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RESUMEN

Se presenta la descripcion del desarrollo embrionario y pre-metamorfico
en Engystomops pustulosus (rana tingara), por medio de fotografias
diarias tomando como base de las descripciones los cambios
morfologicos. El estudio se llevo a cabo con individuos en cautiverio en
la Universidad de Panama. Los individuos de E. pustulosus completaron
su desarrollo en periodo aproximado de 20 dias.
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EMBRYONIC AND PRE-METAMORPHIC DEVELOPMENT OF
THE FROG Engystomops pustulosus (FAMILY LEIUPERIDAE)
IN CAPTIVITY.

ABSTRACT

The description of the embryonic and pre-metamorphic development in
Engystomops pustulosus (Tungara frog) is presented by means of daily
photographs, taking as a basis for the descriptions the morphological
changes. The study was carried out with individuals in captivity at the
University of Panama. The individuals of E. pustulosus completed their
development in approximately 20 days.
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INTRODUCCION

El estudio de la ontogenia nos puede ayudar a comprender el desarrollo
del curso en la evolucién de varios grupos, considerando que esta nos
permite interpretar de una forma u otra la historia de la biologia (Torrey,
1978). Para esto, la embriologia se encarga del estudio del desarrollo de
los organismos desde las células gaméticas y ovocitos, pasando por el
proceso de fecundacion hasta el nacimiento de los organismos (Valdés
et al.,, 2012), lo cual ha tomado suma relevancia.

Los anfibios durante mucho tiempo han conformado excelentes modelos
para el estudio de la Biologia del Desarrollo (Andrade, 2015). Estos
poseen caracteristicas y ventajas a nivel embrionario que permiten la
observacion y manipulacion de los embriones, debido al tamafio del
huevo, la facilidad de manipulacion y la gran cantidad de huevos que se
logran obtener en cautiverio (Browder & Iten, 1998). Estas ventajas han
permitido comparar el desarrollo embrionario en diferentes especies de
anfibios (Del Pino et al., 2007). Debido a sus cualidades reproductivas,
los anfibios precisan volver al agua para reproducirse, permitiendo
observar los huevos de diferentes especies en lugares como rios,
charcas, balsas o cerca de cualquier cuerpo de agua, esto permite a su
vez la facilidad de ser conservados en acuarios o vivarios caseros,
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tomando en cuenta los requerimientos fundamentales estos logran ser
conservados, estudiados y reconocidos en cualquier fase de su desarrollo
(Amestoy, 1958). El tiempo de desarrollo de los embriones es variable
entre cada especie (Bernal y Lynch, 2009).

La rana tingara Engys

tomops pustulosus Cope, 1984 (Familia Leiuperidae) es una especie
comun de aproximadamente 30 mm de largo con una piel de coloracion
oscura y pustulosa (AmphibiaWeb 2019) de habito nocturno y terrestre
encontrada en bosques, sabanas, pastizales, areas abiertas y urbanas
(Kdhler, 2010). Coloca sus huevos generalmente en zonas bajas o en el
suelo sobre cuerpos de agua en nidos de espuma, la cual ayuda a evitar
la desecacion en temporada de lluvia (Ryan, 1985). Estos nidos flotan
sobre el agua de forma temporal permitiendo a los renacuajos
desarrollarse sobre la misma, protegiéndolos de depredadores (Ryan,
1985). Estos nidos son generalmente visibles, lo que permite su
observacion y colecta para diversos estudios (Davidson & Hough,
1969).

La especie E.pustulosus posee una amplia gama de estudios, en los
cuales podemos mencionar los trabajos realizados por Davidson &
Hough (1969), Ryan (1985) y Ron (et al., 2006). A pesar de esto, la gran
mayoria de la investigacion embriologica en anfibios se centra en un
solo género de ranas, Xenopus (Romero et al., 2010). Por ende, el
presente estudio tiene como objetivo contribuir en los conocimientos del
desarrollo embrionario y pre-metamorfico de la especie Engystomops
pustulosus en cautiverio, mediante observaciones en los cambios
morfolégicos diarios ocurridos en los individuos.

