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RESUMEN.- Las caracteristicas de la gastrulacion fueron analizadas en las
siguientes ranas ecuatorianas Gastrotheca riobambae, Colostethus (=Epipedoba-
tes) machalilla y Engystomops (=Physalaemus) randi en comparacién con Xeno-
pus laevis, la rana que se estudia como organismo modelo del desarrollo embrio-
nario. Se han encontrado profundas diferencias en el proceso de gastrulacion en
estas ranas. La comparacion sefiala que en C. machalilla 'y G. riobambae, ranas
con desarrollo lento, la convergencia y extension dorsales (CED) es un proceso que
ocurre después de la gastrulacion mientras que en las de desarrollo rapido (X. /ae-
vis, y E. randi) la CED ocurre durante la gastrulacion.
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Physalemus, Gastrotheca, Xenopus.

ABSTRACT.- The features of gastrulation were analyzed in the following frogs
from Ecuador Gastrotheca riobambae, Colostethus (=Epipedobates) machalilla,
and Engystomops (=Physalaemus) randi in comparison with Xenopus laevis, the
model organism of frog development. There are major differences in the gastrula-
tion process among these frogs. The comparison indicates that in C. machalilla and
G. riobambae, frogs with slow development, dorsal convergence and extension
(CED) occurs after gastrulation, whereas in frogs with rapid development (X. lae-
vis and E. randi), CED occurs during gastrulation.

KEY WORDS: Gastrulation, Colostethus, Epipedobates, Engystomops, Physale-
mus, Gastrotheca, Xenopus.

INTRODUCCION a las que se les conoce como los organis-
La Biologia del Desarrollo analizalos  mos modelo del desarrollo embrionario
mecanismos celulares y moleculares de  (1). Asi, en muchos laboratorios del
la embriogénesis en unas pocas especies, mundo se analiza a fondo el desarrollo de
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la rana acuatica Xenopus laevis, el orga-
nismo modelo de desarrollo para las
ranas (1). El conocimiento del desarrollo
de las especies modelo nos brinda un
marco conceptual comparativo para el
estudio de otras, cuya embriogénesis
puede presentar modificaciones.

En nuestro laboratorio estudiamos
el desarrollo embrionario de ranas con
diversos modos reproductivos y lo
comparamos con la embriogénesis de
X. laevis, pues las variaciones de los
fendmenos del desarrollo en diferentes
especies corresponden a experimentos
naturales, cuyo andlisis permite un
mejor entendimiento de la embriogéne-
sis. Nuestro proposito es avanzar en la
comprension de los mecanismos del
desarrollo embrionario y a la vez con-
tribuir al mejor conocimiento de la
naturaleza del Ecuador.

Para estudiar el desarrollo temprano
se requiere mantener a las ranas en el
laboratorio y por tal motivo solamente
una pequefia parte de la gran biodiver-
sidad de anfibios ecuatorianos ha podi-
do analizarse desde el punto de vista del
desarrollo embrionario. En nuestros
estudios hemos tenido la importante
colaboracion del laboratorio de Herpe-
tologia de la Escuela de Ciencias Biolo-
gicas de la Pontificia Universidad Cato6-
lica del Ecuador y de su proyecto
“Balsa de los sapos”, cuya meta es la
reproduccion en cautiverio de numero-
sas especies de ranas. Hemos estudiado
el desarrollo de la rana tingara Engys-

tomops (=Physalaemus) randi Leiupe-
ridae, de la rana dendrobatida Coloste-
thus (=Epipedobates) machalilla y de
la rana marsupial Gastrotheca riobam-
bae Hemiphractidae, entre otras. En
este trabajo se resumen los avances en
la compresion del desarrollo embriona-
rio temprano de estas especies en com-
paracion con la rana X. laevis.

