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RESUMEN. Se analizó el desarrollo neural de la rana dendrobátida Colostethus machalilla, que es endémica a la costa ecuatoria­
na y deposita sus huevos en la hojarasca. Se realizaron inmunotinciones en montaje entero con anticuerpos neurales específicos. 
Se encontró retardo en el desarrollo neural de C. machalilla en comparación con la rana acuática Xenopus laevis. 
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ABSTRACT. This work studies the neural development of the dendrobatid frog Colostethus machalilla that is endemic to the 
Ecuadorian coast. It has a terrestrial way of life and it deposits its eggs directly on the ground. Immunostaining in whole embryos 
was done to study the pattern of neural molecular markers. The neural development of C. machalilla is retarded in comparlson with 
the aquatic frog Xenopus laevis. 
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INTRODUCCIÓN 

En este trabajo se estudia el desarrollo 
neural de la rana Colostethus machalilla desde 
el estadio 13, cuando se hace evidente la placa 
neural, hasta el estadio 18, que representa a la 
néurula tardía. Con este estudio se pretende do­
cumentar, en parte, las diferencias en el desa­
rrollo neural que existen entre C. machalilla y 
la rana acuática Xenopus laevis. Se han deter­
minado los patrones de expresión de las proteí­
nas neurales NCAM y el antígeno 209 median­
te inmuno reacción específica en montaje ente­
ro de los embriones para identificar al tubo neu­
ral y a las células de la cresta neuraL 

Las ranas venenosas (Dendrobatidae) son 
un grupo monofilético distribuidos en los trópi­
cos de Sudamérica y Centroamérica (1). El gé­
nero Colostethus presenta una coloración críp­
tica y no posee toxinas en la piel (1). Colostet­
hus machalilla es una especie endémica de la 
costa ecuatoriana, con huevos terrestres. Los 
machos presentan cuidado parental del nido te­

rrestre y transportan los renacuajos en su espal­
da hasta depositarlos en el agua (2). Esta rana 
requiere aproximadamente 5 días desde la fe­
cundación hasta la presencia de la placa neural 
y 21 días para la eclosión de los renacuajos (3). 
En contraste, los embriones de X. laevis eclo­
sionan a los cuatro días (4). El desarrollo de C. 
machalilla en el nido terrestre ha sido caracte­
rizado en 25 estadios (3). 

La molécula de adhesión celular neural, D
N-CAM, fue la primera molécula de adhesión 
celular aislada de tejido neural (5). Se la identi­
ficó como una molécula de adhesión célula-cé­
lula independiente de calcio y estructuralmente 
se la clasifica en la superfamiJia de las inmuno­
globulinas (5). Estudios realizados en el pollo y 
en el ratón demostraron que las tres isoformas 
principales de NCAM son el resultado del em­
palme (splicing) alternativo de un solo gen, que 
se encuentra en el cromosoma 9 de las dos es­
pecies (6, 7). En el desarrollo neural, NCAM 
tiene un papel indispensable por sus numerosas 
funciones, que incluyen mediar la adhesión en-
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tre células neurales, estimular el crecimiento 
axonal y regular la plasticidad sináptica en pro­
cesos como la memoria y el aprendizaje (8). 
Por su importancia en el desarrollo, los genes 
que codifican para moléculas de adhesión celu­
lar son altamente conservados a lo largo de la 
evolución (6). Comparaciones entre las secuen­
cias de NCAM entre el pollo y el ratón han de­
terminado que hay un 85% de semejanza, ade­
más estudios inmunológicos y ensayos de ad­
hesión celular mostraron que la estructura y 
función de NCAM se ha preservado entre ver­
tebrados por más de 600 millones de años (6). 

En X. laevis, Balak el al. (9) describieron 
la expresión espacio temporal de NCAM me­
diante la utilización de anticuerpos polic1ona­
les. Las inmuno detecciones mostraron que N­
CAM se expresa en la placa neural, el sistema 
nervioso central en desarrollo, los nervios cra­
neales y algunos ganglios. En cambio, la cresta 
neural resultó negativa. Se concluyó que, en es­
ta especie, NCAM se expresa después de la in­
ducción neural, de forma transitoria, y tiene co­
mo función la regulación de la morfogénesis de 
la placa y tubo neura} y del desarrollo de fibras 
nerviosas. 

Durante la neurulación, ocurre la migra­
ción de las células de la cresta neural. Estas cé­
lulas tienen un papel esencial en el desarrollo 
del sistema nervioso periférico y otros deriva­
dos. Son células progenitoras multipotentes y 
presentan un carácter prominente y conservado 
entre los embriones de vertebrados (10). Exis­
ten 4 poblaciones de cresta neural: la cresta 
neural craneal, del tronco, vago y sacral. La 
cresta neural se origina en la zona limítrofe en­
tre la placa neural y la futura epidermis, en los 
pliegues neurales (11). 