MATERIALES Y METODOS

El 15 mayo del 2018 a las 7:00 horas, recolectamos embriones de rana
tungara Engystomops pustulosus en el sendero Camino de Plantaciones
del Parque Nacional Soberania (9°0422 N, 79°3920 W), Panam4, los
cuales fueron llevados a los laboratorios de la Universidad de Panama,
Facultad de Ciencias Naturales; Exactas y Tecnologia, Escuela de
Biologia (Fig.1).
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Fig. 1. Muestra de masa de huevos de la rana tingara- Engystomops
pustulosus, en el sendero Camino de Plantaciones, Parque Nacional
Soberania. Muestras encontradas entre los charcos y hojarasca himeda
de la zona.

Trabajo en laboratorio y toma de datos

Los embriones junto a la masa espumosa fueron colocados en
recipientes con agua tomada del mismo lugar de colecta, para evitar
sesgo entre los huevos estudiados debido al periodo de fecundacion y
gestacion entre éstos. Se trabajé durante todo el estudio con la misma
masa de huevos, colectada de un solo lugar (la masa se colecto
solamente de un depdsito de agua, conocido comunmente como charco
(ubicado en el sendero).

Los huevos estudiados fueron escogidos al azar dentro de la masa
espumosa, tomados con un gotero y colocados en tubos de ensayo con
formalina al 4% para su fijacion, se utilizaron pinzas para los individuos
en etapas mas avanzadas; los periodos o etapas de crecimientos fueron
observados bajo un estereoscopio (marca Olympus, modelo SZ51). Se
anotaron los cambios morfoldgicos que iban surgiendo entre cada dia,
las observaciones se hacian cada 24 horas aproximadamente. Durante
cada observacion se tomd la temperatura del laboratorio, cada tubo de
ensayo fue rotulado con la fecha y hora de analisis para su debido
control. Finalmente, se utilizaron las tablas de Waldo Shumway (1940)
y Kenneth L. Gosner (1960) para realizar la comparacion de desarrollo
de los individuos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Con temperatura promedio de 25°C el desarrollo de los individuos de
Engystomops pustulosus se completd aproximadamente a los 20 dias,
desde su etapa de huevo hasta la etapa final de su metamorfosis. Las
etapas y observaciones se presentan a continuacion con sus respectivas
figuras:

Fig. 2. Dia 1: A.1: Huevos dentro del nido de espuma. A.2: Observacion
de media gastrula. A.3: Se observan los polos animal y vegetal
desarrollados.
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Fig.3. Dia 2: Desarrollo de los embriones hasta la aparicion de la cola.
A.1: Observacion de la membrana vitelina y pliegues neurales. A.2:
Etapa de brote de la cola. A.3: Embrion en etapa de repuesta muscular.
A.4: Vista dorsal del embrion, comienzo del desarrollo y diferenciacion
de la cola.

Fig.4. Dia 3: A.1: Cola diferenciada presenta un mayor desarrollo,
Respuesta muscular, cornea trasparente. Dia 4: A.2: Individuos en la
formacion de las branquias externas. El tronco adquirio algo de
pigmento oscuro, comienzo del desarrollo de la zona ocular. A.3: Mayor
aumento de la region de la cabeza desde el embrion en las branquias
externas empiezan su desarrollo. Gradualmente aumentan de tamafio.
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Fig.5. Dia 5: A.1: Branquias mas desarrollas se observan de mayor
tamafio. A.2: Se observan latidos del corazon, abertura oral, intestino en
formacion. Dia 6: A.3: Se observa el intestino en forma de espiral. A.4:
La coloracion de la piel se torna mas oscura, las branquias son mas
notables, mayor diferenciacion de la zona ocular.

