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1. Resumen

El presente estudio es una descripcion macroscopica del desarrollo embrionario pre-metamorfico

de la rana sabanera Dendropsophus labialis a una temperatura de 29°C.

Se capturaron dos parejas de Dendropsophus labialis y se mantuvieron en cautiverio en acuarios
previamente ambientados en el laboratorio de Biologia de Desarrollo evitando posible estrés (que
no ocurriera ovoposicion y fertilizacion a los embriones); se estimularon por tres semanas con
grabaciones con el canto de los machos en época reproductiva para incitar a los individuos en
cautiverio a llevar a cabo el amplexus. Los individuos fueron alimentados con pequefios
artrépodos e higado. En las siguientes doce semanas se observaron las caracteristicas
macroscapicas propias del desarrollo embrionario en esta especie.

Se realizé la tabla de desarrollo embrionario determinando un total de veinte y cuatro estadios.
La secuencia de los datos registrados se inicié con la fecundacion del espermatozoide al oocito
extendiéndose hasta el cierre del opérculo completo y una reabsorcion total del vitelo.

Para la realizacién del presente estudio se analizaron dos desoves, en los cuales se estudiaron los
embriones en sus primeras horas de vida cada treinta minutos y posteriormente cada dos horas,
hasta llegar al dia cinco, donde se observo el cierre del opérculo completo y una reabsorcién del

vitelo con un total de ciento y treinta y dos horas de vida del embrion.

Los embriones obtenidos fueron analizados y descritos, in vivo, luego se tomaron los
correspondientes  registros fotograficos a cada estadio de desarrollo. Finalmente se fijo el

material en formol buferizado al 10% para analizarse posteriormente de una forma mas detallada.



2. Introduccion

Los anfibios han conformado excelentes modelos para la realizacién de experimentos a nivel
embrionario por sus caracteristicas, ya que permiten la observacion y manipulacion de los
embriones, tal como lo demuestra la mayoria de los trabajos realizados en las diferentes especies
de anfibios. Aunque un gran nimero de especies estdn adaptadas a la vida terrestre, precisan
volver al agua para reproducirse, caracteristica que facilita la elaboracion de las tablas de

desarrollo embrionario.

Las tablas de desarrollo, permiten establecer las diferentes fases indicando el grado de madurez
alcanzado por un embridn en especial durante la organogénesis. De ahi la importancia de realizar
este tipo estudios, para el establecimiento de tablas de referencia y determinar patrones en los
cuales se puedan basar investigaciones posteriores sobre morfologia e histologia normal de
diferentes embriones de anfibios. Como también su aplicacién como modelo bioldgico en la

determinacion de efectos teratogénicos y toxicologicos.

Por otro lado en cuanto a los estudios realizados sobre la embriologia normal de Dendropsophus
labialis (Peters, 1863), se han desarrollado tres trabajos. El primero de ellos, dio a conocer la
tabla de desarrollo del estado embrionario pre-metamdrfico a nivel macroscopico;
posteriormente Ladino (1983), elabord la descripcion del desarrollo metamorfico y finalmente
se realiz6 la misma tabla, pero esta vez enfocada a nivel histoldgico.

Con este trabajo se pretendié complementar datos especificos de los estadios apertura de boca,
circulacion caudal, pliegue opercular, cierre opérculo derecho, opérculo completo determinando
caracteristicas morfolégicas macroscépicas en Dendropsophus labialis a una temperatura
constante de 29°C, determinando secuencialmente el tiempo de cada estadio y el tiempo total de

desarrollo embrionario pre-metamorfico.

Se espera por medio de esta investigacion la complementacion y divulgacion de los distintos
eventos que caracterizan las etapas de desarrollo a nivel embrionario en cada uno de los estadios
pre-metamorficos de Dendropsophus labialis, asi como dar registro de los respectivos cambios a
través del tiempo por medio de observaciones macroscopicas con registro fotografico detallado.
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3. Problema y Justificacion

Colombia es considerado uno de los paises con mayor nimero de especies de vertebrados en el
ambito global, ocupando asi el primer lugar en cuanto al nimero de especies de aves y anfibios.
Para el caso especifico de anfibios, algunos autores sugieren que la alta diversidad es una
consecuencia derivada de su posicion geografica, la cual genera un gran numero de héabitats que
poseen condiciones ideales para el desarrollo de las distintas especies de anfibios. Estas
condiciones son particularmente criticas e importantes durante ciertas etapas de la historia de
vida como es la etapa embrionaria (Ruiz et al 1996).

El desarrollo embrionario es considerado como uno de los procesos més importantes en el
desarrollo de cualquier organismo ya que es de las etapas mas sensibles e importantes, en la cual
ocurren procesos de diferenciacion y movimientos celulares que van a garantizar al embrion un
crecimiento normal, dando origen a un plan corporal general con la aparicion de diversos tejidos
y 6rganos hasta llegar al final de su desarrollo, por lo que si llega a ser alterado dichos proceso
con cambios en temperatura u otro factor abidtico presentara variaciones en su desarrollo que

pueden afectar al embrion en su crecimiento o viabilidad (Purves et al 2004).

El estudio de desarrollo embrionario se realiza mediante la elaboracion de tablas de desarrollo en
las cuales se consignan cada una de las caracteristicas presentes en el embrion, desde el momento
en que es fertilizado por el espermatozoide, hasta la madurez que implica principalmente el
proceso de organogénesis (diferenciacion de drganos), indicando el grado de desarrollo

alcanzado por el embrion en cada uno de sus estadios (Werneburg, 2009).

Guevara (1981) realizé la tabla de desarrollo embrionario pre-metamorfico de la rana sabanera
Dendropsophus labialis teniendo en cuenta caracteristicas macroscopicas, las cuales permitieron
identificar 24 estadios de su desarrollo y que posteriormente fueron corroborados a nivel
histologico por Palacios (1985). Sin embargo se hace necesario reelaborar la tabla de desarrollo
embrionario a nivel macroscépico de Dendropsophus labialis, por la escases de tecnologia y
falta de informacion con la que se contaba en la época que fue realizada dicha tabla; como
también los medios para un mejor manejo de estos parametros a nivel de laboratorio, donde no se
controlo la variacion y diferencias en las condiciones ambientales como cambios en la

temperatura en la cual fue realizada (temperatura ambiente dia-noche). De esta forma se
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complementaron las caracteristicas macroscopicas de los estadios: apertura de boca, circulacion
caudal, pliegue opercular, cierre opérculo derecho y opérculo completo del desarrollo
embrionario de la especie Dendropsophus labialis, propuestas por Guevara (1981) teniendo en
cuenta una temperatura constante.

De acuerdo a lo anterior, la tabla se basé en la informaciéon aportada en la investigacion de
Guevara (1981) con el fin de describir y evaluar las caracteristicas generales y especificas a
nivel macroscopico en los diferentes estadios embrionarios de la especie en estudio. La
complementacion de esta tabla con los resultados obtenidos en la presente investigacion,
permitira el fomento a la investigacion y el desarrollo cientifico referentes al area.
Determinando cuales son las caracteristicas macroscopicas del desarrollo embrionario de la

especie Dendropsophus labialis (Peters, 1863).

4. Pregunta de Investigacion
e Cuales son las caracteristicas morfologicas (embrionarias) mas relevantes en el
desarrollo y cuél es el tiempo empleado en el trascurso de los diferentes estadios del
desarrollo embrionario de la rana sabanera Dendropsophus labialis a una temperatura

constante?

5. Antecedentes

Dullman & Trueb (1994), citan que existen aproximadamente 44 tablas de desarrollo normal
para anfibios. Guevara (1981) cita que Wintrebert (1905), fue el primero en elaborar las tablas
de desarrollo. El describio para las especies Rana temporaria y Rana viridis 10 estadios,
relacionandose con el desarrollo premetamorfico de los miembros posteriores.

A principios del siglo XX, Tschernoffs (1907) en Guevara 1981 realizd para la especie Rana
arvalis la tabla de desarrollo, estableciendo 11 estadios para el desarrollo de los miembros

posteriores.
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Posteriormente, Emmet & Allen (1919) en Guevara (1981) establecieron para la Rana pipiens 11
estadios, que se basaron en la caracteristicas macroscopicas premetamorficas.

