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“Education is the progressive discovery of our own ignorance” 
 

(“La educación es el descubrimiento progresivo de nuestra propia ignorancia”) 
 
Will Durant. 

„Das sein ist ewig ; den Gesetze bewahren die lebend´gen Schätze, 
Aus welchen sich das All geschmücht.“ 

 
(“El ser es eterno, existen leyes para conservar los tesoros de la vida, 

De las cuales el Universo extrae su belleza”) 
 

Johann Wolfgang von Goethe. 

“Sane sicut lux se ipsam et tenebras manifestat, 
Sic veritas norma sui et la falsi est” 

 
(“Así como la luz se manifiesta a sí misma y a la oscuridad , 

La verdad es la norma de sí misma y del error”) 
 

Baruch Spinoza 
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Resumen. 

Erichsonella attenuata es una especie de isópodos de vida libre que se encuentra en 
algunos sitios del Atlántico Oeste y del Golfo de México, está asociado a praderas de 
pastos marinos compuestas por Ruppia maritima, Halodule wrightii y Thalassia 
testudinum. En este trabajo se ha demostrado la presencia de este isópodo en costas 
mexicanas asociados a H. wrightii, particularmente en la Laguna de Tamiahua, 
Veracruz, México; el propósito de este trabajo es presentar un análisis poblacional, 
histológico y citológico de la población observada en la Isla El Ídolo. La reproducción de 
estos organismos se observa como continua, debido a que existen hembras ovígeras 
durante todas las estaciones del año. Se muestran los cambios que ocurren en las 
gónadas a nivel tisular y celular durante el ciclo reproductivo, la justificación de este 
trabajo se debe a la poca información en la literatura de la biología reproductiva de este 
grupo de crustáceos, para su realización se obtuvieron organismos de ésta especie en 
siete colectas bimestrales en el periodo comprendido de julio de 2010 y agosto de 2011; 
los organismos fueron fijados con solución Davidson, posteriormente lavados con agua 
corriente durante 6 horas y conservados en EtOH 70% hasta el momento de su proceso 
histológico; fueron procesados en un tren de deshidratación con alcoholes graduales, 
aclarados con xilol e incluidos en paraplast (56-58 ºC) y cortados con microtomo 
rotatorio (5-7 µm) en sentido trasversal y longitudinal, se tiñeron con Hematoxilina-
Eosina y técnica de Lendrum, finalmente fueron montados con resina sintética. Se 
presenta la posición anatómica de las gónadas y la relación que guardan éstas con 
otras estructuras del cuerpo, se observaron diferentes estados de maduración, así 
como la descripción celular e histológica en relación a los estados del desarrollo 
gonadal.  
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Ciclo gonádico, Erichsonella attenuata, histología, citología, reproducción. 

 

 

 

 

 

 

 



 

Abstract. 

Erichsonella attenuata is a free-living isopod species that is found in some locations of 
the Western Atlantic and the Gulf of Mexico, is associated with seagrass beds consisting 
of Ruppia maritima, Halodule wrightii and Thalassia testudinum. In this work has been 
demonstrated the presence of this isopod on Mexican coasts associated with H. wrightii, 
particularly in the Laguna de Tamiahua, Veracruz, Mexico; the purpose of this work is to 
present a population, histological and cytological analysis of the population observed 
around the island El Ídolo. The reproduction of these organisms is observed as 
continual, because there are ovigerous females during all seasons of the year. Changes 
that occur in the gonads, to cell and tissue level, during the reproductive cycle are 
showed, the justification for this job is due to the fact that little information in the 
literature of the reproductive biology of this group of crustaceans is found. For its 
realization organisms of this species were obtained in seven bimonthly collecting dates 
in the period from July 2010 and August 2011; the samples were fixed with solution 
Davidson, subsequently washed with running water for 6 hours and preserved in 70% 
EtOH until the moment of its histological process; were processed in a train of gradual 
dehydration with alcohols, clarified with xylol and included in paraplast (56-58 °C), cut 
with rotary microtome (5-7 µm) in lateral direction and longitudinal, stained with 
hematoxylin and eosin and  Lendrum´s technique, finally were mounted with synthetic 
resin. The anatomical position of the gonad and the relationship between these with 
other structures of the body is presented, different states of maturation were found, as 
well as the cell and histological description, in relation to states of the gonadal 
development. 
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Introducción.- 
Dentro de los artrópodos, el segundo grupo con mayor diversidad son 

crustáceos, los cuales tienen una relevancia biológica, ecológica y evolutiva. Desde la 

perspectiva humana, también un importancia económica y gastronómica que se 

observa principalmente en organismos como camarones, langostas y cangrejos. El 

grupo consta de aproximadamente 67,000 especies descritas y un número aún mayor 

se calcula para las especies que aún no han sido descritas (Brusca y Brusca, 2003). 

Los crustáceos son representantes de los mayores volúmenes de biomasa en el 

planeta, como ejemplo se puede citar a Euphasia superba (krill), cuya abundancia en la 

Antártida se calcula en 500 millones de toneladas (Brusca y Brusca, 2003).  

Son capaces de habitar diversos ecosistemas, por lo que son uno de los grupos 

taxonómicos más abundantes en los ambientes marinos, poseen una representación 

importante en manglares, llanuras costeras, playas, bosques y selvas; el caso particular 

de los isópodos (Brusca y Brusca, 2003; Singer, 2013).  

Con relación a los caracteres diagnósticos de los crustáceos, comúnmente 

poseen ojos compuestos pareados, un par de antenas, múltiples apéndices articulados 

que presentan diferentes modificaciones de acuerdo a sus hábitos, tienen un cuerpo 

segmentado unido a un cefalón o un cefalotórax. El desarrollo de todas las especies 

tiene un inicio como larva nauplio. Su respiración es branquial y presentan una cutícula 

de quitina que puede estar calcificada en un segundo grado debido a la impregnación 

de minerales que se encuentran en el medio donde habitan (Singer, 2013). 

Dentro del Superorden Peracarida se encuentra el Orden Isopoda, el cual 

alberga a los organismos comúnmente llamados cochinillas o “pillbugs” (en inglés), 

conformado por unas 10,300 especies descritas, que representan un aproximado del 

13% de la diversidad total de crustáceos (Poore y Bruce, 2012). En cuanto a su 

distribución, los isópodos han sido encontrados en los mares, cuerpos de agua dulce y 

ambientes terrestres; tan disimiles como desiertos, selvas, bosque, entre otros 

(Appeltans et al., 2012). La amplia distribución de estos organismos y su éxito, pueden 

ser atribuidos a sus sistemas de apareamiento, que en la mayoría de las especies es 

por fecundación interna (Wilson, 1991). 



Ciclo gonádico de Erichsonella attenuata                                                                 Reyes Aldana Hugo Enrique 

- 2 - 
 

El grupo de los isópodos marinos está constituido por 6,250 especies (Poore y 

Bruce, 2012) distribuidas desde las zonas intersticiales hasta las fosas abisales. Los 

organismos de vida libre son encontrados simbiontes de: esponjas, corales, algas, 

peces y otros crustáceos. Habitan diferentes sustratos como troncos, rocas y arena. 

Algunas especies han sido clasificadas como parásitos verdaderos de peces y otros 

crustáceos de diferentes grupos taxonómicos (Brusca y Iverson, 1985; Grutter, 1999; 

López et al., 2012; Williams y Boyko, 2012; Cruz et al., 2013).  

El Orden Isopoda alberga a la Familia Idoteidae que consta de 22 géneros; uno 

de ellos es Erichsonella constituido por de siete especies: E. attenuata (Harger, 1873); 

E. filiformis (Say, 1818), E. floridana (Richardson, 1901), E. cortezi (Brusca & 

Wallerstein, 1977), E. crenulata (Menzies, 1950), E. isabelensis (Menzies, 1951) y E. 

nordenskjoeldi (Ohlin, 1901).  

E. attenuata es un organismo marino de vida libre, dominante en algunas 

regiones del Atlántico Oeste del Golfo de México, asociado comúnmente a diversas 

especies de pastos marinos (Kensley et al., 1995; Poore and Schotte, 2014) (Figura 1). 

Se ubica en aguas someras de América, habita regiones tropicales y templadas, 

dispuestos sobre algas, planicies lodosas, pastos marinos y sustrato con restos de 

conchas. Varía en color, de ámbar a pardo, machos y hembras pueden tener manchas 

obscuras en las partes dorsal y ventral; con una longitud total máxima de 2.92 cm, la 

cabeza es en promedio dos veces más ancha que larga y los ojos se encuentran 

posicionados lateralmente a cada uno de los costados, son de color negro; en 

promedio, los machos adultos son más grandes que las hembras (Pirés, 1984). Las 

especies de pastos marinos a las cuales se asocia son principalmente Ruppia maritima 

(Linneo, 1753), Zostera marina (Linneo, 1753), Halodule wrightii (Ascherson, 1868) y 

Thalassia testidinum (Banks ex König, 1805) (Ryer y Orth, 1987; Fredette et al., 1990; 

Kensley et al., 1995; Boström y Mattila, 2005).  

En la laguna del río Indio, Florida, Estados Unidos; E. attenuata es una de las 

tres especies más comunes de invertebrados en las praderas de H. wrightii y es un 

importante herbívoro epífito que constituye también una importante fuente de recurso 

alimenticio para niveles tróficos superiores y ocasionalmente es consumida de manera 

intensiva por peces marinos de importancia comercial (Ryer y Orth, 1987). 
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Phylum: Arthropoda (von Siebold, 1848) 
 Subphylum: Crustacea (Brunnich, 1772) 
  Clase: Malacostraca (Latreille, 1802) 
   Subclase: Eumalacostraca (Grobben, 1892) 
    Superorden: Peracarida (Calman, 1904) 
     Orden: Isopoda (Latreille, 1817) 
      Suborden: Valvifera (Sars, 1882) 
       Familia: Idoteidae (Samouelle, 1819 
        Género: Erichsonella (Richardson, 1900) 
         Especie: E. attenuata (Harger, 1874) 

 
Figura 1. Clasificación taxonómica de E. attenuata. (Tomado y modificado de Grave et al., 2009; Watling, 

1981; Fee, 1926; Brusca et al., 2001, en línea). 
 

En la isla de El Ídolo dentro de la Laguna de Tamiahua, Veracruz, México, E. 

attenuata está asociado a praderas aisladas de H. wrightii, la cual es una especie 

abundante de pasto marino en las regiones subtropicales del Caribe y del Golfo de 

México. Es participe importante de la producción béntica primaria de estas áreas, puede 

ser considerado como un bioindicador dada su sensibilidad a los cambios 

fisicoquímicos en la calidad del agua, por lo cual se puede considerar para el control y 

manejo de la salud de los ambientes costeros subtropicales (Hauxwell et al., 2003). 

 

Ciclo biológico de Erichsonella attenuata 
Con relación al ciclo de vida y reproducción de E. attenuata la información es 

prácticamente inexistente, incluso para otras especies de isópodos similares la 

información es escasa. El Superorden Peracarida, posee un registro insuficiente 

respecto a los ciclos de vida, la mayoría de los estudios son referidos a isópodos 

terrestres y parásitos, no así para organismos de vida libre (Furota e Ito, 1999; Haldfiel 

et al., 2009; Kashani et al., 2011). Las especies tropicales, tienden a ser de tallas 

pequeñas, se reproducen múltiples veces a lo largo del año, producen crías de tamaño 

reducido en gran número. En contraste las especies terrestres muestran una clara 

estacionalidad en la reproducción, la cual se observa frecuentemente en primavera en 
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el hemisferio norte y en temporada húmeda en los trópicos (Sparkes et al., 2002). Este 

tipo de reproducción está determinado por factores ambientales tales como la 

disponibilidad de nutrientes, sin embargo uno de los factores a nivel individual, es la 

talla que deben de alcanzar las hembras para poder comenzar a reproducirse (Johnson 

et al., 2001). 

 

Ciclo gonádico 
Desde la perspectiva biológica y ecológica, el proceso de reproducción es 

costoso, dado que implica la inversión de un gran porcentaje de recursos energéticos y 

tiempo. A partir del conocimiento del ciclo gonádico de una especie se puede inferir su 

participación en la cadena trófica (Kautsky, 1982; Encina y Granado, 1997; Johnson et 

al., 2001).  

En el caso de especies de importancia económica, estos pueden ser utilizados 

para calcular la producción de acuerdo a las distintas temporadas del año, sin embargo 

para especies que no se encuentran directamente relacionadas de las actividades 

humanas, pueden servir para monitorear el estado de salud de las poblaciones 

(Kautsky, 1982). 

