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1. RESUMEN

El presente estudio describe y analiza el desarrollo embrionario, desde el clivaje hasta
la eclosion de los renacuajos en dos ranas de la familia Centrolenidae, Hyalinobatrachium
fleischmanni y Espadarana callistomma. Estas ranas se caracterizan por depositar sus huevos
(2,1 mm de didmetro) en masas gelatinosas en hojas sobre corrientes de agua. Las especies
presentan diferencias en la pigmentacion del huevo. Los huevos de H. fleischmanni son blancos
y son depositados en el envés de las hojas donde no estan expuestos a la radiacion UV, mientras
que los huevos de Espadarana callistomma tienen una pigmentacion marrén en el hemisferio
animal y son depositados en el haz de las hojas donde estan expuestos a la radiacion UV. La
diferencia en la pigmentacion de los huevos entre las especies podria ser analizada mediante el
estudio de la expresién de Shroom2 en los oocitos de estas especies. La morfologia de los
embriones fue evaluada en montajes enteros, bisecciones, secciones de vibratomo y con tincion
fluorescente para nlcleos celulares. El desarrollo temprano de estas especies fue dividido en 25
estadios, utilizando los estadios previamente propuestos en las tablas de X. laevis y general para
el desarrollo de anfibios de Gosner (1960). La morfologia del clivaje, gastrulacion y
neurulacion se asemejan al patron de desarrollo de X. laevis. Sin embargo, en estadios
posteriores, los embriones de las ranas centrolénidas difieren de X. laevis en la forma que toman
los embriones como en el estadio de yema de la cola. En estas especies, la elongacion del
arguenteron se inicia en la gastrula temprana y la elongacién del notocordio se inicia en la
gastrula tardia, lo que sugiere que estas especies comparten el mismo patrén de gastrulacion
con las especies de desarrollo rapido X. laevis, E. coloradorum y E. randi. La presencia de la

placa del techo del arquenteron (GRP, por sus siglas en inglés) en la néurula de ambas especies
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sugiere que en estas especies como en los anfibios antes analizados el GRP es una estructura
conservada. Esta es la primera descripcion del desarrollo temprano de las ranas centrolénidas

Hyalinobatrachium fleischmanni y Espadarana callistomma.

Palabras clave: Desarrollo embrionario, Espadarana callistomma, Gastrulacion,

Hyalinobatrachium fleischmanni, Placa del techo del arquenterdn, Xenopus laevis.
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2. ABSTRACT

This study describes and analyzes the embryonic development, from cleavage to tadpole
hatching in two species of glass frogs, Hyalinobatrachium fleischmanni and Espadarana
callistomma (Anura: Centrolenidae). These frogs are characterized by laying their eggs (2.1
mm in diameter) in gelatinous masses on leaves overhanging streams. These species have
differences in egg pigmentation. The eggs of H. fleischmanni are white and are laid on the
underside of leaves where they are not exposed to UV radiation. In contrast, the eggs of E.
callistomma have a pigmented dark brown animal half, and a non-pigmented, yolkier vegetal
half and the eggs of E. callistomma are laid over the leaves where they are exposed to UV
radiation. The pigmentation difference in the eggs of H. fleischmanni y E. callistomma should
be analyzed by the research about the Shroom2 expression in oocytes of these species. Embryo
morphology was evaluated in whole mounts, bisections, vibratome sections and fluorescent
staining for cell nuclei. The early development of these species was divided into 25 stages, by
using the previously proposed table for X. laevis and the generalized table of frog development
of Gosner (1960). The morphology of cleavage, gastrulation and neurulation resembles the X.
laevis development pattern. However, at later stages, embryos of glass frogs differ from X.
laevis in the general shape. In Hyalinobatrachium fleischmanni and Espadarana callistomma
the archenteron elongation begins in early gastrula and notochord elongation begins in late
gastrula in a similar pattern as X. laevis, E. coloradorum and E. randi that have rapid
development. The presence of the gastrocoel roof plate (GRP) in the neurula of both species

suggests that in these species, as in the amphibians before analyzed, the GRP is a conserved
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structure. This is the first description of the early development of the glass frogs

Hyalinobatrachium fleischmanni and Espadarana callistomma.

Key words: Embryonic development, Espadarana callistomma, Gastrulation,

Gastrocoel roof plate, Hyalinobatrachium fleischmanni, Xenopus laevis.
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3. INTRODUCCION

La variedad de estrategias de reproduccion no solo es evidencia de la larga historia
filogenética de los anfibios (Elinson y del Pino, 2012; Duellman y Trueb, 1986) sino que,
permite variaciones adaptativas en otro aspecto vinculado con la reproduccion como es el
desarrollo embrionario. En anuros el desarrollo embrionario ha sido estudiado y descrito sobre
la base de organismo modelo Xenopus laevis (Gilbert, 2003). En X. laevis el clivaje es
radialmente simétrico, inicialmente sincrono y holobléastico sin crecimiento celular. La tercera
divisién holobléstica establece dos regiones: una region embrionaria de blastomeros animales
pequefios (micromeros) que se divide rapidamente y una region de blastomeros vegetales
grandes (macrémeros) que se divide mas lentamente (Beams y Kessel, 1976). El ciclo celular
de los blastdmeros tempranos en X. laevis es regulado por los niveles citoplasmaticos del factor
promotor de la mitosis (revisado en Wolpert et al., 2007). El resultado de las divisiones
mitoticas durante el clivaje y del transporte de iones hacia el interior del embriéon forma una

cavidad llena de fluido ubicada en el polo animal, el blastocele.

El embrién de X. laevis se denomina blastula cuando el blastocele aparece. El fluido
ejerce presion hidrostatica sobre la pared del blastocele para mantener la forma esférica del
embrion. Esta cavidad esta limitada por las células del techo y las células del piso del blastocele,
y se extiende conforme avanza el desarrollo (Warner, 1984). El blastocele tiene dos funciones
principales en las ranas: Permite la migracién celular durante la gastrulacién vy, evita el contacto
de las células vegetales del piso del blastocele destinadas a convertirse en endodermo con las
células del techo del blastocele de destino ectodermal que van a dar origen a la piel y al sistema

nervioso (Gilbert, 2003). Durante el clivaje, numerosas moléculas de adhesién mantienen
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unidos a los blastdmeros. Una de las méas importantes moléculas es la EP-cadherina. EIl mRNA
para esta proteina es suministrado en el citoplasma del oocito. Los huevos de X. laevis contienen
cantidades muy grandes de mRNAs maternos, que son depositados durante la oogénesis

(Gilbert, 2003).

En el organismo modelo X. laevis sélo unos pocos genes son transcritos durante el
clivaje temprano. La mayoria de los genes nucleares no son activados hasta el 12vo clivaje,
periodo conocido como la transicion de la blastula media (MBT, por sus siglas en inglés). En
esta etapa se inicia la transcripcion de los genes cigdticos, los ciclos celulares se vuelven
asincronos y los blastdémeros adquieren la capacidad de volverse moviles (revisado por Zhang

et al., 1998; Newport y Kirschner, 1982).

En el estadio de blastula también se produce la induccion de las capas germinales:
ectodermo, mesodermo y endodermo. El ectodermo prospectivo se localiza en el hemisferio
animal y dard origen a la piel y al sistema nervioso. EI mesodermo prospectivo se ubica en la
zona marginal y formara el notocordio, los rifiones, la sangre, los somitas y el corazon. El
endodermo prospectivo se localiza en el hemisferio vegetal y daré origen al intestino (Yasuo y
Lemaire, 2001). La induccion es un evento intimamente ligado a los procesos morfogenéticos
de la gastrulacién y a la generacion de sefiales esenciales para el desarrollo embrionario (Symes
y Smith, 1987). La induccion de las capas germinales se produce por la traduccion de los
MRNAs maternos que se establecen durante la oogénesis (Dale, 1999). El factor materno que
determina el ectodermo es el E3 ubiquitin-ligasa ectodermin, que se traduce del MRNA materno
localizado en el hemisferio animal. La funcion del ectodermin es limitar el efecto de las sefiales
de la induccion del mesodermo. La induccion del mesodermo involucra cuatro distintas vias de

sefializacion molecular y explica la forma en la cual el mesodermo se especifica y adquiere su
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patron dorso-ventral (Gilbert, 2003). La via de induccion mesodermal primaria, que proviene
de la region vegetal, utiliza a las sefiales vegt, Nodal (Xenopus Nodal-relates proteins o Xnr’s),
Derriere y Activin, entre otros miembros de la familia TGB-p. La segunda via proviene del
centro del Nieuwkoop, en la region vegetal-dorsal de la blastula, y se encarga de inducir al
futuro organizador dorsal (Organizador de Spemann); este grupo de sefiales actia mediante la
via canonica de sefializacion de Wnt (Heasman, 2006). Los siguientes dos tipos de sefiales se
generan en el mesodermo inducido y establecen el patron dorsal-ventral del mesodermo. Las
proteinas provenientes del organizador de Spemann constituyen el tercer tipo de sefiales y
poseen una accion dorsalizante (Wolpert et al., 2007). Noggin, Chordin, Follistatin, Frizbee,
Cerberus, entre otras proteinas del organizador, son capaces de autodiferenciar en mesodermo
dorsal al tejido en el que son producidas y especificar las regiones laterales del organizador, el
mesodermo paraxial. Estas sefiales también son capaces de iniciar los movimientos de
involucidn, convergencia y extension dorsales (Gilbert, 2003). El cuarto tipo de sefales
promueve la ventralizacion de mesodermo. La cuarta via de sefializacion es activada por los
transcritos maternos BMP2 y BMP7, los cuales activan a BMP4 y Xwnt8 (Heasman, 2006). Los
genes cigdticos Brachyury, Eomesodermin y Antipodean, entre otros, son los primeros genes
mesodermales en expresarse y constituyen la respuesta mas temprana a la induccién
mesodermal (Heasman, 2006). El endodermo es maternalmente especificado en la region
vegetal. El factor de trascripcion vegt tiene un rol clave en la especificaciéon del endodermo,

este se traduce del mMRNA materno en el hemisferio vegetal del huevo (Heasman, 2006).

En X. laevis las capas germinales prospectivas se mueven hacia sus posiciones
espaciales definitivas durante la gastrulacion. En la gastrulacion, el embridn atraviesa por

reordenamientos celulares dramaticos y complejos (Shook et al., 2004) que ubican al ectodermo
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en la superficie externa del embrion cubriéndolo por completo, al endodermo cubriendo la
superficie interna y el mesodermo ubicandose entre ellos (Keller, 1996). Los dos principales
objetivos de la gastrulacién son el cerramiento del blastoporo y la formacion del arquenteron.
El cerramiento del blastoporo hace que el endodermo y mesodermo ingresen completamente al
embridn (Ewald et al., 2004). Los principales movimientos que permiten la gastrulacion son la
rotacion vegetal (Winklbauer y Schirfeld, 1999), la involucién, la epibole y la convergencia y
extension dorsales. El proceso de gastrulacion se inicia en el lado dorsal de la blastula, con la
formacion de las células de botella (revisado por Keller y Shook, 2004). Este evento se produce
en el borde vegetal-dorsal de la zona marginal de involucién (IMZ, por sus siglas en inglés),
donde las células incurren en constriccion apical formando un surco que daré origen al labio
dorsal del blastoporo, que corresponde al organizador de Spemann (Wolpert et al., 2007). En
lainvolucién, la IMZ se mueve hacia el interior y por lo tanto se internaliza el endomesodermo
involucionando sobre el labio dorsal del blastoporo y alcanzando la region ventral para el
estadio de gastrula media (Winklbauer y Schirfeld, 1999). La involucion resulta en la
formacion de un surco entre el ectodermo y el endomesodermo denominado el “Cleft de
Brachet” que impide que estas dos capas interactlen una con la otra (Gorny y Steinbeisser,
2012). Este movimiento masivo de la IMZ es iniciado y dirigido por los movimientos de

rotacion vegetal (Winklbauer y Schiirfeld, 1999).

La epibole es la intercalacion de células ectodermales profundas con las células
superficiales del ectodermo de tal manera que el ectodermo recubre a todo el embridn (Marsden
y DeSimone, 2001). Tanto la involucion como la epibole ocurren al inicio de la gastrulacion y

se completan al final de esta (Myers et al., 2002).
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Los movimientos de convergencia y extension dorsales se suman al proceso de
gastrulacion. Estos movimientos simultdneamente hacen que las células se acumulen en la
region circumblastoporal y se alarguen en direccion antero- posterior (Myers et al., 2002). Estos
movimientos también cierran el blastoporo y contribuyen con la involucion de la zona marginal.
La convergencia encoge los labios del blastoporo hasta que los cierra, mientras que la extensién
alarga las estructuras axiales y paraxiales y define el eje antero-posterior del cuerpo. La
convergencia y extension dorsales se dan primero en la region dorsal y mas tarde en las regiones
laterales. En la region ventral ocurre la convergencia y engrosamiento. EI movimiento de
convergencia y extension dorsales hace que el endomesodermo ingrese por la regién dorsal,
para formar el techo del arquenterén alargado, las células en botella dorsales también son
llevadas hacia adentro junto con el endomesodermo y son arrastradas anteriormente (Keller et
al., 1985). Las células de botella son nuevamente esparcidas al final del estadio de géastrula

media, para ocupar gran area del revestimiento del arquenteron (Hardin y Keller, 1988).

El proceso de “reesparcimiento” de las células de botella es progresivo y ocurre en el
mismo orden dorso-ventral en el que se forman estas células en el estadio de gastrula media. La
formacion de células en botella parece ser una manera para empacar una gran superficie en un
espacio reducido y transportarla hacia el interior del embrién (Hardin y Keller, 1988). Durante
el reesparcimiento, las células de botella de Xenopus pueden tener grandes efectos en la
morfogénesis. Estas células pueden contribuir a la rotacién y al inicio de la involucion de la
zona marginal. La constriccion apical de las células en botella es anisotropica. Las células de
botella estan orientadas en direccion animal-vegetal, y esto resulta en el movimiento de la zona

marginal hacia el polo vegetal en vez que el movimiento sea animalmente, por lo tanto ayuda a
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la iniciacion de la involucién. Este comportamiento anisotropico no es intrinseco pero es el

resultado de las propiedades mecénicas de los tejidos circundantes (Hardin y Keller, 1988).

En X. laevis por encima de la zona marginal se encuentra la zona marginal de no
involucidn, que tiene propiedades distintivas, (NIMZ, por sus siglas en inglés), la cual se
mantendré al margen del cierre del blastoporo y no involucionard (Kumano y Smith, 2002). El
sector dorsal de la NIMZ pasa por una activa convergencia y extension independiente de los
otros tejidos. El sector ventral de la NIMZ puede mostrar un comportamiento especial
correspondiente a los movimientos de convergencia y engrosamiento de la zona marginal

ventral (Keller y Danilchik, 1988).

El “engrosamiento convergente” de la zona marginal ventral se refiere al enlace de la
convergencia con el engrosamiento del tejido (Keller y Danilchik, 1988). La convergencia en
la zona marginal ventral ayuda a que la porcion ventral del blastoporo se cierre pero al
involucionar esta zona no se extiende si no que se engrosa para formar un collar de mesodermo
somitico y mesodermo ventral al final de la gastrulacion (Keller et al., 2003; Keller y Danilchik,

1988).

En la gastrulacién, el mesodermo prospectivo involuciona por el labio del blastoporo
hasta ubicarse bajo el ectodermo. Después de la involucion, el techo del gastrocele queda
cubierto por el mesodermo prospectivo, hasta el inicio de la neurulaciéon (Pourquié, 2001;
Shook et al., 2004) a medida que la neurulacion avanza, las crestas endodermales laterales
recubren progresivamnete el mesodermo prospectivo. De esta manera, el endodermo cubre el
techo de la cavidad de la néurula o arquenterdn (Shook et al., 2004). En la néurula temprana de
X. laevis y E. machalilla el endodermo cubre el techo del arquenterdn en la region rostral del

embrion (Saenz-Ponce et al., 2012; Shook et al., 2004), pero en la region caudal el
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recubrimiento mesodermal determina la formacion de la placa del techo del gastrocele (GRP,
por sus siglas en ingles). EI GRP es un epitelio del mesodermo prospectivo del notocordio y los
somitas, que esta flanqueando a los dos lados por las crestas endodermales laterales. En X.
laevis, el GRP es internalizado al final de la neurulacién y el techo del gastrocele es recubierto

por el endodermo (Shook et al., 2004).