Pollister y Moore (1937) en Guevara (1981), definieron 23 estadios embrionarios para Rana
sylvatica.

Eakin (1938) en Guevara (1981), describié secuencialmente los cambios durante la
metamorfosis de Ambistoma punctatum.

En la década de los cuarenta Shumway (1940) en Guevara (1981), describi0 e ilustré para Rana
pipens 25 estadios. Cinco afios méas tarde Weiz (1945) en Guevara (1981), estudio el desarrollo
embrionario de Xenopus leavis identificando 23 estadios.

Taylor & Kollros (1946) en Guevara (1981), trabajaron con Abistoma punctatum, asignandole un
namero a cada estadio morfoldgico. Posteriormente Eakin & Harris (1947) en Guevara (1981),
elaboraron la tabla para Hylla regilla. En la década de los cincuenta. Gallien & Hovillon (1951)
en Guevara (1981), describieron el desarrollo embrionario de Discoglosus pictus. En la década
de los sesenta Gosner (1960), realizd una descripcion general del desarrollo embrionario de los
anfibios, identificando 25 estadios tempranos, asignandoles a cada uno un nimero aravico.
Posteriormente, Gosner & Rossman (1960), realizaron la descripcion de los embriones y las
larvas para las especies Hyla crucifer y Hyla ocularis. Packer (1966), describio el desarrollo
embrionario de Heleioporus eyrei, coincidiendo con los clasicos 25 estadios descritos por los

autores anteriores.

En el siglo XXI Del Pino et al (2004), elaboraron la tabla de desarrollo embrionario para el
dendrobatido Colostethus machalilla, analizando la morfologia del desarrollo temprano,

identificando 25 estadios.

Sayim & Kaya (2008), realizaron la descripcion del desarrollo embrionario de Hyla arborea,
que va desde la fertilizacion hasta el cierre completo del opérculo. Posteriormente realizaron una
comparacion de las caracteristicas morfoldgicas externas entre la especie en estudio e Hyla
japonica, H. avivoca y R. pipens.

Los trabajos realizados en Colombia sobre embriologia son muy pocos. Falco & Restrepo

(1983) en Guevara (1981), desarrollo la tabla de desarrollo embrionario de Bufo marinus,
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estableciendo 25 estadios. Posteriormente Cervantes & Falco (1984) en Guevara (1981)

realizaron la tabla de desarrollo para la misma especie pero a nivel larvario.

Consecutivamente, Guevara (1981) elaboré la tabla de desarrollo embrionario a nivel
macroscopico de Dendropsophus labialis (Peters, 1863), estableciéndose 24 estadios Yy
determinandose la edad total en horas para alcanzar el desarrollo. Finalmente Palacios (1985)

elaboro la tabla para la misma especie pero a nivel histolégico.

6. Marco Tedrico

6.1. Taxonomia de la especie Dendropsophus labialis (Peters, 1863)

Originalmente esta especie fue registrada como perteneciente al género Hyla, sin embargo fue
cambiado su nombre por Faivovich et al (2005), el cual la cambio al género Dendropsophus. Su
taxonomia actual es entonces: Clase: Amphibia, Subclase: Lissamphibia, Orden: Anura,
Suborden: Neobatrachia, Superfamilia: Bufonoidea, Familia: Hylidae, Genero: Dendropsophus,
Especie: Dendropsophus labialis (Peters, 1863). (IUCN 2008).

6.2. Generalidades de la especie

Dendropsophus labialis pertenece a la familia Hylidae, que es una de las familias mas diversas
de anfibios (més de 850 especies descritas hasta 2005). Desde el punto de vista taxonémico
Dendropsophus labialis es clasificada por (Peters, 1863), como una especie que pertenece al
género Dendropsophus distribuida en las montafias y alrededores de Bogotad. Otro estudio
demuestra que Dendropsophus labialis también se encuentra en el Parque Nacional Natural
Chingaza y es la especie de mayor tamafio hallada hasta el momento de anuros en este lugar
(IUCN, 2008).
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Esta especie se caracteriza por presentar un tamafio no mayor a los 6 cm y a nivel de coloracion
dorsal varia de una escala que va desde el café claro hasta el verde, esta diferencia poblacional,
esta relacionada con la altitud. La superficie posterior del muslo es de color azul y no poseen
membranas entre los dedos (Hoyos, 1991).

Otras caracteristicas particulares de esta especie son que la mayoria de sus miembros son ranas
arboricolas. En general las ranas y sapos tienen un ciclo de vida muy especial, se inicia con el
huevo que se desarrolla en renacuajo o larva hasta llegar al estado adulto. (Lynch & Rengifo,
2001).

Los anuros, presentan diversas estrategias de reproduccion, las ranas del genero Dendropsophus
presentan el modo tipo 1, es decir, las hembras depositan los ovocitos en cuerpos de agua,
formando montones gelatinosos, por union de las capas mucosas que envuelven los huevos;

permitiendo que floten en la superficie del agua (Duellman & Trueb 1994).

A nivel embriolégico Dendropsophus labialis ha sido estudiada por ser considerada como un
modelo bioldgico que posee organismos con altas tasas de fertilidad, lo cual permite obtener un
gran ndmero de embriones que se caracterizan por ser de gran tamafio facilitando asi su
seguimiento en el desarrollo embrionario a través de métodos simples de laboratorio,

caracteristica que facilita la elaboracion de tablas de desarrollo (Chipman, 2002).

Foto 1. Amplexus Foto 2. Rana hembra
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6.3. Tablas de desarrollo

Las tablas de desarrollo embrionario son instrumentos empleados a nivel embriolégico ya que
describen el desarrollo de un organismo permitiendo conocer las caracteristicas morfoldgicas
alcanzadas por el embrién y el grado de desarrollo de las mismas (nivel celular, tejidos y
6rganos) desde el inicio hasta el fin de su desarrollo (Balinsky, 1983).

Para conocer el proceso de organogénesis se han elaborado tablas de estadios de desarrollo para
varias especies de animales, especialmente para aquellas que se emplean con mayor frecuencia
en investigacion, como es el caso de los anfibios (Balinsky, 1983), las cuales permiten
establecer las diferentes fases embrionarias indicando el grado de madurez alcanzado por el

embridn, en especial durante la organogénesis (Guevara, 1981).

Ademas las tablas de desarrollo se han utilizado como modelos bioldgicos indispensables para
trabajos experimentales relacionados con farmacos, insecticidas, metales pesados entre otros,
determinando la toxicidad y efectos teratogénicos sobre el desarrollo embrionario (Guevara
1997), aportando acciones inmediatas tendientes a evaluar el estado de salud de las poblaciones,
identificando las amenazas potenciales para su subsistencia, de tal forma que esta informacién

basica permita la formulacién de planes especificos (Duellman & Trueb 1994).

Finalmente para la elaboracion de las tablas de desarrollo, se tienen en cuenta caracteristicas que
se relacionan con la edad, el tamafio, y peculiaridades morfoldgicas del embrién. Es decir, la
identificacion de cada estadio se basa, principalmente, en las caracteristicas externas (Guevara,
1997).

6.4. Factores que influyen en Tablas de Desarrollo

Existen varios factores que se deben tener en cuenta en el momento de la elaboracion de una
tabla de desarrollo: La temperatura, la densidad de la poblacion y la heterocronia (Jorquera &

Izquierdo 1964; Guevara 1981). Los anfibios, por ser ectotermicos carecen de mecanismos
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eficientes para la termorregulacion fisiologica, lo que determina una estrecha dependencia del
crecimiento y desarrollo sobre la temperatura (Brattstrom 1963 en Alvarez & Nicieza 2002). Por
lo tanto, la temperatura ha sido considerada como un factor limitante en la variacion y tamafio
del embrion y el tiempo en el que transcurre la metamorfosis. Bajas temperaturas retardan la
diferenciacion, es asi, como aquellas larvas que crecen en estas condiciones presentan periodos
de desarrollo més prolongados (Duellman & Trueb 1994; Alvarez & Nicieza 2002).

