron en
el fijativo de Smith mantenido en formaldehido al 1,5% y almacenado a 4 ° C. Se realizaron
cortes histolégicos semifinos en micr6tomo en el Hospital Oncoldgico Solca. Estos cortes
se tifieron con Eosina—Hematoxilina (E-H) con el fin de visualizar los nucleos celulares y el
citoplasma, para luego ser fijados con parafina. Finalmente, los cortes se visualizaron y
microfotografiaron con el programa “Infinity Analyze Software” acoplado a un microscopio
con camara. Basandose en estudios previos de la oogénesis en Salamandra salamandra
infraimmaculata y Salamandrella keyserlingii, se describieron seis estadios de la oogénesis
dividido en tres fases para B. peruviana: previtelogénesis, vitelogénesis y postvitelogénesis.
Este estudio comparte las siguientes similitudes con la literatura encontrada: aparicion de
plaquetas de yema, una membrana folicular que consiste en dos tipos de células conocidas
como teca y granulosa o células foliculares, nucleos y nucléolos. Por todo lo anterior, se tuvo
en cuenta las caracteristicas antes mencionadas debido a que su presencia en los oocitos es

representativa para clasificar los estadios.

Palabras clave: oogénesis; previtelogénesis; vitelogénesis; postvitelogénesis.



2. ABSTRACT

The diversity of salamanders in Ecuador consists of two genera and nine species. This study
describes for the first time the oogenesis of Bolitoglossa peruviana, a salamander that lives
in the Peruvian and Ecuadorian Amazonia. In the investigation, three samples were collected
from the province of Orellana, which were anesthetized and subjected to ovariectomies. For
this, the ovaries were preserved and fixed in Smith’s solution, maintained in 1.5%
formaldehyde solution and stored at 4 ° C. Semi-minimal histological sections were made in
the microtome at the Oncological Hospital Solca. These sections were stained with Eosin-
Hematoxylin (E-H) in order to visualize the cell nuclei and the cytoplasm and then be fixed
with paraffin. Finally, they were visualized and microphotographed with the program
"Infinity Analyze Software" coupled to a microscope with a camera. Based on previous
studies of oogenesis in Salamandra salamandra infraimmaculata and Salamandrella
keyserlingii, six stages of oogenesis were described divided into three phases for B.
peruviana: previtellogenesis, vitellogenesis, and postvitellogenesis. The research shares the
following similarities between the literature and B. peruviana: a follicular membrane
consisting of two types of cells known as teca and granulosa or follicular cells, yolk platelets,
nuclei and nucleoli. For all the above, the aforementioned characteristics were taken into

account because their presence in the oocytes is representative to classify the stages.

Keywords: Oogenesis; previtellogenesis; vitellogenesis; postvitellogenesis.



3. INTRODUCCION

Los anfibios fueron los primeros vertebrados en dispersarse ampliamente en tierra
firme. Actualmente se agrupan en tres grupos: Gymnophiona, Anura y Urodela (Carey y
Bryant, 1995). Dentro de este Gltimo grupo se encuentran las salamandras y ciertas formas
acuaticas que son conocidas como tritones (Wright y Whitaker, 2001). EI grupo urodela
contiene 9 familias con un total de 68 géneros y 716 especies a nivel mundial (American
Museum of Natural History, 2017).

El facil mantenimiento y la gran abundancia de salamandras en Norteamérica ha
permitido la elaboracién de varias investigaciones a miembros de este grupo. El estudio en
cuanto a sus propiedades regenerativas ha encaminado a descubrir las bases celulares y

genéticas de la regeneracion de tejidos (Seifert, Monaghan, Voss y Maden, 2012).

En Ecuador se encuentra presente una sola familia de salamandras, Plethodontidae,
la cual contiene la mayor diversidad y nimero de especies en el mundo. Sin embargo, en el
pais se han registrado apenas dos géneros y nueve especies (Pontificia Universidad Catdlica
del Ecuador, 2017).

Uno de los géneros mas representativos, presentes en Ecuador es Bolitoglossa. Este
género contiene ocho especies y dos de ellas son endémicas de este pais, se ubican en la
parte tropical y los andes. (PUCE, 2017).

Los miembros de la familia Plethodontidae son también conocidos como
salamandras sin pulmones (Wright y Whitaker, 2001). Su estrategia reproductiva se basa en
la oviparidad; es decir, se reproducen por medio de huevos que las hembras depositan en el
medio externo y su desarrollo ocurre fuera del cuerpo de la hembra (Pincheira, 2012). Casi
todos los miembros de esta familia son desarrolladores directos. Una caracteristica
importante que ha permitido la evolucion del desarrollo directo es la fertilizacion interna.
Los machos liberan esperma rodeado de capas de gelatina (espermatdforos) en el agua
(Buckley, 2012). Las hembras se posan sobre los espermatoforos y los recogen mediante su
cloaca, donde se liberan espermatozoides y se almacenan en la espermateca a la salida del

oviducto hasta la fertilizacién (Mansour et al., 2011). Este tipo de fertilizacion sucede en la



mayoria de familias de las salamandras, excepto en Sirenidae, Hynobiidae y
Cryptobranchidae (Buckley, 2012).

En biologia reproductiva, entender el proceso base desde la formacidn de gametos es
fundamental para estudiar los procesos posteriores como la maduracion de gonadas,
fertilizacion in vitro y desarrollo embrionario (Wright y Whitaker, 2001). Sin embargo, las
investigaciones que se han realizado hasta el momento en Sudamérica son escasas. La
propuesta de este estudio es realizar un reporte de la oogénesis y maduracion de génadas en

salamandras de la especie Bolitoglossa peruviana del Ecuador.

La oogeénesis es similar en los tres grupos de anfibios. Es un proceso complejo
regulado por una gran cantidad de factores intra y extra ovaricos. Las oogonias, que se
originan a partir de células primordiales germinales se multiplican por mitosis y forman
oocitos primarios que se detienen en la etapa de profase de la primera division meiotica hasta
que estan completamente desarrollados (Rugh, 1951; Lofts, 1974; Saidapur, 1982; Sharon,
Degani y Warburg, 1997; Sanchez y Smitz, 2012).