En X. laevis una vez finalizado el proceso de gastrulacion los labios del blastoporo se
cierran y la regién méas dorsal del ectodermo se diferencia en la placa neural dando inicio al
proceso de neurulacién (Gilbert, 2003). La neurulacién se evidencia con la formacion de los
pliegues neurales en los bordes de la placa neural. En X. laevis la placa neural es visible en el
estadio 13. Los pliegues neurales se elevan en la néurula temprana, en el estadio 14 (Nieuwkoop
y Faber, 1994). Durante la neurulacién, la placa neural se alarga en el eje rostro-caudal, los
pliegues neurales se elevan, se juntan en la linea media y se fusionan para formar en tubo neural,
precursor del sistema nervioso. El tubo neural se diferenciara en las partes del cerebro y el
cordén espinal en los estadios mas avanzados del desarrollo. Las células de los pliegues
neurales no se incorporan al ectodermo de piel ni al tubo neural y dan origen a la cresta neural.
Al cerrarse el tubo neural estas células se separan como mesénquima y migran por diferentes
rutas. Las células de la cresta neural dan origen al sistema nervioso periférico, a células de

pigmento, huesos de craneo y del rostro, y otras estructuras (Wolpert et al., 2007).

La formacién del tubo neural requiere cambios en la forma celular y migracién celular
(Greene y Copp, 2009). Durante la gastrulacion, las células de la placa neural se alargan y se
estrechan. Estas células mantienen la forma alargada hasta el inicio de la neurulacion. La
neurulacion se inicia cuando los extremos de la placa neural se elevan. Las células de los

extremos de la placa neural cambian de forma durante este proceso. Estas células se contraen



28

hasta adquirir una forma triangular como de cuiia. Este cambio en la forma celular determina
el establecimiento de los pliegues neurales (Colas y Schoenwolf, 2001). Los pliegues neurales

se fusionan en la linea media para formar el tubo neural.

Cuando se ha formado el tubo neural, éste se separa del ectodermo que formara la
epidermis. La separacion del tubo neural involucra cambios en las fuerzas de adhesion L-CAM.
Sin embargo, cuando los pliegues neurales se levantan, las células ectodermales del tubo neural
expresan las moléculas de adhesion N-CAM y N-cadherinas. Mientras que el ectodermo que
formaré la epidermis solo expresa E-cadherinas. Este cambio en la expresién de moléculas de
adhesion determina la separacion del tubo neural y del ectodermo superficial (Colas y
Schoenwolf, 2001; Wolpert et al., 2007). Al final de la neurulacion las estructuras internas que
pueden ser reconocidas en Xenopus son: el tubo neural, el notocordio, la placa lateral de

mesodermo, y se distinguen diferentes partes de los somitas.

Los somitas se generan a partir del mesodermo paraxial. En la somitogénesis, cada
somita se forma en sentido rostral-caudal y de forma secuencial y sincrénica, de modo que los
somitas mas antiguos son los rostrales (Pourquié, 2001). Este proceso ocurre a los lados del
tubo neural y del notocordio (Krneta-Stankic et al., 2010). La maduracion de los somitas
produce tres regiones distintas: El esclerotoma es la region del somita mas cercana al notocordio
y dard origen a células mesenquimales que se diferenciaran en condrocitos de las vértebras y
costillas. EI dermatoma es una capa delgada de células, en la superficie lateral del somita, la
mas lejana al notocordio, que generara el tejido conectivo de la dermis. EI miotoma ocupa la

mayor parte y contiene a las células formadoras de musculo o mioblastos (Radice et al., 1989).

La miogénesis es el proceso de diferenciacion de los mioblastos, las células que

componen el miotoma, hasta la generacion de miotubos multinucleados, las células que forman
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las fibras musculares (Radice et al., 1989). Los procesos involucrados en el origen y
morfogénesis de los somitas y la formacidn del miotoma son altamente variables (Keller, 1999).
En X. laevis, el mesodermo paraxial se segmenta a través de un cambio coordinado en los
mioblastos (Radice et al., 1989). Los mioblastos alargados se encuentran, en un inicio,
perpendiculares al tubo neural, en el mesodermo presomitico. Durante la somitogénesis, los
mioblastos del mesodermo presomitico tienen una orientacion perperdicular al tubo neural y
durante la somitogénesis cambian su orientacion. Los mioblastos giran y toman una orientacion
paralela con respecto al tubo neural, de tal forma que la longitud del mioblasto alcanza la
longitud del somita (Kielbéwna, 1981). En otras especies, el miotoma presenta mioblastos
pequefios y redondeados que sufren eventos de intercalacion o fusion hasta formar miotubos
multinuleados. En Bombina variegata, Engystomops coloradorum, Engystomops randi,
Epipedobates anthonyi; Epipedobates machalilla, Epipedobates tricolor; y Gastrotheca
riobambae los mioblastos se alargan e intercalan entre si, en Pelobates fuscus los mioblastos se
fusionan (del Pino et al., 2007; Gatherer y del Pino, 1992; Kielb6wna, 1981; Radice et al.,
1989). En X. laevis, una vez concluida la morfogénesis y la diferenciacion celular el desarrollo
temprano continua con la organogénesis. La organogénesis es una fase crucial del desarrollo
que conduce al embrién a volverse un organismo funcional, con capacidad de sobrevivir de
manera independiente (Wolpert et al., 2007). En los estadios de organogénesis, las capas
germinales interactlan entre si para dar origen a tejidos completos y 6rganos, mientras los

embriones toman la forma de renacuajos. (Wolpert et al., 2007).

El patrén general de desarrollo embrionario para anfibios se ha descrito sobre la base
del organismo modelo X. laevis. Sin embargo, esta rana no representa el modelo del desarrollo

de los anfibios en general (Keller, 1999). En la evolucién de los anfibios, los embriones han
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tenido que adaptarse a nuevos ambientes (Elinson y del Pino, 2012). Dentro de los anuros,
incluso las especies cominmente utilizadas, como modelos del desarrollo embrionario, de los
géneros Gastrotheca, Eleutherodactylus, Bufo, Rana y Xenopus , divergen una de la otra en
cientos de millones de afios (Elinson y del Pino, 2012). Tanto la historia filogenética como la
variabilidad en las estrategias reproductivas influyen en la divergencia de los anfibios del patron
general del desarrollo descrito para X. laevis. (Duellmany Trueb, 1986; del Pino y Loor-Vela,

1990; Duellman, 1992).

Los anuros incluyen a unas 6000 especies, con una gran diversidad de estrategias
reproductivas (Elinson y del Pino, 2012), diferencias en el tamafo del huevo, velocidad de
desarrollo. Duellman y Trueb (1986) proponen tres categorias de modos reproductivos del
desarrollo del huevo en base al habitat: huevos acuaticos, huevos en nidos terrestres y huevos
en nidos de espuma. Dentro de estas categorias se detallan 29 modos de reproduccién (Wells,

2007).

El modo méas comdn es el acuético, esta presente en alrededor del 80% de las familias
de anuros (Duellman y Trueb, 1986). Es el modo mas basal, las especies que presentan este
modo de reproduccion depositan sus huevos en el agua donde se desarrollan hasta su
metamorfosis (Gomez-Mestre et al., 2012). Algunas especies de anuros se desarrollan en
habitats distintos al acuético, sin embargo sus renacuajos tienden a alimentarse en el agua. El
desarrollo en habitat terrestre es otro modo de reproduccidn, algunas especies cuidan
celosamente sus huevos, incluso son incubados en el cuerpo de los adultos. Existen modos
intermedios donde los huevos son depositados en nidos de espuma, gelatina, bromelias, hojas,

sacos vocales, entre otros. (Duellman y Trueb, 1986; Haddad y Prado, 2005; Wells, 2007). El
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modo de reproduccion mas extremo es el desarrollo directo, en el que no existe el estadio larval

de vida libre (Gomez-Mestre et al., 2012).

En el Laboratorio de Biologia del Desarrollo de la PUCE se realizan estudios
comparativos en especies con diferencias en el modo de reproduccion, velocidad del desarrollo
y tamafio del huevo. Los resultados de los estudios realizados muestran las divergencias en el
desarrollo temprano con respecto a la rana modelo del desarrollo X. laevis. Los estudios
comparativos muestran que los modos de gastrulacién divergen de acuerdo a la velocidad del

desarrollo (del Pino et al., 2007).

El estudio de la expresion de Brachyury y Lhx1l permitid determinar que existe
diferencia en el tiempo de ocurrencia de los procesos morfogenéticos en la gastrulacion entre
ranas ecuatorianas de diferente velocidad de desarrollo (revisado en Elinson y del Pino, 2012).
La expresion de Brachyury en las ranas de desarrollo répido, X. laevis y E. randi, permitio
determinar que el alargamiento del arquenterdn, la extensién del notocordio y la convergencia
y extensién dorsal coinciden con la involucion de células en el labio dorsal del blastoporo
durante la gastrula media. En contraste, en la rana de desarrollo lento E. machalilla la
involucion y el limitado alargamiento del arquenterdn ocurren simultdneamente durante la
gastrulacion. Mientras que el alargamiento del notocordio y, por lo tanto, la convergencia y
extension dorsales, estan retrasados hasta después de la gastrulacion, es decir después del
cerramiento del blastoporo. En G. riobambae solamente la involucion ocurre durante la
gastrulacion. Los procesos de alargamiento del arquenterdn, extensién del notocordio y la

convergencia y extension dorsal son eventos post-gastrulacion (revisado en Elinson y del Pino,
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2012; Venegas-Ferrin et al., 2010). El estudio de la expresion de Lhx1 también muestra la

variacion del organizador en ranas ecuatorianas de diferente velocidad de desarrollo.

La diferencia temporal del organizador es otro ejemplo de divergencia en el modo de
gastrulacion en ranas que difieren en la velocidad de desarrollo. El organizador se desarrolla
del labio dorsal del blastoporo y esta dividido en organizador de la cabeza, del tronco y de la
cola. El organizador de la cabeza y tronco estan representados por la placa precordal y el
notocordio, respectivamente. La expresion de Lhx1 reveld la presencia simultdnea de ambos
organizadores durante la gastrulacion en las ranas de desarrollo rapido X. laevis y E. randi. En
cambio, en la rana de desarrollo lento E. machalilla se observé que el organizador del tronco
esta separado temporalmente del organizador de la cabeza, ya que el organizador del tronco en
esta rana fue detectado después del cierre del blastoporo (Venegas-Ferrin et al., 2010). En
embriones de larana de desarrollo lento G. riobambae la placa precordal no pudo ser claramente
detectada. Mientras que la expresion de Lhx1 en el notocordio fue detectada después del cierre

del blastoporo al igual que en E. machalilla (Venegas-Ferrin et al., 2010).

Uno de los modos mas divergentes en la gastrulacion de anfibios es la presencia de un
disco embriénico en la rana marsupial G. riobambae. En la rana de desarrollo lento G.
riobambae las células que involucionan por el labio del blastoporo durante la gastrulacién
provocan gue este se engrose debido a que las células permanecen en este sitio durante la
gastrulacion. Esta acumulacion de células forma un gran collar circumblastoporal que al
momento del cerramiento del blastoporo constituira el disco embridnico (revisado en Elinson y
del Pino, 2012). El disco embridnico se desarrolla alrededor del cerramiento del blastoporo, y

a partir de este se derivara el cuerpo del embrion. La presencia de este disco embridnico se
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asemeja a lo que ocurre en el desarrollo del pollo aunque no son estructuras homologas ya que
los embriones de G. riobambae tienen clivaje holoblastico, presentan involucion de células en
el labio dorsal del blastoporo y forman un blastoporo. En la rana de desarrollo lento E.
machalilla si ocurre engrosamiento del labio del blastoporo y del collar circumblastoporal por
la acumulacion de células involucionadas, pero no hay formacion de un disco embridnico

(revisado en Elinson y del Pino, 2012).

Estudios recientes realizados en el Laboratorio de Biologia del Desarrollo han mostrado
que la expresion de mix1 para E. randi y E. machalilla en comparacién X. laevis son
equivalentes entre si. Por lo tanto, se considera que la expresion de la proteina mix1 es altamente
conservada en ranas (Lopez, 2012). En el anélisis de la expresion de la proteina vegt se
observo que en la region vegetal de la blastula de X. laevis y E. machalilla existe un area libre
de la expresion de vegt que posiblemente corresponda a endodermo nutritivo. En E. randi no
se observo area libre de vegt en la region vegetal (Garcés, 2012). Ademas, se realizaron analisis
sobre el patron de somitogénesis en H. vertebralis y D. auratus. El estudio mostré que el patrén
de somitogénesis de estas especies coincide con el patron de interdigitacion celular descrito

para B. variegata y E. machalilla (Hervas, 2012).

En el presente estudio se utilizaron dos especies de ranas Hyalinobatrachium
fleischmanni y Espadarana callistomma (Anura: Centrolenidae). Estas especies fueron
seleccionadas para su analisis debido a la disponibilidad de embriones donados por el Balsa de
los Sapos de la PUCE. Las dos especies pertenecen a la familia Centrolenidae. La ranas de la
familia Centrolenidae son comunmente conocidas como ‘“ranas de cristal”, debido a la su

caracteristico vientre transparente que permite ver los 6rganos internos. Las ranas de cristal son
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endémicas de Ameérica tropical, siendo particularmente diversas en los bosques nublados
andinos de Colombia y Ecuador (Delia et al., 2010 y Wells, 2007). Estas ranas son arboreas y
viven a lo largo de riachuelos donde depositan sus huevos en las hojas de arbustos y arboles
que cuelgan sobre el agua de los riachuelos o sobre piedras en los bordes de cascadas. Los
machos usualmente emiten sus cantos desde hojas cercanas a los huevos y en algunas especies
existe cuidado parental. Luego de eclosionar, los renacuajos caen al agua donde terminan su

desarrollo (Delia et al.,2010 ; Jacobson, 1985).

La rana H. fleischamnni se encuentra desde el sur de México hasta el norte de
Suramérica, incuyendo al Ecuador (Savage, 2002). Es una especie nocturna, los machos son
territoriales. Las hembras depositan entre 18 a 30 huevos en el envez de las hojas que cuelgan
sobre corrientes de agua (Savage, 2002). En esta especie el cuidado parental
predominantemente cumple la funcién de hidratar a los embiones expuestos a condiciones de
humedad limitada del habitat arboreo. (Delia et al.,2010). Este comportamiento parece ser
estimulado por los patrones de clima temporales, el cuidado se incrementa en las temporadas

secas (Delia et al.,2010).

La especie E. callistomma se encuentra en cuatro localidades en el bosque siempreverde
de tierras bajas al noroeste de Ecuador (Guayasamin y Trueb 2007). Esta especie esta activa
durante la noche y ha sido encontrada en hojas a lo largo de riachuelos. La superficie superior
de las hojas sirve de sitio de canto de los machos y oviposicion de las hembras (Guayasamin y

Trueb 2007).

Este estudio tiene como objetivo describir la morfologia de los embriones desde el

clivaje hasta la eclosion del renacuajo de H. fleischmanni y E. callistomma. Este trabajo
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contribuye con los analisis comparativos que se realizan en el Laboratorio de Biologia del
Desarrollo de la PUCE y aportara como herramienta para posteriores estudios con estas

especies.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 OBTENCION Y CULTIVO DE LOS EMBRIONES

Las posturas de Hyalinobatrachium fleischmanni y Espadarana callistomma fueron
donadas por la Balsa de los Sapos de la PUCE. Los especimenes de las dos especies provienen
de la localidad Durango, rio Durango y afluentes en la Provincia de Esmeraldas. En el
Laboratorio de Biologia del Desarrollo, las posturas, son trasladadas a cAmaras himedas, las
cuales son cajas de Petri de cristal pequefias con una cama de papel absorbente empapado en
agua destilada. Sobre esta cama se coloca un pedazo de plastico y sobre el mismo se incuba a
los embriones. Cada caja es rotulada con datos que ayuden a identificar a los embriones como
fecha y hora, el nimero de postura encontrada, la especie a la que pertenece, el estadio y la

cantidad de huevos dentro de la postura.

4.2 PROCESAMIENTO Y FIJACION DE LOS EMBRIONES

4.2.1 SOLUCIONES Y FIJATIVOS

4.2.1.1. SOLUCION DE STEINBERG (Rugh, 1965)

e 58 mm NaCl

e 0.65 mm KCI
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0.85 mm MgSO4

5 mm Tris, pH 8

0,34 mm Ca (NO3)2

Agua destilada

4.2.1.2. SOLUCION SALINA TAMPON FOSFATO (PBS)

e 15mM KH2PO4
e 7 mM Na;HPO4

e 137.7 mM NaCl

4.2.1.3. FORMALINA 10 %

e 100 ml formaldehido (37 % stock)

e 900 ml agua destilada.

