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RESUMEN.- En la mayoria de los vertebrados usados como modelo del desarrollo, la deter-
minacion de la asimetria izquierda-derecha de la localizacién de o6rganos tales como el corazon
se determina en la neurula y obedece a un flujo de fluido hacia el lado izquierdo. El flujo de
fluido esta guiado por el movimiento sincronizado de cilios en el techo del gastrocele, que co-
rresponde a la cara interna del techo de la neurula de los anuros. Se estudié la morfologia de la
neurula y la placa del techo del gastrocele del anuro ecuatoriano, Epipedobates tricolor (Den-
drobatidae). La placa del techo del gastrocele de la neurula de E. tricolor reviste dorsalmente
a la cavidad del gastrocele y consiste de un epitelio monociliado, como en Xenopus laevis y
otras ranas. La longitud de los cilios de E. tricolor fue de 8 pm en promedio. La placa del techo
del gastrocele de E. tricolor comparte las caracteristicas morfologicas observadas en la rana
dendrobatida, Epipedobates machalilla y otras ranas con diversos modos reproductivos. La
comparacion sugiere que E. tricolor mantiene el mecanismo de flujo de fluido guiado por cilios
para la determinacion de la asimetria izquierda-derecha, como en otros anuros.

PALABRAS CLAVE: Asimetria izquierda-derecha, cilios, nodo, placa del techo del gastroce-
le, vesicula de Kupffer.

ABSTRACT.- In most model vertebrates, the left-right asymmetry in the location of organs,
such as the heart, is determined in the neurula, and derives from fluid flow towards the left
side. The fluid flow results from synchronized movement of cilia in the gastrocoel roof plate,
which is the inner side of the dorsal roof of the anuran neurula. The morphology of the neurula
and of the gastrocoel roof plate was analyzed in the Ecuadorian anuran, Epipedobates tricolor
(Dendrobatidae). The gastrocoel roof plate coats the gastrocoel cavity in the dorsal side in the
E. tricolor neurula, and consists of a mono-ciliated epithelium, as in Xenopus laevis and other
frogs. The cilia of the E. tricolor gastrocoel roof plate had a mean length of 8 um. The gastro-
coel roof plate of E. tricolor shares similar morphological characteristics with the dendrobatid
frog Epipedobates machalilla and with other frogs that display various modes of reproduction.
The comparison suggests that fluid flow guided by cilia of the gastrocoel roof plate likely deter-
mines the left-right asymmetry in E. tricolor as in other anurans.

KEYWORDS: Cilia, gastrocoel roof plate, Kupftfer’s vesicle, left-right asymmetry, node.
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INTRODUCCION

Existen importantes asimetrias del eje iz-
quierdo-derecho en el cuerpo humano como
son la localizacion asimétrica del corazon, del
16bulo principal del higado, del bazo y la vesi-
cula biliar. Mutaciones en el raton han demos-
trado que hay dos niveles de regulacion del eje
izquierdo-derecho: un nivel general y otro para
cada uno de los organos. Las mutaciones del
gen situs inversus viscerum (iv) resulta en la
determinacion aleatoria e independiente del eje
izquierdo-derecho para cada organo. La falta
de coordinacion resultante produce trastornos,
que pueden ser fatales, debido a que existen
errores en la conexion de los principales vasos
sanguineos. Por el contrario, los ratones son
normales cuando se da la inversion de todos
los 6rganos como imagen en el espejo. La in-
version de organos también ha sido detectada
en los humanos. La asimetria izquierda-dere-
cha de los 6rganos del cuerpo tiene como base
la expresion asimétrica de genes durante el de-
sarrollo embrionario. El punto determinante de
la cascada de expresion génica, que genera la
asimetria izquierda-derecha tanto en los mami-
feros como en otros vertebrados, es la expre-
sion de las proteinas Nodal en el lado izquier-
do de la placa lateral del mesodermo (revisado
por Vandenberg y Levin, 2012; Gilbert, 2010;
Blum et al., 2009; Tian y Meng, 2006).

