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1. RESUMEN

El presente estudio propone la descripcion morfoldgica del desarrollo temprano
desde el clivaje hasta la eclosion de los renacuajos, de Engystomops guayaco, en
comparacion con la tabla del desarrollo del género Engystomops y los patrones de
desarrollo descritos para Xenopus laevis. Tomando los datos detallados en estudios
previos de Engystomops randi y Engystomops coloradorum, se realiz6 un analisis
comparativo entre la morfologia externa e interna, mediante el seccionamiento de
embriones, tincién de nucleos e inmunodeteccion de proteina muscular con el
anticuerpo monoclonal 12/101. La rana E. guayaco comparte el mismo patron de
gastrulacion con las especies de desarrollo rapido: X. laevis, E. randi y E. coloradorum.
En estas especies, el alargamiento del arquenterdn ocurre a partir de la gastrula
temprana y la presencia del notocordio durante la gastrula tardia. En E. guayaco la
expresion de proteina muscular se detect6 a partir de la néurula media (estadio 15.75) en

los somitas mas rostrales.

Este estudio demuestra que al contrastar el desarrollo répido presente en E.
guayaco, E. randi y E. coloradorum, se encuentra un patrén similar de desarrollo entre
estas ranas. Estas similitudes entre el desarrollo pueden ser explicadas por la semejanza

de sus modos reproductivos y su cercania filogenética.

Palabras claves: Desarrollo rapido, Engystomops guayaco, proteina muscular,

somitas.
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2. ABSTRACT

This study describes the early development, from cleavage to tadpole hatching in
Engystomops guayaco, compared to the developmental table of Engystomops and the
developmental patterns of Xenopus laevis. The external and internal morphology of the
embryonic development of E. guayaco was compared with the species previously
described Engystomops randi and Engystomops coloradorum. The embryo morphology
of E. guayaco was evaluated in whole mounts, vibratome sections, fluorescent staining
for cell nuclei and inmunostaining for muscular proteins using the monoclonal antibody
12-101. The gastrulation pattern of E. guayaco resembles the pattern of the species
with rapid development such as E. randi, E. coloradorum and X. laevis. In these species
the archenteron elongation begins in the early gastrula and the notochord elongation in
the late gastrula. In E. guayaco, the expression of muscular protein was detected from

mid néurula (stage 15.75) in the rostral somites.

The developmental pattern that is present in E. guayaco and other Engystomops
species may be related to the reproductive mode of the tdngara frogs and the

phylogenetic closeness of these species.

Key words: Rapid development, Engystomops guayaco, muscular protein, somites
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3. INTRODUCCION

Los anfibios han sido durante mucho tiempo los organismos modelo para estudios
de Biologia del Desarrollo, presentan adaptaciones reproductivas, bases celulares y
moleculares para comparar el desarrollo embrionario de diferentes especies (Duellman y
Trueb, 1986; Elinson y del Pino, 2012). Se han descrito varias ventajas que presentan
los anfibios para estudios del desarrollo embrionario como: el gran tamafio del huevo, la
facilidad de su manipulacion y la gran cantidad de huevos que se pueden obtener en
condiciones de laboratorio (Browder e Item, 1998). El desarrollo embrionario temprano
en anuros, comprende los estadios desde la fertilizacion del huevo hasta la eclosion de
los renacuajos y ha sido estudiado y descrito sobre la base del organismo modelo de la

biologia del desarrollo Xenopus laevis (Pipidae) (Gilbert, 2010).

El desarrollo temprano de X. laevis inicia con la fertilizacion del huevo, en este
proceso la entrada del esperma puede ocurrir en cualquier lugar del hemisferio animal
(Gilbert, 2010). Una vez que termina la fertilizacion, ocurre un arreglo en los
microtubulos del huevo en funcién del punto de entrada del espermatozoide. Durante la
rotacion cortical, el citoplasma cortical gira 30° con respecto al citoplasma interno,
determinandose el eje dorso-ventral del embridon (Wolpert et al., 2007; Gilbert, 2010).
El clivaje en X. laevis es radial-holoblastico y consiste de una serie de divisiones
mitéticas celulares simultaneas sin aumento en el tamafio de los blastdmeros (Niewkoop
y Faber, 1994). El resultado de las divisiones mitdticas durante el proceso de clivaje y
del transporte de iones hacia el interior del embrion, forma una cavidad llena de liquido
en el polo animal, conocida como blastocele. EI embrion de X. laevis se denomina

blastula cuando la cavidad del blastocele aparece. Esta cavidad permite la migracion de
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las células durante la gastrulacion, evitando una interaccion temprana entre células de la
region vegetal y del techo del blastocele (Gilbert, 2010). En el estadio de blastula,
después del 12vo clivaje, ocurre la transicion de la blastula media (MBT, por sus siglas
en inglés). En esta etapa se inicia la transcripcion de la mayoria de genes cigéticos, el
ciclo celular adquiere las fases G1 y G2 y los blastomeros adquieren la capacidad de ser
moviles (Gilbert, 2010). Durante el estadio de bléstula tardia ocurre la induccion del
mesodermo, un proceso importante para los vertebrados debido a que esta
estrechamente relacionado con los movimientos morfogenéticos de la gastrulacion
(Wolpert et al., 2007). Las celulas de mesodermo se ubicaran en la zona marginal de
involucion (IMZ, por sus siglas en inglés), las células del polo animal superior daran
origen al ectodermo y las células de la region inferior del polo vegetal daran origen al

endodermo (Gilbert, 2010).

El modelo de la induccion del mesodermo involucra cuatro distintas vias de
sefializacion molecular y especifica el patron dorso-ventral del mesodermo (Gilbert,
2010). La induccion por la region vegetal, supone sefiales de dos clases: la primera de la
region vegetal y la segunda en el lado dorsal de la region del centro de Niewkoop. La
primera sefial especifica el mesodermo ventral mediante las sefiales de VegT, Nodal,
Derriere, Activin y otros miembros de la superfamilia TGF-B. La sefial dorsal utiliza la
via candnica de sefializacion de Wnt y especifica al organizador de Spemann vy al
mesodermo dorsal. La tercera sefial se origina en el organizador y dorsaliza al
mesodermo adyacente mediante las proteinas Noggin, Chordin, Follistatin, Frizbee y
Cerberus, al inhibir la accion ventralizante de la cuarta sefial. Estas proteinas ayudan a
diferenciar el tejido en mesodermo dorsal. La cuarta sefial proviene de la region ventral

y es impulsada por BMP4 y Xwnt8 (Heasman, 2006; Wolpert et al., 2007; Gilbert,
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2010). La transicion de la blastula media y la induccion mesodermal son requisitos

importantes para que ocurra la gastrulacion (Gilbert, 2010).

En X. laevis la gastrulacion inicia en el lado vegetal-dorsal de la zona marginal de
involucion (IMZ). Las células ubicadas en esta zona, cambian de forma drasticamente y
adquieren una forma de botella. Este cambio de forma de las células causa la formacién
de una pequefia constriccion en la superficie de la blastula conocida como surco
blastoporal, el cual corresponde al organizador de Spemann (Wolpert et al., 2007;
Gilbert, 2010). La gastrulacion tiene como objetivo llevar a las capas germinales
prospectivas hacia posiciones definitivas dentro del embrién mediante movimientos
morfogenéticos. Las capas germinales son: ectodermo, mesodermo y endodermo
(Wolpert et al., 2007). El ectodermo prospectivo recubrird la superficie externa del
embrion y dard origen al sistema nervioso y a la piel. EI endodermo prospectivo
recubrird las cavidades internas y formara el intestino, pulmones, higado entre otros
tejidos. EI mesodermo prospectivo que se encuentra entre las dos capas, dard lugar a
tejidos como mdasculo, sangre, somitas y notocordio (Salazar-Ciudad et al., 2003;

Gilbert, 2010).

Los movimientos predominantes de la gastrulacion son: involucion, epibole y
convergencia y extension dorsales (Wolpert et al., 2007). Estos procesos estan
encargados de transformar al embrion, de un grupo de células a un renacuajo alargado,
con los ejes dorso-ventral y antero-posterior totalmente diferenciados, en relacion con el
plan general del cuerpo del animal (Bauer et al., 1994). La involucion consiste en el
cambio de forma de las células del blastoporo y su desplazamiento hacia el interior del
embrion. Como consecuencia, existe un movimiento continuo de la capa de células
vegetales, las cuales se van a diferenciar en mesodermo y endodermo, a través del labio

dorsal del blastoporo durante la gastrulacién (Wolpert et al., 2007; Gilbert, 2010). Al
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mismo tiempo que las células se encuentran en involucion, ocurre epibole de las células
que no involucionan. Este proceso estd mediado por la intercalacion radial celular, que
toma lugar en el techo del blastocele. En la epibole ocurre intercalaciéon entre células
ectodermales profundas y superficiales, de tal manera que el ectodermo recubrird a todo
el embrion (Keller et al., 2003; Keller y Shook, 2004). Una vez que las células del
mesodermo y endodermo han ingresado, ocurre la convergencia y extension dorsales.
Este movimiento provoca que varias capas de células se desplacen y alcancen una
disposicion alargada, en la dimension anteroposterior y estrecha en la dimension medio
lateral (Keller et al., 2003). En vertebrados, la convergencia y extension dorsales son
procesos que permiten la extensién del notocordio y el alargamiento del arquenterdn
(Shook et al., 2004). Al final de la gastrulacion, la region mas dorsal del ectodermo se
diferencia en la placa neural, lo que marca el inicio de la neurulacion (Wolpert et al.,

2007; Gilbert, 2010).

La neurulacion es un proceso que se evidencia con la formacion de los pliegues
neurales en los bordes de la placa neural. En X. laevis la placa neural se alarga en el eje
rostro-caudal y los pliegues neurales se elevan en los extremos de la misma, se juntan
en la linea media y se fusionan para formar el tubo neural (Wolpert et al., 2007). La
placa neural es la regién del ectodermo que se encuentra por encima del notocordio y

dara origen al tubo neural, precursor del sistema nervioso (Gilbert, 2010).

Una vez que el tubo neural se ha cerrado, durante el desarrollo avanzado, en los
estadios de organogénesis, las capas germinales interactian entre si para dar origen a
tejidos completos y drganos, mientras los embriones toman la forma de renacuajos
(Wolpert et al., 2007). Los patrones de clivaje, formacién de la blastula, gastrulacion y
neurulacion observados en varias especies de anuros con desarrollo rapido son

semejantes a los patrones de desarrollo embrionario que presenta X. laevis. En cambio
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se presentan diferencias en el tiempo de ocurrencia de ciertos patrones morfogenéticos,
como la convergencia y extension dorsales en ranas cuyo desarrollo es lento (Wolpert et

al., 2007; Elinson y del Pino, 2012).

Estudios previos han encontrado diferencias en los eventos de gastrulacion de
distintas especies de anuros. La gastrulacion es un proceso que ha evolucionado dentro
del grupo de los anfibios junto con las diferentes estrategias reproductivas (del Pino et
al., 2007). Por lo tanto, los estudios del desarrollo embrionario en anuros, que difieren
en sus modos reproductivos, han generado evidencia de la existencia de modificaciones
en los patrones del desarrollo (del Pino et al., 2007). Los rasgos diferenciales en la
gastrulacion de varias especies de anuros, fueron estudiados mediante andlisis de la
expresion de las proteinas brachyury como marcador del mesodermo prospectivo y lhx1
como marcador del mesodermo prospectivo, mesodermo axial y del sistema nervioso
central (Elinson y del Pino, 2012). El gen brachyury es altamente conservado entre los
vertebrados, sugiriendo que juega un papel importante en la especificacion del
mesodermo y en los movimientos de gastrulacién (Smith et al., 1991). En X. laevis la
expresion mas temprana de brachyury (xbra), ocurre en la transicién de la blastula-
media, pero la expresion mas fuerte sucede en las células profundas de la region
ecuatorial, en la gastrula temprana (Tada y Smith, 2001). El gen xbra se expresa en las
células del mesodermo presuntivo alrededor del labio del blastoporo (Smith et al., 1991;
Smith et al., 1995; Benitez y del Pino, 2002). La expresion de este gen produce,
ademas, una sefial que marca la zona de elongacion dorsal en el notocordio y, por lo
tanto, el inicio de la extensién convergente (Smith et al., 1991; Benitez y del Pino,

2002).

Estudios comparativos realizados en ranas ecuatorianas han categorizado el

desarrollo embrionario de ranas en dos grupos, especies con desarrollo rapido y especies
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con desarrollo lento, en donde se defini6 a la velocidad del desarrollo temprano como el
tiempo que tarda un embrién desde la fertilizacion hasta el final de la gastrulacion (del
Pino et al., 2007). Los tiempos requeridos para alcanzar la gastrulacion varian entre las
especies. Las ranas X. laevis, E. randi, E. coloradorum (Leptodactylidae) (del Pino et
al., 2007; Romero-Carvajal et al., 2009) y las especies que depositan los embriones
suspendidos en la vegetacion como: Hyalinobatrachium fleischmanni y Espadarana
callistomma (Centrolenidae), presentan desarrollo rapido (Salazar-Nicholls y del Pino,
2015). En estas especies el alargamiento del notocordio y el cerramiento del blastoporo,
son eventos que se solapan durante la gastrulacion, en contraste, con el desarrollo
embrionario de ranas como: Epipedobates machalilla (Dendrobatidae) y la rana
marsupial Gastrotheca riobambae (Hemiphractidae) que presentan desarrollo lento. En
estas especies el alargamiento del notocordio estd retrasado, hasta después del
cerramiento del blastoporo, proceso que ocurre después de la gastrulacion (del Pino,
1996; Moya et al., 2007; Romero-Carvajal et al., 2009; Venegas-Ferrin et al., 2010;

Elinson y del Pino, 2012).

