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Resumen

Goémez, M.L.; Zaracho, V.H.; Sandoval, M.T.: Desarrollo embrionario-larval y meta-
morfosis de Physalaemus albonotatus (Anura: Leptodactylidae). Rev. vet. 27: 1, 21-27, 2016.
Los anuros poseen una gran plasticidad fenotipica y constituyen un grupo de referencia para
estudios de desarrollo ontogenético, asi como aspectos morfo-fisiologicos, ecoldgicos, filo-
genéticos y evolutivos. Existe abundante informacion sobre la morfologia larval de numero-
sas especies de anuros, sin embargo, el desarrollo embrionario y larval ha sido escasamente
explorado en Leptodactylidae. En el presente trabajo se describen y caracterizan los prin-
cipales cambios en la morfologia externa de varios 6rganos asi como también del sistema
digestivo durante los estadios embrionarios, larvales y metamorficos de Physalaemus al-
bonotatus. Para ello se coleccionaron embriones y larvas en ambientes naturales, los cuales
fueron criados en condiciones de laboratorio y fijados periédicamente en formol 10%. Las
observaciones se realizaron bajo lupa estereoscopica y microscopio electronico de barrido.
El desarrollo embrionario y larval sigui6 el patron caracteristico de los anuros con fase larval
acuatica obligada. La organizacion de los principales érganos ocurrié durante los estadios
embrionarios y primeros larvales, abarcando el periodo comprendido entre los estadios 17 y
25. Algunos 6rganos transitorios como las branquias externas y las papilas adhesivas desapa-
recen tempranamente durante el desarrollo, mientras que otras estructuras como la camara
opercular, el espiraculo, el disco oral, el tubo proctodeal, la cola y las aletas caudales se con-
servan hasta el final del periodo larval, y se pierden recién durante la metamorfosis. En esta
ultima etapa se evidencian cambios bruscos en la anatomia de la mayoria de los sistemas de
organos y se configura el disefio corporal propio del individuo juvenil. Las caracterizaciones
morfologicas de estructuras embrionarias y larvales de P. albonotatus contribuiran con in-
formacion de referencia aplicable a otros miembros de la familia Leptodactylidae.
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Abstract

Goémez, M.L.; Zaracho, V.H.; Sandoval, M.T.: Embryonic and larval development and
metamorphosis of Physalaemus albonotatus (Anura: Leptodactylidae). Rev. vet. 27: 1, 21-
27, 2016. Anurans have a great phenotypic plasticity and are a useful group for ontogenet-
ic studies regarding morpho-physiological aspects as well as ecological, phylogenetic and
evolutionary approaches. Descriptions of larval morphology is available for most species of
frogs, however, embryonic and larval development has been poorly explored in Leptodactyli-
dae. In this paper, the internal and external morphology of embryonic, larval and metamor-
phic stages of Physalaemus albonotatus are described and characterized. Embryos and tad-
poles collected in natural ponds were kept under laboratory conditions and fixed periodically
in formalin 10%. Observations were performed under stereoscopic microscope and scanning
electron microscope. The embryonic and larval development followed the characteristic pat-
tern of frogs with obligated aquatic larval phase. The organization of the main organs occurs
during the embryonic and early larval stages, between the stages 17 and 25. Some transitory
organs as the external gills and the adhesive organ disappear early during the development,
while the operculum, the spiracle, the oral apparatus, vent tube, tail and caudal fins are
retained until the end of the larval period and disappear during the metamorphosis. In this
period occur important changes in the organ systems anatomy that configure the juvenile
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body plan. The embryonic and larval morphological characterization of P. albonotatus con-
tributes to knowledge of the ontogeny of this species and could be potentially applicable to

other Leptodactylidae species.

Key words: amphibians, ontogeny, embryonic stages, larval morphology.