Pese a que Lofts (1974) reconoce en anfibios dos fases de la oogénesis: primaria y
secundaria, caracterizadas por la acumulacion de yema y por el crecimiento del oocito, la
mayoria de los estudios sobre la oogénesis de los anfibios reconocen tres fases principales:
previtelogénesis, vitelogénesis, y postvitelogénesis o maduracion (Sharon et al., 1997
Yartsev, Exbrayat y Kuranova, 2015).

El ovario de anfibios contiene 2 tipos de oocitos: oocitos pequefios, independientes
de gonadotropina y oocitos grandes dependientes de gonadotropina. Después de la
metamorfosis 0 en el caso de desarrolladores directos tras su eclosion, los oocitos méas
pequefios, aumentan rapidamente en numero (Duellman y Trueb, 1994). A pesar de las
diferentes estrategias reproductivas, los foliculos previtelogenicos, vitelogénicos vy
postvitelogénicos son similares estructuralmente en cecilidos, anuros y urodelos (Masood-
Parvezz y Nadkarni, 1993).

Varios aspectos de la oogénesis se han descrito para Proteus anguinus anguinus
(Amphibia, Caudata, Proteidae) (Mali y Bulog, 2010), Necturus maculosus (Amphibia,
Caudata, Proteidae) (Kessel y Panje, 1968), Triturus (Amphibia, Caudata, Salamandridae)



(Fischer, 1932), Pleurodeles (Amphibia, Caudata, Salamandridae) (Bonnafant-Jais y
Mentre, 1983), Salamandra salamandra infraimmaculata (Amphibia, Caudata,
Salamandridae) (Sharon et al., 1997), Salamandrella keyserlingii (Amphibia, Caudata,
Hynobiidae) (Yartsev, Exbrayat y Kuranova, 2015). Estos dos ultimos, Sharon et al. (1997)
y Yartsev et al. (2015), distinguieron tres fases de la oogénesis: oocitos previtelogénicos,

vitelogénicos y postvitelogenicos.

En la descripcion de la oogénesis en Salamandra salamandra infraimmaculata por
parte de Sharon et al. (1997), la primera fase, previtelogénesis, contiene tres estadios. En el
estadio | las oogonias se dividen y forman nidos celulares, en el estadio Il las oogonias se
diferencian en oocitos y en el estadio Il1 el citoplasma del oocito incrementa en volumen.
En la segunda fase, vitelogénesis, en el estadio IV se acumulan lipidos en las vacuolas y
aparecen las plaguetas de yema en el borde del citoplasma. En el estadio V, los oocitos
aumentan en volumen rapidamente debido al incremento de plaquetas de yema hasta
alcanzar su tamafio maximo. En la Gltima fase, la postvitelogénesis se reconoce el dltimo
estadio VI, en el cual comienza la maduracion y es caracterizado por el movimiento del

ndcleo hacia el polo animal (Sharon et al., 1997).

Yartsev et al. (2015), describen la oogénesis para Salamandrella keyserlingii
igualmente en seis estadios, divididos en tres fases. En el estadio I, la oogonia es la mas
pequefia de las células oogénicas, localizadas individualmente o en grupos en la pared
ovarica. En el estadio Il se encuentran los oocitos previtelogénicos, sin presencia de yema.
En el estadio 11, aparicion de granulos de yema en la periferia del oocito y en el estadio IV
los oocitos tienen dos tipos de citoplasma: una gran regién periférica rica en granulos de
yema y una region central sin ellos que contiene al nacleo. Los oocitos del estadio V son

ricos en granulos de yemay en el estadio VI se presentan los oocitos ya maduros.

En Xenopus laevis, la especie mas estudiada por ser modelo de desarrollo en anuros,
también se encontraron seis estadios. Sin embargo, durante la previtelogénesis se encontrd
un estadio en el que se forma una hoja delgada sobre la superficie del oocito, cuatro estadios
en la fase vitelogénica en los que se forman pigmentos, el polo animal y vegetal se
comienzan a diferenciar, los granulos de yema se encuentran dispersos a lo largo de oocito
y estos incrementan en numero y tamafio. Finalmente, un estadio en la fase postvitelogénica

en la que el oocito estd completamente crecido (Dumont, 1972). Por ultimo, en cecilidos,



Exbrayat (2006), identificd seis estadios utilizando una categorizacion propia. Describe que
en el estadio | las oogonias estan agregados en nidos germinales; en el estadio Il los oocitos
primarios pueden estar rodeados o no de células foliculares y pueden estar dentro o fuera de
los nidos germinales; en el estadio 111 los oocitos presentan ndcleos con varios nucléolos; el
estadio 1V presenta oocitos y foliculos vitelogénicos con plaquetas de yema grandes; en el
estadio V existen foliculos atrésicos y por ultimo en el estadio VI los oocitos presentan

cuerpos lateos.

En anfibios, los oocitos en desarrollo se encuentran en los foliculos asociados con el
ovario. La oogonia se deriva de gonocitos primordiales y da lugar mitéticamente a sucesivas
generaciones de oocitos (Lofts, 1974). Los oocitos previtelogénicos incrementan en tamafio
casi diez veces y los componentes necesarios para este crecimiento son provistos por el
ovario, a través de las membranas plasmaticas formando la pared folicular (Wallace, Jared
y Nelson, 1970; Duellman y Trueb, 1994; Nieuwkoop, Johnen, y Albers, 1985). El proceso
de vitelogénesis es la acumulacidn de yema en el citoplasma del oocito, proveyéndolo de los

nutrientes necesarios para su desarrollo embrionario (Follet y Redshaw, 1974; Lofts, 1974).

Ademas del conocimiento del desarrollo de los oocitos, el entendimiento basico de
la historia de vida de los anfibios es esencial para proveer los elementos necesarios a un
programa de apareamiento exitoso en cautiverio y de esta forma, comprender el tiempo de
madurez de los ovarios (Wright y Whitaker, 2001). Uno de los factores principales para la
maduracion de los ovarios en las salamandras son las condiciones ambientales (Duellman y
Trueb, 1994). La temperatura, aparentemente es el principal factor que controla la
gametogénesis en muchas salamandras (Duellman y Trueb, 1994). Temperaturas mayores a
20 °C son necesarias para iniciar la espermatogénesis en Plethodon cinereus o la ovulacion
en Cynops pyrrhogaster. Un factor més se suma a la hora de determinar la maduracion de
ovarios en salamandras; la estacionalidad (Duellman y Trueb, 1994). Segun Fraser (1980)
otro factor a tomar en cuenta en las salamandras es la condicidn de corpulencia, la cual puede
afectar el proceso de maduracion de oocitos de dos maneras fundamentales: 1) afectando el
numero de oocitos maduros para un tamafio corporal determinado y 2) afectando la velocidad
de maduracion. Cada uno de los factores antes mencionados tienen una consecuencia
importante para el éxito reproductivo de la salamandra; el primero por su efecto sobre el

tamafo de la puesta y el segundo por el momento de la oviposicién (Fraser, 1980).