Los modos reproductivos en los anfibios, muestran una diversidad mayor que
cualquier otro grupo de vertebrados, sugiriendo que la gran diversidad de modos
reproductivos en anfibios esta relacionada con la exposicion de los embriones a los
diversos ambientes externos y a su larga historia filogenética del grupo (Wake, 2003;
Elinson y del Pino, 2012). La clasificaciéon de los modos reproductivos en anuros, se ha
basado en caracteristicas tales como: sitio de deposicidn de los huevos, tipo de huevos y
su modo de desarrollo. Este esquema ha sido usado ampliamente con algunas
modificaciones (Wells, 2007). Se ha reportado que existen 39 modos reproductivos en

los anuros, incluyendo especies que presentan reproduccidn acudtica, fertilizacién



22

interna, la construccién de nidos de espuma, reproduccion terrestre, la incubacion de los

huevos en el cuerpo del adulto y el desarrollo directo del embrion (Wells, 2007).

Las ranas que presentan desarrollo lento, como es el caso de G. riobambae y E.
machalilla muestran diferencias en su desarrollo temprano en comparacion con X. laevis
(del Pino et al., 2004). La rana marsupial G. riobambae presenta una bolsa de
integumento localizada en la espalda de la madre, donde incuba aproximadamente 120
huevos, hasta que las crias nacen como renacuajos avanzados. El diametro del huevo es
de 3 mm (del Pino y Escobar, 1981). La rana E. machalilla deposita los huevos en nidos
terrestres y presenta cuidado parental, donde el macho cuida los huevos después que la
hembra abandona el nido. Esta especie deposita alrededor de 15 embriones por postura
y el tamafio del huevo es de 1.6 mm de diametro (Duellman y Trueb, 1994; del Pino et
al., 2004). Las especies con desarrollo rapido, presentan estrategias reproductivas
acudticas (Salazar-Nicholls y del Pino, 2015). Esta estrategia reproductiva es la mas
comuln y esta presente en alrededor del 80% de las familias de anuros (Duellman y
Trueb, 1986). La rana X. laevis tiene habito acuatico durante todo su desarrollo y la
etapa adulta, caracteristicas que la diferencian del resto de anuros. Esta rana deposita
miles de huevos con un diametro de 1.2 mm aproximadamente (Niewkoop y Faber,
1994). Otras especies de anfibios han desarrollado adaptaciones que disminuyen o
eliminan el requerimiento acuatico para la reproduccién (Duellman y Trueb, 1986).
Engystomops randi y E. coloradorum, presentan un modo reproductivo que consiste en
la construccion de un nido de espuma, donde depositan aproximadamente 120-130
huevos por postura. ElI didmetro aproximado del huevo es de 1.1 y 1.3 mm,
respectivamente (Romero-Carvajal et al., 2009). La formacion de un nido de espuma
flotante, es una de las adaptaciones reproductivas mas estudiadas en las ranas tingaras

del género Engystomops.
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Las especies del género Engystomops depositan sus huevos en nidos de espuma
individuales o comunales, que flotan sobre aguas estancadas (Dalgetty y Kennedy,
2010). Estos nidos se forman durante el amplexus, en donde los machos baten con sus
extremidades posteriores el fluido de gelatina secretado por la hembra junto con los
huevos. Los nidos de espuma protegen el desarrollo embrionario hasta la eclosion de los

renacuajos (Cooper et al., 2005; Mackenzie et al., 2009).

La estrategia de depositar los huevos en nidos de espuma comunales sobre
piscinas temporales genera un aprovechamiento del material del nido, disminuye del
gasto energético y el tiempo de exposicion de los embriones a posibles depredadores,
incluidos los renacuajos de otras ranas (Hold, 1990; Romero-Carvajal et al., 2009;
Dalgetty y Kennedy, 2010). La superficie endurecida del nido refleja la radiacion solar,
lo cual posiblemente disminuye la absorcion de calor, previene la desecacion interna del
nido e impide la degradacion microbiana (Romero-Carvajal et al., 2009; Elinson y del
Pino, 2012). EI componente principal de la espuma del nido es la proteina surfactante
ranaspumin-2 (Rsn-2). Esta proteina es capaz de bajar la tension superficial del agua.
Esta caracteristica permite al nido de espuma mantenerse a flote en piscinas temporales.
La proteina Rsn-2 es biocompatible con los huevos, el esperma y con el desarrollo de
los embriones de las ranas de este género (Cooper et al., 2005; Mackenzie et al., 2009;

Elinson y del Pino, 2012).

Los huevos de todas las especies del género Engystomops hasta ahora estudiadas
son de color blangquecino, con apariencia similar a los huevos albinos en X. laevis; sin
embargo los huevos de Engystomops poseen pigmentacion oscura alrededor de sus
nucleos (Romero-Carvajal et al., 2009; Dalgetty y Kennedy, 2010). Los huevos de los
anfibios que se desarrollan a larvas acuaticas, usualmente tienen pigmento en la region

animal del huevo, donde residen los ndcleos celulares animales. EI pigmento puede ser
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marron 0scuro o0 negro como en varias especies del género Rana y Bufo, 0 marron como
lo observado para X. laevis, E. randi y E. coloradorum (Romero-Carvajal et al., 2009;

Elinson y del Pino, 2012).

La acumulacion de granulos de pigmento en la corteza animal de los oocitos en X.
laevis, depende de la expresion proteica de shroom2, una proteina de unién a la actina
(Elinson y del Pino, 2012). La proteina shroom2 junto con la espectrina, una membrana
asociada a los elementos citoesqueléticos del aparato de Golgi y a vesiculas
citoplasmaticas, juegan un papel importante en el transporte de pigmento durante la
oogénesis y la blastula temprana en X. laevis. En los embriones tempranos de X. laevis,
la sobreexpresion de shroom2 incrementa la expresion de espectrina, acumulandose en
la corteza, donde se localiza la expresion ectopica de shroom2. Este proceso induce la
acumulacién de espectrina y la pigmentacion de las células epiteliales en X. laevis (Lee

et al., 2009).

Las variaciones que ocurren en los niveles de expresién de shroom2 y de
espectrina podrian subyacer variaciones del pigmento en los anfibios, como lo
observado en Engystomops pustulosus, E. randi y E. coloradorum. En estas especies, el
pigmento se localiza en la region perinuclear en los embriones en estadio de blastula
temprana. Los niveles del ARNm de shroom2 son muy bajos, comparado con los altos
niveles observados en Xenopus (Lee et al., 2009). Por lo tanto, los cambios en el patron
de nivel de expresion o la localizacion de shroom2 y espectrina, generarian variacién
interespecifica en el patron de pigmentacion de los huevos de X. laevis, varias especies

del género Engystomops y en general de todos los anfibios (Lee et al., 2009).

En este estudio se analizo el desarrollo de la rana Engystomops guayaco (Anura:
Leptodactylidae). La rana E. guayaco, al igual que otras ranas de este género es también

conocida como “rana tingara”, habita en el suelo de bosques primarios hiimedos secos y
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en bosques secundarios. Engystomops guayaco es una especie nativa del Ecuador y se
distribuye en bosques costeros deciduos y semideciduos de tierras bajas, en areas
intervenidas. Su distribucion va desde los 32 hasta los 92 m.s.n.m, al este de la
provincia del Guayas, oeste del Ecuador (Ron et al., 2004; Stuart, 2010). Las ranas E.
guayaco y Engystomops montubio estdn cercanamente relacionadas entre si y junto a E.
randi y E. coloradorum, forman un clado monofilético (Ron et al., 2006). Es importante
ampliar el campo de investigacion del desarrollo temprano de las especies del género
Engystomops, con el proposito de conocer posibles diferencias y semejanzas del

desarrollo temprano de este grupo hermano.

El presente estudio describe la morfologia externa e interna del desarrollo
temprano de E. guayaco, en comparacién con el desarrollo de las especies del género
Engystomops descritas previamente por Romero-Carvajal et al., 2009 y con X. laevis.
Esta investigacion contribuye con el conocimiento del desarrollo embrionario y la
biologia de esta especie, como una herramienta para futuros estudios comparativos que

se realicen en el Laboratorio de Biologia del Desarrollo de la PUCE.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 OBTENCION Y CULTIVO DE LOS EMBRIONES

Las posturas de Engystomops guayaco fueron donadas por la iniciativa de
conservacion de anfibios amenazados “Balsa de los sapos” de la PUCE. Los embriones
fueron obtenidos del manejo ex situ de E. guayaco. Los especimenes de esta especie
provienen de afluentes en la Provincia del Guayas. En el Laboratorio de Biologia del
Desarrollo, las posturas, fueron trasladadas a recipientes con agua libre de cloro para su
incubacion. Los recipientes fueron mantenidos a temperatura ambiente, dentro del
laboratorio. Todas las observaciones se realizaron a una temperatura que oscilaba entre 18-
23°C. Cada recipiente fue rotulado 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)

*58 mM NaCl
¢(0.65 MM KCI
¢0.85 mM MgSO4
e5 mM Tris, pH 8

¢0,34 mM Ca (NO3)2
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e Agua destilada

4.2.1.2. SOLUCION SALINA TAMPON FOSFATO (PBS)

¢ 1.5 mM KH2PO4
o7 mM Naz:HPO4
¢137.7 mM NaCl

2.7 mM KCI

4.2.1.3. FORMALINA 10 %

¢ 100 ml formaldehido (37 % stock)

¢ 900 ml agua destilada.

4.2.1.4. FJATIVO SMITH (Smith, 1912)
4.2.1.4.1. SOLUCION A

¢ 10 gramos de dicromato de potasio (K2Cr207) en 1 litro de agua
destilada.

4.2.1.4.2. SOLUCION B

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

¢ 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) y B (4.2.1.4.2).
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4.2.1.5. FUATIVO DE MEMFA

¢0.1 M MOPSpH 7.4
o2 MM EGTA

1 mM MgSO4

4.2.1.6. GELATINA 7,5%

¢ 1,5 g gelatina “Royal” sin sabor.

«20 ml PBS 1x (4.2.1.2).

4.2.1.7. AGAROSA 6%

¢ 1,2 g agarosa 100%

¢20 ml PBS 1x (4.2.1.2)

4.2.2 PROCESAMIENTO DE LOS EMBRIONES

Los embriones de E. guayaco fueron manipulados y observados en la solucién de
Steinberg al 15% (4.2.1.1). Para las observaciones, se utilizd el estereomicroscopio
WILD Heerbrugg y lamparas de fibra Optica KL 1500 (Zeiss). Para determinar el
didmetro de los embriones, se utilizd el programa Axiovision 4.6.3 a partir de

microfotografias tomadas con el microscopio Stemi SV6 de Carl Zeiss.

Los estadios de E. guayaco fueron adoptados a partir de la comparacion de su
desarrollo externo con la tabla del desarrollo de Engystomops (Romero-Carvajal et al.,

2009)
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Los embriones en todos los estadios del desarrollo fueron fijados para su futura

observacion, documentacion y manipulacion.

4.2.3 FIJACION DE EMBRIONES

Para fijar los embriones de E. guayaco se retird la capa de gelatina con la ayuda
pinzas de relojero bajo el microscopio. Los embriones fueron manipulados en la
solucién salina de Steinberg 0,15x (4.2.1.1). Esta solucion mantiene el pH estable e
impide la deshidratacién de los embriones. Este es un proceso delicado que se llevé a
cabo bajo un estereoscopio WILD (Heerbrugg) e iluminacién con lamparas de fibra

Optica HL 1500 (Zeiss).

4.2.3.1 FIJACION CON SMITH

Embriones sin gelatina fueron fijados durante 24 horas en el fijativo de Smith
(4.2.1.4) en frascos oscuros a temperatura ambiente. 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 pl de formalina 10 %
(4.2.1.3) y 900 pl 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 el colapso de sus cavidades

internas.

4.2.3.2. FIJACION CON MEMFA

El fijativo de MEMFA se prepara elaborando una solucién al 10% de MEMFA
10X (4.2.1.5) y 10 % de formaldehido 37 % (4.2.1.6), en agua destilada. Los embriones

sin gelatina, fueron fijados durante 1 horas en el fijativo de MEMFA.
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Los Embriones sin membrana vitelina fueron incubados en el fijativo por dos
horas y media, a temperatura ambiente. Finalmente, fueron almacenados en metanol

100% a -20 °C hasta ser requeridos para realizar ensayos de inmunodeteccion proteica.

4.3 OBSERVACION DE LA MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA

DE LOS EMBRIONES.

4.3.1 BISECCIONES

Los embriones en los estadios seleccionados, 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 VIBRATOMO

Los embriones enteros y las bisecciones de los embriones de E. guayaco fueron
embebidas en gelatina 7.5% (4.2.1.6) e incubados por 4 horas a 45 °C con el fin de
evitar que las células se desprendan durante el seccionamiento e impedir el colapso de

cavidades internas.

Luego los embriones fueron trasladados a una caja con agarosa liquida al 6%
(4.2.1.7). Cuando el gel de agarosa se solidifico, se corté un cubo de agarosa que
contenia al embrién. El cubo de agarosa fue adherido, con pegamento instantaneo marca
Loctite (Super-Bonder), a un porta-tejidos. El porta-tejidos fue asegurado en la

plataforma del Vibratomo Oxford. El contenedor del Vibratomo se llen6 con 600ml de
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agua destilada para recoger las secciones. Se realizaron secciones sagitales,
transversales y horizontales de 40 um de espesor, utilizando una cuchilla metalica de la
marca Gillette. Las secciones fueron realizadas a una velocidad 2.5 y amplitud 6 con un
angulo de inclinacion de 25°. Las secciones obtenidas fueron transferidas y almacenadas
en una solucion de Glicerina y Formalina 1:1 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 Hoechst 33258 en 1 ml de PBS (4.2.1.2). La incubacion se realizé 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 preparé el
montaje, de las secciones tefiidas, en placas. Las secciones fueron transferidas a un
portaobjetos de cristal con una gota de glicerina, y fueron cubiertas con un cubreobjetos.

Las placas fueron almacenadas a -20 °C, hasta ser observadas y fotografiadas.