INTRODUCCION

Los anfibios presentan diversas estrategias de re-
produccion y modelos de desarrollo, incluyendo espe-
cies con fertilizacion interna o externa, desarrollo ovi-
paro o viviparo, indirecto o directo, huevos acuaticos o
terrestres, ademas de variadas formas de nutricion, res-
piracion y metabolismo embrionario y larval ¢. Estas
estrategias estan intimamente asociadas con la historia
filogenética y con aspectos ecologicos de las especies.

Los anuros, por su plasticidad fenotipica, son un
grupo de interés para abordar estudios ontogenéticos,
tanto en relacion a aspectos morfo-fisioldgicos como
de importancia ecologica, filogenética y evolutiva. Los
aportes que puedan realizarse acerca de la anatomia
embrionaria y larval son relevantes ya que resultan de
gran utilidad y aplicabilidad en estudios que integren
diversos aspectos del desarrollo.

Si bien existe informacion sobre la morfologia lar-
val externa de muchas especies de anuros, la morfogé-
nesis embrionaria ha sido escasamente explorada, y en
general la informacion disponible corresponde a espe-
cies de Bufo, Hyla 'y Rana del hemisferio horte 224,

La tabla de desarrollo de Gosner fue propuesta para
diversas familias de anuros de América del Norte pero
su aplicacion es generalizada y utilizada para especies
de otras regiones *. Esta tabla consiste en una secuen-
cia de 46 estadios caracterizados principalmente a par-
tir de la morfologia externa y caracteres fisiologicos de
embriones y larvas exotroficas. Adicionalmente, exis-
ten tablas de desarrollo para Xenopus laevis *°, Eleuthe-
rodactylus coqui *’, Spea intermontana '*, Microhyla
okinavensis **, Dendropsophus columbianus '® , entre
otras. Para la anurofauna de Argentina existen tablas
de desarrollo para Rhinella arenarum *7, Pseudis pla-
tensis > Phyllomedusa azurea, P. sauvagii *', Der-
matonotus muelleri 'y Pleurodema borellii 7.

En este trabajo se describe la organogénesis exter-
na e interna de Physalaemus albonotatus desde la eta-
pa de segmentacion hasta el final de la metamorfosis,
ampliando la descripcion morfologica sugerida para los
estadios de Gosner * y de descripciones morfoldgicas
previas breves y parciales de embriones y larvas de la

especie °.

MATERIAL Y METODOS

Se coleccionaron puestas de huevos y larvas de
P. albonotatus durante los meses de octubre a marzo
del periodo 2007-2010, en el Campus Universitario
(27°28°04”’S; 58°46°58”0) de la Universidad Nacional

del Nordeste, Corrientes, Argentina. Embriones y lar-
vas fueron criados en laboratorio en recipientes plasti-
cos (1,5 litros) con agua declorinada.

Las larvas fueron alimentadas ad libitum con le-
chuga hervida y/o alimento comercial para peces. Los
estadios embrionarios fueron asignados de acuerdo a la
tabla de Gosner . Entre 10 y 20 individuos por estadio
(hasta el estadio 21 cada 3-6 h y luego cada 12-48 h)
fueron fijados en formol 10%, previa anestesia con ami-
nobenzoato de etilo 6%, segun la Guia de Eutanasia
Animal propuesta por la AVMA 2.

Se describieron los estadios embrionarios y lar-
vales a partir de caracteres anatomicos externos con-
siderados por otros autores utilizando la terminologia
propuesta #7317 Adicionalmente se realizaron di-
secciones de los ejemplares para analizar y describir la
anatomia interna. Las observaciones se realizaron con
lupa estereoscopica Leica ES2 y complementariamen-
te para estadios embrionarios tempranos, microscopio
electronico de barrido JEOL JSM-5800 LV.

