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ABREVIATURAS

1C = Una célula
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GLOSARIO

Anafase = Proceso de la meiosis en el cual las cromatidas hermanas se separan y

las nuevas se mueven hacia polos opuestos de la célula.

Apdlosis = Proceso de separacion del viejo exoesqueleto de la epidermis de
artrépodos produciendo un espacio entre ambos; el cual posteriormente se

desarrollara y sera remplazado por un nuevo exoesqueleto.

Blastocele = Es la region central de la blastula; Este se forma cuando el cigoto sufre
el proceso de segmentacion, mediante repetidas mitosis, da lugar a la morula, ésta
se ahueca y origina la blastula con la mencionada cavidad central.

Blastomeros = células animales indiferenciadas resultantes de la segmentacion del

cigoto.

Blastula = Estadio temprano del desarrollo embrionario en los animales; sigue a la
morula y precede a la gastrula en la secuencia de desarrollo normal de cualquier
animal; se considera que el organismo esta en estadio blastula cuando el embridn
presenta mas de 64 células cuando adquiere dos capas germinales (ectodermo y
endodermo).

Caliptopis = Estadio larvario caracteistico de los crustaceos del Orden
Euphausiacea que se desarrolla despues del estadio metanauplio caracterizado
por el desarrollo del caparazén, el alargamiento y diferenciacion del abdomen y la
aparicion de los ojos compuestos localizados debajo del caparazén.

Ciclo de muda = Tiempo en el cual un organismo renueva el integumento que

recubre el exterior del cuerpo, esto ocurre bajo control hormonal.
Corién = Membrana o envoltura externa que recubre al embrion.

Crustaceos = Extenso subfilo de artrépodos que comprende mas de 67,000
especies. Incluyen las langostas, los camarones, los cangrejos, los langostinos y
los percebes. Las especies de esta subfilo son acuaticas, habitan en todas las
profundidades del medio marino, salobre y de agua dulce; unos pocos han
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colonizado el medio terrestre como los isépodos y brachiuros. Como
caracteristica propia y definitoria del grupo podemos citar la presencia de larva
nauplio. Son los unicos artropodos con dos pares de antenas, tienen al menos un

par de maxilas y pasan por periodos de muda e intermuda para crecer.

Ecdisis = El proceso de desprendimiento del viejo exoesqueleto denominado

también proceso de muda.
Embriogénesis = proceso de la formacién y el desarrollo de un embrion.

Embrion = Etapa inicial de desarrollo ontogenético definido como un huevo
fertilizado.

Eufausido = crustaceos malacostracos del Orden Euphausiacea exclusivamente
marinos y principalmente pelagicos, presentan |as branquias expuestas no
cubiertas por el caparazén y tienen dos estadios de desarrollo unicos del grupo:

caliptopis y furcilia.

Exoesqueleto = Integumento quitinoso o calcificado que cubre la parte exterior del
cuerpo y los apéndices de los Artrépodos.

Furcilia = Estadio larvario caracteristico de los eufausidos que se desarrolla después
da la fase caliptopis que se caracteriza por presentar ojos compuestos méviles
que se proyectan mas alla del borde del caparazon, se desarrollan los cinco
segmentos abdominales (plepodos) en estadios tempranos furcilia, se va
disminuyendo el numero de espinas del telson de siete a una en distintos

subestadios fucilias.

Gastrula = Estadio de desarrollo embrionario que sigue al estadio embrionario de
blastula. Este estadio se caracteriza por una reestructuracién de la célula
(denominada gastrulacion) el cual es el proceso formativo del embrion cuando
adquiere tres capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo) y

adquiere una orientacion axial.

Krill = nombre comun proveniente del noruego, que significa alimento de ballenas,

con el que se conoce a las especies de crustaceos del Orden Euphausiacea,



aunque este nombre fue inicialmente aplicado a Megnyctiphanes norvegica y
posteriorente generalizado para nombrar a la especie Antarctica E. superba con
significativa importancia comercial, es posible generalizar este hombre comun a

las 86 especies existentes en este Orden.

Larva = Fase de desarrollo posterior a la fase embrionaria y que precede a la fase
juvenil de organismos con desarrollo indirecto que requieren diversas
transformaciones morfologicas mediante el proceso de metamorfosis) y que
tienen una anatomia, fisiologia y en ocasiones habitan en distinto habitat que en

las fases juvenil y adulto.
Lecitotréficos = Embriones que reciben nutrientes desde la yema del huevo.

Metanauplio = Estadio larvario que se desarrolla posterior al estadio nauplio y antes
del estadio caliptopis que se caracteriza por el desarrollo del labrum y los

rudimentos de maxillulas, maxila superior y primer par de toracépodos.

Muda = Proceso en el que varios animales como artropodos y reptiles se liberan de
un viejo exoesqueleto o piel e incrementan de talla antes de que la nueva cuticula

se endurezca.

Nauplio = Larva de forma ovalada caracterizada por presentar tres pares de
apeéndices: antenulas, antenas y mandibulas. Dependiendo de la especie, este
estadio de desarrollo puede ocurrir en el periodo embrionario (dento del corion) 6

propiamente como larva de vida libre.

Ovocito = Célula germinal femenina que esta en proceso de convertirse en un évulo

maduro.

Ovogénesis = Proceso de formacion de las células sexuales femeninas, desde la
oogonia hasta el 6vulo.

Organogénesis = Proceso de formacién y cambios morfolégicos que permiten que
las capas embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo) se transformen en

los diferentes 6rganos y estructuras del cuerpo que conforman un organismo.

Previtelogénesis = Proceso anterior al la formacion de los materiales de reserva del

citoplasma del embrion.
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Pseudometanauplio = Estadio larvario posterior a nauplio y anterior al metanauplio
caracterizado por presentar dos pares de apéndices funcionales (primer y
segunda antena), las mandibulas son reducidas pero funcionales como apéndices
natatorios. La primer y segunda maxila y los maxilipedos estan presentes, el

abdomen aun es corto.

Punto de No Retorno (PNR) = Tiempo limite de carencia de alimento (ayuno) a
partir del cual aun en presencia o disponibilidad de alimento ya no se restituyen
las capacidades fisicas de las larvas que resulta inevitablemente en muerte por
inanicion.

Sacos ovigeros = En el caso de los eufausidos se refiere a un par de sacos
membranosos asimétricos en los cuales las hembras cargan y protegen a sus

embriones.

Segmentacion en division total = Division celular en el cual los blastomeros son

completamente separados; y el huevo entero participa en la division celular.

Segmentacion holoblastica = que desarrolla segmetacion completa compuesta
completamente por la masa germinal y todo el vitelo entra en fisidn

(opuesto a segmentacion meroblastica).

Segmentaciéon meroblastica = segmentacion del zigoto que se dersarrolla
solamente en parte de la materia germinal, caracterizado unicamente por
una segmentacion parcial (opuesto a segmentacion holoblastica).

Tritocerebro = Uno de los tres pares de Iébulos del cerebro de los crustaceos, el

cual se conecta con el ganglio subesofagico que inerva las mandibula, maxilas y
labrum. Resultado de la fusion de un par de ganglios; en origen es postoral.