El cerebro posterior o rombencéfalo se 
di vide en 8 compartimentos más pequeños co. 
nocidos como rombómeros (12). Estos rombó­
meros representan territorios diferenciados. To. 
dos los rombómeros producen células de la 
cresta neural craneal (13). La cresta neural cra­
neal está involucrada en el desarrollo de la ca­
beza y migra en tres ramas discretas: mandibu­
lar, hioidea y branquial (14). En el ratón y en el 

pollo, se ha observado que las células de la 
cresta neural migran a los tres primeros arcos 
branquiales en ramas separadas por espacios 
vacantes de migración, adyacentes a los rom­
bómeros 3 y 5 (15). 

En este trabajo se ha utilizado el anticuer­
po anti-NCAM para reconocer su expresión en 
embriones tempranos de C. machalilla y el an­
ticuerpo contra el antígeno neural 2G9 para 
identificar su expresión en la cresta neural de 
esta rana. El anticuerpo 2G9 reconoce regiones 
de la cresta neural craneal y del tronco en la ra­
na Gastrotheca riobambae (16). En Xenopus 
laevis, el anticuerpo 2G9 reconoce regiones del 
sistema nervioso central en algunas ramas de la 
cresta neural craneal, en la cresta neural del 
tronco y en nervios craneales (17). 

MATERIALES Y METODOS 

Se realizaron inmuno detecciones en 
montaje entero de los embriones de Colostet­
hus machalilla utilizando dos anticuerpos mo­
nocIonales, el anticuerpo 4D, que es específico 
para la proteína neural NCAM, y el anticuerpo 
2G9, que marca la cresta neural. Se estudió la 
expresión de estas proteínas en embriones de 
los estadios de la neurulación temprana, desde 
la finalización de la gástrula, hasta el estadio de 
formación de arcos branquiales, que correspon­
de a los estadios 13 al 18 de C. machalilla (3). 
Para cada estadio del desarrollo se realizó la in­
muno detección en tres o más embriones por 
estadio. Se utilizaron las metodologías estándar 
para la inmuno detección en montaje entero en D 
embriones de anfibios (16). Los embriones fue­
ron fotografiados en montaje entero. Algunos 
embriones fueron seccionados. 

RESULTADOS 

El marcador neural NCAM en C. 

machulilÚl 


La néurula temprana (estadios 13 y14) se 
caracteriza morfológicamente por la aparición 
de la placa neural. Embriones del estadio 13 
fueron negativos para NCAM (no se muestra). 
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Fig 1. Expresión del antígeno 2G9 y de la molécula de adhesión celular neural NCAM en embriones C. ma­
chalilla. El estadio de los embriones se indica en la parte superior derecha de cada microfotografía. (A) Inmuno de­
tección de un embrión de estadio 16 con el anticuerpo 2G9. Se detecta la cresta neural craneal (nc) a los lados del tu­
bo neural. (B) Inmuno detección de un embrión de estadio 17 con anti-NCAM para destacar el tubo neural. Los ner­
vios faciales (VII) recorren paralelos a1límite rostral de los otocistos (o). Los límites de los rombómeros son ligera­
mente visibles. Los otocistos se encuentran localizados frente al rombómero 4 (r4), como ocurre en X. laevis. (C) In­
muno detección de un embrión de estadio 18 con el anticuerpo 209. La localización profunda de la cresta neural (nc) 
a los lados del tubo neural (nt), se observa en esta sección transversa del cerebro posterior. Las barras representan 100 
11m en Ay B Y 200 11m en C. 

La expresión de NCAM se pudo detectar por El estadio 16 se destaca porque durante éste se 
primera vez en embriones del estadio 14 de C. cierra el tubo neural (Fig. lA). El patrón de 
machalilla. En cambio, embriones de X. laevis expresión de NCAM en este estadio se restrin­
en el estadio de la placa neural son NCAM po­ ge al tubo neural (no se muestra). Los estadios 
sitivos (no se muestra). 17 y 18 representan la néurula tardía. En las 

La néurula media se caracteriza por el inmuno detecciones para NCAM del estadio 
acercamiento de los pliegues neurales y por el 17, se observó la especificidad de expresión 
cerramiento del tubo neural (estadios 15-16). de esta molécula, que estuvo restringida al tu-
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bo neural (Fig. lB). Se pueden apreciar ciertas 
estructuras específicas para NCAM como el 
tubo neural, los nervios espinales, el nervio 
craneofacial VII. Se detectó una reacción dife­
rencial entre los diferentes rombómeros, y se 
han identificado tres de ellos, r1, r2 y r4 por su 
posición anatómica respecto a los otocistos 
(Fig. lB). El nervio craneofacial VII surge del 
rombómero 4, rostral a cada otocisto (Fig. 
lB). La expresión de NCAM se desvanece en 
la región de la cola (no se muestra). En la re­
gión de las vesículas ópticas, se puede detec­
tar una reacción positiva para NCAM en la re­
gión exterior y posterior de estas estructuras 
(no se muestra). 

