UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Ciclo gonadico de Erichsonella attenuata (Crustacea:
Peracarida: Isopoda)

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGO
P R E S E N T A:

Hugo Enrique Reyes Aldana

DIRECTOR DE TESIS:
M. en C. José Luis Bortolini Rosales.

2015

Ciudad Universitaria, D. F.


Lourdes
Texto escrito a máquina
Ciudad Universitaria, D. F.


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



. Datos del alumno

Reyes

Aldana

Hugo Enrique

8589 3077

Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Ciencias

Biologia

307315580

. Datos del tutor

M. en C.
José Luis
Bortolini
Rosales

. Datos del sinodal 1

Fernando
Alvarez
Noguera

. Datos del sinodal 2

José Luis
Villalobos
Hiriart

. Datos del sinodal 3

Maria del Carmen
Hernandez
Alvarez

. Datos del Sinodal 4

Alicia
Rojas
Ascencio

. Datos del trabajo escrito

Ciclo gonadico de Erichsonella attenuata (Crustacea: Peracarida: Isopoda)
99p

2015



Ciclo gonadico de Erichsonella attenuata (Crustacea:
Peracarida: Isopoda)

Por: Hugo Enrique Reyes Aldana



“Education is the progressive discovery of our own ignorance”
(“La educacion es el descubrimiento progresivo de nuestra propia ignorancia”®)

Will Durant.

»Das sein ist ewig ; den Gesetze bewahren die lebend’'gen Schatze,
Aus welchen sich das All geschmiicht.”

(“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”

(“Asi como la luz se manifiesta a si misma y a la oscuridad ,
La verdad es la norma de si misma y del error”)

Baruch Spinoza
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Resumen.

Erichsonella attenuata es una especie de is6podos de vida libre que se encuentra en
algunos sitios del Atlantico Oeste y del Golfo de México, esta 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 isbpodo en costas
mexicanas asociados a H. wrightii, particularmente en la Laguna de Tamiahua,
Veracruz, México; el propdsito de este trabajo es presentar un analisis poblacional,
histolégico y citoldgico de la poblacién observada en la Isla El idolo. La reproduccién de
estos organismos se observa como continua, debido a que existen hembras ovigeras
durante todas las estaciones del afio. Se muestran los cambios que ocurren en las
gonadas a nivel tisular y celular durante el ciclo reproductivo, la justificacion de este
trabajo se debe a la poca informacién en la literatura de la biologia reproductiva de este
grupo de crustaceos, para su realizacion 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 solucion Davidson, posteriormente lavados con agua
corriente durante 6 horas y conservados en EtOH 70% hasta el momento de su proceso
histolégico; fueron procesados en un tren de deshidratacion con alcoholes graduales,
aclarados con xilol e incluidos en paraplast (56-58 °C) y cortados con microtomo
rotatorio (5-7 um) en sentido trasversal y longitudinal, se tifieron con Hematoxilina-
Eosina y técnica de Lendrum, finalmente fueron montados con resina sintética. Se
presenta la posicidon anatdmica de las gbénadas y la relacion que guardan éstas con
otras estructuras del cuerpo, se observaron diferentes estados de maduracién, asi
como la descripcion celular e histolégica en relacion a los estados del desarrollo
gonadal.

Palabras clave:

Ciclo gonadico, Erichsonella attenuata, histologia, citologia, reproduccion.



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 idolo. 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 um) 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.

Key Words:

Gonadic cycle, Erichsonella attenuata, histology, cytology, reproduction.
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Introduccion.-

Dentro de los artropodos, el segundo grupo con mayor diversidad son
crustaceos, los cuales tienen una relevancia biologica, ecoldgica y evolutiva. Desde la
perspectiva humana, también un importancia economica y gastrondmica que se
observa principalmente en organismos como camarones, langostas y cangrejos. El
grupo consta de aproximadamente 67,000 especies descritas y un numero aun mayor
se calcula para las especies que aun no han sido descritas (Brusca y Brusca, 2003).

Los crustaceos son representantes de los mayores volumenes de biomasa en el
planeta, como ejemplo se puede citar a Euphasia superba (krill), cuya abundancia en la
Antartida 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
taxondmicos mas abundantes en los ambientes marinos, poseen una representacion
importante en manglares, llanuras costeras, playas, bosques y selvas; el caso particular
de los is6podos (Brusca y Brusca, 2003; Singer, 2013).

Con relacion a los caracteres diagndsticos de los crustaceos, comunmente
poseen 0jos compuestos pareados, un par de antenas, multiples apéndices articulados
que presentan diferentes modificaciones de acuerdo a sus habitos, tienen un cuerpo
segmentado unido a un cefalén o un cefalotérax. El desarrollo de todas las especies
tiene un inicio como larva nauplio. Su respiraciéon es branquial y presentan una cuticula
de quitina que puede estar calcificada en un segundo grado debido a la impregnacién
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 comunmente llamados cochinillas o “pillbugs” (en inglés),
conformado por unas 10,300 especies descritas, que representan un aproximado del
13% de la diversidad total de crustaceos (Poore y Bruce, 2012). En cuanto a su
distribucion, los isépodos 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 distribucion de estos organismos y su éxito, pueden
ser atribuidos a sus sistemas de apareamiento, que en la mayoria de las especies es

por fecundacion interna (Wilson, 1991).
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El grupo de los isépodos marinos esta 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 crustaceos. Habitan diferentes sustratos como troncos, rocas y arena.
Algunas especies han sido clasificadas como parasitos verdaderos de peces y otros
crustaceos de diferentes grupos taxondémicos (Brusca y lverson, 1985; Grutter, 1999;
Lopez 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 Atlantico Oeste del Golfo de México, asociado comunmente 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. Varia en color, de ambar a pardo, machos y hembras pueden tener manchas
obscuras en las partes dorsal y ventral; con una longitud total maxima de 2.92 cm, la
cabeza es en promedio dos veces mas 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 mas 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 Konig, 1805) (Ryer y Orth, 1987; Fredette et al., 1990;
Kensley et al., 1995; Bostrom y Mattila, 2005).

En la laguna del rio Indio, Florida, Estados Unidos; E. attenuata es una de las
tres especies mas comunes de invertebrados en las praderas de H. wrightii y es un
importante herbivoro epifito que constituye también una importante fuente de recurso
alimenticio para niveles troficos superiores y ocasionalmente es consumida de manera

intensiva por peces marinos de importancia comercial (Ryer y Orth, 1987).

-2-
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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. Clasificacion taxonémica de E. attenuata. (Tomado y modificado de Grave et al., 2009; Watling,
1981; Fee, 1926; Brusca et al., 2001, en linea).

En la isla de El idolo dentro de la Laguna de Tamiahua, Veracruz, México, E.
attenuata estd 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 produccion béntica primaria de estas areas, puede
ser considerado como un bioindicador dada su sensibilidad a los cambios
fisicoquimicos 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 biolégico de Erichsonella attenuata

Con relacion al ciclo de vida y reproduccion de E. attenuata la informacion es
practicamente inexistente, incluso para otras especies de isdépodos similares la
informacion es escasa. El Superorden Peracarida, posee un registro insuficiente
respecto a los ciclos de vida, la mayoria de los estudios son referidos a isépodos
terrestres y parasitos, no asi 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
pequefias, se reproducen multiples veces a lo largo del afo, producen crias de tamafo
reducido en gran numero. En contraste las especies terrestres muestran una clara

estacionalidad en la reproduccién, la cual se observa frecuentemente en primavera en

-3-
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el hemisferio norte y en temporada humeda en los tropicos (Sparkes et al., 2002). Este
tipo de reproduccién esta 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 gonadico

Desde la perspectiva biolégica y ecoldgica, el proceso de reproduccion es
costoso, dado que implica la inversion de un gran porcentaje de recursos energéticos y
tiempo. A partir del conocimiento del ciclo gonadico de una especie se puede inferir su
participacion en la cadena trofica (Kautsky, 1982; Encina y Granado, 1997; Johnson et
al., 2001).

En el caso de especies de importancia econémica, estos pueden ser utilizados
para calcular la produccion de acuerdo a las distintas temporadas del afo, 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
economicas; un ciclo gonadico de esta especie aporta datos acerca del comportamiento
reproductivo de la poblacion. Este organismo es importante dentro de la cadena trofica,
ya que sirve de alimento a larvas y estadios juveniles de peces y crustaceos de
importancia econdmica y otras de importancia ecoldgica (Ryer y Orth, 1987).

La manera de estudiar el comportamiento reproductivo de las poblaciones puede
variar, desde los estudios de analisis poblacional que analizan el numero de adultos,
hembras gravidas y no gravidas; numero 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
numero de crias producidas por una hembra en un periodo determinado; no obstante,
es posible y necesario redefinirla segun corresponda al caso particular de cada estudio
(Brass, 1974; Ramirez, 2002).

La fecundidad es un valor importante en estudios ecoldgicos porque es el indice
que aporta mas informacion sobre la adecuacion o “fitness” de un organismo (Brass,
1974; Ramirez, 2002; Bradshaw y McMahon, 2008; Kindsvater y Otto, 2014; Wang et
al., 2015). En demografia el estudio de la fecundidad brinda una cantidad importante de
informacion sobre el comportamiento presente y futuro de las poblaciones, para ello se
establecen parametros y férmulas para cuantificarla; los parametros a considerar son
principalmente el numero de hembras reproductoras, hembras en etapa reproductiva y
numero de productos, es decir huevos, embriones o crias (Brass 1974; Bertrand et al.,
1994; Daniel, 2008).