E. attenuata, no es una especie implicada de manera directa en actividades 

económicas; un ciclo gonádico de esta especie aporta datos acerca del comportamiento 

reproductivo de la población. Este organismo es importante dentro de la cadena trófica, 

ya que sirve de alimento a larvas y estadios juveniles de peces y crustáceos de 

importancia económica y otras de importancia ecológica (Ryer y Orth, 1987). 

La manera de estudiar el comportamiento reproductivo de las poblaciones puede 

variar, desde los estudios de análisis poblacional que analizan el número de adultos, 

hembras grávidas y no grávidas; número de huevos y/o embriones y larvas; épocas 

reproductivas; disponibilidad de recursos, entre otros (Kautsky, 1982).  
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Fecundidad 
Un factor importante es la fecundidad, que expresada de forma general, es el 

número de crías producidas por una hembra en un periodo determinado; no obstante, 

es posible y necesario redefinirla según corresponda al caso particular de cada estudio 

(Brass, 1974; Ramírez, 2002).  

La fecundidad es un valor importante en estudios ecológicos porque es el índice 

que aporta más información sobre la adecuación o “fitness” de un organismo (Brass, 

1974; Ramírez, 2002; Bradshaw y McMahon, 2008; Kindsvater y Otto, 2014; Wang et 

al., 2015). En demografía el estudio de la fecundidad brinda una cantidad importante de 

información sobre el comportamiento presente y futuro de las poblaciones, para ello se 

establecen parámetros y fórmulas para cuantificarla; los parámetros a considerar son 

principalmente el número de hembras reproductoras, hembras en etapa reproductiva y 

número de productos, es decir huevos, embriones o crías (Brass 1974; Bertrand et al., 

1994; Daniel, 2008).  

La literatura refiere a tres fórmulas principales:  

1) la Tasa de Global de Fecundidad (TGF), la cual indica el número de 

descendencia que tendría una hembra si procreara en cada periodo 

reproductivo de su vida, basándose en los valores de fecundidad específica 

de cada grupo. 

2) la Tasa de Fecundidad General (TFG), que refiere el número de productos 

que tendrían todas las hembras en etapa reproductiva de la población en un 

periodo determinado. 

3) la Tasa Específica de Fecundidad (TEF), que responde al número promedio 

productos que existen por cada mil hembras en un periodo determinado y en 

un grupo o intervalo de edad establecido.  

Debido a que estas fórmulas arrojan únicamente valores hipotéticos, en ocasiones 

alejados de la realidad, se han realizado modificaciones a las fórmulas previamente 

mencionadas, considerando únicamente a las hembras reproductivas, con la finalidad 

de alcanzar valores de fecundidad real (Brass, 1974; Bertrand, 1994; Ramírez, 2002; 

Daniel, 2008). 
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Las fórmulas corresponden a: TFG, donde B es igual al número de productos, NF 

al número de hembras en etapa reproductiva y K es la constante igual a 1000; TGF es 

la sumatoria de las tasas específicas de fecundidad de todas las hembras de los 

distintos intervalos (TEFα) y; TEF, donde Bα es igual al total de número de productos 

del grupo, Eα es igual al número total de hembras del grupo, multiplicado por 1000 

(Brass, 1974; Bertrand, 1994; Daniel, 2008). 

 

1)   

 

2)  

 

3)  

 

En el caso de animales marinos, y en específico aquellos que ponen huevos o 

presentan estadios larvarios, la fecundidad se considera a partir del conteo de 

huevos/embriones puestos por una hembra, relación entre número de 

huevos/embriones y talla de la hembra, patrones de desove, estudios histológicos que 

contabilizan los folículos en desarrollo y la producción final de huevos o embriones; 

tamaño, peso y contenido de las gónadas, análisis numéricos de etapas de desarrollo 

especifico, fases de desarrollo de ovocitos, entre otros. Esta diversidad de 

metodologías está dada por la gran variedad de patrones de reproducción que existen 

entre los organismos marinos que en el caso de organismos modulares, pueden llegar a 

ser completamente diferentes (Ramírez, 2002; Tsai y Dai, 2003; Bakenhaster et al. 

2006; Bradshaw y Mc Mahon, 2008;). 

En los animales marinos, los estudios de fecundidad son frecuentes en 

organismos de importancia comercial, ya sean silvestres o en cultivo, principalmente 

peces, de valor alimenticio o de ornato; moluscos (bivalvos y cefalópodos) y crustáceos 

(camarones y langostas); aunque los organismos sin relevancia económica también han 
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recibido atención (Ramírez, 2002; Gjedrem, 2005; Longhurst, 2010). En los crustáceos, 

una manera recomendable de estimar la fecundidad, es mediante la toma de 

morfometrías como la longitud total del organismo y el tamaño de la puesta, que puede 

estar dada en el peso de ésta o en el número de huevos/embriones que la integran, ya 

que en múltiples estudios se ha comprobado que existe una relación positiva entre la 

talla de las hembras y el tamaño/peso de la puesta (Fogarty, 1995; Ramírez, 2002; 

Gjedrem, 2005; Longhurst, 2010). 

Respecto a los isópodos, los estudios de fecundidad son diversos, un parámetro 

ampliamente utilizado es la relación entre el largo total del organismo y el número de 

huevos, ya que frecuentemente se encuentra una relación positiva entre estos dos 

factores, aunque también pueden encontrarse otros en los cuales se pesa la gónada, se 

mide o en el que la longitud total no es significativa (Wägele, 1987; Jay, 1989; Song y 

Mok, 1994; Marques et al., 1994; Poulin, 1995; Fonseca et al., 2000; Tsai y Dai, 2003 

Kight y Nevo, 2004; Romero y Román, 2008; Romero, 2014). 

 

Fecundidad a nivel histológico 
Además de la fecundidad, se pueden utilizar otros métodos para conocer el 

comportamiento reproductivo, como pueden ser mediante análisis histológicos o 

citológicos (Johnson et al., 2001). Kautsky (1982) y Schuldt (1993) consideran al ciclo 

gonádico, como el conjunto de cambios a nivel celular y tisular, que ocurren en las 

gónadas de los individuos de ambos sexos, en un periodo determinado y que pueden 

llegar a ser diferenciados en etapas; considerando también que pueden existir especies 

de reproducción no estacional en las cuales se observen distintas etapas del desarrollo 

gonádico en un mismo individuo, para un mismo tiempo y que se pueden caracterizar 

mediante cualidades morfológicas, histológicas o citológicas. 

 

Meiosis y gametogénesis 
Uno de los criterios que puede considerarse desde la perspectiva citológica es la 

meiosis.  Este proceso implica dos divisiones nucleares sucesivas, meiosis I y II, a 

través de las cuales se obtienen cuatro células hijas haploides, es decir, que los 
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núcleos contienen la mitad del total de cromosomas que contenía la célula de la cual se 

originaron (John, 1990; Curtis et al., 2008; Karp, 2009). 

Como parte de la dinámica de este proceso celular, se requiere que el DNA se 

duplique y organice para su posterior segregación. Durante la meiosis I los cromosomas 

duplicados durante la interfase constituidos por dos cromátidas se separan de sus 

homólogos (cromosomas pareados que se encuentran en las células diploides, cada 

uno porta una copia del material genético propio del par cromosómico) (Karp, 2009). La 

meiosis se divide en etapas, de acuerdo con el arreglo de la cromatina (núcleo 

interfásico) hasta cromosomas (profase, metafase, anafase y telofase); la primer 

división, meiosis I, está compuesta por: profase I, metafase I, anafase I y telofase I. La 

profase I es un proceso largo que puede llevar varios días, y que a su vez se divide en 

sub-fases:  

Leptoteno, la cromatina se compacta y permite la identificación de los 

cromosomas a manera de estructuras filamentosas o gránulos, es posible observar 

cromátidas hermanas de los cromosomas.  

Cigoteno, se aparean los cromosomas homólogos, sinapsis, y se forma el 

complejo sinaptonémico, el cual permite la interacción de las cromátidas que da origen 

a configuraciones cromosómicas tales como los “bivalentes” o “tétradas”. El primero 

resulta de dos cromosomas homólogos y el segundo de cuatro cromátidas. 

Paquiteno, el complejo sinaptonémico se forma completamente y permite el 

entrecruzamiento o “crossing-over”, que ocurre en los nódulos de recombinación. 

Diploteno, se observa una disolución parcial del complejo sinaptonémico que 

permanece presente mediante estructuras con forma de “X” llamadas quiasmas, 

resultantes de las interacciones covalentes de los homólogos. 

Diacinesis, se ensambla el huso meiótico e inicia la separación de los 

cromosomas, comienza la compactación (se observan bivalentes que se desplazan 

hacia el ecuador o placa de la metafase), el nucléolo desaparece y la envoltura nuclear 

se desintegra (Figura. 2) (John, 1990; Alberts et al., 2006; Brooker, 2008; Karp, 2009; 

Rodríguez et al., 2009). 

En la metafase I, los cromosomas bivalentes migran hacia la placa ecuatorial y 

los centrómeros de los cromosomas homólogos se orientan hacia opuestos a la placa.  
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Figura 2. Esquematización de los eventos que ocurren durante la profase I. (Tomado y modificado de 
Brooker, 2008). 

 

Anafase I, existe un alineamiento de los cromosomas en la placa ecuatorial y se 

han disuelto los quiasmas, los homólogos que poseen sus cromátidas unidas a los 

centrómeros se separan y comienzan una migración hacia los polos.  

En la telofase I la migración hacia los polos ha concluido, dando a cada célula un 

complemento haploide, cuando la telofase I termina se presenta la intercinesis, que es 

la entapa entre divisiones meióticas y que permite caracterizar estadios celulares como 

los espermatocitos secundarios u ovocitos secundarios (Brooker, 2008; Karp, 2009; 

Rodríguez et al., 2009; Gilbert, 2010,). 

La meiosis II es un segundo proceso de división sin duplicación del material 

genético. 
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La profase II, los cromosomas se compactan nuevamente y migran hacia una 

nueva placa de la metafase, dando lugar al inicio y final a la metafase II. La anafase II, 

segregación ecuacional de los centrómeros guiada por la unión de los cinetocoros a 

fibras del huso meiótico y una consecuente migración hacia los polos. 

 La fase final de la meiosis II es la telofase II, en la cual se reensambla la 

envoltura nuclear y se divide el citoplasma dando origen a la formación de cuatro 

células haploides (Figura 3) (John, 1990; Brooker, 2008; Karp, 2009; Rodríguez et al., 

2009; Gilbert, 2010).  

Como se mencionó, el proceso de división meiótica hace posible que las células 

gaméticas femeninas y masculinas contengan la cantidad de información genética 

adecuada para la complementación entre sí, lo cual es indispensable para la 

reproducción sexual. Dependiendo del sexo del organismo la meiosis forma parte de la 

espermatogénesis en los machos o la ovogénesis en las hembras, estos procesos 

estarán auxiliados por otras celulares como las células accesorias, enfermeras o 

foliculares, la terminología puede variar dependiendo del autor y del organismo en 

cuestión, sin embargo la función general es la de nutrir y brindar soporte a las células 

gaméticas en desarrollo (Wägele, 1992).  

La espermatogénesis inicia con la espermatocitogénesis o la fase de 

multiplicación, en la cual están implicadas unas células conocidas como 

espermatogonias, estas son generalmente grandes con respecto a otros tipos celulares 

y presentan cromatina dispersa. Durante la espermatocitógenesis únicamente ocurren 

múltiples divisiones mitóticas que dan origen a poblaciones numerosas de 

espermatogonias y que son un factor determinante en la cantidad de espermatozoides 

que puede formar la especie (Roosen-Runge, 1977). 

La transición de la fase mitótica a la meiótica dentro de las gónadas es producto 

de la regulación hormonal. Las hormonas participan dentro del desarrollo de las 

estructuras reproductivas de diferentes maneras, en estadios juveniles detienen su 

desarrollo y cuando el organismo alcanzan su forma o talla adulta estimula la 

maduración de las gónadas, el inicio de las divisiones meióticas al interior de las 

mismas y la diferenciación celular de los gametocitos.  
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Figura 3. Esquematización de los eventos de la meiosis I y meiosis II, (Tomado y modificado de Brooker, 
2008). 
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En los crustáceos, las hormonas involucradas y las vías implicadas se conocen 

bien, ya que tienen aplicaciones biotecnológicas y en la acuacultura. Una hormona 

importante en la maduración y desarrollo sexual es la ecdisona, la cual regula los 

momentos en los que estos organismos llevan a cabo la ecdisis (muda). Después de 

varios ciclo de ecdisis, se activa un mecanismo de control neuro-endocrino que también 

implica a los órganos X y Y (glándulas localizadas en la región sub-ocular y maxilar, 

respectivamente). La diferencia en la liberación de ecdisona después de varios ciclos 

altera la relación antagónica del complejo GIH-GSH (Hormona inhibidora de la gónada- 

Hormona estimulante de la gónada). La ecdisona funciona entonces como antagonista 

de GIH y permite así que GSH tenga efecto sobre los órganos reproductivos, 

haciéndolos madurar. El descenso de los niveles de GIH también tiene una función 

sobre el órgano Y, que libera hormonas como la metil farnesoato (MF) y ácido 

farnesóico (FA), la cuales tienen un efecto directo sobre el inicio de la gametogénesis 

de ambos sexos, aunque en la masculina también se observa la presencia de las 

hormonas androgénicas I y II (AHI y AHII) (Laufer, et al., 1993; Nagaruju, 2011; Aprajita, 

et al., 2014).  