4.2.1.4. FUATIVO SMITH

4.2.1.4.1. SOLUCION A

e 10 gramos dicromato de potasio (K2Cr.O7) en 1 litro de agua

destilada.
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4.2.1.4.2. SOLUCION B

e 200 ml formalina (37 % formaldehido)
e 50 ml &cido acético

e 750 ml agua destilada

El fijativo Smith se prepara inmediatamente antes de usar, en una proporcion 1:1 de las

soluciones A (4.2.1.4.1) yB (4.2.1.4.2).

4.2.1.5. GELATINA 7,5%

e 1,5 g gelatina “Royal” sin sabor.

e 20 mIPBS 1x (4.2.1.2).

4.2.1.6. AGAROSA 6%

e 1,2 gagarosa 100%

e 20mIPBS1x (4.2.1.2)

4.2.2 PROCESAMIENTO DE LOS EMBRIONES

Los embriones de las dos especies de ranas fueron manipulados y observados en la
solucion de Steinberg al 15% (4.2.1.1). Para las observaciones, se utiliz6 el estereomicroscopio

WILD Heerbrugg y lamparas de fibra optica KL 1500 (Zeiss). Para determinar el diametro de
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los embriones, se utiliz6 el programa Axiovision 4.6.3 a partir de microfotografias tomadas con

el microscopio Stemi SV6 de Carl Zeiss.

Los estadios de H. fleischamnni y E. callistomma fueron adoptados a partir de la
comparacion de su desarrollo externo con la tabla general del desarrollo de anfibios de Gosner

(1960) y la tabla del desarrollo de Xenopus laevis (Nieuwkoop y Faber, 1994).

Embriones en todos los estadios del desarrollo fueron fijados para su futura observacion,
documentacion y manipulacién. Todas las observaciones se realizaron a temperatura ambiente

dentro del laboratorio.

4.2.3 FIJACION DE EMBRIONES

Para fijar los embriones de H. fleischmannni y E. callistomma se les retiro las capas de
gelatina con la ayuda pinzas de relojero bajo el microscopio. Los embriones fueron manipulados
en la solucidn salina de Steinberg 0,15x (4.2.1.1). Esta solucion mantiene el pH estable e impide
la deshidratacion de los embriones. Este es un proceso delicado que se llevé a cabo bajo un

estereoscopio WILD (Heerbrugg) e iluminacion con lamparas de fibra éptica HL 1500 (Zeiss).

4.2.3.1 FIJACION CON SMITH

Los embriones sin gelatina, fueron fijados durante 24 horas en el fijativo de Smith

(4.2.1.4). Los embriones con el fijativo se dejaron en frascos oscuros a temperatura ambiente.
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Al dia siguiente, se realizaron varios lavados con agua destilada hasta eliminar el exceso de
fijativo. Finalmente, los embriones se guardaron en tubos epperndorf de 1,5 ml con 600 ul de
formalina 10 % (4.2.1.3) y 900 ul de PBS 1X (4.2.1.2), a 4 °C. El fijativo de Smith se utiliza

para preservar la morfologia interna de los embriones y evitar que sus cavidades colapsen.

4.3 OBSERVACION DE LA MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE

LOS EMBRIONES.

4.3.1 BISECCIONES

Los embriones en los estadios deseados, previamente fijados en el fijativo de Smith
(4.1.1.4), fueron embebidos en glicerol y seccionados en su parte media usando un bisturi. Cada
una de las mitades fue conservada en una mezcla 2:3 de Formalina 10% (4.2.1.3) y PBS 1X

(4.2.1.2), a 4 °C hasta ser requeridas.

4.3.2 SECCIONES EN VIBRATOME

Los embriones enteros y las bisecciones de las dos especies de ranas centrolénidas,
fueron embebidas en gelatina 7.5% (4.2.1.5) e incubados por 4 horas a 45 °C con el fin de evitar

que las células se desprendan durante el seccionamiento.



41

Luego los embriones fueron trasladados a una caja con agarosa liquida al 6% (4.2.1.6).
Cuando la agarosa se solidifico, se corté un cubo de agarosa que contenia al embrion. El cubo
de agarosa fue adherido, con pegamento instantaneo, a un porta-tejidos. El porta-tejidos fue
asegurado en la plataforma del Vibratomo Oxford. EI contenedor del Vibratomo se Ilen6 con
600ml de agua destilada para recoger las secciones. Se realizaron secciones sagitales,
transversales y horizontales de 50 um de espesor, utilizando una cuchilla metélica de la marca
Gillette. Las secciones fueron realizadas a una velocidad 2,5 y amplitud 6 con un angulo de
25°.Las secciones obtenidas se colocaron en una caja con PBS 1x (4.2.1.2) y formalina 10%

(4.2.1.3.) y fueron guardadas a 4 °C hasta su posterior estudio y registro fotografico.

4.3.3. TINCION FLUORESCENTE PARA NUCLEOS CON HOECHST 33258

Las secciones de Vibratomo fueron tefiidas con el tinte fluorescente Hoechst 33258, el
cual se adhiere al ADN de los nucleos celulares haciendo posible su observacion gracias a
iluminacion fluorescente. Las secciones fueron lavadas con PBS (4.2.1.2) y colocadas en
pocillos de plastico. Fueron incubadas por 20 minutos en una solucion de 1 pl de Hoeschst
33258 en 1 ml de PBS (4.2.1.2). La incubacion se realiz6 a temperatura ambiente y en
oscuridad. Posteriormente, las secciones fueron lavadas 5 veces con PBS 1x (4.2.1.2), y
almacenadas en glicerol. Finalmente se preparo el montaje, de las secciones tefiidas, en placas.
Las secciones fueron transferidas a un portaobjetos de cristal con una gota de glicerol, y fueron
cubiertas con un cubreobjetos. Las placas fueron almacenadas a -20 °C, hasta ser observadas y

fotografiadas.
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4.4 FOTOGRAFIA DE EMBRIONES ENTEROS, BISECCIONES, SECCIONES

Y PLACAS

Los embriones enteros, bisecciones y las secciones sin tincion de nucleos fueron
fotografiados utilizando en estereomicroscopio Stemi SV6, de Carl Zeiss. Las imagenes fueron
tomadas utilizando luz directa. Las placas con la tincién fluorescente de nucleos fueron
fotografiadas utilizando un microscopio AxioObserver.Z1, de Carl Zeiss. Para todas las
fotografias se utiliz6 una cdmara AxioCam y el programa de procesamiento de imagenes
Axiovision 4.6.3. Las imagenes obtenidas fueron editadas utilizando el programa Adobe

Photoshop CS6.
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5. RESULTADOS

5.1 EL DESARROLLO TEMPRANO DE H. fleischmanni Y E. callistomma.

El desarrollo temprano de H. fleischmanni (Fig. 1A-G) es similar al de E. callistomma
(Fig 1 H-N). Las dos especies depositan sus huevos en masas gelatinosas en hojas que cuelgan
sobre corrientes de agua, ambas especies presentan embriones con un didmetro promedio de
2.1 mm. Despues de la fertilizacion de los huevos, los embriones atravesaron las etapas de
clivaje (Figs 2 y 18), bléstula (Figs. 3-4 y 19), gastrulacién (Figs. 5-11 y 20-25), neurulacion

(Figs. 12-14 y 26- 28) y morfogénesis, hasta la eclosion del renacuajo (Figs. 15-17 y 29-33).

Las diferencias encontradas, entre el desarrollo de ambas especies, seran anotadas a lo
largo de la presente descripcion. Los huevos de H. fleischmanni son de color blanco-
ligeramente verdoso. Los huevos de E. callistomma son de color marrén, la pigmentacion
decrece a lo largo del eje animal- vegetal. El desarrollo embrionario de las dos especies se
dividio en 25 estadios, desde la fertilizacidn hasta la eclosion del renacuajo. Los estadios de
clivaje, blastula, gastrula, hasta el estadio de néurula temprana (estadio 14) fueron determinados
usando la tabla de desarrollo de X. laevis. Los estadios mas avanzados, hasta la eclosion del
renacuajo, fueron determinados mediante la tabla general del desarrollo de los anfibios (Gosner,

1960) debido a diferencias en la morfologia de los embriones.

Los tiempos de desarrollo de H. fleischmanni se muestran en la tabla 1 y de E.
callistomma en la tabla 2. Los tiempos, en horas, corresponden al tiempo que tardé un embrion

en desarrollarse hasta el estadio determinado.
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Los embriones de H. fleischmanni tardan 5 dias aproximadamente desde el estadio 8
hasta el estadio 23 (pre-eclosion) (Tabla 1), los embriones de E. callistomma tardan 12 dias
aproximadamente desde el estadio 6 hasta eclosionar (Tabla 2), no se obtuvieron embriones en

los estadios méas tempranos debido a la escasez de posturas es las dos especies.

5.2 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LOS EMBRIONES DE H.

fleischmanni Y E. callistomma.

La morfologia y la estructura de los embriones se estudiaron mediante bisecciones
sagitales y secciones sagitales y transversales. Se realizé la tincion fluorescente de nicleos para

la observacion de la disposicion celular.

5.2.1 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LOS EMBRIONES DE H.

fleischmanni.

5.2.1.1 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DEL EMBRION

EN ESTADIO DE 32 CELULAS (ESTADIO 6) DE H. fleischmanni.

La figura 2A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
32 células. En el embridn en el estadio de 32 células de H. fleischmanni (Fig. 2B) se observo
que los macrémeros poseen un mayor tamafio en comparacion con los micromeros. Los
micrémeros, visibles en el hemisferio animal (Fig. 2C), varian de tamafio. En la biseccion (Fig.

2D) se observd un blastocele pequefio, no se observé pigmento alrededor de los nucleos
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celulares, en contraste a lo observado en las especies del género Engystomops (del Pino et al.,

2012).

5.2.1.2 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA

BLASTULA DE CELULAS GRANDES (ESTADIO 7) DE H. fleischmanni.

La figura 3A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
blastula de células grandes. El estadio 7 abarca varias divisiones celulares desde el sexto evento
de clivaje. Las sucesivas divisiones celulares reducen el tamafio de las células que componen
el embrion. En este estadio, aln se puede apreciar la diferencia de tamafio entre las células del
hemisferio animal y las células del hemisferio vegetal (Fig. 3B). La imagen en la figura 3C
muestra las células del hemisferio animal cuyo nimero es mayor y su tamafio es inferior que en
el estadio 6. En la biseccion sagital (Fig. 3D) se observd un blastocele de extensién mediana,
desplazado hacia la porcién animal del embrién. Las células del techo del blastocele no

mostraron pigmento alrededor de los nucleos.

52.1.3 MORFOLOGIA DE LA BLASTULA DE CELULAS

MEDIANAS (ESTADIO 8) DE H. fleischmanni.

En este estadio, las células presentan un menor tamario a las células de los embriones en

estadio 7 (Fig. 4A). El estadio de blastula de células medianas es equivalente al estadio 8 de la
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tabla de Gosner (1960). La morfologia interna no se muestra debido a la destruccion del

embridn durante el biseccionamiento y a la falta de mas embriones en este estadio.

5.2.1.4 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA
GASTRULA TEMPRANA. ESTADIO: LABIO DORSAL DEL

BLASTOPORO (ESTADIO 10) DE H. fleischmanni.

La figura 5A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
gastrula temprana. En la gastrula temprana (Fig. 5B) se observé el labio dorsal del blastoporo
como una hendidura curva en la region sub-ecuatorial del embrion. En la seccion sagital (Fig.
5C) se observo al blastocele expandido sobre todo el hemisferio animal. En la region dorsal-
vegetal, producto de la invaginacion de las células del labio dorsal, se observo una cavidad
interna que dara origen la arquenterén. La cavidad en la region vegetal del embridn es un
artefacto de la fijacion. La figura 5D corresponde a un acercamiento del labio dorsal del
blastoporo de una tincién fluorescente de ndcleos de la seccion sagital. Se observa con mayor
claridad la cavidad que daré origen al arquenterédn. En la tincion fluorescente de nicleos de una
seccion sagital (Fig. 5E) se observd que el techo del blastocele esta formado por 3 0 4 capas de

células.
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5.2.1.5 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA

GASTRULA TEMPRANA (ESTADIO 11) DE H. fleischmanni.

La figura 6A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
gastrula temprana (estadio 11). En la gastrula temprana, més avanzada en el desarrollo (Fig.
6B), producto del avance del labio dorsal del blastoporo hacia la region ventral, se formé el
tapon de yema. En la seccidn sagital (Fig. 6C) se observaron los labios dorsal y ventral del
blastoporo y el cleft de Brachet en la zona dorsal y ventral. EI tamafio del blastocele se redujo,
producto de la invasion del techo del blastocele por las células vegetales. El arquenterdn
presentd una mayor expansion. La expansion del arquenterdn corresponde tanto al incremento
en su longitud, como su inflacién. La figura 6D corresponde a la tincion fluorescente de nucleos
de una seccién sagital. En esta seccion, se pudo observar que el techo del blastocele esta

formado por dos capas de células.

52.1.6 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA
GASTRULA MEDIA. EMBRION CON TAPON DE YEMA MEDIANO

(ESTADIO 12) DE H. fleischmanni.

La figura 7A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
gastrula media. El tapon de yema, en este estadio (Fig. 7B), mostro un diametro menor. En la
seccion sagital (Fig. 7C) se observd un blastocele de menor tamario, en relacion al estadio 11.

Un tabique de células, separa al blastocele del arquenteron. El arquenteron presenta una mayor
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expansion. También se pudo observar un aumento en el tamafio del arquenterdn en la region
ventral. La figura 7D corresponde a una tincion fluorescente de nicleos de la seccion sagital.
En esta seccion se observo el techo del arquenteron y la extension del arquenteron. Se considerd
como ectodermo a la capa superficial del techo del arquenterén y como endo-mesodermo a la
capa interna, la cual esté recubriendo al arquenterdn. Se observd el cleft de Brachet. La figura
7E corresponde a una tincién fluorescente de nucleos de la seccidon sagital. Se observa el tamafio
reducido del blastocele, las células de la zona vegetal recubren gran parte del techo del
blastocele y reducen la superficie expuesta de la bicapa de células del techo. EI engrosamiento

de una zona del techo del blastocele es producto del seccionamiento desigual.

5.2.1.7 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA
GASTRULA TARDIA. EMBRION CON TAPON DE YEMA PEQUENO

(ESTADIO 12.5) DE H. fleischmanni.

La figura 8A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
gastrula tardia. En este estadio (Fig. 8B), el tapon de yema se ha reducido notablemente y se
observo el surco neural; este surco nace del reducido tapon de yema y recorre la linea media
dorsal. Todos los embriones observados en este estadio presentaron la misma morfologia
externa. La seccion sagital (Fig.8C) muestra el arquenteron completamente expandido.
Tambien se pudo observar un aumento en el tamafio del arquenteron en la region ventral. La
figura 8D corresponde a una tincion fluorescente de nicleos de una seccion sagital que muestra
el techo del arquenteron. Se muestran los primeros indicios de la diferenciacion del ectodermo

neural, presente en la zona dorsal anterior.
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La figura 9A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
gastrula tardia. La seccion transversal anterior (Fig. 9B) muestra la ubicacion de las capas
germinales respecto al arquenteron. El notocordio se observa como un paquete central de
celulas que se diferencia del mesodermo paraxial, a ambos lados. Se observé el recubrimiento
endodermal del arquenteron. La figura 9C corresponde a una tincion fluorescente para nucleos
de la misma seccion sagital. Se observd el ectodermo de piel, el mesodermo paraxial, el

notocordio y el endodermo.

5.2.1.8 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA POST-

GASTRULA (ESTADIO 13) DE H. fleischmanni.

La figura 10A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
post-gastrula. En este estadio (Fig. 10B) con mayor frecuencia, los embriones presentan un
pequefio tapon de yema. A pesar de esto la placa neural y el surco neural estan presentes, lo
cual permite la identificacion del estadio 13. La seccidn sagital (Fig. 10 C) muestra el tapdn de
yema, y los remanentes de blastocele. La figura 10D corresponde a la tincién fluorescente para
nacleos de la misma seccion sagital. Se observa una porcién del techo del arquenterén. Se
diferencian las capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo, el cual esta recubriendo

al arquenterén.