En general la temperatura, tiene un efecto muy importante durante el desarrollo embrionario y
larval, se han realizado estudios en diferentes especies de anfibios para analizar la relacion entre
la temperatura y el desarrollo embrionario, en los cuales se evidencié que un aumento puede
generar dafios morfoldgicos, histologicos, aceleracion en los tiempos o incluso interrumpirse el

proceso embrionario (Bachmann, 1969).

Desde los trabajos de Hertwig (1898) y Guevara (1981), se cree que la aceleracion en el
desarrollo embrionario por un aumento en la temperatura, se puede interpretar como

consecuencia de la aceleracion de los procesos quimicos y fisioldgicos.

En cuanto a la densidad de la poblacion, la informacidn es escasa y este factor genera efectos
sobre el desarrollo de la larva por la interferencia en el movimiento causado por la
sobrepoblacion (Rugh, 1934).

En general los anfibios ponen los ovocitos y luego los abandonan, lo que genera una alta
mortalidad; por ende deben colocar gran numero de embriones para asegurar el éxito
reproductivo. Gracias a los trabajos realizados, se ha estimado que el nidmero promedio de
huevos expulsados por la especie a estudiar se encuentra alrededor de los 200 por postura
(Guevara 1981; Palacio 1985).

Finalmente la heterocronia o velocidad desigual en el desarrollo hace referencia a que a pesar de
que los caracteres morfoldgicos constituyen el mejor criterio para establecer la fase o estadio de
desarrollo de un embrion, existen ciertas limitaciones en su empleo; se ha comprobado que el
desarrollo de diferentes 6rganos del embrion no esta estrictamente coordinado con el tiempo; en
ocasiones, algunas partes se desarrollan mas rapidamente que otras, asi que dos 0 mas embriones
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que tengan ciertos 0rganos exactamente iguales es posible que difieran en el grado de desarrollo
de otras (Guevara, 1981).

6.5. Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario de un organismo, implica una serie de procesos bioldgicos en los que
esta la gametogénesis, fecundacion, segmentacién, gastrulacion, crecimiento y diferenciacion
histologica, diferenciacidn celular; lo cual genera una gran variedad de estructuras con funciones

especializadas (Balinsky, 1983).

En general el ciclo de vida de los anfibios, se inicia con el ovocito que se desarrolla en renacuajo
o larva hasta llegar al estado adulto. Desde la postura de los ovocitos hasta el final de la
metamorfosis, el embrion y la larva pasan por una serie de etapas del desarrollo denominadas
estadios (Lynch & Rengifo 2001).

El desarrollo embrionario se puede dividir en dos etapas: La primera denominada desarrollo
embrionario temprano, que comprende el proceso de fecundacion, segmentacion, blastulacion,
gastrulacion, neurulacion, y el segundo proceso comprende la organogénesis, es decir, la

formacion de los érganos (Balinsky, 1983; Gerhart, 1986).

En las fases del desarrollo temprano se tiene en cuenta el nimero y tamafio de los blastdbmeros
(células que se van a diferenciadas). ElI primer proceso dentro de esta fase inicial es la
segmentacion, el cual es un proceso lento caracterizado por una serie de divisiones mitéticas de
las células de organismos multicelulares, donde el citoplasma es dividido en numerosas células,
denominado también hiperplasia (Gilbert, 2005). Estas células segmentadas son pluripotentes
(célula no diferenciada que da lugar a cualquier célula especializada) y totipotentes (células con
capacidad de producir un organismo completo), que se tornan méas pequefias en cada division y
se les denomina blastomeros, los cuales se encuentran agrupados de manera laxa hasta que llegan
a ser ocho y alrededor de tres dias después de la fecundacion, hasta formar 16 células o

blastobmeros (Langman, 2007). Posteriormente ocurre la gastrulacion en la que se forma un labio
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dorsal, ventral y lateral, siendo sucedido por la fase de Neurula donde se fusionan los pliegues de

los labios.

Los procesos como la gastrulacion, neurulacion, y la organogénesis son etapas interconectadas e
interdependientes, ya que son procesos que afectan a todo el embrion, y por lo tanto se presentan
en una secuencia especifica. La duracion relativa de cada uno de estos procesos no
necesariamente se conserva, por lo que la variacion en el momento de la aparicion de las
caracteristicas morfoldgicas propias de cada fase pueden presentar cambios en su secuencia
(Chipman, 2002).

7. Objetivos

7.1. Objetivo General

e Complementar los estadios apertura de boca, circulacion caudal, pliegue opercular, cierre
opeérculo derecho, opérculo completo determinando sus caracteristicas morfologicas en

Dendropsophus labialis.

7.2. Objetivos Especificos
e Determinar secuencialmente el tiempo de desarrollo de cada estadio.
e Establecer las nuevas caracteristicas que complementen cada uno de los estadios.

e Determinar el tiempo total de desarrollo embrionario a una temperatura de 29°C en

Dendropsophus labialis.
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8. Materiales y métodos

8.1. Poblacion de Estudio

Los individuos de la rana sabanera Dendropsophus labialis fueron colectados en los alrededores
de la poblacién de Tenjo-Cundinamarca, Colombia con coordenadas 4° 52" 21,23"" N; 74° 08’
35,727 W con una altitud aproximada de 2587 m.s.n.m. Fueron previamente seleccionados de
acuerdo a su nivel de maduracién, ya que individuos juveniles serian inadecuados para este
estudio por lo que no se encontrarian aptos para llevar a cabo la reproduccién. Se colectaron
cuatro individuos (dos parejas). Posteriormente fueron trasladados al laboratorio de Biologia del
Desarrollo de la Pontificia Universidad Javeriana, en una nevera de icopor pequefia con el fin

de elaborar el respectivo estudio.

8.2. Mantenimiento en cautiverio y montaje

Los individuos colectados se colocaron por parejas en acuarios de 60 centimetros de longitud
por 45 centimetros de ancho y 50 centimetros de alto los cuales fueron previamente
ambientados con gradilla (piedrecillas), algunas plantas (plantas artificiales y musgo natural),
agua, y en su parte posterior fueron cubiertos por gasa con ayuda de cinta de enmascarar para

evitar que se escaparan.

Los individuos en cautiverio fueron alimentados con artrépodos como: zancudos, moscas,
lombrices pequefias etc. Este método estimul6 a la caza, a los individuos de Dendropsophus
labialis y ayudo a que sintieran menos las condiciones de estrés a las que se pudieron enfrentar
al estar en cautiverio. Sin embargo en las ocasiones que no se obtuvo el alimento requerido para
su mantenimiento, se elabor6 un pate de higado, alimentando asi a cada individuo
independientemente, tratamiento que fue establecido con anterioridad como uno de los mas

eficaces para suplir la dieta durante el periodo de estudio y cautiverio (Ladino,1983).

Debido a que se colocaron las parejas en acuarios separados, se gravaron los sonidos vocales de
machos de esta especie durante la colecta para que luego en sus respectivos acuarios fueran

reproducidos y pudieran ser un medio de estimulacion para el macho de Dendropsophus labialis
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llevar a cabo el amplexus (cortejo). Otro método que se pensd en usar para estimular la
reproduccion era de emplear el extracto de hipofisis de Bufo marinus (glandula pituitaria), la
cual seria inyectada a cada individuo, la cantidad minima requerida seria de una hipdfisis de
Bufo por rana de Dendropsophus labialis. Pero finalmente se descarto esta opcion ya que las

parejas capturadas ovopositaron sin necesidad de llevar a cabo este procedimiento.

El amplexus y la ovulacion se observarian 18 horas mas tarde, segun lo establecido por Guevara
(1981).
Posteriormente y luego de que ocurrid la ovoposicién o desove se preparar6 una solucién
fisiologica Holtfreter Madre y luego una Holtfreter Estdndar adicionando 300-400 ml por acuario
la cual se encargd de mantener los embriones en un medio optimo para llevar a cabo el desarrollo
permitiendo asi su viabilidad. A continuacién se describe la composicion de la solucion
Holtfreter madre y la que se utiliza como estandar para los medios de cautiverio:
8.2.1. Modo de preparacion Holtfreter madre
e Erlenmeyer de 1000 ml.
e Agregar 1000 ml de agua destilada.
e Pesar: 3,5 gr de NaCl
0,05 gr de KCI
0,1 gr de CaCl,

0,2 gr de COzHNa

e Tomar el CO3HNa y llevarlo a un horno a temperatura de 150°C por un tiempo de 30

minutos.

e Luego tomar el NaCl, KCI, CaCl, y disolverlos en 1000 ml de agua destilada. Agitar

bastante para que se oxigene.
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8.2.2. Preparacion Holtfreter estandar

e Tomar en una probeta 100 ml de solucién madre Holfreter y agregar 900 ml de agua
destilada.

e Agitar esta solucion de tal forma que se pueda oxigenar
e Agregar 0,02 gr de CO3HNa.