Después de los eventos del control hormonal que inician la maduración sexual 

observa el inicio de la fase meiótica, las células participes en esta fase en los machos 

son llamados espermatocitos, los espermatocitos primarios comprenden la meiosis I, 

mientras que los espermatocitos secundarios se caracterizarán desde la intercinesis 

hasta el fin de la meiosis II. Los espermatocitos primarios son generalmente de talla 

grande dada su doble dotación genética y se pueden observar las fases de la meiosis I. 

Los espermatocitos secundarios presentaran una menor talla con relación a los 

primarios y una compactación visible del material genético. Al terminar la meiosis II las 

células resultantes son las espermátidas que inician la última fase de la 

espermatogénesis, la espermiogénesis, la fase de diferenciación hacia los 

espermatozoides, los cuales representan la fase final del proceso (Roosen-Runge, 

1977; Gilbert; 2010). 

En las hembras ocurre un proceso similar, que inicia con una fase mitótica en la 

que están implicadas las ovogonias, posterior a los eventos de regulación hormonal, 

que en el caso de las hembras se ven mayormente influenciados por la actividad de la 
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ecdisona, ya que para iniciar la maduración las hembras deben alcanzar una talla 

específica determinada por el número de ciclos de ecdisis. Inicia la fase meiótica y con 

ello será posible observar a los folículos primordiales, primarios y secundarios, los 

cuales se encuentra rodeados por las células foliculares.  

Las divisiones meióticas de los ovocitos o folículos, a diferencia de los 

espermatozoides, no forman cuatro gametos, sino un solo gameto funcional y tres 

cuerpos polares, esto es debido a que las divisiones meióticas no son geométricamente 

iguales, al final los cuerpos polares morirán y serán reabsorbidos. Estos estadios 

celulares se caracterizarán como ovocito o folículo primario si han alcanzado la meiosis 

I y secundario si han alcanzado la meiosis II (Figura 4) (Wägele, 1992; Curtis et al. 

2008; Gilbert, 2010; Aprajita, et al. 2014). 

Otra forma de caracterizar a este tipo de células ya que pueden variar en 

dependiendo del organismo, por la existencia de particularidades de maduración sexual 

u hormonal a lo largo del ciclo de vida, es mediante la morfología de las células 

foliculares adyacentes (Wägele, 1992). 

Finalmente se debe de reconocer que la meiosis y los dos proceso derivados de 

esta, espermatogénesis y ovogénesis, juegan un papel importante desde la perspectiva 

biológica, ecológica y evolutiva, ya que son la base de la reproducción sexual que 

permite la variabilidad genética, que a su vez lleva a la diversidad genotípica y 

fenotípica (John, 1990).  

 



Ciclo gonádico de Erichsonella attenuata                                                                 Reyes Aldana Hugo Enrique 

- 14 - 
 

 
Figura 4. Esquematización del proceso de espermatogénesis y ovogénesis. (Tomado y modificado de 
Alberts et al., 2008). 
 
 
Anatomía interna e histología de isópodos 

 En el caso particular de los crustáceos la histología es una herramienta que ha 

permitido el estudio de los diferentes órganos, que va desde estructuras como el 

hepatopáncreas, sistema nervioso, tracto digestivo, sistema reproductivo, además de 

enfermedades que organismo de importancia económica podrían presentar (Bell y 

Lightner, 1988; Harrison y Humes, 1991A y B; Bortolini, 2003; Bortolini y Álvarez, 2008). 
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En el caso de los isópodos los trabajos sobre el sistema digestivo y nervioso son 

los más abundantes, algunos otros tratan acerca de cambios en el hepatopáncreas y 

unos cuantos más se avocan a las gónadas, aunque la gran mayoría son casos de 

estudio de isópodos terrestres ( Holdich, 1971; Longo et al., 1998; Wilson, 1991; 

Wägele, 1992; Schuldt, 1993; Suzuki y Ziegler, 2005; Ziegler et al., 2005; Millaku et al., 

2010; Ziegler y Suzuki, 2011; Vittori et al., 2012). 

Las gónadas de isópodos de vida libre son semejantes en especies marinas y 

terrestres, aunque dependiendo de la anatomía de la especie tendrán diferencias. De 

manera general los machos poseen testículos pareados, ubicados longitudinalmente 

que pueden constar de un par compartimentado de tres pares de testículos en el caso 

de organismos de vida libre y hasta cuatro en el caso de organismos parásitos, estas 

gónadas están distribuidas acorde a la anatomía de la especie, sin embargo de manera 

general se menciona que recorren la longitud total del organismo desde el segmento 

posterior al cefalón y hasta el último del pleón. Anatómicamente se encuentran en 

posición dorso-lateral y se encuentran rodeadas por estructuras como paquetes 

musculares, túbulos hepatopancreáticos, tracto digestivo y sistema hemal. Es posible 

distinguir a las gónadas por las células que albergan como son las espermatogonias, 

espermatocitos, espermátidas y espermatozoides, pero también es posible distinguirlas 

mediante las células accesorias, las cuales son alargadas, de pequeño tamaño y con 

núcleos relativamente grandes; que están organizadas a manera de lámina 

conformando el perímetro de la gónada (Wägele, 1992; Longo et al., 1998; Suzuki y 

Ziegler, 2005).  

Las hembras en contraste son más diversas, en el caso de las especies 

parásitas, presentan ovarios a manera de sacos pareados compartimentados, que 

están albergando distintas fases de la ovogénesis; los organismos de vida libre que 

poseen una forma abultada-redondeada, tienen ovarios con un perímetro epitelial 

formado por las células foliculares, que además de auxiliar a los ovocitos en desarrollo, 

pueden diferenciarse en hacia un folículo y en consecuencia hacia un ovocito 

(Highnam, 1977). 

 Las especies con una anatomía más elongada presentan una gónada bilobulada 

dorso-lateral, con los gonocitos dispuestos a manera de collar de perlas, es decir en 
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filas que recorren al organismo desde el segmento posterior al cefalón y hasta el 

anterior al pleón, de manera similar a los machos. Las filas compuestas por gonocitos 

en distintas etapas de desarrollo, pueden ser o no consecutivas.  

Una diferencia significativa que existe con respecto a los machos son las células 

foliculares, ya que en las hembras se pueden presenciar cambios en su morfología con 

respecto al desarrollo de los gonocitos; en especies de vida libre, las células foliculares 

rodean al ovario y tiene una forma esférica o cubica cuando este se encuentra en una 

etapa inicial, conforme el desarrollo avanza estas comienzan a aplanarse y a perder 

volumen, por ceder nutrientes para auxiliar a la progresión de los gonocitos y por el 

aumento de presión interna, en etapas finales incluso puede ser difícil apreciar los 

núcleos y estas pueden llegar a verse únicamente como una lámina. En etapas finales 

se observa un crecimiento de los gonocitos que llega a ocupar un volumen considerable 

de la anatomía interna del organismo. De la misma manera que en los machos, los 

órganos internos como túbulos hepatopancreáticos, tracto digestivo, sistema hemal y 

paquetes musculares, se encontraran alrededor de las gónadas; pero con el 

crecimiento de estas, los demás órganos son desplazados hacia la periferia del cuerpo 

del organismo, lo que incluso lleva a la compactación de estas estructuras.  

Previa a la etapa final de organismos marinos de vida libre que es el desove, se 

desarrollarán osteguitos, que son prolongaciones de la cutícula en la región ventral del 

organismo para conformar un marsupio, al fecundarse los ovocitos, migran hacia el 

marsupio, convirtiéndose en embriones, y se alojan ahí hasta la liberación al medio 

entendiendo entonces que existes cuidados maternos por tiempos determinados para 

cada una de las diferentes especies (Bell y Lightner, 1988; Wilson 1991; Wägele, 1992; 

Schuldt, 1993). 
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Antecedentes.- 
E. attenuata ha recibido poca atención, lo que se refleja en la literatura con 

escasos, generalmente se encuentra en estudios de diversidad poblacional de 

crustáceos, revisiones taxonómicas y estudios de hábitos alimenticios relativos a sus 

depredadores, o competidores que presentan las mismas características ecológicas. 

El género Erichsonella fue establecido por James Dwight Dana en 1849 para 

incluir a Erichsonia angulata, una especie tropical encontrada en Rio de Janeiro, Brasil. 

Posteriormente Edward John Miers sinonomizó el género con Cleantis (Dana, 1849), y 

en 1900 Charles Harriet Richardson publicó una clave del género Idoteidae, lo que 

eliminó a Cleantis como sinónimo e incluyó a Erichsonia, al cual nombró Erichsonella; 

inicialmente compuesto por tres especies: E. attenuata (Harger, 1873); E. filiformis (Say, 

1818) y E. floridana (Richardson, 1901). El género actualmente consta de siete 

especies (Dana, 1849; Pirés, 1984; Kensley y Schotte, 1989; Poore y Schotte, 2014). 

En el Golfo de México se ha reportado la presencia de E. attenuata en las costas 

Texanas, en la zona intermareal de 0 a 20m de profundidad (Richardson, 1905; Pirés, 

1984; Kensley y Schotte 1989; Boström y Mattila, 2005; Schotte et al., 2009), en las 

regiones Noroeste y Noreste, que están delimitadas al sur por el paralelo 25 N (Schotte 

et al., 2009). 

Su importancia resulta de representar una considerable parte de la producción 

secundaria sobre pastos marinos, y por lo tanto en la dieta de organismos asociados a 

éstos como peces y otros crustáceos, algunos son de importancia económica y 

ecológica, como en el caso del pez Sygnathus fuscus o pez pipa que pertenece a la 

familia Syngnathidae, para quien E. attenuata representa hasta un 40% de su dieta 

(Ryer y Orth, 1987; Larkum et al., 2006).  

Por otra parte, su papel como competidor permite que no proliferen otras 

especies semejantes, ya que es una especie dominante de la carcinofauna asociada a 

pastos marinos, lo cual evita la pérdida del balance de las poblaciones de otras 

especies de crustáceos (Ryer y Orth, 1987; Fredette et al. 1990; Boström y Mattila, 

1999).  

Como herbívoro y detritívoro es importante puesto que previene la acumulación 

de materia orgánica en las zonas que habita, así como la proliferación excesiva de las 
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especies de pastos marinos y algas a las cuales se encuentra asociado, por lo cual, su 

presencia se puede asociar a zonas que gozan de un buen equilibrio ambiental (Ryer y 

Orth, 1987; Ferguson et al., 1993; Kensley et al., 1995; Boström y Mattila, 1999; 

Boström y Mattila, 2005; Darcy y Eggleston, 2005; Sheridan, 2004). 

Existen algunos trabajos experimentales sobre la capacidad de E. attenuata para 

fungir como un colonizador primario en ambientes de praderas marinas devastadas por 

la acción de fenómenos naturales o actividades antropogénicas; dichos estudios llegan 

a la conclusión que este isópodo posee un amplio espectro de adaptabilidad, soporta 

valores de pH que van de ácidos a alcalinos, intervalos amplios de temperatura 

(euritermos) y una capacidad de soportar umbrales de salinidad de dulces a salados 

(eurialinos). Después de un evento destructivo, E. attenuata junto con fauna 

acompañante compuesta de otros crustáceos y moluscos, dispersan mediante zoocoria 

diferentes especies de pastos marinos, lo cual se ve favorecido por la naturaleza 

detritívora de muchos de estos organismos, ya que altera positivamente el sustrato 

favoreciendo el crecimiento de esta flora. Posteriormente la vegetación crece y da 

oportunidad a esta y otro tipo de fauna de proliferar, lo que resulta en el reclutamiento 

de especies depredadoras; sin embargo la presencia de E. attenuata puede ser 

ambigua, ya que arroja información de un ecosistema en buenas condiciones, uno en 

estado de recuperación o uno que haya sido fuertemente alterado; para corroborar el 

papel que E. attenuata juega se deben de realizar comparaciones con las otras 

especies cohabitantes,  dado que la proporción de estas determina como interaccionan 

con el ambiente (Sheridan, 2004; Darcy y Eggleston, 2005; Blake y Duffy, 2010; 

Lawless y Seitz, 2014). 