Todas las células tienen una asimétrica dis-
posicion de las organelas (Hausen y Riebesell,
1991). Dicha asimetria en el huevo fecundado
se considera la base de la asimetria izquier-
da-derecha de los vertebrados (Schweickert et
al., 2012; Vandenberg y Levin, 2012). Por otro
lado, se ha encontrado una estructura de la neu-
rula que influye directamente en la asimetria
izquierda-derecha. Esta estructura se deriva del
mesodermo presuntivo superficial de la gas-
trula temprana, y en la neurula reviste la cara
interna del notocordio posterior. En los mami-
feros esta estructura se conoce como el “nodo”
0 “notocordio posterior”, en los peces se deno-
mina como “la vesicula de Kupffer”, en tanto
que en el anuro Xenopus laevis esta estructura

es la “placa del techo del gastrocele”. (Blum et
al., 2009; 2007; Shook et al., 2004). La coor-
dinacidn entre los eventos tempranos de la de-
terminacion de la asimetria izquierda-derecha
con los eventos tardios, que ocurren después de
la gastrulacion, es desconocida (Schweickert et
al., 2012; Vandenberg y Levin, 2012).

El nodo, la vesicula de Kupffer y la placa
del techo del gastrocele son estructuras homo-
logas y transitorias que estdn caracterizadas
por derivarse del mesodermo y estar recubier-
tas de un epitelio mono-ciliado (Blum et al.,
2009). Cada célula epitelial expresa polaridad
planar manifestada por la presencia de un uni-
co cilio localizado en la region apical posterior
(Antic et al., 2010; Blum et al., 2009). Los ci-
lios tienen una longitud aproximada de 5 pm
en el pez cebra, el raton y la rana X. laevis, y la
rotacion coordinada de los cilios en el sentido
de las agujas del reloj genera un flujo de fluido
hacia el lado izquierdo (Blum et al., 2009). El
flujo de fluido gatilla la expresion diferencial
de genes en los lados izquierdo y derecho, lo
que gatilla la formacion asimétrica de érganos
y tejidos (Tian y Meng, 2006).

En X laevis se ha investigado la regula-
cion génica de la asimetria izquierda-derecha.
El movimiento coordinado de los cilios de la
placa del techo del gastrocele produce un flujo
de fluido hacia el lado izquierdo, el mismo que
gatilla la expresion asimétrica del gen Nodal
en el lado izquierdo de la neurula de la siguien-
te manera: El inhibidor de Nodal denominado
Coco originalmente se expresa a ambos lados
de la placa del techo del gastrocele. Como
resultado del flujo de fluido, la expresion de
Coco se reprime en el lado izquierdo permi-
tiendo de esta manera la expresion de Nodal
exclusivamente en ese lado. En cambio, en el
lado derecho la continuada expresion de Coco
reprime la expresion de Nodal y de esta ma-
nera se regula la expresion de Nodal de modo
exclusivo en el lado izquierdo de la placa la-
teral del mesodermo. El inhibidor Coco es un
miembro de la familia Cerberus-Dan de pro-
teinas secretadas inhibidoras y es homdlogo al
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gen del raton cerberus-like-2 (Schweickert et
al.,2010). La cascada que gatilla la expresion
de Nodal y la asimetria izquierda-derecha se
alteran al interferir en el desarrollo de los ci-
lios o al inhibir el flujo de fluido (Hatayama
et al., 2011; Schweickert et al., 2010; Vick et
al., 2009). La generacion de la asimetria iz-
quierda-derecha del pollo difiere de la de otros
vertebrados por cuanto sus embriones carecen
de mesodermo presuntivo superficial y de cé-
lulas mono-ciliadas en el epitelio que reviste
el techo de su arquenteron (Blum et al., 2009;
Schlueter y Brand, 2007; Shook et al., 2004).
Se denomina gastrocele a la cavidad formada
durante la gastrulacion que no estd plenamente
revestida de endodermo y que tiene mesoder-
mo expuesto en la superficie de su techo. El
arquenteron es la cavidad formada durante la
gastrulacion que se encuentra completamente
revestida de endodermo (Shook et al., 2004).
En las neurulas de las ranas Ceratophrys
stolzmanni, Engystomops randi, Epipedobates
machalilla y Gastrotheca riobambae se de-
termind que la placa del techo del gastrocele
consiste de epitelio mono-ciliado, evidencia
que sugiere un patrén conservado que debe
incluir flujo de fluido gatillado por el movi-
miento de los cilios para el establecimiento de
la asimetria izquierda-derecha en estas ranas
(Saenz-Ponce et al., 2012). Las ranas anali-
zadas difieren en su velocidad del desarrollo
y modos de gastrulacion (Saenz-Ponce et al.,
2012). Como complemento a los estudios pre-
vios (Saenz-Ponce et al., 2012), se procedio a
analizar la presencia de células monociliadas
en la placa del techo del gastrocele de la neu-
rula de Epipedobates tricolor Boulenger, 1899
(Dendrobatidae). Esta especie esta distribuida
en la Provincia de Bolivar, Ecuador a una
elevacion entre los 1.000 a 1.769 m (Amphi-
biaWeb, 2012). La gastrula de E. tricolor esta
caracterizada por la formacion de un promi-
nente collar circumblastoporal y retardo en el
alargamiento del gastrocele, un patron similar
al encontrado en Epipedobates machalilla y
otros dendrobétidos (del Pino et al., 2007).