Se cambio la solucidn fisiologica cada 12 horas para evitar cualquier tipo de contaminacion. En
las primeras dos horas cada 20-30 minutos se tomaron los embriones para realizar las lecturas
respectivas que ayudaron a la caracterizacion e identificacion de los diferentes estadios de
desarrollo. Cabe aclarar que el trabajo en el laboratorio, consistio en la observacion mediante
estereoscopio y microscopio del desarrollo embrionario de cada uno de los estadios. A medida
que se observaba y se reconocian los distintos eventos del desarrollo, se hizo un registro con las
anotaciones correspondientes a cambios macroscopicos. Finalmente se registraron, de acuerdo a
los diferentes tiempos, y al nivel de desarrollo los posibles cambios involucrados en sus estadios
hasta el final de cierre de opérculo completo de la rana sabanera Dendropsophus labialis. Los

embriones estudiados se fijaron en formol buferizado al 10%.

Foto 3. Acuario previamente ambientado. Foto 4. Caja de petri con embriones.
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8.3.1 Métodos de laboratorio

8.3.2 Para el primer objetivo especifico (Determinar secuencialmente el tiempo de desarrollo
de cada estadio)

Fueron realizadas con la ayuda del estereoscopio y microscopio observaciones de los embriones
de Dendropsophus labialis, asi como del grado de desarrollo de cada uno de los estadios. A
medida que se realizaban las observaciones y sucedian los diferentes cambios en las estructuras
presentes en el embridn, se hizo un registro con las anotaciones correspondientes a cambios
morfoldgicos presentes en cada estadio y al tiempo requerido para el paso a un nuevo estadio. En
el andlisis morfoldgico externo general y especifico se tuvieron en cuenta: La coloracion de los
casquetes, tamafio del embrion, tamarfio del tapon vitelino, pliegues neurales, respuesta muscular,
latido cardiaco, circulacion branquial, cierre de operculo etc., caracteristicas que dependieron del

estadio observado.

8.3.3 Para el segundo objetivo especifico (Establecer las nuevas caracteristicas que

complementen cada uno de los estadios)

Para establecer las nuevas caracteristicas que complementaron cada uno de los estadios se tuvo
en cuenta el procedimiento correspondiente al objetivo anterior con la diferencia que este se vio
enfocado a unos estadios en particular los cuales se mencionan a continuacién: apertura de boca,
circulacién caudal, pliegue opercular, cierre opérculo derecho, opérculo completo.
Posteriormente fue consignada la informacion observando minuciosamente cada caracteristica

que se considero propia a cada uno de los estadios ya mencionados.

8.3.4 Para el tercer objetivo especifico (Determinar el tiempo total de desarrollo embrionario a
una temperatura de 29°C en Dendropsophus labialis)

Para la determinacion del tiempo, se tomo una muestra de los ovocitos una vez fueron colocados
por la hembra y fertilizados por el macho. Se pusieron en cajas de petri con bastante solucion
Holtfreter standard para evitar su desecacion y viabilidad. Posteriormente, con la ayuda de un

cronometro, se tomo el tiempo desde que ocurrié la ovoposicion (tomandolo como el tiempo
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cero) y a medida que se fue presentando cada uno de los cambios morfolégicos y fisioldgicos

mencionados anteriormente se tomo el tiempo que habia transcurrido desde el tiempo cero.

Una vez obtenidos los tiempos entre cada estadio. Se registro, la edad en horas requeridas por el
embrion para alcanzar su desarrollo embrionario pre-metamdrfico completo hasta cierre de
opérculo completo a una temperatura constante. Luego se promediaron los tiempos de duracion

entre cada estadio, obtenidos en las reproducciones.
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9. Resultados

De acuerdo con la toma de tiempos de cada estadio y las respectivas observaciones
macroscopicas realizadas a cada uno de los embriones se obtuvieron de forma secuencial los
siguientes resultados de la fase temprana de desarrollo embrionario de la rana sabanera

Dendropsophus labialis:

Figura 1.
Estadio 1.
Oaocito sin fertilizar
Figura 1. (A. Oocito no fertilizado).
Hora 0-0.

“Va desde el oocito sin fertilizar hasta oocito fertilizado”.

En este estadio el oocito se caracteriza por estar rodeado de una capa densa denominada ganga o
gelatina, presenta una parte pigmentada denominada casquete animal que puede variar entre un
color café claro hasta un café muy oscuro, el cual se extiende hasta la parte media del oocito o
area ecuatorial donde se empezara a diferenciar el casquete vegetativo, que presenta un color

blanco marfil. El tamafio promedio del oocito es 1.32mm.
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Figura 2.

Estadio 2.

Ooaocito fertilizado

Figura 2. (A. Casquete vegetativo; B. Punto de penetracion del espermatozoide; C. Casquete
animal).

Hora 0-4°.

“Comprende desde la fertilizacion del oocito hasta la formacion del primer clivaje”.

Se caracteriza por el punto de penetracion del espermatozoide en la parte superior del casquete

animal, dando lugar a la formacion del espacio perivitelino y a la membrana de fecundacion.
Con la penetracion del espermatozoide por el casquete animal, el citoplasma cortical rota hacia el

sitio de ingreso, formandose en el lado opuesto y quedando despigmentada una pequefia zona

Ilamada la media luna gris. El tamafio promedio del oocito es 1.44mm.
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Figura 8. Vista lateral.

Estadio 8.

Blastula media

Figura 8. (A. Micrémeros; B. Mesomeros; C. Macrémeros).

Hora 4.07° - 6.20°.

“Comprende desde el estadio de blastula media hasta el inicio de blastula tardia”.

Este estadio se caracteriza por la reduccién del casquete vegetativo debido a la expansién del
area oscura del oocito (casquete animal), donde se hace muy dificil contar los blastémeros por el
gran numero presente; habiendo una pérdida en la sincronizacion de los planos de division, lo
cual no corresponde a un patron de clivacion. Sin embargo se puede distinguir con gran facilidad
un blastémero del otro, observandose que son de un mayor tamafio los blastomeros ubicados en
el casquete vegetativo con respecto al animal, variando también en su nimero (menor nimero en
casquete vegetativo).

La discoblastula media se caracteriza por presentar células méas pequefias que las del estadio
anterior conservando la relacion en el tamafio de acuerdo al casquete. El tamafio promedio del

oocito es 1.68mm.
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Figura 9. Vista lateral

Estadio 9.

Blastula tardia

Figura 9. (A. Membrana de fecundacion; B. Punto de penetracién; C. Micrémeros; D.
Macrémeros).

Hora 6.20°- 10.20°.

“Comprende desde el estadio de blastula tardia hasta el inicio del labio dorsal o gastrula

temprana”.

Este estadio se caracteriza por presentar un mayor nimero de blastdbmeros en el casquete animal
con respecto al estadio anterior y un menor nimero en el casquete vegetativo. Al observar en
conjunto el blastodermo, es muy dificil identificar separadamente un blastomero del otro.

Comparando este estadio con el anterior, la principal diferencia radica en que el tamafio de los
blastomeros de la blastula tardia son mas pequefios, guardando siempre la relacion que se ha

observado atraves de la blastulacion.

En este estadio el casquete animal cubre practicamente unas tres cuartas partes del oocito debido
a la expansién, forma y multiplicacion de sus células. EI tamafio promedio del oocito es
1.72mm.
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Figura 10.

Estadio 10.

Gastrula temprana o labio dorsal

Figura 10. (A. Casquete animal; B. Casquete vegetativo; C. Labio dorsal).

Hora 10.20°- 16.30°.

“Va desde el inicio del labio dorsal hasta el inicio de la gastrula media o formacién del

labio ventral”.