La literatura refiere a tres férmulas principales:

1) la Tasa de Global de Fecundidad (TGF), la cual indica el numero de
descendencia que tendria una hembra si procreara en cada periodo
reproductivo de su vida, basandose en los valores de fecundidad especifica
de cada grupo.

2) la Tasa de Fecundidad General (TFG), que refiere el numero de productos
que tendrian todas las hembras en etapa reproductiva de la poblacion en un
periodo determinado.

3) la Tasa Especifica de Fecundidad (TEF), que responde al numero 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 formulas arrojan unicamente valores hipotéticos, en ocasiones
alejados de la realidad, se han realizado modificaciones a las férmulas previamente
mencionadas, considerando unicamente a las hembras reproductivas, con la finalidad
de alcanzar valores de fecundidad real (Brass, 1974; Bertrand, 1994; Ramirez, 2002;
Daniel, 2008).
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Las férmulas corresponden a: TFG, donde B es igual al numero de productos, NF
al numero de hembras en etapa reproductiva y K es la constante igual a 1000; TGF es
la sumatoria de las tasas especificas de fecundidad de todas las hembras de los
distintos intervalos (TEFa) y; TEF, donde Ba es igual al total de numero de productos
del grupo, Ea es igual al numero total de hembras del grupo, multiplicado por 1000
(Brass, 1974; Bertrand, 1994; Daniel, 2008).

B

1) TFG =—
iNFn

® K

2) TGF = X iTEF, n

3) TEF = 2241000
Epy

En el caso de animales marinos, y en especifico aquellos que ponen huevos o
presentan estadios larvarios, la fecundidad se considera a partir del conteo de
huevos/embriones puestos por una hembra, relacion entre numero de
huevos/embriones y talla de la hembra, patrones de desove, estudios histoldgicos que
contabilizan los foliculos en desarrollo y la produccién final de huevos o embriones;
tamano, peso y contenido de las gbnadas, analisis numéricos de etapas de desarrollo
especifico, fases de desarrollo de ovocitos, entre otros. Esta diversidad de
metodologias esta dada por la gran variedad de patrones de reproduccion que existen
entre los organismos marinos que en el caso de organismos modulares, pueden llegar a
ser completamente diferentes (Ramirez, 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 cefalépodos) y crustaceos

(camarones y langostas); aunque los organismos sin relevancia econémica también han
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recibido atencién (Ramirez, 2002; Gjedrem, 2005; Longhurst, 2010). En los crustaceos,
una manera recomendable de estimar la fecundidad, es mediante la toma de
morfometrias como la longitud total del organismo y el tamano de la puesta, que puede
estar dada en el peso de ésta o en el numero de huevos/embriones que la integran, ya
que en multiples estudios se ha comprobado que existe una relacion positiva entre la
talla de las hembras y el tamafio/peso de la puesta (Fogarty, 1995; Ramirez, 2002;
Gjedrem, 2005; Longhurst, 2010).

Respecto a los isépodos, los estudios de fecundidad son diversos, un parametro
ampliamente utilizado es la relacion entre el largo total del organismo y el numero de
huevos, ya que frecuentemente se encuentra una relacién positiva entre estos dos
factores, aunque también pueden encontrarse otros en los cuales se pesa la génada, se
mide o en el que la longitud total no es significativa (Wagele, 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 Roman, 2008; Romero, 2014).

Fecundidad a nivel histolégico

Ademas de la fecundidad, se pueden utilizar otros métodos para conocer el
comportamiento reproductivo, como pueden ser mediante analisis histoldégicos o
citolégicos (Johnson et al., 2001). Kautsky (1982) y Schuldt (1993) consideran al ciclo
gonadico, como el conjunto de cambios a nivel celular y tisular, que ocurren en las
gonadas 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 reproduccion no estacional en las cuales se observen distintas etapas del desarrollo
gonadico en un mismo individuo, para un mismo tiempo y que se pueden caracterizar

mediante cualidades morfoldgicas, histolégicas o citoldgicas.

Meiosis y gametogénesis
Uno de los criterios que puede considerarse desde la perspectiva citoldgica es la
meiosis. Este proceso implica dos divisiones nucleares sucesivas, meiosis | y I, a

través de las cuales se obtienen cuatro células hijas haploides, es decir, que los
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nucleos contienen la mitad del total de cromosomas que contenia la célula de la cual se
originaron (John, 1990; Curtis et al., 2008; Karp, 2009).

Como parte de la dinamica de este proceso celular, se requiere que el DNA se
duplique y organice para su posterior segregacion. Durante la meiosis | los cromosomas
duplicados durante la interfase constituidos por dos cromatidas se separan de sus
homologos (cromosomas pareados que se encuentran en las células diploides, cada
uno porta una copia del material genético propio del par cromosémico) (Karp, 2009). La
meiosis se divide en etapas, de acuerdo con el arreglo de la cromatina (nucleo
interfasico) hasta cromosomas (profase, metafase, anafase y telofase); la primer
division, meiosis |, esta compuesta por: profase |, metafase |, anafase | y telofase I. La
profase | es un proceso largo que puede llevar varios dias, y que a su vez se divide en
sub-fases:

Leptoteno, la cromatina se compacta y permite la identificacion de los
cromosomas a manera de estructuras filamentosas o granulos, es posible observar
cromatidas hermanas de los cromosomas.

Cigoteno, se aparean los cromosomas homodlogos, sinapsis, y se forma el
complejo sinaptonémico, el cual permite la interaccion de las cromatidas que da origen
a configuraciones cromosomicas tales como los “bivalentes” o “tétradas”. El primero
resulta de dos cromosomas homologos y el segundo de cuatro cromatidas.

Paquiteno, el complejo sinaptonémico se forma completamente y permite el
entrecruzamiento o “crossing-over”, que ocurre en los nddulos de recombinacion.

Diploteno, se observa una disolucién parcial del complejo sinaptonémico que
permanece presente mediante estructuras con forma de “X’ llamadas quiasmas,
resultantes de las interacciones covalentes de los homdlogos.

Diacinesis, se ensambla el huso meidtico e inicia la separacion de los
cromosomas, comienza la compactacion (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;
Rodriguez et al., 2009).

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

los centromeros de los cromosomas homaologos se orientan hacia opuestos a la placa.
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Profase de la Meiosis |

Leptoteno Cigoteno Paquiteno Diploteno Diacinesis

Membrana nuclear

, 22
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Cromosomas Comienza la Ocurre el "Crossing | Compleio sinsptonémi- .
replicados sinapsis over" co sedisocia Fin delaprofase |

se condensan

Figura 2. Esquematizacion de los eventos que ocurren durante la profase |. (Tomado y modificado de
Brooker, 2008).

Anafase |, existe un alineamiento de los cromosomas en la placa ecuatorial y se
han disuelto los quiasmas, los homdlogos que poseen sus cromatidas unidas a los
centrodmeros se separan y comienzan una migracion hacia los polos.

En la telofase | la migracion hacia los polos ha concluido, dando a cada célula un
complemento haploide, cuando la telofase | termina se presenta la intercinesis, que es
la entapa entre divisiones meibticas y que permite caracterizar estadios celulares como
los espermatocitos secundarios u ovocitos secundarios (Brooker, 2008; Karp, 2009;
Rodriguez et al., 2009; Gilbert, 2010,).

La meiosis Il es un segundo proceso de divisién sin duplicacion del material

genético.

Formacion del Quiasma Fragmentacion de la
hivalente membrana huclear
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La profase Il, los cromosomas se compactan nuevamente y migran hacia una
nueva placa de la metafase, dando lugar al inicio y final a la metafase Il. La anafase II,
segregacion ecuacional de los centrdmeros guiada por la union de los cinetocoros a
fibras del huso meidtico y una consecuente migracion hacia los polos.

La fase final de la meiosis Il es la telofase Il, en la cual se reensambla la
envoltura nuclear y se divide el citoplasma dando origen a la formacién de cuatro
células haploides (Figura 3) (John, 1990; Brooker, 2008; Karp, 2009; Rodriguez et al.,
2009; Gilbert, 2010).

Como se menciond, el proceso de division meidtica hace posible que las células
gaméticas femeninas y masculinas contengan la cantidad de informacion genética
adecuada para la complementaciéon entre si, lo cual es indispensable para la
reproduccion sexual. Dependiendo del sexo del organismo la meiosis forma parte de la
espermatogénesis en los machos o la ovogénesis en las hembras, estos procesos
estaran auxiliados por otras celulares como las células accesorias, enfermeras o
foliculares, la terminologia puede variar dependiendo del autor y del organismo en
cuestion, sin embargo la funcidon general es la de nutrir y brindar soporte a las células
gameéticas en desarrollo (Wagele, 1992).