MATERIALES Y METODOS

Las neurulas de Epipedobates tricolor
utilizadas en este estudio se obtuvieron de la
donacion de posturas por parte de la Divi-
sion de Anfibios del Museo de Zoologia de
la PUCE y su programa de mantenimento en
cautiverio de ranas, “Balsa de los sapos”. La
localidad de coleccion de las ranas es Moras-
pungo, Provincia de Bolivar, Ecuador.

Los embriones fueron mantenidos en ca-
maras humedas a temperatura ambiente del
laboratorio que fluctud entre 18 a 21° C. La
determinacion de los estadios del desarrollo
asi como el cultivo y procesamiento de los
embriones fue de acuerdo a lo descrito para
E. machalilla (del Pino et al., 2004). Para
analizar la morfologia externa de la neurula,
los embriones fueron fijados en el fijativo de
Smith (Moya et al., 2007). Se analiz¢ tanto la
morfologia externa de la neurula asi como las
caracteristicas del techo del gastrocele para
cada embrion. El lado dorsal de los embriones
de estadios 13 a 16 fue bisectado para el anali-
sis del techo del gastrocele.

Los cilios del techo del gastrocele fueron
detectados mediante inmuno-localizacién en
montaje entero. Los embriones fueron fijados
en el fijativo de memfa por tres horas (Har-
land, 1991). Los embriones se incubaron en
una diluciéon 1:700 con un anticuerpo mono-
clonal producido en ratén contra la tubulina
acetilada. El anticuerpo secundario fue an-
ti-raton, producido en conejo, conjugado-Cy3
(los dos anticuerpos se adquirieron de la com-
pania Sigma, St. Louis, Mo, Estados Unidos).
La dilucion utilizada fue de 1:250 (Vick et al.,
2009). Para la deteccion de cilios se mont6 el
techo del gastrocele en placas portaobjeto con
glicerina y fueron cubiertas con laminillas cu-
breobjeto. Se analizaron los embriones con un
microscopio de diseccion Stemi SV6 de Carl
Zeiss. Las imagenes de fluorescencia de los
cilios fueron obtenidas con un microscopio in-
vertido AxioObserver.Z1 de Carl Zeiss. Am-
bos microscopios estan acoplados al programa
Axiovision (Carl Zeiss, Overkochen, Alema-
nia) que permiti6 la digitalizacion y microfo-
tografia de las imagenes.
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RESULTADOS