El punto de penetracion del espermatozoide determiné la parte ventral del embrion y opuesto a
este, se diferencid el lado dorsal del mismo. Justo por debajo del ecuador, en la regién de la
media luna gris. Aqui las celulas se invaginan formando el labio dorsal del blastoporo. Esta
invaginacion indica el comienzo de la gastrulaciéon.

Al igual que en el estadio anterior se hace muy dificil de observar las células o blastdmeros
presentes en ambos casquetes del embrion debido a una reduccién en sus tamarfios.

La gastrula rodeada por la membrana de fecundacion conserva su forma esférica. El tamafio

promedio del oocito es 1.9mm.
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Figura 11. Vista lateral.

Estadio 11.

Géstrula media o labio ventral

Figura 11. (A. Tapon vitelino; B. Labio ventral; C. Casquete animal).
Hora 16.30°- 23. 37°.

“Comprende desde el inicio de gastrula media o labio ventral hasta gastrula tardia”.

Se caracteriza por formar el labio ventral del blastoporo.

El labio del blastoporo se expande lateral y ventralmente a medida que contintdan los
movimientos de epibolia e invaginacion, formandose los labios laterales y el labio ventral
alrededor del blastoporo. Con la formacion del labio ventral, el blastoporo ha formado el anillo
germinal alrededor de las grandes células vitelinas, que se mantienen expuestas por un
determinado periodo sobre la superficie del casquete vegetativo y se conocen con el nombre de

tapon vitelino. El tamafio promedio del oocito es 1.94mm.
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Figura 12. Vista lateral.

Estadio 12.

Gastrula tardia

Figura 12. (A. Tapodn vitelino o blastoporo; B. Membrana de fecundacién; C. Espacio
perivitelino).

Hora 23.37’- 25.10°.

“Va desde el estadio de gastrula tardia hasta el inicio de placa neural”.

El tap6n vitelino es lentamente internalizado, observandose mucho mas pequefio que en el
estadio anterior debido a la desaparicion gradual de las grandes células vitelinas que lo
conforman. Posteriormente este tapon se cierra y contintia su invaginacion hasta el punto en que
la comunicacion entre el arquenterdn y el exterior sea hecha por medio del blastoporo.

La superficie del embrion por el movimiento de epibolia se observa totalmente pigmentada. El

tamafio promedio del oocito es 1.98mm.
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Figura 13. Vista dorsal.

Estadio 13.

Placa neural

Figura 13. (A. Placa).

Hora 25.10°- 27.05°.

“Comprende desde el inicio de placa neural hasta que aparecen formados los pliegues

neurales”.

El embrion que en los estadios anteriores se presentaba de una forma esférica, empieza a tornarse
piriforme (forma irregular); llevando a la formacion de la placa neural que se extiende sobre toda
la longitud de la cara dorsal del oocito, la cual se presenta mas ancha en la regién cefalica y
estrecha en la region caudal, en cuyo contorno se forma una saliente que adopta la forma de un
rodete (forma de raqueta). Presentando una prominencia causada por una agrupacion de células

haciéndose facil de observar al estereoscopio. El tamafio promedio del oocito es 2.02mm.
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Figura 14. Vista dorsal.

Estadio 14.

Pliegue Neural

Figura 14. (A. Pliegues; B. Surco neural).

Hora 27.05°- 28.20°.

“Comprende desde la formacion de los pliegues hasta que comienza la formacion del tubo

neural”.

Este estadio se caracteriza por un movimiento de evaginacion de los lados laterales de la placa y
algo de invaginacion de la parte central de la misma, conservando, el didmetro mayor en la parte
anterior (0.4mm) y un didmetro menor en la parte posterior (0.2mm), formando una depresion en
la parte media de los pliegues denominada surco neural. Simultaneamente este surco empieza a
estrecharse uniendo los dos pliegues neurales que aumentaron un poco en altura. Asi se dara
paso al estadio siguiente del desarrollo.

Ademas el embrion presenta una forma ovoide y una ligera elongacion hacia sus extremos (hay

crecimiento). El tamafio promedio del embrion es 2.04mm.
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Figura 15. Vista dorsal.

Estadio 15.

Tubo neural

Figura 15. (A. Esbozo de placodas olfatorias; B. Tubo; C. Membrana de fecundacion).

Hora 28.20’- 29.05°.

“Comprende desde la formacion del tubo neural hasta la aparicion del esbozo de cola o

boton caudal”.

Este estadio se caracteriza por dar inicio a la fusion de los pliegues neurales en la parte media del
embrion y continuando en direccion cefalica y caudal. Permanecen separados por algin tiempo,
donde forman los respectivos neuroporos anterior y posterior; ademas se observa un leve
arqueamiento de una apariencia bastante rigida y de nuevo una minima elongacion por parte del
embrion. Se empieza a diferenciar claramente en la parte anterior del embrién un
ensanchamiento que dara lugar a la parte cefélica, observandose dos pequefias hendiduras que
posteriormente daran origen a las placodas olfatorias; asi como su parte posterior un poco mas
estrecha y que dara origen a la parte caudal. También se logra diferenciar la parte dorsal de la
ventral.

El tamafio promedio del embrion es 2.6mm.
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Figura. 16. Vista dorsal. Figura. 17. Vista lateral.

Estadio 16.

Boton caudal

Figuras 16 y 17. (A. Esbozo de placodas olfatorias; B. Estomodeo; C. Esbozo de suctores orales;
D. Vitelo; E. Botdn caudal).

Hora 29.05°- 42.20°.

“Va desde la aparicion del esbozo de cola o botén caudal hasta el inicio de contraccion

muscular”.

Al inicio de este estadio el embrion presenta claramente en la parte posterior de su plano corporal

el esbozo de cola, que le da origen a su parte caudal. La cual comenzara a crecer rapidamente

presenciando un alargamiento considerable en esta area del embrion.

También, aparece una invaginacion (estomodeo) en la parte media del area rostral que originara

en un estadio mas avanzado la boca del individuo, asi como también es posible identificar bajo

esta area dos abultamientos producidos por agrupaciones de células de forma semilunar que son

los suctores orales u 6rganos de fijacion del embrion.

Finalizando este estadio es posible contarle al embrion en la parte media dorsal algunos pares de

somitas que varian entre ocho y trece. Se observara entre dos a tres pliegues en su parte cefalica

lateral que formaran las branquias del embrion. El tamafio promedio del embrién es 3.34mm.

33



Figura 18. Vista lateral.

Estadio 17.

Contraccion muscular

Figura 18. (A. Parte cefélica; B. Estomodeo; C. Placodas olfatorias; D. Suctores orales; E.
Esbozos branquiales; F. Vitelo; G. Parte caudal).

Hora 42.20°- 48.45°.

“Comprende desde contraccion muscular hasta el inicio de latido cardiaco”.

La contraccion muscular se observa por medio de cortas flexiones realizadas por el embrion
como respuesta a estimulos mecanicos. En este estadio se observan dos protuberancias formadas
por células en ambos costados laterales del embrién, dando origen a los esbozos branquiales del
individuo.

Por otra parte se observan claramente dos pequefias regiones pigmentadas en la parte rostral
superior que corresponden al inicio de la diferenciacién de las placodas olfatorias.

Ademas se observa una segmentacion transversal en la parte caudal-media del embrion que
corresponde a las somitas. Hacia su parte caudal, progresivamente se esbozan y transparentan los
pliegues de la aleta dorsal y ventral respectivamente.

El tamafio promedio del embridn es 5mm.
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Figura 19. Vista lateral.

Estadio 18.

Latido cardiaco

Figura 19. (A. Corazén; B. Branquias; C. Suctores orales; D. Estomodeo; E. Esbozo de placodas
olfatorias).

Hora 48.45°- 55.20°.

“Comprende desde el latido cardiaco hasta el inicio de la circulacién branquial”.

En la region del cuello y hacia la parte ventral del embridn aparece en medio de los suctores
orales, el corazén, observandose traslucido y formando una protuberancia que generara unas
pulsaciones periddicas e intermitentes, que a medida que avance el desarrollo se van hacer mas
frecuentes. También se observan dos bifurcaciones laterales muy pronunciadas a la altura de la
cabeza que sobresalen del embrion y formaran las branquias. Esto se puede observar de una
forma mas clara mientras se estudia el embrién de perfil.