4.4. INMUNODETECCION EN MONTAJE ENTERO

4.4.1. SOLUCIONES, TAMPONES Y ANTICUERPOS

4.4.1.1. Tampon 10mM Tris/ ImM EDTA pH 9.0:



Para un volumen final de 100 ml
¢0.121 g de TRIS
¢0.037 gde EDTA

¢ 100 ml de agua destilada

4.4.1.2. TBS-Tr

¢10mM TrspH 8
¢ 140 mM NacCl

¢0.1 % Triton-X

4413. TBTM

e TBS-Tr
¢ 2 mg/ml de albumina de suero bovino (BSA)

¢5 % de leche en polvo descremada

4.4.1.4. TAMPON DIG

¢100 mM TRIS/HCL, pH 9.5
¢ 100 mM NaCl

*50 mM MgCl;

4.4.1.5. TAMPON 4

¢10 mM Tris pH 8

o1 mMEDTA
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4.4.1.6. SOLUCION NBT

50 mg/ml NBT (Nitro Blue Tetrazolium)

¢ 70 % Dimetilformamida

4.4.1.7. SOLUCION BCIP

¢ 50 mg/ml BCIP (5-Bromo4-Cloro3-Indol fosfato)

¢ 100 % Dimetilformamida

4.4.1.8. REACTIVO DE COLOR

¢33 ul solucion NBT (4.5.1.6)
¢ 16.5 pl solucion BCIP (4.5.1.7)

e5 ml tampo6n DIG (4.5.1.4)

4.4.1.9. BB/BA

¢ Benzilbenzoato: alcohol bencilico en proporcion 2:1

4.4.1.10. SSC

e Tampodn de cloruro y citrato de sodio

4.4.1.11. ANTICUERPOS

4.4.1.11.1. ANTICUERPO PRIMARIO

33
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¢12/101: Anticuerpo monoclonal desarrollado para detectar
proteinas musculares de las miofibrillas. Especifica los somitas de

los embriones (Hybridoma Bank lowa, USA).

4.4.1.11.2. ANTICUERPO SECUNDARIO

e Anti mouse-IgG acoplado a la enzima fosfatasa alcalina (Roche

Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany).

4.4.2. PROCEDIMIENTO PARA LA INMUNODETECCION

Para la deteccion de proteinas musculares, se utilizé el anticuerpo monoclonal
12/101 (4.4.1.11.1) y embriones previamente fijados con el fijativo de MEMFA
(4.2.1.5). El procedimiento de inmunodeteccion en embriones enteros, se basé segun los
protocolos de Benitez y del Pino, (2002) con modificaciones recientes del laboratorio de

Biologia del Desarrollo de la PUCE.

4.4.2.1. RECUPERACION DEL ANTIGENO

En una caja Petri de vidrio de 5 cm de diametro se coloco el buffer de
recuperacion de antigeno (4.4.1.1) y se sumergio a los embriones enteros o bisectados.
Se tapo la caja Petri asegurandose que los embriones queden totalmente cubiertos con el

tampon. Se incubo a los embriones a 60°C en la incubadora por un periodo de 24 horas.

4.4.2.2. BLOQUEO DE LA UNION NO ESPECIFICA

Para el bloqueo de union no especifica del anticuerpo, se incubd a los embriones

con TBTM (4.4.1.3), durante 15 minutos a temperatura ambiente. Una vez finalizada la
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incubacion, se reemplazo la solucién anterior con una mezcla de 20% de suero de cabra

en TBTM (4.4.1.3), durante una hora aproximadamente.

4.4.2.3. INCUBACION DEL ANTICUERPO PRIMARIO

El anticuerpo que se utilizd fue el 12/101. El anticuerpo monoclonal 12/101
reacciona contra las proteinas de las miofibrillas, que tiene un peso molecular de 102

kDa (Kintner y Brockes, 1984).

La solucion TBTM (4.4.1.3) con 20% de suero de cabra fue reemplazada por una
solucion de 10% de suero de cabraen TBTM (4.4.1.3), en el cual se diluyé el anticuerpo
primario. La dilucion del anticuerpo primario 12/101 fue 1:2. Los embriones fueron
incubados en la solucion con anticuerpo primario por 72 horas a 4°C. Durante este

proceso el tubo contenedor de los embriones fue rotado periédicamente.

4.4.2.4. LAVADO DEL ANTICUERPO PRIMARIO

Al finalizar el tiempo de incubacion, se reemplazd la solucion del anticuerpo
primario con TBS-Tr (4.4.1.2) con esta solucion se realizaron 5 lavados de cinco
minutos cada uno, a temperatura ambiente. Luego, se realizaron 2 lavados cada 30
minutos, a temperatura ambiente. Finalmente se realiz6 un ultimo lavado por 24 horas a

4°C.
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4.4.2.5. INCUBACION DEL ANTICUERPO SECUNDARIO

El anticuerpo secundario utilizado fue el anti-mouse 1gG acoplado a la fosfatasa

alcalina. La disolucion de este anticuerpo fue de 1:500.

La solucion de TBS-Tr (4.4.1.2), fue reemplazada por una solucion de TBTM
(4.4.1.3) con 10% de suero de cabra, donde se diluy6 el anticuerpo secundario anti-
mouse. Los embriones fueron incubados en la solucion con el anticuerpo secundario

durante 24 horas a 4°C.

4.4.2.6. LAVADO DEL ANTICUERPO SECUNDARIO

Al finalizar la incubacion del anticuerpo secundario, se realizaron lavados con
TBS-Tr (4.4.1.2). Se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno, a temperatura
ambiente. Luego, se realizaron 2 lavados cada 30 minutos, a temperatura ambiente.

Finalmente se realizé un Gltimo lavado por 24 horas a 4°C.

4.4.2.7. REACCION DE COLOR

Los embriones fueron transferidos a pocillos de plastico, donde se realizaron 2
lavados de 10 minutos con tampdn DIG (4.4.1.4). Luego se realizaron 2 lavados, de 10
minutos, con 5 mM de levamisol en tampon DIG (4.4.1.4). Posteriormente, los
embriones fueron incubados en el reactivo de color (4.4.1.8), a temperatura ambiente y

en la oscuridad.

Este proceso se llevo a cabo hasta obtener una reaccion positiva. Una vez que la

reaccion tuvo lugar, se procedio a detenerla mediante el lavado con tampon 4 (4.4.1.5).
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Finalmente, se realizaron varios lavados con PBS (4.2.1.2) y se almacend los embriones

en pocillos con glicerol.

4.5. PROCESAMIENTO DE EMBRIONES INMUNOTENIDOS

4.5.1. DESPIGMENTACION DE EMBRIONES

Una vez terminado el proceso de inmunodeteccion, los embriones fueron
sometidos a un proceso de despigmentacion. Los embriones fueron postfijados en la
solucién de Smith B (4.2.1.4.2) durante 24 horas a 4°C. Esta fijacion se realizd con el
objetivo de evitar que la tincion desaparezca durante el proceso de despigmentacion.
Luego, se realizaron varios lavados con PBS (4.2.1.2). Se transfirié a los embriones a un
frasco de vidrio que contenia 1% de H202, 5% de formamida y 0.5x de SSC (4.4.1.10).
El frasco fue colocado bajo la luz solar durante 15 a 20 minutos. Finalmente, se lavo los

embriones con PBS (4.2.1.2) y se los almacené en glicerina.

46. FOTOGRAFIA DE EMBRIONES ENTEROS, BISECCIONES,

SECCIONES, PLACAS Y EMBRIONES INMUNOTENIDOS.

Los embriones enteros, embriones inmunotefiidos, bisecciones y las secciones sin
tincion de nucleos fueron fotografiados utilizando el estereomicroscopio Stemi SV6, de
Carl Zeiss. Las imagenes fueron tomadas utilizando luz directa. Las placas con la
tincion fluorescente de ndcleos fueron fotografiadas utilizando un microscopio

AxioObserver.Z1, de Carl Zeiss. Para todas las fotografias se utilizO una camara
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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 E. guayaco.

El estudio del desarrollo temprano de E. guayaco, se baso en el andlisis de los

embriones de 8 posturas, con un rango de 130-190 embriones por postura (Tabla 1).

El desarrollo temprano de E. guayaco (Fig. 1A-M) comparte similitudes con el
desarrollo temprano descrito previamente para los embriones de E. randi y E.
coloradorum, desde el clivaje hasta la eclosion de los renacuajos. La rana E. guayaco
deposita sus huevos en nidos de espuma flotantes (Fig. 2A). En el desarrollo temprano
de E. guayaco se observaron huevos de color blanco que carecen de pigmento, lo que
les permite camuflarse en el nido de espuma flotante (Fig. 2B). Después de la
fertilizacion de los huevos, los embriones atravesaron las etapas de clivaje (Figs. 3-4),
blastula (Figs. 5-6), gastrulacion (Figs. 7-11), neurulacion (Figs. 12-14) vy

organogeénesis, hasta la eclosion del renacuajo (Figs. 15-19).

Los tiempos del desarrollo que se muestran en la Tabla 2, corresponden al tiempo
que tardan los embriones desde la fertilizacion hasta la eclosion de los renacuajos. Los
embriones de E. guayaco tardan 77 horas (3 dias) aproximadamente, desde la
fertilizacion hasta eclosionar. El tiempo de gastrulacion corresponde al tiempo que
tardan los embriones desde la formacion del labio dorsal del blastoporo hasta el cierre
del blastoporo. El tiempo de gastrulacion para los embriones de E. guayaco fue de 12
horas, el mismo que se determiné al promediar el tiempo que tardaron los embriones
desde el estadio de gastrula temprana (estadio 10) hasta llegar a un estadio de post-

gastrula (estadio 13) (Tabla 3).
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Todos los estadios del desarrollo embrionario de E. guayaco desde la fertilizacion
hasta la eclosion del renacuajo, fueron adoptados de la tabla del desarrollo del género
Engystomops de Romero-Carvajal et al (2009) (Anexo 1). El anélisis comparativo de las
especies que presentan modos reproductivos y patrones del desarrollo diferentes, fue
realizado a partir de la revision bibliografica, donde se pone en discusion el tamafio del
huevo y tiempos del desarrollo de E. guayaco en comparacion con varias especies de

anuros (Tabla 4).

5.2. MORFOLOGIA EXTERNA E INTERNA DE LOS EMBRIONES DE E.

guayaco.

5.2.1. MORFOLOGIA DEL HUEVO Y CLIVAJE (ESTADIO 1-3) DE E.

guayaco.

Los huevos fertilizados de E. guayaco son pequefios y blancos (Fig. 3A). El
didmetro del huevo de E. guayaco fue de 0.9 mm, el mismo que se estimé a partir de 3
embriones en estadio de fertilizacion y varios embriones en estadios de clivaje. No se
pudo identificar el hemisferio animal del vegetal. En el embrion en estadio de 2 células
(Fig. 3B) se observd el primer surco del clivaje. El origen del surco del clivaje ayudo a
determinar el hemisferio animal del embrion. Se observd que los embriones en este

estadio carecen de pigmento oscuro.

En el embridn en estadio de 4 células (Fig. 3C), la segunda division celular

ocurrio 20 minutos después de haber iniciado el proceso de clivaje (Tabla 2). Se
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observd que el segundo surco del clivaje ocurre de manera perpendicular al primer

surco. Hacia el final de este estadio se observo un embridn con 4 células iguales.

5.2.2. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DEL EMBRION EN

ESTADIO DE 32 CELULAS (ESTADIO 6) DE E. guayaco.

La figura 4A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio
de 32 células. En el embridn en estadio de 32 células (Fig. 4B) se observo la asimetria
de las divisiones celulares en los macromeros del embrion, observados en el hemisferio
vegetal. Se observd que los micromeros (Fig. 4C) poseen células méas pequefias que los
macromeros. No se observo pigmento alrededor de los nlcleos. Se observo la pequefia

cavidad del blastocele en la biseccion de un embrién de este estadio (Fig. 4D).

5.2.3. MORFOLOGIA DE LA BLASTULA DE CELULAS GRANDES

(ESTADIO 7) DE E. guayaco.

La figura 5A es un esquema comparativo de la morfologia externa de los
embriones de E. guayaco correspondientes al estadio de blastula de células grandes. En
los embriones de E. guayaco y E. coloradorum en estadio de blastula de células grandes
se pudo distinguir la diferencia de tamafio entre las células del hemisferio animal y
vegetal (Fig. 5B-E). Se observo la presencia de pigmento alrededor de los nucleos en el
embrion entero y en la seccién sagital de E. guayaco y E. coloradorum (Figs. 5B-E). Se

observo que el blastocele es de mayor tamafio que en el estadio de 32 células. El
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blastocele se encuentra desplazado hacia la region animal del embrién. Las células del
techo del blastocele mostraron pigmento alrededor de los nucleos, al igual que las

células de la region animal y vegetal.

5.2.4. MORFOLOGIA DE LA BLASTULA DE CELULAS MEDIANAS

(ESTADIO 8) DE E. guayaco.

La figura 6A es un esquema comparativo de la morfologia externa de los
embriones correspondientes al estadio de blastula de células medianas. En este estadio
se observo una disminucion de tamafio de las células del hemisferio animal y vegetal
(Fig. 6B y 6D). La imagen en la figura 6B muestra la presencia de pigmento alrededor
de los nucleos de pocas células. En la biseccion sagital de ambas especies (Fig. 6C y
6E) se observé un aumento en el tamafio del blastocele, localizado en la region animal
del embrion. Se observo pigmento alrededor de los ndcleos en el techo del blastocele y

pocos nucleos pigmentados en la regidn vegetal del embrion.

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

(ESTADIO 10) DE E. guayaco.

La figura 7A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio
de gastrula temprana. En estos embriones se observd el labio dorsal del blastoporo

como una hendidura curva obscura en la region sub-ecuatorial del embrién (Fig. 7B).
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En la seccidn sagital (Fig. 7C) se observé el blastocele extendido sobre toda la region
animal del embrion. La figura 7D es una seccion sagital tefiida para tincion fluorescente
de ndcleos, en donde se observo el labio dorsal del blastoporo como una hendidura
curva en la region subecuatorial del embrion. La figura 7E corresponde a un
acercamiento del labio dorsal del blastoporo, se observaron células en forma de botella
cerca de esta hendidura curva. En un acercamiento del techo del blastocele de una
seccion sagital con fluorescencia nuclear (Fig. 7F) se observo que el techo esta formado

por 5-6 capas de células.

5.2.6. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA GASTRULA
MEDIA. ESTADIO: TAPON DE YEMA GRANDE (ESTADIO 11) DE E.

guayaco.