Muchas ranas, como es el caso de X.
laevis, depositan los gametos en el
agua, la fecundacion es externa y al
cabo de 24 a 48 horas eclosionan larvas
de vida libre, los renacuajos (2). Estas
larvas crecen y durante la metamorfo-
sis, el cuerpo se remodela. En la meta-
morfosis se reabsorben la cola y las
branquias, y se desarrollan las extremi-
dades para dar origen a una nueva rana.
La rana juvenil requiere crecer y madu-
rar sexualmente para convertirse en un
adulto (1). Cabe senalar que la repro-
duccidn acudtica es solamente una de
las 29 maneras diferentes de reproduc-
cion que han sido detectadas en las
ranas y que muchas especies de ranas
que habitan en las regiones tropicales
del mundo depositan sus huevos en
ambientes terrestres (3). La humedad
del bosque tropical ha permitido a las
ranas experimentar con la reproduccion
y evolucionar modos reproductivos ale-
jados del agua (3). Cabe resaltar que los
huevos de las ranas carecen de meca-
nismos que impidan su desecacion, y es
por eso que la humedad ambiental de
los bosques hiimedos ha sido un factor
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determinante para la evolucion de
muchos modos reproductivos en las
ranas que viven en tales regiones.

Las ranas del género Engystomops
protegen a sus huevos y embriones tem-
pranos en nidos de espuma que flotan
en los charcos temporales en los que
estas ranas se reproducen (4, 5). El nido
de espuma se construye a partir de la
gelatina de huevo y durante el ample-
xus, o abrazo sexual, el macho bate con
sus patas ese material gelatinoso para
formar espuma en la cual los blancos
huevos se camuflan y se mantienen sus-
pendidos sobre el agua, evitando de
esta manera la depredacion de huevos y
embriones. Al cabo de aproximadamen-
te 2 dias, ocurre la eclosion y los rena-
cuajos caen al agua subyacente (6).
Hemos analizado el desarrollo embrio-
nario temprano de E. pustulosus, E.
coloradorum y E. randi (6).

El desarrollo a partir de huevos
terrestres ocurre en las ranas dendroba-
tidas, entre otras. En C. machalilla, los
huevos son depositados en nidos terres-
tres que son protegidos por el macho
hasta la eclosion de los renacuajos (7).
En tal momento, el macho transporta a
sus renacuajos sobre su espalda hasta el
agua en donde se completa el desarrollo
y los renacuajos alcanzan la metamor-
fosis (7). El desarrollo de C. machalilla
en el nido terrestre dura 19 dias y
hemos podido analizar su desarrollo
embrionario hasta la eclosion de los
renacuajos (8).

El caso de la rana marsupial G. rio-
bambae, Hemiphractidae, es mas com-
plejo debido a que los huevos son aloja-
dos en el cuerpo de la madre. Al momen-
to del amplexus los embriones son depo-
sitados en una bolsa especializada de la
madre (9). La hembra transporta a sus
embriones en la bolsa materna por apro-
ximadamente 4 meses, al cabo de los
cuales nacen renacuajos avanzados, los
que completan su desarrollo en el agua
(9). Cabe senalarse que las crias nacen
directamente como ranas en la mayoria
de especies de ranas marsupiales. En
tales casos se ha eliminado totalmente el
desarrollo acuético.

Hemos analizado la biologia repro-
ductiva de la hembra y las caracteristi-
cas de los embriones de la rana marsu-
pial G. riobambae. La bolsa materna es
una especializacion de la piel dorsal de
la hembra y responde a una hormona
similar a la progesterona, la hormona
de la gestacion, con la formacion de
camaras vascularizadas para cada uno
de los 120 embriones que por promedio
se alojan en la bolsa materna (9). Por su
parte, las branquias, que en los renacua-
jos de otras ranas corresponden a
estructuras filamentosas que permiten
el intercambio gaseoso en el agua, han
sido modificadas notablemente. Las
branquias de G. riobambae se denomi-
nan branquias acampanadas debido a su
morfologia, pues son dos discos que
forman un saco altamente vasculariza-
do alrededor de cada embrion. La circu-
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lacidon sanguinea materna de las cama-
ras embridnicas de la bolsa materna y la
circulacion embrionaria, presente en las
branquias acampanadas, se encuentran
en estrecha cercania. El tipo de inter-
cambios que ocurren entre la madre y
los embriones durante el largo periodo
de incubacion es en gran parte descono-
cido, pero la morfologia sugiere una
estrecha adaptacion morfologica y
fisiologica entre la madre y embriones
para permitir la incubacion en el cuerpo
materno. Las adaptaciones morfologi-
cas y fisiologicas para la incubacion de
embriones de la rana marsupial G. rio-
bambae representan un modo paralelo
al de los mamiferos para la reproduc-
cion terrestre (9). En este trabajo se
revisan las modificaciones del desarro-
llo embrionario temprano de la rana
marsupial G. riobambae, de la rana
dendrobatida C. machalilla y de la rana
con nidos de espuma E. randi en com-
paracion con X. laevis.