En la regidn cefalica rostral se observa una invaginacion mucho mas profunda que en otros
estadios en la parte central, denominada estomodeo, que originara la boca del individuo y hacia
su parte superior, las placodas olfatorias.

Los pliegues de aleta dorsal y ventral aunque ya se han empezado a trasparentar, contindan

opacos. El tamafio promedio del embridn es 5.1mm.
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Figura 20. Vista frontal-lateral.

Estadio 19.

Circulacion branquial

Figura 20. (A. Placodas olfatorias; B. Suctores orales; C. Branquias; D. Aleta ventral; E. Aleta
dorsal).

Hora 55.20°- 73.05°.

“Va desde que aparece la circulacion branquial hasta el inicio de apertura de boca”.

Los brotes branquiales que originalmente se encontraban como dos bifurcaciones en la parte
lateral del embrion a la altura media de la cabeza, se empiezan a ramificar dando lugar a la
formacion de filamentos por los cuales se observa un flujo lento pero continuo de corplsculos
sanguineos transparentes que se hacen visibles en el tejido superficial de las branquias con la
ayuda del estereoscopio.

Los suctores orales aumentan un poco en su tamafio haciéndose mas prominentes y pigmentados
en su parte inferior.

Hacia la parte caudal se hacen un poco mas traslucidos los pliegues de las aletas dorsal y ventral.
El tamafio promedio del embrion es 5.24mm.
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Figura 21. Vista frontal. Figura 22. Vista ventral.

Estadio 20.

Apertura de boca

Figuras 21y 22. (A. Boca; B. Branquias; C. Aleta ventral; D. Aleta dorsal; E. Ojo).

Hora 73.05’- 93.00°.

“Comprende desde que sucede la apertura de boca hasta el inicio de circulacion caudal”.

Hacia la parte central de la regidn cefalica rostral se encuentra el estomodeo, que se profundiza
con la rotura de la membrana bucofaringea dando origen a la boca del embrion, que a su vez
presenta un leve abultamiento a su alrededor (bordes papilares).

También ocurre un gran crecimiento branquial lo que facilita observar méas claramente y con
mayor frecuencia el flujo de corpusculos sanguineos que pasa atraves de las branquias. Se hace
muy notorio al inicio de la parte caudal y hasta el final de la misma, una segmentacion
transversal que correspondera a las somitas; de igual forma se ve diferenciado el pliegue de la
aleta dorsal y el pliegue de la ventral aunque no traslucidos totalmente si de una forma parcial
(un poco opacos).

Se comienza a observar externamente el ojo, que comprende la formacién de cornea, donde al
inicio del estadio es un poco pigmentada y al final se hace transparente, esto se observa en la
parte cefalica dorso-lateral. El tamafio promedio del embrién es 5.9mm.
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A B C

Figura 23. Vista dorso-lateral. Figura 24. Vista lateral.

Estadio 21.
Circulacion caudal
Figuras 23y 24. (A. Vasos sanguineos; B. Aleta ventral; C. Aleta dorsal; D. Ojo; E. Branquia;
F. Vitelo).
Hora 93.00’- 102.30°.
“Comprende desde el inicio de la circulacion caudal hasta el inicio de la formacion del

pliegue opercular”.

Este estadio se caracteriza por la formacion de vasos sanguineos de un color oscuro tanto en la
aleta dorsal como en la ventral, los cuales son faciles de observar debido a que la epidermis de
los dos pliegues de las aletas se ha transparentado. A lo largo de su cuerpo y lateralmente se
observan muchos puntos pigmentados de colores oscuros (melan6foros). Las placodas olfatorias
se han invaginado dando lugar a la formacion de las fositas olfatorias que se observan en la parte
rostral media del embridn. En su parte ceféalica dorso-lateral se observan bien diferenciados los
0jos, asi como una reduccion considerable en la cantidad de vitelo si se compara con el estadio
inmediatamente anterior (se reduce a la mitad).

Otro aspecto importante es que el embrion presenta una reaccion inmediata por medio de
movimientos musculares fuertes ante cualquier estimulo mecénico por minimo que este sea;
permitiendo la eclosion del individuo luego de la ruptura de la membrana de fecundacion. El

tamafio promedio de la parte cefalica es 2.2mm y de la parte caudal es 4.76mm.
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Figura 25. Vista dorsal. Figura 26. Vista ventral.

Estadio 22.

Pliegue opercular

Figuras 25 y 26. (A. Pliegues operculares; B. Corazén; C. Asas intestinales; D. Pigmentos; E.
0jos).

Hora 102.30°- 116.20°

“Comprende desde la formacion del pliegue opercular hasta el cierre del opérculo

derecho”.

A la altura de las branquias se comienza a formar el pliegue opercular de forma sincronica en

ambos costados del embrion. La cornea, cristalino y retina se encuentran bien formados haciendo

que el embridn reaccione ante estimulos de luz muy fuertes y directos. La epidermis de la cabeza

se comienza a transparentar y los bordes papilares de la boca se amplian. Aparece una

pigmentacion producida por los lipdforos que causa una coloracion amarilla-naranja a lo largo de

su parte cefalica, y otra por melandforos observandose puntos negros hacia su parte caudal.

Ademas se observa claramente el corazon junto con su latido cardiaco, y debido a la traslucidez

que cada vez se hace mayor en la parte ventral del embrién se comienzan a observar algunas asas

intestinales. El tamafio promedio de su parte cefalica es 2.1mm y de su parte caudal es 4.86mm.
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Figura 27. Vista dorsal. Figura 28. Vista ventral.

Estadio 23.

Cierre del opérculo derecho

Figuras 27 y 28. (A. Boca-Pico corneo; B. Ojo; C. Cierre del opérculo derecho; D. Suctores
orales; E. Corazon; F. Sistema digestivo; G. Vasos sanguineos).

Hora 116.20°- 132.00°.

“Va desde el cierre del opérculo derecho hasta opérculo completo”.

El pliegue opercular del lado derecho crece cubriendo la branquia de este lado del embrion, a la

vez que se observa internamente por este lado del individuo un flujo de corpusculos atraves de

vasos sanguineos a la altura del cierre del opérculo, que pasan por el ojo (en observaciones in-

vivo), el cual adquirié una pigmentacion amarilla (puntos) a su alrededor por la accion de los

iridoforos. Presenta un movimiento continuo y rapido de la boca, que es rodeada por bordes

papilares, teniendo un grado de diferenciacion mayor que en los tres estadios anteriores. En la

region media de la boca se ha desarrollado el pico corneo, presentando una pigmentacion negra.

La parte superior de la boca se sobrepone a la parte inferior.

Presenta una gran cantidad de pigmentos en la parte cefalica dorso-lateral hasta la parte media

ventral. Ademas en el pliegue de la aleta dorsal se hacen evidentes una gran cantidad de vasos

sanguineos, permitiendo apreciar de una forma mas clara la circulacion caudal en esta parte del

embrién. Promedio parte cefélica es 2mm y parte caudal 6.2mm.
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A
Figura 29. Vista dorsai.

Estadio 24.

Cierre del opérculo completo

Figura 29. (A. Cierre de los dos costados operculares; B. Sifon; C. Corazon; D. Suctores orales;
E. Pico corneo; F. Ojos; G. Placodas olfatorias).

Hora 132.00°.

“Comprende desde que se inicia el cierre del opérculo izquierdo hasta el fin del mismo

formando el sifon”

Se caracteriza por continuar el crecimiento del pliegue opercular sobre la branquia izquierda
causando una reduccién entre el espacio donde se encuentra la branquia y el medio exterior,
hasta que finalmente se cierra formando un orificio denominado sifon que se ubica del mismo
lado.

Se observa un movimiento de la boca y corazén muy acelerado, asi como un mayor tamafio de
los bordes papilares y mucho mas pigmentado el pico corneo. Tanto la parte caudal que incluye
los pliegues de la aleta dorsal y ventral como la parte cefalica se encuentran totalmente
trasparentes facilitando la observacion de los diferentes drganos que estan en el interior y han
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sido mencionados en los estadios anteriores tales como corazon, asas intestinales, estomago,
vasos sanguineos entre otros. El cuerpo del embrion continua manteniendo pigmentos a los largo
del mismo lateral y ventralmente. El tamafio promedio de su parte cefalica es 1.9mm y parte

caudal 7.4mm.