Con respecto a las características reproductivas, citológicas e histológicas de E. 

attenuata, los trabajos son inexistentes, aunque existen algunas investigaciones con 

organismos similares. Los estudios sobre hábitos reproductivos de isópodos terrestres y 

marinos no son raros dentro del registro bibliográfico, incluso existen algunos de 

organismos de grandes profundidades como Bathynomus doederleini, aunque 

comunmente los organismo terrestres, parásitos y marinos de zonas intermareales de 

tamaño pequeño reciben mayor atención. Estos trabajos se abocan al análisis de la 

estructura poblacional, fecundidad, morfometrías relativas a los sexos y etapas 
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reproductivas, e incluso existen algunos que abordan la etología de estos organismos. 

La mayoría de estos estudios coinciden con que existe una relación entre la talla de las 

hembras en etapas reproductivas y el número de huevos albergados en el marsupio y la 

existencia de una reproducción no estacional (Soong y Mok, 1994; Marques et al., 

1994; Lefebvre y Caubet, 1999; Fonseca et al., 2000; Rocha et al., 2002; Sparkes et al., 

2002; Achouri et al., 2002; Tsai y Dai, 2003; Bakenhaster et al., 2006; Romero y 

Román, 2008; Montesanto et al., 2012; Sokolowicz y Araujo, 2013; Romero y Román, 

2013).  

Refiriéndose a trabajos que abordan las características histológicas y/o 

citológicas de las gónadas de isópodos, éstos son escasos, por lo cual es necesario 

recurrir a trabajos de especies muy diferentes, como ejemplo se puede citar a Shuldt 

(1993), quien se ocupó del caso de Probopyrus ringueleti, isópodo parásito, aunque 

también existen trabajos más recientes, que de la misma manera abordan las 

características histológicas de isópodos parásitos o terrestres (Manship et al., 2011; 

Warburg, 2012; Romero, 2014). Los trabajos acerca de la histología de otros órganos 

de isópodos se enfocan al aparato digestivo, sistema nervioso y vascular (Longo et al., 

1998; Suzuki y Ziegler, 2005; Ziegler et al., 2005; Millaku et al., 2010; Ziegler y Suzuki, 

2011; Vittori et al., 2012). 

Debido a que estos trabajos son en su mayoría de isópodos terrestres, es 

necesario recurrir a descripciones generales del grupo como la que realizó Wägele 

(1992) para proporcionar un panorama general de la histología de todos los isópodos. 

La citología de isópodos está poco abordada, generalmente los objetos de 

estudio de esta área son isópodos hermafroditas o dimórficos, en los cuales se analizan 

los cambios cromosómicos ocurridos durante la gametogénesis (Staiger y Bocquet, 

1954; Holdich, 1971; Cladera, 1981; Mittal y Pahwa, 1981; Rocchi et al., 1984).  

Los trabajos más recientes relativos a esta especie corresponden a un estudio 

poblacional en un ciclo anual y la ampliación de su área de distribución en costas 

mexicanas, en específico en la laguna de Tamiahua, Veracruz y en la laguna de 

Términos, Campeche (Reyes et al., 2011; Bortolini et al. 2012, 2013), la cual 

únicamente estaba limitada a las costas de norteamericanas (Texas, Louisiana, 

Mississippi, Alabama y Florida) del Golfo de México.  
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Es por esto y debido a la escasa cantidad de información que se encuentra en la 

literatura especializada acerca de la reproducción de isópodos marinos de vida libre, 

que este estudio pretende fincar un precedente, para entender la reproducción del 

orden Isópoda ya que es escasa la literatura del desarrollo gonadal de estos 

crustáceos.  

Reconociéndose como un aspecto importante la identificación los cambios en las 

gónadas de los organismos de ambos sexos, para evidenciar las transiciones 

estructurales a nivel tisular y celular que están involucradas en su ciclo reproductivo, y 

como es que esto se relaciona con la ecología de la especie.  
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Objetivos.- 
 
General 

Documentar las características generales del ciclo reproductivo en Erichsonella 
attenuata en la Laguna de Tamiahua, Veracruz, México. 
 
Particulares 

Con la finalidad de poder abordar los diferentes aspectos que se pretenden 
evaluar en este trabajo, los objetivos particulares se presentan a nivel poblacional, 
histológico y citológico. 
 
Estudio poblacional 

 Determinar los valores de proporción sexual, fecundidad, relación de 
talla/#embriones producidos por las hembras. 

 
Histología del tejido gonadal 

 Describir la ubicación y organización del tejido gonádico para hembras y machos 
de E. attenuata.  

 
Características citológicas 

 Exponer el proceso de formación de gametos femeninos y masculinos en E. 
attenuata  

 Identificar las fases de la meiosis a lo largo del proceso de formación de gametos 
masculinos en E. attenuata.  
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Área de estudio.- 
 

La Laguna de Tamiahua en el Estado de Veracruz, México; es en extensión la 

tercera de la República Mexicana, mide cerca de 800 km2 y se ubica en el Norte del 

Estado de Veracruz, entre el Río Pánuco al Norte y el Río Tuxpan al Sur ; ésta se 

encuentra ubicada entre los 21°16´y 22° 06´ latitud Norte y 97°23´y 97°46´ longitud 

Oeste, limita al norte con el Río Pánuco y al sur con el Río Tuxpan (Franco y Chávez, 

1992) (Figura 5). 

 
Figura 5.- Mapa de ubicación de la Laguna de Tamiahua e isla El Ídolo en el Estado de Veracruz, 

México.
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Material y métodos.- 
 
Trabajo de campo 

Se realizaron siete recolectas de manera bimestral entre julio de 2010 y agosto 

de 2011. En cada uno de los sitios de colecta de la Laguna de Tamiahua en el Estado 

de Veracruz, México; se procesaron  20kg de sustrato, con tamices de apertura de 

malla de 1.6 y 2.0 mm y se tomaron datos de los factores físico-químicos como 

salinidad, pH y temperatura con el multiparamétrico Hanna HI9828. La geoposición fue 

obtenida con un GPS Garmin eTREX Venture HC. 

Los organismos se obtuvieron a partir de los tamizados fueron depositados en 

frascos PET de boca ancha de 1,000 ml, algunos conservados con EtOH 70% y otros 

fijados con solución Davidson´s (Anexo 1), a cada una de las muestras se le anexó una 

etiqueta con los datos de colecta: geoposición, número de estación, fecha, datos físico-

químicos y nombre de los colectores (Figura 6). Aquellos organismos fijados en 

solución Davidson´s fueron destinados al proceso histológico. 

 

Trabajo de laboratorio 
Una vez en el laboratorio las muestras fueron lavadas con agua corriente por 6 

horas, la totalidad de organismos constituyentes fue aislada del resto de la materia 

orgánica y posteriormente conservadas en EtOH 70%. Los organismos pertenecientes 

a E. attenuata fueron separados del resto de la fauna colectada compuesta de varios 

grupos taxonómicos, no solo crustáceos, bajo un microscopio estereoscópico Olympus 

SZ2-ILST. Se determinó el sexo y se obtuvieron las siguientes medidas morfológicas: 

largo del cefalón (LC) el cual está delimitado entre el perfil medio anterior y el perfil 

medio posterior de la cabeza; largo del pereión (LPe) que va del perfil medio anterior 

del primer segmento al perfil medio posterior del séptimo segmento torácico y largo del 

pleón (LPl) que va del perfil medio anterior al perfil medio posterior del abdomen, así 

como el largo total del organismo (LT) que está constituido del perfil medio anterior de 

la cabeza al perfil medio posterior del abdomen (Figura 7).  

Para determinar el sexo de los organismos se consideró para los machos la 

presencia de penes y estiletes, los primeros ubicados entre el final del octavo segmento 
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corporal y el principio del pleón, mientras que los segundos se encuentran localizados 

detrás del segundo par de pleópodos (Figura 7). La ausencia de estas estructuras 

determinaba a una hembra, aunque los gonoporos pueden ser identificados mediante 

Microscopía electrónica de barrido (MEB) en el quinto segmento. Finalmente, se asignó 

una clave numérica para su posterior identificación a cada uno de los organismos. 

Se establecieron subconjuntos de machos (♂), hembras no ovígeras (♀NO) y 

hembras ovígeras (♀O) para su manejo. En el caso de las hembras ovígeras se 

procedió a la separación de los embriones de los osteguitos mediante la apertura de 

estos con agujas de disección, éstos fueron contabilizados y conservados en lo 

individual en viales Eppendorf® de 0.5 ml con EtOH 70%. 

Ejemplares de cada grupo fueron seleccionados para la toma de fotomicrografías 

con un microscopio estereoscópico Leica MB80 en el Taller de Biología de Animales III 

de la Facultad de Ciencias (FC) de la Universidad Nacional Autónoma de México 

(UNAM) y con el microscopio electrónico de barrido Hitachi SU 1510 del Laboratorio de 

Microscopía y Fotografía de la Biodiversidad del Instituto de Biología (IB) de la UNAM. 

Una muestra fue depositada en la Colección Nacional de Crustáceos (CNCR) del 

IB de la UNAM como referencia para futuros trabajos. 
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Figura 6.- Erichsonella attenuata. A, medidas morfológicas obtenidas para el estudio. Largo del cefalón 
(LC), largo del pereión (LPe), largo del pleón (LPl) y largo total (LT). B) Macho. B) Hembra ovígera. D) 
Imagen de microscopia electrónica de barrido (SEM) de un gonoporo el isópodo. E) Vista de la región 
interior de los penes. F) Vista de la región exterior de los penes. G) Imagen de SEM de un estilete, en el 
que también se observa el segundo pleópodo al cual está asociado. A, tomado y modificado de Pirés, 
1984. 
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Análisis estadístico 
Se elaboró una base de datos para el análisis morfométrico en la cual se 

consideraron las medidas de largo de cefalón (LC), largo de pereión (LPe), largo de 

pleón (LPl) y largo total (LT). Dicha base de datos contiene también el género del 

organismo, fecha de captura, geoposición y parámetros fisicoquímicos. A partir de la 

base de datos, se utilizó un análisis multivariado, con los estadísticos de análisis 

discriminante y análisis de regresión. Para determinar la variable más representativa a 

utilizar para establecer cuál era la medida morfológica, de las cuatro tomadas, que 

ofrece mejor información dentro de la población y establecer los intervalos de clase, así 

como la relación talla y número embriones en el caso de las ♀O. 

En la primer parte se efectuaron algunos análisis discriminantes para determinar 

la variable (cefalón, pereión, pleón y el largo total) que sería utilizado para el análisis 

estadístico.  

Como método se utilizó la estrategia de inclusión de variables por pasos, las 

variables fueron incluidas paso a paso a la función discriminante tras evaluar su grado 

de contribución individual a la diferenciación entre los grupos. Cada variable 

independiente candidata a ser incluida en el modelo se evalúa mediante un estadístico 

F, que mide el cambio que se produce en el valor de la λ de Wilks al incorporar cada 

una de las variables al modelo. La λ de Wilks expresa la proporción de variabilidad total 

no debida a la diferencia entre los grupos (Anderson, 1984; Seber, 1984). Para usar el 

estadístico F en la selección de variables se determina el valor p, correspondiente a la 

inclusión de cada variable en la discriminación. Así una variable pasa a formar parte de 

la función discriminante si el nivel crítico asociado al valor del estadístico F es menor a 

0.05; es expulsada de la función si ese nivel crítico es mayor o igual a 0.05.  

Se hicieron regresiones lineales simples con dos mediadas morfológicas y el 

número de embriones. Se construyeron modelos lineales simples para explicar el 

número de embriones a través de la variable independiente (pleón y largo total).  

Se establecieron catorce intervalos de clase para conocer la distribución por 

tallas de la población en general, dividiéndola a su vez en los tres subgrupos: ♂, ♀NO y 

♀O. La construcción de los intervalos de clase se realizó considerando LT, medida que 

resultó seleccionada tras el análisis estadístico. Los intervalos fueron construidos a 
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partir de LT y del número total de organismos muestreados (2,315). Se obtuvieron los 

valores máximo y mínimos de esta medida, y al dividirse entre 14 se determinó el ancho 

del intervalo. Para fijar los valores extremos de cada intervalo se consideró al mínimo 

de esta medida y éste fue el extremo izquierdo del primer intervalo, se le sumó el ancho 

del intervalo y con ello se calculó el extremo derecho de este primer intervalo; para los 

subsecuentes intervalos, el extremo izquierdo fue calculado sumando 0.01 al extremo 

derecho del intervalo anterior y el extremo derecho era obtenido sumándole el ancho 

del intervalo.  