Tamaifio del huevo y velocidad

del desarrollo

Los huevos de la rana X. laevis tie-
nen un hemisferio pigmentado de color
oscuro, el denominado “hemisferio ani-
mal”; en tanto, el hemisferio opuesto,
llamado “hemisferio vegetal”, tiene
color claro. El huevo de X. laevis mide
1.2 mm de didmetro y en cada desove,
la hembra deposita miles de huevos en
el agua. Los renacuajos eclosionan al
cabo de dos dias desde la fecundacién

(2). La velocidad del desarrollo de X.
laevis es rapida en comparacion con
otras ranas.

Las ranas con nidos de espuma del
género Engystomops presentan gran
similitud con X. laevis en cuanto al
tamafio del huevo y velocidad del des-
arrollo. Los huevos de E. coloradorum
miden 1.2 mm de diametro, como en .X.
laevis. En contraste, el huevo de E.
randi mide solamente 0.9 mm de dia-
metro, lo que significa que el volumen
del huevo de X. laevis y E. colorado-
rum es superior en 2.3 veces al del
huevo de E. randi. Los huevos de E.
coloradorum son uniformemente blan-
cos a diferencia de X. /aevis. Esta carac-
teristica ha sido observada también en
E. randi, E. pustulosus (6) y otras espe-
cies de Engystomops (trabajo en pro-
greso). El color blanco tiene importan-
cia para el camuflaje de los aproxima-
damente 120 huevos en el blanco nido
de espuma de estas especies. Alun cuan-
do los embriones de Engystomops son
blancos, se encontré6 que no son albi-
nos, pues tienen pigmento oscuro inter-
no, que se distribuye alrededor de los
nucleos (6). La velocidad del desarrollo
de los huevos de E.randi y E. colorado-
rum en el nido de espuma es similar a lo
observado en X. laevis, y al cabo de 2
dias eclosionan los renacuajos. Es
decir, la estrategia reproductiva de
Engystomops consiste en la formacion
de nidos de espuma con pequefios hue-
vos dotados de rapido desarrollo (6).
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Los nidos terrestres de la rana den-
drobatida C. machalilla contienen
entre 8 a 16 huevos con pigmento
oscuro en ¢l hemisferio animal, como
en X. laevis (8). El tamafio del huevo
varia grandemente entre especies de
dendrobatidos, asi en C. machalilla el
huevo mide 1.6 mm de diametro, en
Epipedobates tricolor 2 mm de didme-
tro, y en Dendrobates auratus el dia-
metro del huevo es de 3.5 mm de dié-
metro (10). La relacion de volimenes
senala que el huevo de C. machalilla es
2.3 veces mas grande que el huevo de
X. laevis, en tanto que el volumen del
huevo de D. auratus es 25 veces supe-
rior al de X. laevis. A pesar de las dife-
rencias en el tamafo del huevo, el des-
arrollo embrionario de las ranas den-
drobatidas es parecido entre si en cuan-
to a su morfologia y a que requieren de
aproximadamente de 19 dias desde la
fecundacion hasta la eclosion de rena-
cuajos avanzados (8, 10).