La figura 8A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio
de gastrula media. En la gastrula media (Fig. 8B) el labio del blastoporo circunda a un
gran tapon de yema. En la seccidn sagital (Fig. 8C) se observd el labio dorsal y ventral
del blastoporo a los costados del tapon de yema. La seccion sagital (Fig. 8D) tefiida para
ndcleos, se observd el cleft de Brachet en la zona dorsal y ventral del embrién. Las
secciones permitieron observar una reduccion en el tamafio del blastocele, producto de
la invasion del techo del blastocele por las células vegetales. La figura 8E corresponde a
un acercamiento del labio dorsal del blastoporo. Se observo el arquenterén, como una
cavidad que comienza a expandirse. En un acercamiento del techo del blastocele de una
seccidn sagital tefiida con fluorescencia nuclear (Fig. 8F) se observé que el techo esta

formado por 3-4 capas de células.
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5.2.7. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA GASTRULA
TARDIA. ESTADIO: TAPON DE YEMA MEDIANO (ESTADIO 12) DE

E. guayaco.

La figura 9A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del estadio
de gastrula tardia. El tapon de yema en este estadio (Fig. 9B), mostrd una reduccion de
casi un tercio de su tamafio en el estadio de gastrula media. Se observo el surco neural
recorriendo la linea media dorsal del embrion (Fig. 9B). La seccion sagital (Fig. 9C)
muestra que el arquenterdn presenta una mayor expansion, al igual que el arquenterén
de la region ventral. La imagen en la figura 9D corresponde a una tincion de nacleos de
la seccion sagital, se observaron el techo del arquenterdn y el cleft de Brachet. Se
considero a la capa superficial del techo del arquenter6n como ectodermo y a la capa

interna que esta recubriendo al arquenterén como endo-mesodermo.

5.2.8. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA GASTRULA

TARDIA (ESTADIO 12.5) DE E. guayaco.

La figura 10A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del
estadio de gastrula tardia. En este estadio se observo una reduccion considerable del
tapon de yema (Fig. 10B). La figura 10C corresponde a una tincién fluorescente de
nucleos de una seccion transversal posterior, que muestra la ubicacion de las capas
germinales respecto al arquenteron. En este estadio, se observé que el arquenteron
presenta un aumento en su tamafo. El notocordio se observé como un paquete central

de células que se diferencia del mesodermo paraxial, a ambos lados. La figura 10D es



45

una magnificacion del techo del arquenterén de la figura 10C. Se observo el
recubrimiento endodermal del arquenterén, mesodermo paraxial a los costados del

notocordio y ectodermo de la piel.

5.29. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA POST-

GASTRULA (ESTADIO 13) DE E. guayaco.

Las figura 11A y 11B son esquemas de la morfologia externa de los embriones del
estadio de post-gastrula en los que se indican los planos de seccionamiento. En este
estadio el tapon de yema ha desaparecido por completo y en su lugar se observé el
blastoporo cerrado por la fusion del labio dorsal y ventral del blastoporo (Fig. 11C). El
blastoporo es alargado y en forma de ranura. Se observd el surco neural como una
estructura que nace en el blastoporo y recorre la linea media dorsal del embrion (Fig.
11C). Ademas, se observo la placa neural. La figura 11D corresponde a una tincién
fluorescente de nucleos de una seccion sagital, que muestra un engrosamiento en la
region dorsal-anterior del embrion, que corresponde a neuroectodermo. También se
observo el alargamiento de la porcion ventral del arquenterdn. En la seccion transversal
caudal con tincion para nucleos (Fig. 11E), se observo la placa neural y se pudo
diferenciar las capas germinales: el ectodermo en la superficie externa, mesodermo
diferenciado en mesodermo paraxial y notocordio y el endodermo en contacto con el

arguenteron.
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5.2.10. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA NEURULA

TEMPRANA (ESTADIO 14) DE E. guayaco.

La figura 12A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del
estadio de néurula temprana. En la néurula temprana se observé la presencia de la placa
neural que es prominente y esta ubicada en la regiébn mas rostral del embridn. Se
observd la placa neural (Fig. 12B). Se observd al surco neural en la linea media y el
blastoporo en la region mas caudal del embrion (Fig. 12B). En la seccion parasagital
con tincion de nacleos (Fig. 12C) se pudo diferenciar el ectodermo superficial y se pudo
observar el neuroectodermo como un engrosamiento en la region dorsal anterior del

techo del arquenterdn (Fig. 12C).

5.2.11. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA NEURULA

MEDIA (ESTADIO 15) DE E. guayaco.

Las figura 13A y 13B son esquemas de la morfologia externa de los embriones del
estadio de néurula media que sefialan los planos de seccionamiento. En este estadio
(Fig. 13C) se observo el surco neural, como un canal, debido a la elevacion de los
pliegues neurales. La figura 13D muestra una seccién sagital con tincion de nucleos. Se
observd 3-4 somitas aproximadamente. EI mesodermo de la cabeza se detect6 en la
region anterior al primer somita. Se observo el ectodermo como la capa mas superficial,
el neuroectodermo y una capa de células de endodermo en contacto con el arquenterén.
En la seccion transversal con luz directa (Fig. 13E) y la misma tefiida para tincion de

nucleos celulares (Fig. 13F) se observaron a los pliegues neurales elevados a los
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costados del notocordio y un par de somitas a los dos lados del notocordio. Se observo

que el endodermo se encuentra recubriendo todo el arquenteron.

5.2.12. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DE LA NEURULA

TARDIA (ESTADIO 16) DE E. guayaco.

Las figuras 14A y 14B son esquemas de la morfologia externa de los embriones
del estadio de néurula tardia que indican los planos de seccionamiento. En la néurula
tardia (Fig. 14C) se observo que los pliegues neurales se han juntado en la linea media
del embrién. La figura 14D muestra una seccidn sagital con tincién de nucleos en la que
se pudo observar 4-5 somitas aproximadamente. EI notocordio se observo alargado en la
region dorsal posterior del embridon. Se observo el ectodermo como la capa mas
superficial. Ademas, el mesodermo de la cabeza se detectd en la region anterior al
primer somita y el endodermo se encontrd recubriendo al arquenterén. En la tincion de
nacleos de una seccion transversal rostral (Fig. 14E) se observé el tubo neural abierto
por encima del notocordio. Se observaron los pliegues neurales y un par de somitas a

los costados del notocordio. Se observé la cavidad del intestino (Fig. 14D-E).

5.2.13. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA INTERNA DEL ESTADIO DE

YEMA DE LA COLA (ESTADIO 17) DE E. guayaco.

La figura 15A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del

estadio de yema de la cola. En el embridn entero del estadio de la yema de la cola (Fig.
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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 la yema. En las figuras 15B y 15C se
observaron varias estructuras de la cabeza como: las vesiculas Opticas, el arco
mandibular, arco hioideo, arco branquial anterior, arco branquial posterior y los
pronefros. En el embrién entero (Fig.15B) se observaron 8-9 somitas aproximadamente.
En la seccion sagital (Fig. 15D) y la misma tefiida para tincion de nucleos celulares
(Fig. 15E) se observaron 8-9 somitas aproximadamente. Ademas, se observo la vesicula

Optica y recubrimiento endodermal del intestino.

5.2.14. MORFOLOGIA DEL ESTADIO DE RESPUESTA MUSCULAR

(ESTADIO 18) DE E. guayaco.

La figura 16A es un esquema de la morfologia externa de los embriones del
estadio de respuesta muscular que sefiala el plano de seccionamiento. En este estadio los
embriones mostraron la respuesta muscular a estimulos mecénicos (Fig. 16B). Se
observaron estructuras de la cabeza como: el estomodeo, el arco mandibular, el arco
branquial anterior y los pronefros en la zona lateral de la cabeza, en sentido antero-
posterior del embrién (Figs. 16B-C). En el embridn entero (Fig.16B) se observaron 9-10
somitas aproximadamente. En una seccion tefiida para nucleos celulares (Fig. 16D) se
observaron 17 somitas aproximadamente. Ademas, se observé la vesicula dptica vy el

notocordio alargado en la region dorsal posterior del embrion.
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5.2.15. MORFOLOGIA DEL ESTADIO DE YEMA DE LAS

BRANQUIAS (ESTADIO 19) DE E. guayaco.

La figura 17A muestra la morfologia externa de los embriones del estadio de
yema de las branquias. En el embrion entero del estadio de la yema de las branquias
(Fig. 17A) se observd la presencia de la yema de las branquias, las cuales sobresalen del
arco branquial anterior. Se observd la vesicula dptica y la yema de las branquias a los
costados de la cabeza (Fig. 17B). Se observaron 18 somitas aproximadamente. Ademas,

en una vista ventral del embrién se pudo observar el estomodeo (Fig. 17C).

5.2.16. MORFOLOGIA DEL ESTADIO DE DESARROLLO COMPLETO

DE LAS BRANQUIAS (ESTADIO 22) DE E. guayaco.

La figura 18A corresponde a un esquema que muestra la disposicion y el nimero
de ramificaciones de las branquias de los embriones. En este estadio se observaron las
branquias completamente desarrolladas. La rama posterior tiene tres ramificaciones y la
rama anterior tiene cinco ramificaciones (Figs. 18A-18B). Se observo circulacion de las
branquias. Ademas, se detectd el ojo y la transparencia de la aleta de la cola. En una

vista dorsal (Fig. 18C) se observd pigmento en la region dorsal del embridn.
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5.2.17. MORFOLOGIA DEL EMBRION A LA ECLOSION (ESTADIO

23) DE E. guayaco.

Los embriones de E. guayaco iniciaron su vida libre a partir de este estadio. En la
figura 19A y 19B se muestra un embrién entero a la eclosion. Se observo el ojo
pigmentado, la boca, la transparencia de las aletas y pigmento en la region dorsal del
embrion. En una vista ventral del embrion (Fig. 19C) se observé el disco oral y las
glandulas de cemento a los costados de la boca. Ademas, se observo que el opérculo ha

cubierto casi en su totalidad a las branquias y el intestino se ha comenzado a enrollar.

5.3. EXPRESION DE PROTEINAS MUSCULARES EN LOS ESTADIOS

15.75, 16, 17 Y 18 DE E. guayaco.

La expresion de las proteinas de las miofibrillas fue detectada en los somitas de
todos los embriones usados para los ensayos de inmunodeteccion contra proteinas

musculares (Figs. 20A - 20D).

La figura 20A corresponde a la néurula media (15.75) de E. guayaco, con
inmunodeteccion con el anticuerpo 12/101. En este estadio se observd reaccion positiva
para las proteinas de las miofibrillas. En la morfologia de la néurula tardia (Fig. 13D) se
observaron 3-4 somitas. Por inmunodeteccion con el anticuerpo 12/101 se observaron 4-

5 somitas rostrales con reaccion positiva para 12/101, tefiidos levemente (Fig. 20A).

La figura 20B corresponde a embriones en estadio de yema de la cola de E.

guayaco (estadio 17), con inmunodeteccion con el anticuerpo 12/101. Se observé que la
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expresion de las proteinas de las miofibrillas marcé los somitas rostrales, se detectaron
7-8 somitas con tincion positiva para 12/101 (Fig. 20B), comparable a lo observado en
la morfologia de la néurula tardia (Fig. 14D). Se observd que el mesodermo
presomitico, en la zona caudal del embridon expresd levemente proteinas de las

miofibrillas.

La figura 20C corresponde a embriones en estadio de yema de la cola de E.
guayaco (estadio 17), con inmunodeteccion con el anticuerpo 12/101. Se observé que la
expresion de las proteinas de las miofibrillas marc6 10 somitas rostrales
aproximadamente (Fig. 20C). Se observd un gradiente de concentracion en sentido
rostro caudal. Los somitas mas rostrales presentaron mayor expresion proteica. Ademas,
el mesodermo presomitico expresé proteinas de las miofibrillas en la regién caudal del

embrion.

La figura 20D corresponde a un embrién en estadio de respuesta muscular de E.
guayaco (estadio 18), con inmunodeteccion con el anticuerpo 12/101. Se observo
reaccion positiva para 15 somitas aproximadamente (Fig. 20D). Se observo que los
somitas mas rostrales presentan una expresion mas marcada que los somitas mas

caudales.

El mesodermo presomitico de los embriones analizados presentd reaccion positiva
en menor grado a lo observado en los somitas (Figs. 20A-D). Se observé que conforme
avanza el desarrollo, se forman méas somitas y mas somitas tienen reaccién positiva para

12/101.
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6. DISCUSION

6.1 TAMANO DE POSTURA, MORFOLOGIA DEL HUEVO Y TIEMPOS

DEL DESARROLLO.

La rana E. guayaco y las especies del género Engystomops, E. pustulosus, E.
randi y E. coloradorum comparten caracteristicas morfologicas en el desarrollo
embrionario. El tamafio de postura en las especies de este género es similar e involucran
a cientos de huevos por postura (Ryan, 1985; Romero-Carvajal et al., 2009). Esto podria
estar relacionado a su estrategia reproductiva, la temperatura y otras condiciones del
medio en donde se desarrollan. A pesar de las caracteristicas del desarrollo embrionario
que comparten las especies de este género, presentan diferencias en cuanto al tamafio

del huevo y los tiempos del desarrollo.

Entre las distintas especies del género Engystomops estudiadas como: E. randi y
E. coloradorum, se ha determinado que existe variacion en el tamafio de sus huevos
(Romero-Carvajal et al., 2009). Los datos obtenidos sobre el diametro del huevo de E.
guayaco, ponen en evidencia que esta especie presenta el diametro del huevo mas
pequefio reportado entre algunas especies del género Engystomops (Tabla 4), en donde
se observo que E. randi y E. coloradorum presentan 1.1 y 1.3 mm de didmetro
respectivamente (Romero-Carvajal et al., 2009) en comparacién con los 0.9 mm de
diametro reportados para E. guayaco. El tamafio del huevo no tiene ninguna influencia
con los patrones del desarrollo como la velocidad del desarrollo o el modo de

gastrulacion (del Pino et al., 2007).