Se procedió a hacer las gráficas de los tres subconjuntos de la población, 

hembras ovígeras, hembras sin huevos y machos, considerando los intervalos 

construidos, fechas de captura y total de organismos. 

El segundo grupo de pruebas consistió en contrastar si todas las distribuciones 

de las hembras son iguales en las fechas de captura.  

Con base en el análisis, las morfometrías tomadas y el conteo de embriones en 

el marsupio, además de las referencias en las que se hace alusión a esta metodología 

(Fonseca et al., 2000; Achouri et al., 2002; Rocha et al., 2002; Tsai y Dai, 2003; 

Bakenhaster et al., 2006; Romero y Román, 2008; Montesanto et al., 2012; Sokolowicz 

y Araujo, 2013; Romero y Román, 2013), se decidió considerar LT del organismo y el 

número de embriones en el marsupio como parámetros base para determinar los 

valores de fecundidad.  

Para la obtención de la fecundidad hipotética se utilizaron las fórmulas de TGF, 

TFG y TEF. Para estimar la fecundidad real se modificaron las fórmulas antes 

mencionadas considerando únicamente las hembras ovígeras, en vez de la totalidad de 

las hembras con sus correspondientes embriones.  

 
Técnica histológica 

Para la realización de la técnica histológica, se seleccionaron 92 isópodos (46 

machos y 46 hembras) de todas las tallas ubicadas dentro de los intervalos de clase 

previamente establecidos, que en campo fueron particularmente fijados en solución 

Davidson´s (Anexo 1) y posteriormente conservados en EtOH 70%. Los organismos 
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fueron colocados en casettes para biopsia y se inició el proceso de deshidratación e 

inclusión en paraplast con punto de fusión de 56-58 ºC (Anexo 2). 

Una vez incluidos en paraplast, se procedió a cortar de los organismos de 

manera transversal y longitudinal en sentido dorso-ventral. Se realizaron cortes con un 

grosor de 5-7 µm con un micrótomo rotatorio Leica RM2125RT, finalmente se aplicaron 

dos técnicas de tinción: Hematoxilina-Eosina (H-E), la cual permitió observar en un 

panorama general las estructuras que conforman a los organismos (Anexo 3) y la 

técnica de Lendrum (Anexo 4), que permite observar material genético de manera 

diferencial con respecto al resto de las estructuras (Figura 7). 

Las laminillas histológicas una vez secas, se observaron en un microscopio 

óptico Zeiss Axiostar a diferentes aumentos (10X, 40X y 100X), seleccionándose 

campos para una posterior toma de fotomicrografías. 

 

 
Figura 7.- Flujo de actividades para el procesamiento de los organismos en sus diferentes etapas.
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Toma de fotomicrografías 

Para la obtención de fotomicrografías en formato digital se utilizó el microscopio 

estereoscópico LEICA MB80 del Taller de Biología de animales III de la FC de la 

UNAM.  

En el caso de los organismos procesados con MEB: a) fueron colocados en 

solución jabonosa y sonicados durante 30 minutos para remover materia adherida a la 

anatomía externa, b) devueltos a EtOH 70% y desecados a punto crítico, c) se 

cubrieron con oro.  

Las fotomicrografías se obtuvieron con un microscopio Hitachi SU 1510.  

A partir de las laminillas histológicas se seleccionaron los campos apropiados 

para la toma de fotomicrografías en el laboratorio de Microcine de la FC de la UNAM 

con un fotomocroscopio Olympus Provis AX70 con una cámara Evolution MP de 6 

megapíxeles, todas las fotomicrografías se obtuvieron en microscopía de campo claro.  

Para la citología masculina, la descripción de la meiosis I y espermatogénesis, se 

utilizó el microscopio Zeiss Axiostar con la adaptación de la cámara Sony Cybershot® 

DSC-W270 de 12.1 megapíxeles. 
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Resultados.- 
 
Análisis estadístico 

En las colectas del periodo entre julio del 2010 y agosto del 2011 se obtuvieron 

2,315 individuos de E. attenuata, fueron medidos en diferentes longitudes del cuerpo, 

se determinó el sexo y en las hembras grávidas, se contabilizaron los embriones 

colocados entre los pleópodos. 

De las morfometrías obtenidas, se seleccionó la de mayor relevancia en términos 

estadísticos para realizar la evaluación de los parámetros morfométricos 

correspondientes a la especie, para ello se elaboró un análisis multivariado discrimínate 

con las variables LC, LPe, LPl y LT. En un primer análisis se tomaron en consideración 

LC, LPe y LPl, tras este análisis se eliminó LC, en un segundo análisis se incluye LT y 

como resultado la eliminación de LPl y en el último se realizó únicamente con LT y LPe, 

resultando ser LPe la variable más fuerte, sin embargo, con base en la literatura 

(Fonseca et al., 2000; Rocha et al., 2002; Tsai y Dai, 2003; Achouri et al., 2002; 

Bakenhaster et al., 2006; Romero y Román, 2008; Montesanto et al., 2012; Sokolowicz 

y Araujo, 2013; Romero y Román, 2013) se decidió trabajar con LT (Tabla 1).  

 
Tabla 1. Análisis multivariado. Se muestran los valores obtenidos de tres análisis multivariados utilizando 
las morfometrías LC, LPe, LPl y LT α=0.05 
 

Análisis Variable λ de Wilks F p 

Primero 
LC 0.6925 0.0295 0.8637 
LPe 0.9873 139.9079 0.000 
LPl 0.9912 237.4008 0.000 

Segundo 
LPe 0.8878 0.0376 0.0275 
LPl 0.9921 231.684 0.000 
LT 0.9942 160.357 0.000 

Tercero LPl 1.00 226.2164 0.000 
LT 1.00 208.5081 0.000 

 

Con base en LT, se establecieron catorce intervalos de clase que agruparon las 

frecuencias absolutas y relativas para cada uno de los subgrupos en los cuales se 

dividió la totalidad de organismos durante el estudio (♂, ♀NO y ♀O) (Tabla 2).  
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Tabla 2. Largo total mm (LT), intervalos de clase para frecuencia absoluta (N) y frecuencia relativa (%) de 
E. attenuata para hembras no ovígeras (♀NO), hembras ovígeras (♀O) y machos (♂). 

 ♀NO ♀O ♂ Total 
Intervalos de clase 

(LT) N % N % N % N % 

0.2-0.40 0 0 0 0 3 0.12 3 0.12 
0.41-0.60 18 0.77 0 0 29 1.25 47 2.03 
0.61-0.80 42 1.81 0 0 53 2.28 95 4.10 
0.81-1.0 91 3.93 0 0 126 5.44 217 9.37 

1.01-1.20 124 5.35 2 0.08 151 6.52 277 11.96 
1.21-1.40 174 7.51 9 0.38 204 8.81 387 16.71 
1.41-1.60 223 9.63 85 3.67 173 7.47 481 20.77 
1.61-1.81 108 4.66 125 5.39 140 6.04 373 16.11 
1.81-2.0 20 0.86 46 1.98 130 5.61 196 8.46 

2.01-2.20 5 0.21 10 0.43 81 3.49 96 4.14 
2.21-2.40 7 0.30 0 0 64 2.76 71 3.06 
2.41-2.60 1 0.04 0 0 40 1.72 41 1.77 
2.61-2.80 1 0.04 0 0 28 1.20 29 1.25 
2.81-3.0 0 0 0 0 2 0.08 2 0.08 

Total 814 35.16 277 11.96 1,224 52.87 2,315 100 
 

En función de los intervalos de clase, se pudo observar que los machos 

presentan una distribución más amplia dentro de los intervalos de clase, lo contrario a 

las hembras que difícilmente alcanzaron tallas entre los intervalos 1.8 a 3.0 cm de LT. 

Asimismo las hembras ovígeras se observaron en los intervalos de clase que están 

entre los 1.21 cm y 2.20 cm de LT, y representan los últimos intervalos de la distribución 

de las tallas femeninas (Figuras 8 y 9).  

La frecuencia absoluta (N), frecuencia relativa (%) y el porcentaje total de 

machos en comparación con las hembras ♀ NO y ♀O se obtuvo para cada una de las 

fechas de muestreo (Tabla 3). De la misma forma se estableció la frecuencia relativa 

para los subgrupos (♂, ♀NO y ♀O) con respecto a las fechas de colecta, en la figura 10 

se puede observar un par de picos, uno muy marcado en cuanto a la presencia de 

organismos durante el periodo mayo-agosto y otro menor para el periodo noviembre-

marzo. 
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Figura 8.- Intervalos de clase por frecuencia absoluta con base en LT para ♀NO, ♀O y ♂. 

 

 

 

 

Figuras 9.- Separación de los intervalos de clase por sexo. 
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Tabla 3.- Valores correspondientes a la abundancia por fecha de colecta. Frecuencia absoluta (N), 
frecuencia relativa (%), porcentaje total y proporción entre machos y hembras, para cada una de las 
fechas de colecta. Resaltado en gris se encuentran los valores totales. 

  ♂ ♀ NO ♀ O Total Relación 
Año Mes N % N % N % N % M:H 

2010 
julio 219 9.46 221 9.54 67 2.89 507 21.90 0.76:1 

septiembre 12 0.51 5 0.21 0 0 17 0.73 2.4:1 
noviembre 63 2.72 55 2.37 17 0.73 135 5.83 0.875:1 

2011 

enero 218 9.41 190 8.20 35 1.51 443 19.13 0.97:1 
marzo 49 2.11 25 1.07 24 1.03 98 4.23 1:1 
mayo 267 11.53 149 6.43 70 3.02 486 20.99 1.21:1 

agosto 396 17.10 169 7.30 64 2.76 629 27.17 1.70:1 
 Total 1,224 52.87 814 35.16 277 11.96 2,315 100 1.12 : 1 
 

 

Figura 10.- Frecuencia relativa de ♀ NO, ♀O y ♂ con respecto a la fecha de colecta. 

En la figura 10 se contrastan las subpoblaciones con la fecha de captura, se 

determinó si las distribuciones son iguales por subpoblación y fecha de captura, por 

medio de pruebas X2, prueba para diferencias en probabilidades; en un primer grupo de 

pruebas se contrastaron hembras y machos por fecha de captura (Conover, 1999; 

Sprent y Smeeton, 2007). Únicamente se encontraron distribuciones iguales en 

septiembre y noviembre del 2010, todas las demás tuvieron distribuciones diferentes 

(Tabla 4). 
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Tabla 4. Análisis de contraste por fechas de colecta entre machos y hembras. 

 

Con las hembras ovígeras se realizó una regresión lineal para determinar la 

relación del número de embriones contenidos en el marsupio vs LT. Al ajustar un 

modelo linear simple con origen en R2=0.745, es posible explicar la relación de un 

74.5% de los casos. El modelo ajustado es número de embriones (#E) igual a 1.41 

multiplicado por LT, se observó un incremento de 1.41 embriones por cada unidad de 

longitud (Figura 11). 

 

Figura 11.- Relación entre el intervalo de LT y el número de ovocitos por hembra ovígera. #Em= 1.41*LT. 
R2= 0.745 

 

 2010 2011 
 15/07 23/09 12/11 15/01 20/03 21/05 05/08 Total 
T 88.62 4.88 6.15 31.80 32.41 71.49 121.67 246.82 
p 1.4110-15 0.07 0.11 4.1510-05 6.0110-06 3.5010-12 2.8610-22 2.2710-48 
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A partir del análisis de la relación entre LT y #Em por hembra, se obtuvieron tres 

valores de fecundidad fundamentales, TGF, TFG y TEF; los valores se obtuvieron en 

las formas real e hipotética (Tabla 5, 6 y 7). 

Tabla 5. Valores absolutos de las hembras que se encuentran en talla reproductiva, hembras ovígeras, 
número de embriones totales y el promedio de embriones por hembra. 

Valores absolutos 
Hembras en intervalos reproductivos 929 
Hembras ovígeras 277 
Total de embriones 3,316 
Promedio de embriones por hembra 
# mínimo de embriones por hembra 
# máximo de embriones por hembra 

11.97 
1 

44 
% la población fecunda 29.81 

 
Tabla 6. Valores hipotéticos y reales de la Tasa de Fecundidad General (TFG) y Tasa Global de 
Fecundidad (TGF), por una población de 1000 organismos e individual. 