Los embriones de la rana marsupial
G. riobambae tienen una apariencia
blanco amarillenta uniforme, miden 3
mm de didmetro y su volumen es apro-
ximadamente 16-25 veces superior al
del huevo de X. laevis. En otras espe-
cies de ranas marsupiales los huevos
alcanzan hasta 10 mm o més de diame-
tro (11). El desarrollo embrionario pro-
tegido en el interior de la bolsa materna
ocurre lentamente y alrededor de 100
renacuajos avanzados eclosionan des-
pués de 120 dias de incubacion (11).

El desarrollo que alcanza el rena-
cuajo al tiempo de la eclosion es
variable en las diferentes especies.
Por tal motivo, consideramos que el
tiempo requerido para que los embrio-
nes avancen desde la fecundacidn
hasta la culminacion del proceso de
gastrulacion brinda un mejor indica-
dor de la velocidad del desarrollo. Los
embriones de X. laevis requieren 14
horas para este proceso (2). Las 24
horas requeridas por los embriones de
E. coloradorum es un tiempo ligera-
mente superior a lo que necesitan los
embriones de X. laevis para avanzar
hasta el final de la gastrulacién. (6).
En cambio, los embriones de la rana
dendrobatida C. machalilla requieren
de 4 dias (8) y los embriones de la
rana marsupial G. riobambae toman
14 dias para el mismo proceso (12).
De acuerdo a estas diferencias consi-
deramos que X. laevis y E. colorado-
rum tienen desarrollo rapido, en tanto
que la rana dendrobatida C. machali-
lla y la rana marsupial G. riobambae
gozan de desarrollo lento. Cabe sefia-
lar que aunque el desarrollo embrio-
nario de las ranas es influenciado por
la temperatura, las diferencias tempo-
rales en la embriogénesis de las ranas
de desarrollo lento y rapido son extre-
madamente grandes para que puedan
homologarse solamente con cambios
de la temperatura.
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Patrones de gastrulacion

La morfologia de la gastrulacion de
X laevis al igual que la de varias espe-
cies de ranas y urodelos ha sido amplia-
mente analizada debido a la facilidad de
obtener embriones para estudio. Duran-
te el proceso de la gastrulacion en las
ranas se forma una hendidura, el labio
dorsal del blastoporo, en la region sube-
cuatorial. El labio dorsal del blastoporo
tiene la propiedad de duplicar los ejes al
ser transplantado al lado ventral de otro
embrion. Por tal motivo se le conoce
como “el organizador”. Las caracteris-
ticas moleculares del organizador han
sido ampliamente estudiadas y se han
encontrado numerosos genes
que se expresan en esta region
del embrion y que tienen la
propiedad de duplicar los ejes
del embrion al ser expresados
en el lado ventral (13). Uno de
los genes del organizador es el
gen Liml (también conocido
como Lhx1) (14).

Debido a que todas las
ranas analizadas forman un
labio dorsal del blastoporo,
era de importancia determinar
la expresion del gen Liml en
la gastrula temprana. Realiza-
mos este analisis al nivel de
proteina mediante inmuno-
deteccion en montaje entero
con un anticuerpo contra la
proteina Lim1. Determinamos
que la proteina Lim1 se expre-

sa en el labio dorsal del blastoporo de
X. laevis, E. randi, C. machalilla y G.
riobambae (15). Estos descubrimientos
seflalan que la expresion génica del
organizador es altamente conservada.
No se ha determinado si el transplante
del labio dorsal del blastoporo en la
gastrula de diferentes ranas produciria
duplicacion de los ejes (15).