Zooplancton = Organismos heterodtrofos que viven en la columna de agua (ambiente
pelagico) que dervian con la corrientes marinas debido a su relativamente limitada

capacidad de natacion.
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RESUMEN:

La embriologia de los eufausidos se ha estudiada s6lo en especies con estrategia de
desove externo de regiones zoogeograficas templadas y polares, las cuales
aperentemente tienen sincronizados sus ciclos de desarrollo gonadico y de muda. En
el pasado se ha asumido que las especies con desove en saco ovigero tienen un
desarrollo gonadico, periodo de interpuesta, tamafo de puesta y proporcion de la
gonada desovada distinto a las especies con desove externo. Este estudio describe
histologicamente la embriogénesis y desarrollo larvario temprano de un eufausido
con estrategia de reproduccion en saco ovigero, Nyctiphanes simplex Hansen 1911,
para investigar la asociacion y sincronizacion del desarrollo de éstos en el saco
ovigero con los ciclos gonadico y de mudas. Los enjambres de eufausidos se
recolectaron en el Golfo de California durante julio de 2007 y marzo de 2010. 115
hembras ovigeras en diferentes fases de desarrollo gonadico y de mudas asi como
en distintos estadios de desarrollo embrionario se conservaron, procesaron y tifieron
utilizando diferentes técnicas histoldgicas. Se describio la embriogénesis de los
estadios de una célula (zigoto), multiples células, blastula, estadio de desarrollo
temprano y tardio de apéndices, nauplio, pseudometanauplio, metanauplio y
caliptopis. La eclosion ocurre en el estadio nauplio (N) desarrollandose en
pseudometanauplio (PMN) y la liberacion del saco ovigero ocurre en el esdtadio
metanauplio (MN). Los embriones de N. simplex tuvieron una segmentacion total
(holoblastica) con similitudes en patron de embriogénesis y linage celular al
eufausido de desove externo Meganyctiphanes norvegica M. Sars 1957 y los
decapodos Dendrobranchiata en el tamario relativo de las celulas en division, patron
de posicion y division de blastomeros asi como la division tardia de dos grandes
células del mesodermo. Las hembras ovigeras con embriones en las primeras etapas
de division celular tienen génadas en el estadio de multiplicacion, a partir del estadio
de nauplio algunas hembras presentan gonada en previtelogénesis y unicamente las
hembras con metanauplios pueden ocasionalmente tener gonadas en vitelogénesis.
Las hembras desarrollan la gdbnada madura exclusivamente después de completar la
liberacion de los embriones del saco ovigero y despues de mudar (ecdisis). Las
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hembras con saco ovigero invariablemente se encontraron en estadio de intermuda
que sugiere una precisa sincronizacidon entre el proceso de mudas, desarrollo
gonadico y la liberacion de los embriones. El hepatopancreas se desarrolla desde la
caliptopis 1. La proporcion de lipidos en los embriones disminuye a lo largo su
desarrollo hasta el estadio caliptopis 1 cuando ocurre la primera alimentacion
exdgena. Esto repercute en su habilidad para sobrevivir dependiendo de si los
embriones estan en condiciones alimenticias favorables o desfavorables. Se estima
que el Punto-de-no-retorno (PNR) de las larvas caliptopis 1 es posiblemente entre 1-
4 dias después de la liberacion de los embriones del saco ovigero.
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ABSTRACT

The euphausiid embryology has been studied only in broadcast spawning krill species
from temperate and polar zoogeographic regions. Apparently they have highly
synchronized gonad and molting cycles. In the past had been assumed that sac-
spawning species have distict gonad development, interbrood period, brood size, and
proportion of the gonad spawned in comparsion with broadcast spawning Kkrill
species. This study describes histologically the embryogenesis of the sac-spawning
euphausiid, Nyctiphanes simplex Hansen 1911, and explores its temporal association
with the gonad and molt development cycles. Euphausiids swarms were collected in
the Gulf of California during July 2007 and March 2010. 115 ovigerous females in
different stages of molt and gonadal development stages, and with distinct embryo
developnment stage in their ovigerous sac were preserved, processed and stained
using several histological techniques. We describe embryogenesis of one cell
(zygote), multiple cells, morula, blastula, and early limb bud, late limb bud, twiching
nauplius, pseudometanauplius, metanauplius and calyptopis 1 (the first free-
swimming larval stage). Larvae hatch as nauplius (N), develop as
pseudometanauplius (PMN) and the larvae are released from the ovigerous sac as
metanauplius (MN). N. simplex embryos had total clevage (holoblastic) with similar
embryogenic pattern and cell linage to the boadcast spawning krill Meganyctiphanes
norvegica M. Sars 1857 and Dendrobranchiata decapods in the relative cell sizes,
position and division pattern of the blastomeres, the two interlocking cell bands, and
the delay in the division of the two large mesendoderm cells. Ovigerous females with
embryos in cell division stages have gonad in multiplication stage, during nauplius
stage several females had their gonads in previtellogenesis, and only females with
MN occasionally have gonads in vitellogenesis. The gonad maturity occurs only after
completing the release of the embryos from the ovigerous sac. Females with
ovigerous sac were invariably in intermolt stage suggesting a precise synchronization
among processes of molting, gonad development and the release of the embryos to
produce consecutive broods. The hepatopancreas develops in the caliptopis 1.
Embryo lipid proportiuon decrease throughout the embryonic development until the
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calyptopis 1 (first feeding stage); which influence the ability to survive under favorable
or unfavorable trophic conditions. It is estimated that the Point-of-no-return (PNR) of
the calyptopis 1 larva could occur between 1-4 days after embryo leave the ovigerous
sac.
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INTRODUCCION

Los eufausidos, también conocidos como krill, han despertado un gran interés
en la comunidad cientifica debido a su posicion y funcién en la trama tréfica pelagica
y demersal de los ecosistemas marinos y por que en ocasiones ellos son un
componente significativo de la biomasa del zooplancton y micronecton que facilita la
transferencia de energia de productores primarios, nieve marina y microzooplancton
a niveles tréficos superiores (calamares, peces zooplanctéfagos, aves, pinnipedos y
ballenas barbadas) (Mauchline & Fisher, 1969; Bliss, 1985; Hempel, 1985; Schram,
1986; Gendron, 1992). Los eufausidos son utiles indicadores zoogeograficos
(Brinton, 1962; Bliss, 1985) y son organismos con potencial pesquero en
ecosistemas polares, templados y subtropicales (Gomez-Gutiérrez, 1992; Pillar et al.,
1992; Nicol & Endo, 1999; Nicol, 2003; Arroyo-Ramirez et al., 2005).

Actualmente existen al menos seis especies de eufausidos comercialmente
explotadas en la Antartida (Euphausia superba Dana 1850, Euphausia
crystallorophias Holt & Tattersall 1906), Japon, las costas de Canada, Estados
Unidos de Norte América (Euphausia pacifica Hansen 1911, Thysanoessa spinifera
Holmes 1900) y Atlantico del Norte (Meganyctiphanes norvegica M. Sars 1857,
Thysanoessa raschi M. Sars 1864) con capturas mundiales de hasta 200,000
toneladas anuales (Nicol & Endo, 1999). La mayor parte de los estudios sobre
biologia y ecologia de los eufausidos han sido realizadas en estas seis especies,
posiblemente promovido por su interés comercial. Todas las especies de eufausidos
son marinas, de las cuales 60 especies liberan sus embriones directamente en la

columna de agua (desovadoras externas) y 26 especies liberan sus embriones en



sacos ovigeros adheridos al ultimo par de los apéndices toracicos (Gémez-Gutiérrez,
2002, 2003; Gomez-Gutierrez & Robinson, 2005). Las hembras ovigeras deben
alternar varios procesos metabolicos para sobrevivir, crecer y reproducirse, de los
cuales, el proceso de reproduccion (ciclo gonadal), cuidado parental de los
embriones en el saco ovigero y el procseo de mudas requieren una proporcion
sustancial de la energia adquirida por la hembra mediante la alimentacion. Este
estudio se enfocd al estudio histologico de estos tres procesos que ocurren
simultdneamente en las hembras ovigeras del eufausido Nyctiphanes simplex
Hansen 1911: el desarrollo embrionario y larvario en el saco ovigero, el desarrollo
gonadico y ciclo de mudas de la hembra. Debido a que estos tres procesos son
altamente demandantes de energia para la hembra y su interaccién temporal aun no
ha sido estudiada en eufausidos de manera simultanea, en esta tesis se plantea la
hipdtesis de que las hembras deben realizar de manera sincronizada estos procesos
para incrementar su éxito reproductivo, cuidado parental y sus tasas metabolicas

para maximizar los procesos de crecimiento somatico y de reproduccion.



