PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

ESCUELA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Descripcion parcial de la oogénesis de Gastrotheca orophylax (Anura, Hemiphractidae)

Disertacion previa a la obtencion del titulo de Licenciada en Ciencias Bioldgicas

MICHELLE X. HARO RAMOS

Quito, 2016



CERTIFICACION

Certifico que la Disertacion de Licenciatura en Ciencias Biol6gicas de la Srta. Michelle
Haro Ramos ha sido concluida de conformidad con las normas establecidas; por lo tanto,
puede ser presentada para la calificacion correspondiente.

Dr. Oscar D. Pérez
Director de la Disertacion

Quito, de 2016



“No creas que la vida es muy corta, lo que es muy corta es la juventud y si tu no la
aprovechas estudiando o superandote entonces la vejez serd tu cruz”

-Juan Gabriel



AGRADECIMIENTOS

Primero agradezco a Dios, ya que nada hubiera sido posible sin su intervencion.
A la Pontificia Universidad Catdlica, por el financiamiento para realizar este proyecto.

A Oscar Pérez, Director de mi proyecto de disertacion por acogerme en el Laboratorio de
Biologia del Desarrollo. Por su confianza depositada en mi para la realizacion de este
proyecto, por su constante apoyo, correcciones, paciencia e incentivo para aprender del
fascinante mundo de la ciencia del desarrollo.

A Myrian Rivera y colaboradores por abrirme las puertas del laboratorio de Citogenética
y permitirme usar sus instalaciones y guiarme con sus conocimientos técnicos para la
elaboracion de este proyecto.

A Veronica Velastegui quien me presento a Luis Yaselga del laboratorio de Patologia en
el Hospital Oncologico Solca, quien me facilité con la técnica de los cortes histoldgicos,
por su amable e infalible ayuda.

A Fran Angiolani quien aparte de ser parte del laboratorio de Biologia del Desarrollo se
convirtié en mi amiga y estuvo siempre conmigo, por guiarme en el proceso. Muchas
Gracias por esa sincera amistad y alentarme siempre a seguir adelante con el estudio.

A Elysio, Kathya y quienes colectaron el material para poder realizar este estudio.

A mi madre Ximena Ramos, por apoyar emocional y econdmicamente mi carrera. Por su
infinito amor y comprension. Gracias porque ademas de ser mi madre es mi amiga, por
ensefiarme que a través del camino de Dios nada es imposible. Por confiar siempre en mi.
Por siempre escucharme y entenderme. Te Amo madrecita.

A mi padre Gonzalo Haro, por haberme inculcado el amor por la ciencia, por su constante
apoyo tanto econdmico como emocional. Gracias por ensefiarme, guiarme y darme animo
constantemente y por su confianza en mi. Por haber comprendido con carifio y haberme
acompariado esas salidas inoportunas de campo. Te Amo padrecito.

A mi amada familia; hermanos y hermanas, Pedro, Pablo, Gonzalo, Lusa, Karla por su
constante apoyo y consejos los que me ayudaron a llegar hasta este punto. A mi tia Lucia,
por su carifio incondicional, su apoyo y comprension. Por acogerme y apoyarme
emocional y econémicamente. Los amo

A mi mejor amiga Paola Chavez, quien se convirtié en mi familia. Gracias por todos esos
momentos inolvidables de la carrera. Ha sido el mejor apoyo incondicional a lo largo de
este proceso, por no dejarme desmayar y mostrarme el amor verdadero.

A mi mejor amigo Josué Arteaga, quien se convirtio en mi familia. Por su apoyo
incondicional y paciencia a lo largo de toda la carrera. Por sus consejos y por haber
siempre estado dispuesto a prestarme su ayuda y compartir su sabiduria conmigo.

A Carolina, Paola P., Daniela, Katherine, mis amigos y comparieros por todas las
experiencias vividas las que jamas olvidaré. Gracias por su carifio, amor y felicidad
compartida conmigo.



Vi

TABLA DE CONTENIDOS
L. RESUMEN ...ttt s ettt sttt n et anenaas 1
2. ABSTRACT ..ottt sttt ettt 2
3. INTRODUCCION .....oooiviciiereeeee et tsss s sesae st s st s st s 3
N @ [0 L1 = N =] 1O 3
3.2. ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS ......ooooveiieeticeiee e eeeses s ses st 9
3.3, Gastrotheca OrophYIaXx .........ccccoveiiiieie et 10
A, OBIETIVOS......ooiceeeeeeeseetses e ses st rae sttt s sttt 11
5. MATERIALES Y METODOS ......c.ooviiiiieeeiesesiese sttt snesssnes s 12
5.1. COLECCION Y MANTENIMIENTO DE MATERIAL BIOLOGICO.......... 12
5.2. EXTRACCION OVARIOS ........oooiiiiieeiieetereseeeseee et 12
5.3. MANTENCION Y FIJACION DE TEJIDOS GERMINALES
FEMENINOS. ..ottt teses sttt sttt ene st s st 12
5.4. FIJACION, CORTES H JSTOLOGICOS, MICROFOTOGRAFIA DIGITAL,
ANALISIS DE MICROGRAFIAS ..ottt 13
B. RESULTADOS ......coooiieeeeeieeeteeteseteees st senassssesss s sssessess s sssse s nsssens s s s s 15
6.1. ESTADIO H (TEMPRANO): ....coivieereiieeteeieseteesseesssenseses s sessanes s 15
6.2. ESTADIO H (TARDIO): ....iiveieeeeeceereeieeeveeee e enses s 15
8.3, ESTADIO HI oot see ettt 16
8.4, ESTADIO IV .ottt 17
3T =1 7 [ 11V T 17
8.6.  ESTADIO VI ..ottt 18
7. DISCUSION......ooiiececeeee ettt ettt 19
8. CONCLUSIONES ......ooevevieeeteteeeiies e issssesees st ntssens s s aenen s 26

9. REFERENCIAS ... 28



Vi

LISTA DE FIGURAS ... .ottt ettt e nae et e e e 36
Figura 1. Gastrotheca 0rophylax ... 38
Figura 2. Oocitos Estadio I (tEMPran0) ........cccccevveieiieeiieeie e 40
Figura 3. Oocitos Estadio H (1ardio) .........ccceevviiieiieri e 42
Figura 4. O0cCitos EStadio Hl..........ccoeviiieiieieiic e 44
Figura 5. O0CIitoSs EStAdiO IV ......ccooiieiiiie e 46
Figura 6. O0CIt0S EStAdIO V....c.eoiiiiiiieiieie e 48

Figura 7. O0CIt0S ESTA0IO V1 ..o 50



Vil

LISTA DE TABLAS . ...ttt e e e et e e annes 51
Tabla 1. Medidas obtenidas del didmetro en micras (um) de oocitos para cada
L2310 |0 USSR SSUPSRRS 52

Tabla 2. Medidas obtenidas del didmetro de la vesicula germinal en micras (um) de
00CIt0S Para Cada ESTAIO ......ccveieiieie e nre s 53



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1.- Tabla de oogénesis comparando los 6 estadios de Xenopus laevis............. 55
Anexo 2.- Presencia de cuerpos nucleares aislados de la vesicula germinal de Xenopus

Anexo 3.— Microscopia de contraste de fases mediante las técnicas de
Immunostaining e hibridizacion in-situ fluorescente............cccceevvvieiiveri s, 57

Anexo 4.- Mapa de localizacion de la especie Gastrotheca orophylax....................... 58



1. RESUMEN

El proceso en el que se desarrollan los oocitos se denomina oogénesis. Este proceso ha sido
descrito detalladamente en Xenopus laevis con seis estadios. Esta rana posee un modo de
desarrollo bifasico. La oogénesis para las ranas marsupiales ha sido descrita en Gastrotheca
riobambae que, de igual manera, presenta un modo de desarrollo bifasico. Esta especie es
utilizada como modelo para el grupo de los hemifractidos. Dentro del grupo de los hemifractidos
se encuentra Gastrotheca orophylax que difiere de G. riobambae por tener desarrollo directo. No
existen registros de estudios realizados en la oogénesis para G. orophylax ni tampoco para
ningun hemifractido con desarrollo directo. Se realizaron cortes histoldgicos de los oocitos y
luego tincion con eosina-hematoxilina. Para la clasificacion de los estadios se tomo en cuenta las
caracteristicas celulares, nucleares y presencia de estructuras del citoplasma de la célula.
También se consideraron las diferencias de las medidas de tamafio, capas de recubrimiento del
oocito y nucleo. Se encontraron seis estadios de la oogénesis para G. orophylax mostrando
similitudes celulares con G. riobambae y X. laevis. En cuanto al tamafio, el ultimo estadio en G.
orophylax es considerablemente mayor a las otras dos especies. El presente estudio en G.
orophylax proporciona la primera descripcion de la oogénesis para un miembro del género
Gastrotheca con desarrollo directo, aportando asi mayor conocimiento acerca de su estrategia

reproductiva.

Palabras clave: desarrollo directo, Gastrotheca orophylax, hemifréactido, oocito, oogénesis.



2. ABSTRACT

Oogenesis is the process by which oocytes develop. In Xenopus laevis, oogenesis has been
described in detail. X. laevis has a biphasic mode of development and its oocytes present Six
stages of development. This is similar to the oogenesis of marsupial frogs such as, Gastrotheca
riobambae, making it the model for the group of anuran hemiphractids. Gastrotheca orophylax
belongs to the hemiphractid’s group. However, this species has a direct development mode.
There are no studies describing the oogenesis of G. orophylax, nor for any other hemiphractid
with direct development. For this study, histological sectioning was made from oocytes of a
female frog, applying after eosin-hematoxilin dye. Cellular characteristics were taken into
account for oocyte stage classification including, characteristics such as presence of structures in
the cell cytoplasm, nuclear structures, diameter measurements and membrane coating. Six
oogenesis stages were determined for G. orophylax, presenting cellular similarities with G.
riobambae and X. laevis. The oocyte size of the last stage in G. orophylax is remarkably bigger
than the other two species. The present study provides the first description of the oogenesis of a
member of a Gastrotheca especies with direct development and contributes to a better

understanding of G. orophylax’s reproductive strategy.