Una vez que se ha formado el labio
del blastoporo, se profundiza y extien-
de lateral y ventralmente hasta formar
un anillo alrededor del tapén de yema
(Fig. 1). La formacion del blastoporo
obedece a movimientos morfogenéti-
cos, entre los cuales cabe sefialar el

Figura 1. Apariencia externa de la gastrula media de C.
machalilla. El blastoporo rodea al tapén de yema. Conforme
avanza la gastrulacion el tapon de yema se reduce hasta ser com-
pletamente internalizado cuando se cierra el blastoporo. Abrevia-
tura: ty, tapon de yema.
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proceso de involuciéon que guia la
internalizacion de las células superfi-
ciales, asi como el proceso de CED
que cambia la forma del embrién de la
esférica del huevo a la alargada del
renacuajo (16). Al completar la gas-
trulacion se establece el plan del cuer-
po con sus tres capas germinales: el
ectodermo, el mesodermo y el endo-
dermo tanto en las ranas, como en
todos los vertebrados (1).

En nuestro trabajo nos hemos cen-
trado en el estudio de la gastrulacion
por la importancia de este proceso y
justamente para contribuir a su mejor
entendimiento. Todas las ranas estu-
diadas (X. laevis, E. randi, C. macha-
lilla 'y G. riobambae) forman un blas-
toporo alrededor de un tapén de yema
(Fig. 1). En todos los casos, se forma
un labio dorsal del blastoporo en la
region sub ecuatorial del huevo. El
mismo es morfoloégicamente visible al
inicio de la gastrulacion. Sin embargo
hemos detectado sutiles diferencias
respecto a la extension del arquenteron
y al inicio de la CED, como se sefiala
a continuacion.

Uno de los descubrimientos mas
significativos de nuestro trabajo fue
determinar el modo de gastrulacién de
la rana marsupial G. riobambae (17).
Los grandes huevos de esta rana for-
man un area de pequefias células alre-
dedor del blastoporo. Cuando al final
de la gastrulacion se retrae el tapon de
yema y se cierra el blastoporo, se

forma un disco embrionico alrededor
del blastoporo cerrado (Fig.2). El
cuerpo del embrion se deriva de este
pequefio disco de células (17). En el
interior, debido a los movimientos de
la gastrulaciéon se forma una nueva
cavidad, el arquenteron o intestino pri-
mitivo, la cual es muy pequefia y situa-
da directamente por debajo del disco
embrionico (Fig. 2). El desarrollo a
partir de un disco embridnico es carac-
teristico de las aves y no de las ranas y
el modo de gastrulacion de G. riobam-
bae es el modo mas divergente de gas-
trulacion que se ha detectado en las
ranas (17).

Al comparar los embriones de G.
riobambae con los embriones de X.
laevis detectamos que la extension del
arquenteron se habia retardado en la
gastrula de G. riobambae (17). Mien-
tras en X. laevis el proceso de gastrula-
cién y extension del arquenterdén ocu-
rren simultaneamente, en los embrio-
nes de la rana marsupial G. riobambae,
primero se completa el cerramiento del
blastoporo y luego se inicia la exten-
sion del arquenterén (Fig.2). De modo
similar a X. laevis, los embriones de
rapido desarrollo de la rana con nidos
de espuma, E. randi, expanden el
arquenterdn durante la gastrulacion, en
tanto que la rana dendrobatida, C.
machalilla, cuyo desarrollo es lento,
sigue un patron similar al de G. rio-
bambae con un retardo en la extension
del arquenteron.
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500 pm

Figura 2. Esquemas de secciones sagitales de la gastrula media de G. riobambae y X. laevis. En G. riobam-
bae el arquenteron se forma durante la gastrulacion y se expande después del cerramiento del blastoporo. En
cambio, en X. laevis la extension del arquenteron esta solapada con el proceso de gastrulacion. Los dibujos estan
realizados a escala. Imagen modificada de la referencia (9). Abreviaturas: a, arquenterdn; bl, blastocele.