53

La medicion de los tiempos del desarrollo de E. guayaco fue realizada bajo
condiciones de laboratorio, igual a lo realizado para E. randi y E. coloradorum. El
tiempo del desarrollo reportado para E. guayaco es de 77 horas, aproximadamente 3
dias (Tabla 2), comparable con las 72 horas que se reportaron para E. randi y E.
coloradorum respectivamente (Tabla 4) (Romero-Carvajal et al., 2009). Por otro lado,
el tiempo de gastrulacion obtenido para E. guayaco fue de 12 horas aproximadamente
(Tabla 3), similar a las 12.5 horas reportadas para E. randi y E. coloradorum (Romero-
Carvajal et al., 2009). La variacion que existe en la tasa del desarrollo puede depender

de la variable temperatura (Duellman y Trueb, 1994).

6.2 ETAPAS DEL DESARROLLO DE Engystomops

En el presente estudio se describe la morfologia externa e interna de E. guayaco
(Anura: Leptodactylidae) desde la fertilizacion hasta la eclosion de los renacuajos, en un
marco comparativo con otras especies del género Engystomops y con X. laevis. Los
estadios de E. guayaco se determinaron a partir de la Tabla de Engystomops (Romero-
Carvajal et al., 2009), y se caracterizaron de acuerdo a lo observado en dicha tabla

(Anexo 1).

6.2.1 MORFOLOGIA DEL CLIVAJE Y BLASTULA DE E. guayaco

El proceso de clivaje en E. guayaco es holoblastico y sincrono. Se observé que los

embriones luego de cada division celular, presentan un nimero par de células. Los
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ciclos tempranos de clivaje en los embriones de E. guayaco se asemejan a lo reportado
para E. randi y E. coloradorum, presentan divisiones celulares sincronas que ocurren
cada 25 minutos aproximadamente. Estos tiempos son ligeramente méas rdpidos en
comparacion con los 30 minutos reportados para E. randi y E. coloradorum, pero
ligeramente més lentos que los 20 minutos que se reporta para X. laevis (Romero-

Carvajal et al., 2009; Gilbert, 2010).

Los planos de division celular encontrados en E. guayaco coinciden con el patron
descrito para especies con huevos pequefios de menos de 2 mm de didmetro como: X.
laevis, E. machalilla, E. randi y E. coloradorum (Niewkoop y Faber, 1994; del Pino et
al., 2004; Romero-Carvajal et al., 2009). La formacion del primer surco del clivaje
permitio identificar la region animal de los embriones de E. guayaco cuyo color es
uniformemente palido, similar a lo que ocurre en E. randi y E. coloradorum. La primera
division celular se inicié en la regién animal y avanzé hacia la region vegetal del
embrion (Fig. 3B). Antes de que el primer surco del clivaje atraviese por completo al
embrion, inicid la segunda division celular, que atravesd al embrion de manera

perpendicular al primer surco de clivaje (Fig. 3C).

Los embriones de E. guayaco en estadio de 32 células presentaron caracteristicas
similares a lo reportado para E. randi, E. coloradorum y X. laevis (Niewkoop y Faber,
1994; Romero-Carvajal et al., 2009). Se observé que los blastomeros animales son
células méas pequefias que los blastomeros vegetales. En las tres especies del género
Engystomops se observaron células de menor tamafio debido a las continuas divisiones
celulares que estan ocurriendo en el embrion (Romero-Carvajal et al., 2009). En los
embriones de X. laevis y en Engystomops, la diferencia de tamafio entre los blastomeros
animales y vegetales, ocurre debido a que en la region vegetal existe acumulacion de

yema (Wolpert et al., 2007). En la vista interna de este estadio, se observd una pequefia
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cavidad, el blastocele. Esta cavidad se encuentra desplazada hacia la regién animal del

embrion (Fig. 4D).

En los estadios de blastula de E. guayaco, ain se puede apreciar la diferencia de
tamanio entre las células de la region animal y vegetal (Figs. 5B y 6B). En los embriones
de blastula de células grandes de E. guayaco (Fig. 5C), se observo que el blastocele es
pequefio, similar a lo observado en E. coloradorum (Anexo 2D) (Romero-Carvajal et
al., 2009). Por otro lado, durante el estadio de blastula de células medianas de E.
guayaco (Fig. 6C), se observd que el blastocele presenta un tamafio mediano,
ligeramente mas pequefio que lo observado en E. coloradorum (Anexo 2E) (Romero-

Carvajal et al., 2009).

6.2.2 MORFOLOGIA DE LA GASTRULA Y MODO DE

GASTRULACION EN E. guayaco

La primera sefial visible del inicio de la gastrulacion es la formacion del labio
dorsal del blastoporo (Gilbert, 2010) (Anexo 3A). En E. guayaco la formacién del labio
dorsal del blastoporo se inicio en el estadio de gastrula temprana (estadio 10), esta
estructura se observd externamente en la region subecuatorial del embrion (Fig. 7B).
Ademas, se pudo observar la presencia de células de botella en la hendidura del
blastoporo en un estadio de gastrula temprana (estadio 10) (Fig. 7E). Las caracteristicas
morfologicas de la gastrula temprana observadas en E. guayaco, muestran que la
formacion del labio dorsal del blastoporo se forma igual a lo reportado en E. randi y E.
coloradorum, en la regién subecuatorial (Romero-Carvajal et al., 2009). Las células de

botella en E. randi fueron reportadas en un estadio ligeramente mas avanzado de la
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gastrula (estadio 10.5) (Anexo 2F-G) (Romero-Carvajal et al., 2009). EI cambio en la
forma de las células esté involucrado con el inicio de los movimientos morfogenéticos

de la gastrulacion (Anexo 3B) (Keller et al., 2003).

Durante la involucién de las células en la gastrulacion de X. laevis, las células
vegetales ingresan al interior del embridn (Wolpert et al., 2007). En el lado dorsal de la
gastrula media de E. guayaco se observo la presencia de un surco que separa las células
superficiales de células vegetales internas (Fig. 8D), el cleft de Brachet. Este surco
también se encuentra presente en E. randi y E. coloradorum (Anexo 2K) (Romero-
Carvajal et al., 2009), se encarga de separar las capas celulares que ingresan al embrion
por involucion (endomesodermo), de la capa de células que no involucionan
(ectodermo) (revisado por Ibrahim y Winklbauer, 2001). Esto esta relacionado con la
diferenciacion del endodermo y mesodermo en el embrion (revisado por lbrahim y

Winklbauer, 2001).

El nimero de las capas de células que conforman el techo del blastocele se reduce
conforme se agranda el blastocele y ocurre el proceso de epibole (Gilbert, 2010). En X.
laevis, el movimiento de epibole es generado por la intercalacion radial de las células
del techo, lo que reduce el numero de células y amplia la superficie de la capa celular
gue no involuciona (Anexo 3C) (revisado por Keller y Shook, 2004). El grosor del
techo del blastocele de E. guayaco se reduce, de 5-6 capas de células en la gastrula
temprana a 2 capas de células en la gastrula tardia (Fig. 9D). En comparacion E. randi y
E. coloradorum reducen el nimero de capas celulares de 3 capas de células en gastrula
media a 2 capas de células en gastrula tardia (Romero-Carvajal et al., 2009). En funcion
a lo observado en las tres especies del género Engystomops, la reduccién del namero de
capas celulares de los embriones en estadio de gastrula, podria estar relacionado con la

intercalacién entre células ectodermales profundas y superficiales, para el recubrimiento
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ectodermal de todo el embridn. Se deben realizar estudios para determinar si este tipo de

intercalacion celular ocurre en estas especies (revisado por Keller et al., 2003).

Durante el proceso de gastrulacion de E. guayaco ocurre la formacién del
arquenteron (futuro intestino). Durante los estadios de gastrula de X. laevis, la inflacién
y elongacion del arquenterdn son procesos que ocurren independientemente el uno del
otro (Ewald et al., 2004). Se observé que estos procesos ocurren simultdneamente en los
embriones de E. guayaco, E. randi y E. coloradorum (Romero-Carvajal et al., 2009). La
inflacion del arquenterdn, posiblemente, esta relacionada con el influjo de liquido

proveniente del blastocele.

En secciones transversales de gastrula tardia y post-gastrula de los embriones de
E. guayaco, se observo la presencia de notocordio (Figs. 10C, 10D y 11E), como un
paquete central de células que se diferencia del mesodermo paraxial, a ambos lados. Se
recomienda realizar estudios sobre la expresion de la proteina brachyury, para
demostrar que ocurre extension convergente al mismo tiempo que se elonga el

notocordio en E. guayaco (Gilbert, 2010).

El alargamiento del arquenterdn a partir de la gastrula temprana y la presencia de
notocordio durante la gastrula tardia en E. guayaco, sugieren que esta especie comparte
el mismo patrén de gastrulacion con las especies de desarrollo rapido X. laevis, E. randi
y E. coloradorum (Romero-Carvajal et al., 2009). En este patron la elongacion del
arquenteron inicia en la gastrula temprana (estadio 10) mientras que el alargamiento del
notocordio inicia en la gastrula media (estadio 11) (Anexo 4) (revisado por del Pino et

al., 2007).
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A diferencia de lo observado en otros Engystomops, el cerramiento del blastoporo
en E. guayaco ocurrié en el estadio de post-gastrula (Fig. 11C y 11D). Los embriones

en este estadio no se observaron con tapdn de yema.

6.2.3 NEURULACION EN E. guayaco (ESTADIOS 14-16)

El proceso de neurulacion es el encargado de la formacién del tubo neural,
precursor del sistema nervioso (Gilbert, 2010). En las especies con desarrollo rapido
como los Engystomops y X. laevis, la neurulacion inicia antes de que finalice el proceso
de gastrulacién (Romero-Carvajal et al., 2009). En E. randi, E. coloradorum y X. laevis
la formacién de la placa neural es el primer signo visible que marca el inicio de la
neurulacion (Anexo 5A) (Niewkoop y Faber, 1994; Romero-Carvajal et al., 2009). La
placa neural se detectd en la post-gastrula (estadio 13) en los embriones de E. guayaco
como una estructura en forma de herradura ubicada en la regién mas rostral del embrion
(Fig. 11E), en contraste a lo observado para E. randi, E. coloradorum y X. laevis, en
donde la placa neural fue observada en los embriones en post-gastrula avanzada y
néurula temprana (estadio 14) (Niewkoop y Faber, 1994; Romero-Carvajal et al., 2009).
Esta diferencia podria estar relacionada con un pequefio aumento en la velocidad del
desarrollo de E. guayaco, aunque se requeririan mas estudios que justifiquen esta

hipétesis.

El estadio de néurula media (estadio 15) se caracteriza por la elevacion de los
pliegues neurales en los bordes de la placa neural (Anexo 5B) (Gilbert, 2010). En los
embriones de E. randi y E. coloradorum los pliegues neurales son mas pronunciados

gue en X. laevis (Romero-Carvajal et al., 2009), mientras que en E. guayaco se observo
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a los pliegues neurales ain mas prominentes que en las especies mencionadas (Fig.
13E-F). Durante los estadios de néurula tardia (estadio 16) no se observaron diferencias
morfolégicas entre E. randi, E. coloradorum y E. guayaco, todas ellas se asemejan a lo
descrito para X. laevis, en donde los pliegues neurales se fusionan en la linea media del

embrion y el tubo neural se cierra (Anexo 5C-D) (Gilbert, 2010).

A partir del estadio de néurula temprana (estadio 14) de E. randi y E.
coloradorum se observd la presencia de un par de somitas (Romero-Carvajal et al.,
2009), a diferencia de lo observado en E. guayaco, quien no reporta la presencia de
somitas en estadio de néurula temprana (estadio 14) (Fig. 12C). El desarrollo temprano
de somitas en Engystomops podria estar relacionado con el desarrollo rapido y los
requerimientos de los embriones para desarrollar musculo, que les sirva para su
posterior vida en el agua. Al finalizar el proceso de neurulacién se observé que E.
guayaco tiene aproximadamente 4-5 somitas a lo largo del eje antero-posterior del
embrion (Fig. 14D), similar a lo reportado para E. coloradorum (Romero-Carvajal et

al., 2009).

Las especies con desarrollo rapido como los Engystomops y X. laevis, la
neurulacion inicia antes de que finalice el proceso de gastrulacion (Romero-Carvajal et
al., 2009). Las similitudes encontradas en el desarrollo neural entre las especies del
género Engystomops, resultan debido a que los mecanismos de neurulacion entre los
anuros son similares y altamente conservados (Pourquié, 2003; Romero-Carvajal et al.,

2009).



60

6.2.4 MORFOLOGIA DE LA YEMA DE LA COLA Y EMBRIONES

AVANZADOS (17-23)

En el estadio de yema de la cola (estadio 17) y en estadios avanzados del
desarrollo, los embriones de E. guayaco se desarrollan sobre una masa endodermal de
yema (Figs. 15B y 15C). Esta caracteristica esta presente de igual forma en los
embriones de E. randi y E. coloradorum (Romero-Carvajal et al., 2009). Externamente
en los embriones tanto de E. guayaco como de E. randi, E. coloradorum y X. laevis, se
puede observar la presencia de somitas y pronefros a los dos lados de la zona lateral de
la cabeza (Fig. 15C). Los pronefros son una estructura derivada del mesodermo y son

precursores de los rifiones (Gilbert, 2010).

En el estadio completo del desarrollo de las branquias (estadio 22) de E. guayaco,
se observé que la rama posterior presenta 3 ramificaciones y la rama anterior 5
ramificaciones (Figs. 18A-18B). Esta caracteristica es especifica para cada especie, por
lo tanto para E. randi se reportaron 4 ramificaciones en la rama posterior y 6
ramificaciones en la rama anterior, mientras que para E. coloradorum se observaron 5
ramificaciones en la rama posterior y 6 en la rama anterior (Romero-Carvajal et al.,

2009).

Las ranas del género Engystomops presentan branquias pequefias, con pocas
ramificaciones (Romero-Carvajal et al., 2009), lo que podria estar asociado a su
estrategia reproductiva. Aparentemente, se podria especular que la formacion del nido
de espuma encapsula moléculas de oxigeno en burbujas que son ocupadas dependiendo
del requerimiento de oxigeno que tengan los embriones (Dalgetty y Kennedy, 2010).