ANTECEDENTES

La mayor parte del conocimiento sobre la biologia y ecologia de los eufausidos
ha sido obtenida de especies de regiones templadas y polares con estrategia de
desove externo, siendo considerablemente menos estudiadas las especies
subtropicales y tropicales, particularmente las especies con estrategia reproductiva
de sacos ovigeros (Everson, 2000; Brodeur & Yamamura, 2005).

Historicamente se ha supuesto que las especies con estrategias de desove
externo y en saco ovigero tienen un patrén de desarrollo gonadico distinto en
términos de duracion del periodo de interpuesta (PIP), edad de primera madurez y de
desove, tamafio de puesta, proporcidn de la génada desovada por puesta, asi como
la fecundidad en términos de tasas de produccion de huevos (mg m™ d™") (Brinton et
al., 2000; Ross & Quetin, 2000; Gomez-Gutiérrez & Robinson, 2005; Gdémez-
Gutiérrez et al., 2010b). Para obtener una adecuada conceptualizacion vy
comprension de cada una de las dos estrategias reproductivas de los eufausidos es
fundamental estudiar y comprender la biologia reproductiva, metabolismo, los
patrones de distribucién, abundancia y tasa de reclutamiento larval que permitan
conocer su biologia reproductiva. Sin embargo, actualmente existe un considerable
desbalance en conocimiento de la biologia reproductiva de las especies con desove
en saco ovigero en comparacion a las especies de desove externo.

En el Golfo de California, dos de las tres especies de eufausidos mas
abundantes y que constribuyen con mayor biomasa son N. simplex (>90%),

Nematoscelis difficilis Hansen 1911 que tienen reproduccién en saco ovigero,



seguido por Euphausia eximia Hansen 1911 (Brinton & Townsend 1980; Brinton et
al., 1986; Lavaniegos-Espejo et al., 1989; Lavaniegos-Espejo, 1996; Gdémez-
Gutiérrez et al., 2010 a, b).

G. O. Sars (1898) realiz6, mediante observaciones de microscopio, el primer
estudio de desarrollo embrionario de los eufausidos con la especie de desove
externo Meganyctiphanes norvegica distribuida en el mar del Norte, definiendo y
describiendo sus principales estadios de desarrollo embrionario y larvario temprano.
G.O. Sars describio la morfologia de los embriones desde una célula hasta estadio
larvario de caliptopis y posteriormente Taube (1909, 1915) describié con mayor
detalle el desarrollo de M. norvegica hasta estadio furcilia. En la década de 1960s se
pensaba que los eufausidos desovaban unicamente unas pocas veces durante su
vida (Mauchline & Fisher, 1969). En la década de 1980°s se demostro que el periodo
del desove a la eclosion del krill Antarctico E. superba era de aproximadamente 6
dias y que de la eclosion a la larva de primer alimentacién exdgena (caliptopis 1)
transcurrian aproximadamente 23 dias (George, 1984). Stuart (1992) y Feinberg et
al., (2007) demostraron que los eufausidos de desove externo pueden desovar
consecutivamente en periodos de 2-7 dias en multiples puestas por periodos de
meses. La produccidn de huevos es algunas veces inhibidora del proceso de mudas
(Stuart, 1992). En especies con saco ovigero el numero de puestas, los procesos de
desarrollo embrionario, ciclos gonadico y de muda de las hembras aun no han sido
estudiado.

Excepto los estudios de Taube (1905, 1915) y Alwes & Scholtz (2004) en M.
norvegica, aun no se ha estudiado la embriologia interna del los eufausidos,

particularmente de las especies con estrategia reproductiva de saco ovigero.



Recientes estudios han enfatizado la necesidad de conocer mejor el desarrollo
embrionario, el mecanismo de incubacion y el cuidado parental de los eufausidos
debido a que estas son caracristicas bioldgicas relevantes en la interpretacion de las
relaciones taxondémicas y filogenéticas de los eufausidos (Maas & Waloszek, 2001;
Alwes & Scholtz, 2004; Gémez-Gutiérrez, 2006).

Gbomez-Gutiérrez (2002, 2003, 2006) resumio la clasificacion de los estadios
de desarrollo embrionarios de especies de krill con desove externo (Tabla 1).
Gomez-Gutiérrez & Robinson (2005) fotografiaron, describieron y caracterizaron
externamente los embriones del eufausido con estrategia reproductiva de saco
ovigero N. simplex definiendo los tiempos de desarrollo de cada estadio embrionario
y larvario dentro del saco ovigero (Fig. 1). Con esto pudieron darse cuenta que
aunque la morfologia externa de los embriones de eufausidos es similar entre
especies con diferente estrategia reproductiva, estos tienen diferencias en el tamafo
del espacio perivitelino, tiempos de desarrollo y el estadio en el que ocurre la
eclosion (Gomez-Gutiérrez, 2002, 2003, 2006; Gomez-Gutiérrez & Robinson, 2005).
Los embriones de N. simplex eclosionan en estadio nauplio rompiendo el corion por
crecimiento somatico (mecanismo de eclosion por expansién) y permaneciendo en el
saco ovigero durante los estadios pseudometanauplio y metanauplio (Gémez-

Gutiérrez & Robinson, 2005).



Tabla 1. Estadios de desarrollo embrionario de los eufausidos con estrategia reproductiva de desove

externo y con saco ovigero (tomado de Gémez-Gutiérrez, 2002, modificado de Ponomareva, 1963;
George & Stromberg, 1985; Quetin & Ross, 1984, 1989).

Estadio Abreviatura Descripcion del estadio embrionario

embrionario

Una célula 1C Embridn recién desovado, con espacio perivitelino y sin sefal
de divisién celular.

Multiples células MC Inicio de division celular

Blastula Bla Formacion de dos capas de células

Gastrula G Formacion de tres capas de células alrededor de la cavidad
central (arquenteron)

Desarrollo Etea El embriéon es trasformado en un primordio nauplio, los

temprano de apéndices naupliares (primera y segunda antena vy

apéndices mandibula) siguen conectados al cuerpo por una membrana y
los apéndices primordiales son visibles en vista lateral como
protuberancias

Desarrollo tardio Etaa Los extremos distales de los apéndices (primera y segunda

de apéndices antena y mandibula) estan libres, con forma de estructura
tubulares

Nauplio N El nauplio ha completado su desarrollo, sin membrana

rodeandolo, los apéndices libremente suspendidos del cuerpo

le permiten moverse, y el corazén tiene pulsaciones




Figura 1. Fotografias del desarrollo embrionario y larvario temprano (pseudometanauplio y
metanauplio) en el saco ovigero de N. simplex. (A) embriones ovoides recién eclosionados. (B)
embriones esféricos de una célula y multiples células, (C) blastula. (D) gastrula. (F) nauplio
eclosionando. (G) Pseudometanauplio (H) Metanauplio con ojo naupliar negro. Escala de la barra =

500 um (tomado de Gémez-Gutiérrez & Robinson, 2005).



La embriologia de los crustaceos ha tenido un sorprendente avance de detalle
a nivel de mapa celular y el destino de cada linaje celular debido a la implementacion
de técnicas de tincion fluorescente e histologia (Sholtz & Dohle, 1996; Hertzler, 2002,
Biffs et al., 2009). Utilizando la tincion fluorescente se describié detalladamente sus
estadios de segmentacion y gastrulacion mediante el mapa celular durante la
embriogénesis temprana de M. norvegica (Alwes & Scholtz, 2004). Alternativamente
se puede comprender el proceso de embriogénesis de los eufausidos mediante el
uso de técnicas histoldgicas tradicionales y técnicas histoquimicas para estudiar la
morfologia interna, organogénesis y como los lipidos son ubicados y utilizados por
los embriones durante el proceso de embriogénesis.