La espermatogénesis inicia con la espermatocitogénesis o la fase de
multiplicacion, en la cual estan implicadas unas células conocidas como
espermatogonias, estas son generalmente grandes con respecto a otros tipos celulares
y presentan cromatina dispersa. Durante la espermatocitdgenesis unicamente ocurren
multiples divisiones mitéticas 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 transicion de la fase mitética a la meidtica dentro de las gdénadas es producto
de la regulacion 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
maduracién de las gonadas, el inicio de las divisiones meidticas al interior de las

mismas y la diferenciacion celular de los gametocitos.
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Cromatidas

Centrosomas con centriolos Huso mitdtico Bivalente
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Figura 3. Esquematizacion de los eventos de la meiosis | y meiosis I, (Tomado y modificado de Brooker,
2008).
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En los crustaceos, las hormonas involucradas y las vias implicadas se conocen
bien, ya que tienen aplicaciones biotecnoldgicas y en la acuacultura. Una hormona
importante en la maduracion 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 érganos X y Y (glandulas localizadas en la regién sub-ocular y maxilar,
respectivamente). La diferencia en la liberacion de ecdisona después de varios ciclos
altera la relacion antagonica del complejo GIH-GSH (Hormona inhibidora de la gbnada-
Hormona estimulante de la génada). La ecdisona funciona entonces como antagonista
de GIH y permite asi que GSH tenga efecto sobre los 6rganos reproductivos,
haciéndolos madurar. El descenso de los niveles de GIH también tiene una funcién
sobre el 6rgano Y, que libera hormonas como la metil farnesoato (MF) y acido
farnesoico (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 | y Il (AHI y AHII) (Laufer, et al., 1993; Nagaruju, 2011; Aprajita,
etal., 2014).

Después de los eventos del control hormonal que inician la maduracion sexual
observa el inicio de la fase meidtica, las células participes en esta fase en los machos
son llamados espermatocitos, los espermatocitos primarios comprenden la meiosis |,
mientras que los espermatocitos secundarios se caracterizaran desde la intercinesis
hasta el fin de la meiosis Il. Los espermatocitos primarios son generalmente de talla
grande dada su doble dotacién genética y se pueden observar las fases de la meiosis |.
Los espermatocitos secundarios presentaran una menor talla con relacion a los
primarios y una compactacion visible del material genético. Al terminar la meiosis Il las
células resultantes son las espermatidas que inician la ultima fase de la
espermatogénesis, la espermiogénesis, la fase de diferenciacion 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 mitética en la
que estan implicadas las ovogonias, posterior a los eventos de regulacion 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 maduracién las hembras deben alcanzar una talla
especifica determinada por el numero de ciclos de ecdisis. Inicia la fase meidtica y con
ello sera posible observar a los foliculos primordiales, primarios y secundarios, los
cuales se encuentra rodeados por las células foliculares.

Las divisiones meibticas de los ovocitos o foliculos, 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 meidticas no son geométricamente
iguales, al final los cuerpos polares moriran y seran reabsorbidos. Estos estadios
celulares se caracterizaran como ovocito o foliculo primario si han alcanzado la meiosis
| y secundario si han alcanzado la meiosis Il (Figura 4) (Wagele, 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 maduracién sexual
u hormonal a lo largo del ciclo de vida, es mediante la morfologia de las células
foliculares adyacentes (Wagele, 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
bioldgica, ecoldgica y evolutiva, ya que son la base de la reproduccién sexual que
permite la variabilidad genética, que a su vez lleva a la diversidad genotipica y
fenotipica (John, 1990).
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 Espermatogénesis | j Ovogénesis
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proliferan por mitosis
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Espermatogonias diploides

que prolferan por mitosis
dentro del testiculo
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Cuerpo
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Figura 4. Esquematizacion del proceso de espermatogénesis y ovogénesis. (Tomado y modificado de
Alberts et al., 2008).

Anatomia interna e histologia de isépodos

En el caso particular de los crustaceos la histologia es una herramienta que ha
permitido el estudio de los diferentes érganos, que va desde estructuras como el
hepatopancreas, sistema nervioso, tracto digestivo, sistema reproductivo, ademas de
enfermedades que organismo de importancia econdmica podrian presentar (Bell y
Lightner, 1988; Harrison y Humes, 1991A y B; Bortolini, 2003; Bortolini y Alvarez, 2008).
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En el caso de los isépodos los trabajos sobre el sistema digestivo y nervioso son
los mas abundantes, algunos otros tratan acerca de cambios en el hepatopancreas y
unos cuantos mas se avocan a las gonadas, aunque la gran mayoria son casos de
estudio de isopodos terrestres ( Holdich, 1971; Longo et al., 1998; Wilson, 1991;
Wagele, 1992; Schuldt, 1993; Suzuki y Ziegler, 2005; Ziegler et al., 2005; Millaku et al.,
2010; Ziegler y Suzuki, 2011; Vittori et al., 2012).

Las génadas de isépodos de vida libre son semejantes en especies marinas y
terrestres, aunque dependiendo de la anatomia de la especie tendran diferencias. De
manera general los machos poseen testiculos pareados, ubicados longitudinalmente
que pueden constar de un par compartimentado de tres pares de testiculos en el caso
de organismos de vida libre y hasta cuatro en el caso de organismos parasitos, estas
gonadas estan distribuidas acorde a la anatomia de la especie, sin embargo de manera
general se menciona que recorren la longitud total del organismo desde el segmento
posterior al cefalon y hasta el ultimo del pledn. Anatdmicamente se encuentran en
posicion dorso-lateral y se encuentran rodeadas por estructuras como paquetes
musculares, tubulos hepatopancreaticos, tracto digestivo y sistema hemal. Es posible
distinguir a las gonadas por las células que albergan como son las espermatogonias,
espermatocitos, espermatidas y espermatozoides, pero también es posible distinguirlas
mediante las células accesorias, las cuales son alargadas, de pequeho tamafo y con
nucleos relativamente grandes; que estan organizadas a manera de lamina
conformando el perimetro de la gonada (Wagele, 1992; Longo et al., 1998; Suzuki y
Ziegler, 2005).

Las hembras en contraste son mas diversas, en el caso de las especies
parasitas, presentan ovarios a manera de sacos pareados compartimentados, que
estan albergando distintas fases de la ovogénesis; los organismos de vida libre que
poseen una forma abultada-redondeada, tienen ovarios con un perimetro epitelial
formado por las células foliculares, que ademas de auxiliar a los ovocitos en desarrollo,
pueden diferenciarse en hacia un foliculo y en consecuencia hacia un ovocito
(Highnam, 1977).

Las especies con una anatomia mas elongada presentan una gdénada 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 cefalon y hasta el
anterior al pledn, 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 morfologia 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 progresion de los gonocitos y por el
aumento de presion interna, en etapas finales incluso puede ser dificil apreciar los
nucleos y estas pueden llegar a verse unicamente como una lamina. En etapas finales
se observa un crecimiento de los gonocitos que llega a ocupar un volumen considerable
de la anatomia interna del organismo. De la misma manera que en los machos, los
organos internos como tubulos hepatopancreaticos, tracto digestivo, sistema hemal y
paquetes musculares, se encontraran alrededor de las gonadas; pero con el
crecimiento de estas, los demas 6rganos son desplazados hacia la periferia del cuerpo
del organismo, lo que incluso lleva a la compactacion de estas estructuras.

Previa a la etapa final de organismos marinos de vida libre que es el desove, se
desarrollaran osteguitos, que son prolongaciones de la cuticula en la region ventral del
organismo para conformar un marsupio, al fecundarse los ovocitos, migran hacia el
marsupio, convirtiéndose en embriones, y se alojan ahi hasta la liberacion al medio
entendiendo entonces que existes cuidados maternos por tiempos determinados para
cada una de las diferentes especies (Bell y Lightner, 1988; Wilson 1991; Wagele, 1992;
Schuldt, 1993).
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Antecedentes.-

E. attenuata ha recibido poca atencion, lo que se refleja en la literatura con
escasos, generalmente se encuentra en estudios de diversidad poblacional de
crustaceos, revisiones taxondmicas y estudios de habitos alimenticios relativos a sus
depredadores, o competidores que presentan las mismas caracteristicas ecoldgicas.

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 sinonomizé el género con Cleantis (Dana, 1849), y
en 1900 Charles Harriet Richardson publicé una clave del género Idoteidae, lo que
eliminé a Cleantis como sinonimo e incluyo a Erichsonia, al cual nombré Erichsonella;
inicialmente compuesto por tres especies: E. aftenuata (Harger, 1873); E. filiformis (Say,
1818) y E. floridana (Richardson, 1901). ElI 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. aftenuata en las costas
Texanas, en la zona intermareal de 0 a 20m de profundidad (Richardson, 1905; Pirés,
1984; Kensley y Schotte 1989; Bostrom y Mattila, 2005; Schotte et al., 2009), en las
regiones Noroeste y Noreste, que estan delimitadas al sur por el paralelo 25 N (Schotte
et al., 2009).

Su importancia resulta de representar una considerable parte de la produccion
secundaria sobre pastos marinos, y por lo tanto en la dieta de organismos asociados a
éstos como peces y otros crustaceos, algunos son de importancia econdémica y
ecolégica, 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 crustaceos (Ryer y Orth, 1987; Fredette et al. 1990; Bostrom y Mattila,
1999).