Las salamandras presentan tres modos reproductivos. En el modo reproductivo I, los
huevos son abandonados al aire libre en aguas tranquilas, los huevos son relativamente
pequefios y tienen melanina en el polo animal; No hay cuidado parental. En el modo
reproductivo Il los huevos se depositan en un area restringida, debajo de piedras u objetos
en el agua con corriente. Los huevos son mas grandes que en el modo reproductivo |y no
muestran pigmentos de melanina; el cuidado parental aparece en algunas especies.
Finalmente, en el modo reproductivo 111 de desarrolladores directos, los huevos se depositan
todos a la vez, debajo de objetos en la tierra; El cuidado parental aparece en todas las
especies. Los huevos son méas grandes que en cualquiera de los modos anteriores (Salthe,
1969).

Los ciclos reproductivos en vertebrados pueden estar categorizados como asociados,
desasociados o continuos (Bruce, 2003). Los ciclos asociados y desasociados ocurren en las
salamandras de zona templada que tienen reproduccion estacional. En el primer caso, la
espermatogénesis y la oogénesis son sincronicas, de modo que el cortejo y la transferencia
de esperma se siguen inmediatamente, en cualquier orden, mediante oviposicion y
fertilizacion (Bruce, 2003). Este tipo de ciclo se encuentra en las salamandras que tienen
fertilizacion externa y en especies con fertilizacion interna donde los machos y las hembras
se reunen en estanques de cria durante periodos breves cada afio cuando las condiciones
climaticas son favorables; por ejemplo, en muchas especies de la familia Ambystomatidae
(Bruce, 2003). Por el contrario, en ciclos desasociados, la espermatogénesis y la oogénesis
no son necesariamente sincronicas (Bruce, 2003). El cortejo y la transferencia de esperma
ocurren semanas 0 meses antes de la oviposicion; Tras la transferencia, los espermatozoides
se conservan y tal vez se nutren en la espermateca de la hembra hasta la temporada de
oviposicion (Bruce, 2003). Tales ciclos son caracteristicos de Plethodontidae (Bruce, 2003).
Los ciclos continuos, que son equivalentes a no estacionales implican la reproduccion
durante todo el afio y son probablemente poco comunes en las salamandras, a excepcion de
algunas especies de bolitoglossinas neotropicales en ambientes estacionales. Por lo tanto, en
el gran clado de los pletodontidos tropicales los patrones reproductivos masculinos y
femeninos pueden diferir y la variacion interespecifica en el ciclo femenino se correlaciona

en parte con la magnitud de la estacionalidad himedo-seco (Bruce, 2003).



3.1 OBJETIVOS

3.11 OBJETIVO GENERAL

Describir la oogénesis de Bolitoglossa peruviana en el Ecuador.

3.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener gametos de salamandra mediante ovariectomias.
Determinar los diferentes estadios de la oogénesis en Bolitoglossa peruviana.

Elaborar una tabla descriptiva morfoldgica de la oogénesis de B. peruviana.



4. MATERIALES Y METODOS

41 OBTENCION DE ESPECIMENES

Para este estudio se colectaron individuos de la especie Bolitoglossa peruviana. Se
realizaron salidas de campo hacia la estacion cientifica Yasuni, ubicada en la provincia de
Orellana. Los especimenes fueron encontrados en la superficie de las hojas, a unos 30 — 70
cm del suelo. La coleccion fue manual, mediante el uso de fundas plasticas transparentes
previamente oxigenadas. Los individuos fueron trasladados rapidamente a terrarios
previamente disefiados, con mallas plasticas, papel toalla humedecido para la base, hojarasca
recolectada del mismo lugar de coleccion y charcas de agua ozonificada reposada. El
cautiverio y manejo de los individuos se basé en los parametros bioéticos de preservacion
segln las normas de la Asociacion Americana de Medicina y Veterinaria (Wright y
Whitaker, 2001; AVMA, 2013).

El Laboratorio de Investigacion en Citogenética y Biomoléculas de Anfibios
(LICBA) de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador, colabor6 con 2 individuos de
Bolitoglossa peruviana, colectados en la estacion cientifica Yasuni, permitiendo utilizar el

ovario de los especimenes para esta investigacion.

42  TABLA DE LA OOGENESIS

A los individuos vivos donados por el LICBA y que fueron mantenidos en cautiverio
por aproximadamente 10 meses, se los anestesio con MS — 222 al 15% por aproximadamente
cinco minutos (dependiendo del peso del animal) y rapidamente se procedio a realizar la
ovariectomia. Se hizo un corte de alrededor de 5 mm, en el tercer cuarto del cuerpo hacia el
lado distal por el costado izquierdo (Fig. 1). Al encontrar el ovario se procedio a extraer todo
su contenido y se dividié en dos porciones: la primera que fue sumergida en solucién de
Smith y permanecié de tal manera por dos dias a temperatura ambiente para luego ser fijada
en formaldehido al 1,5% y almacenada a 4 °C. La segunda porcién fue inmersa en solucion
MEMFA por un dia y fijada en solucion Dents, la que se almacend a -20 °C.

Las gonadas extraidas, mantenidas en formaldehido al 1,5% fueron enviadas al

laboratorio de histologia del area de patologia del Hospital Oncoldgico Solca, donde se les
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realizaron cortes del tejido de 4 um de grosor mediante el uso de micrétomo, para luego ser
fijados y sellados en parafina. Los cortes fueron se tinturaron con Eosina-Hematoxilina.