La neurulay la placa del techo del gas-
trocele de Epipedobates tricolor.- Se ana-
liz6 la morfologia externa de la neurula de
E. tricolor de aquellos embriones que luego
fueron disectados para el estudio de la placa
del techo del gastrocele. Las caracteristicas
del desarrollo de E. machalilla (del Pino et
al., 2004) brindaron los parametros de com-
paracion. Los huevos de E. tricolor son de
tamafio superior a los de E. machalilla (Tabla
1) y se caracterizan por mayor pigmentacion
oscura en el hemisferio animal (del Pino et
al., 2007). El pigmento oscuro permitio la
clara deteccion de la placa neural en embrio-
nes de estadio 13 de E. tricolor (Fig. 1A). En
el estadio 14 se observo que los pliegues neu-
rales se encontraban elevados (Fig. 1B). En
embriones mas avanzados, del estadio 15 se
observo que los pliegues neurales estaban en
contacto en la parte caudal del embrion, en
tanto que en la parte rostral, los pliegues neu-
rales ain se mantenian separados (Fig. 1C).
Estas caracteristicas morfoldgicas de la neu-
rula de E. tricolor son similares a las carac-
teristicas de la neurula de E. machalilla (del
Pino et al., 2004).

Se procedi6 a bisectar la region de la
placa neural de embriones de estadio 13 (Fig.
1A) y la region de los pliegues neurales de
embriones de estadios 14, 15 y 16 (Fig. 1B,
C) para analizar la morfologia de la placa del
techo del gastrocele. Para el efecto, se monta-
ron las bisecciones en una placa portaobjeto
y se procedio a observar la cara interna, que
revistio al gastrocele y que correspondi6 al
techo del gastrocele (Fig. 2A). Se detectd un
area pigmentada de forma triangular, rostral
al blastoporo cerrado y al gran collar circum-
blastoporal. Esta region se localiza en la cara
interna del techo del gastrocele en embrio-
nes de estadios 14 al 17 (Fig. 2A). El area
pigmentada estuvo delimitada lateralmente, a
ambos lados, por regiones libres de pigmento
que se considera corresponden a las crestas
endodermales laterales (Fig. 2A). La estruc-

tura pigmentada corresponde a la placa del
techo del gastrocele y tiene una morfologia
similar a la observada en E. machalilla y
Ceratophrys stolzmanni (Santillana Ortiz y
del Pino, 2009; Saenz-Ponce et al., 2012).
De modo similar, la disposicion de las cres-
tas endodermales laterales que bordean a la
placa del techo del gastrocele fue similar a
lo observado en otras especies. En X. laevis
se ha demostrado que con el avance del desa-
rrollo embrionario, las crestas endodermales
laterales se juntan en la linea media dorsal.
Finalmente recubren totalmente con endo-
dermo a la cavidad, que pasa a denominarse
arquenterén (Blum et al., 2009).

En los embriones de E. tricolor, no se
realizaron secciones histologicas de la placa
del techo del gastrocele, pero se procedid a
analizar la presencia de un epitelio mono-ci-
liado en esta estructura. En embriones de
estadios 14 a 16, se detectd que el epitelio
que reviste el techo del gastrocele consiste de
c¢lulas monociliadas (Fig. 2B). Los cilios tu-
vieron una longitud promedio de 8 pm (Fig.
2B). No se detectaron cilios en embriones del
estadio 13. Estas observaciones estan acordes
con las caracteristicas de la placa del techo
del gastrocele en E. machalilla (Sdenz-Ponce
etal., 2012).