Como herbivoro y detritivoro es importante puesto que previene la acumulacién

de materia organica en las zonas que habita, asi como la proliferacion 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; Bostrom y Mattila, 1999;
Bostrom 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 accién de fendmenos naturales o actividades antropogénicas; dichos estudios llegan
a la conclusion que este isopodo posee un amplio espectro de adaptabilidad, soporta
valores de pH que van de &acidos 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. aftenuata junto con fauna
acompanante compuesta de otros crustaceos y moluscos, dispersan mediante zoocoria
diferentes especies de pastos marinos, lo cual se ve favorecido por la naturaleza
detritivora de muchos de estos organismos, ya que altera positivamente el sustrato
favoreciendo el crecimiento de esta flora. Posteriormente la vegetacion 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 informacién de un ecosistema en buenas condiciones, uno en
estado de recuperacion 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 proporcion 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 caracteristicas reproductivas, citoldgicas e histolégicas de E.
attenuata, los trabajos son inexistentes, aunque existen algunas investigaciones con
organismos similares. Los estudios sobre habitos reproductivos de is6podos terrestres y
marinos no son raros dentro del registro bibliografico, incluso existen algunos de
organismos de grandes profundidades como Bathynomus doederleini, aunque
comunmente los organismo terrestres, parasitos y marinos de zonas intermareales de
tamano pequefio reciben mayor atencion. Estos trabajos se abocan al analisis de la

estructura poblacional, fecundidad, morfometrias relativas a los sexos y etapas
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reproductivas, e incluso existen algunos que abordan la etologia de estos organismos.
La mayoria de estos estudios coinciden con que existe una relacién entre la talla de las
hembras en etapas reproductivas y el numero de huevos albergados en el marsupio y la
existencia de una reproduccién 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
Roman, 2008; Montesanto et al., 2012; Sokolowicz y Araujo, 2013; Romero y Roman,
2013).

Refiriéendose a trabajos que abordan las caracteristicas histologicas y/o
citolégicas de las gonadas de is6podos, 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 ocupo6 del caso de Probopyrus ringueleti, isbpodo parasito, aunque
también existen trabajos mas recientes, que de la misma manera abordan las
caracteristicas histolégicas de is6podos parasitos o terrestres (Manship et al., 2011;
Warburg, 2012; Romero, 2014). Los trabajos acerca de la histologia de otros érganos
de isépodos 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 mayoria de isopodos terrestres, es
necesario recurrir a descripciones generales del grupo como la que realizé Wagele
(1992) para proporcionar un panorama general de la histologia de todos los isépodos.

La citologia de isopodos esta poco abordada, generalmente los objetos de
estudio de esta area son is6podos hermafroditas o dimorficos, en los cuales se analizan
los cambios cromosdémicos ocurridos durante la gametogénesis (Staiger y Bocquet,
1954; Holdich, 1971; Cladera, 1981; Mittal y Pahwa, 1981; Rocchi et al., 1984).

Los trabajos mas recientes relativos a esta especie corresponden a un estudio
poblacional en un ciclo anual y la ampliacion de su area de distribucion en costas
mexicanas, en especifico en la laguna de Tamiahua, Veracruz y en la laguna de
Términos, Campeche (Reyes et al., 2011; Bortolini et al. 2012, 2013), la cual
unicamente 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 informacion que se encuentra en la
literatura especializada acerca de la reproduccién de isdbpodos marinos de vida libre,
que este estudio pretende fincar un precedente, para entender la reproduccion del
orden Is6poda ya que es escasa la literatura del desarrollo gonadal de estos
crustaceos.

Reconociéndose como un aspecto importante la identificacion los cambios en las
gonadas de los organismos de ambos sexos, para evidenciar las transiciones
estructurales a nivel tisular y celular que estan involucradas en su ciclo reproductivo, y

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

General
Documentar las caracteristicas 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,
histologico y citoldgico.

Estudio poblacional
e Determinar los valores de proporcion sexual, fecundidad, relacion de
talla/#fembriones producidos por las hembras.

Histologia del tejido gonadal
e Describir la ubicacion y organizacion del tejido gonadico para hembras y machos
de E. attenuata.

Caracteristicas citologicas

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

¢ Identificar las fases de la meiosis a lo largo del proceso de formaciéon de gametos
masculinos en E. attenuata.

-21-



Ciclo gonadico de Erichsonella attenuata

Area de estudio.-

tercera de la Republica Mexicana, mide cerca de 800 km? y se ubica en el Norte del
Estado de Veracruz, entre el Rio Panuco al Norte y el Rio 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 Rio Panuco y al sur con el Rio Tuxpan (Franco y Chavez,

1992) (Figura 5).

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

Mexico.
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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 fisico-quimicos como
salinidad, pH y temperatura con el multiparamétrico Hanna HI9828. La geoposicion 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% vy otros
fijados con solucion Davidson’s (Anexo 1), a cada una de las muestras se le anex6 una
etiqueta con los datos de colecta: geoposicidn, numero de estacion, fecha, datos fisico-
quimicos y nombre de los colectores (Figura 6). Aquellos organismos fijados en

solucion Davidson’s fueron destinados al proceso histolégico.

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
organica y posteriormente conservadas en EtOH 70%. Los organismos pertenecientes
a E. attenuata fueron separados del resto de la fauna colectada compuesta de varios
grupos taxondmicos, no solo crustaceos, bajo un microscopio estereoscépico Olympus
SZ2-ILST. Se determind el sexo y se obtuvieron las siguientes medidas morfoldgicas:
largo del cefaldon (LC) el cual esta delimitado entre el perfil medio anterior y el perfil
medio posterior de la cabeza; largo del pereidén (LPe) que va del perfil medio anterior
del primer segmento al perfil medio posterior del séptimo segmento toracico y largo del
pledn (LPI) que va del perfil medio anterior al perfil medio posterior del abdomen, asi
como el largo total del organismo (LT) que esta constituido del perfil medio anterior de
la cabeza al perfil medio posterior del abdomen (Figura 7).

Para determinar el sexo de los organismos se considerd 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 pledn, mientras que los segundos se encuentran localizados
detras del segundo par de pledépodos (Figura 7). La ausencia de estas estructuras
determinaba a una hembra, aunque los gonoporos pueden ser identificados mediante
Microscopia electrénica de barrido (MEB) en el quinto segmento. Finalmente, se asigné
una clave numérica para su posterior identificacion a cada uno de los organismos.

Se establecieron subconjuntos de machos (J4), hembras no ovigeras (YNO) y
hembras ovigeras (90) para su manejo. En el caso de las hembras ovigeras se
procedid a la separacion de los embriones de los osteguitos mediante la apertura de
estos con agujas de diseccidon, 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 fotomicrografias
con un microscopio estereoscoépico Leica MB80 en el Taller de Biologia de Animales lll
de la Facultad de Ciencias (FC) de la Universidad Nacional Autdbnoma de México
(UNAM) y con el microscopio electrénico de barrido Hitachi SU 1510 del Laboratorio de
Microscopia y Fotografia de la Biodiversidad del Instituto de Biologia (IB) de la UNAM.

Una muestra fue depositada en la Coleccién Nacional de Crustaceos (CNCR) del

IB de la UNAM como referencia para futuros trabajos.
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Figura 6.- Erichsonella attenuata. A, medidas morfolégicas obtenidas para el estudio. Largo del cefalén
(LC), largo del pereion (LPe), largo del pledn (LPI) y largo total (LT). B) Macho. B) Hembra ovigera. D)
Imagen de microscopia electrénica de barrido (SEM) de un gonoporo el isdpodo. E) Vista de la region
interior de los penes. F) Vista de la regién exterior de los penes. G) Imagen de SEM de un estilete, en el
que también se observa el segundo pleépodo al cual estd asociado. A, tomado y modificado de Pirés,
1984.
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Anadlisis estadistico

Se elabor6 una base de datos para el analisis morfométrico en la cual se
consideraron las medidas de largo de cefalén (LC), largo de pereion (LPe), largo de
pleén (LPI) y largo total (LT). Dicha base de datos contiene también el género del
organismo, fecha de captura, geoposicion y parametros fisicoquimicos. A partir de la
base de datos, se utilizd un analisis multivariado, con los estadisticos de analisis
discriminante y analisis de regresion. Para determinar la variable mas representativa a
utilizar para establecer cual era la medida morfolégica, de las cuatro tomadas, que
ofrece mejor informacion dentro de la poblacion y establecer los intervalos de clase, asi
como la relacion talla y numero embriones en el caso de las {0.

En la primer parte se efectuaron algunos analisis discriminantes para determinar
la variable (cefalon, pereidn, pledn y el largo total) que seria utilizado para el analisis
estadistico.

Como meétodo se utilizd la estrategia de inclusion de variables por pasos, las
variables fueron incluidas paso a paso a la funcion discriminante tras evaluar su grado
de contribucion individual a la diferenciacion entre los grupos. Cada variable
independiente candidata a ser incluida en el modelo se evalua mediante un estadistico
F, que mide el cambio que se produce en el valor de la A de Wilks al incorporar cada
una de las variables al modelo. La A de Wilks expresa la proporcion de variabilidad total
no debida a la diferencia entre los grupos (Anderson, 1984; Seber, 1984). Para usar el
estadistico F en la seleccion de variables se determina el valor p, correspondiente a la
inclusion de cada variable en la discriminacion. Asi una variable pasa a formar parte de
la funcién discriminante si el nivel critico asociado al valor del estadistico F es menor a
0.05; es expulsada de la funcion si ese nivel critico es mayor o igual a 0.05.

Se hicieron regresiones lineales simples con dos mediadas morfologicas y el
numero de embriones. Se construyeron modelos lineales simples para explicar el
numero de embriones a través de la variable independiente (pledn y largo total).