4.3  ANALISIS DE OOGENESIS

Se realizaron fotografias tanto con el microscopio como con el estereoscopio a la
mayor cantidad de oocitos encontrados en buen estado en las placas, con el programa
“Infinity Analyze Software” para la camara “Lumera USB Scientific camera”. También se
tomaron las medidas del diametro de las células y el ndcleo con una herramienta
proporcionada por el mismo programa; Se hicieron anotaciones de las observaciones con
respecto al nucleo, nucléolo, posicién y estado de estos, ademas de las caracteristicas del
citoplasma de la célula para la clasificacion de estadios de la oogénesis. Se realizaron
comparaciones morfoldgicas de la oogénesis en Xenopus laevis, Salamandra salamandra

infraimmaculata y Salamandra keyserlingii.
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5. RESULTADOS

51 OOGENESIS

Se obtuvieron 33 oocitos pertenecientes a B. peruviana, de los cuales se analizaron
27 oocitos que fueron fijados en formaldehido al 1,5%. Se determinaron seis estadios de la
oogénesis divididos en tres fases: previtelogénesis, vitelogénesis y postvitelogénesis. Para
clasificar estadios se consideraron cuatro caracteristicas principales: (1) Presencia de dos
tipos de citoplasma, (2) organizacion de las envolturas foliculares, (3) formacion y
distribucion de las plaquetas de yema, (4) formacion y distribucion del nacleo y nucléolos.
El foliculo mas pequefio pertenece al estadio I, con 33,2 um de didmetro (Fig. 2 A) y el de
mayor didmetro es de 1642,4 um perteneciente al estadio VI (Fig. 6 A).

Esta clasificacion se basa principalmente en estudios previos de oogénesis en

Salamandra salamandra infraimmaculata, Salamandrella keyserlingii y Xenopus laevis.

Estadio I. Oogonias. Estas células progenitoras de oocitos, se localizan por separado
0 agrupadas entre células foliculares en la pared del ovario (en porciones epiteliales de las
partes del ovario) llamadas nidos germinales. El nicleo presenta coloracion por H-E (Eosina
- Hematoxilina), es ovalado y ocupa casi todo el tamafio de la célula, ademas presenta

nucléolos (Fig. 2 Ay B).

Estadio Il. Oocitos primarios. Las oogonias se diferencian en oocitos primarios, estos
oocitos se pueden encontrar de la misma forma, por separado o agrupados, dentro o fuera de
los nidos germinales y presentan una envoltura folicular que consiste en capas de células
(teca y ceélulas foliculares que se diferenciaran en el epitelio germinal). Contienen

relativamente poco citoplasma. No hay presencia de membrana vitelina (Fig. 3 A).

Estadio Il1. Oocito previtelogénico temprano. Ausencia de plaquetas de yema en el
citoplasma. Sin embargo, el citoplasma existente es parecido a las plaquetas de yema. Los
oocitos incrementan en volumen debido a la adicién de citoplasma, este ultimo es

homogéneo y visible al ser tinturado con H&E. Los nucléolos se encuentran esparcidos por
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todo el ndcleo, aparicion de granulos proteicos dispersos en el citoplasma, la envoltura

folicular se diferencia en teca y células foliculares (Fig. 3B y C).

Estadio IV. Oocito previtelogénico tardio. Parecido al estadio anterior, sin embargo,
los nucléolos se agrupan en la periferia del nucleo y este aumenta en volumen (Fig. 4 Ay
B).

Estadio IV. Oocito previtelogenico tardio. El oocito incrementa en volumen debido
a la adicion de citoplasma, se forma un anillo alrededor del nicleo. En algunos oocitos se
puede evidenciar la presencia de membrana vitelina (en el caso de aquellos que estén por

entrar a vitelogénesis) (Fig. 4 Cy D).

Estadio V. Oocito vitelogénico temprano. Dos tipos de citoplasma son distinguibles,
citoplasma denso, agrupado en la periferia del oocito, como un anillo, el citoplasma menos
denso se encuentra rodeando al nicleo. Se observa una estratificacion en el citoplasma mas
denso y aparicion de plaquetas de yema en el mismo. El ndcleo comienza a migrar hacia el
polo animal de la célula y es de tamafio menor frente a la célula con respecto a estadios
anteriores, ademas presenta un borde ondulado. ElI volumen de los oocitos sigue
incrementando debido al nimero de plaguetas de yema. La membrana vitelina se hace méas
evidente (Fig. 5 A, By C).

Estadio V. Oocito vitelogénico tardio. Similar al estadio anterior, el nlcleo sigue
disminuyendo en tamafio, el citoplasma de dos tipos aun existe. Los granulos proteicos en el

citoplasma siguen presentes (Fig. 5 E y F).

Estadio VI. Oocito postvitelogénico. El citoplasma se hace homogéneo,
practicamente todo el volumen de la célula es ocupado por la yema. El oocito ha alcanzado

su tamafio maximo. Las células foliculares se aplanan (Fig. 6 Ay B).
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6. DISCUSION

Para la biologia reproductiva de salamandras hay escasos estudios histol6gicos en
hembras, muy pocos detallan por completo los estadios de la oogéenesis y todos se restringen
a salamandras del hemisferio norte, por lo que no existen descripciones de la oogénesis en

salamandras del hemisferio sur representadas totalmente por la familia Plethodontidae.

Para un mejor entendimiento y elucidacion del ovario y ciclo reproductivo de
Bolitoglossa se comenzé con el estudio de su oogénesis. Para el anfibio més estudiado,
Xenopus laevis, modelo de desarrollo en anuros se establece seis estadios de la oogenesis
dividido en tres fases sobre la base de su apariencia externa, color, tamafio, cambios
cualitativos y cuantitativos mas notables en los oocitos (Dumont, 1972). La primera fase de
previtelogénesis (estadios 1-2), la segunda fase de vitelogénesis (estadios 3-5) y la tercera
fase de postvitelogénesis (estadio 6) (Dumont, 1972). EI mismo criterio se ha usado para
clasificar nuestros estadios (Mali y Bulog, 2010). La mayoria de los autores se basan en este
estudio para describir oocitos de diferentes anfibios. Para salamandras, el modelo de
desarrollo es el axolotl (Voss, Epperlein y Tanaka, 2009). Sin embargo, existen también
clasificaciones alternativas de organismos no modelos como el Sharon et al. (1997) y
Yartsev et al. (2015), los cuales establecieron de la misma manera que en el organismo
modelo, seis estadios para la oogénesis en salamandras divido en tres fases. Algunos autores
rechazan los dos primeros estadios, debido a que no son considerados como oocitos sino
como oogonias y oocitos primarios (Sharon et al., 1997). Sin embargo, Yartsev et al. (2015)
consideran estos procesos juntos, en vista de la relacion entre el crecimiento de oocitos y la

foliculogénesis.