Aunque la morfologia externa y el tamafo de los estadios nauplio,
pseudometanauplios y metanauplios de N. simplex fueron descritos por Boden
(1951) y su morfologia externa fotografiada por Gomez-Gutiérrez & Robinson (2005)
(Fig. 1) el estudio de su morfologia interna y utilizacion de lipidos durante la
embriogénesis de especies de eufausidos con desove de saco ovigero no tiene
precedentes. Los embriones metanauplios de los eufausidos obtienen energia a
partir de sus reservas vitelinas embridnicas, sin embargo, cuando éstos se
transforman en el primer estadio larvario (caliptopis 1) éstas inician su alimentacion
exdgena (Ross & Quetin 1989; Gomez-Gutiérrez & Robinson, 2005). Por esta razén,
la utilizacién de los lipidos estructurales y de reserva durante la embriogénesis es un
proceso relevante para estimar el tiempo del Punto-de-No-Retorno (PNR), definido
como el tiempo que una larva caliptopis 1 puede sobrevivir sin encontrar alimento, es
decir es el umbral superior delimitado como el tiempo en que la caliptopis hambrienta

muere aun cuando se le suministre abundante alimento (Ross & Quetin, 1989). Este



PNR vy su posible existencia en la naturaleza imponen una limitante al reclutamiento
larval de los eufausidos con sus posiblesconsecuencias en su posterior abundancia,
biomasa y produccidbn secundaria poblacional. E. superba metaboliza
aproximadamente 37% de los lipidos y 36% de las proteinas hasta el momento de la
eclosion dejando unicamente estas reservas para la fase caliptopis 1 (estadio de
primera alimentacion exégena).

Zavala-Hernandez (2007) describié y compar¢ el desarrollo gametogénico de
las hembras y machos de las tres especies de eufausidos mas abundantes del Golfo
de California (N. simplex y N. difficilis, con estrategias de desove en saco ovigero y
E. eximia, con estrategia de desove externo) no detectando diferencias
interespecificas en su morfometria de los ovocitos, desarrollo gonadico. El utilizd
técnicas histologicas para describir la morfologia de los ovocitos, realizar mediciones
morfologicas y estimar frecuencias relativas de los estadios y sub-estadios de
desarrollo ovarico (Fig. 2). Zavala-Hernandez (2007) y Gémez-Gutiérrez et al. (2010
b) propusieron un modelo conceptual para estimar el tiempo de desarrollo de un
estadio gonadico a otro en referencia a la mediana de la duracion de cada estadio de
desarrollo embrionario de N. simplex en su saco ovigero. Esto fue realizado para
obtener estimaciones de fecundidad mas precisas que seran incluidas en modelos de
reclutamiento larval y produccion secundaria (Cuzin-Roudy, 2000; Gémez-Gutiérrez

& Robinson 2005; Martinez-Gomez, 2009).



Figura 2. Cortes histologicos longitudinales de goénadas femeninas del eufausido Nyctiphanes

simplex. Escala de la barra 75 ym. Tinciéon H-E. Micrografia de ovario en Estadio | (previtelogénesis).
(A y B) Ovocitos en sub-estadio de nucleolo cromatina temprano (Oc1) (200x%), (C y D) ovocitos en
sub-estadio de nucleolo cromatina tardio (Oc2) (100x y 200%) y (E y F) ovocitos en sub-estadio de
glébulo lipidico (Oc3) (100x y 200x%) cf, células foliculares; ct, citoplasma; gl, glébulo lipidico; mc,
membrana citoplasmica; n, nudcleo; nc, nucleolo. (G y H) Ovocitos en subestadio de glébulo de
previtelo (Oc4) (100x y 200x). (I y J) Ovario en estadio Ill (madurez) con ovocitos en sub-estadio de
glébulo de vitelo (Oc5) (100x y 200x). Ovario en estadio IV (desove). (K y L) Ovocitos en sub-estadio
de glébulo de rompimiento de vesicula germinal (Oc6) (100x y 200x) (tomado de Zavala-Hernandez,
2007; Gomez-Gutiérrez et al., 2010 b).

El estudio de los procesos de desarrollo ovarico y desarrollo embrionario de N.
simplex permitié visualizar diferencias en la biologia de las especies con saco
ovigero y de desove externo (Zavala-Hernandez, 2007; Gémez-Gutiérrez et al., 2010
a,b). En las especies con saco ovigero es posible seguir simultaneamente el
desarrollo de los embriones en relacidn con el desarrollo gonadico y el ciclo de
mudas de la hembra para comprender como estos tres procesos, altamente

demandantes de energia, interactuan entre si.
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La asociacion temporal entre el desarrollo gonadico y el ciclo de muda de las
hembras ovigeras aun es pobremente comprendido en especies con desove en saco
ovigero, pero en especies con desove externo supuestamente estos dos procesos
son altamente sincronizados (Tarling & Cuzin-Roudy, 2003) aunque existe evidencia
de una elevada variabilidad individual entre hembras (Feinberg et al., 2007). Los
ciclos de muda de los crustaceos son controlados por las hormonas neurosecretoras
del 6rgano X, localizado en el pedunculo ocular, y el 6rgano Y localizado cerca de la
region bucal (Nakatsuji & Sonobe, 2004). Las hormonas ecdyesteroides son
secretadas por el 6rgano Y para estimular la apdlisis y la ecdisis. La apdlisis es el
proceso de separacion de la vieja cuticula (exoesqueleto) de la epidermis
produciendo un espacio entre ambas el cual es reemplazado posteriormente por una
nueva cuticula. La ecdisis es el preciso momento en que la cuticula se retira del
crustaceo (muda). Los procesos de apoalisis y ecdisis son seguidos de un proceso de
reconstruccion cuticular e incremento de biomasa del cuerpo del crustaceo
(Musgrove, 2000; Nakatsuji & Sonobe, 2004). Sin embargo, los eufausidos tienen la
capacidad de mudar con un incremento en crecimiento somatico (tasa instantanea de
crecimiento positiva), no crecer (tasa instantanea de crecimiento igual a cero), o
disminuir su talla corporal y biomasa (tasa instantanea de crecimiento negativa)
(Hosie & Ritz, 1989; Nicol, 2000; Martinez-Gomez, 2009).

La cuticula de los crustaceos esta compuesta por dos capas principales: (1) la
epicuticula y (2) la procuticula. La procuticula esta a su vez dividida en tres
subcapas: (2a) exocuticula, (2b) endocuticula y (2c) capa membranosa. La

epicuticula y exocuticula son sintetizadas antes de la ecdisis y forman la capa pre-
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ecdisal. La endocuticula y la capa membranosa son sintetizadas después de la
ecdisis y forman la capa post-ecdisal (Skinner, 1985).

Se han realizado estudios en crustaceos decapodos para determinar el
momento de la ecdisis con respecto a las caracteristicas morfoldgicas de la cuticula
(Promwikorn et al., 2004) y los cambios en la caracterizacion histologica de las fibras
de colageno, carbohidratos, lipidos y sales de Calcio de la cuticula asociados al
proceso de muda (Promwikorn et al., 2005). Dependiendo de los componentes de la
cuticula y el grosor relativo del exoesqueleto de las hembras ovigeras de N. simplex
se puede definir en que estadio de muda se encuentra cada animal asociando su
temporalidad de estadio de muda con los procesos del desarrollo embrionario y
desarrollo gonadico. En el presente estudio se propone la hipotesis de que existe una
sincronizacion entre los procesos de desarrollo gonadico y muda de la hembra
ovigera, desove, desarrollo embrionario y larvario dentro del saco ovigero, que evita
que N. simplex culmine estos procesos al mismo tiempo con una sincronizacion
fisiolégica que incremente su éxito reproductivo y cuidado parental. Este estudio
pretende dar una descripcion secuencial de la division celular y organogenesis de N.
simplex durante el desarrollo embrionario y larvario dentro del saco ovigero y fuera
de este asi para establecer la asociacion temporal de estos procesos con el ciclo
gonadico y de mudas de la hembra ovigera utilizando técnicas histologicas e

histoquimicas.
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JUSTIFICACION