Fig.6. Dia 7: A.1: Opérculo formado, el cuerpo empieza la division en
dos regiones anteriores y posteriores, cola desarrollada. A.2: Intestino
completo en forma de espiral, zona ocular de mayor tamafio. Dia 8: A.3:
Se presenta la abertura anal. A.4: desarrollo de musculatura en la parte
dorsal, mayor diferenciacion de la cola con el resto del cuerpo.
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Fig.7. Dias 9, 10 y 11: A.1: Musculatura en la parte dorsal y ventral
marcada. Ojos mas desarrollados, diferenciacion de las partes del cuerpo
en progreso, se observa claramente el intestino en forma de espiral. A.2:
Crecimiento de la musculatura lateral. A.3: Crecimiento y apertura de la
cavidad oral. A.4: Zonas del cuerpo mejor definidas, zona ocular en
progresivo desarrollo, cola desarrollada de gran tamafio, se observa
pequeios indicios del comienzo del desarrollo de la columna.
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Fig. 8. Dia 12: A.1: Desarrollo y crecimiento de la columna, se presenta
el inicio de la metamorfosis, las extremidades posteriores empiezan su
desarrollo, se observa pequenas protuberancias en la parte posterior del
cuerpo correspondiente a las extremidades, la boca presenta dientes, y
musculos en la parte dorsal de la columna. Dia 13: A.2: Marcado
desarrollo de las extremidades de las posteriores, dedos presentes. A.3:
Ano mas desarrollado, area dorsal y ventral presentan mas desarrollado,
no se notan los intestinos u otros 6rganos.

Fig.9. Dias 14 y 15: A.1: Continuo crecimiento de las extremidades
posteriores. A.2: Formacion de la cavidad oral parcialmente completa.
A.3: Observacion y desarrollo de las extremidades anteriores, visibles a
través de la piel, ojos mas desarrollados Se puede diferenciar las partes
del cuerpo (cabeza, zona anterior y posterior). Branquias poco notables.
A.4: Cola de mayor grosor, se nota pequefia linea divisora entre el
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cuerpo y la cola, Probablemente punto de separacion durante la
metamorfosis.

Fig.10. Dias 16 y 17 A.1: Continuo crecimiento de las extremidades
posteriores y anteriores, se pueden observar los dedos. Diferenciacion
de la cabeza con el resto del cuerpo, 6rganos pocos visibles, se puede
notar el corazén latiendo, las branquias ya no se observan. A.2: Piel
totalmente gruesa, ojos desarrollados, Se observa una metamorfosis
avanzada, pequenos individuos con cola, linea divisora entre el cuerpo
y la cola. La piel en el dorso se torna con contextura verrugosa.
Reduccion de la cola. A.3: Ano desarrollado.
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Fig.11. Dia 18: A.1: Renacuajo en estadio final. A.2: Ojo totalmente
diferenciado. Se Presentan manchas en la parte dorsal, cabeza completa.
A.3: Desarrollo de musculatura en extremidades posteriores,
extremidades anteriores completas. Diferenciacion completa del cuerpo.
Organos no visibles.

Fig.12. Dia 19: A.1: Cola muy reducida. Notable coloracion en el cuerpo
y verrugosidad en la piel, algunos individuos demostraron perdida de la
cola. A.2: Extremidades y musculatura completamente desarrolladas.
A.3: Diferenciacion completa de ojos y boca. A.4: Notable gastrocnemio

en las patas posteriores.
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Fig.13. Dia 20: Perdida de la cola. Metamorfosis completa. Cuerpo
diferenciado, pequefios individuos de Engystomops pustulosus en
movimiento. Dia 20: liberacion de individuos desarrollados. Foto:

Astrid Lisondro.

El desarrollo completo de la mayoria de los individuos de E. pustulosus
ocurrid aproximadamente a los 20 dias, periodo un poco corto para lo
establecido en esta especie, segin Dalgetty & Kennedy (2010) el
desarrollo y metamorfosis ocurre entre 4 y 6 semanas con un promedio
de 25 a 28 dias. Esta diferencia en cuanto al menor tiempo de desarrollo
puede deberse a las condiciones presentes en el laboratorio, al no ser un
espacio natural pudo ejercer una presion de supervivencia sobre los
individuos, provocando el crecimiento de una manera mas rapida, como
mencionan Wilbur & Collins (1973) en especies como E. pustulosus, si
las condiciones acudticas son favorables para permitir un répido
crecimiento, los renacuajos podrian disminuir su desarrollo hasta
metamorfear a un tamafio mas grande. Sin embargo, si las condiciones
no son favorables, los renacuajos acelerarian su desarrollo y
metamorfosear a un tamafio minimo para continuar creciendo durante
su etapa terrestre, esto con el fin de sobrevivir. Los renacuajos con un
crecimiento rapido metamorfosean en un menor tiempo disminuyendo
la mortalidad acumulada (Alford & Richards, 1999).
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De igual manera, aunque no se establecid el niimero de individuos
estudiados debido a la gran cantidad de huevos que pueden poner por
nido, de 80 a 450 huevos (Ospina y Bedoya, 2018), se observo que el
desarrollo de todos los individuos no ocurria de manera igual,
observando algunos individuos en diferentes etapas e incluso algunos
sin poder desarrollarse por completo, probablemente por las condiciones
dentro del recipiente donde habitaban, en espacios pequefios donde los
niveles de oxigeno disuelto son menores y la excreciones de los
renacuajos contaminan en mayor medida el agua, el desarrollo y
crecimiento de estos disminuye (Montealegre ef al., 2013).