Key words: Direct development, Gastrotheca orophylax, hemiphractid, oocyte, oogenesis.



3. INTRODUCCION

3.1. OOGENESIS

La produccion de gametos haploides (huevo y espermatozoide) se da por medio de la
meiosis siendo ésta un tipo de division celular. Donde las células producto reducen a la mitad la
cantidad de informacion genética. La meiosis comprende dos ciclos de division para conseguir la
replicacion de ADN, mediante la segregacion cromosomica. En la primera division meidtica los
cromosomas homologos se emparejan intercambiando informacién mediante recombinacion,
mientras que, en la segunda division las crométidas se separan resultando en células haploides

que se convierten en gametos (Gilbert, 2010, 2014; Hillers et al., 2015).

En el primer ciclo o division meiGtica ocurre la preparacion y condensacion
cromosomica. El periodo de Profase | es el comienzo del primer ciclo meiético y es donde se da
el emparejamiento de cromatidas (Alberts, 2002; Hillers et al., 2015). Este a su vez, se divide en:
leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis. EI primer arresto mei6tico ocurre en el
estadio de diploteno de la profase I. En los oocitos de anfibios, éste es un periodo prolongado de
crecimiento celular, donde los cromosomas se encuentran condensados, activos en la
transcripcion y adquieren la configuracion plumosa (Alberts, 2002; Elinson y del Pino, 2012;
Zickler y Kleckner, 2015). Este crecimiento de los oocitos puede persistir durante meses (Farrell,
2015).

El proceso en el que se desarrollan los oocitos se denomina Oogénesis (Gilbert, 2010,
2014; Wolpert y Tickle, 2011). En este proceso se empiezan a sintetizar y ubicar ARNSs
mensajeros maternos (ARNmMm) y proteinas encargadas del desarrollo temprano. De igual manera,
en el citoplasma del oocito, se forman organelas responsables de la acumulacion y produccion de

energia como ribosomas, yema y mitocondrias (Gilbert, 2010, 2014).

En las ranas marsupiales el proceso de incubacion embrionaria no solo depende de
cambios reproductivos en la madre y en el desarrollo embrionario, sino también de

modificaciones excepcionales en el proceso de la oogénesis (del Pino, 1989; Saenz-Ponce,



Mitgutsch y del Pino, 2012; Elinson y del Pino, 2012; Farrell, 2015). El tipo de oogénesis puede
ser sincrona o asincrona. La oogenesis sincrona sucede cuando un grupo de oocitos crece en el
ovario, mientras que el resto de oocitos se mantiene de tamafio pequefio durante una temporada
reproductiva determinada. Gastrotheca riobambae cuenta con oogénesis sincrona. Durante el
periodo de incubacion G. riobambae cuenta con oocitos de los Ultimos estadios (estadio V1),
mientras que los oocitos de estadios IV y V se encuentran ausentes. Al mismo tiempo, los
oocitos de estadios tempranos (I al 111) se mantienen pequefios y retoman su crecimiento después
del nacimiento de renacuajos (del Pino, 1989; del Pino et al., 1986). En X. laevis la oogenesis es
asincrona, donde todos los estadios de los oocitos se sitian simultdneamente en el ovario. Este
tipo de oogenesis asincrona es mas favorable ya que la hembra se encuentra siempre lista para
producir oocitos en el ovario (Davidson y Hough, 1969; del Pino, 1989; Smith, Xu y Varnold,
1991).

En la mayoria de los vertebrados, asi como también en la mayoria de ranas arbdreas cada
oocito contiene una sola vesicula germinal (ndcleo del oocito). En otras especies de anuros (del
Pino, 1989; Farrell, 2015) los oocitos pre-vitelogénicos contienen alrededor de 4 a 3000
vesiculas germinales las cuales desaparecen progresivamente hasta que solo una se mantiene en
el oocito; este fendmeno es llamado oogénesis multinucleada propuesta en Flectonotus
pygmaeus (del Pino y Humphries, 1978). Por otro lado, esté la oogénesis mononucleada, donde
el oocito tiene una sola vesicula germinal a lo largo del proceso de oogénesis. Los oocitos de la
mayoria de especies de ranas arboreas con cuidado parental del huevo pertenecen al tipo de
oogénesis mononucleada como Gastrotheca riobambae. De igual manera, los oocitos de X.
laevis son mononucleados (del Pino, 1989; Elinson y del Pino, 2012; Farrell, 2015). Se
consideran 6 estadios de la oogénesis basandose en la anatomia del oocito en desarrollo
(Dumont, 1972), tanto en X. laevis como en G. riobambae (del Pino et al., 1986; Elinson y del
Pino, 2012; Schmid et al., 2012) (Anexo 1).

El proceso de vitelogénesis se da cuando existe produccion de una gran cantidad de yema
proteica necesaria para la maduracion del oocito, ésta se forma en cierta fase del desarrollo del
oocito. Se denominan oocitos pre-vitelogénicos a aquellos que no han iniciado el proceso de

acumulacién de yema; mientras que los post-vitelogenicos son aquellos que han culminado el



proceso de acumulacion de yema (Dumont, 1972; Farrell, 2015). Las proteinas derivadas de la
vitelogenina son el componente principal de las plaquetas de yema (Sretarugsa et al., 2001,
Buschiazzo y Alonso, 2005; Gilbert, 2010).

Una vez que el oocito continda creciendo, en los primeros estadios las plaquetas de yema
empiezan a aparecer en la periferia del oocito. Las plaquetas de yema se acumulan centralmente
en el oocito y los bordes hacia el oolema quedan desprovistos de yema esta region se denomina
zona cortical basofilica. Esta zona estd conformada por depositos de pigmento debido a la
expansion de yema. En el caso de Rana sp. , Bufo sp. 0 en Xenopus sp., presentan la zona
cortical basofilica ya que en los oocitos de las especies con desarrollo acuético, el polo animal
del oocito es pigmentado (Kemp, 1953; Sretarugsa et al., 2001; Elinson y del Pino, 2012). A
medida que continla el proceso de vitelogénesis, tanto en Xenopus laevis como en Rana pipiens
las plaguetas se expanden a través de todo el oocito. También éstas se llegan a concentrar y
acumular en forma de citoplasma perinuclear hacia el borde vegetal de la vesicula germinal
(Kemp, 1953; Rasar y Hammes, 2006). Dumont (1972) lo describe como citoplasma basofilico.

Este proceso es Ilamado sintesis periférica de yema (Kemp, 1953; Sretarugsa et al., 2001)

Otra diferencia notable en el proceso de oogénesis en G. riobambae es el momento en
que aparece la karyosfera. Esta estructura es resultado de una agregacion de nucléolos, los cuales
rodean a los cromosomas y se ubican en el centro de la vesicula germinal. De esta manera, forma
una estructura compleja que puede contener material del nucléolo y/u otros cuerpos extra
cromosomales (del Pino, 1989; Batalova y Bogoliubov, 2013). La formacion de la karyosfera
refleja una inactivacién y descanso del periodo natural y fisiol6gico del oocito. Este momento es
establecido por la desactivacion de sintesis de ARN en el periodo maximo de crecimiento del

mismo (del Pino et al., 1986; Batalova y Bogoliubov, 2013).

El nicleo se encuentra estructuralmente segmentado y organizado. Este contiene material
genético en donde se implementa la coordinacién espacial y temporal de la expresion genética.
Esta estructurado de manera funcional para que tenga un alto dinamismo con los procesos que

ocurren en él ( Gavrilov y Razin, 2015; Khodyuchenko y Krasikova, 2014). El nucleo tiene una



gran cantidad de cuerpos celulares con diferencias morfologicas y moleculares entre si (Gavrilov
y Razin, 2015; Grob y McStay, 2014). Los compartimentos nucleares mas importantes incluyen
a los nucledlos, puntos nucleares, cuerpos Cajal (CBs por sus siglas en inglés) cuerpos de locus
de histona (HLBs por sus siglas en inglés) y perlas. También se encuentran féabricas de
transcripcion y replicacion. Estudios donde han reportado presencia de los cuerpos nucleares
mencionados anteriormente, se han realizado particularmente en mamiferos, aves, artropodos y
en anfibios. Xenopus laevis es el modelo estudiado para los anfibios (Gall y Wu, 2010; Nizami y
Gall, 2012; Gavrilov y Razin, 2015; Wang et al., 2016). (Anexo 2) (Anexo 3)

Los cuerpos nucleares independientes de la cromatina se encuentran dispuestos por todo
el nucleoplasma. Entre estos, se encuentran los puntos nucleares, que son abundantes en la
vesicula germinal de Xenopus laevis. Estos cuerpos eventualmente pueden ser transportados a la
cromatina (Grob y McStay, 2014; Machyna et al., 2013; Nizami y Gall, 2012; Wang et al.,
2016). Los puntos nucleares son compartimentos especificos que poseen componentes que
participan en el sistema de corte y empalme (splicing). Los puntos nucleares pueden actuar como
centros de reaccion donde se coordinan procesos de transcripcion, splicing y exportacion de
ARNmM (Gavrilov y Razin, 2015; Kurogi et al., 2014).

Al igual que el citoplasma, el nucleo estd organizado por segmentos para facilitar la
coordinacion eficiente de procesos nucleares. Los nucléolos junto con proteinas nucleares, se
encargan de regular el estrés celular (Grob y McStay, 2014; Sleeman y Trinkle-Mulcahy, 2014;
Lam y Trinkle-Mulcahy, 2015). También se encargan de regular el ciclo celular, deteccién y
reparacion del ADN entre otros procesos relacionados con los productos nucleares (Lam y
Trinkle-Mulcahy, 2015).