Por esta razon, se cree que en estas especies la longitud de las branquias es corta y no
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desarrollan muchas ramificaciones, en comparacién con las ranas dendrobatidas que

presentan branquias largas y con varias ramificaciones (del Pino et al., 2004).

Los renacuajos desarrollan caracteristicas que les permitira seguir con un
desarrollo larval acuatico. En los embriones en estadio de desarrollo completo de las
branquias (estadio 22) de E. guayaco se pudo observar la aleta de la cola, el ojo
completamente desarrollado y ubicado en la region mas rostral del embrién y la boca.
Se observaron glandulas de cemento en el estadio a la eclosion de E. guayaco, estas son
estructuras que les permite adherirse a sustratos (Figs. 18-19). Las glandulas de cemento
han sido observadas en otras especies del género Engystomops (Romero-Carvajal et al.,
2009). En el estadio a la eclosion, los embriones de E. guayaco junto con E. randi y E.
coloradorum presentan pigmento en la regién dorsal del cuerpo (Romero-Carvajal et
al., 2009), caracteristica que podria estar relacionada con el camuflaje que requieren

para su etapa larval.

6.3 PIGMENTACION EN LOS EMBRIONES DE Engystomops

La presencia de pigmento en estadios tempranos en anuros representa una
adaptacion de proteccion contra los rayos UV de sol (Lee et al., 2009). Los huevos de X.
laevis presentan coloracion marrén en el hemisferio animal, mientras que el hemisferio
vegetal no presenta pigmentacion, es blanco o de color crema (Lee et al., 2009). La
distribucion de los granulos de pigmento ocurre tempranamente en la oogénesis y la
blastula temprana de X. laevis y depende de la expresiéon proteica de shroom2 y de
espectrina (Lee et al., 2009). Se ha encontrado que todas las especies del género

Engystomops, presentan huevos blancos (despigmentados) o ligeramente pigmentados
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(Dalgetty y Kennedy, 2010). Esta caracteristica, les permite camuflarse perfectamente
en el nido de espuma flotante que es blanco. Se ha encontrado que los niveles del
ARNmM de shroom2 en los huevos y en la blastula de Engystomops son muy bajos,
comparado con los altos niveles observados en X. laevis (Lee et al., 2009). En los
embriones tempranos de X. laevis, la sobreexpresion de shroom2 incrementa la
expresion de espectrina, acumulandose en la corteza, induciendo la pigmentacién de las

células epiteliales (Lee et al., 2009).

La presencia de pigmento en los embriones en estadios de blastula que se ha
encontrado en X. laevis, se asemeja a lo reportado para algunas especies del género
Engystomops (Lee et al., 2009). Los embriones de E. guayaco se caracterizan por la
ausencia de pigmento durante el desarrollo en el nido de espuma. Sin embargo, se
observo pigmentacion de color marrén alrededor de los nucleos (Elinson y del Pino,
2012). En E. guayaco, la presencia de pigmento alrededor de los nicleos en embriones
enteros y en secciones se observo a partir del estadio de blastula de células grandes
(estadio 7) (Fig. 5B) y se mantuvo hasta un estadio de blastula de células medianas
(estadio 8) (Fig. 6B). A pesar que la presencia de pigmento no fue muy marcada en
todos los estadio de blastula de E. guayaco, este aspecto fue comparable con lo
observado en otras especies del género Engystomops y X. laevis. Los resultados
muestran que en los estadios de blastula de E. guayaco (Fig. 5B-D y 6B-D) el pigmento
es tenue, mientras que en E. coloradorum (Fig. 5D y 6D) y E. pustulosus el pigmento es
intenso. Inclusive, en la blastula de los embriones de X. laevis el pigmento es ain mas

intenso en las células epiteliales en comparacién con Engystomops (Anexo 6).

La carencia de pigmentacién observada en los huevos de E. guayaco, E.
coloradorum y E. pustulosus, estd relacionada con los niveles bajos de ARNm de

shroom?2 reportados para Engystomops (Lee et al., 2009). Por otro lado, se sugiere que
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la expresién shroom2 en Engystomops estaria retrasada hasta estadios de blastula
temprana, en donde se reporta inicialmente pigmento en los embriones de este genero
(Romero-Carvajal et al., 2009), mientras que en X. laevis la expresion de shroom2 inicia
desde la oogénesis (Lee et al., 2009). Por ultimo, se creeria que en E. guayaco la
expresion de shroom2 durante la blastula temprana estaria retrasada ligeramente. Esto es
debido a la leve pigmentacion observada en esta especie en comparacion a lo observado
en E. coloradorum, aunque se requieren de estudios de la expresion de shroom2 para

ambas especies que ayuden a confirmar esta hipotesis.

6.4 EXPRESION DE PROTEINAS MUSCULARES EN E. guayaco.

En el presente estudio se analizé la expresion de proteinas musculares en los
embriones de E. guayaco. Para el analisis se realizaron inmunodetecciones con el

anticuerpo monoclonal 12/101.

El patron de la expresion de proteinas musculares observado en X. laevis, muestra
que la traduccion del ARNm de los genes musculares inicia en la gastrula tardia, al igual
que la sintesis muscular de alfa-actina y los transcriptos de cadena pesada de miosina

para la especificacion muscular (Radice et al., 1989).

Al comparar el patrén de expresién de las proteinas en ranas del género
Engystomops, se han detectado variaciones en el inicio de la expresion de proteinas
musculares. Se observo en las ranas E. randi y E. coloradorum que el analisis de la
expresion de proteinas musculares inicia a partir del estadio de neurula tardia (Romero-
Carvajal et al., 2009). En contraste, en E. guayaco se observo la expresion proteica mas

temprana de las miofibrillas de actina a partir de estadio de nedrula media (estadio
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15.75). En este estadio se evidencid tincion positiva leve para los somitas mas rostrales
(Fig. 20A). Las diferencias observadas pueden estar relacionas a la especificidad que
tiene los anticuerpos. Para la ranas E. randi y E. coloradorum, se utilizo el anticuerpo
monoclonal MF20 (Romero-Carvajal et al.,, 2009). Este anticuerpo reconoce
Meromiosina ligera y miosina de cadena pesada (Bader et al., 1982), mientras que en E.
guayaco la expresion de proteinas musculares fue realizada con el anticuerpo
monoclonal 12/101. El anticuerpo 12/101 es especifico y reconoce las miofibrillas del

musculo esquelético en anfibios (Kintner y Brockes, 1984).

El patron de gastrulacion podria estar relacionado con diferencias en los tiempos
de la expresion de proteinas musculares. Los movimientos de convergencia y extension
dorsales estan relacionados con la distribucion futura de las fibras musculares, debido a
que determinan la especificacion de los tejidos mesodermales (Krneta-Stankic et al.,
2010). La convergencia y extension dorsales en X. laevis, E. randi y E. coloradorum,
ocurre de manera temprana durante la gastrulacion (del Pino et al., 2007; Romero-
Carvajal et al., 2009) y se creeria que la convergencia y extension dorsales también
ocurre de manera temprana durante la gastrulacién de los embriones de E. guayaco,
aunque se requieren de estudios con marcadores moleculares que confirmen esta

hipétesis.

Por otro lado, el alargamiento del notocordio también podria estar relacionado con
la variacién en los tiempos de expresion de proteinas musculares, debido a que las
sefiales provenientes del notocordio y del tubo neural mantienen la expresion de
proteinas en el miotoma (Christ y Brand-Saberi, 2002). En las ranas con desarrollo
rapido, el alargamiento del notocordio ocurre simultdneamente con la gastrulacién. Por
este motivo, se observd que el inicio de la expresion de proteinas musculares en

Engystomops ocurrié durante la neurulacion. A diferencia de las ranas con desarrollo



65

lento, como los dendrobétidos, el alargamiento del notocordio ocurre después de la
gastrulacion (del Pino et al., 2007). En la rana dendrobétida E. machalilla, la expresion
de proteinas musculares es detectada a partir del estadio de yema de la cola (del Pino et

al., 2007).

Es posible que en las ranas del género Engystomops, la especificacion muscular
en los somitas tarde menos tiempo que en los dendrobatidos, debido a las diferencias en

la velocidad de desarrollo que presenta cada especie.

6.5 IMPORTACIA DEL ESTUDIO DEL DESARROLLO TEMPRANO DE

E. guayaco

Los resultados del estudio de la morfologia de los embriones de E. guayaco,
permitieron revelar la variacion y semejanzas en los eventos del desarrollo temprano de
esta especie. Las caracteristicas que presenta E. guayaco a lo largo de todo su desarrollo
embrionario, se asemejan al patron de desarrollo temprano reportado para E. randi y E.
coloradorum (Romero-Carvajal et al.,, 2009), especies que Se encuentran

filogenéticamente muy cercanas entre si (Ron et al., 2006).

Este estudio, refuerza la idea de que la estrategia reproductiva es la fuerza que
establece el tiempo de gastrulacion y no el tamafio del huevo (del Pino et al., 2007). El
patron de gastrulacion observado en E. guayaco, involucra caracteristicas morfoldgicas
como: el inicio de la elongacion del arquenteron en la gastrula temprana y el inicio del
alargamiento del cuerpo en la gastrula media, sugiriendo que el modo de gastrulacion de
estas especies coincide con el modo de gastrulacion reportado para E. coloradorum, E.

randi y X. laevis, caracterizandolas como especies de desarrollo rapido (del Pino et al.,
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2007). Por otro lado, se sugiere la realizacién de analisis moleculares que brinden un

soporte extra a lo observado morfoldgicamente.

El analisis del desarrollo embrionario temprano de E. guayaco, incrementa el
conocimiento sobre este tema en anuros ecuatorianos. De esta forma, el presente estudio
contribuye con el conocimiento del desarrollo embrionario y la biologia de esta especie,
utilizadndola como una herramienta para futuros estudios comparativos que se realicen

en el Laboratorio de Biologia del Desarrollo de la PUCE.
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LISTA DE ABREVIATURAS

A: Hemisferio animal

a: Arquenteron

aba: Arco branquial anterior

abp: Arco branquial posterior

ac: Aleta de la cola

ah: Arco hioideo

am: Arco mandibular

b: Blastocele

b: Boca

bp: Blastoporo

br: Branquias

c: Clivaje

do: Disco oral

e: Ectodermo

em: Endomesodermo

en: Endodermo

gc: Glandulas de cemento

i: Intestino

Id: Labio dorsal del blastoporo

Iv: Labio ventral del blastoporo

mc: Mesodermo de la cabeza

mp: Mesodermo paraxial

n: Notocordio

ne: Neuroectodermo

o: Ojo

op: Opérculo

pf: Pronefros

p: Pliegues neurales

pn: Placa neural

ra: Rama anterior de las branquias

rp: Rama posterior de las branquias

s: Somitas

sn: Surco neural

so: Estomodeo

tn: Tubo neural

ty: Tapon de yema
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y: Yema

yb: Yema de las branquias

yc: Yema de la cola

v: Hemisferio vegetal

vo: Vesicula optica
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Figura 1. Resumen del desarrollo temprano de E. guayaco. Las imagenes A-M
resumen el desarrollo de E. guayaco, usando estadios representativos. A, B, E, J, K, Ly
M son vistas laterales. C y D son vistas animales. F y G son vistas posteriores. H e | son
vistas dorsales. (A) Huevo fertilizado. (B) Embrion estadio de 2 células. (C) Embridn
estadio de 4 células. (D) Embrion estadio de 32 células. (E) Bléstula de células grandes.
(F) Géstrula temprana. (G) Gastrula tardia. (H) Post-gastrula. (I) Néurula media. (J)
Estadio de yema de la cola. (K) Estadio de yema de las branquias. (L) Estadio de
desarrollo completo de las branquias. (M) Estadio a la eclosién. Las barras en B, C, D,

E, K, Ly M corresponden a 500 um y en A, F, G, H, I y J corresponden a 200 pum.
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Fig. 2.

Figura 2. Postura de E. guayaco: (A) Nido flotante de espuma. (B) Aumento del nido
flotante de espuma mostrado en A. Noétese el embridn en estadio de 4 células que se

encuentra resguardado dentro del nido flotante de espuma.
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Figura 3. Morfologia del clivaje de E. guayaco (estadios 1, 2 y 3): (A) Huevo
fertilizado. Vista externa. Diametro del huevo 0.9 mm. (B) Embrion en el estadio de 2
células. Vista externa. (C) Embridn en el estadio de 4 células. Vista externa. La barra en

C corresponde a 200 pm y las barras en D y E corresponden a 500 um.
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Figura 4. Morfologia del estadio de 32 células de E. guayaco (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) Embridn en estadio
de 32 células. Vista externa. (C) Imagen del hemisferio animal. (D) Biseccion sagital.
Hemisferio animal orientado hacia arriba. Se observa una pequefia cavidad denominada

blastocele. Las barras en B, C y D corresponden a 500 um.
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Fig. 5.

Engystomops guayaco Engystomops coloradorum
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Figura 5. Morfologia del estadio de blastula de células grandes de E. guayaco en
comparacion con E. coloradorum (estadio 7): A, B y D son vistas laterales.
Hemisferio animal orientado hacia arriba. (A) Esquema del embrion que indica la
orientacion de la seccion y biseccion sagital que se muestra en C y E. (B) Blastula de
células grandes de E. guayaco. Vista externa. La flecha sefiala pigmento alrededor de
los ndcleos. (C) Seccion sagital de E. guayaco. Hemisferio animal orientado hacia
arriba. Las flechas sefialan pigmento alrededor de los nicleos. El blastocele presenta
una mayor extension (D) Blastula de células grandes de E. coloradorum. Vista externa.
La flecha sefiala pigmento alrededor de los nucleos. (E) Biseccion sagital de E.
coloradorum. Hemisferio animal orientado hacia arriba. Las flechas sefialan pigmento
alrededor de los ndcleos. El blastocele presenta una mayor extension. Las barras en B y

C corresponden a 500 pum y en D y E corresponden a 200 pm.
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Figura 6. Morfologia del estadio de blastula de células medianas de E. guayaco en
comparacion con E. coloradorum (estadio 8): A, B y D son vistas laterales.
Hemisferio animal orientado hacia arriba. (A) Esquema del embrion que indica la
orientacion de la biseccion sagital que se muestra en C y E. (B) Blastula de células
medianas de E. guayaco. Vista externa. Las flechas sefialan pigmento alrededor de los
ndcleos. (C) Biseccion sagital de E. guayaco. Hemisferio animal orientado hacia arriba.
Las flechas sefialan pigmento alrededor de los ndcleos. El blastocele presenta un
aumento en su extension (D) Bléstula de células medianas de E. coloradorum. Vista
externa. Las flechas sefialan pigmento alrededor de los nucleos. (E) Biseccion sagital de
E. coloradorum. Hemisferio animal orientado hacia arriba. Las flechas sefialan
pigmento alrededor de los nucleos. El blastocele presenta un aumento en su extension.