El tamafio de los cilios de la placa del
techo del gastrocele varia entre especies.
Los cilios de mayor tamafio ocurrieron en
las dos especies de dendrobatidos, E. ma-
chalilla y E. tricolor, en comparacion con
otras especies analizadas (Tabla 1) (Sae-
nz-Ponce et al., 2012; Blum et al.; 2009).
Cabe resaltarse que los cilios de la placa del
techo del gastrocele de E. tricolor fueron los
mas grandes (Tabla 1). No se encontr6 re-
lacion entre el tamafio del huevo, modo re-
productivo y velocidad del desarrollo con el
tamafio de los cilios de la placa de techo del
gastrocele (Tabla 1).
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Tabla 1. Comparacion del desarrollo embrionario de E. tricolor con otras ranas

Didmetro Tiempo  Longitud
. Modo de .
Especie . del huevo del . Referencias*
reproductivo los cilios®

(mm)

desarrollo®*
(pm)

Desarrollo rapido

Xenopus laevis Acuatico 1.2 14 horas 5 1,2

Ceratophrys stolzmanni  Acuatico 2.2 10 horas 7 1,3

Engystomops randi Nido de espuma 1.1 24 horas 4 1,3
Desarrollo lento

Epipedobates machalilla Nido terrestre 1.6 4 dias 6 1,3

Epipedobates tricolor Nido terrestre 2.0 4 dias 8 1

Gastrotheca riobambae  Bolsa materna 3.0 14 dias 4 1,3

 Tiempo desde la fecundacion hasta el final de la gastrulacion de acuerdo a del Pino et al. (2007).

® Longitud de los cilios de la placa del techo del gastrocele.
¢ Referencias: 1, del Pino et al., 2007; 2, Blum et al., 2009; 3, Sdenz-Ponce et al., 2012.

Figura 1. Vista externa de la neurula de E. tricolor. Los embriones estan orientados con la region rostral

hacia arriba. (A) Estadio avanzado de blastoporo en forma de hendidura, que muestra la formacion de la placa
neural. (B) Neurula temprana. Se distinguen los pliegues neurales elevados. (C) Neurula media. Los pliegues
neurales se encuentran paralelos en la region media y caudal. Abreviaturas: b, blastoporo; est, estadio; pn, placa
neural; pl, pliegue neurales. Los estadios del desarrollo en esta y las siguientes figuras fueron determinados de
acuerdo a del Pino et al., 2004 y Nieuwkoop y Faber, 1994.

DISCUSION

Modos de gastrulacion y la placa del
techo del gastrocele.- Existen importantes di-
ferencias en el modo de gastrulacion de X. lae-
vis (Pipidae) y Engystomops randi (Letuperi-
dae), especies con desarrollo rapido, en com-

paracion con las especies de desarrollo lento
E. machalilla, E. tricolor (Dendrobatidae),
y G. riobambae (Hemiphractidae) (del Pino,
2010; del Pino et al., 2007; Moya et al., 2007).
En particular el alargamiento del notocordio
ocurre después del cerramiento del blastopo-
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Figura 2. La placa del techo del gastrocele en la neurula de E. tricolor. (A) Vista en montaje entero de la
placa del techo del gastrocele. La vista externa de este embrion fue similar al embrion que se muestra en la Fig 1B.
Con puntos oscuros se sefialan los bordes de las crestas endodermales laterales. La placa del techo del gastrocele
tiene pigmentacion oscura. El embrion esta orientado con la region dorsal hacia arriba. (B) Campo de cilios de
la placa del techo del gastrocele detectados por inmuno-localizacion y fluorescencia indirecta en una neurula
temprana, similar a la que se muestra en la Fig. 1B. Los cilios miden 8 pm, en promedio. La barra corresponde
a 100 um (A) y 20 um (B). Abreviaturas: b, blastoporo; est, estadio; ccb, collar circumblastoporal; ptg, placa del

techo del gastrocele.