En la figura 7, se puede apreciar que los valores de la desviacion estandar no estan
ampliamente dispersos alrededor de la media aritmética (Tabla 2), es decir, no hay una
diferencia considerable en la media del tamafio de los oocitos para cada estadio. Debido a la
poca disponibilidad de individuos respecto a la extraccion de material, no fue posible realizar
un analisis estadistico mas minucioso para los tamafios de los oocitos. Los oocitos extraidos
en buen estado permitieron definir una tabla de la oogénesis para B. peruviana (Tabla 1).
Sin embargo, para completar esta tabla ain es necesario abordar ciertos temas como la

ultraestructura de varios elementos que conforman los foliculos, por ejemplo, en lipidos,
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mitocondrias, membranas externas, microvellosidades etc. (Kessel y Panje, 1968; Mali y
Bulog, 2010).

Una de las caracteristicas morfoldgicas méas importantes que se tuvo en cuenta para
clasificar los estadios fue la posicion del nucleo. Este (14 um), en los nidos germinales ocupa
casi la mitad del tamafio de la célula (33,2 um) (Fig. 2 A'y B). En los oocitos primarios que
entran a previtelogénesis el nucleo es siempre predominante, espacialmente, porque los
oocitos pueden aumentar su tamarfio extensamente. La previtelogénesis se caracteriza por un
crecimiento citoplasmico extenso de los oocitos. El didmetro de los oocitos en Proteus
aumenta aproximadamente 100 pm a 600 um durante la previtelogénesis (Anexo 1.) (Mali
y Bulog, 2010). Ocurre de igual manera en X. laevis, donde el crecimiento citoplasmico
conduce a un aumento de mas de 200 veces en el volumen celular; es decir, un aumento en
el diametro de los oocitos de aproximadamente 50 pum a 300 pum (Sanchez y Villecco 2003;
Mali y Bulog, 2010) y en B. peruviana el diametro de oocitos previtelogénicos aument6 de
20 um a 520 um (Anexo 1). En el estadio Il de la oogénesis (Fig. 3 A) no se puede apreciar
el nacleo en los oocitos primarios, por lo que puede deberse a que el corte que se realiz no
fue el adecuado, impidiendo ver dicha estructura. En los oocitos previtelogénicos el ndcleo
es excentrico (Fig. 1, 2, 3 y 4) mientras que en los oocitos vitelogénicos el nucleo continGia
siendo excéntrico, pero se encuentra migrando hacia el polo animal (Fig. 5 Ay E). En esta
fase de la vitelogénesis los oocitos en vitelogénesis temprana y tardia no varian mucho en
su diametro celular. Sin embargo, el nucleo que se encuentra migrando disminuye en tamafio

en referencia al estadio anterior (Fig. 5 Ay E).

La aparicion de plaquetas de yema también es otra caracteristica importante para
clasificar los estadios, a medida que estas aumentan, también se incrementa el tamafio del
oocito. Los oocitos de mayor tamafio se encuentran en individuos a punto de iniciar con el
ciclo reproductivo (Mali y Bulog, 2010). Esta fase de aparicion y acumulacion de yema se
denomina vitelogénesis y a diferencia de lo que se planteaban Wallace y Dumont (1968)
sobre el término vitelogénesis, que era usado para referirse a las hembras de Xenopus
dedicadas a la produccion de una gran cantidad de proteina de la yema necesaria para la
maduracion de los oocitos, en 1972 Dumont describe esta fase como el desarrollo de los

oocitos donde se forma la mayor parte de la yema.
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La mayoria de las salamandras vivientes tienen un desarrollo directo, lo que implica
que el cortejo, el apareamiento y la oviposicion ocurran en la tierra y las crias eclosionen
como adultos completamente formados, pero en miniatura. Esta estrategia reproductiva que
no presenta estadio larval esta restringido a un unico linaje de los caudatas, que son las
salamandras sin pulmones de la familia Plethodontidae (Wake y Hanken, 1996; Beachy y
Bruce, 2003). Ser desarrolladores directos implica tener ciertas caracteristicas como: grandes
huevos con gran cantidad de yema y mayor duracion del desarrollo embrionario, debido a
que formar un individuo completamente desarrollado conlleva una demanda de energia mas
alta (Duellman y Trueb, 1994; Collazo y Marks, 1994). Al contrario de lo esperado, el
tamafio de los oocitos postvitelogénicos de los organismos alternativos que presentan
desarrollo indirecto y el organismo en estudio, desarrollador directo, tuvieron medidas de
diametro similares, de 1000 um a 1600 um (Anexo 1). Sin embargo, se debe tener en cuenta
que el tamafio corporal de B. peruviana (8 — 8,5 cm) frente a las especies de desarrollo
indirecto (S. s. infraimmaculata 15 — 25 cm y S. keyserlingii 9 — 12,5 cm) (Sharon et al.,
1997; Yartsev et al., 2015) es menor y no obstante el tamafio del oocito postvitelogénico de
B. peruviana es similar al de las otras dos especies, pero no tan grande como para ser
desarrollador directo. Por cuanto, el tamafio de huevo méas grande registrado para
desarrolladores directos en caudata, es el de Bolitoglossa subpalmata con un tamafio
corporal similar al de B. peruviana, pero con un tamafio de huevo de 5000 um (Vial, 1968;
Duellman y Trueb, 1994).