Las barras en By C corresponden a 500 um y en D y E corresponden a 200 pm.
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Fig. 7.
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Figura 7. Morfologia de la gastrula temprana de E. guayaco (estadio 10): A
esquema del embrion visto desde el hemisferio vegetal. Lado dorsal orientado hacia
arriba. B es una vista lateral, desde el lado dorsal del embrién. (A) Esquema del
embridn que indica la orientacion de la seccion sagital que se muestra en C y D. (B)
Géstrula temprana. Vista externa. Se observa el labio dorsal del blastoporo. (C) Seccion
sagital. Se observa el labio dorsal del blastoporo orientado hacia la derecha. (D)
Fluorescencia nuclear de la seccion sagital en C. (E) Acercamiento del labio dorsal del
blastoporo de la seccion en D. Las flechas sefialan células en forma de botella. (F)
Acercamiento del techo del blastocele de la seccién en D. Se observa que el techo del
blastocele est4 formado de 4 a 5 capas de células. La barra en B corresponde a 200 um,

C corresponde a 500 um, D y E corresponden a 100 pm y F corresponde a 50 um.
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Figura 8. Morfologia del estadio de gastrula media de E. guayaco (estadio 11): A es
esquema del embrion visto desde el hemisferio vegetal. Lado dorsal orientado hacia
arriba. B es una vista lateral, desde el lado dorsal del embrion. (A) Esquema del
embridn que indica la orientacion de la seccion sagital que se muestra en C y D. (B)
Géstrula media. Vista externa. Se observa el labio dorsal y ventral del blastoporo. (C)
Seccion sagital. Se observa el labio dorsal del blastoporo a la derecha y el labio ventral
a laizquierda. (D) Fluorescencia nuclear de la seccion en C. Las flechas sefialan el cleft
de Brachet. (E) Acercamiento del labio dorsal del blastoporo de la seccién en D. (F)
Acercamiento del techo del blastocele de la seccion en D. Se observa que el techo del
blastocele esta formado por 2 a 3 capas de células. La barra en B corresponde a 200 um,

C corresponde a 500 um, D y E corresponden a 100 pm y F corresponde a 50 um.



Fig. 9.

91



92

Figura 9. Morfologia de la gastrula tardia de E. guayaco (estadio 12): (A) Esquema
del embrion que indica la orientacion de la seccion sagital que se muestraen C y D. (B)
Géstrula tardia. Vista externa. Se observa el surco neural y un tapon de yema mediano
(C) Seccidn sagital. Muestra la extension del arquenterdn. Las flechas sefialan el cleft de
Brachet. (D) Fluorescencia nuclear de una seccion transversal. Las flechas sefialan el
cleft de Brachet. Las barras en B y D corresponden a 200 um y en C corresponde a 500

um.
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Fig. 10.
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Figura 10. Morfologia de la gastrula tardia de E. guayaco (estadio 12.5): Ay B son
vistas posteriores. Lado dorsal orientado hacia arriba. (A) Esquema del embridon que
indica la orientacidn de la seccion transversal que se muestra en C. (B) Gastrula tardia.
Vista externa Se observa un tapén de yema pequefio. (C) Fluorescencia nuclear de la
seccidn transversal anterior. Se observa el notocordio. (D) Acercamiento del techo del
arquenteron con fluorescencia nuclear de la seccion en C. Se observa el ectodermo,
mesodermo paraxial, recubrimiento endodermal y el notocordio. La barra en B

corresponde a 200 um, en C corresponde a 100 um y en D corresponde a 50 pm.
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Fig. 11.




96

Figura 11. Morfologia de la post-gastrula de E. guayaco (estadio 13): A, B 'y C son
vistas posteriores. Lado dorsal orientado hacia arriba. (A) Esquema del embridn que
indica la orientacién de la seccidn sagital que se muestra en D. (B) Esquema del
embrion que indica la orientacion de la seccion transversal que se muestra en E. (C)
Post-gastrula. Vista externa. Se observa el blastoporo, la placa neural y el surco neural.
(D) Fluorescencia nuclear de la seccidn sagital. Las flechas sefialan el cleft de Brachet.
Se observa la extension del arquenterén, el ectodermo y el blastoporo. Notese el
engrosamiento en la parte superior izquierda, corresponde al neuroectodermo. (E)
Fluorescencia nuclear de la seccion transversal anterior. Se observa ectodermo,
mesodermo, recubrimiento endodermal. Las barras en C y E corresponden a 200 ym y

en D corresponde a 100 pm.



97



98

Figura 12. Morfologia del estadio de néurula tempana de E. guayaco (estadio 14):
Ay B son vistas dorsales, la region rostral esta orientada hacia arriba. (A) Esquema del
embrion que indica la orientacion de la seccion sagital que se muestra en C. (B) Néurula
temprana. Vista externa. Se observa el blastoporo, los pliegues neurales y el surco
neural. (C) Fluorescencia nuclear de la seccion sagital. Se observa ectodermo,
mesodermo paraxial. La barra en B corresponde a 200 um y la barra en C corresponde a

100 pm.
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Figura 13. Morfologia del estadio de néurula media de E. guayaco (estadio 15): A,
B y C son vistas dorsales, la region rostral esta orientada hacia arriba. (A) Esquema del
embrion que indica la orientacion de la seccion sagital que se muestra en D. (B)
Esquema del embrion que indica la orientacion de la seccion transversal que se muestra
en E y F. (C) Néurula media. Vista externa. Se observa los pliegues neurales y el surco
neural. (D) Fluorescencia nuclear de la seccion sagital. Se observa ectodermo,
mesodermo de la cabeza y paraxial, endodermo y somitas. (E) Seccion transversal. Se
observa los pliegues neurales y el notocordio. (F) Fluorescencia nuclear de la seccion
transversal en E. Se observa los pliegues neurales, notocordio y recubrimiento
endodermal. Las barras en C y E corresponden a 200 pum y en D y F corresponde a 100

pm.
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Figura 14. Morfologia del estadio de néurula tardia de E. guayaco (estadio 16): A,
B y C son vistas dorsales, la region rostral esta orientada hacia arriba. (A) Esquema del
embrion que indica la orientacion de la seccion sagital que se muestra en D. (B)
Esquema del embrion que indica la orientacion de la seccion transversal que se muestra
en E. (C) Néurula tardia. Vista externa. Se observan los pliegues neurales a punto de
fusionarse en la linea media. (D) Fluorescencia nuclear de la seccion sagital. Se observa
ectodermo, endodermo, mesodermo de la cabeza, somitas y notocordio. (E)
Fluorescencia nuclear de la seccion transversal. Se observan los pliegues neurales, el
tubo neural, somitas y el notocordio. La barra en C corresponde a 200 umy en D y E

corresponden a 100 um.
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Fig. 15.
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Figura 15. Morfologia del estadio de yema de la cola de E. guayaco (estadio 17): A,
B y C son vistas dorsales, la region rostral estd orientada hacia la izquierda. (A)
Esquema del embrion que sefiala la orientacion de la seccion sagital que se muestra en
D. (B) Vista externa lateral del embrion en estadio de yema de la cola. Se observa la
vesicula optica, el arco mandibular, arco hioideo, arco branquial anterior, arco branquial
posterior, pronefros, somitas y la yema de la cola. (C) Vista externa dorsal. (D) Seccion
sagital. Se observan somitas y la vesicula oOptica. (E) Fluorescencia nuclear de la
seccion en D. Se observan detalladamente somitas, la flecha sefiala recubrimiento
endodermal. Las barras en B y C corresponden a 200 um, en D corresponde a 500 um y

en E corresponde a 100um.
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Fig. 16.
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Figura 16. Morfologia del estadio de respuesta muscular de E. guayaco (estadio
18): A y C son vistas dorsales, B es una vista lateral. La region rostral esta orientada
hacia la izquierda. (A) Esquema del embrion que indica la orientacion de la seccion
sagital que se muestra en D. (B) Embrion entero en el estadio de respuesta muscular. Se
observa el arco mandibular, el arco branquial anterior, el estomodeo, pronefros y
somitas. (C) Vista externa dorsal. (D) Fluorescencia nuclear de la seccién sagital. Se
observan somitas, la vesicula dptica y el notocordio. Las barras en B y C corresponden a

200 um y en D corresponde a 100 pm
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Fig. 17.

Figura 17. Morfologia del estadio de la yema de las branquias de E. guayaco
(estadio 19): La region rostral en A, B y C esta orientada hacia la izquierda. (A)
Embrion entero en el estadio de yema de las branquias. Vista externa lateral. Se observa
la vesicula optica, el pronefros y somitas (B) Embrion entero en el estadio de yema de
las branquias. Vista externa dorsal. Se observa la yema de las branquias. (C) Embrién
entero en el estadio de yema de las branquias. Vista externa ventral. Se observa el

estomodeo. Las barras en A, B y C corresponden a 500 pm.
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Fig. 18.

Figura 18. Morfologia del estadio de desarrollo completo de las branquias de E.

guayaco (estadio 22): La region rostral en B y C esta orientada hacia la izquierda. B es
una vista lateral. C es una vista dorsal. (A) Esquema de las branquias de un embrion en
estadio de desarrollo completo de las branquias que se muestra en B. Se observan las
ramas de las branquias en su maxima extension. La rama anterior posee 5
ramificaciones y la rama posterior 3 ramificaciones. (B) Embrién entero en estadio de
desarrollo completo de las branquias. Vista externa lateral. Se observa la rama anterior y
posterior de las branquias. (C) Vista externa dorsal. Se observa pigmento en la region

dorsal del cuerpo del embrion. Las barras en B y C corresponden a 500 pm.
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Fig. 19.

Figura 19. Morfologia de los embriones a eclosionar de E. guayaco (estadio 23): La
region rostral en A, B y C esta orientada hacia la izquierda. (A) Embrion a la eclosion.
Vista lateral. Se observa la aleta de la cola, musculo de la cola, la flecha sefiala
pigmento en la region dorsal del cuerpo del embrién. (B) Embrion a la eclosion. Vista
lateral. Se observa la boca. (C) Embridn a la eclosion. Vista ventral. Se observa el disco
oral, las glandulas de cemento, el opérculo, el enrollamiento del intestino. Se observa
una reduccion en el tamafio de las branquias. Las barras en A, B y C corresponden a 500

pum.
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Fig. 20.
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Figura 20. Expresion de proteinas musculares en los estadios 15.75, 16, 17 y 18 de
E. guayaco: La region rostral en A, B, C y D esta orientada hacia la izquierda. (A)
Embrion entero en estadio de néurula tardia con inmunodeteccion con el anticuerpo
12/101. Se observan 4-5 somitas con tincion positiva. (B) Embrion entero en estadio de
néurula tardia con inmunodeteccion con el anticuerpo 12/101. Se observan 7-8 somitas
con tincion positiva. (C) Embridén entero en estadio de yema de la cola con
inmunodeteccion con el anticuerpo 12/101. Se observan de 10 somitas con tincion
positiva. (D) Embrion entero en estadio de respuesta muscular con inmunodeteccion
con el anticuerpo 12/101. Se observan 15 somitas con tincién positiva. Las barras en A,

B, Cy D corresponden a 200 um.
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9. TABLAS



Tabla 1. Posturas obtenidas de E. guayaco

Codificacion de la
postura

Fecha de

encuentrode la Estadio

113

NUmero de embriones

postura Totales Fijados

Eg-013? 19/06/2012 12 190 173
Eg-016 06/08/2012 10 165 133
Eg-017 10/09/2012 21 170 70
Eg-019 13/08/2013 22 162 10
Eg-020 06/09/2013 6 145 48
Eg-021 04/06/2014 1 134 138
Eg-022 16/07/2014 13 156 60
Eg-023 19/08/2014 10 188 82

Total 1310 714

Promedio 164

*Eg y un numero de 3 cifras representa la codificacion de la postura. Eg-013 =
Engystomops guayaco, treceava postura.
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Tabla 2. Tiempos del desarrollo en horas y dias de los embriones de E. guayaco.

Postura: Eg-013 Eg-016 Eg-017 Eg-019 Eg-020 Eg-021 Eg-022 Eg-023

Fecha 19/06/2 06/08/2 10/09/2 13/08/2 06/09/2 04/06/2 16/07/2 19/08/2
inicio: 012 012 012 013 013 014 014 014

Fecha 21/06/2 09/08/2 11/09/2 13/08/2 09/09/2 07/06/2 22/08/2
eclosion: 012 012 012 013 013 014 014
stl 0:00
st2 0:25
st3 0:48
st4
st
St6 0:00 1:65
st7 1:23 3:00
st8 3:19 5:03
st9 7:10
st10 0:00 6:47 10:02 0:00
stll 2:50 9:40 13:10 3:17
st12 0:002 5:00 12:35 16:14 6:00
st13 3:10 8:45 15:40 19:25 0:00 8:38
st14 5:45 11:30 19:00 22:30 3:10 11:50
st15 7:55 14:10 22:26 25:38 6:25 15:18
st16 10:20 17:03 24:56 28:02 9:40 18:00
st17 13:10 20:15 30:46 31:11 13:00 21:23
st18 18:30 24:35 35:08 37:00 17:23 25:01
st19 30:22  33:48 47:22 55:12 29:45 40:11
st20
st21 44:08 0:00 49:06
st22 50:00 58:20 15:40 0:00 67:23 72:10 57:00
st23 62:10 6955  23:55 8:10 73:18 77:23 74:16
Tiempo
(DIAS)®: 3 3

#0:00 = Es el tiempo de inicio de las observaciones.
b“Tiempo (DIAS): Este dato fue estimado a partir de las posturas Eg-020 y Eg-021, las

posturas mas completas.
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Tabla 3. Tiempo de gastrulacion en horas de los embriones de E. guayaco

Estadio Tiempo

(Horas)
Inicio de la gastrulacion 10 0:00?
11 3:00
12 6:00
12.75 9:00
Final de la gastrulacién 13 12:00
Tiempo de

gastrulacion® 12:00

#0:00 = Es el tiempo de inicio de las observaciones.