Tasas de fecundidad general y global 
 Por 1,000 Individual 
TFGhip 3569.43 3.57 
TFGreal 67975.56 68.00 
TGFhip 3314.00 3.314 
TGFreal 11971.11 11.97 

 
Tabla 7. Valores hipotéticos y reales de TEF, para una población de 1,000 individuos y de manera 
individual. 

Tasa específica de fecundidad 

Intervalos #♀ por 
intervalo ♀O #Em TEF TEF individual 

Hipotética Real Hipotética Real 
1.01-1.20 128 2 5 39.06 2500 0.04 2.5 
1.21-1.40 183 9 104 568.31 11,555.56 0.57 11.56 
1.41-1.60 308 85 741 2,405.84 8717.65 2.41 8.72 
1.61-1.81 233 125 1,452 6231.76 11,616 6.23 11.62 
1.81-2.0 66 44 875 13,257.58 19,886.36 13.26 19.89 

2.01-2.20 15 10 137 9,133.33 13700 9.13 13.7 
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Histología y citología 
A partir de las 46 hembras y 46 machos de diferentes tallas se obtuvieron 338 

laminillas histológicas con grosores de corte de 5-7µm en orientación en transversal y 

longitudinal y se aplicaron las técnicas de tinción de H-E y Lendrum. A partir de éstos 

de cortes de hembras (144) y machos (194) fue posible obtener un panorama 

histológico de la organización interna.  

Además se realizaron preparaciones por “squash” teñidas con acetorceína, estás 

preparaciones se obtuvieron de organismos completos conservados en EtOH70° de 

diferentes fechas de colecta, sin embargo el estado de conservación y el periodo 

transcurrido desde su colecta hicieron que dichos organismos perdieran consistencia, 

dificultando considerablemente la disección y observación, por lo cual estás 

preparaciones no fueron consideradas para esté trabajo 

 
Histología 

En una vista panorámica en corte transversal se pueden identificar estructuras 

como los túbulos hepatopancreáticos (Hp), sistema nervioso (SN), sistema hemal (SH), 

tracto digestivo (Td), paquetes musculares (Tm) y cutícula (Cu) (Figuras 12 y 13).  

 
Hembras 

Se observaron los cambios de las estructuras reproductivas y su relación con el 

resto de la anatomía interna. Lo más notable es el aumento de la talla de los ovocitos 

en maduración, lo cual lleva a una compactación de estructuras como el tracto hemal, 

túbulos hepatopancreáticos y tracto digestivo. Se apreció el desarrollo de los osteguitos, 

estructuras que conforman al marsupio y que resguardan a los embriones durante un 

periodo post-desove. Particularmente se observó una consecución reproductiva, dentro 

del cuerpo de la hembra se encuentra una cohorte de ovocitos en maduración, pero una 

siguiente generación de folículos primordiales se encuentra en estado de latencia de 

manera adyacente a los ovocitos en maduración, en el caso de las hembras en estado 

de pospuesta, mientras una generación se localiza en el marsupio, al interior del cuerpo 

se encuentran ovocitos en maduración. 
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Asimismo es evidente la relación de los ovocitos en maduración con respecto a 

otros órganos como los Hp, Td, SH, Son Tm, los cuales disminuyen el espacio que 

ocupan dentro de la cavidad corporal debido al aumento en la presión propiciada por el 

aumento en tamaño de los ovocitos (Figura 12). 

Anatómicamente se observó la presencia de las gónadas de forma pareada en la 

parte dorsal de los organismos, en los estados incipientes entre las gónadas se puede 

observar la presencia del SH y Td, así como Tm a los costados; el Td se encuentra 

rodeado por seis Hp y en la zona ventral central se encuentra el SN, todos estos 

órganos se encuentran rodeados por Tm en diversas disposiciones y este a su vez por 

Cu que confiere la estructura externa del organismo. En los estados de desarrollo 

intermedio y avanzado se observa la formación de una prolongación de Cu en la zona 

ventral que da origen a los Os y que a su vez dará origen al marsupio, que durante la 

pospuesta alberga a los Em (Figura 12).  
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Figura 12 
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Figura 12.- Histología de hembras. A, D y E, cortes transversales espesor de 5 µm teñidos con técnica 
de Lendrum, B, C y F, cortes transversales con espesor de 5-7µm con tinción H-E. A, se muestra un 
panorama general de la anatomía interna de una hembra con ovocitos en estado intermedio, en esta 
imagen se observa una configuración clásica de los órganos con la presencia de seis túbulos 
hepatopancreáticos, el pereiópodo (P) se ubica en la parte superior de la imagen; B, hembra que 
igualmente presenta ovocitos en desarrollo intermedio, pero que muestra el desarrollo de los osteguitos 
(Os); C, hembra con ovocitos en madurez avanzada, se destaca el aumento de talla de los ovocitos que 
ocupan un volumen considerable de la cavidad interna, los órganos como el tracto digestivo y los túbulos 
hepatopancreáticos se han desplazado y compactado, también se distingue el desarrollo de los 
osteguitos; D, hembra que presenta un estado de pospuesta a la vez de un estado transitorio de 
intermedio-avanzado internamente, se destaca la existencia de un marsupio bien conformado alojando a 
los embriones y de manera interna la compactación de los túbulos hepatopancreáticos y tracto digestivo; 
E, corte transversal con tinción de Lendrum, detalle del marsupio en el que se aprecia la presencia de 
tres embriones, en la parte interior derecha se observa un túbulo hepatopancreático; F, corte transversal 
con tinción H-E, en el que se observa un ovocito maduro y de manera adyacente un folículo primordial, 
también dos túbulos hepatopancreáticos que se muestran apenas compactados. 
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Machos 

Con respecto al sistema reproductivo masculino, se estableció la existencia de 

un par de testículos ubicados dorsalmente a manera de tubos. Este par de testículos 

está compartimentado en regiones o cistos en donde se presentan distintas fases de 

desarrollo de la línea germinal. Esta compartimentación evidencia una maduración de la 

línea germinal en sentido longitudinal, que comienza con los estados más basales o 

iniciales en la parte anterior del organismo y que progresa hacia la parte posterior, zona 

en la que se encuentran los penes que eyacularán a los espermatozoides ya maduros. 

Estos compartimentos fueron denominados como testículo incipiente, intermedio o 

avanzado según sus características celulares, es decir el contenido (Figura 13). 

Anatómicamente presentan prácticamente la misma organización que las 

hembras, se diferencian en el tamaño y tipo de las gónadas. En los machos dado que 

no existe un cambio notable en el volumen de la gónada durante el desarrollo, los 

órganos permanecen estables. 

En aumentos mayores se observa la presencia de poblaciones celulares 

específicas en los testículos: espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios, 

espermátidas y espermatozoides. También se aprecian células accesorias (Cac) que 

conforman el perímetro de los diferentes sectores de los testículos, a diferencia de las 

hembras en donde las FI cambian de tamaño y forma, las Cac no cambian de tamaño ni 

forma con respecto a la región testicular, se mantienen con una morfología rectangular 

u ovalada, (Figura 13). 

Los compartimentos testiculares caracterizados como incipientes albergan a las 

espermatogonias y espermatocitos, los intermedios a las espermátidas en 

espermiogénesis, y los avanzados a los espermatozoides. 
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Figura 13 
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Figura 13. Vistas generales del testículo. A, corte transversal teñido con H-E con espesor de 7µm, en el 
que se presenta el panorama general interno de E. attenuata, son apreciadas estructuras como la 
cutícula (Cu), túbulos hepatopancreáticos (Hp), sistema nervioso (SN), sistema hemal (SH), tracto 
digestivo (Td), paquetes musculares (Tm) y testículos (T); B, corte transversal tenido con H-E, es el que 
se aprecia la compartimentación del testículo y la relación con otras estructuras como el tejido muscular y 
los túbulos hepatopancreáticos, las regiones del testículo fueron asignadas como incipiente, intermedio y 
avanzado (T1, T2, T3). 
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Figura 14 
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Figura 14.- Detalles de los cortes de testículo. C-G cortes longitudinales con espesor 5-7 µm teñidos con 
H-E. Acercamiento a sectores específicos del testículo. C, detalle de testículo incipiente, se observan 
principalmente una población de espermatogonias (SO) y espermatocitos primarios y secundarios (Epc). 
También se observan algunas regiones con espermatozoides (Esp) y las células accesorias (Cac); D, se 
muestran un testículo intermedio (T2) y uno avanzado (T3), en el primero se observa una población 
celular principalmente compuesta por espermatocitos y en el segundo la población es principalmente de 
espermatozoides; E, se muestra una región que se encuentra en transición intermedio- avanzado, se 
observan espermatocitos y espermátidas en proceso de diferenciación (Esm), también algunos 
espermatozoides; F, región de transición intermedio-avanzado, donde se aprecian principalmente 
espermátidas en proceso de espermiogénesis; G, región avanzada en la que se aprecian principalmente 
espermatozoides bien definidos. 
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Citología 
 
Hembras 

En el caso de las hembras, no fue posible observar fases meióticas, sin 

embargo, se caracterizó la madurez de los ovocitos por medio de la comparación del 

tamaño de estos y las características celulares que indican la transición de estados.  

Entre las características que se utilizaron para ello fueron principalmente las células 

foliculares adyacentes, que presentan cambios de morfología con relación a la 

maduración del ovocito. Dichos estados caracterizados fueron: folículo primordial, 

folículo primario, folículo secundario (Wägele, 1992; Schudlt, 1993). Conjuntamente se 

establecieron cuatro categorías de clasificación para coadyuvar a la caracterización de 

los estados de maduración de los ovocitos, los cuales son: ovocito incipiente, ovocito 

intermedio, ovocito avanzado y pospuesta, así como estados transitorios, estas 

clasificaciones se retomaron de aquellas que estableció Schuldt (1993), para las cuales 

también se empleó el tamaño del ovocito y características visibles. El estado de 

pospuesta se señaló por la existencia de embriones u ovocitos en desarrollo final entre 

los osteguitos, en el marsupio. 

En las fases caracterizadas como incipientes, los folículos primordiales (Fl) se 

encontraron acompañados de células foliculares (Cfl), las cuales aportan nutrientes 

para su maduración. Además del tamaño de los folículos, se utilizó la morfología de las 

células foliculares para identificar los estados de maduración, que en los estados más 

incipientes son esféricas, en los estadios intermedios son ovaladas en diferentes 

niveles y en los más avanzados son planas, hasta el punto que son a manera de una 

línea; debido al aumento de la presión interna dentro del ovario y el aporte de nutrientes 

que se está haciendo a las células en desarrollo (Wägele, 1992) (Figura 15). 

El aumento de presión antes mencionado, que resulta útil para caracterizar los 

estados de desarrollo intermedio y avanzado. Se observó que conforme los ovocitos 

aumentan de tamaño y aumenta la presión, estás células comienzan a invadir regiones 

correspondientes a otros órganos y estructuras como los túbulos hepatopancreáticos 

(Hp), tracto digestivo (Td), sistema hemal (SH), sistema nervioso (SN) o los paquetes 
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musculares (Tm), los cuales disminuyen el espacio que ocupan dentro de la cavidad 

corporal (Figura 15 y 16). 