La figura 11A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
post- gastrula. En la figura 11B se observaron la placa neural y el surco neural. La figura 11C

muestra la parte interna del techo del arquenterdn. Se observd la region conocida como techo
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del arquenterén (GRP, “Gastrocoel roof plate” en inglés). Esta es una estructura en forma de
lagrima. La figura 11D corresponde a una tincion fluorescente de una seccion transversal a
través de la region rostral de embridn, se observo el ectodermo, el notocordio, el mesodermo
paraxial y el endodermo, en contacto con el arquenteron. La figura 11E corresponde a una
tincion fluorescente de una seccién transversal a través de la region caudal del embrién, se
observo el ectodermo, el mesodermo paraxial, el notocordio. Existe notocordio descubierto de

endodermo en esta seccion en una parte méas posterior correspondiente al GRP.

5.2.1.9 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA

NEURULA TEMPRANA (ESTADIO 14) DE H. fleischmanni.

La figura 12A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
néurula temprana. En la néurula temprana (Fig. 12B) se observo la placa neural y los pliegues
neurales elevados. En la region rostral los pliegues fueron mas prominentes. En la parte caudal
del embrion (Fig. 12C) se observé el blastoporo. En la tincion fluorescente de nucleos de una
seccion transversal (Fig. 12D) se observd la gruesa placa neural, el notocordio y el mesodermo
paraxial. Se observd que el techo del arquenter6n estd cubierto por endodermo. Se pudo
diferenciar el ectodermo de piel del ectodermo de la placa neural. El limite entre el mesodermo
paraxial y el notocordio se observd claramente. Las células del mesodermo paraxial tienen

forma redondeada y se encuentran desorganizadas.
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5.2.1.10 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA

NEURULA MEDIA (ESTADIO 15) DE H. fleischmanni.

La figura 13A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
néurula media. La figura 13B muestra la néurula media. Se observé que los pliegues neurales
se han acercado en la linea media del cuerpo. Como resultado de este acercamiento se ha
profundizado el surco neural en la parte media de la placa neural. En la parte caudal del embrion
se observé el blastoporo (Fig. 13C). En la figura 13D se observo que las células de los pliegues
neurales han cambiado su organizacion y se encuentran las compactas. Estas células tienen
forma alargada. Se pudo distinguir claramente la estructura circular del notocordio. A los lados

del notocordio se observan células mesodermales que aln no estan condensadas en somitas.

5.2.1.11 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA

NEURULA TARDIA (ESTADIO 16) DE H. fleischmanni.

En la figura 14A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio
de néurula tardia. En la néurula tardia (Fig. 14B) se observo que los pliegues neurales se han
juntado. La figura 14C muestra una seccion transversal de la néurula tardia. Los pliegues
neurales aln no se han fusionado. El notocordio es distinguible y tiene forma redonda. En la
tincion fluorescente de una seccidn transversal (Fig. 14D) se observé el notocordio, los pliegues

neurales, los somitas y el recubrimiento endodermal del arquenteron.
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5.2.1.12 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DEL ESTADIO

DE YEMA DE LA COLA (ESTADIO 17) DE H. fleischmanni.

La figura 15A es un esquema de los embriones de la morfologia externa de los
embriones del estadio de yema de la cola. En el embridn entero del estadio de yema de la cola
(Fig. 15B) se observo la presencia de la yema de la cola y la forma arqueada de los embriones,
que se desarrollan sobre la masa de yema. En este estadio, se pudo ya diferenciar los cuatro
arcos branquiales y los pronefros en la zona lateral de la cabeza. En la seccion sagital (Fig. 15C)

se observaron los somitas y el mesodermo paraxial en la parte posterior del embrion.

5.2.1.13 MORFOLOGIA DEL ESTADIO DE DESARROLLO DE LAS
BRANQUIAS (ESTADIO 21) Y DEL ESTADIO DE DESARROLLO

COMPLETO DE LAS BRANQUIAS (ESTADIO 23) DE H. fleischmanni.

La figura 16A corresponde a un esquema que muestra la ramificacion de las branquias
en el estadio de desarrollo de las branquias (estadio 21). En este estadio se observé que el primer
par de branquias tiene 2 ramificaciones. El segundo par de branquias no se ha ramificado
todavia. La figura 16B corresponde a un esquema que muestra la ramificacion de las branquias
en el estadio de desarrollo completo de las branquias (estadio 23). En este estadio se observo
que el primer par de branquias tiene 5 ramificaciones. El segundo par de branquias tiene 4
ramificaciones. En embrion entero del estadio de desarrollo de la branquias (Fig. 16C) se

observé que la rama posterior de las branquias tiene un desarrollo retardado en comparacion
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con la rama anterior. En el embridn entero del estadio de desarrollo completo de las branquias
(Fig. 16D) se observaron las branquias completamente desarrolladas. Se observé el estomodeo

y la transparencia de las aletas de la cola.

52.1.14 MORFOLOGIA DEL EMBRION A LA ECLOSION

(ESTADIO 25) DE H. fleischmanni.

Los embriones de H. fleischmanni iniciaron su etapa de vida libre desde este estadio. En
el embrion entero a la eclosion (Fig. 17A) se observé branquias solo a un lado del embrion. Se
observo externamente los somitas y la transparencia de las aletas de la cola. En el acercamiento
de la cabeza del embrion (Fig. 17B) se observo el ojo, el estomodeo y el pigmento en la parte
dorsal. En el acercamiento ventral de la cabeza (Fig. 17C) se observo que el opérculo a cubierto
por completo las branquias externas del lado izquierdo del embrién y que en el lado derecho las

branquias externas ain son visibles pero no en toda su extension.

5.2.2 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LOS EMBRIONES DE E.

callistomma.

5.2.2.1 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DEL EMBRION
EN ESTADIO DE 32 CELULAS (ESTADIO 6) DE E. callistomma.

La figura 18A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de

32 celulas. En el embridn en el estadio de 32 células de E. callistomma (Fig. 18B) se observo
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que los micrémeros poseen mayor pigmentacion que los macrémeros y que son
significativamente de menor tamafio que los macromeros. Los micromeros, visibles en el
hemisferio animal (Fig. 18C), varian de tamafio. En la biseccion (Fig. 18D) se observo un

blastocele pequefio, no se observo pigmento alrededor de los nlcleos celulares.

52.2.2 MORFOLOGIA DE LA BLASTULA DE CELULAS

MEDIANAS (ESTADIO 8) DE E. callistomma.

La figura 19A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
blastula de células medianas. En el embrion en el estadio de blastula de células medianas (Fig.
19B) se observé que las células presentan un menor tamafio a las células de los embriones en
estadio 6. El estadio de células medianas es equivalente al estadio 8 de la tabla de Gosner
(1960). Se observé que el hemisferio animal posee una pigmentacién mas intensa que el
hemisferio vegetal. En el hemisferio animal (Fig. 19C) se observa el tamarfio reducido de las
células y su marcada pigmentacion. En la seccion sagital (Fig. 19D) se observo la extension del
blastocele. La figura 19E corresponde una tincion fluorescente de la seccion sagital que muestra
el techo del blastocele. Se observé que el techo del blastocele esta formado por 4 0 5 capas de

células.
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5.2.2.3 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA
GASTRULA TEMPRANA. ESTADIO: LABIO DORSAL DEL
BLASTOPORO (ESTADIO 10) DE E. callistomma.

La figura 20A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
gastrula temprana. En la gastrula temprana (Fig. 20B) se observo el labio dorsal del blastoporo
como una hendidura curva en la region sub-ecuatorial del embridn. La hendidura posee una
pigmentacion mas oscura que las células a su alrededor. En la seccion sagital (Fig. 20C) se
observo al blastocele expandido sobre el hemisferio animal. En la regidn dorsal-vegetal se
observo una pequefia hendidura, el labio dorsal del blastoporo. No se observé el arquenteron
debido a que el embridn estaba en un estadio muy temprano de gastrulacion y el arquenteron
aun no se habia formado. La figura 20D corresponde una tincion fluorescente de nicleos de la
seccion sagital que muestra un acercamiento del techo del blastocele. Se observo que el techo
esta formado por una capa de 6 o 7 células. Las células del techo del blastocele de este estadio
son de menor tamarfio que las células del techo del estadio 8. La figura 20E corresponde a una
tincion fluorescente de la seccion sagital que muestra un acercamiento del labio dorsal del

blastoporo. Se observaron las células de botella.

5.2.24 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA
GASTRULA TEMPRANA (ESTADIO 11) DE E. callistomma.

La figura 21A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
gastrula temprana (estadio 11). En la gastrula temprana (Fig. 21B) producto del avance del labio

dorsal del blastoporo hacia la region ventral, se formo el tapon de yema. En la seccion sagital
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(Fig. 21C) se observaron los labios dorsal y ventral del blastoporo y el cleft de Brachet en la
zona dorsal. El tamafio del blastocele se ha reducido, producto de la invasion del techo del
blastocele por las células vegetales. El arquenteron present6 alargamiento sin expansion. La
cavidad en la region vegetal es un artefacto de la fijacion. La figura 21D corresponde a la
tincion fluorescente de nicleos de una seccion sagital que muestra el techo del blastocele. Se

pudo observar que el techo del blastocele estd formado por dos capas de células.

5225 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA
GASTRULA MEDIA. EMBRION CON TAPON DE YEMA MEDIANO

(ESTADIO 12) DE E. callistomma.

La figura 22A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
gastrula media. El tapon de yema, en este estadio (Fig. 22B), mostré un diametro menor. En la
biseccion sagital (Fig. 22C) se observd la reduccion del tamafio del blastocele y la expansion
del arquenterdn. Se observo un tabique de células, que separa el blastocele del arquenterén.
También se observo el aumento de tamafio del arquenterdn en la region ventral. En la seccion
sagital (Fig. 22D) se observé al blastocele, al arquenterén y el cleft de Brachet. La figura 22E
corresponde a una tincién fluorescente de nucleos de la seccion sagital que muestra el techo del
arguenteron. Se consideré como ectodermo a la capa superficial del techo del arquenteron y
como endo-mesodermo a la capa interna, en contacto con el arquenterdn. Se observé el cleft de

Brachet.
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5.2.2.6  MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA
GASTRULA TARDIA. EMBRION CON TAPON DE YEMA PEQUENO

(ESTADIO 12.5) DE E. callistomma.

La figura 23A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
gastrula tardia. En este estadio (Fig. 23B), el tapon de yema se ha reducido notablemente. La
seccion sagital (Fig.23C) muestra el arquenteron completamente expandido. También se pudo
observar un aumento en el tamafio del arquenteron en la region ventral. La figura 23D
corresponde a una tincion fluorescente de nucleos de una seccion sagital que muestra el techo
del arquenteron. Se observo el cleft de Brachet y el endo-mesodermo. En este estadio no se

pudo ver con claridad el ectodermo.

5.2.2.7 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA POST-

GASTRULA (ESTADIO 13) DE E. callistomma.

La figura 24A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
post-gastrula. En este estadio (Fig. 24B) con mayor frecuencia, los embriones presentan un
pequefio tapdn de yema. La seccion parasagital (Fig. 24C) muestra el collar circumblastoporal.
Se observo el arquenterdn expandido v el cleft de Brachet. Ademas se observo la una mayor
extension del arquenterdn en la regién ventral. La figura 24D corresponde a la fluorescencia
nuclear de la seccién parasagital. Se observa una porcion del techo del arquenterén y el collar

circumblastoporal. Se observo el cleft de Brachet. La figura 24E corresponde a una tincion
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fluorescente de la seccion parasagital que muestra el techo del arquenterdn. Se diferencian las

capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo el cual estéa recubriendo al arquenteron.

La figura 25A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
post-gastrula. La figura 25B muestra un embridn entero en el estadio de post-gastrula. Se
observaron la placa neural y el surco neural. La figura 25C muestra la parte interna del techo
del arquenteron. Se observo la region conocida como techo del arquenteron (GRP, “Gastrocoel
roof plate” en inglés). Esta es una estructura en forma de lagrima, con un color diferencial. La
figura 25D corresponde a una tincion fluorescente de una seccion transversal a través de la
region rostral de embridn, se observé el ectodermo, la placa neural, el notocordio, el mesodermo
paraxial y el las crestas endodermales laterales. Existe una region del techo del arquenterdn que

no posee recubrimiento endodermal. Esta region corresponde al GRP.

5.2.2.8 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA

NEURULA TEMPRANA (ESTADIO 14) DE E. callistomma.

La figura 26A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
néurula temprana. En la néurula temprana (Fig. 26B) se observo la placa neural y los pliegues
neurales elevados en los extremos de la placa neural. En la region rostral los pliegues fueron
mas prominentes. En la parte caudal el embrion se observé el blastoporo. En la seccion
transversal (Fig. 26C) se observo la placa neural, el notocordio y el mesodermo paraxial. Se
observaron los limites de las crestas endodermales y se observé que una porcion del techo del

arguenteron no esta cubierto por endodermo. En esta porcion se observo que la superficie de
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las células que esta en contacto con el arquenterdn posee pigmento, lo cual indica que esta
region corresponde al GRP. La figura 26D corresponde a una tincion fluorescente de nucleos
de una seccidn transversal a través de una region mas anterior del embrion. Se pudo diferenciar
el ectodermo de piel del ectodermo de la placa neural. El limite entre el mesodermo paraxial y
el notocordio se observo claramente. En esta seccion solo una pequefia parte del notocordio esta

expuesta y no esté cubierta por el endodermo.

5.2.29 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA
NEURULA MEDIA (ESTADIO 15) DE E. callistomma.

La figura 27A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
néurula media. La figura 27B muestra la néurula media. Se observd que los pliegues neurales
se han acercado en la linea media del cuerpo. En la parte caudal del embridn se observo el
blastoporo (Fig. 27C). En la figura 27D se observd los pliegues neurales. Las células de los
pliegues neurales tienen forma alargada. Se pudo distinguir el notocordio. Las células del
mesodermo paraxial no se observan claramente. Se observd que el endodermo recubre

totalmente al arquenteron.

5.2.2.10 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA
NEURULA TARDIA (ESTADIO 16.5) DE E. callistomma.

En la figura 28A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio

de néurula tardia. En la néurula tardia (Fig. 28B) se observé que los pliegues neurales se han
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fusionado. En la parte posterior del embrion (Fig. 28C) se observé el blastoporo. En la tincién
fluorescente de nucleos de una seccion transversal (Fig. 28D) se observé que el tubo neural se
ha formado y tiene forma cilindrica. El tubo neural se encuentra en la region dorsal medial del
embrion. Las células ectodermales del tubo neural son mas alargadas que las células del
ectodermo de piel. Ademas se observd el notocordio, los somitas y el recubrimiento endodermal

del arquenteron.

5.2.2.11 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DEL ESTADIO
DE YEMA DE LA COLA (ESTADIO 17) DE E. callistomma.

La figura 29A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio de
yema de la cola. En el embridn entero del estadio de yema de la cola (Fig. 29B) se observo la
presencia de la yema de la cola y la forma arqueada de los embriones, que se desarrollan sobre
la masa de yema. En la cabeza, se pudo diferenciar los arcos branquiales: En sentido anterior-
posterior, se observaron el arco mandibular, hioideo, branquial anterior y branquial posterior.
También se observaron los pronefros. En la seccion sagital (Fig. 29C) se observaron los somitas

y el mesodermo paraxial en la parte posterior del embridn.

5.2.2.12 MORFOLOGIA DEL ESTADIO DE RESPUESTA

MUSCULAR (ESTADIO 18) DE E. callistomma.

En este estadio los embriones mostraron contracciones del cuerpo en respuesta a

estimulos mecanicos, caracteristica principal de este estadio. En este estadio de respuesta
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muscular (Fig. 30A) se observaron los arcos branquiales més desarrollados. Ademas se

observaron los pronefros.

5.2.2.13 MORFOLOGIA DEL ESTADIO DE YEMA DE LAS
BRANQUIAS (ESTADIO 19) DE E. callistomma.

En el embrién entero del estadio de yema de las branquias (Fig. 30B) se observé la
presencia de la yema de las branquias, que sobresale del arco branquial anterior, caracteristica
que permitio determinar este estadio. Se observo el estomodeo en la zona rostral. Ademas se
observo el arco mandibular, arco hioideo, arco braquial posterior, pronefros, somitas y la aleta

caudal.

5.2.2.14 MORFOLOGIA DE LOS ESTADIOS DE DESARROLLO DE
LAS BRANQUIAS (ESTADIO 20 Y ESTADIO 21) DE E. callistomma.

La figura 31A corresponde a un esquema que muestra la ramificacién de las branquias
en el estadio 20. Las ramas de las branquias tanto posterior y anterior presentaron dos pequefias
ramificaciones. La figura 31B corresponde a un esquema que muestra la ramificacion de las
branquias en el estadio de desarrollo de las branquias (estadio 21). En el este estadio se observd
que el primer y segundo par de branquias tienen 2 ramificaciones de mayor extension que en el
estadio 20. En el embrion entero en estadio de desarrollo de las branquias (estadio 20) (Fig.
31C) se observd las ramas anterior y posterior de las branquias tienen dos ramificaciones.

