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RESUMEN.- Se describe la morfologia externa e interna de la géstrula de la rana
dendrobatida ecuatoriana, Epipedobates anthonyi. Los huevos tienen pigmento os-
curo en el polo animal, su didmetro es de 2 mm en promedio y las posturas contie-
nen entre 8 a 45 huevos. El tiempo requerido desde el inicio hasta culminar la gas-
trulacion es de 1,5 dias. La géstrula de E. anthonyi se caracterizo por la formacion
de un labio dorsal prominente en la region subecuatorial del embrion. El alarga-
miento del arquenteron estuvo retardado hasta después de terminar la gastrulacion
y las células que se acumularon en los labios del blastoporo formaron un prominen-
te collar circumblastoporal. La gastrula de E. anthonyi comparte las caracteristicas
morfoldgicas observadas en otra rana dendrobatida, Colostethus (=Epipedobates)
machalilla. Este estudio ha permitido una mejor comprension de la gastrulacion
en ranas dendrobatidas y provee conocimientos adicionales sobre la biologia de un
miembro de la fauna ecuatoriana.

PALABRAS CLAVE: Colostethus (=Epipedobates) machalilla, Engystomops
(=Physalaemus) randi, Epipedobates anthonyi, Gastrotheca riobambae, Xenopus
laevis.

ABSTRACT.- We describe the external and internal morphology of the géstru-
la in the dendrobatid frog from Ecuador, Epipedobates anthonyi. Eggs have dark
pigment in the animal pole, their diameter reaches 2 mm on average, and the egg
clutch contains between 8 to 45 eggs. The time required from the beginning until
the completion of gastrulation is of 1.5 days. The gastrula of E. anthonyi is charac-
terized by the formation of a prominent dorsal blastopore lip in the subequatorial
region of the embryo. Elongation of the archenteron is retarded until completion
of gastrulation, and cells that accumulate in the blastopore lip form a conspicuous
circumblastoporal collar at the end of gastrulation. The gastrula of E. anthonyi sha-
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res the morphological features observed in another dendrobatid frog, Colostethus
(=Epipedobates) machalilla. This study allowed a better understanding of gastrula-
tion in dendrobatid frogs, and provides additional knowledge about the biology of a

member of the fauna of Ecuador.

KEYWORDS: Colostethus (=Epipedobates) machalilla, Engystomops (=Physa-
laemus) randi, Epipedobates anthonyi, Gastrotheca riobambae, Xenopus laevis.

INTRODUCCION

Epipedobates anthonyi (Noble, 1921),
(Dendrobatidae) (1) se distribuye en el
sur-oeste de Ecuador, en las provincias
de El Oro, Azuay y Loja y en el nor-oeste
de Pert a altitudes entre 153-1769 m so-
bre el nivel del mar (2). Este estudio se
inicié con el objeto de complementar la
informacion sobre la biologia de esta es-
pecie debido a que E. anthonyi, conocida
previamente como Phylobates tricolor 'y
como Epipedobates tricolor (1) ha sido
estudiada intensamente desde el punto de
vista de comportamiento, mantenimiento
en cautiverio y reproduccion (3). El po-
tente analgésico denominado Epibatidina
fue descubierto en la piel de E. anthonyi
de especimenes provenientes de dos si-
tios cercanos a la frontera con Peru, en el
sistema fluvial del rio Jubones y en los al-
rededores de Santa Isabel, Azuay (4). Cu-
riosamente, se descubrid que ejemplares
colectados en otras localidades carecian
de este compuesto. También se encontrd
que la Epibatidina se perdia cuando las
ranas eran mantenidas en cautiverio, lo
que llevo a determinar que las toxinas de
la piel de los dendrobatidos provienen de
la dieta con la que estas ranas se alimen-
tan en la naturaleza (4).