Para esto los ejemplares fueron preparados siguien-
do el protocolo estandarizado de deshidratacion en so-
luciones de concentracion creciente de acetona (12,5;
25; 50; 75 y 100%), secado a punto critico y metaliza-
do con oro-paladio. Se midio el diametro embrionario,
longitud total, longitud hocico-cloaca y longitud de la
cola de 10 ejemplares por estadio, utilizando una es-
cala micrométrica incorporada a lupa estereoscopica
Olympus SZX9 y se calcul6 el valor promedio de cada
variable. El material biologico analizado se encuentra
depositado en la Coleccion Herpetologica de la Univer-
sidad Nacional del Nordeste (UNNEC 12332).

RESULTADOS

El desarrollo de P. albonotatus se dividié en dos
periodos. El periodo embrionario (hasta la eclosion)
comprendi6 los procesos de segmentacion, gastrula-
cion, neurulacion y organogénesis temprana y el pe-
riodo larval incluy6 las etapas de prometamorfosis,
premetamorfosis y climax metamorfico 7 . Las medi-
das obtenidas en embriones y larvas se presentan en
Tabla 1, mientras que secuencias del desarrollo de las
branquias externas, del disco oral, de las extremidades
anteriores y del sistema digestivo son ilustradas en las
Figuras 1 a 4.

Caracteristicas de los estadios embrionarios

E. 7: micrémeras en el polo animal y macrémeras en el
polo vegetativo, cavidad blastocélica central.
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Tabla 1. Datos biométricos (mm) de estadios embrio-  E. 8-9: micromeras y macromeras de menor tamaifio
narios y larvales en Physalaemus albonotatus (esta- que en el estadio anterior, cavidad blastocélica ubi-
dios 7 al 46). cada en el polo animal.
EE DE T LHC c E. 10: esbozo del labio dorsal del blastoporo y del ar-
7 08 - " " quenter.()n visibles en la region posterior, blastocele
2.9 0.8 ) ) ) excéntrico.
10 0’9 ) ) ) E. 1I: labios laterales del blastoporo, macrémeras vi-
1 0’9 i i sibles solo en el polo vegetativo, arquenterén mas
12 0’9 i i i desarrollado que en el estadio anterior.
13 i 1.0 i i E. 12: 1abio ventral del blastoporo, macromeras visibles
14 ) 1’0 ) ) en el tapon vitelino, blastocele pequefio y arquente-
15 i 1’1 i i roén amplio ubicado en la region dorsal.
16 i 1’3 i i E. 13: embrion oblongo en sentido antero-posterior, ta-
17 i 1’3 10 03 pon vitelino pequertio, placa neural visible.
18 i 1’ p 1’1 0’ 5 E. 14: pliegues neurales y surco neural visibles.
19 i 2’2 1’5 0’7 E. 15: region cefalica y abdominal diferenciadas, plie-
20 i 2’8 1’ 4 1’ 4 gues neurales fusionados a nivel del prosencéfalo,
91 i 2’9 1’ 6 1’ 4 surco neural profundo, arcos branquiales I, IT y IIT
” i 3’2 1’4 1,8 visibles.
2 i 4’ 5 1’8 2’7 E. 16: tubo neural completamente cerrado, placodas
24 i 4’ 5 1’9 2’ 5 oOpticas e invaginacion del proctodeo visibles.
25 i 6’2 2’ 8 3’5 E. 17: regién cefalica, abdominal y caudal bien defini-
2629 i 9’8 4’9 4’8 das, arcos branquiales I, II, ITII y IV visibles, rifion
30 i 9’8 4’9 4,8 pronéfrico distinguible dorsalmente por detras de
31.35 i 14’ 4 7’0 7’4 la cabeza, esbozo de la cola.
36.40 i 19’9 9’ 5 I 0’ 4 E. 18: arco branquial I visible a ambos lados del estomo-
41 i 21’2 1’1 ] 0’2 deo, I1, IIT y IV mas prominentes que en estadio an-
4 i ) 5’9 83 7 ’5 terior, un par de esbozos de filamentos branquiales
05 i 9’6 7’5 é externos a cada lado, esbozo de papilas adhesivas
44 i 7’7 - 6 6 0.63 visibles, abdomen globoso con abundante vitelo.
45 i 7’1 - 3 E. 19: arcos branquiales no visibles externamente, fila-
46 ) | 2’ 4 ) ) mentos branquiales externos simples, papilas adhe-
. sivas de forma coénica, cola con esbozos de aletas
EE: estadio embrionario, DE: didmetro embrionario, LT: lon- dorsal y ventral, melanoforos dispersos sobre la
gitud total, LHC: longitud hocico-cloaca, LC: longitud cola. region dorsal de la cabeza, abdomen y cola.