Se establecieron catorce intervalos de clase para conocer la distribucién por
tallas de la poblacion en general, dividiéndola a su vez en los tres subgrupos: &, YNO y
Q0. La construccion de los intervalos de clase se realizé considerando LT, medida que

resultd seleccionada tras el analisis estadistico. Los intervalos fueron construidos a
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partir de LT y del numero total de organismos muestreados (2,315). Se obtuvieron los
valores maximo y minimos de esta medida, y al dividirse entre 14 se determind el ancho
del intervalo. Para fijar los valores extremos de cada intervalo se considerd al minimo
de esta medida y éste fue el extremo izquierdo del primer intervalo, se le sumoé el ancho
del intervalo y con ello se calculd 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 sumandole el ancho
del intervalo.

Se procedié a hacer las graficas de los tres subconjuntos de la poblacion,
hembras ovigeras, hembras sin huevos y machos, considerando los intervalos
construidos, fechas de captura y total de organismos.

El segundo grupo de pruebas consistié en contrastar si todas las distribuciones
de las hembras son iguales en las fechas de captura.

Con base en el andlisis, las morfometrias tomadas y el conteo de embriones en
el marsupio, ademas de las referencias en las que se hace alusion a esta metodologia
(Fonseca et al., 2000; Achouri et al., 2002; Rocha et al., 2002; Tsai y Dai, 2003;
Bakenhaster et al., 2006; Romero y Roman, 2008; Montesanto et al., 2012; Sokolowicz
y Araujo, 2013; Romero y Roman, 2013), se decidié considerar LT del organismo y el
numero de embriones en el marsupio como parametros base para determinar los
valores de fecundidad.

Para la obtencion de la fecundidad hipotética se utilizaron las féormulas de TGF,
TFG y TEF. Para estimar la fecundidad real se modificaron las féormulas antes
mencionadas considerando unicamente las hembras ovigeras, en vez de la totalidad de

las hembras con sus correspondientes embriones.

Técnica histolégica

Para la realizacién de la técnica histologica, se seleccionaron 92 isépodos (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 solucion

Davidson’s (Anexo 1) y posteriormente conservados en EtOH 70%. Los organismos
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fueron colocados en casettes para biopsia y se inicié el proceso de deshidrataciéon e
inclusién en paraplast con punto de fusion de 56-58 °C (Anexo 2).

Una vez incluidos en paraplast, se procedié a cortar de los organismos de
manera transversal y longitudinal en sentido dorso-ventral. Se realizaron cortes con un
grosor de 5-7 ym con un micrétomo rotatorio Leica RM2125RT, finalmente se aplicaron
dos técnicas de tincion: Hematoxilina-Eosina (H-E), la cual permitié 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 histolégicas una vez secas, se observaron en un microscopio
optico Zeiss Axiostar a diferentes aumentos (10X, 40X y 100X), seleccionandose

campos para una posterior toma de fotomicrografias.

Colecta

Conservacion (OH 70°)

Trabajo estadistico

Lavado

Sexado

Fotomicrografia
Morfometrias Electrénica de Barrido

Conteo de embriones Anal. Estadistico

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

Para la obtencion de fotomicrografias en formato digital se utilizé el microscopio
estereoscoépico LEICA MB80 del Taller de Biologia de animales Ill de la FC de la
UNAM.

En el caso de los organismos procesados con MEB: a) fueron colocados en
solucion jabonosa y sonicados durante 30 minutos para remover materia adherida a la
anatomia externa, b) devueltos a EtOH 70% y desecados a punto critico, c) se
cubrieron con oro.

Las fotomicrografias se obtuvieron con un microscopio Hitachi SU 1510.

A partir de las laminillas histologicas se seleccionaron los campos apropiados
para la toma de fotomicrografias en el laboratorio de Microcine de la FC de la UNAM
con un fotomocroscopio Olympus Provis AX70 con una camara Evolution MP de 6
megapixeles, todas las fotomicrografias se obtuvieron en microscopia de campo claro.

Para la citologia masculina, la descripcion de la meiosis | y espermatogénesis, se
utilizé el microscopio Zeiss Axiostar con la adaptacion de la camara Sony Cybershot®
DSC-W270 de 12.1 megapixeles.

-29-



Ciclo gonadico de Erichsonella attenuata Reyes Aldana Hugo Enrique

Resultados.-

Analisis estadistico

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 determind el sexo y en las hembras gravidas, se contabilizaron los embriones
colocados entre los pledpodos.

De las morfometrias obtenidas, se seleccion6 la de mayor relevancia en términos
estadisticos para realizar la evaluacibn de los parametros morfométricos
correspondientes a la especie, para ello se elabor6 un analisis multivariado discriminate
con las variables LC, LPe, LPl y LT. En un primer analisis se tomaron en consideracién
LC, LPe y LPI, tras este analisis se elimin6 LC, en un segundo analisis se incluye LT y
como resultado la eliminacion de LPly en el ultimo se realizé unicamente con LT y LPe,
resultando ser LPe la variable mas 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 Roman, 2008; Montesanto et al., 2012; Sokolowicz

y Araujo, 2013; Romero y Roman, 2013) se decidio trabajar con LT (Tabla 1).

Tabla 1. Analisis multivariado. Se muestran los valores obtenidos de tres analisis multivariados utilizando
las morfometrias LC, LPe, LPl y LT a=0.05

Analisis Variable A de Wilks F p
LC 0.6925 0.0295 0.8637
Primero LPe 0.9873 139.9079 0.000
LPI 0.9912 237.4008 0.000
LPe 0.8878 0.0376 0.0275
Segundo LPI 0.9921 231.684 0.000
LT 0.9942 160.357 0.000
Tercero LPI 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
dividio la totalidad de organismos durante el estudio (&4, NO y ?0) (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 ovigeras (?NO), hembras ovigeras (?0) y machos ().

£NO 20 J Total
N % N % N % N %

Intervalos de clase

(LT)
0.2-0.40 0 0 0 0 3 012 3 012
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 0 126 544 217 9.37
1.01-1.20 124  5.35 2 008 151 652 277 11.96
1.21-1.40 174 7.51 9 038 204 8.81 387 16.71
1.41-1.60 223 9.63 85 367 173 7.47 481 20.77
1.61-1.81 108 4.66 125 539 140 6.04 373 16.11
1.81-2.0 20 086 46 198 130 5.61 196 8.46
2.01-2.20 5 021 10 043 81 3.49 9% 4.14
2.21-2.40 7 030 0 0 64 2.76 71 3.06
2.41-2.60 0.04 0 0 40 1.72 41 177

1

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
4

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

En funcion de los intervalos de clase, se pudo observar que los machos
presentan una distribucion mas amplia dentro de los intervalos de clase, lo contrario a
las hembras que dificilmente alcanzaron tallas entre los intervalos 1.8 a 3.0 cm de LT.
Asimismo las hembras ovigeras se observaron en los intervalos de clase que estan
entre los 1.21 cmy 2.20 cm de LT, y representan los ultimos intervalos de la distribucién
de las tallas femeninas (Figuras 8 y 9).

La frecuencia absoluta (N), frecuencia relativa (%) y el porcentaje total de
machos en comparacion con las hembras ¢ NO y QO se obtuvo para cada una de las
fechas de muestreo (Tabla 3). De la misma forma se establecio la frecuencia relativa
para los subgrupos (4, $NO y 20) 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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Figuras 9.- Separacién 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 proporcion entre machos y hembras, para cada una de las
fechas de colecta. Resaltado en gris se encuentran los valores totales.

It 2 NO 20 Total Relacién

Ao Mes N % N % N % N % M:H
julio 219 946 221 954 67 289 507 21.90 0.76:1
2010 septiembre 12 0.51 5 021 0 0 17 0.73 2.4:1
noviembre 63 272 55 237 17 0.73 135 5.83 0.875:1
enero 218 941 190 8.20 35 1.51 443 19.13 0.97:1
2011 marzo 49 211 25 1.07 24 1.03 98 4.23 1:1
mayo 267 1153 149 6.43 70 3.02 486 20.99 1.21:1

agosto 396 1710 169 730 64 276 629 27.17 1.70:1
Total 1,224 52.87 814 35.16 277 11.96 1.12:1

YO mYNO m7
Sep Nov Ene Mar May Ago

Mes de colecta

—_ A A s
o N A~ OO

Frequencia relativa (%)

o N B~ OO

Jul

Figura 10.- Frecuencia relativa de ¢ NO, 20 y & con respecto a la fecha de colecta.

En la figura 10 se contrastan las subpoblaciones con la fecha de captura, se
determind si las distribuciones son iguales por subpoblacién y fecha de captura, por
medio de pruebas X?, 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). Unicamente se encontraron distribuciones iguales en
septiembre y noviembre del 2010, todas las demas tuvieron distribuciones diferentes
(Tabla 4).
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Tabla 4. Analisis de contraste por fechas de colecta entre machos y hembras.

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  1.41x107 0.07 0.11 | 415x10% 6.01x10% 3.50x10"2 2.86x10%2 2.27x1048

Con las hembras ovigeras se realizd una regresion lineal para determinar la
relacion del numero de embriones contenidos en el marsupio vs LT. Al ajustar un
modelo linear simple con origen en R?=0.745, es posible explicar la relacion de un
74.5% de los casos. El modelo ajustado es numero de embriones (#E) igual a 1.41
multiplicado por LT, se observé un incremento de 1.41 embriones por cada unidad de

longitud (Figura 11).
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Figura 11.- Relacion entre el intervalo de LT y el nUmero de ovocitos por hembra ovigera. #Em= 1.41*LT.
R2=0.745

-34-

2.2



Ciclo gonadico de Erichsonella attenuata

Reyes Aldana Hugo Enrique

A partir del analisis de la relacidén 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 5,6y 7).