Ademas se observo el estomodeo en la zona rostral. En este estadio los embriones presentaron
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circulacion en las branquias. En embrion entero en el estadio 21 (Fig. 31D) se observo que la
rama posterior de las branquias tiene un desarrollo retardado en comparacion con la rama
anterior. La figura 31E corresponde a una magnificacion de la cabeza del embridn en este
estadio. Se observd con mayor claridad las ramificaciones de las ramas de las branquias y el

estomodeo.

5.2.2.15 MORFOLOGIA DEL ESTADIO DE DESARROLLO

COMPLETO DE LAS BRANQUIAS (ESTADIO 23) DE E. callistomma.

La figura 32A corresponde a un esquema que muestra la ramificacion de las branquias
en el estadio de desarrollo completo de las branquias. En este estadio se observo que el primer
par de branquias tiene 4 ramificaciones. El segundo par de branquias tiene 3 ramificaciones. En
el embrion completo de estadio de desarrollo completo de las branquias (Fig. 32B) se
observaron las branquias completamente desarrolladas. Ademas se observé el ojo del embrién

y la transparencia de las aletas de la cola (Fig. 32C).

52.2.16 MORFOLOGIA DEL EMBRION A LA ECLOSION

(ESTADIO 25) DE E. callistomma.

Los embriones de E. callistomma iniciaron su etapa de vida libre desde este estadio. En
el embrion entero a la eclosion (Fig. 33A) no se observaron branquias externas. Se observé

externamente el 0jo, los somitas y la transparencia de las aletas de la cola. En la vista ventral
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del embrién (Fig. 33B) se observo que el opérculo ha cubierto totalmente a las branquias. En el

acercamiento ventral de la cabeza (Fig. 33C) se observo el disco oral en desarrollo.
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6. DISCUSION

En este estudio se describe y compara el desarrollo temprano de H. fleischmanni y E.
callistomma (Anura: Centrolenidae) desde el clivaje hasta la eclosion del renacuajo. El
desarrollo de las dos especies fue dividido en 25 estadios, para facilitar la descripciéon de
desarrollo embrionario temprano. La descripcion del desarrollo propuesta permite observar los
cambios morfol6gicos externos que atraviesan los embriones de H. fleischmanni y E.
callistomma durante el desarrollo, y permite la comparacion con otras tablas elaboradas para
otras especies realizadas por Nieuwkoop y Faber (1994) y Gosner (1960) (Tabla 3). Los
estadios descritos desde el clivaje hasta la néurula temprana se homologaron con los estadios
propuestos en la tabla de desarrollo de X. laevis (Nieuwkoop y Faber, 1994). Para los estadios
desde néurula a la eclosion se utilizo la tabla general del desarrollo de anfibios (Gosner, 1960),
debido a que durante estos estadios la morfologia de los embriones contrasta con la forma de
los embriones X. laevis (Nieuwkoop y Faber, 1994). Similar observacion se ha reportado para

E. machalilla y las ranas del género Engystomops (del Pino et al., 2004; Romero et al., 2009).

El presente estudio es un aporte al conocimiento sobre los anuros presentes en el
Ecuador y a los estudios comparativos que se realizan en el Laboratorio de Biologia del

Desarrollo de la PUCE.
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6.1. EL DESARROLLO TEMPRANO DE H. fleischmanni Y E. callistomma.

6.1.1. MORFOLOGIA DEL CLIVAJE Y BLASTULA DE H. fleischmanni Y

E. callistomma.

Los embriones de H. fleischmanni y E. callistomma fueron analizados desde el estadio de 32
células. No se obtuvieron embriones en los estadios mas tempranos debido a la carencia de

posturas.

En el estadio de 32 células en ambas especies presentaron caracteristicas similares. Los
blastomeros animales son méas pequefios en comparacion con los blastdbmeros vegetales que
tienen un mayor tamafo (Figs. 2B y 18B), similar a lo observado en X. laevis (Hausen y
Riebesell, 1991). La diferencia en el tamafio de los blastomeros esta relacionada con la division
holoblastica que establece dos regiones: una region embrionaria de blastdémeros animales
pequefios (micromeros) que se divide rapidamente y una region de blastomeros vegetales
grandes (macrémeros) que se divide mas lentamente (Beams y Kessel, 1976). En la vista interna

se observo que el blastocele tiene un tamafio pequefio en ambas especies (Figs. 2D y 18D).

En el estadio de blastula se observd que el blastocele esta desplazado hacia el polo

animal (Figs. 3D y 19D) al igual que en X. laevis (Hausen y Riebesell, 1991).
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6.1.2 MORFOLOGIA DE LA GASTRULA Y MODO DE GASTRULACION

DE H. fleischmanni Y E. callistomma.

El inicio de la gastrulacién se evidencia por la formacion del labio dorsal del blastoporo
(Gilbert, 2003) (Anexo 1). En gastrula temprana de H. fleischmanni y E. callistomma fue
posible observar el labio dorsal del blastoporo en la region subecuatorial. Ademas, en este
estadio se observaron las células de botella. Estas caracteristicas morfologicas son similares a
las observadas en X. laevis (Gilbert, 2003). Este cambio de forma en las células es producido
por la constriccion apical de las células que forman el labio dorsal del blastoporo y es el

responsable del inicio de la involucion (Keller et al., 2003).

El movimiento de rotacion vegetal es el factor mas importante para la internalizacién
del endodermo y mesodermo (Winklbauer y Schirfeld, 1999). En la gastrula media de H.
fleischmanni y E. callistomma se observo el posible efecto de este movimiento sobre las células
del piso del blastocele ya que se encontraron células cubriendo el techo del blastocele. Ademas,
en el lado dorsal de la gastrula temprana (estadio 11) de H. fleischmanni y E. callistomma se
observo claramente una linea que limita las células vegetales internas y las células de

superficiales. Esta linea corresponde al cleft de Brachet (Figs. 6C y 21C).

El proceso de reduccién del namero de capas de células que conforman el techo del
blastocele esta guiado por el movimiento de epibole (Gilbert, 2003). En la gastrula media se
observo que en H. fleischmanni y E. callistomma el techo del blastocele se ha reducido hasta

tener un grosor de 2 capas de células, al igual que en X. laevis (Keller, 1980).
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La formacion del arquenterdn tiene lugar durante la gastrulacion. Los eventos de
inflacion y elongacion del arquenterdn son independientes entre si (Ewald el al., 2004). Se
observo que estos eventos ocurren de manera simultinea en la gastrulacion de H. fleischmanni.
En E. callistomma se observo que la elongacion del arquenterdn ocurre antes que la inflacién,
como en X. laevis. La inflacion del arquenterdn, posiblemente, es el resultado del influjo de

liquido proveniente del blastocele (Ewald et al., 2004).

En la gastrula media de H. fleischmanni y E. callistomma se observo que las cavidades
del blastocele y el arquenteron estan separadas por un tabique de células, al igual que en X.
laevis (Ewald et al., 2004). Ademas, tanto en H. fleischmanni y E. callistomma se observo que
la inflacion y elongacion del arquenterdn ocurre simultaneamente con la reduccion de tamafio
del blastocele. El blastocele desaparece, casi por completo, hacia el final de la gastrulacion, al

igual que en X. laevis (Ewald et al., 2004).

En los estadios de gastrula tardia y post-gastrula de ambas especies se observo la
presencia del notocordio y el mesodermo paraxial, al igual que ocurre en X. laevis. En X. laevis,
la presencia del mesodermo paraxial y notocordio esta intimamente ligado con los movimientos
morfogenéticos de convergencia y extension que ocurren durante la gastrulacion (revisado por

Pourquié, 2001).

El andlisis de la expresion de la proteina Brachyury seria necesario para confirmar que
los tejidos sufren convergencia y extension dorsal durante estos estadios. EI gen Brachyury
juega un rol importante en los movimientos morfogenéticos durante la gastrulacion y se expresa

en los tejidos que sufren convergencia y extension dorsal (Smith et al., 1991; Yamada, 1994).
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Una de las caracteristicas mas llamativas en la gastrulacién de H. fleischmanni y E.
callistomma es la tendencia a mantener el tapdn de yema en el estadio de post- gastrula. El
tiempo desde el inicio hasta el final de la gastrulacion es similar. En H. fleischmanni es de 24

horas aproximadamente y en E. callistomma es de 22 horas aproximadamente (Tabla 4).

Las caracteristicas morfologicas observadas en la gastrula de las dos especies analizadas
permitieron la comparacion con los modos de gastrulacion determinados a partir de estudios
comparativos realizados en el Laboratorio de Biologia del Desarrollo de la PUCE. Estos
estudios comparativos determinaron tres modos de gastrulacion en diferentes especies de

anuros (Anexo 2).

En el primer modo de gastrulacion se encuentran las ranas X. laevis, E. coloradorum y
E. randi caracterizadas por presentar desarrollo rapido. En estas especies con desarrollo rapido,
la elongacion de arquenterdn inicia en la gastrula temprana y el alargamiento del notocordio se

inicia en la gastrula media (Moya et al., 2007; del Pino et al., 2007).

El segundo modo de gastrulacion incluye a las ranas dendrobatidas y a
Eleutherodactylus coqui (revisado por del Pino et al., 2007). En estas especies, la elongacién
del arquenterdn se inicia de forma ligeramente mas tardia, en la gastrula media; mientras que

el alargamiento de notocordio inicia en la post-gastrula.

El tercer modo de gastrulacion se observa en G. riobambae. En esta rana la elongacion
del arquenteron y el alargamiento del notocordio estan retrasados hasta la post-gastrula (Moya
et al., 2007). La involucion es el mayor evento en la gastrula de G. riobambae (Moya et al.,
2007). Ademas, esta es la unica especie que forma un disco embrionico. La formacion de un

disco embridnico en G. riobambae esté asociado con el retraso en la elongacion del arquenteron
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y la acumulacion de las células que involucionan en el labio del blastoporo. Esto resulta en la

formacion de un collar circumblastoporal en la gastrula tardia (Moya et al., 2007).

Las caracteristicas observadas en la gastrula de H. fleischmanni y E. callistomma, como
el inicio de la elongacion de arquenterdn en la gastrula temprana y el inicio del alargamiento
del notocordio en la gastrula media sugieren que presentan el primer modo de gastrulacion y

por lo tanto se las podria caracterizar como ranas de desarrollo rapido.

6.1.3 MORFOLOGIA DE LA NEURULA DE H. fleischmanni Y E

callistomma.

La neurulacién es un proceso en el cual los precursores del sistema nervioso central son
formados, separados y llevados debajo de la epidermis (Davidson y Keller, 1999). Los primeros
indicios del inicio de la neurulacién corresponden a la formacién de los pliegues neurales en
los bordes de la placa neural (Harrington et al., 2009). En H. fleischmanni y E. callistomma la
placa neural es visible en el estadio de post-gastrula al igual que en X. laevis (Harrington et al.,

2009).

La morfologia neural observada en H. fleischmanni y E. callistomma, concuerda con los
patrones descritos para X. laevis (Harrington et al., 2009). En las tres especies, la placa neural
se observa en la néurula temprana. En la néurula media los pliegues neurales se elevan en los
bordes de la placa neural. En la néurula tardia los pliegues neurales se fusionan y el tubo neural

se cierra (Anexo 3).
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En la néurula temprana de H. fleischmanni se observé que la placa neural es mas gruesa
en comparacion a E. callistomma y los pliegues neurales son mas prominentes en H.
fleischmanni. En ambas especies, se observd que las células de la placa neural se alargan durante
la post-gastrula y mantienen esta forma hasta la néurula tardia al igual que ocurre en X. laevis
(Harrington et al., 2009). En las dos ranas centrolénidas se observa la compactacion de las

celulas en los pliegues neurales, durante la néurula media.

6.1.3.1. PRESENCIA DE GRP EN LA NEURULA DE H. fleischmanni

Y E. callistomma.

La presencia de GRP se muestra en H. fleischmanni y en E. callistomma en el estadio
de post-géstrula (Fig. 11C y 25C). En las secciones transversales de las dos especies es posible
observar los limites de las crestas endodermales laterales y entre estas el mesodermo superficial
correspondiente al GRP. En una seccion transversal de la néurula temprana de E. callistomma
se observo el pigmento del mesodermo superficial, que resulta de las células mesodermales
pigmentadas externas que durante la gastrulacion fueron internalizadas. Se observa ademés que
en la parte més rostral del embridn el recubrimiento endodermal del arquenterén es casi
completo con so6lo unas pocas células del notocordio sin cubrir. Estos resultados sugieren que
estas especies como en los anfibios antes analizados el GRP es una estructura conservada
(Séenz-Ponce et al., 2012; Shook et al., 2004). Esto indica la importancia de esta estructura
para especificacion de la simetria izquierda-derecha de los érganos del cuerpo, como en otros

vertebrados (Blum et al., 2009).
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6.1.4 MORFOLOGIA DE LOS EMBRIONES DE H. fleischmanni Y E.
callistomma DESDE EL ESTADIO DE YEMA DE LA COLA (ESTADIO 17) HASTA LA

ECLOSION DEL RENACUAJO (ESTADIO 25).

Durante los estadios avanzados del desarrollo embrionario, la diferenciacion de las
capas germinales determina la formacion de los 6rganos futuros de los organismos (Wolpert et
al., 2007). En H. fleischmanni y E. callistomma una vez finalizada la neurulacion se observaron
los somitas y los pronefros que son estructuras derivadas del mesodermo. Los pronefros se
observaron a cada lado de los embriones al igual que en X. laevis (Asashima et al., 2009;

Drawbridge et al., 2003).

En los estadios méas avanzados del desarrollo se observa el desarrollo de las branquias
hasta la eclosion del renacuajo. La ramificacion de las branquias es caracteristica de cada
especie. Para H. fleischmanni en el estadio de desarrollo completo de las branquias se
observaron 5 ramificaciones en la rama anterior de las branquias y 4 en la rama posterior y
para E. callistomma en el mismo estadio, la rama anterior de las branquias presenta 4
ramificaciones y la rama posterior 3 ramificaciones. A diferencia de lo mencionado por Gosner
(1960) el ojo no se observa con claridad hasta el estadio 23. Es posible que el color de los
embriones no permita diferenciar con claridad el 0jo en estadios anteriores. Los embriones a la
eclosion presentan una ligera diferencia. En H. fleischmanni los embriones al eclosionar
presentan branquias exteriores a un lado. En E. callistomma no se observan branquias exteriores

en este estadio. EI opérculo a cubierto por completo a las branquias (Gosner, 1960).
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6.2 PIGMENTACION DEL HUEVO Y TIEMPOS DEL DESARROLLO

TEMPRANO DE H. fleischmanni Y E. callistomma.

Las ranas H. fleischmanni y E. callistomma presentan similares caracteristicas
morfoldgicas en el desarrollo embrionario. Sin embargo, presentan diferencias en cuanto a la

pigmentacion de los huevos y el tiempo de desarrollo desde la fertilizacion hasta la eclosion.

Los huevos de H. fleischmanni y E. callistomma son depositados en masas gelatinosas
en hojas sobre corrientes de agua. Luego de eclosionar, los renacuajos caen al agua donde
terminan su desarrollo (Delia et al., 2010 y Jacobson, 1985). En las dos especies el didmetro

promedio del huevo es de 2,1 mm.

La pigmentacion en el hemisferio animal de los huevos es considerada una proteccion a
la radiacion UV. Ademas, la coloracion oscura puede proveer camuflaje contra los
depredadores terrestres. En contraste, los huevos y embriones son despigmentados en ranas
que se desarrollan en lugares ocultos, como es el caso de las ranas hemifractidas (Schmid et al.,
2012). En X. laevis Shroom2, un regulador de la y-tubulina, tiene un rol importante en la
induccion de granulos de pigmento en los oocitos y blastémeros de X. laevis (Lee et al., 2009).
En contraste con X. laevis, los huevos y los embriones tempranos de Physalaemus pustulosus
(family Leiuperidae) son blancos, y la cantidad de mMRNA materno de Shroom2 es muy baja en
comparacion con los huevos de X. laevis (Lee et al., 2009; Romero-Carvajal et al., 2009. Por lo
tanto, la pigmentacidn en los huevos de otras ranas puede posiblemente depender de los niveles

de expresion de Shroom2 en la oogénesis (Lee et al., 2009).
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Los huevos de H. fleischmanni son blancos-ligeramente verdosos. La carencia de
pigmento en los embriones de esta especie podria estar relacionada con el lugar de oviposicion.
Los huevos de H. fleischmanni son depositados en el envés de las hojas (Delia et al., 2010). Por
tal motivo, no estan expuestos a la radiacion UV que puede causar severos dafios en el desarrollo
embrionario o la muerte de los embriones (Gurdon, 1960). Ademas, al estar en el envés de las
hojas los embriones estan ocultos y no requieren de camuflaje como en el caso de los huevos
depositados en el agua como los de X. laevis (revisado en Elinson y del Pino, 2012). En
contraste, los huevos de E. callistomma poseen una coloracion marron, la pigmentacion decrece
a lo largo del eje animal-vegetal. La especie E. callistomma deposita sus huevos en el haz de
las hojas (Guayasamin y Trueb, 2007), donde estdn mas expuestos a la radiacion solar y a la
depredacion, por lo que necesitan pigmento que los proteja de la radiacion UV y camuflaje que

los proteja de ser depredados (revisado en Elinson y del Pino, 2012).