El nucléolo es el cuerpo nuclear extracromosomal mas importante de la vesicula germinal
0 nucleo, que conjuntamente con el resto de cuerpos nucleares es llamado fabrica de ribosomas
(Grob y McStay, 2014; Verdun, 2011; Nizami y Gall, 2012). El nucléolo esta constituido por
cuerpos de RNA/proteinas el cual no se encuentra delimitado por membranas (Brangwynne et
al., 2011; Khodyuchenko y Krasikova, 2014; Sawyer y Dundr, 2016). Los nucléolos componen



grandes e importantes ensambles intracelulares cuyas propiedades fisicas y rutas de elaboracion
son pobremente entendidas. Los cuerpos formados por RNA/proteinas se encuentran tanto en
citoplasma como en el nucleoplasma celular, y desarrollan papeles importantes en el crecimiento,
desarrollo y homeostasis de la célula. ( Gall y Wu, 2010; Brangwynne et al., 2011; Lam y
Trinkle-Mulcahy, 2015).

Una de las funciones de la vesicula germinal es la de proveer al oocito una gran cantidad
de ribosomas, asi como también el ser un centro de procesamiento de ARN mediante los
nucléolos (Shaw y Brown, 2012). EI tamafio de los nucléolos depende del ritmo al que producen
amplificados de ADNr. Esto también determina la posibilidad de intercambiar componentes en el
nucleoplasma entre si (Brangwynne et al., 2011; Sretarugsa et al., 2001). EIl nucléolo es una
estructura dindmica capaz de adaptarse rapidamente al estado de actividad celular metabolica
(Malatesta et al., 2000; Boulon et al., 2010; Shaw y Brown, 2012), puesto que puede adaptar
tanto su actividad como su arquitectura. Se ha demostrado que la composicion de los nucléolos
es acuosa y dependiente de ATP, por lo que los procesos activos mantienen la fluidez del
contenido nucleolar (Sleeman y Trinkle-Mulcahy, 2014). Su estructura fisica se ve dominada por
cambios que se dan a gran escala en el proteoma nucleolar como respuesta ante distintos
inhibidores metabdlicos. Estos efectos pueden deberse a condiciones ambientales y crecimiento
celular (Andersen et al., 2005; Brangwynne et al., 2011).

El plasma germinal es una region de mucha importancia en el citoplasma del oocito. Es
un ooplasma especializado, que posee ciertos componentes encargados del destino celular de la
linea germinal (King, 2014; Kloc et al., 2002; Nijjar y Woodland, 2013). Pertenece a la region
METRO (Messenger Transport Organizer), junto con la nube mitocondrial. La nube
mitocondrial se encuentra encargada de localizar al plasma germinal junto con sus ARNSs
asociados al polo vegetal del oocito. La mayoria de ARNs encontrados en los oocitos se asocian
a la matriz del plasma germinal o a los granulos germinales (Schisa, 2012; Kloc et al., 2002;
Kloc et al., 2014) llamados anteriormente granulos corticales (Dumont, 1972). Los granulos
germinales son organelas que usualmente contienen agregados de ARN y ribonucleoproteinas

(RNP) (Kloc et al., 2002; Nijjar y Woodland, 2013), unicas del plasma germinal que se



ensamblan durante la oogénesis y sin necesidad de una membrana protectora, al igual que los
nucléolos mencionados anteriormente (Brangwynne et al., 2011; Khodyuchenko y Krasikova,
2014; Sawyer y Dundr, 2016).

La formacion del plasma germinal es de origen maternal y se da durante la oogénesis.
(Sawyer y Dundr, 2016). La ausencia de este plasma germinal en el oocito ocasiona la migracion
anormal de los grénulos germinales, provocando asi el descenso en la cantidad de granulos
germinales o produciendo completa esterilidad, ya que estos se encargan de procesos
relacionados con el metabolismo de RNA incluyendo almacenamiento y degradacion (Weber y
Brangwynne, 2012). Ademas, los componentes del plasma germinal pueden tener funciones de
proteccion de algunas moléculas, como los granulos germinales, para evitar que estas moléculas
sean utilizadas de manera muy anticipada en el desarrollo (Kloc et al., 2002, 2014; Voronina et
al., 2011).

3.2. ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS

Xenopus laevis es considerado un organismo con desarrollo bifasico, donde el embrion se
desarrolla en un renacuajo de vida libre acudatica con capacidad de alimentarse, para
posteriormente desarrollarse en adulto (Callery, 2006; Laudet, 2011).

Gastrotheca riobambae pertenece al grupo de los hemifractidos. Tiene un marsupio
dorsal, lo que la hace Ilamarse rana marsupial (Elinson y del Pino, 2012; Duellman, 2015). En G.
riobambae se da el nacimiento de los renacuajos al eclosionar de los huevos, dentro del
marsupio. La fertilizacion es externa y los huevos son ubicados dentro del marsupio de la hembra
por parte del macho luego de haberlos fertilizado. La incubacion de los huevos dentro del
marsupio dura 4 meses (Elinson y del Pino, 2012; Schmid et al., 2012). En el grupo de los
hemifractidos se ha descrito un pérdida del estadio larval, pero hay un reaparecimiento de esta
condicion en Gastrotheca (Elinson y del Pino, 2012; Duellman, 2015).

Xenopus laevis tiene un modo de desarrollo bifasico y répido con duracion de tan solo

horas. Comparando esto con G. riobambae, se muestra un desarrollo lento, de huevos con gran



tamafo. Los embriones se desarrollan al interior del marsupio de la madre y posteriormente los
renacuajos de gran tamafio son liberados tras 120 dias de incubacion (del Pino, 1989; del Pino et
al., 2007; Saenz-Ponce, Mitgutsch y del Pino, 2012). La diferencia entre el desarrollo de X.
laevis y las ranas marsupiales como G. riobambae es la capacidad que tienen los huevos para
sobrevivir en diferentes ambientes (del Pino et al., 2007; Saenz-Ponce, Mitgutsch y del Pino,
2012).

El desarrollo directo es caracterizado como una de las estrategias reproductivas mas
exitosas entre los anfibios. En este tipo de desarrollo el embridn crece y nace con morfologia del
adulto, sin intervencion de un estadio larval. Asi, los huevos se encuentran modificados con
grandes depdsitos de yema. Para el caso de los hemifractidos, necesitan nutrientes suficientes
para permitir el desarrollo del embrién como para el proceso embrionario de incubacion (Callery,
2006; Saenz-Ponce, Mitgutsch y del Pino, 2012; Farrell, 2015; Duellman, 2015). El desarrollo
directo aparecié independientemente en 10 ocasiones en el orden Anura, y es evolutivamente
mas exitosa que la estrategia reproductiva bifasica (Desnitskii, 2004; del Pino et al., 2007;
Saenz-Ponce, Mitgutsch y del Pino, 2012).

Eleutherodactylus coqui es una especie con desarrollo directo, con fertilizacion interna y
reproduccion terrestre. Muestra fertilizacion interna y cuidado parental por parte del macho
(Townsend et al., 1994). Posterior a la fertilizacion, los huevos son depositados en la tierra
(Elinson y del Pino, 2012; Saenz-Ponce, Mitgutsch y del Pino, 2012). La puesta es protegida por
el macho durante alrededor de 3 semanas, hasta el nacimiento de las ranas miniatura (Elinson y
del Pino, 2012).

3.3.  Gastrotheca orophylax

Es una rana marsupial grande, nocturna, arborea, terrestre y de color verde fosforescente
distintivo. Tiene reproduccion estacional, con desarrollo directo, e incuba los huevos en un
marsupio ubicado en el dorso de la hembra (Duellman y Pyles, 1980; Duellman y Hillis, 1987;
Frolich et al, 2005). Se distribuye entre los 2620-2910 m.s.n.m en los bosques nublados
primarios y secundarios de las laderas Amazonicas de la cordillera oriental de los Andes en la

regién norte del Ecuador (provincias Napo a Sucumbios, Carchi e Imbabura) y al extremo sur de
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Colombia (Nudo de Pasto; departamentos de Narifio y Putumayo) (Coloma et al, 2004;
Duellman y Hillis, 1987) (Anexo 4). También se ha encontrado en areas intervenidas, cultivos
con bosques naturales a los alrededores. Se la ha encontrado por la noche sobre hojas de
Gunnera sp. Los cantos de los machos se han escuchado entre enero y julio. Su apareamiento se
da fuera del agua, mediante amplexo axilar. Las hembras anidan con alrededor de 12-32 huevos
por individuo. Los huevos tienen un tamafio alrededor de 5 - 6.1mm, se desarrollan en 2-3 meses,
y luego nacen juveniles de 15.7 — 17.2mm de tamafio (Duellman y Hillis, 1987; Duellman y
Pyles, 1980; Frolich et al, 2005).

La poblacion de G. orophylax se ha reducido significativamente en las Gltimas décadas y
continlia en declive. Por esto, ahora es una especie poco comun en el Ecuador, pese a que hace
tres décadas se consideraba como comun. Las mayores amenazas para su poblacion son la
actividad agricola, asentamientos humanos y la deforestacion, causando la degradacion de su
habitat. Otros factores son el cambio climético, los agroquimicos de los pesticidas que se utilizan
para las plantaciones de papas y enfermedades que pueden atacar a las poblaciones (Coloma et
al., 2004; Ron et al., 2016; UICN, 2016).