A lo largo de la filogénia y evolucion de los crustaceos malacostracos
aparecen frecuentemente los huevos nauplio (HN), excepto en los eufausidos y los
decapodos. El HN es un estadio embrionario con abundante vitelo, la primera y
segunda antena son unirameas y la segunda antena es birramea. El nauplio de los
eufausidos puede presentarse en fase embrionaria (antes de eclosionar) o de vida
libre (después de la eclosion) en distintas especies de krill (Gomez-Gutiérrez, 2006).
Ambos tipos de nauplios de los eufausidos tienen relativamente poco vitelo y la
segunda antena y la mandibula son birrameas. Por esta razén, se ha propuesto que
los eufausidos no tienen huevo nauplio. La embriogénesis y la ontogenia larvaria de
los eufausidos con estrategia reproductiva en saco ovigero aun no han sido
estudiada y posiblemente pueden ser mas parecidas a las de los decapodos o
mysidaceos (en relacion a otro grupo de los crustaceos malacostraceos). El estudio
detallado de sus mapa celular, organogénesis puede proveer informacién relevante
para comprender las relaciones filogenéticas de los eufausidos con otros érdenes de
los crustaceos malacostraceos y para comprender como estos organismos han
evolucionado para adaptarse al ecosistema pelagico marino desde etapas
tempranas.

Los eufausidos tienen una funcion trofica significativa en la cadena alimenticia
y debido a su abundancia también son una fuente importante de proteina, enzimas
antioxidantes para la industria farmacéutica, acuaristica (como alimento de peces de

ornato) y acuacultura. En el Golfo de California N. simplex es la especie mas
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frecuente y abundante que afortunadamente aun no ha sido explotada
comercialmente. Antes de que esto suceda, es importante, conocer aspectos de su
biologia como la embriologia, ontogenia y reproduccién la cual proporcionara bases
conceptuales para desarrollar en el futuro un plan de manejo pesquero sin afectar

significativamente sus poblaciones 6 la de sus depredadores.

OBJETIVOS

1) Describir la embriogénesis de la progenie en el saco ovigero y larvas tempranas
de vida libre con alimentacion exdgena (caliptopis 1-3) del eufausido subtropical
Nyctiphanes simplex Hansen, 1911.

2) Realizar un modelo conceptual de la asociaciéon temporal de los ciclos de
desarrollo gonadico y de muda de las hembras del eufausido Nyctiphanes simplex

con el desarrollo embrionario y larvario de su progenie.
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MATERIAL Y METODOS

Los eufausidos fueron recolectados durante dos cruceros oceanograficos
realizados en la region norte y centro del Golfo de California durante julio-agosto de
2007 y en marzo de 2010 a bordo del buque oceanografico El Puma (Universidad

Nacional Auténoma de México).

Trabajo de campo

Los enjambres de los eufausidos fueron detectados hidro-acusticamente con
una ecosonda Simrad EY-500 con haz de sonido dividido de 120 kHz de frecuencia
(Gomez-Gutiérrez & Robinson, 2006). Los eufausidos fueron capturados en la
profundidad donde la ecosonda mostré densas capas de dispersion de sonido con
una red de deriva de 1-m de diametro, 5-m de largo y una luz de malla negra de 300
pgm, provista con un copo recolector cerrado (0.22 m diametro y 0.70 m alto) (Gomez-
Gutiérrez & Robinson, 2005, 2006). Esta red estuvo equipada con una lampara
sumergible (lkelite Pro-Video—Lite Il system de 50 Watts) (Fig. 3). Los arrastres se
realizaron durante aproximadamente 10 minutos preferentemente durante la noche y

con el buque a la deriva para evitar dafiar a los eufausidos capturados.
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Figura 3. (A) B/O El Puma, (B) Area de estudio. (C) Red de deriva mostrando el copo modificado para

evitar dafio de eufausidos, camara y lampara submarina (Fotos cortesia de Gomez-Gutiérrez).

Los organismos del zooplancton recién recolectados fueron puestos en una
hielera con agua marina del mismo copo recolector. Los eufausidos fueron
separados con cucharas de plastico para observarlos en vivo con un estereoscopio
Carl Zeiss SV11, equipado con una camara Olympus Camedia 3040 de 3.3
megapixeles de resolucién o una camara Olympus Though de 12 megapixeles de
resolucion. Los eufausidos capturados fueron observados in vivo para identificar su
sexo y especie siguiendo los criterios de identificacion de Baker et al. (1990) y
Brinton et al. (2000). En cada hembra ovigera de N. simplex se identifico el 1) estadio
de desarrollo gonadico basado en la morfologia de los ovocitos y su proporcion
relativa de la génada en el cefalotorax (Ross et al., 1982); 2) estadio de muda,
siguiendo los criterios del método Drach basado en cambios macrosépicos del
integumento y desarrollo de las setas de los eufausidos (Buchholz, 1982) y 3) estadio
de desarrollo de los embriones dentro del saco ovigero (Gomez-Gutiérrez &

Robinson, 2005).
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Figura 4. Fotografia de macho con espermato6foro extruido (color rojo) y hembra ovigera de eufausido

Nyctiphanes simplex. (Foto cortesia de Gomez-Gutiérrez).

Se recolectaron 115 hembras de N. simplex con sacos ovigeros en diferentes
estadios de desarrollo embrionario que se fijaron con 1) soluciéon Karnovsky para la
inclusién en resina, O 2) soluciéon Davidson para la inclusion en parafina. Las
hembras preservadas en solucion Karnovsky se mantuvieron en obscuridad y
refrigeracion (4°C) durante 48 h , posteriormente éstas se transfirieron a etanol al
30%. Las muestras fijadas en solucion Davidson fueron mantenidas en refrigeracion

hasta llegar al laboratorio.

Analisis histolégicos
Los eufausidos fijados se deshidrataron en una serie progresiva de

concentraciones crecientes de alcohol etilico (70% a 100%) en el laboratorio de
histologia e histoquimica del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste

(CIBNOR, La Paz, B.C.S., México).

17



Cortes en parafina. Posterior a la deshidratacion, las muestras fijadas en
Davidson se aclararon en xilol y se incluyeron en parafina (Paraplast X-Tra, Mc
Cormick Scientific, San Diego, CA, USA). Los cortes se hicieron de 4 ym de grosor
con ayuda de un microtomo rotatorio (Leica RM 2155, Leica Microsystems) y se
colocaron en portaobjetos. Después de desparafinar las muestras, éstas se tifieron
con la técnica tricrémica de Masson (Anexo 1) para identificar fibras de colageno o
Acido Periédico de Shiff (PAS) para evidenciar carbohidratos en la cuticula de las
hembras (Anexo 2). Las preparaciones histolégicas se montaron con cubreobjetos y
resina sintética.

Cortes en resina. Las muestras fijadas en solucion Karnovsky (Karnovsky,
1965) se embebieron en resina tipo metacrilato (JB-4Plus, Polysciences, Warrington,
PA, USA) (Anexo 3). Las muestras embebidas en resina se cortaron en secciones de
1 yum y 2 pym con ayuda de un microtomo rotatorio con navajas de carburo de
tungsteno (Leica TC65). Los cortes se tifieron con acido periddico de Schiff (PAS)
(Anexo 2) para la identificacion de carbohidratos en la cuticula de la hembra
(Sheehan & Hrapchak, 1980). Otras muestras se tifiieron con la técnica de Sudan
Negro para la identificacién de lipidos (Rodriguez-Moscoso & Arnaiz, 1998) (Anexo
4), mientras que otras muestras se tiflieron con una técnica policromica para la
descripcion general de los estadios de desarrollo de los embriones y las larvas
(Tolivia et al., 1994). Las muestras histologicas tefiidas se observaron en un

microscopio Olympus BX50 (Olympus optical, Japan).
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Histologia cuantitativa y cualitativa

Las imagenes de los tejidos fueron digitalizadas y analizadas con un Sistema
de Analisis Digital de Imagenes (Image Pro-Plus v.4.1) (Fig. 5). Para el analisis
cualitativo y cuantitativo de la morfologia de los gametos ubicados en el hemocele se
llevé a cabo la misma técnica realizada por Gomez.Gutiérrez et al. (2010b). Los tipos
de ovocitos presentes en cada estadio gonadico se identificaron con los criterios
descritos por Yano (1988) y Cuzin-Roudy (1993), modificado para eufausidos por
Zavala-Hernandez (2007) y Gémez-Gutiérrez et al. (2010 b).