En el desove o pospuesta se observa una migración de los ovocitos fecundados 

al marsupio, que está compuestos por los osteguitos (Os), dentro de los Os se alberga 

a los embriones (Em), que son diferenciados por ser conglomerados de células de 

distintas formas que presentan una independencia con respecto a los otros Em (Figura 

16). 
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Figura 15 
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Figura 15.- Fases incipientes de maduración del ovocito.  A y D cortes transversales con espesor de 5-7 
µm teñidos con técnica H-E; B, C, E y F cortes longitudinales con espesor de 5-7 µm teñidos con técnica 
H-E. A, corte transversal en el cual se observa un folículo primordial (Fl), rodeado por células foliculares 
(Cfl), del lado izquierdo se observa un ovocito (Ov) en desarrollo avanzado. B y C, cortes longitudinales; 
B, folículo primario (Fl) rodeado por células foliculares (Cfl), estas últimas con forma cubica; C, folículo 
secundario, se observa un aumento en el tamaño además un cambio en la morfología de esta y de las 
células foliculares adyacentes (Cfl). Estados intermedios; D, corte transversal donde se observa un 
ovocito en transición de estado incipiente a intermedio rodeado de células foliculares aplanadas, se 
observan segmentos de túbulos hepatopancreáticos y tracto digestivo; E, corte longitudinal de ovocito 
intermedio, donde se observa un aplanamiento parcial de las células foliculares y segmentos adyacentes 
del hepatopáncreas (Hp); F, corte longitudinal donde se observan ovocitos en estado intermedio y las 
células foliculares adyacentes, además de un segmento de hepatopáncreas, es posible observar 
aumento en tamaño si se le compara con las células hepatopancreáticas. 
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Figura 16 
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Figura 16.- Fases intermedias y avanzadas de maduración del ovocito.  G y K cortes transversales con 
espesor de 5-7 µm teñidos con técnica H-E. H, I y J cortes transversales con espesor de 5-7 µm teñidos 
con técnica H-E. L Corte transversal con espesor de 5 µm teñido con técnica de Lendrum. G, corte 
trasversal en el que se aprecia una ovocito intermedio (Ov) que presenta un folículo primordial adyacente 
(Fl), también existen células foliculares aplanadas circundando al ovocito y cubicas al folículo. Como 
referencia se aprecia el tracto digestivo (Td); H, acercamiento a corte longitudinal de ovocitos intermedio, 
en el cual se aprecia el aplanamiento parcial de las células foliculares; I, corte longitudinal de ovocito en 
transición de intermedio-avanzado, es evidente el aumento en tamaño y la compresión de otras 
estructuras internas del organismo. Las células foliculares han alcanzado un grado de aplanamiento tal 
que es difícil distinguirlas; J, corte longitudinal en el que se observa una población de ovocitos en estado 
de madurez avanzada, las células foliculares se encuentran aplanadas debido al aumento de presión 
interna; K, corte transversal de un par de ovocitos maduros a detalle en el que se aprecia el aplanamiento 
de las células foliculares entre los ovocitos (Ov), en la parte inferior se observa el tracto digestivo (Td); L, 
corte transversal teñido con técnica de Lendrum, en la cual se observa el panorama general de un 
marsupio en el cual se encuentran los embriones (Em), esto en un estado de pospuesta. 
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Machos 
A partir de la observación de las laminillas histológicas, observaron algunas de 

las fases de la meiosis I, la espermatogénesis y espermiogénesis. La meiosis II no pudo 

ser observada, sin embargo, los al observar estados iniciales, espermatogonias, y 

finales, espermatozoides, permiten asegurar la existencia del ciclo completo de la línea 

germinal masculina. Las fases de la meiosis I fueron ubicadas en la región del testículo 

caracterizada como testículo inicial.  

El testículo de E. attenuata presenta una regionalización que puede ser 

caracterizada en tres estados: incipiente, intermedio y avanzado.  

En la zona de desarrollo incipiente se presentan todas las fases de la meiosis, es 

importante destacar que se observaron poblaciones de células en fases similares o 

iguales a un mismo tiempo. En las figuras 17 y 18 se observaron los estados de la 

meiosis I, que se pudieron caracterizar dentro de un testículo inicial, en el cual se 

visualizaron diversas fases dentro de una misma población celular.  

La figura 19 corresponde a lámina en la cual se observan y caracterizan los 

estados de la espermatogénesis en el testículo de E. attenuata. Dichos estados se 

manifiestan en diferentes compartimentos de la gónada. Estos estadios celulares se 

caracterizaron por morfología. También aquí es importante mencionar que las 

espermatogonias y espermatocitos primarios y secundarios se encuentran en el 

testículo incipiente/inicial, las espermátidas en el intermedio y los espermatozoides en 

el avanzado. 
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Figura 17 
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Figura 17.- Fases de la meiosis I en el testículo. Cortes longitudinales con espesor de 5-7 µm teñidos con 
técnica H-E. B y C en 100x. A; testículo inicial en el cual se observa una población de espermatocitos 
primarios y las diferentes fases que se presencian en estos. 1. Metafase. 2. Interfase. 3. Bivalente; B, 
espermatocitos primarios en leptoteno; C, células principalmente en cigoteno. 
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Figura 18 
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Figura 18.- Fases de la profase I en el testículo. Cortes longitudinales con espesor de 5-7 µm teñidos con 
técnica H-E. Imágenes en 100x. D, población de células principalmente en paquiteno; E, célula en 
diploteno; F, población de células en las cuales se observan arreglos de cromosomas símiles a figuras 
meióticas de dona, lo cual está indicando una diacinesis; G, población de células en metafase I; H, se 
observa una célula en un estado transitorio entre anafase tardía y telofase temprana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ciclo gonádico de Erichsonella attenuata                                                                 Reyes Aldana Hugo Enrique 

- 56 - 
 

 

Figura 19 
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Figura 19.- Espermatogénesis y espermiogénesis. Cortes longitudinales con espesor de 5-7 µm teñidos 
con técnica H-E. Imágenes en 100x. A, población de espermatogonias, se observan núcleos con la 
cromatina en estado laxo; B, población de espermatocitos primarios en interfase; C, espermatocitos 
primarios en leptoteno, estos se pueden diferenciar esencialmente por la disminución del tamaño y el 
cambio en la estructura de los núcleos; D, espermatocitos secundarios;  E, población de espermátidas en 
espermiogénesis, comienzan a tener una apariencia más ahusada; F, espermatozoides los flagelos se 
observan como estructuras elongadas y teñidas en color morado, lo cual indica una reacción a la 
hematoxilina. 
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Discusión.- 
 
Análisis poblacional 

Con base en los resultados obtenidos, se asume que E. attenuata presenta una 

reproducción continua durante todo el ciclo anual, ya que en todas la fechas de colecta 

se observaron hembras ovígeras. Además los datos muestran que las proporciones de 

♂, ♀ NO y ♀ O, varían muy poco en cada época de colecta (<5%), lo cual indica una 

constante en la proporción de los subgrupos en los cuales fue dividida la población, 

para respaldar esta afirmación se puede citar los trabajos de Furota e Ito, 1999; 

Johnson et al. 2001; Sparkes et al. 2002; Haldfiel, 2009; Kashani et al., 2011, que 

mencionan la existencia de dos tipos de estrategias reproductoras en los isópodos 

marinos y terrestres: la primera en donde se presentan hembras ovígeras en cualquier 

época del año y las segundas, aquellas que tiene como característica presentar 

marcadas épocas de reproducción en donde solo se encontrarán hembras ovígeras en 

determinadas épocas del año; E. attenuata, corresponde entonces a las especies que 

tienen una reproducción continua. 

De acuerdo con Sastry, (1983); Ashton et al., (2003) y Litulo, (2005), en regiones 

tropicales como subtropicales la reproducción se observa durante los meses de tibios 

(24-31 °C) y calientes (31-45 °C) del año cuando el alimento es más abundante de 

manera general.  

Pero otros aspectos propios de las relaciones ecológicas afectan directamente a 

los hábitos reproductivos de las especies. En el caso de presentar una estacionalidad 

en regiones tropicales o subtropicales, esta se puede deber a la influencia de corrientes 

marinas en el transporte de nutrientes, hábitos migratorios, cambios en la producción 

primaria ocasionada por las variaciones de energía solar durante el año, presencia de 

depredadores estacionales, composición bioquímica de las aguas que afecta 

directamente el desarrollo gonadal, entre otros factores (Rokop, 1977; Sastry, 1983; 

Bishop y Shalla, 1994; Aguzzi, et al., 2013; Thongda, et al.,2015).  

Los organismos nectónicos son aquellos que en regiones tropicales y 

subtropicales muestran mayor incidencia de hábitos reproductivos estacionales; 

mientras que los bentónicos presentan una reproducción continua a lo largo del año, 
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esto se explica porque los nutrientes en el bentos presentan una variabilidad 

relativamente baja a lo largo del año, además de que los ambientes bentónicos son 

menos dependientes del acarreo de nutrientes por corrientes marinas y mientras el 

aporte de energía solar se mantenga dentro de un umbral, es posible mantener una 

estabilidad determinada en las condiciones ambientales (Rokop, 1977; Sastry, 1983; 

Bishop y Shalla, 1994; Aguzzi, et al., 2013). 

Con respecto a las tallas, la existencia de un patrón en la población de ♀O, como 

se mostró en las figuras 8 y 9, indica que las hembras deben de tener una talla mínima 

de 1.21 cm para ser reproductoras, con esto, se muestra que la talla de las hembras 

además de favorecer una maduración fisiológica para reproducirse, tendrá una 

implicación en la capacidad de alojamiento en el marsupio, que se verá reflejado en un 

incremento del número de embriones (1.41) con el incremento de cada unidad de LT 

(mm) que se observe.  

Al comparar los subconjuntos de ♂ y ♀, se aprecia que ambos inician el ciclo de 

vida con tallas similares, sin embargo en la edad adulta los machos alcanzan tallas 

mayores, ya que mientras las hembras alcanzan tallas máximas de 2.61-2.80 mm de LT 

los machos alcanzan el intervalo 2.81-3.00 mm de LT, esto puede explicarse por la 

utilización diferencial de la energía para producir gametos y crecer; es decir, mientras 

que los machos utilizan una cantidad de energía determinada para la producción de 

espermatozoides, las hembras utilizan una mayor cantidad  de energía para producir 

ovocitos, es por ello que los machos alcanzarían tallas mayores dentro de la población. 

En relación a las fechas de colecta, se observa un mayor número de individuos 

en las fechas de mayo y agosto, sin embargo esto podría ser atribuido a cuestiones 

propias de la colecta por una mayor unidad de esfuerzo, más allá de un efecto biológico 

o ambiental, sin embargo, independientemente de la fecha de colecta, las proporciones 

de los tres subgrupos se mantienen con cambios no significativos, lo que demuestra 

una estructura poblacional estable a lo largo del ciclo anual (Tabla 3, 4 y Figura 10).  

El análisis de los valores de fecundidad indica que el 29.81% de la población es 

fecunda, lo cual refleja un valor relativamente alto en comparación con otras especies 

de crustáceos o invertebrados marinos (Ramírez, 2002; Gjedrem, 2005; Longhurst, 

2010), con un promedio de 11.97 embriones por hembra, lo cual podría ser considerado 



Ciclo gonádico de Erichsonella attenuata                                                                 Reyes Aldana Hugo Enrique 

- 60 - 
 

un indicador bajo dentro de los valores promedio de invertebrados, sin embargo debe 

de considerarse que el resguardo de los embriones en el marsupio está actuando como 

un cuidado parental, hecho que favorece a la supervivencia de los embriones, ya que 

parte de la energía se dirige hacia el resguardo de la descendencia y no a la producción 

de gametos (Thiel, 2000; Ramírez, 2002; Montesanto; 2012).  

Los valores de TGF y TFG son muy similares, lo que revela una estructura 

reproductiva estable de la población (Brass, 1974; Betrand, 1994; Ramírez, 2002). 

Relativo a las tallas, el intervalo que posee el menor valor de fecundidad se 

encuentra entre 1.00-1.20 cm de LT con un 0.43% con respecto a la población total, 

además de ser el primer intervalo en el que se encuentran ♀O; del intervalo 7 a 9 (1.41-

2.40 cm de LT) se concentra el 11.40% de hembras ovígeras con relación a la  

población total y, aun cuando hay ♀O de mayor talla (intervalo 10), en donde solo 

observamos el 0.43% con respecto a la población total, y en los últimos tres intervalos 

que van de 2.21 a 3.0 cm de LT no se observan ♀O. Por otro lado, existe una relación 

positiva entre la talla de las hembras y el número de embriones presentes en el 

marsupio, aspecto que ha sido documentado para otras especies de isópodos terrestres 

(Sutton et al., 1984; Achouri et al., 2003; Quadros et al., 2009). 

 
Análisis histo-citológico 

Desde el punto de vista histológico y de acuerdo con Wilson (1991) y Schuldt 

(1993), se observó que E. attenuata posee un par de testículos los cuales se 

encuentran ubicados de manera longitudinal al cuerpo con los gonoporos ubicados 

hacia la parte posterior del cuerpo. Los testículos se encuentran compartimentados en 

tres cistos o lóbulos, cada cisto está separado del otro por medio de una membrana 

epitelial muy delgada apenas apreciable. Esto podría ser confuso, ya que la literatura 

indica que la mayoría de los isópodos de vida libre poseen tres pares de testículos, sin 

embargo la presencia de la membrana epitelial entre los cistos y la continuidad de la 

estructura lleva a concluir que en este grupo de isópodos, cada compartimento 

corresponde a un testículo independiente (Wägele, 1992; Schlatt y Ehmcke, 2014).  

Esta diferencia posiblemente está determinada por las características específicas 

y anatómicas  de E. attenuata, ya que es de un tamaño reducido y cuerpo alargado, 
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además de estar sujeto a una reproducción continua, lo que pudo haber llevado a un 

proceso de modificación orgánica interna que llevó a la fusión de tres testículos en uno 

solo compartimentado, un proceso que no sería raro dentro de la historia evolutiva 

(Roosen-Runge, 1969; Roosen-Runge, 1997; White-Cooper y Bausek, 2010; Schlatt y 

Ehmcke, 2014). El resto de la anatomía resulta estar de acuerdo con el resto de los 

isópodos, la posesión de un par de cordones nerviosos en la región ventral, un tubo 

digestivo que recorre al todo el organismo por el centro del cuerpo, seis túbulos 

hepatopancreáticos rodeando al tubo digestivo, los cuales se pueden observar en 

menor cantidad debido al nivel del corte con relación al cuerpo, y un tracto hemal en la 

región dorsal, además de los paquetes musculares (Holdich, 1971) (Figura 20). 