Esta especie esta catalogada como En Peligro ya que se encuentra en un rango de menos
de 5000 km?, y su distribucion esta severamente fragmentada (Coloma et al., 2004; UICN et al.,
2016, Ron et al., 2016). Cabe mencionar la total falta de estudios en oogénesis, embrioldgicos y
de la linea germinal de Gastrotheca orophylax, especialmente tratdndose de anuros hemifréactidos
con desarrollo directo. Es por esto que este estudio es necesario, ya que pretende aportar
conocimiento de una parte de la estrategia reproductiva de G. orophylax. La elaboracion de la
tabla de oogénesis de G. orophylax otorgara la primera contribucion al conocimiento de
informacion de oogénesis para su Biologia reproductiva proporcionando asi nuevos hallazgos

para su conservacion y mantencion ex-situ.
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4. OBJETIVOS

GENERAL
Elaborar la primera tabla de oogénesis para un anuro hemifractido mediante el uso de
técnicas morfologica-descriptivas.
ESPECIFICOS
e Elaborar la tabla descriptiva morfoldgica de la oogénesis de Gastrotheca orophylax, en
relacién al tipo de oogénesis de Gastrotheca riobambae y Xenopus laevis.
e Aportar informacion acerca de la gametogénesis, estrategia y época reproductiva de
Gastrotheca orophylax.
e Proporcionar conocimiento acerca de la mantencion y conservacion ex-situ de un anuro

hemifractido con desarrollo directo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. COLECCION Y MANTENIMIENTO DE MATERIAL
BIOLOGICO

Especimenes de Gastrotheca orophylax fueron obtenidos en la parroquia de Santa
Barbara, ubicada en la provincia del Carchi a una altura de alrededor 2.688 m.s.n.m. Esta
localidad se encuentra en la cordillera oriental. Se encontrd6 hembras en vegetacion arborea,

alejadas de cuerpos de agua y al borde de carretera (Anexo 5).

Se mantuvo a los individuos en cautiverio en terrarios de plastico con mallas plasticas,
papel absorbente y charcas de agua ozonificada reposada a temperaturas entre 15 y 20°C. Se
conservo el ambiente del terrario himedo rociando agua reposada peridédicamente. El cautiverio
y manejo de los individuos se basé segun los parametros bioéticos de manutencion segin normas
de la Asociacion Americana de Medicina y Veterinaria (Wright y Whitaker, 2001; Laruta et al.,
2011, AVMA, 2013).

5.2. EXTRACCION OVARIOS

Se anestesio a las hembras con la solucién MS-2222 para realizar la extraccion quirargica
de los ovarios. Se diluyd la solucion a una concentracion de 0.5% y se ajusto el pH entre 7-7.4.
Se realiz6 una incisién en el cuarto inferior izquierdo de la parte ventral del anfibio (Fig. 1). Una
vez que se seleccion6 una porcion de ovario se conservo en Saline Amphibian Ringer’s Solution
(SARS), para su examinacion previa a la fijacion. Posteriormente a la operacion se mantuvo a los
especimenes en SARS hasta su recuperacion (Wright y Whitaker, 2001; Degitz, 2005; Laruta et
al., 2011, AVMA, 2013).
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5.3. MANTENCION Y FIJACION DE TEJIDOS GERMINALES
FEMENINOS

Se obtuvo dos porciones del ovario en SARS, se mantuvo a cada una de ellas en las
siguientes soluciones: La primera porcion se fijo en solucion SMITH’S y permanecid por
alrededor de 24 horas a temperatura ambiente. Se almacené en Formaldehido al 1,5% a 4°C. La
segunda porcion se fijo en solucion MEMFA por alrededor de 12 horas a temperatura ambiente.
Se sumergio en Etanol y Metanol al 100% durante un periodo de 30 a 60 minutos para luego ser

almacenada a -20°C.

5.4, FIJACION, CORTES HISTOLOGICOS, MICROFOTOGRAFIA
DIGITAL, ANALISIS DE MICROGRAFIAS

Para clasificar en estadios a los oocitos del tejido extraido del ovario del anuro
Gastrotheca orophylax, se realiz6 una descripcion morfolégica. A su vez, para describir los
estadios de oogénesis se clasificO segun caracteristicas morfoldgicas celulares de tablas de
0ogénesis previamente ya elaboradas de Xenopus laevis, Gastrotheca riobambae, Flectonotus
pygmeaus y Eleutherodactylus sp. (Dumont, 1972; Nina y del Pino, 1977; del Pino y Humphries,
1978; Rodriguez et al., 2010). Las placas de los cortes histologicos fijados y sellados del tejido
extraido fueron procesadas en el laboratorio del area de patologia del hospital Oncolédgico Solca
de Quito. El tejido fue embebido en parafina, cortado por un micré6tomo con un grosor de 5um, y

tinturado con eosina-hematoxilina.

Después del proceso de fijacion e histologia se eligieron a las placas histoldgicas con
mejor presentacion y menor deformacion. Se fotografio a los oocitos con la camara “Lumenera
USB Scientific camera- Infinity 1” acoplada a un esteroscopio Zeuss. Se fotografiaron a los
oocitos grandes mediante el programa “Infinity Analyze Software”. Se tomaron alrededor de 10
medidas de cada oocito a partir de fotografias del tejido previo a ser fijado y se realiz6 un
promedio de las mismas. Para los nucléolos se contabilizé el nimero aproximado encontrado en

cada vesicula germinal y se tomé medida del didmetro de los mas grandes.
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Se midio los didmetros de la vesicula germinal y se fotografio a las estructuras nucleares
de los oocitos con el microscopio de Fluorescencia con la camara Olympus DP72-TWAIN
acoplada. Se estim0 los valores aproximados de los didmetros de la vesicula germinal con el
programa Olympus Cell” R: imaging station for life science. Se clasifico segun las caracteristicas
celulares, nucleares y presencia de estructuras del citoplasma de la célula. También, se tomo en

cuenta las diferencias de las medidas de tamafio, capas de recubrimiento del oocito y ndcleo.
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6. RESULTADOS

Se analizo las estructuras celulares en alrededor de 24 oocitos de los cuales 21 fueron
fotografiados, estos fueron obtenidos de una sola rana adulta (Fig. 1A). Para las medidas de
didmetro del oocito se analizaron un total de 15 oocitos, de los 24 extraidos. La porcion de
ovario observada en la figura. 1B fue dividida en varias porciones para realizar los cortes
histologicos y fijar en SMITH'S y MEMFA. En la figura 1B se presenta los estadios (I, I11, IV y
V1) encontrados segun sus medidas del diametro. En base a la informacidn obtenida de los cortes
histologicos de los oocitos, se encontraron seis estadios para la elaboracion de la tabla de
oogénesis de Gastrotheca orophylax. Las medidas en cuanto al didmetro total del oocito y de la

vesicula germinal por estadios se resumen en las Tablas 1y 2.

6.1. ESTADIO Il (TEMPRANO):

Para la clasificacion del oocito en este estadio, solo se tomd en cuenta las caracteristicas
citoplasmicas, nucleares y celulares. EI diametro de la vesicula germinal encontrada en los
cortes tiene un diametro de 193,90 + 135,22 um (Fig. 2A). Se puede observar un contraste en el
citoplasma del oocito cerca de la vesicula germinal (v) mostrando la expansion de plaquetas de
yema indicado por las flechas negras (Fig. 2B). En el nicleo o vesicula germinal (indicada por la
flecha blanca) no se observa la presencia de nucléolos; en su lugar hay estructuras esféricas
pigmentadas a lo largo de la vesicula germinal (flecha negra en la figura 2D) (Fig. 2B y 2D). Los
oocitos muestran tres capas protectoras que constituyen el oolema. Estas capas se encuentran
compuestas por: la teca (T) que contiene colageno, fibrocitos y pequefios vasos sanguineos de
recubrimiento (no se muestra), y la capa de células foliculares (CF). El citoplasma se presenta
homogéneamente granular con pigmentaciones esféricas llamadas granulos corticales (GC) que

son precursores de yema esparcidos por el citoplasma (Fig. 2C).

6.2 ESTADIO 11 (TARDIO):

Las medidas fueron tomadas de dos diferentes oocitos. El tamafio aproximado de su

diametro se encuentra entre las 830 — 930 um. Solo se presenta una vesicula vesicula germinal en
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los cortes con un didmetro de 158,57 + 6,64 um. La consistencia del oolema se observa
mayormente compactada debido al aumento de colageno. La consistencia de la yema es
homogénea hacia la periferia del oocito. Durante este estadio la membrana vitelina no recubre de
manera continua al oocito (Fig. 3A y 3C) sino hasta el estadio Ill. Alrededor del ndcleo se
visualiza la sintesis de yema hacia la periferia del oocito, por lo que se observa una calidad de
yema distinta alrededor del ndcleo (Fig. 3A y 3B). Se observo que la envoltura nuclear de la
vesicula germinal es irregular y que los nucléolos aumentan en cantidad por todo el
nucleoplasma en la vesicula germinal (flecha blanca). Los nucléolos pueden tener una estructura
estrellada (flecha negra) (Fig. 3B) o una estructura esférica. También se observan inclusiones
pigmentadas de diversos tamafios hacia el centro del nucleo (Fig. 3D). A medida que el oocito
sigue creciendo los nucléolos se empiezan a posicionar hacia la periferia de la vesicula germinal
(Fig. 3D). Las capas celulares protectoras del oolema presentan un mayor grosor. La membrana
vitelina (v) a finales de este estadio aparece como una capa inerte, carente de células, de
coloracion brillante. Esta recubre directamente de manera discontinua al contenido
citoplasmatico del oocito. La membrana vitelina se nota de manera continua en el estadio Ill.
Las células foliculares (CF) aumentan de tamafio. Hacia la periferia del citoplasma se observan
los granulos corticales (GC), plaquetas de yema (PY) y vacuolas periféricas (alveolos corticales)
(AC) (Fig. 3E y 3F).