Epipedobates anthonyi deposita sus
huevos sobre la tierra o en la vegetacion
y el macho cuida de la postura, la hume-
dece con orina y la protege del ataque
de congéneres hasta la eclosion de los
renacuajos. Este periodo dura 14 dias en
promedio en esta especie y entre 19-20
dias en C. machalilla (5, 6). Al cabo de
ese tiempo, los renacuajos se adhieren al
dorso del padre, y el mismo transporta
los renacuajos hasta el agua en donde
los renacuajos crecen y alcanzan la me-
tamorfosis. El desarrollo acuatico hasta
la metamorfosis es de aproximadamente
50 a 60 dias, y el estado adulto se ad-
quiere 11 meses después (5).

Las ranas dendrobatidas tienen la
ventaja de que pueden mantenerse y re-
producirse en cautiverio y los métodos
han sido detallados para E. anthonyi y
C. machalilla (3, 6). Ademas, diferen-
tes especies producen huevos de diver-
sos tamanos. Asi, el diametro del huevo
alcanza 1,6 mm en C. machalilla, 2 mm
en E. anthonyi 'y 3.5 mm en Dendroba-
tes auratus. En comparacion el huevo
de X. laevis tiene un didmetro de 1,2
mm (7). De acuerdo con estos datos, el
volumen del huevo de C. machalilla es
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2,3 superior al del huevo de X. laevis.
El huevo de E. anthonyi es 4,6 veces
mas grande y el de D. auratus es 25 ve-
ces superior al volumen del huevo de X.
laevis (8). El tamafio del huevo puede
relacionarse con cambios morfologicos
y modificaciones de su estructura mo-
lecular. En cuanto a la morfologia, se
ha encontrado que la apariencia externa
de la gastrula es altamente conservada
en las ranas, ain cuando hay notables
excepciones, como en caso de la rana
Rhacophorus y en la salamandra gi-
gante Megalobatrachus maximus en las
cuales el labio ventral del blastoporo no
se forma o su formacion ha sido retar-
dada (9). También la géstrula de la rana
marsupial Gastrotheca riobambae ha
sido modificada para desarrollar un dis-
co embridnico. A pesar de ello, se for-
ma un blastoporo como en otras ranas
(10). Los grandes huevos, de 3,5 mm
de diametro, de la rana de desarrollo
directo Eleutherodactylus coqui difie-
ren del huevo de X. /aevis, en cuanto a
la estructura molecular (11). Es posible
que los huevos grandes de otras ranas
también difieran en su estructura mole-
cular con X. laevis.

La gastrulacion es un proceso de
mucha importancia para el desarrollo de
los vertebrados pues durante este pro-
ceso se separan las tres capas embrio-
nicas denominadas ectodermo, meso-
dermo y endodermo y de esta manera
se establece el plan del cuerpo. Por este
motivo, la gastrulacion se ha estudia-

do en X. laevis, el pez cebra, el pollo y
el raton entre otros organismos (12). Es
importante resaltar que el conocimien-
to de la morfologia y control molecular
de la gastrulacion de X. laevis brinda
una base para estudios comparativos
del desarrollo embrionario temprano
en ranas con adaptaciones reproducti-
vas diversas. El andlisis comparativo ha
contribuido a la identificacion de pro-
cesos morfogenéticos. Asi por ejemplo,
se encontré que la formacion del ar-
quenterén y su expansion son procesos
independientes (13). Del mismo modo,
se demostr6 que existe modularidad en
la gastrulacion. En particular la con-
vergencia y extension dorsales (CED),
que transforman la forma esférica del
huevo en la alargada del renacuajo, son
procesos que se encuentran solapados
en la gastrula de ranas de desarrollo
rapido como X. laevis y Engystomops
(=Physalaemus) randi. Por el contrario
en las ranas de desarrollo lento G. rio-
bambae y C. machalilla, la CED vy el
alargamiento del cuerpo ocurren des-
pués de la gastrulacion (7, 8, 14). El de-
sarrollo de la placa precordal (también
conocido como mesodermo de la cabe-
za) y del notocordio (o mesodermo del
tronco) se encuentran solapados en la
gastrula media de X. /laevis. En cambio
estos procesos morfogenéticos estan
separados en el tiempo en la rana den-
drobatida C. machalilla (8, 15). Hemos
iniciado el estudio de la gastrulacion de
ranas dendrobatidas, y en particular en
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E. anthonyi, para ampliar la base de co-
nocimientos que permita la mejor com-
prension de la gastrulacion en anuros, a
mas de contribuir al mejor conocimien-
to de la fauna ecuatoriana.