En los embriones de H. fleischmanni no se observo pigmento alrededor de los nucleos
de las células como lo reportado para Engystomops (Romero et al., 2009). Sin embargo, el
analisis de los niveles de expresion de Shroom2 en los embriones de H. fleischmanni y E.
callistomma es necesario para determinar la presencia y localizacion de los granulos de

pigmento y compararlos con lo encontrado en X. laevis y E. pustulosus.

Las especies analizadas también presentan diferencias en los tiempos del desarrollo. Los
tiempos del desarrollo para las dos especies no fueron medidos bajo temperatura constante.
(Tabla 1y Tabla 2). La tasa del desarrollo depende de la temperatura (revisado en Duellman y
Trueb, 1994). Por este motivo, se sugiere la realizacion de experimentos controlados para
demostrar de qué forma la temperatura afecta al desarrollo de estas especies. Los tiempos del

desarrollo proporcionados en la tabla 1 y la tabla 2 son aplicables Unicamente al estudio a



74

temperatura ambiente del laboratorio que fluctta entre 18 °C y 22°C y representan el producto
de las observaciones a lo largo de esta investigacion. Estos datos no son aplicables a estudios

de campo donde las condiciones ambientales son distintas.

Los tiempos del desarrollo obtenidos para las dos especies estudiadas muestran que H.
fleischmanni tarda desde la fertilizacion hasta la eclosion aproximadamente 5 dias. Mientras
que E. callistomma tarda aproximadamente 12 dias (Tabla 4). La diferencia que presentan las
especies analizadas en los tiempos del desarrollo contrasta con la similitud de tiempos del
desarrollo observada en ranas de la familia Dendrobatidae (del Pino et al., 2004). Seria
interesante documentar los tiempos del desarrollo bajo temperatura controlada y ademas
analizar los tiempos del desarrollo en otras especies de la familia Centrolenidae y compararlos

los resultados obtenidos en esta investigacion.

6.3 LA IMPORTANCIA DE LA MODULARIDAD EN EL DESARROLLO

TEMPRANO DE RANAS CON DISTINTAS ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS.

El estudio comparativo del desarrollo temprano en distintas especies de ranas ha
permitido observar la modularidad en los procesos de desarrollo que difieren en el tamafio de
huevo vy estrategia reproductiva (Moya et al., 2007). La rana modelo del desarrollo X. laevis
tiene un huevo de 1,2 mm de diametro y su estrategia reproductiva consiste en depositar los
huevos en al agua. En las E. randi y E. coloradorum el tamafio del huevo es de 1,1 a 1,3 mm

de diametro y su estrategia reproductiva consiste en depositar los huevos en nidos de espuma.
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Tanto X. laevis, E. randi y E. coloradorum se consideran especies de desarrollo rapido de

acuerdo a su modo de gastrulacion (del Pino et al., 2007).

En la rana E. machalilla el diametro del huevo es de 1,6 mm de diametro y su estrategia
reproductiva es el cuidado parental por parte del macho. La rana G. riobambae tiene un tamafio
de huevo de 3.0 mm vy su estrategia reproductiva es incubar los huevos en una bolsa marsupial.
Estas especies de acuerdo al modo de gastrulacion que presentan son consideradas ranas de

desarrollo lento (del Pino et al., 2007).

En el presente estudio las especies H. fleischmanni y E. callistomma presentan huevos
con un tamario aproximado de 2,1 mm y su estrategia reproductiva consiste en depositar los
huevos en masas gelatinosas en hojas sobre corrientes del agua. En estas especies pertenecientes
a la misma familia se propone caracterizarlas como especies de desarrollo rapido de acuerdo a

su modo de gastrulacion.

En la rana H. fleischmanni la alta tasa de depredacion especialmente efectuada por las
larvas de las moscas del género Drosophila (Villa, 1977), la baja tasa supervivencia de los
embriones entre 21 al 38% vy otros factores que aumentan la mortalidad de los embriones
(Hayes, 1991), podrian estar influenciando la adaptacion de poner huevos que se desarrollen lo
mas pronto posible para evitar ser depredados. Para la rana E. callistomma no existe suficiente

informacion ecol6gica que permita concluir la adaptacién al desarrollo rapido.

El presente estudio refuerza la idea de que la estrategia reproductiva es el
acontecimiento que determina el tiempo de gastrulacion (del Pino et al., 2007) y no el tamafio

del huevo.
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6.4. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA DE LOS

EMBRIONES DE H. fleischmanni Y E. callistomma.

La descripcion del desarrollo temprano desde el clivaje hasta la eclosion de H.
fleischmanni y E. callistomma es un aporte a los estudios comparativos que se realizan en el
Laboratorio de Biologia de la PUCE. Es interesante estudiar las ranas de la familia
Centrolenidae ya que se pueden realizar comparaciones con ranas de diferentes familias

previamente analizadas.

Las caracteristicas morfologicas observadas en la gastrulacion de las especies
analizadas en este trabajo como lo son, el inicio de la elongacion del arquenterdn en la géstrula
temprana y el inicio del alargamiento del cuerpo en la gastrula tardia sugieren que el modo de
gastrulacion de estas especies concuerda con el modo de gastrulacién que presentan X. laevis,
E. coloradorum y E. randi, y por lo tanto se les ha caracterizado como especies de desarrollo
rapido (del Pino et al., 2007). Sin embargo, es necesario realizar analisis moleculares en H.

fleischmanni y E. callistomma que confirmen lo observado morfol6gicamente.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran la presencia de GRP en la néurula de
las especies analizadas. La presencia del GRP tanto en las ranas analizadas en este trabajo como
en ranas previamente estudiadas sugieren que esta estructura es altamente conservada en los
anfibios para la determinacion de la simetria izquierda-derecha (Saenz-Ponce et al., 2012;

Shook et al., 2004).

La descripcion morfoldgica del desarrollo temprano de estas especies incrementa el

conocimiento del desarrollo embrionario de los anuros presentes en el Ecuador. Este estudio es
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una herramienta para futuros estudios comparativos que se realizan en el Laboratorio de

Biologia del Desarrollo de la PUCE.
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LISTA DE ABREVIATURAS

a:  Arquenteron

aba: Arco branquial anterior

abp: Arco branquial posterior

ac:  Aletade lacola

ah:  Arco hioideo

am: Arco mandibular

b: Blastocele

bp:  Blastoporo

br:  Branquias

ccb:  Collar circumblastoporal

cs: Capa sensorial del neuroectodermo
e: Ectodermo

em: Endomesodermo

en:  Endodermo

grp: Gastrocoel roof plate o placa del techo  del
arquenteron

Id: Labio dorsal del blastoporo

Iv: Labio ventral del blastoporo

m:

mp:

n:

pin:

pn:

ra:

rp:

sn:
SO:

tn:

ty:

yb:

yc:

Mesodermo

Mesodermo paraxial
Notocordio
Ojo

Pronefros

Pliegues neurales

Placa neural

Rama anterior de las branquias
Rama posterior de las branquias
Somita

Surco neural

Estomodeo

Tubo neural

Tapdn de yema

Yema
Yema de las branquias

Yema de la cola
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Fig. 1. H. fleischmanni E. callistomma
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Figura 1. Resumen del desarrollo temprano de H. fleischmanni y E. callistomma.
Las imégenes A-G resumen el desarrollo de H. fleischmanni, usando estadios representativos.
Las imagenes H-N presentan los estadios homdlogos de E. callistomma. A, B, F, G, H, |, My
N son vistas laterales. C, D, J y K son vistas posteriores. E y L son vistas dorsales de ambas
especies. (A 'y H) Clivaje. (B e I) Blastula de células medianas, (C y J) Géastrula. Estadio tapon
de yema mediano. (D y K) Post-géstrula. (E y L) Néurula tardia. Cerramiento del tubo neural.
(F y M) Estadio de yema de la cola. (G y N) Estadio a la eclosién. Las barrasen A, B, C, D, E,

F,H, 1,J, K, Ly M corresponden a 500 um, en G y N corresponden a 1mm.
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Fig. 2.
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Figura 2. Morfologia del estadio de 32 células de H. fleischmanni (estadio 6): Ay B
son vistas laterales. Hemisferio animal orientado hacia arriba. (A) Esquema del embrién que
indica la orientacion de la biseccion sagital que se muestra en D. (B) Embrion en el estadio de
32 células. Vista externa. (C) Imagen del hemisferio animal. (D) Biseccion sagital. Hemisferio
animal orientado hacia arriba. Se observa el blastocele como una pequefia cavidad. No se
observa pigmento alrededor de los nucleos de las células animales. Las barras en B, C, D

corresponden a 500 um.
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Fig. 3.
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Figura 3. Morfologia del estadio de blastula de células grandes de H. fleischmanni
(estadio 7): A'y B son vistas laterales. Hemisferio animal orientado hacia arriba. (A) Esquema
del embrién que indica la orientacion de la biseccion sagital que se muestra en D. (B) Blastula
de células grandes. Vista externa. (C) Imagen del hemisferio animal. (D) Biseccion sagital.
Hemisferio animal esta orientado hacia arriba. El blastocele presenta una mayor extension. Las

barras en B, C, D corresponden a 500 pum.
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Fig. 4.

Figura 4. Morfologia del estadio de blastula de células medianas de H. fleischmanni
(estadio 8): (A) Blastula de células medianas. Vista lateral externa. Hemisferio animal

orientado hacia arriba. La barra corresponde a 500 pum.
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Fig. 5.
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Figura 5. Morfologia de la gastrula temprana de H. fleischmanni (estadio 10): A es
esquema del embridn visto desde el hemisferio vegetal. Lado dorsal orientado hacia arriba. B
es una vista lateral, desde el lado dorsal del embrion. (A) Esquema del embrion que indica la
orientacion de la seccidn sagital que se muestra en C. (B) Géstrula temprana. Vista externa. (C)
Seccion sagital. EI hemisferio animal orientado hacia arriba. Se observa el labio dorsal del
blastoporo orientado hacia la derecha. La cavidad en el hemisferio vegetal es un artefacto de la
fijacion. (D) Fluorescencia nuclear de la seccion en C. Acercamiento del labio dorsal del
blastoporo. Se observa el arquenteron. (D) Fluorescencia nuclear de la seccion en C.
Acercamiento del techo del blastocele. Se observa que el techo del blastocele esta formado por
3 0 4 capas de células. Las barras en B, C corresponden a 500 um y en C y D corresponden a

100um.
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Fig. 6.
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Figura 6. Morfologia de la gastrula temprana de H. fleischmanni (estadio 11): Ay
B son vistas desde el hemisferio vegetal, con el lado dorsal orientado hacia arriba. (A) Esquema
del embrion que indica la orientacién de la seccidn sagital que se muestra en C. (B) Géstrula
temprana. Vista externa. (C) Seccion sagital. EI hemisferio animal esté orientado hacia arriba.
Se observa el labio dorsal del blastoporo a la derecha y labio ventral a la izquierda. Las flechas
indican el cleft de Brachet. (D) Fluorescencia nuclear de la seccion sagital en C. Acercamiento
del techo del blastocele. Se observa que el techo esta formado por dos capas de células. Las

barras en B y C corresponden a 500 pum y en D corresponde a 100 um.
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Fig. 7.
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Figura 7. Morfologia de la gastrula media de H. fleischmanni (estadio 12): Ay B
son vistas posteriores. (A) Esquema del embrion que indica la orientacién de la seccién sagital
que se muestra en C. (B) Gastrula media. Vista externa. (C) Seccién sagital. Muestra la
extension del arquenterdn. Las flechas sefialan el cleft de Brachet. Notese el tabique de células
que separan el arquenterén del blastocele. (D) Fluorescencia nuclear de la seccion en C.
Acercamiento del techo del arquenterdn. La flecha sefiala el cleft de Brachet. (E) Fluorescencia
nuclear de la seccién el C. Acercamiento del blastocele. Recuadro muestra que el techo del
blastocele esta formado por dos capas de células. EI engrosamiento de una parte del techo del
blastocele es producto del seccionamiento desigual de esa zona. Las barras en B 'y C

corresponden a 500 pum y en D y E corresponden a 100 um.
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Fig. 8.
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Figura 8. Morfologia de la gastrula tardia de H. fleischmanni. (estadio12.5): Ay B
son vistas posteriores, con el lado dorsal orientado hacia arriba. (A) Esquema del embrion que
indica la orientacién de la seccidn sagital que se muestra en C. (B) Gastrula tardia. Vista externa.
La flecha indica el surco neural. (C) Seccion sagital. Se observa la extension del arquenterén.
(D) Fluorescencia nuclear de una seccion sagital, que muestra el techo del arquenterén. Las

barras en B y C corresponden a 500 um y en D corresponde a 100 um.
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Fig. 9.
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Figura 9. Secciones transversales de embriones en estadio de gastrula tardia de H.
fleischmanni (estadio 12.5): A es una vista posterior, con el lado dorsal orientado hacia arriba.
(A) Esquema del embridon que muestra la orientacion de las secciones transversales que se
muestran en By C. (B) Seccion transversal anterior. Se observa el notocordio, el ectodermo y
el mesodermo paraxial. La flecha indica el recubrimiento endodermal del arquenterdn. (C)
Fluorescencia nuclear de la seccion en B. Se observa con mayor claridad el notocordio, el
mesodermo paraxial, el ectodermo de piel y el recubrimiento endodermal del arquenterén. Las

barras en B y C corresponden a 100 pum.
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Fig. 10.
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Figura 10. Morfologia de la post-gastrula de H. fleischmanni (estadio 13): Ay B
son vistas posteriores, con el lado dorsal orientado hacia arriba. (A) Esquema del embrion que
indica la orientacion de la seccidn sagital que se muestra en C. (B) Géstrula tardia. Vista externa
de un embridn que aln conserva el tapon de yema. La flecha sefiala el surco neural. (C) Seccion
sagital. La flecha indica el remanente de blastocele. Se observa el tamafio reducido del tapon
de yema. (D) Fluorescencia nuclear de la secciéon en C. Acercamiento del techo del arquenteron.
Se observan el ectodermo, el mesodermo y el recubrimiento endodermal del arquenteron. Las

barras en B y C corresponden a 500 um y en D corresponde a 100 pum.
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Fig. 11.
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Figura 11. Morfologia del estadio de post-gastrula de H. fleischmanni en vistas
externa e interna estadio 13): A y B son vistas dorsales con el lado rostral orientado hacia
arriba. (A) Orientacion de las secciones transversales que se muestran en D y E. (B) Placa
neural. Vista externa. La flecha indica el surco neural. (C) Vista interna del techo del
arquenteron. El lado rostral est4 orientado hacia arriba (Foto: Natalia Sdenz). Se observa en la
parte posterior del arquenterdn, el GRP y el collar circumblastoporal. (D) Fluorescencia nuclear
de una seccion transversal a través de la region rostral de la gastrula tardia. Se observa el
ectodermo, el notocordio y el mesodermo paraxial. La flecha indica el recubrimiento
endodermal. (E) Fluorescencia nuclear de una seccion transversal a través de la region caudal
de la géstrula tardia. Se observa el ectodermo, el notocordio y el mesodermo paraxial. Las
flechas indican las crestas endodermales laterales. Las barras en B y C corresponden a 500 um

yen Dy E corresponden 100 pm.
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Figura 12. Morfologia de la néurula temprana de H. fleischmanni (estadio 14): La
region rostral en A y B estd orientada hacia arriba. (A) Esquema del embrién que indica la
orientacion de la seccion transversal que se muestra en D. (B) Néurula temprana. Vista externa
de la region anterior. Se observan los pliegues neurales y la placa neural. (C) Néurula temprana.
Vista externa de la region posterior del embrion en B. Se observa el blastoporo. (D)
Fluorescencia nuclear de una seccidn transversal de los pliegues neurales y el notocordio. Se
observa la placa neural, el notocordio, el mesodermo paraxial y el endodermo. Las barras en B

y C corresponden a 500 um y en D a 100 um.
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Figura 13. Morfologia de la néurula media de H. fleischmanni (estadio 15): La
region rostral en A 'y B esta orientada hacia arriba. C es una vista posterior del embrion en B.
(A) Esquema del embrion que indica la orientacion de la seccion transversal que se muestra en
D. (B) Néurula media. Vista externa de la region anterior. Se observan los pliegues neurales, el
surco neural. (C) Vista externa de la region posterior del embrién en B. Se observa el blastoporo.
(D) Fluorescencia nuclear de una seccion transversal. Se observa el notocordio, los pliegues
neurales, el mesodermo paraxial. Las barras en B y C corresponden a 500 um y en D

corresponde a 100 pum.