6.3. ESTADIO Il

Se midieron cinco oocitos, el tamafio aproximado de su diametro se encuentra entre 950 —
1690 pm vy el diametro de la vesicula germinal encontrada en los cortes tiene un didmetro de
198,55 £+ 17,75 um (Fig. 4A y 4B). En este estadio ya es evidente el polo vegetal y animal,
debido al posicionamiento de la vesicula germinal (v) que se encuentra hacia el polo animal del
oocito. A medida que continda la vitelogénesis se da la expansion de plaquetas de yema, las
cuales contindan fusionandose en el citoplasma. Esto se puede evidenciar en las diferentes
calidades de yema (flechas blanca y negra) (Fig. 4A). En la vesicula germinal se observo una
gran cantidad de nucléolos con presencia de cromosomas plumosos (c) a través de todo el
nucleoplasma. Se puede observar la acumulacién de los nucléolos formando la karyosfera (k). Al

final del estadio 11, en el nicleo los cromosomas empiezan a condensarse y los nucléolos de la
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periferia desarrollan vacuolas (flecha blanca) (Fig. 4B). La acumulacién de yema hacia el centro
del oocito (flecha blanca) forma una franja con menor concentracion de yema en la periferia
(flecha negra), debido a la formacion de nuevas plaquetas de yema (Fig. 4C). La membrana de
proteccion teca (T) se muestra en dos capas, esta es una caracteristica usual en los anfibios. Las
células foliculares (CF) son més alargadas debido al proceso de sintesis de yema. Finalmente, la

membrana vitelina (V) recubre continuamente al oocito (Fig. 4D).

6.4. ESTADIO IV

Para este estadio se midieron dos oocitos, el tamafio aproximado de su didmetro se
encuentra entre las 2150 — 2380 um y el didmetro de la vesicula germinal encontrada en los
cortes tiene un didmetro de 243,38 + 53,49 um (Fig. 5A y 5D). En el polo vegetal se observa al
plasma germinal (flecha negra) (Fig. 5A). Dentro del plasma germinal se observan
pigmentaciones que son mitocondrias y granulos germinales (Fig. 5B). A medida que continta la
sintesis de yema, ésta se acumula en forma de citoplasma perinuclear en la zona vegetal de la
vesicula germinal (Fig. 5C). Los cromosomas plumosos (c) se empiezan a condensar y agrupar
conjuntamente con los nucléolos (n) (karyosfera) hacia el centro de la vesicula germinal. De
igual manera, se observan estructuras esféricas y de menor tamafio esparcidas por el
nucleoplasma alejadas de la karyosfera (Fig. 5C y 5D). En este estadio los vasos sanguineos que

rodean al oocito aumentan en nimero y son mas evidentes (Fig. 5E).

6.5. ESTADIO V

Para este estadio se midieron a tres oocitos, el tamafio aproximado de su diametro se
encuentra entre las 2810 — 4030 um (Fig. 6A). No se aprecia la vesicula germinal en los cortes
histologicos, por lo tanto no se puede proporcionar informacién del diametro del nucleo. A lo
largo del citoplasma se evidenciaron vacuolas o alveolos corticales de gran tamafio, con un
diametro de 32,75 um (Fig. 6B). Las células foliculares (CF) tienen una estructura alargada
debido a la presencia de una gran cantidad de yema. Se observan granulos de pigmento ubicados
en la periferia del oocito, estos son melanosomas (ME) y granulos corticales (GC); los que se

suelen encontrar cercanos entre si formando franjas. A medida que la etapa de vitelogénesis
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continla, las plaquetas de yema contintan fusionandose y empiezan a cristalizar su contenido
dando lugar a plaguetas bipartitas (flecha negra) (Fig. 6C y 6D). Los alveolos corticales (AC) se
encuentran frecuentemente en la periferia y a su vez, la membrana vitelina (V) alcanza su
méaximo grosor. Al final se observa el plasma germinal del oocito, el cual se encuentra privado

de plaquetas de yema (Fig. 6D).

6.6. ESTADIO VI

Para este estadio se analizaron tres oocitos y su tamario esta entre las 6300 — 6600 um y
el didmetro de la vesicula germinal encontrada en los cortes tiene un didmetro de 292,16 +
238,03 um (Fig. 7A-7E). Las plaquetas de yema de menor tamafio estdn ubicadas en el polo
animal (flecha negra) mientras que, las de mayor tamafio en el polo vegetal (flecha blanca) (Fig.
7A). Como resultado de la expansion méxima de yema se forma una franja de menor
concentracion en la periferia del oocito, debido a la incorporacion de plaquetas de yema (Fig.
7B). El citoplasma perinuclear (flecha negra) (Fig. 7C y 7D) se encuentra en la zona vegetal de
la vesicula germinal. Mientras los estadios de los oocitos avanzaban se observd que los nucléolos
fueron disminuyendo en cantidad. En este estadio los nucléolos son de forma esférica y se
encuentran ubicados concéntricamente en el nucleoplasma. Se encontraron posibles puntos
nucleares, que son estructuras esféricas de menor tamafio que los nucléolos, alejadas de los
mismos Yy esparcidas por todo el nucleoplasma (flecha negra) (Fig. 7E). Los alveolos corticales
(AC) se encuentran con mas frecuencia en hileras alrededor de la periferia del oocito (Fig. 7F y
7G). El plasma germinal estd rodeando de manera discontinua al polo vegetal con un menor
grosor que los anteriores estadios (flechas negras) (Fig. 7G y 7H). La membrana vitelina (V) de
consistencia delgada junto con la teca (T), constituyen dos capas de mayor grosor. Por Gltimo, en
la zona del polo vegetal las plaguetas de yema han aumentado de tamafio considerablemente
(Fig. 7F-7H).
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7. DISCUSION

En general, existe poca informacidn acerca de la oogénesis de anuros siendo este estudio
un aporte que se basé en investigaciones ya existentes de Xenopus laevis, Gastrotheca
riobambae y Eleutherodactylus spp. (Dumont, 1972; Nina y del Pino 1977; del Pino y Sanchez,
1977; del Pino et al., 1986). Este estudio morfoldgico de la oogénesis de Gastrotheca orophylax
analizado a continuacion, tiene la finalidad de proporcionar mayor informacion acerca de su
biologia reproductiva. Este aporte es de sumo interés ya que la especie G. orophylax no solo es
una rana marsupial, sino que también presenta desarrollo directo (Duellman y Trueb, 1994;
Duellman, 2015; Schmid et al., 2012).

Los oocitos estadio 6 encontrados para Gastrotheca orophylax tienen un tamafio entre 4.2
mm- 6.6 mm (Fig. 1B y 7A). A diferencia de Gastrotheca riobambae y Xenopus laevis que son
de 2.8 mm- 3.6 mm y de 1.3 mm respectivamente (Dumont, 1972; del Pino et al., 1986; del Pino,
1989; Desnitskiy, 2012). Los oocitos de G. orophylax tienen un gran tamafio debido a la
acumulacién de reserva de yema para la nutricion embrionaria. Las plaquetas de yema de G.
riobambae miden entre 12 a 14 um, en X. laevis llegan hasta los 8 a 12 um de tamafio (del Pino,
1989; Desnitskiy, 2012; Saenz-Ponce, Mitgutsch y del Pino, 2012). Mientras que en G.
orophylax las plaquetas de yema miden entre 12 a 25 um, debido al gran tamarfio de los oocitos y
sus reservas de yema. Las estructuras vacuoladas observadas en los estadios V (Fig. 6B) y VI
(Fig. 7F y 7G) en el citoplasma de los oocitos de G. orophylax se denominan alveolos corticales.
Estos vacuolas se encuentran compuestas por mucopolisacaridos que también han sido
encontradas en el pez y en la actividad de algunos granulos corticales en el citoplasma de

Xenopus laevis (Sretarugsa et al., 2001).

La vitelogénesis comienza en el estadio Il en G. riobambae, al igual que en G. orophylax
en ambas especies los oocitos adquieren una coloracion blanquesina debido a la formacion de
plaquetas de yema (del Pino et al., 1986; Desnitskii, 2004). En Xenopus laevis este proceso
comienza en el estadio Ill. Tanto en G. riobambae como en X. laevis los oocitos pre-

vitelogenicos corresponden al estadio I. Estos oocitos no exhiben presencia de plaquetas de
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yema, por lo tanto presentan un citoplasma translucido con ausencia de la membrana vitelina. La
vesicula germinal se posiciona centralmente con los nucledlos situados hacia la periferia de la
misma, con ausencia de cromosomas plumosos (Dumont, 1972; del Pino et al., 1986). En el
presente estudio no se encontrd oocitos pre-vitelogénicos estadio I, por lo tanto se desconoce

caracteristicas de los mismos.

En los estadios Il al IV (830 — 2380 um) (Figs. 2-5) de Gastrotheca orophylax se observo
la acumulacién de yema en el centro del oocito, sin la llamada zona cortical basofilica (Kemp,
1953). Los oocitos no poseen pigmentacion en el polo animal por lo tanto, no se tifie la zona
basofilica. Solo se observa una concentracion de plagquetas en la zona cortical. Esto quiere decir
que se esta efectuando un nuevo ciclo de vitelogénesis al interior del citoplasma ( Kemp, 1953;
Czolowska, 1969; Sretarugsa et al., 2001).

Los oocitos vitelogénicos (estadios Il al V) y post-vitelogénicos (estadio VI) en Xenopus
laevis se encuentran en un rango de 300-1300 pum (Dumont, 1972). En Gastrotheca riobambae
los oocitos vitelogénicos (estadios I111-VI) se encuentran en un rango entre 400-2100 pm (del
Pino et al., 1986). Para Gastrotheca orophylax los oocitos vitelogénicos (estadios I1-VI) se
encuentran entre los 830-6600 um (Figs. 2-7). Tomando en cuenta el modo de desarrollo bifasico
de X. laevis y el nacimiento de renacuajos en G. riobambae se justifica al gran tamafio de oocitos
en G. orophylax. La elevada cantidad de yema garantiza un respaldo en cuanto a cantidad de
energia necesaria para llevar a cabo la incubacién y desarrollo del embrién hasta su nacimiento
(Duellman y Pyles, 1980, 2015; Frolich et al., 2005).