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

Valores absolutos

Hembras en intervalos reproductivos 929
Hembras ovigeras 277
Total de embriones 3,316
Promedio de embriones por hembra 11.97
# minimo de embriones por hembra 1
# maximo de embriones por hembra 44
% la poblacién fecunda 29.81

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

Tasas de fecundidad general y global

Individual

Por 1,000
TFGhip 3569.43
TFGrea 67975.56
TGFnip 3314.00
TGFrea 11971.11

3.57

68.00
3.314
11.97

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

individual.

Tasa especifica de fecundidad

#Q por TEF TEF individual
Intervalos intervalo 70 #Em 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 8717.65 241 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 9.13 137
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Histologia y citologia

A partir de las 46 hembras y 46 machos de diferentes tallas se obtuvieron 338
laminillas histologicas con grosores de corte de 5-7um en orientacion en transversal y
longitudinal y se aplicaron las técnicas de tincion de H-E y Lendrum. A partir de éstos
de cortes de hembras (144) y machos (194) fue posible obtener un panorama
histologico de la organizacion interna.

Ademas se realizaron preparaciones por “squash” tefiidas con acetorceina, estas
preparaciones se obtuvieron de organismos completos conservados en EtOH70° de
diferentes fechas de colecta, sin embargo el estado de conservacién y el periodo
transcurrido desde su colecta hicieron que dichos organismos perdieran consistencia,
dificultando considerablemente la diseccion y observacion, por lo cual estas

preparaciones no fueron consideradas para esté trabajo

Histologia
En una vista panoramica en corte transversal se pueden identificar estructuras
como los tubulos hepatopancreaticos (Hp), sistema nervioso (SN), sistema hemal (SH),

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

Hembras

Se observaron los cambios de las estructuras reproductivas y su relacion con el
resto de la anatomia interna. Lo mas notable es el aumento de la talla de los ovocitos
en maduracion, lo cual lleva a una compactacion de estructuras como el tracto hemal,
tubulos hepatopancreaticos y tracto digestivo. Se aprecioé el desarrollo de los osteguitos,
estructuras que conforman al marsupio y que resguardan a los embriones durante un
periodo post-desove. Particularmente se observé una consecuciéon reproductiva, dentro
del cuerpo de la hembra se encuentra una cohorte de ovocitos en maduracion, pero una
siguiente generacion de foliculos primordiales se encuentra en estado de latencia de
manera adyacente a los ovocitos en maduracion, en el caso de las hembras en estado
de pospuesta, mientras una generacion se localiza en el marsupio, al interior del cuerpo

se encuentran ovocitos en maduracion.
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Asimismo es evidente la relacion de los ovocitos en maduracion con respecto a
otros 6rganos como los Hp, Td, SH, Son Tm, los cuales disminuyen el espacio que
ocupan dentro de la cavidad corporal debido al aumento en la presion propiciada por el
aumento en tamario de los ovocitos (Figura 12).

Anatomicamente se observo la presencia de las gonadas de forma pareada en la
parte dorsal de los organismos, en los estados incipientes entre las gonadas se puede
observar la presencia del SH y Td, asi 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
organos 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 formacion de una prolongacion de Cu en la zona
ventral que da origen a los Os y que a su vez dara 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.- Histologia de hembras. A, D y E, cortes transversales espesor de 5 um tedidos con técnica
de Lendrum, B, C y F, cortes transversales con espesor de 5-7um con tincién H-E. A, se muestra un
panorama general de la anatomia interna de una hembra con ovocitos en estado intermedio, en esta
imagen se observa una configuracion clasica de los 6rganos con la presencia de seis tubulos
hepatopancreaticos, el pereidopodo (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 érganos como el tracto digestivo y los tubulos
hepatopancreaticos 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 compactacion de los tubulos hepatopancreaticos y tracto digestivo;
E, corte transversal con tincion de Lendrum, detalle del marsupio en el que se aprecia la presencia de
tres embriones, en la parte interior derecha se observa un tubulo hepatopancreatico; F, corte transversal
con tincion H-E, en el que se observa un ovocito maduro y de manera adyacente un foliculo primordial,
también dos tubulos hepatopancreaticos que se muestran apenas compactados.
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Machos

Con respecto al sistema reproductivo masculino, se establecio la existencia de
un par de testiculos ubicados dorsalmente a manera de tubos. Este par de testiculos
esta compartimentado en regiones o cistos en donde se presentan distintas fases de
desarrollo de la linea germinal. Esta compartimentacion evidencia una maduracion de la
linea germinal en sentido longitudinal, que comienza con los estados mas 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 eyacularan a los espermatozoides ya maduros.
Estos compartimentos fueron denominados como testiculo incipiente, intermedio o
avanzado segun sus caracteristicas celulares, es decir el contenido (Figura 13).

Anatdmicamente presentan practicamente la misma organizacion que las
hembras, se diferencian en el tamafio y tipo de las gonadas. En los machos dado que
no existe un cambio notable en el volumen de la gonada durante el desarrollo, los
organos permanecen estables.

En aumentos mayores se observa la presencia de poblaciones celulares
especificas en los testiculos: espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios,
espermatidas y espermatozoides. También se aprecian células accesorias (Cac) que
conforman el perimetro de los diferentes sectores de los testiculos, a diferencia de las
hembras en donde las FI cambian de tamafio y forma, las Cac no cambian de tamafio ni
forma con respecto a la region testicular, se mantienen con una morfologia rectangular
u ovalada, (Figura 13).

Los compartimentos testiculares caracterizados como incipientes albergan a las
espermatogonias y espermatocitos, los intermedios a las espermatidas en

espermiogénesis, y los avanzados a los espermatozoides.
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Figura 13
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Figura 13. Vistas generales del testiculo. A, corte transversal tefido con H-E con espesor de 7um, en el
que se presenta el panorama general interno de E. attenuata, son apreciadas estructuras como la
cuticula (Cu), tubulos hepatopancreaticos (Hp), sistema nervioso (SN), sistema hemal (SH), tracto
digestivo (Td), paquetes musculares (Tm) y testiculos (T); B, corte transversal tenido con H-E, es el que
se aprecia la compartimentacion del testiculo y la relacion con otras estructuras como el tejido muscular y
los tubulos hepatopancreaticos, las regiones del testiculo 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 testiculo. C-G cortes longitudinales con espesor 5-7 um tefiidos con
H-E. Acercamiento a sectores especificos del testiculo. C, detalle de testiculo incipiente, se observan
principalmente una poblacion 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 testiculo intermedio (T2) y uno avanzado (T3), en el primero se observa una poblacion
celular principalmente compuesta por espermatocitos y en el segundo la poblacién es principalmente de
espermatozoides; E, se muestra una region que se encuentra en transicion intermedio- avanzado, se
observan espermatocitos y espermatidas en proceso de diferenciaciéon (Esm), también algunos
espermatozoides; F, regién de transicion intermedio-avanzado, donde se aprecian principalmente
espermatidas en proceso de espermiogénesis; G, region avanzada en la que se aprecian principalmente
espermatozoides bien definidos.
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Citologia

Hembras

En el caso de las hembras, no fue posible observar fases meidticas, sin
embargo, se caracterizdé la madurez de los ovocitos por medio de la comparaciéon del
tamano de estos y las caracteristicas celulares que indican la transicion de estados.
Entre las caracteristicas que se utilizaron para ello fueron principalmente las células
foliculares adyacentes, que presentan cambios de morfologia con relacion a la
maduracién del ovocito. Dichos estados caracterizados fueron: foliculo primordial,
foliculo primario, foliculo secundario (Wagele, 1992; Schudlt, 1993). Conjuntamente se
establecieron cuatro categorias de clasificacion para coadyuvar a la caracterizacion de
los estados de maduracion de los ovocitos, los cuales son: ovocito incipiente, ovocito
intermedio, ovocito avanzado y pospuesta, asi como estados transitorios, estas
clasificaciones se retomaron de aquellas que establecié Schuldt (1993), para las cuales
también se empled el tamafo del ovocito y caracteristicas visibles. El estado de
pospuesta se senald por la existencia de embriones u ovocitos en desarrollo final entre
los osteguitos, en el marsupio.

En las fases caracterizadas como incipientes, los foliculos primordiales (FI) se
encontraron acompanados de células foliculares (Cfl), las cuales aportan nutrientes
para su maduracion. Ademas del tamarfo de los foliculos, se utilizé la morfologia de las
células foliculares para identificar los estados de maduracién, que en los estados mas
incipientes son esféricas, en los estadios intermedios son ovaladas en diferentes
niveles y en los mas avanzados son planas, hasta el punto que son a manera de una
linea; debido al aumento de la presion interna dentro del ovario y el aporte de nutrientes
que se esta haciendo a las células en desarrollo (Wagele, 1992) (Figura 15).

El aumento de presidon antes mencionado, que resulta util para caracterizar los
estados de desarrollo intermedio y avanzado. Se observd que conforme los ovocitos
aumentan de tamafo y aumenta la presion, estas células comienzan a invadir regiones
correspondientes a otros drganos y estructuras como los tubulos hepatopancreaticos

(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 15y 16).