 

 
Figura 20.- Anatomía interna común de los isópodos de vida libre. Esquematización de un organismo 
hipotético con un ovario (Ov) y un testículo (T) en el que se observa la disposición interna de los órganos 
(SH, Sistema hemal; Hepatopáncreas,Hp; Sistema nervioso, SN; Tejido muscular, Tm; Tracto digerstivo, 
Td). Tomado y modificado de Holdich 1971. 
 

Con respecto a las estructuras reproductivas externas, E. attenuata no resulta 

ser muy diferente a los demás isópodos, posee un par de penes entre el final del último 

segmento corporal y en la base del pleón, y un par de estiletes ornamentados detrás del 

segundo par de pleópodos, estructuras que permiten la fecundación interna (Figura 6). 

Los estiletes poseen una ornamentación funcional que permite el anclaje a los 

gonoporos de las hembras; una vez anclados, lo penes eyaculan y los estiletes 

funcionan como canales que transportan el contenido seminal al interior el tracto 

reproductor de la hembra (Wilson, 1991).  
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La información obtenida de Wilson (1991) y Schuldt (1993), concuerda con la 

anatomía de las hembras de E. attenuata en la cuales se observaron ovarios 

localizados de manera dorsal con los gonoporos ubicados en el sexto segmento 

corporal (tórax), estructuras que son ovaladas y pareadas (Figura 6), los ovarios están 

formados por una membrana epitelial en la cual están ancladas tanto las células 

foliculares, folículos en desarrollo y ovocitos en desarrollo, éstos últimos se encuentran 

dispuestos a manera de collar de perlas (Wilson, 1991; Jaglarz et al. 2014).   

A través del análisis histológico se pudo observar que en las hembras ovígeras 

existen al menos dos generaciones de ovocitos en diferentes etapas, es decir, existe 

una cohorte de ovocitos maduros y de forma adyacente folículos en desarrollo, en la 

región más dorsal del ovario, como se menciona en la literatura (Wilson, 1991; Wägele, 

1992; Jaglarz, et al. 2014), o bien, de manera extraordinaria, se pueden encontrar 

embriones en el marsupio y al interior de los ovarios se pueden observar ovocitos en 

desarrollo y folículos en desarrollo incipiente, lo cual confirma la existencia de la 

continuidad en la reproducción de la especie a lo largo del ciclo anual, y la coexistencia 

de al menos dos generaciones o incluso tres generaciones potenciales de organismos 

en una sola hembra a un tiempo.  

El desarrollo de los osteguitos ocurre de forma simultánea a la maduración de los 

ovocitos, no observándose osteguitos desarrollados en hembras sin embriones ni en 

hembras con desarrollo de ovocitos o folículos incipientes. La literatura afirma que 

algunas especies de isópodos presentan una ecdisis pos-desove, los cual activa un 

mecanismo hormonal que incide en el crecimiento del organismo y la maduración de los 

gametos de las próximas generaciones, así como en el desarrollo de estructuras como 

el marsupio (Charniaux-Cotton, 1985; Suzuki, 1986, 1987),  lo cual se observa en E. 

attenuata, como un factor determinante para la maduración consecutiva de 

generaciones de ovocitos y el aumento de la capacidad de alojamiento dentro del 

marsupio.  

La distribución de la anatomía visceral en las hembras es semejante a la de los 

machos en cuanto a su ubicación (Figura 20), sin embargo en éstas es evidente la 

trasformación y disminución de tamaño que presentan correspondiente al instar de 

desarrollo de las estructuras reproductivas, especialmente los ovarios, esto obedece al 
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aumento de presión, lo que lleva a una compactación y migración hacia la pared del 

cuerpo principalmente de los túbulos hepatopancreáticos, tracto hemal y tracto 

digestivo. 

Para el caso del análisis citológico, en machos se pudo llevar a cabo la 

identificación de la mayoría de las fases de la meiosis I y profase I en las diferentes 

secciones del testículo, así como todos los estadios de la espermatogénesis a 

diferencia de las hembras, en las cuales debido al tipo de células que presenta, fue 

menor el número de estadios que se pudieron identificar.  

Las fases de la meiosis II no fueron observadas, lo cual puede ser atribuido a 

diferentes causas como el espesor de los cortes histológicos, el tipo de fijador que se 

utilizó así como el tiempo en este, la conservación de los organismos que se llevó a 

cabo en EtOH 70% por un largo periodo, y la propia dificultad conocida para observar 

estas fases en animales.  

La existencia de todas las fases de la espermatogénesis, desde las 

espermatogonias hasta los espermatozoides, que fueron observadas en las diferentes 

épocas del año y en diferentes tamaños de los machos, reafirma la existencia de un 

ciclo reproductivo a todo lo largo del periodo anual, confirmando una reproducción 

continua. Una característica estructural  que debe ser mencionada es que los 

espermatozoides son aflagelados como en el resto de los isópodos, información que 

señalan autores como Wilson (1991) y Wägele (1992),  lo cual se confirma por la 

reacción positiva a la tinción H-E, ya que se estas estructuras pueden observarse como 

filamentos completamente teñidos con hematoxilina obteniendo coloraciones púrpuras  

En las hembras las fases de la meiosis se observaron, sin embargo las etapas de 

maduración pudieron ser caracterizadas por la morfología de los ovocitos en desarrollo 

dentro del ovario y las células foliculares adyacentes.  

Con base en las observaciones es posible reafirmar que esta especie posee una 

reproducción continua, lo cual se evidencia al observar la presencia de ovocitos (Ov) en 

desarrollo avanzado junto con células en estados de desarrollo inferiores. El aumento 

de tamaño de los Fl y Ov es una variante importante a considerar para identificar los 

estados de maduración, ya que no fue posible observar estructuras meióticas que 

ayudarán a este propósito; el aumento en tamaño indica una mayor cantidad de 
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nutrientes y el acontecimiento de procesos celulares que permitirán la maduración de 

estas células (Wägele, 1992; Gilbert, 2010). 
 
 



Ciclo gonádico de Erichsonella attenuata                                                                 Reyes Aldana Hugo Enrique 

- 65 - 
 

Conclusiones.- 
 
Poblacionales 

 La población de E. attenuata en la laguna de Tamiahua, Veracruz, México; posee un 

52.87% de machos, 35.16% de hembras no ovígeras y 11.96% de hembras 

ovígeras, que de manera general resultan en 52.87% de machos y 47.13% de 

hembras, o una proporción 1.12:1 de machos a hembras. 

 

 Los valores principales de fecundidad obtenidos para E. attenuata fueron:  

Hipotéticos: TFG=3.57; TGF=3.314 

Reales: TFG=68; TGF=11.97 

 

 Se encontró una relación entre talla y número de huevos que se ajusta para el 

74.5% de la población de hembras ovígeras con un aumento de 1.41 embriones por 

cada milímetro de LT. Que sustenta un aumento del número de embriones a mayor 

LT. 

 
Histológicas 

 El tejido gonadal de E. attenuata se encuentra localizado para ambos sexos de 

forma pareada dorso-lateralmente, por encima del tracto digestivo y perpendicular a 

los tubos hepatopancreáticos. Los testículos en corte transversal se observan como 

dos tubos delgados de tamaño pequeño y lo ovarios como estructuran delgadas al 

principio de su desarrollo pero que aumentan en tamaño conforme aumentan los 

ovocitos que se encuentran en su interior. 

 

 Los testículos de E. attenuata a diferencia de otras especies como Armadillium 

vulgare están compuestos por un par de estructuras, cada uno de ellos esta a su 

vez compuesto por tres cistos o lóbulos, posiblemente resultado de una fusión que 

optimiza la relación espacio y capacidad de producción de gametos. Los cistos 

están separados por una delgada membrana epitelial y el testículo está compuesto 

por un recubrimiento más grueso de células accesorias. 
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 El ovario de E. attenuata está organizado longitudinalmente a manera de collar de 

perlas con la existencia de al menos dos cohortes de ovocitos o folículos en 

diferentes estados de desarrollo, además de estar recubiertos por una membrana 

compuesta por células foliculares que modifican su morfología con respecto a el 

desarrollo de los gametos. A diferencia de los testículos, los ovarios no se 

compartimentan en cistos, son un solo espacio que contiene a los ovocitos, células 

foliculares y fluidos. 

 
Citológicas 

 Se caracterizaron las fases de la meiosis I en machos de E. attenuata, y algunas 

fases de la profase I. Así como todos los estadios de la espermatogénesis.  

 

 No fue posible observar las fases de la meiosis en hembras, sin embargo, se 

caracterizaron las fases del desarrollo como incipiente, intermedio, avanzado y post-

puesta, por medio de los cambios observados en los ovocitos, células foliculares y 

en órganos o estructuras adyacentes. 

 
Generales 

 

 Al conjuntar la información poblacional, citológica e histológica se afirma que E. 

attenuata en la Laguna de Tamiahua, Veracruz, México, posee una reproducción 

continua, internamente se manifiesta como la consecución de cohortes de gametos 

tanto masculinos como femeninos. 
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Recomendaciones.- 
 

 Al considerar la información previamente analizada en la literatura científica, E. 

attenuata podría ser estudiada en el futuro para entender el papel que juega en 

diferentes ambientes con diferentes niveles de perturbación dentro de la Laguna de 

Tamiahua, considerándolo como un organismo en estudios de restauración 

ecológica.  

 

 Con la aplicación de técnicas adecuadas y aplicadas a éste fin, podría ser descrita 

completamente la meiosis de esta especie, además de elaborar el cariotipo 

correspondiente, el cual es inexistente. 

 

 Dado la resistencia que posee a diversas condiciones ambientales y el tamaño de 

los gametos en ambos sexos, podría ser propuesto como un organismo modelo para 

protocolos específicos como observación del ciclo meiótico. 
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Anexos. 

Anexo I. Fijador Davidson´s*. 

 

Formalina al 100% 220 ml 

Etanol 95% 330 ml 

H2O destilada 335 ml 

Ácido acético 115 ml 

Hidróxido de amonio 22 g 

 

*Para preparar 1 litro de fijador.  

 

Anexo 2. Deshidratación para inclusión en paraplast. 

 

Colocar muestras en cassettes  

EtOH 70% 90 min 

EtOH 83% 90 min 

EtOH 96% 90 min 

EtOH 100% 90 min 

Xilol-EtOH 100% 90 min 

Xilol 90 min 

Inclusión en paraplast (Punto de fusión 56-58°C) 6 hr 
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Anexo 3. Técnica de tinción de Hematoxilina-Eosina. 

 

Calentar portaobjetos con los cortes a en la 

estufa a 56-58°C 
15 min 

Xilol 5 min 

Xilol 5 min 

EtOH 100% 5 min 

EtOH 96% 5 min 

EtOH 85% 5 min 

EtOH 70% 5 min 

EtOH 50% 5 min 

H2O destilada 5 min 

Hematoxilina de Harris 9 min 

H2O destilada 5 min 

H2O corriente 5 min 

EtOH 50% 5 min 

Eosina alcohólica 7min 

EtOH 70% 5 min 

EtOH 70% 5 min 

EtOH 96% 5 min 

EtOH 100% 5 min 

Xilol 5 min 

Montaje con resina sintética  

Etiquetado  

 

 

 

 

 

 



Ciclo gonádico de Erichsonella attenuata                                                                 Reyes Aldana Hugo Enrique 

- 86 - 
 

Anexo 4. Tinción de Lendrum. 

 

Calentar portaobjetos con los cortes a 

en la estufa a 56-58°C 
15 min 

Xilol 5 min 

Xilol 5 min 

EtOH 100% 5 min 

EtOH 96% 5 min 

EtOH 85% 5 min 

EtOH 70% 5 min 

EtOH 50% 5 min 

H2O destilada 5 min 

Hematoxilina de Harris 9 min 

H2O destilada 5 min 

H2O corriente Segundos 

Floxina 30 min 

H2O destilada Enjuagar 

Tartrazina Minutos a horas 

H2O destilada Lavar 

EtOH 70% 5 min 

EtOH 70% 5 min 

EtOH 96% 5 min 

EtOH 100% 5 min 

Xilol  5 min 

Montaje con resina sintética  

Etiquetado  
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