Los oocitos de Gastrotheca orophylax son mononucleados, al igual que G. riobambae y
Xenopus laevis. No se puede identificar la zona del polo animal-vegetal en los oocitos de G.
orophylax al igual que en los de G. riobambae debido a la ausencia de pigmento en el polo
animal. La ubicacion del polo animal en G. riobambae puede ser distinguida en oocitos estadio
VI mediante la visualizacion en de un punto translucido el cual contiene a la vesicula germinal
(del Pino et al., 1986), al igual que en los oocitos fijados de G. orophylax. En cuanto a los
fijativos, para los oocitos de Xenopus laevis se utilizaron fijativos Carnoy’s, Ammerman’s, o

Rossman’s, Formalina en buffer neutral al 10% y Bouin’s (Dumont, 1972). Para los oocitos de
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Gastrotheca riobambae se usaron los fijativos de Glutaraldehido al 2.5% en buffer fosfato, para
oocitos pre-vitelogénicos y fijativo Romeins para oocitos vitelogénicos (del Pino et al., 1986).
Los fijativos MEMFA y SMITH’S en los cuales se fijaron indistintamente a los oocitos de
Gastrotheca orophylax no presentan una reduccion en el tamafio del oocito, pero su estructura se
vio alterada tras el proceso de fijacion. Es por esto, que las medidas realizadas para los estadios
se obtuvieron de fotografias del ovario fresco. En este estudio ambos fijativos presentan ser
factibles para la conservacion de estructuras dependiendo de la técnica de rehidratacion previa y
posterior a los cortes histologicos.

En el estadio 1V de Gastrotheca orophylax existe la presencia del plasma germinal (Fig.
5A y 5B). En Xenopus laevis el plasma germinal se empieza a formar en los primeros estadios
(pre-vitelogénico I, estadio 1) junto con la nube mitocondrial o cuerpo de Balbiani, cerca de la
vesicula germinal (Kloc et al., 2002; Nijjar y Woodland, 2013). Posteriormente en los siguientes
estadios (estadios I1-V), el plasma germinal se dirige en direccion vegetal del oocito, ubicando a
los granulos germinales en el apice del polo vegetal, seguido por fragmentos de la nube
mitocondrial desagregada. Finalmente los granulos germinales y las mitocondrias se ubican en la
periferia del polo vegetal del oocito, conformando asi el plasma germinal (King, 2014; Kloc et
al., 2002, 2014; Nijjar y Woodland, 2013; Schisa, 2012). En el estadio IV de Gastrotheca
orophylax se pudo determinar al polo vegetal debido al alto contenido de yema proporcionado
por plagquetas de gran tamarfio y del plasma germinal. De esta manera, la nube mitocondrial es
considerada como uno de los primeros marcadores morfoldgicos de polaridad del oocito e
indicador del futuro animal-vegetal (Kloc et al., 2014; Liu, 2006).

En G. orophylax el diametro de la vesicula germinal se encuentra entre las 158-290 um
(Tabla. 2). En G. riobambae se encuentra entre los 500-600 um y X. laevis 400- 500 um. El
tamafo de la vesicula germinal en G. orophylax es menor que las otras dos especies no obstante,
el volumen de los oocitos no se encuentra relacionado con la expansion de la vesicula germinal
(del Pino et al., 1986). Ademas, se debe tener en cuenta que el nimero de oocitos analizado fue

de una sola hembra.
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La karyosfera aparece desde el estadio Il (Fig. 4B) en Gastrotheca orophylax al igual
que en G. riobambae y se encontrd en la vesicula germinal de los estadios 111, IV y VI (Figs. 4B,
5C-D, 6B-F) (del Pino et al., 1986; Schmid et al., 2012). La karyosfera observada en G.
orophylax (Figs. 5C y D) se dispone como un agrupamiento de nucléolos en el centro del nucleo
como resultado de la concentracién de los cromosomas plumosos en un espacio nuclear
(Batalova y Bogoliubov, 2013; del Pino, 1989). La formacion de la karyosfera es una
caracteristica de una fase de dormancia y suspension de sintesis de RNA en el nicleo, cuando el
oocito alcanza su crecimiento méximo (Schmid et al., 2012). La vesicula germinal en los oocitos
tanto de G. riobambae como en G. orophylax, muestran encontrarse en estado inactivo al
presentar la karyosfera mucho antes de que el oocito alcance su crecimiento maximo (del Pino,
1989; Schmid et al., 2012; Batalova y Bogoliubov, 2013). Este hecho coincide con la incubacién
prolongada en el marsupio que se da en G. riobambae (Schmid et al., 2012), al igual que en G.

orophylax.

Otra caracteristica observada en la vesicula germinal de los oocitos de los estadios (IV y
V1) de G. orophylax es el citoplasma perinuclear o basofilico en la vesicula germinal (Figs. 5C y
7C y D). Dumont (1972) lo describe como el comienzo de la polarizacién de la envoltura nuclear
en el estadio V de Xenopus laevis, donde la envoltura se desplaza a manera de acumulacién de
plaquetas hacia direccion vegetal de la vesicula germinal, Ilamado también citoplasma basofilico
(Kemp, 1953; Dumont, 1972).

Los nucléolos observados en la vesicula germinal de Gastrotheca orophylax, tienen
formacion irregular (estrellada) en el estadio 1l (tardio), donde se da el comienzo de la expansion
de yema. Los nucléolos se encuentran dispuestos por toda la vesicula germinal (Fig. 3F). En el
estadio 1V, se observa el citoplasma perinuclear y a los nucléolos con forma estrellada que se
encuentran agrupados concéntricamente, mientras que los cromosomas plumosos se ubican hacia
el centro del espacio nuclear (Fig. 5C y D). De igual manera, los nucléolos irregulares aparecen
en estadios tempranos de Xenopus laevis (Sleeman y Trinkle-Mulcahy, 2014). Esta forma
irregular de los nucléolos se debe a que son estructuras dinamicas que responden ante
alteraciones en la actividad metabdlica del anuro (Andersen et al., 2005; Brangwynne et al.,
2011).
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La hembra de la especie G. riobambae incrementa el tamafio de los oocitos como
consecuencia de la acumulacién de plaquetas de yema posterior al nacimiento de los renacuajos;
indicando que esta lista para el siguiente ciclo reproductivo. Este proceso es la principal
caracteristica metabdlica en los oocitos de gran tamafio, al igual que en los oocitos de G.
orophylax (Schmid et al., 2012).

La cantidad de nucléolos en G. orophylax disminuye a medida que los oocitos avanzan
en los estadios; al igual que en oocitos de Eleutherodactylus unistrigatus, Flectonotus pygmeaus
y Xenopus laevis (Dumont, 1972; Nina y del Pino, 1977; del Pino y Humphries 1978; Rodriguez
et al., 2010). Por el contrario en G. riobambae, el nimero de nucléolos aumenta mientras que su
didmetro disminuye (del Pino et al., 1986). El nimero de nucléolos que se registré para G.
orophylax en un oocito es alrededor de 40, en la vesicula germinal con un didmetro de 198,55 +
17,75 pum (Fig. 4A y 4B). G. riobambae presenta un maximo de 300 nucléolos para un total de
siete oocitos y un didmetro de la vesicula germinal entre 500-600 um. En el caso de X. laevis
presenta de 1000-1500 nucléolos y el diametro de la vesicula germinal es de 400-500 pm
(Brangwynne et al., 2011; del Pino et al., 1986). Se sugiere que el aumento en la cantidad de
nucléolos de oocitos vitelogénicos se debe a la insuficiencia de sintesis de ARNr, como también

puede que la velocidad de sintesis y ensamblaje sea especie-especifica (Rodriguez et al., 2010).

En los Gltimos estadios de los oocitos en G. orophylax (estadio 1V) (Fig. 5C y 5D) y VI
(Fig.7B - E) y G. riobambae (estadios I1V-VI) los nucléolos se agrupan alrededor de los
cromosomas (del Pino et al., 1986). EI tamafio de los nucléolos esta determinado por eventos de
fusion y el ritmo al cual se incorporan componentes proteinicos y de RNA. Por otra parte, el
tamafo del nucléolo puede determinar la posibilidad de intercambiar entre si componentes en el

nucleoplasma (Brangwynne et al., 2011).

Ademaés de los nucletlos y cromosomas observados en Gastrotheca orophylax (Figs. 3B
y 3F, 4B, 5D, 7E) se han encontrado otros cuerpos extracromosomales en la vesicula germinal de
Xenopus laevis (Gall y Wu, 2010). Estos cuerpos corresponden a las perlas y HLBs los cuales se

encuentran asociados y relacionados con la cromatina, estos cuerpos son similares
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estructuralmente a los nucleolos (Gall y Wu, 2010; Khodyuchenko y Krasikova, 2014; Nizami et
al., 2010). Los nucléolos estan asociados con los cromosomas plumosos como se observé en el
estadio IV (Fig. 5C). Las perlas también se encuentran asociadas con los cromosomas plumosos
en la vesicula germinal de X. laevis, pero se diferencian de los nucléolos en la funcion molecular
que desempefian en el nacleo (Schmid et al.,, 2012; Nizami et al., 2012). Las perlas son
perfectamente esféricas y son predominantes en los oocitos de hembras juveniles de X. laevis
(Nizami et al., 2012). Por esta razén, puede que exista una cantidad escasa o inexistente de perlas
en la hembra adulta de G. orophylax analizada en este estudio (Fig. 1A).

En los estadios II-111-1V y VI de G. orophylax el nucleoplasma de la vesicula germinal
presenta pigmentaciones mas pequefias que los nucléolos (Figs. 2B, 3D, 5D, 7E). Estas
pigmentaciones pueden ser puntos nucleares, éstos junto con los cuerpos de Cajal (CBs) son
cuerpos nucleares independientes de la cromatina que se encuentran dispersos en el
nucleoplasma (Handwerger, 2004; Gall y Wu, 2010; Nizami y Gall, 2012). Ademas, en cuestion
de tamarfio, los puntos nucleares comparados con los CBs son bastante pequefios (Gall y Wu,
2010). Estos cuerpos extracromosomales ademéas de los nucléolos podrian encontrarse en el

nucleoplasma de la vesicula germinal de G.orophylax (Figs. 5D y 7E).