10. Tabla 1. Desarrollo embrionario de la rana sabanera Dendropsophus labialis a una

temperatura de 29° C.

Numero Tamario
del Tiempo entre | Edad total en promedio del
estadio Nombre del estadio cada estadio horas embrién. mm

1 Oocito sin fertilizar 0.00' 1.32

2 Oocito fertilizado 0.4' 0.4' 1.44

8 Blastula media 4.03' 4.07' 1.68

9 Blastula tardia 2.17' 6.20' 1.72
10 Gastrula temprana 4.00' 10.20' 1.9

11 Gastrula media 6.10' 16.30' 1.94
12 Gastrula tardia 7.07' 23.37 1.98
13 Placa neural 1.33 25.10' 2.02
14 Pliegue neural 1.55' 27.05' 2.04
15 Tubo neural 1.15' 28.20' 2.6
16 Boton caudal 3.00' 31.20' 3.34
17 Contraccion muscular 11.00' 42.20' 5

18 Latido cardiaco 6.25' 48.45' 5.1
19 Circulacion branquial 6.35' 55.20' 5.24
20 Apertura de boca 17.45' 73.05' 5.9
21 Circulacién caudal 19.55' 93.00' 6.92
22 Pliegue opercular 9.30' 102.30' 6.96

Cierre del opérculo
23 derecho 13.50' 116.20' 8.2
Cierre del opérculo
24 completo 15.40' 132.00' 9.3
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11. Discusioén

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, se puede afirmar que el desarrollo
embrionario de Dendropsophus labialis (Peters, 1863), en términos generales sigue el patron
descrito para oocitos heteroleciticos, con una segmentacion holoblastica total desigual. Lo cual
quiere decir que este tipo de individuos posee en sus oocitos una cantidad de vitelo media, siendo
mucho més concentrada en el casquete vegetativo que en el casquete animal, donde se encuentra
situado su nucleo. La division en el oocito serd completa originando células de diferente tamafio
(Guevara, 1981).Segun Guevara (1981), debido a la densidad que tiene el vitelo en este tipo de
individuos; esto ocasionara que se retarden un poco la formacion de los planos de division

(clivajes).

Lo contrario sucede en individuos como aves, reptiles y peces, que se caracterizan por tener
oocitos de tipo teloleciticos, donde el vitelo se encuentra totalmente distribuido y concentrado en
su casquete vegetativo, la segmentacion es meroblastica discoidal, dividiéndose solo el casquete
animal y conllevando a la formacion de un disco para dar posteriormente el inicio a la siguiente

etapa del desarrollo embrionario (Guevara, 1997).

Por otro lado, la tabla de desarrollo embrionario pre-metamorfico realizada en fases normales
para la rana sabanera Dendropsophus labialis (Peters, 1863), fue comparada con otras tablas de
desarrollo, realizadas para otras especies de anfibios, en las que se tuvo en cuenta principalmente
las caracteristicas morfoldgicas macroscopicas de distintos estadios involucrados en el
desarrollo embrionario y centrdndose particularmente en los estadios de apertura de boca,
circulacién caudal, pliegue opercular, cierre opérculo derecho y opérculo completo (Guevara,
1981).

Las caracteristicas macroscopicas seleccionadas son faciles de analizar, por lo que se pueden

comparar entre las distintas especies, ya que se tiene con exactitud el tiempo y secuencia de

aparicion de cada una en las respectivas tablas; cuantificando las caracteristicas macroscopicas
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del desarrollo embrionario pre-metamdrfico de Dendropsophus labialis (Peters, 1863) y siendo

de gran importancia para investigaciones futuras.

Las especies que se tuvieron en cuenta para realizar las comparaciones mencionadas
anteriormente son Hyla labialis (Guevara, 1981), Hyla arbdrea (Sayim & Kaya, 2008),
Spicospina flammocaerulea (Dziminsky & Anstis, 2004), Heleioporus eyrei (Packer, 1966),
Colostethus machalilla (Del Pino et al 2004), y la tabla realizada por Kenneth Gosner (1960);
utilizada en muchos trabajos realizados en esta area como modelo a seguir para la identificacion
de embriones en anuros. Las tablas de las especies variaron en el nimero de estadios pre-
metamorficos, lo que comprende desde el momento en que el oocito es fertilizado hasta el cierre

del opérculo (Guevara, 1981).

Para el caso de Hyla labialis (Guevara, 1981), describi6 el desarrollo total pre-metamorfico en
24 estadios; el mismo nimero de estadios que se describen en la presente tabla. Por el contrario
para Gosner (1960), Hyla arborea (Sayim & Kaya, 2008), Colostethus machalilla (Del Pino et al
2004) y Heleioporus eyrei (Packer, 1966), describen este mismo desarrollo en 25 estadios,
difiriendo de la especie Spicospina flammocaerulea (Dziminsky & Anstis, 2004), descrita en 27
estadios de desarrollo embrionario, lo cual demuestra lo dicho por Balinsky (1983), que hace
referencia a que las caracteristicas macroscépicas para la seleccion de cada estadio, dependen del
criterio y decision del investigador.

Asi mismo se tuvo en cuenta la temperatura y el tiempo en el que fue realizada cada una de las
tablas de desarrollo; acorde a lo dicho, la temperatura y tiempo en que se realiz6 la tabla para H.
labialis fue a 15° C con un tiempo total de 265 horas; para H. arbdrea fue a 21° C y un tiempo
de 211 horas y 30 minutos; en el caso de S. flammocaerulea se realizé el estudio a una
temperatura promedio de 27° C, para la especie H. eyrei fue a una temperatura de 21° C (no se
obtuvo el tiempo total) y para C. machalilla fue entre 18-23° C, y un tiempo de 480 horas (20
dias) para alcanzar la totalidad de su desarrollo embrionario pre-metamdrfico. Es asi como la
temperatura se considera un factor abidtico de vital importancia cuando se realizan

investigaciones de tipo embrionario (Rueda-Almonacid et al 2004), por lo que un aumento o
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disminucion en la misma se verad reflejado en la aceleracion o retraso del crecimiento y
desarrollo embrionario del individuo. Bajas temperaturas retardan la diferenciacion, es asi, como
aquellos individuos que crecen en estas condiciones presentan periodos de desarrollo mas
prolongados que individuos que se desarrollan a temperaturas mas elevadas (Duellman & Trueb
1994; Alvarez & Nicieza 2002). De acuerdo a lo anterior es posible explicar las diferencias
obtenidas en el tiempo total de desarrollo respecto a la temperatura, si se compara la presente
investigacion con el estudio hecho a Hyla labialis por Guevara (1981), ya que se redujo casi a la
mitad del tiempo empleado por Guevara, con un total de 132 horas a una temperatura de 29° C
alcanzando el cierre del operculo completo (desarrollo pre-metamérfico completo), y a su vez
corroborando que al haber un incremento de la temperatura, se acelerara el desarrollo

embrionario del individuo.

Si se observa detenidamente el tiempo total de desarrollo de cada una de las especies
mencionadas con anterioridad, se notara que en las tablas realizadas a temperaturas por encima
de los 20° C, los embriones alcanzaron su desarrollo pre-metamdrfico con mayor brevedad que
cuando la temperatura era inferior a este valor; difiriendo Unicamente la tabla hecha para la
especie C. machalilla, que presento un tiempo total de 480 horas (20 dias) y una variacién de la
temperatura entre 18-23° C, esta diferencia posiblemente se produjo ya que la temperatura no fue

constante desde el inicio hasta la culminacion del estudio.