>Tiempo de gastrulacion: Calculado a partir del promedio de los tiempos de

gastrulacion de los embriones de cada postura.
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Tabla 4. Comparacion entre el didmetro del huevo y tiempos del desarrollo en

varias especies de anuros.

Familia/Especie Diametro Tiempode  Tiempo de Referencia
huevo  gastrulacion desarrollo
(mm) (horas)? (horas)®

Pipidae

Xenopus laevis 1,2 6 14 Niewkoop y Faber,
1994

Leptodactylidae

Engystomops randi 1.1 12.5 72 Romero-Carvajal et
al., 2009

Engystomops 1.3 12.5 72 Romero-Carvajal et

coloradorum al., 2009

Engystomops guayaco 0.9 12 72

Centrolenidae

Hyalinobatrachium 2.1 24 115 Salazar y del Pino,

fleischmanni 2015

Espadarana callistomma 2.1 23 288 Salazar y del Pino,
2015

Dendrobatidae

Epipedobates machalilla 1.6 65 96 del Pino et al. 2004

Hemiphractidae

Gastrotheca riobambae 3 168 336 del Pino y Escobar,

1981

®El tiempo de gastrulacion es el tiempo que tardan los embriones desde la formacién
del labio dorsal hasta el cierre del blastoporo.

b-E| tiempo del desarrollo es el tiempo que tardan los embriones desde la fertilizacion
hasta la eclosion de los renacuajos.



Tabla 5. Lista de fotografias y créditos
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Figura Negativo Especie | lluminacion | Fecha Crédito
1A | SNAP-150221-0003 | E. guayaco | Luz directa |10/07/2014 | C. Andrade
1B | SNAP-143823-0004 | E. guayaco | Luz directa |16/09/2014|C. Andrade
1C | SNAP-145745-0017 | E. guayaco | Luz directa |16/09/2014|C. Andrade
1D | SNAP-151714-0025 | E. guayaco | Luz directa |16/09/2014 | C. Andrade
1E | SNAP-122919-0014 | E. guayaco | Luz directa |21/01/2015|C. Andrade
1F | SNAP-111916-0002 | E. guayaco | Luz directa |03/06/2013 | C. Andrade
1G | SNAP-095955-0010 | E. guayaco | Luz directa |05/06/2013 | C. Andrade
1H | SNAP-100610-0019 | E. guayaco | Luz directa |06/06/2013 | C. Andrade
11 | SNAP-152614-0041 | E. guayaco | Luz directa |29/09/2014 | C. Andrade
1J | SNAP-103533-0012 | E. guayaco | Luz directa |13/06/2013|C. Andrade
1K | SNAP-152209-0022 | E. guayaco | Luz directa |13/06/2013|C. Andrade
1L | SNAP-112203-0006 | E. guayaco | Luz directa |14/06/2013|C. Andrade
1M | SNAP-100714-0007 | E. guayaco | Luz directa |17/06/2013|C. Andrade
2A | WP-20140819-007 | E. guayaco | Luz directa |04/06/2014|C. Andrade
2B | WP-20140819-009 | E. guayaco | Luz directa |04/06/2014 | C. Andrade
3C | SNAP-150221-0003 | E. guayaco | Luz directa |10/07/2014 | C. Andrade
3D | SNAP-143823-0004 | E. guayaco | Luz directa |16/09/2014|C. Andrade
3E | SNAP-145745-0017 | E. guayaco | Luz directa |16/09/2014 | C. Andrade
4B | SNAP-154621-0066 | E. guayaco | Luz directa |17/09/2014 | C. Andrade
4C | SNAP-151714-0025 | E. guayaco | Luz directa |17/09/2014 | C. Andrade
4D | SNAP-155034-0071 | E. guayaco | Luz directa |17/09/2014 | C. Andrade
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5B | SNAP-122919-0014 | E. guayaco | Luz directa |21/01/2015|C. Andrade
5C | SNAP-170048-0028 | E. guayaco | Luz directa |21/01/2015|C. Andrade
5D | SNAP-144729-0009 | E. guayaco | Luz directa |23/01/2015|C. Andrade
5E | SNAP-174925-0093 | E. guayaco | Luz directa |23/01/2015|C. Andrade
6B | SNAP-123725-0019 | E. guayaco | Luz directa |21/01/2015|C. Andrade
6C | SNAP-145541-0015 | E. guayaco | Luz directa |23/01/2015|C. Andrade
6D | SNAP-151302-0018 | E. guayaco | Luz directa |23/01/2015|C. Andrade
6E | SNAP-175832-0099 | E. guayaco | Luz directa |23/01/2015|C. Andrade
7B | SNAP-111916-0002 | E. guayaco | Luz directa |06/03/2013|C. Andrade
7C | SNAP-175325-0004 | E. guayaco | Luz directa |21/01/2015|C. Andrade
7D | SNAP-104418-0005 | E. guayaco | Fluorescencia | 23/12/2014 | C. Andrade
7E | SNAP-114203-0026 | E. guayaco | Fluorescencia | 23/12/2014 | C. Andrade
7F |SNAP-111621-0001 | E. guayaco | Fluorescencia | 23/12/2014 | C. Andrade
8B | SNAP-095150-0009 | E. guayaco | Luz directa |04/06/2013|C. Andrade
8C | SNAP-180548-0020 | E. guayaco | Luz directa |21/01/2015|C. Andrade
8D | SNAP-121035-0003 | E. guayaco | Fluorescencia | 23/12/2014 | C. Andrade
8E | SNAP-120852-0001 | E. guayaco | Fluorescencia | 23/12/2014 | C. Andrade
8F | SNAP-123814-0002 | E. guayaco | Fluorescencia | 23/12/2014 | C. Andrade
9B | SNAP-095955-0010 | E. guayaco | Luz directa |05/06/2013 | C. Andrade
9C | SNAP-181925-0026 | E. guayaco | Luz directa |21/01/2015|C. Andrade
9D | SNAP-161216-0045 | E. guayaco | Fluorescencia | 24/09/2013 | C. Andrade
10B | SNAP-153666-0044 | E. guayaco | Luz directa |29/09/2014|C. Andrade
10C | SNAP-141253-0016 | E. guayaco | Fluorescencia | 23/12/2014 | C. Andrade
10D | SNAP-141708-0022 | E. guayaco | Fluorescencia | 23/12/2014 | C. Andrade
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11C | SNAP-100610-0019 | E. guayaco | Luz directa |06/06/2013|C. Andrade
11D | SNAP-150424-0010 | E. guayaco | Fluorescencia | 23/12/2014 | C. Andrade
11E | SNAP-114847-0082 | E. guayaco |Fluorescencia | 17/10/2013 | C. Andrade
12B | SNAP-145904-0022 | E. guayaco | Luz directa |29/09/2014|C. Andrade
12C | SNAP-172439-0007 | E. guayaco | Fluorescencia | 23/12/2014 | C. Andrade
13C | SNAP-152614-0041 | E. guayaco | Luz directa |29/09/2014|C. Andrade
13D | SNAP-174501-0015 | E. guayaco | Fluorescencia | 23/12/2014 | C. Andrade
13E | SNAP-184755-0045 | E. guayaco |Fluorescencia | 21/01/2015 | C. Andrade
13F | SNAP-152437-0016 | E. guayaco | Fluorescencia | 28/03/2014 | C. Andrade
14C | SNAP-150657-0026 | E. guayaco | Luz directa |29/09/2014|C. Andrade
14D | SNAP-180009-0019 | E. guayaco | Fluorescencia | 23/12/2014 | C. Andrade
14E | SNAP-103409-0007 | E. guayaco |Fluorescencia [01/11/2013 | C. Andrade
15B | SNAP-103533-0012 | E. guayaco | Luz directa |13/06/2013|C. Andrade
15C | SNAP-104127-0020 | E. guayaco | Luz directa |13/06/2013|C. Andrade
15D | SNAP-190609-0059 | E. guayaco | Luz directa |21/01/2015|C. Andrade
15E | SNAP-111932-0016 | E. guayaco |Fluorescencia [ 05/01/2015 | C. Andrade
16B | SNAP-144357-0002 | E. guayaco | Luz directa |13/06/2013|C. Andrade
16C | SNAP-150138-0014 | E. guayaco | Luz directa |13/06/2013|C. Andrade
16D | SNAP-121718-0062 | E. guayaco | Fluorescencia | 05/01/2015 | C. Andrade
17A | SNAP-152209-0022 | E. guayaco | Luz directa |13/06/2013|C. Andrade
17B | SNAP-153522-0031 | E. guayaco | Luz directa |13/06/2013|C. Andrade
17C | SNAP-154904-0039 | E. guayaco | Luz directa |23/01/2015|C. Andrade
18B | SNAP-112203-0006 | E. guayaco | Luz directa |14/06/2013|C. Andrade
18C | SNAP-114731-0007 | E. guayaco | Luz directa |14/06/2013|C. Andrade
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19A | SNAP-100714-0007 | E. guayaco | Luz directa |17/06/2013|C. Andrade
19B | SNAP-102201-0020 | E. guayaco | Luz directa |17/06/2013|C. Andrade
19C | SNAP-162417-0031 | E. guayaco | Luz directa |17/06/2013|C. Andrade
20A | SNAP-111303-0030 | E. guayaco | Luz directa |24/10/2014 | C. Andrade
20B | SNAP-104233-0007 | E. guayaco | Luz directa |24/10/2014 | C. Andrade
20C | SNAP-114628-0060 | E. guayaco | Luz directa |24/10/2014 | C. Andrade
20D | SNAP-120445-0075 | E. guayaco | Luz directa |24/10/2014 | C. Andrade
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10. ANEXOS



Estadios Engystomops
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Caracteristicas de los embriones de Engystomops

Fertilizacion

Embrion de 2 células.

Embrion de 4 células.

Embrién de 8 células (No observado)

Embrion de 16 células (No observado)

Embrion de 32 células.

Blastula de células grandes: Pigmento alrededor de los ndcleos.
Blastula de células medianas: Pigmento alrededor de los nlcleos.
Blastula avanzada: Pigmento alrededor de los nacleos (No
observado)

Gastrula temprana: formaciéon del labio dorsal del blastoporo.
Géstrula media: Formacion del labio ventral, tapdn de yema grande.
Gastrula tardia: Tapon de yema mediano.

Post-géstrula: Cerramiento del blastoporo.

Néurula temprana: Formacion de la placa neural.

Néurula media: Pliegues neurales elevados.

Néurula tardia: Tubo neural cerrado.

Yema de la cola: La region de la cabeza y yema de la cola
sobresalen de la yema.

Respuesta muscular: Arcos branquiales sobresalen a los costados de
la cabeza.

Yema de las branquias: Latido cardiaco e inicia el desarrollo de las
branquias.

Circulacién en branquias: Epidermis pigmentada (No observado).
Pigmentacidn en el ojo (No observado).

Desarrollo completo de las branquias: Rama anterior 5
ramificaciones y rama posterior 3 ramificaciones.

Eclosion: Pigmento en la region dorsal del cuerpo del embrién.

Anexo 1. Tabla del desarrollo de Engystomops (Romero-Carvajal et al., 2009):

Caracteristicas del desarrollo embrionario temprano de las ranas del género

Engystomops, desde la fertilizacion hasta la eclosion de los renacuajos.



Anexo 2. Morfologia del desarrollo temprano de los embriones de E. randi y E.
coloradorum: (D) Blastocele de una blastula de células grandes. (E) Blastocele de una
blastula de células medianas. (F) Seccidn sagital de una géastrula temprana. (G) Células
de botella. (H) Gastrula media. Techo del blastocele conformado por 3 capas de células.
() Gastrula tardia. Techo del blastocele formado por 2 capas de células. (J) Gastrula
tardia. (K) Gastrula tardia. (L) Post-gastrula. Formacion del surco neural. (M) Seccién

sagital de una post-gastrula. (Modificado de Romero-Carvajal et al., 2009).
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Anexo 3. Movimientos morfogenéticos de los tejidos durante la gastrulacién en
Xenopus laevis: (A) Inicio de la gastrulacion. Formacion de células de botella en la
region del blastoporo. (B) Movimiento de involucion, epibole y convergencia y

extension. (C) Formacion del tapon de yema (Modificado de: Wolpert et al., 2007).
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GASTRULATION PATTERNS

Patterns/Stages Early Mid Late Post gastrula
105 12 1256 13 14

1. Xenopus / Engystomops / E. guayaco

Involution e ——
Arch. elongation _——— . ——

Nt. elongation
2. Dendrobatids / E. coqui

Involution ————————————————

Arch. elongaﬁon T

Nt. elongation -
3. Gastrotheca

Arch. elongation E——

Nt. elongation —

Anexo 4. Patrones de Gastrulacion: Patrones de gastrulacion en ranas. Tres patrones
de gastrulacion se han encontrado de acuerdo con la velocidad del desarrollo y el
solapamiento de procesos. Las barras indican el comienzo de la involucidn, elongacién

del arquenterén y notocordio en cada patron (tomado de del Pino et al., 2007).
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Anexo 5. Morfologia de la formacion del tubo neural: En todas las iméagenes la
region dorsal estd 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).
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Huevo Blastula

Xenopus laevis

Especies del género
Engystomops

E. guayaco

Anexo 6. Pigmentacion en huevo y blastula media de los embriones de Xenopus
laevis y varias especies del género Engystomops: (A-D) Embriones enteros en estadio
de huevo fertilizado. (E-G) Bisecciones sagitales de embriones en estadio de blastula de
células grandes. Se observa pigmento alrededor de los nacleos. (H) Seccion sagital de
embriones en estadio de blastula de células grandes. Se observa pigmento alrededor de

los nacleos (Modificado de: Lee et al., 2009).