El antígeno 2G9 como marcador 
de la cresta neural en C. machalilla 

La primera detección de la cresta neural 
por la expresión del antígeno 2G9 se detectó en 
embriones avanzados del estadio 14. La expre­
sión del antígeno 2G9 en el estadio 15 se detec­
ta en las ramas branquiales de la cresta neural 
cefálica y también se puede notar que existe u­
na reacción específica en el cerebro posterior. 
En esta región se puede observar que entre blo­
ques celulares con reacción positiva existen 
secciones donde la inmuno detección resultó 
negativa. Se puede sugerir que estas regiones, 
con diferente expresión del antígeno 2G9, son 
los rombómeros del cerebro posterior. Una sec­
ción transversa de un embrión inmunoteñido ro 	 contra el antígeno 2G9 en el estadio 18 muestra 
intensa marcación de la cresta neural (Fig. 1 C). 
La misma tiene una localización profunda, a los 
lados del tubo neural. 

DISCUSIÓN 

En C. machalilla, la expresión de N­
CAM se encuentra a 10 largo de todo el tubo 
neural del embrión, perdiéndose en la yema de 
la cola, al igual que en X. laevis (9). En la re­
gión del tronco se detectan los nervios espina­
les tal como se reporta en los nervios periféri­

cos de X. laevis (9). En la región cefálica, el 
ganglio del nervio facial (VII) y las vesículas 
ópticas fueron NCAM positivas al igual que en 
G. riobambae (16). La única diferencia es que 
en C. machalilla, al igual que X. laevis, las ve­
sículas ópticas son más conspicuas que en G. 
riobambae. 

El antígeno 2G9 es un antígeno neural 
extracelular que ha sido detectado en el sistema 
nervioso central en X. laevis, también ha sido 
detectado en ratones y en salamandras, lo cual 
sugiere que se ha conservado a 10 largo de la 
evolución de los vertebrados (17). El primer es­
tadio donde se reporta la expresión de este antí­
geno en G. riobambae corresponde a una néu­
rula tardía. La marcación positiva se encuentra 
en las ramas de la cresta neural hioidea, bran­
quio-posterior y vago (16). El sistema nervioso 
central y las células de la cresta neural de las ra­
mas branquio-anterior y mandibular son nega­
tivos (16). En estadios más avanzados, las ra­
mas de migración de la cresta neural craneal se 
hacen más prominentes, y la expresión de 2G9 
continúa en las ramas mandibular, hioidea y 
branquio-posterior (16). En el embrión de esta­
dio 14 de G. riobambae, el antígeno 2G9 se ex­
presa en todos los rombómeros, excepto en r3 y 
r5. Se expresa también en los nervios: trigemi­
nal, facial y vago (16). 

En C. machalilla, las ramas de migración 
de la cresta neural craneal no son tan prominen­
tes como las que se encuentran en G. riobam­
bae. El antígeno 2G9 se expresa en la cresta 
neural craneal y del tronco como en G. riobam­
bae. Las ramas de migración de los arcos bran­
quiales, hioideo y mandibular en C. machalilla 
fueron determinadas en un trabajo anterior 
(16). Sin embargo, como no se han logrado dis­
tinguir las dos ramas branquiales, anterior y 
posterior claramente a lo largo de todo el desa­
rrollo neural, se sugiere que en C. machalilla 
las dos ramas no se dividen totalmente como 
ocurre en G. riobambae. Por 10 tanto, las ramas 
posteriores a la rama hioidea en C. machalilla 
corresponden a una única rama branquial, no 
específicamente anterior o posterior. 
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El desarrollo neural aparece como una 
característica altamente conservada a 10 largo 
de la evolución. Esto se ha determinado gracias 
a estudios morfológicos y a los patrones de ex­
presión génica de marcadores neurales como 
NCAM y el antígeno 2G9. Algunas moléculas, 
como NCAM, son independientes de las estra­
tegias reproductivas, ya que se presenta en pa­
trones similares entre anfibios y en compara­
ción con otros vertebrados. Las observaciones 
realizadas en la neurulación de C. machalilla 
brindan una base de comparación con otras es­
pecies. 

Este estudio demuestra que la expresión 
de la molécula NCAM, tiene retardo en el ini­
cio de su expresión en los embriones de C. ma­
chalilla en comparación con X. laevis. Este es 
el aporte principal de este trabajo, que se corre­
laciona positivamente con los eventos de retar­
do en el desarrollo del notocordio y somitas de 
C. machalilla (18, 19). En efecto, el notocordio 
de C. machaUlla inicia su alargamiento una vez 
que se ha cerrado el blastoporo, en tanto que en 
X. laevis el notocordio se alarga mucho antes, 
en el estadio de la gástrula media (18). De mo­
do similar, los somitas de X. laevis se pueden 
detectar y expresan marcadores moleculares 
específicos en la neurula media (19). Estos 
eventos de retardo morfológico y molecular 
que se han detectado en el desarrollo temprano 
de C. machalilla son indicadores de diferencias 
en los mecanismos de control del desarrollo 
embrionario. Por tal motivo, esta rana es un or­
ganismo de interés para los estudios comparati­
vos de la embriogénesis. 
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