En el presente estudio, como caracteristicas macroscépicas relevantes se describid en el estadio
que corresponde a la apertura de boca (estadio 20), una invaginacion (orificio profundo) hacia el
centro de la parte cefalica rostral que diferencié la boca del embrion y a su vez un leve
abultamiento a su alrededor que diferenci6 los bordes papilares. También se observo un gran
crecimiento branquial que facilito apreciar de forma mas clara como es el flujo de corpusculos
sanguineos atraves de las branquias (in vivo) y a su vez una diferenciacion clara de ambos
pliegues de las aletas dorsal y ventral. Se diferencia externamente el ojo. Para H. labialis,
Guevara (1981), aunque en el mismo numero de estadio, describe solamente la apertura de la
boca como Unica caracteristica del embridn en esta fase de desarrollo, con una edad de 142.50°,

diferenciandose a su vez de la edad alcanzada por el embridn en este estudio, la cual fue de
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73.05°. Si se compara con los otros estudios como el hecho por Gosner (1960) y H. arborea
(Sayim & Kaya, 2008), este estadio de apertura de boca no es descrito literalmente, y en su lugar
describen la diferenciacion de las vesiculas Opticas y denominan este estadio como cornea
transparente en estadios 21 y 20 respectivamente. Para S. flammocaerulea (Dziminsky & Anstis,
2004), H. eyrei (Packer, 1966), aunque corroboran lo mencionado por los dos autores citados
anteriormente, sus estudios se diferencian, ya que describen estas caracteristicas, en nimeros de
estadios completamente diferentes pero ratifican al igual que en el presente estudio un gran
crecimiento branquial y diferenciacion del ojo. Estadio 21, 22 respectivamente (Packer, 1966;
Dziminsky & Anstis, 2004).

El estadio 21 de este estudio corresponde a circulacion caudal, en el que se describieron
caracteristicas que comprueban lo mencionado por Guevara (1981), donde se observan los vasos
sanguineos de un color oscuro tanto en la aleta dorsal como en la ventral identificandose
facilmente debido a que la epidermis de los dos pliegues de las aletas se ha transparentado
totalmente. Por otra parte se observa a su vez la aparicion de puntos de un color oscuro a lo largo
del cuerpo y lateralmente denominados melanoforos (Gosner, 1960). Para H. arborea (Sayim &
Kaya, 2008), estas caracteristicas del embrion son facilmente observables solo hasta llegar al
estadio 22 de su desarrollo que corresponde a circulacion caudal al igual que este estudio.
Mientras que para S. flammocaerulea (Dziminsky & Anstis, 2004), H. eyrei (Packer, 1966), C.
machalilla (Del Pino et al 2004), aunque no especifican literalmente el nombre del estadio se
podria inferir que incluyen esta circulacion en estadios que denominan con otros nombres,
incluyendo caracteristicas de estadios de desarrollo méas avanzados. Ademas se observo al final
de este estadio la eclosion del embrion por medio de movimientos fuertes y prolongados;
caracteristica que también es mencionada por los autores Sayim & Kaya (2008), Dziminsky &
Anstis (2004), como propia del estadio; pero que difiere de lo dicho Gosner (1960), el cual
menciona que la eclosion del embridn se da entre los estadios 17-20 y de lo dicho por Packer
(1966), que hace énfasis en que el embridn eclosiona en el estadio 18 que corresponderia a
latido cardiaco.
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Con respecto al los estadios de pliegue opercular y cierre del opérculo derecho (estadios 22 y 23
del presente estudio), se describen caracteristicas donde a la altura de las branquias se comienza
a formar el pliegue opercular de forma sincronica en ambos costados del embrion, que
posteriormente cubre las dos branquias comenzando primero con la derecha. Aparece una
pigmentacion producida por los lip6foros que produce una coloracién amarilla-naranja a lo largo
de su parte cefalica, la cual se perderd cuando el embrion sea fijado (Gosner, 1960). Debido a la
traslucidez que cada vez se hace mayor en la parte ventral del embrién se comienzan a observar
algunas asas intestinales, caracteristica que también fue descrita por Guevara (1981) en su
estudio con H. labialis, pero que a su vez se diferencia del actual estudio en cuanto a la
descripcion hecha de la coloracion amarilla-naranja en su parte cefalica y en las mediciones

hechas al embrién que de igual forma serviran como complemento del estudio.

El pliegue opercular del lado derecho crece cubriendo la branquia de este lado del embrién. En la
region media de la boca se ha desarrollado el pico corneo, presentando una pigmentacion negra.

Ademas en el pliegue de la aleta dorsal se hacen muy evidentes una gran cantidad de vasos
sanguineos asi como también es posible apreciar la circulacion caudal en esta parte del embridn.
Al comparar lo mencionado anteriormente con otros estudios se evidencio que en Guevara
(1981), Packer (1966) y Del Pino et al (2004), no fue descrita la diferenciacién del pico corneo,
que segun Gosner (1960), Sayim & Kaya (2008), Dziminsky & Anstis (2004), es una de las
caracteristicas macroscopicas mas relevantes de este estadio, conocida también como disco oral,
en donde se comenzard la diferenciacién de las hileras de dientecillos que se desarrollaran

gradualmente, asi como las papilas orales (Gosner, 1960).

Finalmente y como ultimo estadio desarrollo pre-metamérfico en Dendropsophus labialis
(Peters, 1863), se describe el opérculo completo que corresponde al estadio 24. El cual se
caracteriza por continuar el crecimiento del pliegue opercular sobre la branquia izquierda
causando una reduccion entre el espacio donde se encuentra la branquia y el medio exterior,
hasta que finalmente se cierra formando un orificio denominado sifon que se ubica del mismo
lado; confirmando lo dicho por los autores Gosner (1960), Guevara (1981), Sayim & Kaya
(2008), Packer (1966) y Del Pino et al (2004), los cuales describieron en sus estudios la
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formacion de este sifon al lado izquierdo del embridn. Sin embargo Gosner (1960), también
menciona en su estudio que este orificio es posible observarlo de este lado en la mayoria de los
renacuajos norte americanos; excepto en microhylidos donde este orificio o sifon se ubica
ventralmente cerca al ano.

Se observa un movimiento de la boca y corazon muy acelerado (in vivo), asi como un mayor
tamafo de los bordes papilares y mucho mas pigmentado el pico corneo, caracteristica que es
tenida en cuenta Unicamente por los autores Sayim & Kaya (2008). Tanto la parte caudal que
incluye los pliegues de la aleta dorsal y ventral como la parte cefélica, se encuentran totalmente
trasparentes facilitando la observacion de los diferentes 6rganos que estan en el interior del
embrion revalidando lo descrito por Guevara (1981), como otra caracteristica importante de este

estadio.

El desarrollo embrionario pre-metamérfico, junto con la apariciéon de las estructuras propias a
cada estadio es muy similar en la mayoria de los anfibios, difiriendo Gnicamente en el tiempo de
aparicion, tamafio del embrion y segun el criterio de algunos autores en el nimero y cantidad de

estadios que se determinen entre otros.
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12. Conclusiones

Determinando secuencialmente el tiempo de desarrollo para cada estadio, se observo que
a medida que el embridn tenia un grado mayor de diferenciacion de sus estructuras, el
tiempo entre estadios aumentaba, con respecto a otros estadios donde la diferenciacion

era menor.

Para el desarrollo embrionario pre-metamorfico de Dendropsophus labialis (Peters,
1863), se describieron caracteristicas que no fueron tenidas en cuenta en el primer

estudio; complementando asi el trabajo hecho por Guevara (1981) en H. labialis.

El tiempo total de desarrollo embrionario pre-metamérfico de Dendropsophus labialis
(Peters, 1863) a una temperatura de 29°C, es de ciento y treinta y dos horas desde que el

oocito es fertilizado, hasta cierre de operculo.

El patron de desarrollo embrionario de Dendropsophus labialis (Peters, 1863), es similar
al observado para las especies Hyla arborea (Sayim & Kaya, 2008), Spicospina
flammocaerulea (Dziminsky & Anstis, 2004), Heleioporus eyrei (Packer, 1966) y
Colostethus machalilla (Del Pino et al 2004).
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13. Recomendaciones

Como estudios posteriores, se recomienda re-elaborar la tabla de desarrollo embrionario a nivel
histologico de Dendropsophus labialis (Peters, 1863); y asi poder complementar el estudio hecho
por Palacios (1985) con algunas caracteristicas propias a cada estadio, que posiblemente fueron
omitidas por el autor. Y como fue hecho en el presente estudio compararla con otras tablas de

desarrollo; y ser utilizada como modelo a seguir para futuros estudios.
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