Varios movimientos morfogenéticos
contribuyen a la formaciéon y extension
del arquenteron, entre ellos la CED
juega un importante papel. Los movi-
mientos de CED se inician en la gastru-
la media de X. /aevis y son responsables
de concentrar a las células hacia el lado
dorsal, mientras al mismo tiempo el
embrion se alarga en sentido antero-pos-
terior (18, 19). La CED permite el cam-
bio de forma del embrion de la forma
esférica del huevo a la alargada del rena-
cuajo. Como resultado de proceso de
CED, se forma el notocordio en la linea
media dorsal del embrion de X. laevis
(18, 19). La expresion del gen Brach-
yury (Bra) en el notocordio temprano es

evidencia molecular de que se han ini-
ciado los movimientos de CED (20).
Mediante inmuno-deteccion en mon-
taje entero para la proteina Bra hemos
determinado el inicio del alargamiento
del notocordio, es decir el inicio de la
CED en los embriones de diferentes
ranas (12, 21, 22). Los resultados sefia-
lan importante variabilidad. En las ranas
con desarrollo rapido, X. laevis, y en la
rana con nidos de espuma, E. randi, el
alargamiento del notocordio se inicia en
la gastrula media (Fig. 3). En tanto en las
ranas con desarrollo lento, C. machalilla
y G. riobambae, el inicio de la extension
del notocordio se ha retardado hasta
completar la gastrulacion (Fig. 3).
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A. Xenopus laevis
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Figura 3. Comparacion de la expresion de Bra en la gastrula de (A) X. laevis. (B) C. machalilla 'y (C) G.
riobambae. La expresion de Bra se representa en color negro. Se muestra la expresion de Bra en células pro-
fundas del mesodermo prospectivo, que aparece como un anillo alrededor del tapon de yema y en el notocor-
dio en X. laevis (24). La extension del notocordio se inicia durante la gastrulacion en X. laevis (24) y esta retra-
sada hasta el cerramiento del notocordio en G. riobambae y C. machalilla (12, 21). Imagen modificada de la
referencia (25). Abreviaturas: n, notocordio; ty, tapoén de yema.

Cabe preguntarse sobre el significa-
do de las diferencias encontradas: en
primer lugar la comparacion sefiala que
los movimientos de CED no son intrin-
secos a la gastrulacion. La CED es un
modulo del desarrollo que se encuentra
solapado con la gastrulaciéon en ranas
de desarrollo rapido (10, 22). Los
embriones de X. laevis, que experimen-
talmente tienen defectos en el gen dis-
hevelled (dsh), cierran el blastoporo en
ausencia de alargamiento del notocor-
dio y del cuerpo (23). El gen dsh es
parte de la ruta metabdlica de la polari-
dad celular plana que es responsable de

la CED y los embriones defectuosos
para dsh brindan una evidencia experi-
mental de la modularidad de los proce-
sos de desarrollo embrionario (23).

INTERPRETACION

Y CONCLUSIONES

Debido a que la CED alarga el cuer-
po del embrién, cabe suponer que en
especies con desarrollo acuatico el rapi-
do alargamiento del cuerpo es una
necesidad para el desarrollo del rena-
cuajo, dicha larva puede nadar y asi
ocultarse de los predadores. En tanto
que en aquellas ranas que tienen repro-
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duccidn mas lenta, no existe esa presion
de un rapido alargamiento del cuerpo
debido a sus adaptaciones terrestres, y
la CED ha sido retrasada hasta comple-
tar la gastrulacion.

Nuestros resultados sefialan que la
tarea importante que se realiza durante
la gastrulacion es la internalizacion de
las células para formar las tres capas
germinales. El alargamiento del cuerpo
es otro proceso que puede o0 no estar
solapado con la gastrulacion. La com-
paracion del desarrollo temprano de
diversas ranas nos ha permitido alcan-
zar esta conclusion.

Desde el punto de vista del mejor
conocimiento de las especies ecuatoria-
nas, es de resaltar que las adaptaciones
terrestres en las ranas dendrobatidas
(Dendrobatidae) y de la rana marsupial
G. riobambae (Hemiphractidae) van
asociadas con lento desarrollo, en tanto
que el desarrollo sobre el agua en los
nidos de espuma de las ranas tiingara
(Leuiperidae) es acelerado, al igual que
en el organismo modelo del desarrollo,
la rana X. laevis.
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