En el desove o pospuesta se observa una migracién de los ovocitos fecundados
al marsupio, que esta 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 maduracion del ovocito. Ay D cortes transversales con espesor de 5-7
pum tefidos con técnica H-E; B, C, E y F cortes longitudinales con espesor de 5-7 um tefiidos con técnica
H-E. A, corte transversal en el cual se observa un foliculo primordial (FI), rodeado por células foliculares
(Cfl), del lado izquierdo se observa un ovocito (Ov) en desarrollo avanzado. B y C, cortes longitudinales;
B, foliculo primario (FI) rodeado por células foliculares (Cfl), estas ultimas con forma cubica; C, foliculo
secundario, se observa un aumento en el tamafio ademas un cambio en la morfologia de esta y de las
células foliculares adyacentes (Cfl). Estados intermedios; D, corte transversal donde se observa un
ovocito en transicion de estado incipiente a intermedio rodeado de células foliculares aplanadas, se
observan segmentos de tubulos hepatopancreaticos y tracto digestivo; E, corte longitudinal de ovocito
intermedio, donde se observa un aplanamiento parcial de las células foliculares y segmentos adyacentes
del hepatopancreas (Hp); F, corte longitudinal donde se observan ovocitos en estado intermedio y las
células foliculares adyacentes, ademas de un segmento de hepatopancreas, es posible observar
aumento en tamafio si se le compara con las células hepatopancreaticas.
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Figura 16
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Figura 16.- Fases intermedias y avanzadas de maduracion del ovocito. G y K cortes transversales con
espesor de 5-7 uym tefidos con técnica H-E. H, | y J cortes transversales con espesor de 5-7 ym tefiidos
con técnica H-E. L Corte transversal con espesor de 5 pm tefido con técnica de Lendrum. G, corte
trasversal en el que se aprecia una ovocito intermedio (Ov) que presenta un foliculo primordial adyacente
(FI), también existen células foliculares aplanadas circundando al ovocito y cubicas al foliculo. 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; |, corte longitudinal de ovocito en
transicion de intermedio-avanzado, es evidente el aumento en tamafo y la compresion de otras
estructuras internas del organismo. Las células foliculares han alcanzado un grado de aplanamiento tal
que es dificil distinguirlas; J, corte longitudinal en el que se observa una poblacién de ovocitos en estado
de madurez avanzada, las células foliculares se encuentran aplanadas debido al aumento de presién
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 tefiido 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 observacion de las laminillas histolégicas, observaron algunas de
las fases de la meiosis |, la espermatogénesis y espermiogénesis. La meiosis Il no pudo
ser observada, sin embargo, los al observar estados iniciales, espermatogonias, y
finales, espermatozoides, permiten asegurar la existencia del ciclo completo de la linea
germinal masculina. Las fases de la meiosis | fueron ubicadas en la region del testiculo
caracterizada como testiculo inicial.

El testiculo de E. aftenuata presenta una regionalizacion 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 |, que se pudieron caracterizar dentro de un testiculo inicial, en el cual se
visualizaron diversas fases dentro de una misma poblacion celular.

La figura 19 corresponde a lamina en la cual se observan y caracterizan los
estados de la espermatogénesis en el testiculo de E. attenuata. Dichos estados se
manifiestan en diferentes compartimentos de la génada. Estos estadios celulares se
caracterizaron por morfologia. También aqui es importante mencionar que las
espermatogonias y espermatocitos primarios y secundarios se encuentran en el
testiculo incipiente/inicial, las espermatidas 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 | en el testiculo. Cortes longitudinales con espesor de 5-7 um tefiidos con
técnica H-E. B y C en 100x. A; testiculo inicial en el cual se observa una poblaciéon 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 | en el testiculo. Cortes longitudinales con espesor de 5-7 uym tefiidos con
técnica H-E. Imagenes en 100x. D, poblacién de células principalmente en paquiteno; E, célula en
diploteno; F, poblacién de células en las cuales se observan arreglos de cromosomas similes a figuras
meidéticas de dona, lo cual esta indicando una diacinesis; G, poblacién de células en metafase I; H, se
observa una célula en un estado transitorio entre anafase tardia y telofase temprana.
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Figura 19
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Figura 19.- Espermatogénesis y espermiogénesis. Cortes longitudinales con espesor de 5-7 um tenidos
con técnica H-E. Imagenes en 100x. A, poblacion de espermatogonias, se observan nucleos con la
cromatina en estado laxo; B, poblacion de espermatocitos primarios en interfase; C, espermatocitos
primarios en leptoteno, estos se pueden diferenciar esencialmente por la disminucién del tamafo y el
cambio en la estructura de los nucleos; D, espermatocitos secundarios; E, poblacién de espermatidas en
espermiogénesis, comienzan a tener una apariencia mas ahusada; F, espermatozoides los flagelos se
observan como estructuras elongadas y tefidas en color morado, lo cual indica una reaccién a la
hematoxilina.
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Discusion.-

Analisis poblacional

Con base en los resultados obtenidos, se asume que E. attenuata presenta una
reproduccion continua durante todo el ciclo anual, ya que en todas la fechas de colecta
se observaron hembras ovigeras. Ademas los datos muestran que las proporciones de
4, 2 NOy @ O, varian muy poco en cada época de colecta (<5%), lo cual indica una
constante en la proporcion de los subgrupos en los cuales fue dividida la poblacién,
para respaldar esta afirmacion se puede citar los trabajos de Furota e lto, 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 isopodos
marinos y terrestres: la primera en donde se presentan hembras ovigeras en cualquier
época del afio y las segundas, aquellas que tiene como caracteristica presentar
marcadas eépocas de reproduccion en donde solo se encontraran hembras ovigeras en
determinadas épocas del ano; E. aftenuata, corresponde entonces a las especies que
tienen una reproduccion continua.

De acuerdo con Sastry, (1983); Ashton et al., (2003) y Litulo, (2005), en regiones
tropicales como subtropicales la reproduccién se observa durante los meses de tibios
(24-31 °C) y calientes (31-45 °C) del ano cuando el alimento es mas abundante de
manera general.

Pero otros aspectos propios de las relaciones ecoldgicas afectan directamente a
los habitos 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, habitos migratorios, cambios en la produccion
primaria ocasionada por las variaciones de energia solar durante el afio, presencia de
depredadores estacionales, composicién bioquimica 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 necténicos son aquellos que en regiones tropicales y
subtropicales muestran mayor incidencia de habitos reproductivos estacionales;

mientras que los bentdnicos presentan una reproduccién continua a lo largo del afo,
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esto se explica porque los nutrientes en el bentos presentan una variabilidad
relativamente baja a lo largo del afo, ademas de que los ambientes bentonicos son
menos dependientes del acarreo de nutrientes por corrientes marinas y mientras el
aporte de energia 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 patrén en la poblacion de 0O, como
se mostré en las figuras 8 y 9, indica que las hembras deben de tener una talla minima
de 1.21 cm para ser reproductoras, con esto, se muestra que la talla de las hembras
ademas de favorecer una maduracion fisiolégica para reproducirse, tendra una
implicacion en la capacidad de alojamiento en el marsupio, que se vera reflejado en un
incremento del numero 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 maximas 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
utilizacién diferencial de la energia para producir gametos y crecer; es decir, mientras
que los machos utilizan una cantidad de energia determinada para la producciéon de
espermatozoides, las hembras utilizan una mayor cantidad de energia para producir
ovocitos, es por ello que los machos alcanzarian tallas mayores dentro de la poblacion.

En relacion a las fechas de colecta, se observa un mayor numero de individuos
en las fechas de mayo y agosto, sin embargo esto podria ser atribuido a cuestiones
propias de la colecta por una mayor unidad de esfuerzo, mas alla de un efecto biolégico
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 analisis de los valores de fecundidad indica que el 29.81% de la poblacién es
fecunda, lo cual refleja un valor relativamente alto en comparacién con otras especies
de crustaceos o invertebrados marinos (Ramirez, 2002; Gjedrem, 2005; Longhurst,

2010), con un promedio de 11.97 embriones por hembra, lo cual podria ser considerado
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un indicador bajo dentro de los valores promedio de invertebrados, sin embargo debe
de considerarse que el resguardo de los embriones en el marsupio esta actuando como
un cuidado parental, hecho que favorece a la supervivencia de los embriones, ya que
parte de la energia se dirige hacia el resguardo de la descendencia y no a la produccion
de gametos (Thiel, 2000; Ramirez, 2002; Montesanto; 2012).

Los valores de TGF y TFG son muy similares, lo que revela una estructura
reproductiva estable de la poblacién (Brass, 1974; Betrand, 1994; Ramirez, 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 poblacién total,
ademas de ser el primer intervalo en el que se encuentran Q0O; del intervalo 7 a 9 (1.41-
240 cm de LT) se concentra el 11.40% de hembras ovigeras con relacion a la
poblacién total y, aun cuando hay 90O de mayor talla (intervalo 10), en donde solo
observamos el 0.43% con respecto a la poblacion total, y en los ultimos tres intervalos
que van de 2.21 a 3.0 cm de LT no se observan Q0. Por otro lado, existe una relacion
positiva entre la talla de las hembras y el numero de embriones presentes en el
marsupio, aspecto que ha sido documentado para otras especies de isépodos terrestres
(Sutton et al., 1984; Achouri et al., 2003; Quadros et al., 2009).