115

Fig. 14.
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Figura 14. Morfologia de la néurula tardia de H. fleischmanni (estadio 16): La
region rostral en A y B estd orientada hacia arriba. (A) Esquema del embrién que indica la
orientacion de las secciones transversales que se muestran en C y D. (B) Néurula tardia. Vista
externa. Se observan los pliegues neurales. (C) Seccion transversal a través de los pliegues
neurales y el notocordio. Se observan los pliegues neurales antes de fusionarse, el notocordio y
el recubrimiento endodermal del arquenterén. (D) Fluorescencia nuclear de otra seccién
transversal en la region del tronco. Se observa con mayor claridad el notocordio, los somitas y
el recubrimiento endodermal del arquenteron. La barra en B corresponde a 500 ymyen C y D

corresponden a 100 pm.
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Fig. 15.
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Figura 15. Morfologia del estadio de yema de la cola de H. fleischmanni (estadio
17): En A, B, C la region rostral esta orientada hacia la izquierda. (A) Esquema del embrién
que indica la orientacién de la seccion sagital que muestra en C. (B) Embrién entero en el
estadio de yema de la cola. Se observan los arcos branquiales, los pronefros y la yema de la
cola (Foto: Natalia Sdenz). (C) Seccidn sagital. Se observan los somitas y el mesodermo

paraxial. Las barras en B y C corresponden a 500 pum.
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Figura 16. Morfologia del estadio de desarrollo de las branquias y del estadio de
desarrollo completo de las branquias de H. fleischmanni (estadio 21 y 23): La region rostral
en A, B, Cy D esta orientada hacia la izquierda. C es una vista dorsal. D es un vista lateral. (A)
Esquema de las branquias de un embridn en estadio 21. Se observan las ramas de las branquias.
La rama anterior posee 2 ramificaciones. La rama posterior sin ramificaciones. (B) Esquema de
las branquias de un embrion en estadio 23. Se observan las ramas de las branquias en su méaxima
extension. La rama anterior posee 5 ramificaciones y la rama posterior presenta 4
ramificaciones. (C) Embrion entero en estadio de desarrollo de las branquias. Se observan la
rama anterior y posterior de las branquias (Foto: Natalia Saenz). (D) Embrion entero en estadio
de desarrollo completo de las branquias. Se observan las ramas de las branquias tanto anterior

como posterior con sus ramificaciones. Las barras en C y D corresponden a 1mm.
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Fig. 17.
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Figura 17. Morfologia de los embriones a la eclosion de H. fleischmanni (estadio
25): La region rostral en A, B y C esta orientada hacia la izquierda. (A) Vista lateral de un
embrion a la eclosion. Se observa la aleta caudal, los somitas y las branquias. (B) Acercamiento
de la region rostral del embrion en A. La flecha indica el pigmento que posee el embrion en la
region dorsal de la cabeza. (C) Vista ventral de la cabeza. Se observa branquias de tamarfio
reducido solo a un lado del embrion. La flecha indica el disco oral. La barra en A corresponde

almmyen By C corresponde a 500 pm.
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Fig. 18.
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Figura 18. Morfologia del estadio de 32 células E. callistomma (estadio 6): Ay B
son vistas laterales. Hemisferio animal orientado hacia arriba. (A) Esquema del embrién que
indica la orientacion de la biseccién sagital que se muestra en C. (B) Embrion de 32 células.
Vista externa. (C) Vista del hemisferio animal. (D) Biseccion sagital, con el hemisferio animal
orientado hacia arriba. Se observa el blastocele como una pequefia cavidad. Las barras en B, C

y D corresponden a 500 pm.
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Fig. 19.
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Figura 19. Morfologia de la blastula de células medianas E. callistomma (estadio
8): A y B son vistas laterales. Hemisferio animal orientado hacia arriba. (A) Esquema del
embrién que indica la orientacion de la seccidn sagital que se muestra en D. (B) Blastula de
células medianas. (C) Vista del hemisferio animal. (D) Seccion sagital. Se observa la extension
del blastocele. (E) Fluorescencia nuclear de la seccion en D. Acercamiento del techo del
blastocele. Se observa que el techo estd formado por 4 a5 capas de células. La flecha indica
un nucleo de una célula en proceso de division. Las barras en B, C y D corresponden a 500 um

y en E corresponde a 100 pum.
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Fig. 20.
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Figura 20. Morfologia de la gastrula temprana de E. callistomma (estadio 10): A es
una vista desde el hemisferio vegetal. Lado dorsal orientado hacia arriba. B es una vista lateral,
desde el lado dorsal del embrion. (A) Esquema del embrion que indica la orientacion de la
seccion sagital que se muestra en C. (B) Gastrula temprana. Vista externa. Se observa la
hendidura del labio dorsal del blastoporo. (C) Seccidon sagital. Hemisferio animal orientado
hacia arriba. Se observa el labio dorsal del blastoporo orientado hacia la derecha. (D)
Fluorescencia nuclear de la seccion sagital en C. Acercamiento del techo del blastocele. Se
observa que el techo estd formado por una capa de 6 o 7 células. (E) Fluorescencia nuclear de
la seccién en C. Acercamiento del labio dorsal del blastoporo. La flecha sefiala una célula de

botella. Las barras en B y C corresponden a 500 um y en D y E corresponden a 100 pm.
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Fig. 21.
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Figura 21. Morfologia de la gastrula temprana de E. callistomma (estadio 11): Ay
B son vistas desde en hemisferio vegetal. Lado dorsal orientado hacia arriba. (A) Esquema del
embrién que indica la orientacién de la seccién sagital que se muestra en C. (B) Géstrula
temprana. Vista externa. (C) Seccion sagital. EI hemisferio animal esté orientado hacia arriba.
Se observa el labio dorsal del blastoporo a la derecha y el labio ventral a la izquierda. La flecha
indica el cleft de Brachet. (D) Fluorescencia nuclear de la seccién sagital en C. Acercamiento
del techo del blastocele. Se observa que el techo esta formado por 2 capas de células. Las barras

en B y C corresponden a 500 pm y en D corresponde a 100 um.
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Fig. 22.
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Figura 22. Morfologia de la gastrula media de E. callistomma (estadio 12): Ay B
son vistas posteriores. (A) Esquema del embridon que indica la orientacion de la seccion
biseccion sagital que se muestra en C y de la seccién sagital en D. (B) Géstrula media. Vista
externa. (C) Biseccion sagital. Se observa el progreso de la expansion del arquenterén. La
reduccion del tamafio del blastocele. (D) Seccién sagital. Se observa el arquenterdn y el
blastocele como una sola cavidad, esto es producto del seccionamiento. (E) Fluorescencia
nuclear de la seccion sagital en D. Acercamiento del techo del arquenterdn. La flecha indica el

cleft de Brachet. Las barras en B, C y D corresponden a 500 um y en E corresponden a 100 um.
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Fig. 23.
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Figura 23. Morfologia de la géstrula tardia de E. callistomma (estadio 12.5): Ay B
son vistas posteriores. Lado dorsal orientado hacia arriba. (A) Esquema del embridn que indica
la orientacion de la seccidn sagital que se muestra en C. (B) Gastrula tardia. Vista externa. (C)
Seccion sagital. Se observa la extension del arquenteron. (D) Fluorescencia nuclear de una
seccion sagital, que muestra el techo del arquenterédn. La flecha indica el cleft de Brachet. Las

barras en B y C corresponden a 500 um y en D corresponde a 100 um.
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Fig. 24.
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Figura 24. Morfologia de la post-géstrula de E. callistomma (estadio 13): Ay B son
vistas posteriores. Lado dorsal orientado hacia arriba. (A) Esquema del embrién que indica la
orientacion de la seccion parasagital que se muestra en C. (B) Post-gastrula. Vista externa de
un embridn que aun conserva el tapdn de yema. (C) Seccion parasagital. Se observa la extension
del arquenteron. (D) Fluorescencia nuclear de la seccion parasagital en C. Se observa el collar
circumblastoporal. La flecha indica el cleft de Brachet. (E) Fluorescencia nuclear de otra
seccion parasagital. Acercamiento del techo del arquenteron. Se observa el ectodermo, el
mesodermo y el recubrimiento endodermal del arquenterdn. Las barras en B y C corresponden

a 500 um y en D y E corresponden a 100 pum.
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Fig. 25.
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Figura 25. Morfologia del estadio de post-gastrula de E. callistomma en vistas
externa e interna (estadio 13): A es una vista dorsal. Region rostral hacia arriba. B es una
vista dorsal del embrion. Regidn rostral orientada hacia arriba. (A) Esquema del embrion que
indica la orientacion de la seccion transversal que se muestra en C. (B) Post-gastrula. Vista
externa. La flecha indica el surco neural. (C) Vista interna del techo del arquenterén. Lado
rostral orientado hacia arriba. Se observa en la parte posterior del arquenterdn, el GRP vy el
collar circumblastoporal. (D) Fluorescencia nuclear de una seccion transversal a través de la
region rostral de la géstrula tardia. Se observa el notocordio, el ectodermo, el mesodermo
paraxial y la placa neural. Las flechas indican los limites de las crestas endodermales laterales.

Las barras en B y C corresponden a 500 um y en D corresponde a 100 um.
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Fig. 26.
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Figura 26. Morfologia de la néurula temprana de E. callistomma (estadio 14): La
region rostral en A y B estd orientada hacia arriba. (A) Esquema del embrién que indica la
orientacion de las secciones transversales que se muestran en C y D. (B) Néurula temprana.
Vista externa. Se observan los pliegues neurales, la placa neural y el blastoporo. (C) Seccion
transversal a través de los pliegues neurales y la placa neural. Se observa el notocordio, la placa
neural y el mesodermo paraxial. Las flechas indican los limites de las crestas endodermales
laterales. (D) Fluorescencia nuclear de otra seccion transversal. Se observa con mayor claridad
el notocordio, el mesodermo paraxial y la placa neural. Las flechas indican los limites de las
crestas endodermales laterales. La barra en B corresponde a 500 um y en C y D corresponden

a 100 pm.
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Fig. 27.
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Figura 27. Morfologia de la néurula media de E. callistomma (estadio 15): La region
rostral en A y B esta orientada hacia arriba. (A) Esquema del embrion que indica la orientacion
de la seccién transversal que se muestra en D. (B) Néurula media. Vista rostral. Se observan
los pliegues neurales y el surco neural. (C) Vista caudal del embrion en B. Se observa el
blastoporo. (D) Fluorescencia nuclear de una seccion transversal. Se observa el notocordio, los
pliegues neurales, el mesodermo paraxial y el endodermo. Las barras en By C corresponden a

500 pm y en D corresponde a 100 um.
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Fig. 28.




144

Figura 28. Morfologia de la néurula tardia de E. callistomma (estadio 16.5): La
region rostral en A y B estd orientada hacia arriba. (A) Esquema del embrién que indica la
orientacion de la seccion transversal que se muestra en D. (B) Néurula tardia. Vista externa
rostral. Se observan los pliegues neurales fusionados. (C) Vista caudal del embrion en B. Se
observa el blastoporo. (D) Fluorescencia nuclear de una seccién transversal. Se observa el tubo
neural, el notocordio. La flecha indica el recubrimiento endodermal del arquenterdn. Las barras

en B y C corresponden a 500 um y en D corresponde a 100 pum.
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Fig. 29.
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Figura 29. Morfologia del estadio de yema de la cola de E. callistomma (estadio 17):
La region rostral en A, B y C esta orientada hacia la izquierda. B es una vista lateral. (A)
Esquema del embrion que indica la orientacion de la seccidn sagital en C. (B) Embrion entero
en el estadio de yema de la cola. Se observan los 4 arcos branquiales, los pronefros y la yema
de la cola. (C) Seccion sagital. Se observan los somitas y el mesodermo paraxial. Las barras en

B y C corresponden a 500 um.
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Fig. 30.
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Figura 30. Morfologia del estadio de respuesta muscular y del estadio de yema de
las branquias de E. callistomma (estadio 18 y 19): A y B son vistas laterales. Region rostral
orientada hacia la izquierda. (A) Embrion entero en estadio de respuesta muscular. Se observa
el arco mandibular, el arco hioideo, el arco branquial anterior, el arco branquial posterior, los
pronefros y los somitas. (B) Embridn entero en estadio de yema de las branquias. Se observa la
aleta caudal, la yema de las branquias, el arco mandibular, el arco hioideo, el estomodeo. Las

barras en A y B corresponden a 500 pm.
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Fig. 31.
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Figura 31. Morfologia de embriones en estadios de desarrollo de las branquias de
E. callistomma (estadio 20 y 21): La region rostral en A, B, C, D y E esta orientada hacia la
izquierda. (A) Esquema de las branquias en el estadio de desarrollo de las branquias. Estadio
20. La rama anterior y la posterior de las branquias poseen 2 pequefias ramificaciones cada una.
(B) Esquema de las branquias en el estadio de desarrollo de las branquias, Estadio 21. Las ramas
anterior y posterior de las branquias poseen 2 ramificaciones cada una. (C) Embrién en estadio
20. Se observan las ramas de las branquias. (D) Embrién en estadio 21. Se observan las ramas
de las branquias. (E) Magnificacion de la cabeza de un embrion en estadio 21. Se observan las
ramas de las branquias, con una mayor extension. La rama anterior y la posterior poseen 2

ramificaciones cada una. Las barras en C, D y E corresponden a 500 pm.
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Fig. 32.
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Figura 32. Morfologia del estadio de desarrollo completo de las branquias de E.
callistomma (estadio 23): En B y C la region rostral esta orientada hacia la izquierda. (A)
Esquema de las branquias en el estadio de desarrollo completo de las branquias. La rama
anterior posee 4 ramificaciones. La rama posterior posee 3 ramificaciones. (B) Vista dorsal de
un embrion en el estadio de desarrollo completo de las branquias. Se observan las branquias.
(C) Vista lateral de un embridn en el estadio de desarrollo completo de las branquias. Se observa

la aleta caudal, el ojo y las branquias. Las barras en B 'y C corresponden a 1 mm.
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Fig. 33.
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Figura 33. Morfologia de los embriones a la eclosién de E. callistomma (estadio 25):
La region rostral en A, B y C esta orientada hacia la izquierda. (A) Vista lateral de un embrion
a la eclosion. Se observa la aleta caudal, los somitas. (B) Vista ventral de un embrién a la
eclosion. Se observa el estomodeo y la aleta caudal. En este estadio no se observan branquias
externas. (C) Acercamiento de la cabeza. Vista ventral. La flecha indica el disco oral. Las barras

en Ay B corresponden a 1 mm y en C corresponde a 500 pm.
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9. TABLAS
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Tabla 1. Tiempo del desarrollo, en horas y minutos, de los embriones de H. fleischmanni

en cada postura. El tiempo 00:00 es el inicio de las observaciones.

Postura  Hy-001%2

Hy-0022

Hy-003>  Hy-0042

Hy-0052 Hy-010

Fecha
inicio 25/08/2010 25/10/2010 30/11/2010 24/01/2011 16/01/2011 18/01/2013
Fecha
eclosion  30/08/2010 19/01/2013
Estadio
6 00:00
6+ 3:00
8 00:00 00:00
10 2:00 00:00
11 5:20
12 20:30 7:00
12.5 16:10 00:00
12.75 26:20 5:40
13 18:00 22:30
14 20:00
15 23:00
16 28:20 48:10
17 44:30 23:40
18 33:10
23 116:10 00:00
25 26:00
Tiempo
en dias 4.8

L Hy y un nimero de 3 cifras representa la codificacion de la postura. Hy-001= Hyalinobatrachium fleischmanni,

primera postura.

2 os datos de estas posturas fueron tomados por Natalia Saenz.
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Tabla 2. Tiempo del desarrollo, en horas y minutos, de los embriones de E. callistomma

en cada postura. El tiempo 00:00 es el inicio de las observaciones.