Figura 1. Desarrollo de las branquias externas y formacion de la camara opercular en Physalaemus albonotatus
(estadios 18-25). Fotografias: microscopio electronico de barrido JEOL JSM-5800 LV.
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Caracteristicas de los estadios larvales pequeiios, melandforos mas abundantes que en el

(prometamorficos) estadio anterior y dispersos en el dorso del cuerpo,

tubo proctodeal visible.

E. 20: filamento branquial anterior ramificado en 5 fila- E. 2/: filamentos branquiales largos (hasta la region
mentos secundarios cortos y posterior simple, ojos pronéfrica), anterior y posterior ramificados en 6
y 4 filamentos secundarios respectivamente, reti-
na levemente pigmentada, cristalino blanquecino,
placa oral perforada, labio posterior con esbozo de
pliegue labial P1, papilas adhesivas conicas, inva-
ginacion de placodas nasales visible, melandforos
mas abundantes que en el estadio anterior, distri-
buidos uniformemente en la region de la cabeza y
flancos, en la cola, distribuidos en pequefos gru-
pos separados por zonas sin pigmentar delimitando
patron de bandas transversales, longitud de la cola
aproximadamente 50% de la longitud total, aleta
caudal bien desarrollada, no pigmentada, abdomen
oblongo con abundante vitelo distribuido unifor-
memente.

E. 22: filamentos branquiales mas largos (hasta region
anterior abdominal), disco oral con infrarrostro-
donte, labio anterior con esbozo de pliegue labial
Al y pliegue labial P1 mas desarrollado, meland-
foros mas abundantes, en la cabeza distribuidos
uniformemente excepto en la region nasal, ocular
y de la epifisis, esbozo del intestino visible ventral-
mente.

E. 23 a y b: pliegue opercular cubre parcialmente las
branquias externas, retina bien pigmentada, dis-
co oral con suprarrostrodonte, infrarrostrodonte y
pliegues labiales Al y P1 bien organizados, esbo-
zos de pliegues labiales A2 y P2 y P3, papilas mar-
ginales ventrales visibles, esbozo del higado visible
en el flanco derecho, 23a con esbozo del asa intesti-
nal, 23b con una vuelta del asa intestinal completa.

Figura 2. Desarrollo de las estructuras orales de Phy- E. 24 a y b: pliegue opercular cubre completamente

salaemus albonotatus (estadios 19-26). Al, A2: plie- las branquias externas derechas, papilas adhesivas
gues labiales anteriores 1y 2; e: estomodeo; ir: infra- vestigiales, disco oral con suprarrostrodonte e in-
rrostrodonte; P1, P2, P3: pliegues labiales posteriores frarrostrodonte aserrados y queratinizados, plie-
1, 2 y 3; pa: papilas adhesivas; pm: papilas marginales; gues labiales con esbozos de queratodontes, papilas
sr: suprarrostrodonte. Fotografias: microscopio elec- marginales laterales mas desarrolladas y papilas
tronico de barrido JEOL JSM-5800 LV. ventrales visibles a ambos lados del claro mental,

=

Figura 3. Secuencia de desarrollo del miembro anterior izquierdo de Physalaemus albonotatus (estadios 30-41).
Los numeros corresponden a los digitos. Fotografias: camara digital Canon Power Shot A2000 IS.
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Figura 4. Organizacion del sistema digestivo durante el desarrollo larval y periodo metamorfico de Physalae-
mus albonotatus (estadios 23-46). E: estdbmago; Hi: higado; In: intestino. Fotografias: camara digital Canon
Power Shot A2000 IS.