Se realiz6 un analisis semi-cuantitativo de la proporcion de lipidos vy
carbohidratos en cada estadio de desarrollo embrionario y larvario dentro del saco
ovigero de N. simplex tifiiendolos con Sudan Negro para lipidos y PAS para
carbohidratos. En cada fotografia se selecciond el perimetro del embrién o larva
tefido con el programa Image Pro Plus (Media Cybernetics versidn 4.5.19). Este
programa calcul6 la proporcidn de pixeles del color respectivo a los lipidos (de azul a
negro pasando por gris) y carbohidratos (magenta) con respecto al area total del

embrién.

Figura 5. A) Fotografia del microtomo rotatorio (Leica RM 2155, Leica Microsystems) y B)
digitalizacién de imagenes de embriones y hembras de N. simplex con el Sistema de Analisis Digital

de Imagenes (Image Pro-Plus v.4.1).
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Para construir un modelo conceptual de la asociacidén temporal entre
desarrollo gonadico y ciclo de mudas de las hembras y el desarrollo embrionario de
N. simplex, los tiempos de desarrollo gonadico y de mudas se estimaron con las
medianas de los tiempos de desarrollo embrionario de cada estadio a 16°C (Gomez-
Gutiérrez & Robinson, 2005). Se realizé una descripcién de la division celular, la
formacion de la blastula, gastrula y seguimiento de las capas germinales de los
embriones de N. simplex siguiendo la nomenclatura y descripcidn definida para el
eufausido M. norvegica (Alwes & Scholtz, 2004). Esta nomenclatura se basa en 4
letras mayusculas A, B, C y D las cuales designan a los blastomeros en el estadio de
4 células (Fig. 8). Los blastomeros del estadio de 2 células se designé como AB a la
celula mas pequefia, que posteriormente produciera las células hijas A 'y B y se
designo CD a la célula mas grande, la cual se divide posteriormente en C y D. Las
células hijas de estas cuatro celulas se designaron con los indices | y I, como Ay A
(Fig. 8). Ademas, se definio la diferenciacion celular y formacion de los tejidos y
organos (organogenesis) de los embriones en estadio temprano y tardio de
desarrollo de apéndices, nauplio, las larvas en el saco ovigero (pseudometanauplio,
metanauplio) y larvas de vida libre (caliptopis 1 a 3). La descripcién del desarrollo
gonadico de N. simplex se basd en la nomenclatura definida en Gomez-Gutiérrez et
al. (2010 b) y los estadios de la muda de la hembra in vivo se basoé en los criterios
propuestos por Buchholtz (1982). La identificacion de el estadio de muda se identifico
histologicamente con los criterios de estadios de muda descritos para el camaron

decapodo Penaeus monodon (Promwikorn et al., 2004, 2005).
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RESULTADOS

Desove: Las hembras gravidas de N. simplex (génada color rosa) desovan
sus huevos por el oviducto hacia un par de sacos ovigeros membranosos
transparentes y asimétricos sostenidos por el octavo par de apéndices toracicos
(peridpodos). Estos apéndices ayudan a mover los sacos ovigeros de arriba hacia
abajo y visceversa posiblemente para oxigenar a los embriones. El saco ovigero
puede tener forma de pera, eliptica 6 irregular dependiendo del numero de

embriones y el estadio de desarrollo en que estos se encuentren.

Espacio vacio

Gonada
gravida

Saco
ovigero

Figura 6. N. simplex. Hembra (A) gravida y (B) ovigera en los primeros estadios embrionarios. El
espacio vacio en el cefalotérax es evidencia de que la hembra desova gran parte de su génada en un
cada evento de desove.

Los estadios de desarrollo embrionario y larvario observados dentro del saco
ovigero fueron: una célula (1C), multicélulas (MC), blastula (BL), ETea (desarrollo
temprano de apéndices), ETaa (desarrollo tardio de apéndices), nauplio (N),
pseudometanauplio (PMN) y metanauplio (MN). No se pudieron encontrar hembras
con embriones en el saco ovigero en estadio de gastrula, posiblemente por que este
estadio sucede rapidamente y la posibilidad de detectarlo en las hembras

recolectadas e incubadas es relativamente pequefia. Algunos metanauplios que
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fueron liberados por las hembras al momento de observarlas en vivo, fueron
separadas en botes de plastico, se alimentaron con una mezcla natural de
microalgas y se incubaron en un cuerto frio del barco hasta que desarrollaran cada

una de las etapas de larvas caliptopis (Caliptopis 1, 2y 3).

Morfologia y biometria de los embriones

Los huevos no fertilizados de N. simplex son ovoides y se desintegran en
pocas horas después de ser desovados en el saco ovigero. Los huevos fertilizados
son esféricos, completamente llenos de vitelo y tienen un diametro promedio de 370
um (Fig. 7). Los embriones de N. simplex tuvieron una segmentacion total
(holoblastica). Durante los primeros estadios embrionarios, desde la primera division
celular hasta la blastula los embriones mantienen una forma esférica (circular en un
corte bidimensional). El embrion en estadio gastrula también tiene una forma circular
(Gomez-Gutiérrez & Robinson, 2005). A partir del estadio Etaa los embriones tienden
a alargarse por el eje postero-anterior adquiriendo una forma cada vez mas ovoide
(eliptica en un corte bidimensional). A partir del estadio embrionario de nauplio se
inicia la elongacién morfolégica de la larva, durante los estadios pseudometanauplio

y metanauplio las larvas se vuelven notablemente mas oscuras y robustas (Fig. 7).

22



600

— 500 A

micras

400 A

Talla (

300 A

200 T T T T T T T 1
1C MC Bla Etea Etaa N PMN MN

Estadios de desarrallo

Figura 7. Biometria de de los estadios de desarrollo embrionario y larvario en el saco ovigero de
Nyctiphanes simplex. En orientacion longitudinal (diamantes negros) y trasversal (cuadrados blancos).
1C= una célula, MC = multiples células, Bla = blastula, Etea = estadio de desarrollo temprano de
apéndices, Etaa= estadio de desarrollo tardio de apéndices, N = nauplio, PMN = pseudometanauplio y
MN = metanauplio.

Desarrollo embrionario en el saco ovigero

La nomenclatura usada para el linaje celular es la definida para el eufausido
Meganyctiphanes norvegica (Alwes & Scholtz, 2004) y crustaceos decapados
dendrobranchiata (Hertzler, 2005; Biffis et al., 2009). Apréximadamente 2 h después
del desove, el nucleo del huevo queda un poco fuera del centro y las cromatinas
comienzan a separarse cada una asociada a un cuerpo polar. Esta division da lugar
a dos células que ligeramente difieren en tamafo, la mas chica se denomina “AB” y
la mas grande “CD” (Fig. 8 B). En este momento es dificil distinguir los polos vegetal
y animal. Los blastdmeros aumentan en numero, pero no en tamafo. El vitelo de
cada uno de los blastomeros se concentra en granulos distribuidos de manera

uniforme (isolecitos), existe una masa central de citoplasma alrededor del nucleo y el
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espacio perivitelino entre el embrion y el corion es virtualmente indetectable con el
aumento del estereoscopio a 6.6x de magnificacion.