Analisis histo-citologico

Desde el punto de vista histolégico y de acuerdo con Wilson (1991) y Schuldt
(1993), se observdé que E. attenuata posee un par de testiculos los cuales se
encuentran ubicados de manera longitudinal al cuerpo con los gonoporos ubicados
hacia la parte posterior del cuerpo. Los testiculos se encuentran compartimentados en
tres cistos o lobulos, cada cisto esta separado del otro por medio de una membrana
epitelial muy delgada apenas apreciable. Esto podria ser confuso, ya que la literatura
indica que la mayoria de los isdbpodos de vida libre poseen tres pares de testiculos, 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 isépodos, cada compartimento
corresponde a un testiculo independiente (Wagele, 1992; Schlatt y Ehmcke, 2014).

Esta diferencia posiblemente esta determinada por las caracteristicas especificas

y anatomicas de E. aftenuata, ya que es de un tamafio reducido y cuerpo alargado,
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ademas de estar sujeto a una reproduccion continua, lo que pudo haber llevado a un
proceso de modificacion organica interna que llevo a la fusidn de tres testiculos en uno
solo compartimentado, un proceso que no seria 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 anatomia resulta estar de acuerdo con el resto de los
isépodos, la posesion de un par de cordones nerviosos en la regién ventral, un tubo
digestivo que recorre al todo el organismo por el centro del cuerpo, seis tubulos
hepatopancreaticos rodeando al tubo digestivo, los cuales se pueden observar en
menor cantidad debido al nivel del corte con relacion al cuerpo, y un tracto hemal en la

region dorsal, ademas de los paquetes musculares (Holdich, 1971) (Figura 20).

Figura 20.- Anatomia interna comun de los isopodos de vida libre. Esquematizacion de un organismo
hipotético con un ovario (Ov) y un testiculo (T) en el que se observa la disposicion interna de los érganos
(SH, Sistema hemal; Hepatopancreas,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 demas is6podos, posee un par de penes entre el final del ultimo
segmento corporal y en la base del pledn, y un par de estiletes ornamentados detras del
segundo par de pledpodos, estructuras que permiten la fecundacioén interna (Figura 6).
Los estiletes poseen una ornamentacion 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 informacion obtenida de Wilson (1991) y Schuldt (1993), concuerda con la
anatomia 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 (térax), estructuras que son ovaladas y pareadas (Figura 6), los ovarios estan
formados por una membrana epitelial en la cual estan ancladas tanto las células
foliculares, foliculos en desarrollo y ovocitos en desarrollo, éstos ultimos se encuentran
dispuestos a manera de collar de perlas (Wilson, 1991; Jaglarz et al. 2014).

A través del analisis histolégico se pudo observar que en las hembras ovigeras
existen al menos dos generaciones de ovocitos en diferentes etapas, es decir, existe
una cohorte de ovocitos maduros y de forma adyacente foliculos en desarrollo, en la
region mas dorsal del ovario, como se menciona en la literatura (Wilson, 1991; Wagele,
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 foliculos en desarrollo incipiente, lo cual confirma la existencia de la
continuidad en la reproduccion 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 simultanea a la maduracion de los
ovocitos, no observandose osteguitos desarrollados en hembras sin embriones ni en
hembras con desarrollo de ovocitos o foliculos incipientes. La literatura afirma que
algunas especies de isdpodos presentan una ecdisis pos-desove, los cual activa un
mecanismo hormonal que incide en el crecimiento del organismo y la maduracién de los
gametos de las préximas generaciones, asi 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 maduracion consecutiva de
generaciones de ovocitos y el aumento de la capacidad de alojamiento dentro del
marsupio.

La distribucion de la anatomia visceral en las hembras es semejante a la de los
machos en cuanto a su ubicacion (Figura 20), sin embargo en éstas es evidente la
trasformacién y disminucion de tamano que presentan correspondiente al instar de

desarrollo de las estructuras reproductivas, especialmente los ovarios, esto obedece al
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aumento de presién, lo que lleva a una compactacion y migracion hacia la pared del
cuerpo principalmente de los tubulos hepatopancreaticos, tracto hemal y tracto
digestivo.

Para el caso del analisis citolégico, en machos se pudo llevar a cabo la
identificacion de la mayoria de las fases de la meiosis | y profase | en las diferentes
secciones del testiculo, asi 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 numero de estadios que se pudieron identificar.

Las fases de la meiosis Il no fueron observadas, lo cual puede ser atribuido a
diferentes causas como el espesor de los cortes histolégicos, el tipo de fijador que se
utilizé asi como el tiempo en este, la conservacion de los organismos que se llevo 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 afno y en diferentes tamafios de los machos, reafirma la existencia de un
ciclo reproductivo a todo lo largo del periodo anual, confirmando una reproduccién
continua. Una caracteristica estructural que debe ser mencionada es que los
espermatozoides son aflagelados como en el resto de los isépodos, informacién que
senalan autores como Wilson (1991) y Wagele (1992), lo cual se confirma por la
reaccion positiva a la tincion H-E, ya que se estas estructuras pueden observarse como
filamentos completamente tefidos con hematoxilina obteniendo coloraciones purpuras

En las hembras las fases de la meiosis se observaron, sin embargo las etapas de
maduracion pudieron ser caracterizadas por la morfologia 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
reproduccion 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 tamano de los Fl y Ov es una variante importante a considerar para identificar los
estados de maduracion, ya que no fue posible observar estructuras meidticas que

ayudaran a este propésito; el aumento en tamafo indica una mayor cantidad de
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nutrientes y el acontecimiento de procesos celulares que permitiran la maduracion de
estas células (Wagele, 1992; Gilbert, 2010).
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Conclusiones.-

Poblacionales

La poblacién de E. aftenuata en la laguna de Tamiahua, Veracruz, México; posee un
52.87% de machos, 35.16% de hembras no ovigeras y 11.96% de hembras
ovigeras, que de manera general resultan en 52.87% de machos y 47.13% de

hembras, o una proporcion 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 encontré una relacion entre talla y numero de huevos que se ajusta para el
74.5% de la poblacion de hembras ovigeras con un aumento de 1.41 embriones por
cada milimetro de LT. Que sustenta un aumento del numero de embriones a mayor
LT.

Histolégicas

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 hepatopancreaticos. Los testiculos en corte transversal se observan como
dos tubos delgados de tamaio pequero y lo ovarios como estructuran delgadas al
principio de su desarrollo pero que aumentan en tamano conforme aumentan los

ovocitos que se encuentran en su interior.

Los testiculos de E. attenuata a diferencia de otras especies como Armadillium
vulgare estan compuestos por un par de estructuras, cada uno de ellos esta a su
vez compuesto por tres cistos o I6bulos, posiblemente resultado de una fusion que
optimiza la relacion espacio y capacidad de produccién de gametos. Los cistos
estan separados por una delgada membrana epitelial y el testiculo esta compuesto

por un recubrimiento mas grueso de células accesorias.
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El ovario de E. attenuata esta organizado longitudinalmente a manera de collar de
perlas con la existencia de al menos dos cohortes de ovocitos o foliculos en
diferentes estados de desarrollo, ademas de estar recubiertos por una membrana
compuesta por células foliculares que modifican su morfologia con respecto a el
desarrollo de los gametos. A diferencia de los testiculos, los ovarios no se
compartimentan en cistos, son un solo espacio que contiene a los ovocitos, células

foliculares y fluidos.

Citologicas

Se caracterizaron las fases de la meiosis | en machos de E. attenuata, y algunas

fases de la profase I. Asi 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 organos o estructuras adyacentes.

Generales

Al conjuntar la informacion poblacional, citolégica e histolégica se afirma que E.
attenuata en la Laguna de Tamiahua, Veracruz, México, posee una reproduccion
continua, internamente se manifiesta como la consecucién de cohortes de gametos

tanto masculinos como femeninos.

- 66 -



Ciclo gonadico de Erichsonella attenuata Reyes Aldana Hugo Enrique

Recomendaciones.-

v' Al considerar la informacion previamente analizada en la literatura cientifica, E.
attenuata podria ser estudiada en el futuro para entender el papel que juega en
diferentes ambientes con diferentes niveles de perturbacion dentro de la Laguna de
Tamiahua, considerandolo como un organismo en estudios de restauracion
ecoldgica.

v" Con la aplicaciéon de técnicas adecuadas y aplicadas a éste fin, podria ser descrita
completamente la meiosis de esta especie, ademas de elaborar el cariotipo

correspondiente, el cual es inexistente.
v' Dado la resistencia que posee a diversas condiciones ambientales y el tamafio de

los gametos en ambos sexos, podria ser propuesto como un organismo modelo para

protocolos especificos como observacion del ciclo meidtico.
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Anexos.

Anexo l. Fijador Davidson’s*.

Formalina al 100% 220 ml
Etanol 95% 330 ml
H20 destilada 335 ml
Acido acético 115 ml
Hidréxido de amonio 229

*Para preparar 1 litro de fijador.

Anexo 2. Deshidratacion para inclusion 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
Inclusién en paraplast (Punto de fusion 56-58°C) 6 hr
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Anexo 3. Técnica de tincion 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
H20 destilada 5 min
Hematoxilina de Harris 9 min
H20 destilada 5 min
H20 corriente 5 min
EtOH 50% 5 min
Eosina alcohdlica 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
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Anexo 4. Tincion 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
H20 destilada 5 min
Hematoxilina de Harris 9 min
H20 destilada 5 min
H20 corriente Segundos
Floxina 30 min
H20 destilada Enjuagar
Tartrazina Minutos a horas
H20 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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