Etapas de crecimiento

El tiempo estimado del desarrollo y etapas observadas de los individuos
pudo haber estado determinado por el periodo de fecundacion de estos,
segin Del Pino (2010), los huevos de la rana tungara demoran
aproximadamente 2 dias en eclosionar, con los renacuajos entrando al
agua subyacente. Sin embargo, Comparando lo observado en las
muestras con la tabla de Shumway (1940), se logré determinar que estos
se encontraban aproximadamente en el segundo estadio con una hora de
vida, debido a la observacion de los polos animal y vegetal en los
huevos, la cual ocurre antes de la segmentacion (Shumway, 1940).

Para las siguientes muestras observadas, se registra la formacion de los
pliegues neurales hasta aparecer las branquias y la repuesta muscular,
donde los individuos habrian pasado aproximadamente por 18 estadios
diferentes, donde también se llevo a cabo el proceso de neurulacion,
progresivamente desarrollandose y cerrando el tubo neural (Shumway,
1940). Segtin Gosrner (1960) el desarrollo de los 6rganos adhesivos
(ventosas bucales) ocurre durante estas etapas. Sin embargo, la
observacion de la abertura oral se dio en los proximos dias.

Durante las siguientes etapas se observa un corazon funcional emitiendo
latidos y la formacion del intestino en espiral, seguido de la aparicion de
cromatoforos en la piel de los renacuajos torndndose més oscura, con
una cola muy diferenciada del resto del cuerpo, ademés de la aparicion
de un opérculo dividiendo el cuerpo en dos regiones, anterior y posterior.
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En este momento segin Shumway (1940) y Gosner (1960) los
renacuajos han pasado aproximadamente por 25 estadios, alimentandose
y nadando de forma libre preparandose para iniciar la metamorfosis. Lo
cual concuerda con lo observado, registrando cambios como la
reduccién de cola y crecimiento de las extremidades.

Los ultimos cambios notables como la apertura del ano, la visible
musculatura dorsal, el desarrollo completo de las extremidades
posteriores y anteriores, y formacion de los dedos ocurre entre los
estadios del 26 al 40, en los cuales se da el proceso de metamorfosis
dando origen a individuo adulto (Gosner 1960). A pesar de que los
resultados no mostraron practicamente grandes diferencias en cuanto a
las tablas de Shumway (1940) y Gosner (1960), pequefios cambios
como el desarrollo de la abertura oral un dia o horas después, puede
deberse a factores como la fluctuacion de los recursos, temperatura,
oxigeno disponible, carga bacterial y espacio de cada individuo dentro
del recipiente, los cuales afectaran el desarrollo temprano o tardio de
ciertas extremidades u 6rganos en los renacuajos (Rugh, 1934).

CONCLUSION

El desarrollo y crecimiento de los renacuajos de anfibios como
Engystomops pustulosus esta directamente relacionado al espacio del
habitan y a factores como la temperatura y competencia de este. Areas
con favorables condiciones permitiran un desarrollo lento pero
adecuado, alcanzando etapas adultas de mayor tamafio, lo cual les
permitird a los individuos sobrevivir de mejor manera en su etapa
terrestre.

Los renacuajos de Engystomops pustulosus pueden desarrollarse de
manera independiente unos de otros a pesar de las condiciones del lugar,
donde los individuos capaces de adaptarse o adaptar sus etapas de
crecimiento y metamorfosis, tendran mayor éxito de sobrevivir,
reduciendo la mortalidad del grupo.
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