Durante la siguiente division mitotica se forman cuatro blastdmeros que
difieren ligeramente en tamafo, los cuales se orientan en direcciones opuestas para
formar un paquete de células en forma de cruz (células A, B, C y D). La célula de
menor tamafno se denomina célula “A” y la mas grande es la célula “D” (Fig. 8C). Las
siguientes divisiones celulares ocurren en angulo recto y forman células simétricas,
se le llama division como espejo (células A, Ay, By, By, Ci, Cy, Dy y Dy).

En la formacion de ocho células, los blastbmeros son casi iguales en
dimension, excepto una que es ligeramente mas grande en N. simplex que las
demas que en otras especies de eufausidos la cual se denomina célula D, (que
posteriormente formara la parte dorsal y ventral del embrion) (Fig. 8E). Esta célula se
expande hacia adentro de lo que formara la blastula y marca el polo vegetal. En
teoria ésto posteriormente va a formar el arquenteron de la gastrula, que después en
el estadio nauplio dara lugar al ano. El polo animal formara la parte cefalica (anterior)
del nauplio.

Mientras la célula D, permanece en anafase, las células de alrededor se
siguen dividiendo hasta formar aproximadamente 30 blastomeros (Fig. 8D).
Posteriormente, la division de la célula D, da lugar al eje dorso-ventral del cuerpo
[Diga (Xa)] ¥ [Duav (Xv) 1. Esto ocurre aproximadamente 21 h después del desove
usando como referencia el tiempo de desarrollo embrionario de N. simplex (Goémez-
Gutiérrez & Robinson, 2005). En esta etapa ocurre la formacion de 32 células, las

cuales definen formalmente la formacion de la blastula (Fig. 8F). En esta figura se
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distingue la zona ventral (Xv), la zona dorsal (Xd), la zona anterior (an) y la zona
posterior (po) del embridn.

Estas células X4 y X, permanecen en interfase mientras que la division del
resto de los blastomeros no se detiene formando aproximadamente 60 blastomeros
que se mueven hacia las células mesendodérmicas para invaginarse llenando casi
por completo el blastocele. Alrededor de las células X4 y X, se forma un anillo de
células llamadas Kranzzellen (K4-Ksg), que en los eufausidos (corroborado aqui para
N. simplex) son ocho (Fig. 8 G). Esto permite distinguir dos capas germinales:
mesodermo (me) y ectodermo (ec). El anillo de ocho células Kranzzellen que rodean
el blastoporo formara el arquenterén en la gastrula.

En esta etapa, aproximadamente 40 h después del desove (Gomez- Gutiérrez
& Robinson, 2005), el polo animal ya contiene células ectodérmicas y posee una
mayor division celular en comparacion con el polo vegetal (Fig. 8 F y G).
Posteriormente, el patrén de dos bandas de células en el polo animal desaparece
(an-po), las células Kranzellen tienen su ultima divisién dando lugar a 16 células en el
anillo alrededor de las células Xq y X,. En teoria esto sucede cuando se inicia la
gastrulacion. A pesar del esfuerzo de recolectar e incubar 115 hembras ovigeras
ninguna tuvo embriones en estadio gastrula lo que indica que este estadio es
posiblemente muy breve y/6 dificil de detectar.

Posterior al estadio de gastrula se observa una disposicién espacial diferente
de las células y la aparicion primordial de los tres primeros pares de apéndices que
seran los tres apéndices del nauplio: primera antena (a1), segundantena (a2) y la
mandibula (md). Esta aparicion de apéndices da el nombre a los dos estadios

siguientes conocidos como estadios de desarrollo temprano (Etea) y tardio (Etaa) de

25



desarrollo de apéndices. El estadio de Etea, mostrado en un corte longitudinal frontal,
tiene tres pares de apéndices caracterizados por ser un grupo de células encerradas
en una membrana o cuticula de forma ovalada, estos se encuentran lateralmente
cerca de la porcion anterior del embrion (region cefalica) (Fig. 8H). En el estadio
tardio de apéndices (Etaa) se observa al menos uno de los apéndices extendido a lo
largo y pegado al cuerpo (Fig. 8 I). En ambos estadios (Etea y Etaa) se distingue el
corion por la pequefa separaciéon que se da entre el cuerpo del embrion y sus
apeéndices (espacio perivitelino) acompafado de una notable elongacién del embrion

(Fig. 8 ).
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Figura 8. Desarrollo embrionario de N. simplex desde la primera division celular hasta antes de la
eclosion del nauplio en estadio tardio de apéndices. A) Una célula. B) Dos células. C) Cuatro células.
D) Mitosis celular en telofase. E) Blastulacion, division celular alrededor de la zona Dy. F) Blastula. G)
Blastula completamente formada. H) Estadio de desarrollo temprano de apéndices (Etea), I) Estadio
de desarrollo tardio de apéndices (Etaa). a1 = primera antena, a2 = segunda antena, an = zona
anterior, ap = apéndice, co = corion, cr = cromatina, do = zona dorsal, ec = ectodermo, me =
mesodermo, md = mandibula, n = nucleo, po = zona posterior, ve = zona ventral, vi=vitelo. Barra de
escala = 100 um, excepto en la figura D que es de 10 uym. Las fotografias son de embriones incluidos
en resina y tefiidos con la técnica policromica, excepto la figura H que fue tefida con la técnica de
PAS.

27



Desarrollo larvario en el saco ovigero y formacion de tejidos

Cuando el embrién en estadio tardio de apéndices se desarrolla en un nauplio,
éste eclosiona rompiendo el corion conforme incrementa su volumen corporal
(mecanismo de eclosion por expansion). A partir de este momento, los nauplios
dejan de ser embriones y se convierten en larvas que siguen su desarrollo
morfolégico en el saco ovigero pero manteniendo su alimentacion endogena

(consumo del vitelo).

Nauplio El cuerpo del nauplio adquiere una forma ovalada y los apéndices se
ven extendidos y libres en distintas posiciones. En el cuerpo del nauplio las células
comienzan a agruparse y diferenciarse para posteriormente formar distintos tejidos.
En la figura 9A se muestra un nauplio con los tres pares de apéndices extendidos
cerca de la region ventral anterior: primera antena (a1), segunda antena (a2) y
mandibula (md). Cerca del area dorsal se observa una fila de células de color azul, la
cual se interpreta como un primordio del intestino (pi). En el area ventral se detect6
un gran numero de células nucleadas (aun no diferenciadas) que posteriormente
daran lugar al resto de los apéndices cefalicos y el abdomen (Fig. 9 Ay B).

En la parte central del cuerpo del nauplio se detecté un cumulo de células
grandes con una distribucién alargada hacia la parte dorsal. Estas posiblemente sean
células lipidicas que pueden representar las reservas aun no utilizadas por el nauplio
para la formacion de 6rganos y tejidos (posiblemente precursoras del tejido adiposo
de juveniles y adultos). Alrededor de este grupo de células se observé una sustancia

acelular que posiblemente sea hemolinfa (hlf).
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En un corte longitudinal frontal realizado cerca del area dorsal anterior del
nauplio (area cefalica) se distingué una densa acumulacion de células (Fig. 9 C).
También se distinguieron dos pares de paquetes de musculo estriado (m)
probablemente asociados a algunos de los apéndices a1, a2, y/6 md, asi como una
acumulacion de células que sugiere ser el primordio de la glandula digestiva (pgd)
también conocido como hepatopancreas.

Pseudometanauplio y metanauplio. En el estadio de pseudometanauplio,
que se desarrolla aproximadamente entre 90 y 105 h después del desove (Goémez-
Gutiérrez & Robinson, 2005), se incrementa sustancialmente su elongacion
longitudinal adquiriendo forma de pera (Fig. 9 F). El cumulo de células ubicado en la
parte ventral forma pequefios paquetes que formaran al resto de los apéndices
cefalicos y la zona de posibles células lipidicas de reserva (delimitadas por la linea
roja) (Fig. 9 E). Las células que daran lugar al intestino comienzan a separarse para
formar el tubo digestivo que aun esta en etapa de primordio intestinal (pi) (Fig. 9 F).
Los pseudometanauplios vivos desarrollan el ojo naupliar como un pequefio punto
negro en la parte anterior de la region cefalica. Sin embargo, en este estudio no se
pudo detectar histolégicamente la regidon de células de este ojo naupliar
posiblemente porque este es menos evidente cuando los organismos son
preservados o0 debido a su pequeio tamafo que dificulta ubicarlo
tridimensionalmnete en los cortes histolégicos.