El tamafio del huevo también puede estar definido por el tamafio del cuerpo. Caruso,
Sears, Adams y Lips (2014) mencionan gue el cambio climatico se ha visto implicado en la
reduccion del tamafio del cuerpo de las salamandras de la familia Plethodontidae. Dichos
cambios pueden afectar las poblaciones de anfibios de muchas maneras. La fecundidad y
tamafio del huevo estan positivamente correlacionadas con el tamafio del cuerpo en anfibios
(Wells, 2007; Peterman et al., 2016). Esto se debe a que, en climas mas célidos, lugar donde
habitan estas salamandras, las tasas metabolicas aumentan y la actividad de busqueda de
alimento en la superficie disminuye debido a las mayores tasas de pérdida de agua por
evaporacion (Gifford y Kozak, 2012; Peterman and Semlitsch, 2014) lo que puede reducir
la fecundidad (Milanovich, Trauth, Saugey y Jordan, 2006; Vucetich, Waite y Nunney,
2014) o el tamario corporal total y por ende el del huevo (Gardner et al., 2011; Peterman et
al., 2016), considerado una de las razones del tamafio del huevo no tan grande en B.

peruviana siendo aun desarrollador directo.
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Si el tamafio de la hembra puede influir en el tamafio del huevo, también lo hace su
modo reproductivo. Para un volumen dado de huevo, un cambio del modo I al modo 111
implica una disminucién del tamafio corporal. Por lo tanto, los animales que muestran el
modo Il no necesariamente tienen huevos mas grandes que los que muestran el modo |y
esto solo es cierto dentro de una clase de tamafio corporal dada (Salthe, 1969). Razo6n por la
cual, a diferencia de lo que se pensaba, el hecho de que las tres especies de salamandras
mencionadas poseyeran tamafios similares de huevos o que B. peruviana no tuviera un
tamario de huevo tan grande no es de extrafiar. Probablemente la seleccion natural no podria
producir una disminucion en el tamafio de la nidada como tal (Lack, 1954). EI modo
reproductivo 111 se observa mejor como un corolario necesario para un aumento en el gasto
de energia por huevo por parte de la hembra, ya sea en forma de aumento de la deposicion
de yema o aumento de energia (tiempo) dedicado al cuidado parental (Williams, 1966). En
los pletodontidos, el patrén reproductivo en modo Il dio lugar al modo 11l probablemente
por un aumento en el volumen del huevo y una disminucion concomitante en el tamafio del
nido. Las formas anatdbmicamente mas primitivas (Wake, 1966) muestran el modo II,
mientras que el modo Ill se encuentra entre las formas anatdbmicamente mas avanzadas
(Salthe, 1969).

El patrén de modo reproductivo 11 esta asociado con el desarrollo en sitios terrestres
y se omite la etapa de larva acuatica, lo que trae consigo la siguiente duda: ¢es necesario
producir un huevo méas grande antes de que sea posible lograr un desarrollo directo? El
acortamiento de las caracteristicas larvales que se produce durante el desarrollo directo
(Dent, 1942) puede ocurrir en una amplia gama de tamarfios de huevos y, por lo tanto, no
necesariamente se asocia con huevos grandes. Desmognathus wrighti, por ejemplo, es
conocido como el Unico desmognathide en lograr el desarrollo directo, y sin embargo tiene
el tamafio de huevo mas pequefio encontrado en este grupo, comparado con el tamafio de
huevo de muchos ambystomatides del modo 1. No obstante, dentro de cualquier clase de
tamafio corporal adulto las especies que muestran desarrollo directo también tienen el huevo
mas grande. Por lo tanto, aungue el desarrollo directo no requiere de un huevo absolutamente
grande, siempre estara asociado con el huevo mas grande conocido para un tamario corporal
dado, aunque esto no se cumpla en su totalidad como ya se planted previamente (Salthe,
1969).
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Dentro de cualquier taxdn, las salamandras terrestres tienden a ser mas pequefias que
las acuéticas. Todos los pletoddntidos que muestran el modo reproductivo tipo 11l son
terrestres. La Unica conclusion valida es que durante la transicion del modo 11 al modo 11,
el tamafio corporal no aumentd. Organ (1961) demostrd que en Desmognathus, la evolucién
hacia un modo reproductivo tipo 111 ha sido acompafiada por una disminucion en el tamafio
corporal. Por tanto, se puede concluir que, durante esta transicion, el tamafio del huevo
aumento, o al menos aumentd el tamafio relativo del huevo, es decir, el huevo no disminuyo

de tamafio tan rapido como ocurrié con las dimensiones adultas del cuerpo (Salthe, 1969).

Otro parametro para la clasificacion de oocitos es la envoltura folicular. El ovario de
Bolitoglossa peruviana esta cubierto de una delgada, transparente envoltura de tejido
conectivo y numerosos oocitos estan unidos al lado interno del ovario (Fig. 5 D) (Sharon et
al., 1997). En casi todos los organismos, el oocito en desarrollo es invertido por las células
y los elementos formados son denominados colectivamente como la envoltura folicular. Esta
estructura representa una barrera morfoldgica y fisioldgica entre el oocito y su ambiente. Se
ha sostenido durante mucho tiempo que la estrecha relacion que existe entre la envoltura
nuclear y el tamafio del oocito se debe a que las células establecen una funcién importante
en la nutricion del oocito y en la mediacion del transporte de materiales del huevo en
crecimiento. La presencia de esta envoltura desde los estadios iniciales en los oocitos refleja
una gran importancia en su formacion (Kessel y Panje, 1968). Durante la profase inicial de
la oogénesis, los fibroblastos del tejido conjuntivo se diferencian en una capa de células, el
epitelio del foliculo o la capa de células, la cual rodea la superficie del oocito. El epitelio del
foliculo estd rodeado por la teca, compuesta de fibras de tejido conjuntivo, matriz,
fibroblastos y capilares. La teca, a su vez, esta rodeada por el epitelio o0 serosa de la

superficie, que constituye la capa méas externa del foliculo (Kessel y Panje, 1968).