24a con una vuelta y media del asa intestinal, 24b  Caracteristicas de los estadios premetamorficos
con dos vueltas del asa intestinal.
E. 25: pliegue opercular cubre completamente los fila- E. 26-30: la morfologia larval externa general es seme-

mentos branquiales derechos e izquierdos, abertura jante al E. 25, diferenciandose por el grado de de-
del espiraculo visible, queratodontes bien desarro- sarrollo y patron de pigmentacion de los miembros
llados, queratinizados y con denticulos marginales anteriores y posteriores, asi como y crecimiento de
en los pliegues labiales Al, A2, P1 y P2, y esbozo las asas intestinales.

de queratodontes en P3, papilas marginales bien FE. 3/-35: delimitacion del estilopodio, zeugopodio y
desarrolladas, con claro rostral amplio, un cla- autopodio de los miembros anteriores y posterio-
ro mental y dos claros ventro-laterales pequefios, res y desarrollo secuencial de los digitos: miembro
cestilla branquial interna desarrollada visible por posterior: digito 4 (E. 31),3y 5 (E. 33),2(E. 34)y 1
transparencia, dos vueltas y media del asa intes- (E. 35); miembro anterior: digito 4 (E.31), 3 (E.32);
tinal completas, tubo proctodeal bien desarrollado, 5(E.33)y 2 (E.34).

aleta caudal dorsal con cromatéforos dispersos.
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E. 36-40: se caracterizan por crecimiento general y es-
tablecimientos del patron de pigmentacion de los
miembros y digitos.

Caracteristicas de los estadios metamdficos (climax
metamorfico)

Agrupa los estadios donde se producen los princi-
pales cambios de la forma larval a la juvenil.

E. 41: miembros anteriores bien desarrollados dentro de
la cdmara branquial, abertura de salida del miem-
bro anterior visible en el flanco derecho, miembros
posteriores bien desarrollados, inicio de regresion
del tubo proctodeal.

E. 42: inicio de reconfiguracion de la estructura cefali-
ca, inicio de regresion de queratodontes y papilas
marginales del disco oral, rostrodontes aun visibles,
miembros anteriores externos, inicio de organiza-
cion del estomago y reconfiguracion de las asas in-
testinales, tubo proctodeal ya no es visible, inicio
de regresion de la cola y aletas caudales.

E. 43: queratodontes y rostrodontes ausentes, se delimi-
tan las mandibulas, comisura de la boca no alcanza
region ocular, comienza a configurarse el hocico,
ojos dorso-laterales, estdbmago, intestino delgado
y grueso bien delimitados, higado prominente con
varios lobulos, cola mas corta que en el estadio an-
terior.

E. 44: comisura de la boca alcanza la altura del cris-
talino, estomago y lobulos hepaticos prominentes,
cola reducida.

E. 45: forma juvenil bien establecida, comisura de la
boca sobrepasa limite posterior del ojo, 16bulos
hepaticos, estomago e intestinos delgado y grueso
mas desarrollados, vestigios de cola atn visibles.

E. 46: juvenil recién metamorfoseado con caracteris-
ticas anatomicas externas e internas semejantes al
adulto.

DISCUSION

El desarrollo embrionario comprende una serie de
eventos ontogenéticos que incluyen los procesos de
segmentacion, gastrulacion y organogénesis tempra-
na que han sido extensa y detalladamente descriptos
a nivel morfologico, genético y molecular en el género
Rana 3y X laevis '3 En P. albonotatus, semejante a
lo descripto en la tabla de Gosner *, el patrén de clivaje
es holoblastico desigual con formacion de micrémeras
en el polo animal y macroémeras en el polo vegetativo,
que acumulan las reservas vitelinas.