MATERIALES Y METODOS

Los embriones utilizados para este
estudio fueron donados por el labora-
torio de Herpetologia de la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador y por
la Mtr. M. Rivera. Las ranas adultas
provinieron de Ecuador: Provincia de
Azuay, localidad: Sarayunga, a 41 Km
de la poblacion de Santa Isabel por la
via a Pasaje. Dos posturas provinieron
de ranas colectadas en Ecuador: Provin-
cia de Azuay, localidad: Santa Isabel, y
Ecuador: Provincia de El Oro, localidad:
El Progreso, respectivamente.

Se cronometr6 el tiempo requerido
para el proceso de gastrulacion desde la
formacion del labio dorsal del blastopo-
ro hasta su cerramiento. Los embriones
fueron mantenidos a temperatura am-
biente del laboratorio que fluctud entre
18 a 21 °C. La metodologia para el culti-
vo, fijacion y procesamiento de los em-
briones fue de acuerdo a (6). Se utilizo
la tabla de estadios del desarrollo de C.
machalilla (6) para determinar los esta-
dios del desarrollo.

El andlisis de los embriones consis-
tid en la determinacién de la morfolo-
gia externa mediante microfotografia.
Se realizaron bisecciones sagitales de
los embriones mediante el uso de una

micro-cuchilla y se procedi6 a analizar
y fotografiar la morfologia interna de la
géstrula. Otros embriones fueron embe-
bidos en agarosa al 6 % y fueron seccio-
nados a un espesor de 50-100 pm de es-
pesor. Las secciones fueron tefiidas con
el tinte fluorescente Hoechst 33258 que
se une al ADN y por tanto sirve para
tefir los nticleos celulares. Se montd las
secciones en placas portaobjeto con gli-
cerina y fueron cubiertas con laminillas
cubreobjeto. Las secciones fueron fo-
tografiadas utilizando luz transmitida,
contraste diferencial de interferencia y
fluorescencia. Para la microscopia se
utilizaron un microscopio estéreo Zeiss
Stemi SV6 y un microscopio Zeiss
Axiophot.

RESULTADOS

Numero de huevos por postura y
tiempo de la gastrulacion.- Este estu-
dio se baso en el andlisis de 31 posturas
de E. anthonyi obtenidas en cautiverio
entre 2004 a 2011. El nimero promedio
de huevos por postura fue de 20 £ 9 (se
da la desviacion estandar), con un rango
de 8 a 45 huevos por postura. El tiempo
requerido desde el inicio hasta culminar
la gastrulacion fue de 1,5 dias.

Caracteristicas externas de la
gastrula.- El huevo de E. anthonyi al-
canz6 2 mm de didmetro en promedio
y se observé que tiene pigmento oscuro
en el polo animal. El inicio de la gastru-
lacion se determind por la presencia del
labio dorsal del blastoporo en la region
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subecuatorial del huevo, en el limite en-
tre el hemisferio animal pigmentado y
la region vegetal de color amarillento.
A continuacion se formaron los labios
laterales y ventrales del blastoporo al-
rededor de un gran tapon de yema (Fi-
gura 1A). Conforme avanz6 la gastrula-
cion, el didmetro del tapon de yema se
redujo, hasta que el blastoporo se cerrd
totalmente y el tapon de yema se retrajo
totalmente hacia el interior. La carac-
terizacion de la morfologia externa de
la gastrula se facilitdo por el pigmento
oscuro de los labios del blastoporo y
el color amarillento claro del tapon de
yema.