Tanto la masa como la longitud ovarica estan correlacionados significativamente con
la masa y longitud corporal. La longitud del ovario esta también relacionada con el nimero
de oocitos (Sharon et al., 1997). Se encontraron aproximadamente 12 oocitos por ovario, de
todos los estadios en todas las hembras examinadas. Bolitoglossa es aparentemente no
estacional, es decir, aciclica (con algunas excepciones) (McDiarmid y Worthington, 1970),
por lo que depositan sus huevos en estaciones humedas y secas. Se puede observar que
depositan los huevos durante todo el afio en areas donde las estaciones no son bien marcadas

o0 donde las condiciones locales proveen un clima uniformemente hiumedo (McDiarmid y
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Worthington, 1970). Esto se extiende ampliamente dentro de la familia Plethodontidae
(Bishop,1941; Organ, 1960; Highton, 1962; McDiarmid y Worthington, 1970), por lo cual
en Bolitoglossa peruviana se encontraron oocitos de todos los estadios en las hembras
examinadas. Esto también se observo en S. s. infraimmaculata, los primeros cuatro estadios
fueron vistos en todos los ovarios examinados; es decir, el ciclo ovérico es independiente de
la estacion y la etapa reproductiva. Este mismo patron se obtuvo en los ovarios de S.
keyserlingii. Por lo tanto, la oogénesis no depende de la estacion o gestacion a excepcion de
oocitos postvitelogénicos que mayormente dependen de la estacion. Esto es una adaptacion
para condiciones climaticas extremas e impredecibles cuando las hembras deben estar listas
para ovular practicamente en cualquier momento (Sharon et al., 1997).

En Proteus solo se encontraron oocitos en los primeros estadios (Anexo 1.). En este
estudio los oocitos previtelogénicos también fueron predominantes. Los oocitos estan
rodeados por una delgada envoltura nuclear compuesta por células foliculares (Mali y Bulog,

2010) y esto también se pudo evidenciar en nuestros oocitos (Fig. 5 D).

En salamandras, la corpulencia puede afectar el proceso de postvitelogénesis de dos
maneras fundamentales: 1) afectando el nimero de oocitos maduros por un tamafio corporal
dado y 2) perjudicando la tasa de maduracién. Cada uno tiene una importante consecuencia
en la aptitud de la salamandra, la primera por su efecto en el tamafio de la puesta y la segunda
por el tiempo de oviposicion (Fraser, 1980). Como se menciond anteriormente, los oocitos
que predominaban en todos los ovarios examinados de B. peruviana, eran oocitos
previtelogénicos, por lo que su tamafio corporal podria explicar el porqué del limitado
namero de oocitos maduros presentes en las salamandras hembras. Sin embargo, este patron
se encontro en otras especies de salamandras con tamafios corporales mas grandes que B.

peruviana.

Bonnafant-Jais y Mentre (1983) también muestran que el ovario de Pleurodeles
waltlii contiene oocitos en todos los estadios durante todo el afio. Sin embargo, hay ciertas
excepciones en algunos tritones como T. vittatus. En Triturus torosa, la deposicién de la
yema tiene lugar durante la estivacion y la migracion a los sitios de reproduccion entre 5-6
meses antes de la ovulacion (Miller y Robbins, 1954). Adams (1940) afirmé que el desarrollo
de los oocitos en T. viridescens esta sincronizado; por lo tanto, la masa ovarica es baja

durante el verano y alta desde el otofio hasta la primavera. El ciclo ovarico en otras
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subespecies de Salamandra salamandra depende de la estacién (como en S.s. terrestris) o
de la gestacion (como en S.s fastuosa) con desarrollo sincronizado de oocitos (Joly, Chesnel
y Boujard, 1994). Por otro lado, en S. infraimmaculata, los oocitos de estadios
previtelogénicos y vitelogénico se encuentran durante todo el afio (Pearslon, Jackson y
Degani, 2007).

Como ya se menciono anteriormente el maximo namero de huevos producidos por
salamandras durante la época de apareamiento puede estar limitado por el tamafio del cuerpo.
Sin embargo, publicaciones de regresiones y correlaciones en cuanto al tamafio de puesta
con el tamafio del cuerpo en ciertas ocasiones son débiles y a veces no son significativas
(Fraser, 1980). En una estacion, los individuos de la poblacion pueden no madurar en la
mayor cantidad posible de puestas dentro de la limitacion del tamafio del cuerpo. Aungue se
conoce poco sobre la causa de esta variabilidad y el proceso que controla el tamafio de la
puesta en salamandras, existe una escasa evidencia de que la nutricion puede afectar el
crecimiento de los oocitos en otros anfibios como en Xenopus laevis (Wallace, 1978; Fraser,
1980).
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7. CONCLUSIONES

Realizar comparaciones en organismos no modelos ofrece oportunidades Unicas para
probar la validez y generalidad de muchas observaciones derivadas de estudios en
organismos modelo y para investigar problemas de desarrollo Gnicos e importantes que no

estan representados por ellos (Wake y Hanken, 1996).

Existen seis estadios divididos en tres fases para la oogénesis de Bolitoglossa

peruviana.

B. peruviana contiene oocitos en todos los estadios a lo largo de todo el afio, es decir,

es no estacional.

B. peruviana comparte varias similitudes morfoldgicas de la oogénesis con los
organismos previamente mencionados. Sin embargo, existen ciertas caracteristicas
morfoldgicas que comparten estos organismos, pero que aparecen en diferentes estadios en

cada especie comparada.

Nuestro estudio morfoldgico indica que los oocitos previtelogénicos fueron
predominantes en los ovarios examinados de B. peruviana, debido a que para obtener oocitos
totalmente crecidos se necesita de ciertos factores ambientales que en cautiverio fue

imposible obtener.

El tamafio del oocito completamente crecido de la especie en estudio es de

aproximadamente 1600 pum, bastante grande en relacidn con el tamafio de su cuerpo.

AUn es necesario ahondar la ultraestructura de los oocitos para obtener una tabla

completa de la oogenesis de B. peruviana.

La posicion del nacleo y la aparicién de las plaquetas de yema en los oocitos fueron
las principales caracteristicas que se tomaron en cuenta dentro de este estudio para clasificar
estadios, ya que proporcionaron informacion del diametro de los oocitos y la aparicion de

nuevas estructuras dentro de los mismos.
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El tamafio de huevo de B. peruviana se puede ver influenciado tanto por su modo
reproductivo, el cual implica ser desarrolladores directos, como por el tamafio corporal de la

hembra que se ha visto reducido por el cambio climatico.