ro en las especies de desarrollo lento. Por tal
motivo era de particular interés determinar el
inicio de la formacion de la placa del techo
del gastrocele y la presencia de cilios en esta
estructura en especies con diversos modos re-
productivos y velocidades del desarrollo (Sae-
nz-Ponce et al., 2012). El analisis ha permiti-
do sugerir que, como en X. /aevis, las especies
analizadas tienen mesodermo presuntivo su-
perficial en la zona ecuatorial de la géstrula
temprana de estadio 10.5 (Fig. 3), el mismo
que es internalizado por los movimientos de
la gastrulacion. En las ranas con desarrollo ra-
pido, el mesodermo presuntivo dorsal reviste
el techo del gastrocele durante la gastrulacion
en tanto que en aquéllas de desarrollo lento, el
mesodermo presuntivo se almacena en la su-
perficie del gran collar circumblastoporal que
se forma durante la gastrulacion. Una vez que
se inicia el alargamiento del notocordio y del
embridn, debido a la convergencia y extension
dorsales (estadio 13), se alarga el gastrocele y

el mesodermo dorsal reviste el techo de esta
cavidad (estadio 14), al igual que en las espe-
cies de desarrollo rapido (Fig. 3). Aun cuando
no se ha realizado el mapeo del mesodermo, se
propone que la placa del techo del gastrocele,
con un origen en el mesodermo presuntivo su-
perficial de la gastrula temprana, es un aspecto
conservado del desarrollo de ranas que perte-
necen a cuatro familias diferentes y que tienen
diferentes modos de gastrulacion (Tabla 1).

Comparacion de la placa del techo del
gastrocele de E. tricolor con otras especies.-
La neurula de E. tricolor tiene un epitelio ci-
liado en el techo del gastrocele como en otras
ranas (Saenz-Ponce et al., 2012; Blum et al.,
2009). Este estudio anade datos al analisis de
Saenz-Ponce et al., 2012 y sefialan que la pre-
sencia de epitelio mono-ciliado ocurre en un
dendrobatido cuyos huevos son de mayor ta-
mafio que los de E. machalilla (Tabla 1). La
presencia de un techo del gastrocele ciliado en
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Figura 3. Destino hipotético del mesodermo presuntivo superficial en ranas con desarrollo rapido
(Ceratophrys stolzmanni, Engystomops randi y Xenopus laevis) y desarrollo lento (Epipedobates machalilla,
Epipedobates tricolor y Gastrotheca riobambae) (Sdenz-Ponce et al., 2012; Shook et al., 2004). El mesodermo
presuntivo esta resaltado con un trazo grueso en color gris oscuro. El lado dorsal esta orientado a la derecha. Se ha
omitido el blastocele en todos los embriones, y solamente se muestra en embriones de estadio 10.5. Abreviaturas:
b, blastoporo; ccb, collar circumblastoporal; g, gastrocele; 1d, labio dorsal del blastoporo; lv, labio ventral del
blastoporo. Este diagrama fue modificado de Saenz-Ponce et al., 2012.

la neurula de ranas con diferentes velocidades
del desarrollo y diferentes estrategias repro-
ductivas (Tabla 1) indica que en estas ranas la
asimetria izquierda-derecha posiblemente se
deba a flujo de fluido en el techo del gastro-
cele como ha sido demostrado para X. laevis y
otros vertebrados.

Para complementar los estudios de la de-
terminacion de la asimetria izquierda-derecha
por flujo de fluido es de interés analizar la
presencia del equivalente de la placa del te-
cho del gastrocele tanto en reptiles como en
aves. El estimulo que desencadena la asime-
tria izquierda-derecha es desconocido para los
reptiles. En el caso del pollo, no se ha detec-
tado mesodermo presuntivo superficial ni la

presencia de cilios en el techo de la cavidad
de la neurula. Se considera que en el pollo,
la asimetria izquierda-derecha no estd gati-
llada por cilios, por tal motivo es de interés
el andlisis comparativo con los embriones de
otras aves (Blum et al., 2009). La significativa
biodiversidad del Ecuador provee de modelos
alternativos del desarrollo cuyo estudio es de
interés tanto para documentar la biologia de
organismos ecuatorianos como para la mejor
comprension de fendmenos del desarrollo. En
este caso se recomienda la ampliacion de es-
tudios de la determinacion de la asimetria iz-
quierda-derecha en vertebrados tales como los
reptiles y las aves.
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