La blastula presenta inicialmente una cavidad blas-
tocélica central que luego adquiere posicion excéntrica.
El proceso de gastrulacion es similar al descripto para
Colostethus machalilla ®. Ocurre entre E. 10y el E. 13-
14 donde se evidencia, externamente, la formacion se-
cuencial de los labios del blastoporo e internamente, la
formacion de la notocorda y arquenterdn, asi como la
obliteracion progresiva del blastocele.

La organogénesis se inicia en E. /4 donde es visible,
externamente, la placa neural (inicio de la neurulacion)
y progresa paulatinamente con la formacion de los prin-
cipales sistemas de o6rganos, con evidentes cambios en
la forma corporal. El embrion pasa de ser redondeado a
oblongo (E. 14) y luego, a partir de E. 15, se organizan
las tres regiones corporales (cabeza, abdomen y cola).

El desarrollo larval de los anuros comprende pro-
cesos morfogenéticos donde pueden reconocerse: di-
ferenciacion, desarrollo y desaparicion de estructuras
larvales; remodelacion de estructuras larvales en es-
tructuras adultas y desarrollo y diferenciacion de es-
tructuras propias del adulto, que ocurren de forma si-
multanea durante el periodo larval y la metamorfosis ''.

En P. albonotatus, entre E. 17 y E. 25, se organizan
estructuras propias de la mayoria de los embriones y
larvas de anuros ©. Ellas corresponden a 6rganos tran-
sitorios como branquias externas y papilas adhesivas,
que regresan tempranamente, y estructuras que se con-
servan hasta el final del periodo larval como la camara
opercular, el espiraculo, el disco oral, el tubo procto-
deal, la cola y las aletas caudales.

La ontogenia de dichas estructuras es conservada
en la mayoria de las especies con larvas exotroficas ©,
de modo que en E. 25 puede reconocerse la morfolo-
gia larval tipica, que para la especie en estudio corres-
ponde al tipo IV. Los estadios larvales posteriores se
diferencian principalmente por el grado de desarrollo
de las extremidades anteriores y posteriores. Durante
la metamorfosis se evidencian cambios bruscos en la
anatomia de la mayoria de los sistemas de 6rganos y se
configura el disefio corporal caracteristico del indivi-
duo juvenil.

Una de las estructuras larvales mas importantes de
interés taxondmico, ecologico y filogenético es el disco
oral. Asimismo, el estudio comparado de su ontogenia
en especies emparentadas aporta datos ttiles para com-
prender la evolucion de las estructuras orales *> 2. En
representantes del género Physalaemus, la etapa tem-
prana de formacion del disco oral es semejante hasta el
E. 24, estadio a partir del cual se evidencian dos trayec-
torias de desarrollo diferentes que explican las varia-
ciones morfologicas interespecificas dentro del clado .

En P. albonotatus la formacion de los pliegues la-
biales del disco oral sigue la siguiente secuencia: P1 (.
21); Al (E. 22); A2, P2y P3 (E.23 a y b), registrandose
la formacion de los queratodontes de forma simultanea
en todos los pliegues labiales a partir del E. 24. Las
papilas marginales comienzan a desarrollarse en el E.
23 y estan completamente organizadas en el E. 25. En
este estadio se observa, la configuracion C4 del disco
oral caracterizada por una formula dentaria 2/3, con
pliegue labial P3 corto, y claros dorsal, ventral y ven-
trolaterales. Este patron es compartido con P. cuvieri 'y
P. cuqui®®.

Se concluye que adicionalmente a las descripcio-
nes previas de aspectos anatomicos y fisiologicos con-
siderados por otros autores en la elaboracion de tablas
de desarrollo, las caracterizaciones morfologicas de
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estructuras embrionarias y larvales de P. albonotatus
brindadas en este trabajo contribuiran con informacion
de referencia aplicable a otros miembros de la familia
Leptodactylidae.
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