Segun los resultados obtenidos se propone la posible presencia de puntos nucleares en la
vesicula germinal de G. orophylax. Estos se encuentran en el nucleoplasma privado de nucledlos
(Fig. 7E). Los puntos nucleares suelen formarse predominantemente en regiones
nucleoplasmicas alejadas de territorio cromosémico y otras organelas nucleares. También
pueden localizarse en regiones al azar o cerca de genes (Spector y Lamond, 2011; Kurogi et al.,
2014). Tanto los CBs como los puntos nucleares dependen de la actividad transcripcional de la
célula y juegan roles importantes tanto en la transcripcion y procesamiento de ARN en el nlcleo
(Handwerger, 2004; Kurogi et al., 2014; Gavrilov y Razin, 2015; Wang et al., 2016). Estudios
protedmicos han revelado que los cuerpos nucleares poseen naturaleza plurifuncional, la cual
puede contribuir al incremento y coordinacion de la eficiencia de procesos nucleares ademas de
la compartimentalizacion del ndcleo (Verdun, 2011; Schisa, 2012; Grob y McStay, 2014,
Khodyuchenko y Krasikova, 2014).
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Tanto los nucléolos como los cromosomas plumosos en la vesicula germinal de
Gastrotheca orophylax fueron identificados en cuanto a su morfologia. Los cuerpos nucleares
antes mencionados han sido clasificados y diferenciados de acuerdo a su morfologia,
composicion y funcion molecular. De la misma manera, se tomd en cuenta su asociacion con
locus especificos de los cromosomas plumosos en estudios de la vesicula germinal de Xenopus
(Nizami et al., 2012). No se puede asegurar la existencia de estos cuerpos nucleares en la
vesicula germinal de Gastrotheca orophylax. Para esto se deberia aplicar la metodologia
necesaria con técnicas de inmunofluorescencia, inmunotincion y examinacion mediante
inmersion en aceite de la vesicula germinal, las que fueron previamente utilizadas en Xenopus sp.
(Handwerger, 2004; Nizami et al., 2010; Gall y Wu, 2010; Khodyuchenko y Krasikova, 2014).



26

8. CONCLUSIONES

La mayoria de las especies del género Gastrotheca se reproducen probablemente por
temporadas, es decir, una vez al afio (Duellman y Pyles, 1980; Duellman, 2015). La especie
Flectonotus pygmeaus presenta el tipo de oogeénesis sincrona (del Pino y Humphries, 1978;
Schmid et al., 2012) de igual manera que G. riobambae, donde solo una agrupacion de oocitos
alcanza su tamafio maximo en cada temporada de reproduccion. Por lo tanto, G. riobambae,
carece de oocitos de estadios intermedios (IV-V) (del Pino et al., 1986; Schmid et al., 2012).

Gastrotheca orophylax pertenece a la familia Hemiphractidae, dentro de la cual existen
modos de reproduccion de desarrollo directo como larvario. Estudios filogenéticos demuestran
que el modo de reproduccion de desarrollo directo es basal dentro del género Gastrotheca. En la
familia Hemiphractidae existen modos de reproduccion con estadios larvarios de vida libre pero
dependientes de alimento como es el caso de Flectonotus sp. (Haas, 2009; Duellman, 2015) a
diferencia de G. riobambae donde los estadios larvarios son de vida libre pero independientes de
alimento (Blackburn y Duellman, 2013; Duellman, 2015).

Se encontraron seis estadios en la oogénesis de Gastrotheca orophylax exceptuando los
oocitos pre-vitelogenicos, probablemente por errores de fijacion y preparacion del tejido. Los
oocitos llegan a tener un tamafio de 6.6mm, el que es significativamente mayor en comparacion
con las especies Xenopus laevis y Gastrotheca riobambae. Eleutherodactylus junto con
Gastrotheca orophylax son ahora los anuros con modo de reproduccién de desarrollo directo que
presentan estudios de su oogénesis. Se determin6 que la oogénesis entre las especies analizadas
como Xenopus laevis, Gastrotheca riobambae, Flectonotus pygmeaus y Eleutherodactylus es
bastante similar en cuestion de morfologia y composicion celular (Dumont, 1972; Nina y del
Pino 1977; del Pino y Humphries 1978; Rodriguez et al., 2010).

No se puede saber con certeza si la oogenesis de G. orophylax es sincrona o asincrona, ya
que para afirmar se necesita de mas registros de individuos y una mayor cantidad de oocitos. Sin

embargo, se determind los estadios de oogénesis en base a una sola hembra. Tampoco se puede
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asegurar si el modo de oogenesis es influenciado por el modo de reproduccion, ya que se

necesitan estudios tanto taxondmicos como moleculares.

La informacion proporcionada en relacion a los resultados obtenidos en el estudio
constituye el primer reporte de descripcion morfologica y descriptiva de la oogénesis de G.
orophylax. Siendo asi este estudio, el primer registro acerca de la gametogénesis parcial para un
anuro hemifractido con estrategia reproductiva de desarrollo directo. La informacion acerca de
esta especie es muy limitada, sobre todo tratandose de su morfologia reproductiva temprana. Los
estudios acerca de la oogénesis en los anuros son muy escasos, por lo tanto esta informacion
proporciona un mayor conocimiento sobre su modo reproductivo y estimacion de épocas

reproductivas.
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Figura 1. Gastrotheca orophylax (A) Hembra adulta de la que se obtuvo los oocitos analizados
para este estudio. (B) Ovario adquirido en fresco. Oocitos (estadios II, I, 1V y VI)
extraidos bajo estereoscopio de diseccion sumergidos en solucion salina SARS. (C)
Extraccion del ovario izquierdo del cuarto inferior del anfibio mediante el procedimiento
quirdrgico que se llevd a cabo para la ovariotomia. Estos oocitos fueron utilizados para la

fijacion y posterior tincion.
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Figura 2. Oocitos Estadio Il (temprano) Oocitos tinturados con eosina-hematoxilina. (A)
Nucleo o la vesicula germinal (v) situada la posicion central del oocito. (B) Seccién de
citoplasma de yema adyacente al nucleo indicada por las flechas negras. Las flechas
negras muestran la presencia de diferentes tipos de yema. La fotografia es magnificacion
del mismo oocito de la figura A. (C) Periferia del citoplasma recubierto por la Teca (T),
seguida de esta capa, se encuentra la capa las células foliculares (CF) y los granulos
corticales (GC) ubicados en la periferia citoplasma. (D) Seccion diferente del oocito de la
figura A, la flecha blanca indica pequefas estructuras esféricas a lo largo de la vesicula
germinal (v). Vesicula germinal (v), Teca (T), células foliculares (CF), granulos

corticales (GC).
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Figura 3. Oocitos Estadio Il (tardio) (A) La vesicula germinal (v) esta posicionada en el
centro, la yema se encuentra dispersa por el citoplasma excepto en secciones adyacentes a
la vesicula germinal, donde la calidad de yema es diferente del resto del citoplasma. (B)
Corte de la vesicula germinal de una seccion diferente del oocito mostrado en la figura A.
Los nucléolos estan posicionados a lo largo del centro de la vesicula germinal indicados
por la flecha blanca y los que tienen un contorno estrellado estan indicados por la flecha
negra. También existe la presencia de yema al parecer ausente de plaquetas de yema
rodeando al ndcleo. (C) Oocito con vesicula germinal posicionada centralmente en el
oocito (v), la envoltura indicada por la flecha blanca tiene un mayor grosor. El corte
indicado es parcial puesto que se desprendid tras el proceso histolégico. (D) Contorno
irregular de la vesicula germinal, los nucléolos se encuentran en la periferia del nicleo y
también pequefios pigmentos estan esparcidos a lo largo del ndcleo. (E) Periferia del
citoplasma de una seccién distinta de la imagen A y C. El grosor de la membrana vitelina
(V) aumenta como también el de las células foliculares (CF). En la periferia del
citoplasma se ubican granulos corticales (GC), vacuolas periféricas llamadas alveolos
corticales (AC) y plaquetas de yema (PY). (F) Seccion de la periferia del citoplasma de
un oocito que no se muestra en la figura. La Teca (T) aumenta en grosor, junto con las
células foliculares. vesicula germinal (v), membrana vitelina (V), células foliculares (CF),

granulos corticales (GC), alveolos corticales (AC), plaquetas de yema (PY), Teca (T).
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Figura 4. Oocitos Estadio 111 (A) La vesicula germinal estd posicionada hacia el polo animal
del oocito (PA). La distribucion de la yema tiene una calidad mas concentrada hacia el
centro del citoplasma sefialada por la flecha blanca. Mientras que la flecha negra indica la
expansion de yema en el citoplasma hacia la periferia. (B) El corte de la vesicula
germinal corresponde a una seccion distinta del corte del oocito mostrado en la figura A.
Se evidencia a nucléolos de gran tamafio y cromosomas plumosos (c). Se indica también
una conglomeracién de nucléolos formando la karyosfera (k). La flecha blanca muestra a
una vacuola desarrollada por nucléolos periféricos. EI contorno del ndcleo es estrellado
con compartimentos de forma ovalada rodeada de un espacio vacio carente de yema. (C)
Corte de la misma seccién del oocito de la figura A, pero de diferente seccién a la figura
B. Las flechas indican las dos clases diferentes de yema, la flecha blanca indica a la
expansion de yema llamada sintesis periférica de yema y la flecha negra indica la franja
compuesta por la formacién de nuevas plaquetas de yema. (D) Esta seccion es del mismo
corte del oocito de la figura C. La Teca (T) se muestra en dos capas, las células
foliculares (CF) se observan un poco méas distanciadas y alargadas, y la membrana
vitelina (V) es bastante evidente. Se observa a plaquetas de yema formadas debido al
proceso de sintesis de yema. Polo Animal (PA), Polo Vegetal (PV), cromosomas

plumosos (c), karyosfera (k), Teca (T), células foliculares (CF), membrana vitelina (V).