Morfologia interna de la gastrula.-
La cavidad del blastocele es amplia y
ocupd aproximadamente el tercio supe-
rior del embrion en la gastrula temprana
y media (Figura 1B). Esta cavidad se re-
dujo en tamafo en la gastrula avanzada
(Figura 1C, D). El techo del blastocele,
que consistid originalmente de dos capas
de células, se redujo a una monocapa de
células en la gastrula media a avanzada.

Durante la gastrulacion se form6 una
nueva cavidad, el arquenterdn, o intesti-
no primitivo. El tamafo del mismo fue
pequeiio durante la gastrulacion (Figura
1B, C) y se expandi6 notablemente en la
géstrula avanzada (Figura 1D). Confor-
me avanzo la extension del arquenterdn,
el blastocele se redujo (Figura 1B, C).
Los labios del blastoporo concentraron
a las pequefas células que involuciona-
ron durante la gastrulacion y cuando el

blastoporo estuvo completamente cerra-
do se pudo observar un collar circum-
blastoporal grande (Figura 1D) debido a
la acumulacion celular en los labios del
blastoporo.

DISCUSION

Comparacion de la gastrula de E.
anthonyi con otras especies.- El nume-
ro de huevos de E. anthonyi de hasta 45
embriones es superior al tamafio de las
posturas de la rana dendrobatida C. ma-
chalilla (6). El mayor nimero de hue-
Vos representa una caracteristica Optima
para los estudios de su desarrollo em-
brionario. El tiempo de 1,5 dias requeri-
do para la gastrulacion en E. anthonyi es
inferior al observado en C. machalilla,
que corresponde a 2,7 dias (6). Sin em-
bargo, el tiempo de desarrollo de estos
dendrobatidos es mayor que el rapido
desarrollo de X. laevis y de la rana ta-
ngara, E. randi que solamente requieren
5y 12 horas, respectivamente desde el
inicio hasta completar la gastrulacion.
En cambio la rana marsupial Gastrothe-
ca riobambae tiene un desarrollo mucho
mas lento, y la gastrulacion requiere de
7 dias (16). La morfologia externa de la
gastrula de E. anthonyi es similar a la
gastrula de otras especies con huevos
que tienen pigmento oscuro en el polo
animal, como X. laevis, Rana pipiens y
C. machalilla. Sin embargo, las carac-
teristicas internas de la géstrula difiere
grandemente de X. laevis como se expli-
ca a continuacion.
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El techo del blastocele.- La géstrula
de E. anthonyi comparte con C. macha-
lilla (6) el adelgazamiento del techo del
blastocele hasta un grosor de una unica
capa de células. Este adelgazamiento va
asociado con los movimientos de epibo-
le, que agrandan el techo del blastoce-
le hasta cubrir totalmente al embrion,
como en el caso de la rana marsupial
G. riobambae (17). En contraste, el te-
cho del blastocele consiste de dos capas
celulares tanto en X. /aevis como en los
embriones de las rana tungara E. randi
(18).

Expansion del arquenteron y alar-
gamiento del notocordio.- La expan-
sion del arquenterén depende de varias
fuerzas morfogenéticas, entre ellas jue-
ga un papel importante la convergencia
y extension dorsales (CED), que contri-
buyen a cambiar la forma del cuerpo,
de la esférica del huevo a la alargada
del renacuajo. El arquenterén se alarga
grandemente durante la gastrulacion de
X. laevis y E. randi (7, 18), en tanto que
su alargamiento esta retardado hasta los
estadios finales de la gastrulacion en E.
anthonyi. Retardo en el alargamiento del
arquenterén también ocurre en la rana
dendrobatida C. machalilla y en la rana
marsupial G. riobambae (7, 14).