Postura Es-004! Es-005 Es-006 Es-007

Fecha
inicio 22/10/2012 26/11/2012 16/01/2013 18/02/2013
Fecha eclosién 28/01/2012 03/03/2013
Estadio
4 00:00 00:00
6 2:30 00:00 00:00
8 7:30 5:20
10 25:10 18:20 24:00
11 30:20 23:50
12 38: 40
12.5 45:50
13 48: 15 46:00
14 45:07
15 48:07
16 50:20 55:07
17 65:20 72:52 70:30
18 79:20 86:02 94:45
18+ 106: 10 98:17
19 126:20 111:37
19+ 131:40 124:27 119:10
20 142:45 137:27
21 162:35 155:27 142:30
22 171:40
23 189:30
24 191:40
25 293:07 286:30
Tiempo en dias 12,2 11,91

LEs y un nimero de 3 cifras representa la codificacion de la postura. Es-004= Espadarana callistomma, cuarta
postura.
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Tabla 3. Estadios del desarrollo de H. fleischmanni y E. callistomma en relacion a la

tabla de desarrollo de Xenopus laevis (Nieuwkoop y Faber, 1994) y la tabla general de

Gosner (1960).

Estadios H. Estadios Estadios  Caracteristicas de  Caracteristicas de los
fleischmanniy X.laevis  Gosner los embriones de H. embriones de E.
E. callistomma fleischmanni callistomma

6 6 7 Embrion de 32 Embrion de 32 células
células

7 7 7+ Bléstula de células
grandes

8 8 8 Bléstula de células Blastula de células
medianas medianas

10 10 10 Formacién labio Formacién labio
dorsal del blastoporo  dorsal del blastoporo

11 11 10 Gastrula temprana Gastrula temprana

12 12 11 Tapon de yema Tapon de yema
mediano mediano

125 125 12 Tapon de yema Tapon de yema

pequefio pequefio

13 13 13 Post-gastrula Post-gastrula

14 14 14 Néurula temprana Néurula temprana

15 16 15 Néurula media Néurula media

16 20 16 Néurula tardia: tubo ~ Néurula tardia: tubo
neural neural

17 24 17 Yema de la cola Yema de la cola

18 26 18 - Respuesta muscular

19 33-35 19 - Latido cardiaco/ Yema

de las branquias
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Tabla 3. Continuacion

Estadios H. Estadios Estadios Caracteristicasde Caracteristicas de
fleischmanni  X. laevis Gosner los embriones de  los embriones de E.
y E. H. fleischmanni callistomma

callistomma
20 33-40 20 - Circulacion en

Branquias
anteriores con dos
ramificaciones

Branquias
anteriores con 5
ramificaciones y las
branquias
posteriores con 4
ramificaciones

Eclosion. El
opérculo cubre casi
por completo a las
branquias.

branquias/ Branquias
anteriores y
posteriores con 2
ramificaciones

Branquias anteriores
y posteriores con dos
ramificaciones

Branquias anteriores
con 4 ramificaciones
y las branquias
posteriores con 3
ramificaciones

Eclosion. El
opérculo cubre por
completo a las
branquias.
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Tabla 4. Tiempos de gastrulacion. En horas y minutos, de los embriones de H.

fleischmanni y E. callistomma. El tiempo 00:00 es el inicio de la gastrulacion.

Estadio H. fleischmanni  E. callistomma

Inicio de la
gastrulacion 10 00:00 00:00
11 3:40 5:20
12 18:30 13:40

12.75 24:20

Final de la
gastrulacion 13 22:05
Total 24:20 22:05

Los datos de H. flieschmanni corresponden a la postura Hy-001 (tomados por N. Sdenz) y en E. callistomma a la

postura Es-004 (tomados por M. J. Salazar).
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Figura |Negativo Especie lluminacién | Fecha Crédito

1A SNAP-115529-0002 | H. fleischmanni | Luz directa 5/Octubre/2012 M. Salazar
1B SNAP-085910-0002 | H. fleischmanni | Luz directa 28/Septiembre/2012 | M. Salazar
1C SNAP-144002-0001 | H. fleischmanni | Luz directa 14/Agosto/2012 M. Salazar
1D SNAP-094456-0002 | H. fleischmanni | Luz directa 15/Agosto/2012 M. Salazar
1E SNAP-141540-0040 | H. fleischmanni | Luz directa 15/Noviembre/2012 | M. Salazar
1F SNAP-151947-0001 | H. fleischmanni | Luz directa 11/Noviembre/2011 | N. S&enz

1G SNAP-121819-0010 | H. fleischmanni | Luz directa 28/Enero/2013 M. Salazar
1H SNAP-102441-0010 | E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
11 SNAP-103728-0020 | E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
1 SNAP-111529-0037 | E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
1K SNAP-120846-0061 | E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
1L SNAP-104158-0003 | E. callistomma | Luz directa 27/Febrero/2013 M. Salazar
1M SNAP-123251-0077 | E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
AN SNAP-124708-0014 | E. callistomma | Luz directa 12/Marzo/2013 M. Salazar
2B SNAP-115529-0002 | H. fleischmanni | Luz directa 5/Octubre/2012 M. Salazar
2C SNAP-123530-0003 | H. fleischmanni | Luz directa 14/Agosto/2012 M. Salazar
2D SNAP-115954-0005 | H. fleischmanni | Luz directa 5/Octubre/2012 M. Salazar
3B SNAP-131315-0017 | H. fleischmanni | Luz directa 16/Noviembre/2012 | M. Salazar
3C SNAP-130106-0008 | H. fleischmanni | Luz directa 16/Noviembre/2012 | M. Salazar
3D SNAP-154929-0010 | H. fleischmanni | Luz directa 1/Agosto/2012 M. Salazar
4A SNAP-085910-0002 | H. fleischmanni | Luz directa 28/Septiembre/2012 | M. Salazar
5B SNAP-115221-0042 | H. fleischmanni | Luz directa 5/Mayo0/2012 M. Salazar
5C SNAP-122142-0018 | H. fleischmanni | Luz directa 20/Febrero/2013 M. Salazar
5D SNAP-125146-0005 | H. fleischmanni | Fluorescencia | 14/Marzo/2013 M. Salazar
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Figura |Negativo Especie lluminacién | Fecha Crédito

6B SNAP-135851-0029 | H. fleischmanni | Luz directa 15/Noviembre/2012 | M. Salazar
6C SNAP-125036-0031 | H. fleischmanni | Luz directa 20/Febrero/2013 M. Salazar
6D SNAP-125658-0011 | H. fleischmanni | Fluorescencia | 14/Marzo/2013 M. Salazar
7B SNAP-144002-0001 | H. fleischmanni | Luz directa 14/Agosto/2012 M. Salazar
7C SNAP-120936-0012 | H. fleischmanni | Luz directa 20/Febrero/2013 M. Salazar
7D SNAP-114339-0056 | H. fleischmanni | Fluorescencia | 6/Marzo/2013 M. Salazar
7E SNAP-114449-0058 | H. fleischmanni | Fluorescencia | 6/Marzo/2013 M. Salazar
8B SNAP-104527-0007 | H. fleischmanni | Luz directa 24/Agosto/2012 M. Salazar
8C SNAP-155434-0036 | H. fleischmanni | Luz directa 30/Marzo/2013 M. Salazar
8D SNAP-153715-0009 | H. fleischmanni | Fluorescencia | 30/Marzo/2013 M. Salazar
9B SNAP-154844-0029 | H. fleischmanni | Luz directa 30/Marzo/2013 M. Salazar
9C SNAP-152739-0004 | H. fleischmanni | Fluorescencia | 30/Marzo/2013 M. Salazar
10B SNAP-094456-0002 | H. fleischmanni | Luz directa 15/Agosto/2012 M. Salazar
10C SNAP-124359-0004 | H. fleischmanni | Luz directa 16/Noviembre/2012 | M. Salazar
10D SNAP-113630-0006 | H. fleischmanni | Fluorescencia | 25/Febrero/2013 M. Salazar
11B SNAP-115345-0001 | H. fleischmanni | Luz directa 3/Septiembre/2012 | M. Salazar
11C SNAP-104551-0002 | H. fleischmanni | Luz directa 28/Septiembre/2011 | N. Séenz

11D SNAP-153016-0029 | H. fleischmanni | Fluorescencia | 18/Enero/2013 M. Salazar
11E SNAP-153226-0030 | H. fleischmanni | Fluorescencia | 18/Enero/2013 M. Salazar
12B SNAP-131027-0006 | H. fleischmanni | Luz directa 13/Noviembre/2012 | M. Salazar
12C SNAP-131807-0009 | H. fleischmanni | Luz directa 13/Noviembre/2012 | M. Salazar
12D SNAP-124223-0091 | H. fleischmanni | Fluorescencia | 6/Marzo/2013 M. Salazar
13B SNAP-160512-0032 | H. fleischmanni | Luz directa 12/Noviembre/2012 | M. Salazar
13C SNAP-162230-0041 | H. fleischmanni | Luz directa 12/Noviembre/2012 | M. Salazar
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Figura | Negativo Especie lluminacion | Fecha Crédito
13D SNAP-131925-0108 | H. fleischmanni | Fluorescencia |6/Marzo/2013 M. Salazar
14B SNAP-141540-0040 | H. fleischmanni | Luz directa 15/Noviembre/2012 | M. Salazar
14C SNAP-124651-0004 | H. fleischmanni | Luz directa 22/Marzo/2013 M. Salazar
14D SNAP-125627-0096 | H. fleischmanni | Fluorescencia |6/Marzo/2013 M. Salazar
15B SNAP-151947-0001 |H. fleischmanni | Luz directa 11/Noviembre/2011 | N. Séenz
15C SNAP-113942-0006 | H. fleischmanni | Luz directa 8/Febrero/2013 M. Salazar
16C SNAP-154542-0007 | H. fleischmanni | Luz directa 17/Noviembre/2011 | N. Séenz
16D SNAP-140401-0033 | H. fleischmanni | Luz directa 13/Noviembre/2012 | M. Salazar
17A | SNAP-121819-0010 |H. fleischmanni | Luz directa 28/Enero/2013 M. Salazar
17B SNAP-121441-0009 |H. fleischmanni | Luz directa 28/Enero/2013 M. Salazar
17C SNAP-111440-0007 | H. fleischmanni | Luz directa 15/Abril/2013 M. Salazar
18B SNAP-102441-0010 |E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
18C SNAP-153710-0023 | E. callistomma | Luz directa 8/Enero/2013 M. Salazar
18D | SNAP-124922-0003 | E. callistomma | Luz directa 5/Febrero/2 M. Salazar
19B SNAP-103728-0020 | E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
19C SNAP-103106-0013 | E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
19D SNAP-135425-0003 | E. callistomma | Luz directa 23/Febrero/2013 M. Salazar
19E SNAP-100744-0002 | E. callistomma | Fluorescencia |6/Marzo/2013 M. Salazar
20B SNAP-150740-0002 | E. callistomma | Luz directa 10/Enero/2013 M. Salazar
20C SNAP-134021-0005 |E. callistomma | Luz directa 24/Febrero/2013 M. Salazar
20D SNAP-102551-0009 |E. callistomma |Fluorescencia |6/Marzo/2013 M. Salazar
20E SNAP-102838-0011 | E. callistomma | Fluorescencia |6/Marzo/2013 M. Salazar
21B SNAP-110301-0030 |E. callistomma |Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
21C SNAP-124708-0004 | E. callistomma | Luz directa 28/Febrero/2013 M. Salazar




Tabla 5. Continuacion

164

Figura | Negativo Especie lluminacion | Fecha Crédito

21D  |SNAP-130713-0022 |E. callistomma | Fluorescencia |14/Marzo/2013 M. Salazar
22B SNAP-111529-0037 | E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
22C SNAP-144340-0004 | E. callistomma | Luz directa 24/Febrero/2013 | M. Salazar
22D | SNAP-144712-0008 | E. callistomma | Luz directa 24/Febrero/2013 | M. Salazar
22E SNAP-130306-0019 | E. callistomma | Fluorescencia |14/Marzo/2013 M. Salazar
23B SNAP-112936-0043 | E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
23C | SNAP-115459-0001 |E. callistomma | Luz directa 28/Febrero/2013 | M. Salazar
23D | SNAP-133006-0117 |E. callistomma | Fluorescencia |6/Marzo/2013 M. Salazar
24B SNAP-120902-0062 | E. callistomma |Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
24C SNAP-100333-0012 | E. callistomma | Luz directa 30/Marzo/2013 M. Salazar
24D | SNAP-105701-0027 | E. callistomma | Fluorescencia |6/Marzo/2013 M. Salazar
24E SNAP-105734-0028 | E. callistomma | Fluorescencia |6/Marzo/2013 M. Salazar
25B SNAP-120147-0054 | E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
25C SNAP-144054-0002 | E. callistomma |Luz directa 19/Abril/20113 M. Salazar
25D | SNAP-130952-0024 |E. callistomma | Fluorescencia |14/Marzo/2013 M. Salazar
26B SNAP-113853-0047 | E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
26C SNAP-141136-0012 | E. callistomma |Luz directa 23/Febrero/2013 | M. Salazar
26D | SNAP-110730-0034 | E. callistomma | Fluorescencia |6/Marzo/2013 M. Salazar
27B SNAP-122511-0071 |E. callistomma |Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
27C SNAP-122821-0074 | E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
27D | SNAP-112000-0040 |E. callistomma |Fluorescencia |6/Marzo/2013 M. Salazar
28B SNAP-113521-0008 | E. callistomma | Luz directa 14/Marzo/2013 M. Salazar
28C SNAP-113606-0009 | E. callistomma | Luz directa 14/Marzo/2013 M. Salazar
28D | SNAP-121538-0005 |E. callistomma |Fluorescencia |22/Marzo/2013 M. Salazar
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Figura | Negativo Especie lluminacion | Fecha Crédito

29B SNAP-123251-0077 | E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
29C SNAP-142657-0021 | E. callistomma | Luz directa 23/Febrero/2013 M. Salazar
30A | SNAP-122024-0068 | E. callistomma | Luz directa 19/Enero/2013 M. Salazar
30B SNAP-125938-0030 | E. callistomma | Luz directa 30/Enero/2013 M. Salazar
31C SNAP-123257-0007 | E. callistomma | Luz directa 30/Enero/2013 M. Salazar
31D  |SNAP-134246-0041 |E. callistomma | Luz directa 30/Enero/2013 M. Salazar
31E SNAP-163535-0027 | E. callistomma | Luz directa 28/Enero/2013 M. Salazar
32B SNAP-124059-0004 | E. callistomma | Luz directa 4/Marzo/2013 M. Salazar
32C SNAP-123719-0001 | E. callistomma | Luz directa 4/Marzo/2013 M. Salazar
33A  |SNAP-124708-0014 | E. callistomma | Luz directa 12/Marzo/2013 M. Salazar
33B SNAP-124756-0016 | E. callistomma | Luz directa 12/Marzo/2013 M. Salazar
33C SNAP-105149-0004 | E. callistomma | Luz directa 15/Abril/2013 M. Salazar
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10. ANEXOS
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Anexo 1. Movimiento de los tejidos durante la gastrulacion en Xenopus: (A) Blastula. (B)
Inicio de la gastrulacion. Formacién de células de botella en la region del blastoporo. (C)

Movimiento de involucidn, epibole y convergencia y extension. (D) Formacion del tapén de

yema (Modificado de: Wolpert et al., 2007).
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GASTRULATION PATTERNS

Patterns/Stages  Early Mid Late Postgastrula
105 12 125 13 14

1. Xenopus / Engystomops

Involution
Arch. elongation msss———
Nt. elongation .

2. Dendrobatids / E. coqui

Involution
Arch. elongation I
Nt. elongation R —

3. Gastrotheca

Arch. elongation ===
Nt. elongation F—

Anexo 2. Patrones de Gastrulacion: Patrones de gastrulacion en ranas. Tres patrones de
gastrulacion se han encontrado de acuerdo con la velocidad del desarrollo y el tiempo de
ocurrencia de los procesos. Las barras indican que el comienzo de la involucién elongacion del

arguenteron y notocordio en cada patrén (tomado de del Pino et al., 2007).
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Anexo 3. Morfologia de la formacion del tubo neural. En todas las imagenes la region dorsal
esta orientada hacia arriba. (A) Formacion de la placa neural. (B) Levantamiento de los pliegues
neurales. Se observa el surco neural. (C) Fusionamiento de los pliegues neurales. (D) Formacion
del tubo neural. Se observa el ectodermo de piel y las células migratorias de la cresta neural

craneal (Modificado de: Wolpert et al., 2007).