41




42

Figura 5. Oocitos Estadio IV (A) Se puede determinar a los polos animal (PA) y vegetal (PV)
por la consistencia de la yema en extremos opuestos del oocito y el plasma germinal
indicado por la flecha negra localizado en el polo vegetal (PV). (B) Este corte es de una
seccion diferente del oocito mostrado en la figura A. El plasma germinal se indica por la
flecha negra. (C) El corte de la vesicula germinal es de un oocito diferente al de la figura
A. Las diferentes calidades de yema rodean a la vesicula germinal (citoplasma
perinuclear). Los nucléolos se agrupan formando la karyosfera (k), mientras que se
observan estructuras esféricas de menor tamafio llamadas puntos nucleares ubicadas a lo
largo del nucleoplasma. (D) El corte es del mismo oocito de la figura C, pero diferente
seccion. Los cromosomas (c) se concentran hacia el centro de la agrupacion, junto con
nucléolos (n) y otros cuerpos nucleares de menor tamafo. Los nucléolos de mayor
tamafio tienen una apariencia estrellada mas que esférica. (E) Vaso sanguineo. En el
estadio 1V hay un incremento de nimero y tamafio de los vasos sanguineos indicados por
la flecha negra, seguido por un aumento de grosor de las células foliculares. Polo Animal

(PA), Polo Vegetal (PV), karyosfera (k), cromosomas (c), nucledlos (n).
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Figura 6. Oocitos Estadio V (A) Oocito fotografiado con estereoscopia de diseccion, con un
diametro de 4192,39 um. La expansion de yema es homogenea ademas en este corte no
se encontro a la vesicula germinal, es por esto que no se puede ubicar a los polos animal
y vegetal. (B) Vacuola o alveolo cortical, estas se ubican en distintas posiciones en el
citoplasma del oocito. (C) Corte de un oocito diferente de la figura A. Las células
foliculares (CF), los granulos corticales (GC) y los melanosomas (ME) son cuerpos
pigmentados ubicados mayormente en la periferia del oocito. La flecha negra indica la
apariencia bipartita de plaquetas de yema. (D) Corte de un oocito diferente de la figura A
y C. Los grénulos corticales (GC) estan por encima de los melanosomas (ME) y se
observa muy evidente a la membrana vitelina (V). Células foliculares (CF), melanosomas

(ME), grénulos corticales (GC), membrana vitelina (V), alveolos corticales (AC).
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Figura 7. Oocitos Estadio VI (A) La vesicula germinal (v) esta ubicada en el polo animal del
oocito. La flecha negra sefiala a las plaquetas de yema de mayor tamafio. La flecha blanca
indica la zona del polo vegetal; las plaquetas de yema empiezan a aumentar en tamafio.
(B) Este corte pertenece a una diferente seccién del mismo oocito de la figura A. En la
periferia del oocito se ve como la yema se expandio hacia los bordes. (C), (D) y (E) Son
cortes de diferentes secciones del mismo oocito de la figura A. (C) y (D) La flecha negra
sefiala la acumulacion de la yema (citoplasma perinuclear) hacia el polo vegetal de la
vesicula germinal. (E) Los nucléolos se agrupan concéntricamente en el nucleoplasma,
los de mayor tamafio disminuyeron considerablemente en cantidad y se observan de
forma mas esférica que estrellada. La flecha negra indica a los puntos nucleares
esparcidos en el nucleoplasma. (F), (G) y (H) Son cortes de un oocito diferente de las
anteriores figuras. Las células foliculares (CF) son mas alargadas en este estadio, la Teca
(T) forma dos capas y los granulos corticales (GC) estan ubicados hacia la periferia. La
membrana vitelina se exhibe como una capa bastante delgada. (G) y (H) Las flechas
negras sefialan al plasma germinal en el polo vegetal. Por altimo, los alveolos corticales
(AC) se observan con mayor continuidad en este estadio. Polo Animal (PA), Polo
Vegetal (PV), células foliculares (CF), Teca (T), granulos corticales (GC), alveolos

corticales (AC).
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Tabla 1. Medidas obtenidas del diametro en micras (um) de oocitos para cada estadio

Rango
Estadios N General
oocitos (um)
Estadio 11 2 830-930
(tardio)
Estadio 111 5 950-1690
Estadio IV 2 2150-2380
Estadio V 3 2817-4037
Estadio VI 3 6300-6600
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Tabla 2. Medidas obtenidas del diametro de la vesicula germinal en micras (um) de oocitos para

cada estadio

Estadios Promedio Desviacién

de estandar Min Max

Medida (%)

Estadio 1 193.91 135.22 115.205 396.18
(temprano)
Estadio 1 158.57 6.64 151.32 164.37
(tardio)
Estadio 111 198.55 17.76 151.57 220.42
Estadio IV 243.37 53.50 113.09 280.98
Estadio VI 292.16 238.04 47.04 910.18
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Anexo 1.- Tabla de oogénesis comparando los 6 estadios de Xenopus laevis (Dumont, 1972) y
Gastrotheca riobambae (del Pino et al.,, 1986). Contempla de cada estadio: diametro,
consistencia del citoplasma, presencia de plaquetas de yema, cromosomas, cantidad aproximada

de nucléolos, karyosfera y distincion de polos animal y vegetal.

Stage G. riohwnbae

X. lacuis

L]

Diameter, <150 um
Translucent cytoplasm
Absence of yolk platelets
Abscnce of nuclear cap

Diameter, 150-400 pm

Diameter, <300 pm
Translucent cytoplasm
Absence of yolk platelets
Nuclear cap present

Diameter, 300-450 pm

Cyloplasm, white-translu-  Cytoplasm, white-translu-
cent cent

Formation of yolk platelets  Formation of yolk platelets

Lampbrush chromosomes  Lampbrush  chromosomes
visible visible

Nucleoli are few and large Nuclkoli are numerous,

small, and round

3 Diameter, 400-1,100 pm Diamcter, 450-600 pm
Oocyte is  yellow and  Oocyte has dark pigment
opuque
Nucleoli are numerous Nucleoli arc morc numer-
ous
In large oocytes, nucleoli  No karyosphere formation
cluster ncar chromosomes
forming a karyosphere
21
4 Diameter, 1,100-2,100 pm Diameter, 600-1,000 pm
No distinction of animal Dark pigment occurs at ani-
pole mal pole
Further clustering of nucle-  No karyosphere formation
oli in the karyosphere
No GVBD after wreatment  No GVBD after treatment
with progesterone in vitro with progesterone in vitro
5 Diameter, >2,100 pm Diamecter, 1,000-1,200 um
No external distinction be-  Pigment distinguishes uni-
tween animal and vegetal mal from vegetal poles
poles
GVBD occurs after treat-  GVBD occurs after treat-
ment with progesteronc ment with progesterone
in vitro in vitro
6 Diameter, >2,100 pm Diamcter, 1,200-1,300 pm

Location of nucleus beneath
the surface distinguishes
the animal pole

GVBD occurs alter treat-
ment with progesteronc
in vitro

Equatorial band scparates
animal from vegetal re-
gions

GVBD occurs after treat-
ment with progesterone
in vitro

GVBD, germinal vesicle breakdown
' According to Dumont [14]
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Anexo 2.- Presencia de cuerpos nucleares aislados de la vesicula germinal de Xenopus laevis, el
estudio realizado muestra el contenido aislado en solucion salina y suspendido en aceite mineral
para su observacion en microscopia de contraste de fase. Se observan nucléolos (N), cuerpos de
Cajal (CBs) y puntos nucleares (S). Las barras indican 10 um (Gall y Wu, 2010).

Fig. 6. High magnification image of amplified nucleoli, Cajal bodies, and speckles. (A) Differential interference contrast of nuclear organelles centrifuged onto a microscope
slide after isolation in a saline solution. Each GV contains about 1000 nucleoli (N), 50-100 Cajal bodies (CBs) and several thousand interchromatin granule clusters or speckles
(S). The contrast is high because the bodies are viewed in a medium of low refractive index. (B) Phase contrast image of unfixed nuclear organelles in an oil-isolated GV. The
organelles appear of low optical contrast because they are still in the nucleoplasm, which has a relatively high refractive index. As shown by fluorescence recovery after
photobleaching (FRAP) studies, these organelles still exhibit active exchange of macromolecules with the surrounding medium [33,34]. Bars = 10 um. Panel B reproduced
from [29] with permission from Molecular Biology of the Cell.
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Anexo 3.— Microscopia de contraste de fases mediante las técnicas de Immunostaining e
hibridizacion in-situ fluorescente se muestra los cuerpos nucleares como HLBs (mostrados por
las puntas de flecha) y perlas (mostradas por las flechas) asociados a los cromosomas plumosos
en oocitos maduros de Xenopus laevis y X. tropicalis (Nizami y Gall, 2012).

Fig. 2 Pearls are novel coilin-positive bodies attached to spe-
cific loci on lampbrush chromosomes. a-d Single LBCs in GV
spreads from mature oocytes of X. laevis (a, b) and X. ropicalis
(c, d). a, ¢ Phase-contrast images show that pearls are phase-
refractile bodies. b Antibody stain of coilin, which has a shell-
like localization in pearls and a uniform label n HLBs. d
Antibody stain of coilin (green) and an HLB component, sym-
plekin (red). e, f Enlargement of the boxed region in (d),
separated into single-color channels for coilin () and symplekin
(f). Arrows point to pearls and arrowheads to HLBs. Bar, 10 um
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Anexo 4.- Mapa de localizacion de la especie Gastrotheca orophylax en la coordillera oriental
Andina del Ecuador en la provincia del Carchi en la Parroquia de Santa Barbara. En los mapas de
distribucion los puntos rojos indica donde la especie ha sido registrada; mientras que los circulos
azules indican los registros del Museo de Zoologia QCAZ, mientras que los cuadrados naranjas
muestran registros de la literatura (Ron et al., 2016).

Mapa de distribucién potencial de Gastrotheca orophylax
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