En X laevis, las células que involu-
cionan hacia el interior de la gastrula se
alejan de los labios del blastoporo por
migracion activa del mesodermo de la
cabeza y por el proceso de CED del mes-
odermo del tronco (15). En C. machalilla

se ha demostrado que el mesodermo de
la cabeza se aleja de los labios del blasto-
poro durante la gastrulacion. En tanto el
mesodermo del tronco permanece en los
labios del blastoporo hasta completar
la gastrulacion, y forman un collar cir-
cumblastoporal prominente. Solamente
entonces se inicia la CED que al alargar
el notocordio promueve el movimiento
de las células que estaban concentradas
en el gran collar circumblastoporal (15).

En X laevis, la CED se inicia en la
géstrula media solapando el proceso de
alargamiento del cuerpo con el proceso
de gastrulacion. Una situacion similar
se presenta en la rana tungara E. randi
(15). Ambas especies gozan de desarro-
llo rapido y el notocordio se alarga debi-
do a los movimientos de CED durante la
gastrulacion. En contraste, en las ranas
de desarrollo mas lento, C. machalilla
y G. riobambae, la CED esta disociada
de la gastrulacion y el alargamiento del
cuerpo se inicia una vez que concluye la
misma. De modo similar, en E. anthonyi
se ha reportado que el alargamiento del
notocordio ocurre una vez que concluye
la gastrulacion (14). La comparacion se-
fala que la gastrula de E. anthonyi com-
parte las caracteristicas de la gastrula de
C. machalilla. Ambas especies tienen
desarrollo lento en comparacion con X.
laevis.

Conclusiones y perspectivas.- El
estudio de la gastrulacion en E. anthon-
yi brinda informacion adicional sobre la
modularidad de la gastrulacion en ranas
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Figura 1. Morfo-
logia de la gastrula de
E. antonyi. (A) Vista
externa de una gastru-
la media. (B) Seccion
sagital de una gastrula
media. Hay un artefac-
to de procesamiento en
el tapon de yema (C)
Seccion sagital de una
gastrula avanzada. (D)
Seccion sagital de una
gastrula muy avanza-
da. Los dibujos a la
izquierda muestran el
avance en el tamafio del
arquenterén durante la
gastrulacion. El arquen-
teron permanece pe-
quefio hasta la gastrula

avanzada, cuando se inicia su expansion. Abreviaturas: a, arquenterdn; b, blastocele; ccb,
collar circumblastoporal; 1d, labio dorsal del blastoporo; lv, labio ventral del blastoporo; ta,
techo del arquenteron; ty, tapon de yema. Las barras corresponden a 500 umen A, Cy D

y 400 um en B.

(7, 8, 14) y da un nuevo ejemplo de la
separacion del proceso de gastrulacion
de la CED. Dicha separacion va asocia-
da con retardo en el alargamiento del ar-
quenterén, concentracion de células en
los labios del blastoporo y la formacion
de un collar circumblastoporal promi-
nente. El alargamiento del notocordio se
ha retardado hasta después de culminar
la gastrulacion (14), lo que sefiala que el
alargamiento del cuerpo esta retardado
en esta especie, al igual que en C. ma-
chalilla y G. riobambae, ranas con re-
produccién terrestre en nidos terrestres
y en la bolsa materna, respectivamente
(7, 14). Celeridad en el alargamiento del
cuerpo, en cambio se presenta en aque-

llas ranas cuyos huevos estan expuestos
al ambiente acuético como X. /aevis o en
el nido de espuma que flota en el agua
de E. randi. Un réapido alargamiento
del cuerpo se requeriria para la rapida
formacion del renacuajo, el mismo que
al tener movimiento puede protegerse
de depredadores. Tal presion ambiental
por alargar el tronco est4 ausente en los
huevos de ranas con modos terrestres
de reproduccion como C. machalilla y
E. anthonyi y en la rana marsupial G.
riobambae (8). La gran diversidad de
modos reproductivos de las ranas ecua-
torianas estudiadas estd asociada con
cambios en la gastrulacién. Dichas mo-
dificaciones representan experimentos
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naturales, cuyo estudio ayuda a com-
prender mejor el desarrollo embriona-
rio. Al mismo tiempo tales analisis nos
ayudan documentar mejor la biologia de
especies de ranas ecuatorianas.
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