La informacion proporcionada en relacion a los resultados obtenidos en el estudio
constituye el primer reporte de descripcién morfoldgica de la oogénesis de B. peruviana.
Siendo asi este estudio, el primer registro acerca de la gametogénesis parcial para una
salamandra del hemisferio sur con modo reproductivo de desarrollo directo. La informacion
acerca de esta especie es muy limitada, sobre todo tratdndose de su morfologia reproductiva.
Los estudios acerca de la oogénesis en los urodelos son muy escasos, por lo tanto, esta
informacidn proporciona un mayor conocimiento sobre su modo reproductivo y estimacién

de épocas reproductivas.
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9. FIGURAS

Figura 1. A. Porcién del ovario sumergido en solucion de Smith, conteniendo todos los

estadios de la oogénesis (estadios I, II, I, IV, V' y VI). B. Extraccion del ovario izquierdo
del tercer cuarto del cuerpo hacia el lado distal (tomando en cuenta la cola), por el costado
izquierdo mediante el procedimiento quirurgico que se llevo a cabo para la ovariectomia.
Estos oocitos fueron utilizados para la fijacion en formaldehido al 1,5% y posterior tincion

conHYyE.
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Figura 2. Oogonias. A. estadios tempranos: Oogonias agrupadas en nidos germinales (10x).
B. Nidos germinales, el nlcleo ocupa casi todo el tamafio de la célula, y presenta nucléolos
(40x) (33,2 pum).

Oog: oogonia, N: nacleo, n: nucléolo.
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Fig 3. Oocitos primarios. A. las oogonias se diferencian en oocitos y se forma la envoltura
del foliculo que consiste en capas de células (teca y células foliculares) (10x y 20x
respectivamente) (87,6 um). B y C. Los oocitos incrementan en volumen, aparicion de
granulos proteicos en el citoplasma, nucleo con varios nucléolos esparcidos dentro de este

(10x y 20x respectivamente) (229,6 pm).

FC: Células foliculares, Y: yema, TC: teca, GP: granulos proteicos.
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Fig 4. Desarrollo de oocitos previtelogénicos. A y B. Los nucléolos comienzan a agruparse
en la periferia del ndcleo y este incrementa en volumen (10x y 20x respectivamente) (347,6
pum). C y D. Los nucléolos contintan agrupados en la periferia del nicleo y se forma un
anillo que rodea al ndcleo (10x y 20x respectivamente) (521,8 um).

MV: membrana vitelina.
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Figura 5. Desarrollo oocitos vitelogénicos. A, B y C. Dos tipos de citoplasma se puede

identificar, aparicion de plaguetas de yema, el volumen de los oocitos incrementa debido al
numero de plaquetas de yema, el nicleo comienza a migrar al polo animal y presenta un
borde ondulado (4x, 10x y 20x respectivamente) (826,2 um). D. Detalle de la membrana,
membrana folicular integrada por sus dos capas (Teca y células foliculares) (40x). E'y F. El
nucleo decrece en volumen, aln existe dos tipos de citoplasma (5x y 20x respectivamente)
(848,8 pum).

PY: plaquetas de yema.
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50 um

Figura 6. Oocitos postvitelogénicos. A. El citoplasma se hace homogéneo, el oocito alcanza
su estadio maximo, las plaquetas de yema llenan el oocito. B. Las células foliculares se

aplanan (2x y 20x respectivamente) (1642, 4 um).

PF: pared folicular.
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10.TABLAS

Tabla 1. Descripcion de los estadios de la oogénesis en B. peruviana

Estadios de
la
00génesis

Fases de la
00génesis

Caracteristicas representativas

Estadio |

Previtelogénesis

Oogonias agrupadas en nidos germinales, el nucleo
es ovalado, ocupa casi todo el tamafio de la célula
y presenta nucléolos.

Estadio 11

Previtelogénesis

Se forman los oocitos, presentan envoltura folicular
que consiste en teca y células foliculares o
granulosa.  Contiene  relativamente  poco
citoplasma.

Estadio 11

Previtelogénesis

Citoplasma homogéneo parecido a plaquetas de
yema, conteniendo parches proteicos dispersos en
el mismo, los oocitos incrementan en volumen, los
nucléolos se encuentran esparcidos por todo el
nucleo. La envoltura folicular se diferencia en teca
y granulosa.

Estadio 1V

Previtelogénesis

Los nucléolos se agrupan en la periferia del nucleo
y este aumenta en volumen. En oocitos mas
avanzados se forma un anillo alrededor del nucleo
y en ciertos casos se puede evidenciar la presencia
de membrana vitelina.

Estadio V

Vitelogénesis

Dos tipos de citoplasma son distinguibles: 1)
citoplasma denso estratificado, agrupado en la
periferia del oocito y 2) y citoplasma menos denso
o ligero que se encuentra rodeando al nucleo. El
nacleo presenta un borde ondulado y comienza a
migrar hacia el polo animal. La membrana vitelina
se hace mas evidente.

Estadio VI

Postvitelogénesis

El citoplasma se hace homogéneo, practicamente
todo el volumen de la célula es ocupado por las
plaquetas de yema. En este estadio el oocito ha
alcanzado su tamafio maximo.




Tabla 2. Promedio del tamafio de los oocitos examinados, media (x ) y desviacion estandar (s).

Estadio | Estadio Il  Estadio Ill Estadio IV  Estadio IV Estadio V EstadioVV  Estadio VI
pm pm pm Temprano Tardiopm  Temprano Tardio um pm
pm pm
A 36 98 221 355 525 827 858 1627
B 35 83 235 345 517 822 843 1623
C 26 82 220 350 522 828 838 1668
D 37 90 237 343 520 825 855 1633
E 32 85 235 345 525 829 850 1661
x 33,2 87,6 229,6 347,6 521,8 826,2 848,8 1642,4

s 4,4384682 6,5802736  8,3546394  4,8785244  3,4205263  2,7748874  8,2885463  20,634922




11.ANEXOS

Anexo 1. Tamafo de oocitos de especies previamente descritas y B. peruviana.
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Especie Estadio | Estadioll Estadio Estadio EstadioVV Estadio Tamarno Cita
pm pm 1 pm IV um Hm VIpum  corporal cm

S.s. 0-20 0-20 310 - 350 450 6000 1300 15-25 (Sharon et
infraimmaculata al., 1997)

P.a.anguinus 100 - 300 600 (Maliy

Bulog, 2010)

S. keyserlingii  0-20,9 >230,77  _49470  _634,52 875,30 1534,33 9-125 (Yartsev et
al., 2015)
B. peruviana 0-33,6 87,6 .229,6 347,6 — 826,2 — 1642,4 8-8,5 Especie en

521,8 848, 8 estudio
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