La metamorfosis del estadio pseudometanauplio a metanauplio ocurre
aproximadamente entre 92 y 140 h después del desove (Gomez-Gutiérrez &
Robinson, 2005). En la parte ventral se distinguen células empaquetadas que daran

lugar a la maxilula (mxl), maxila (mx), toracopodos (to) y la papila caudal (pc) (Fig. 9
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G). El cuerpo de la larva metanauplio es triangular (vista lateral) mostrando una
pequefia joroba en la parte dorsal donde se esta formando el proto-abdomen de la
larva caliptopis 1 (Fig. 9 H). EI metanauplio ya tiene glandula digestiva (gd) el
intestino se esta desarrollado aunque aun no sea funcional (poi). La metamorfosis del
sistema digestivo debe ser rapida para que la caliptopis 1 pueda ingerir alimento una
vez que se abra la boca y el ano (primera alimentacion exogena).

Las larvas metanauplio permanecen en el saco ovigero incrementando su
tamafno a tal punto que todos los embriones se oscurecen e incrementan
notablemente el volumen del saco ovigero. Los metanauplios salen del saco ovigero
entre 96 y 144 h después del desove (Gomez-Gutiérrez & Robinson, 2005). Incluso
una ligera manipulacién de las hembras ovigeras libera los embriones metanauplios
debido a que el saco ovigero se adelgaza y se rompe facilmente la membrana
transparente liberando a los metanauplios para iniciar su fase larvaria de vida libre.
Los metanauplios nadan velozmente y aun tienen considerable reserva de lipidos en

la parte dorsal 40% en promedio.
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Figura 9. Desarrollo de los estadios larvarios nauplio, pseudometanauplio y metanauplio de
Nyctiphanes simplex, ubicados en el saco ovigero. A) Nauplio. B) Nauplio corte longitudinal sagital. C)
Nauplio corte longitudinal frontal. D) Acercamiento de las células nerviosas y musculo (m) del Nauplio.
E) Pseudometanauplio en corte longitudinal sagital. F) Corte longitudinal frontal del estadio
pseudometanauplio. G) Corte longitudinal frontal de metanauplio. H) Corte longitudinal sagital de
metanauplio. a1 = primera antena, a2 = segunda antena, abd = abdomen, an = regién anterior, cn
células nerviosas, cnc= corddn nervioso central, do = zona dorsal, gd = glandula digestiva, hif
hemolinfa, Ib = labrum, Ic = Iébulo de la cabeza, m = musculo, md = mandibula, mx = maxila, pc =
papila caudal, pgd = primordio glandula digestiva, pi = primordio de intestino, po = zona posterior, poi
= posible intestino, to = toracépodo, ve = zona ventral.Escala de la barra = 100 um.



Caliptopis. Cuando los metanauplios nadan libremente en la columna de
agua, estos se transforman sin liberacidn de exoesqueleto en caliptopis en un
periodo que varia entre 30 minutos y 10 horas. De esta forma la transformacion de
MN a C1 no existe sensu estricto un proceso de muda (Gémez-Gutiérrez &
Robinson, 2005). Es decir, la transformacion de matanauplio a caliptopis se realiza
por rompimiento de la cuticula para extender el abdomen pero no se desecha el
exoesqueleto para dar origen a la larva caliptopis 1. El abdomen del metanauplio se
desdobla y se extiende hacia la parte posterior dando lugar a la caracteristica forma
del estadio caliptopis 1 de cefalotorax cubriendo los ojos y un abdomen largo y
tubular insegmentado.

Las larvas caliptopis 1 tienen grandes areas con tejido muscular estriado,
tejido nervioso bien desarrollado, mostrando un desarrollo funcional del intestino y la
glandula digestiva (Fig. 10 A, B). El tejido muscular se dispone a lo largo de todo el
cuerpo orientado en diferentes direcciones, pero los musculos mas evidentes son
aquellos que accionan los apéndices cefalicos y aquellos ubicados en la parte
anterior del abdomen. En un acercamiento de los apéndices de la larva caliptopis 1
se detectan los paquetes musculares. El musculo estriado se encuentra en la parte
ventral de la larva C1 y en sus apéndices. En ambos casos, se detectaron bandas
claras “I” y bandas oscuras y gruesas “A” caracteristicas del musculo estriado (Figs.
10 Cy D).

La region neural de la caliptopis 1 incluye un par de ganglios ventrales que
forman el tritocerebro resultado de la fusién de un par de ganglios de origen post-
oral. El titrocerebro se conecta con los segmentos mandibulares y existe un par de

ganglios formados en cada segmento. La porcion central del sistema neural de la
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caliptopis 1 contiene inervaciones ventrales del cordon nervioso central (cnc) y los
ganglios laterales (Fig. 10 E). Se encontraron dos tipos de células nerviosas, las
globulares (glo) y las neurosecretoras (cnn). Las células nerviosas globulares
presentan grandes nucleos con cromatina condensada y las células nerviosas
neurosecretoras, de mayor tamafo celular, presentaronn abundante citoplasma
granular con nucleo grande y bien definido (Fig 10 E).

El intestino de la caliptopis 2 esta conformado por tejido conectivo y tiene
epitelio mucoso en el interior, en el area del lumen de las caliptopis recolectadas
directamente del campo o de las caliptopis incubadas con alimento (mezcla de
fitoplancton filtrado en malla de 20 um) se puede detectar restos de alimento, aunque
no es posible reconocer taxondmicamente su contenido estomacal (Fig. 10 F).

La glandula digestiva (hepatopancreas), también detectada en el estadio
caliptopis 1, puede variar su tamafio dependiendo de la calidad y cantidad de la
alimentacion reciente. El hepatopancreas esta constituido por una formacion
glandular tubular compuesta. A partir de la larva caliptopis cada tubulo representa
una unidad funcional debido a que ésta ya se alimenta exdgenamente y esta
compuesto por células vacuoladas delimitadas por tejido conectivo y en el interior
tienen un lumen rodeado de gran numero de microvellosidades (mv). Se pueden
observar algunas células en mitosis. En las larvas caliptopis 2 se observan células de
absorcion y almacenaje denominadas células R (cR) que se caracterizan por tener
en el citoplasma numerosas vacuolas y células fibrosas F (cF) que contienen un
nucleo mas grande que el de las células R. Las células B no fueron detectadas en

los cortes histolégicos analizados de las caliptopis (1-3) de N. simplex, sin embargo,
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se han reportado que funcionan como secretoras y que contienen una vacuola
grande en la glandula digestiva de otros crustaceos (Fig. 10 F).

La larva caliptopis 3 en corte sagital muestra el intestino a lo largo del cuerpo
y con alimento (Fig. 10 F). El nivel del corte permite observar el telson (tel) y una
espina (e), incluso las setas de los apéndices (Fig. 10 I). Aunque en organismos
vivos se observa externamente que la caliptopis 2 tiene el abdomen segmentado, los
cortes histologicos no muestran una clara segmentacion indicando que ésta inicia
cerca del tegumento y sigue hacia el interior del abdomen. Esta formacion de
segmentos abdominales fue evidente en cortes histolégicos hasta la larva caliptopis 3
(Fig. 10 J). En cada segmento se observa una extensién de la cuticula, células
nerviosas, tejido conectivo y musculo (m) tanto en la parte dorsal (Fig.10 K) como en

la parte ventral de la caliptopis 3 (Fig. 10 L).
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Figura 10. Cortes histolégicos de larva caliptopis 1, 2 y 3 de N. simplex. A) Corte sagital de caliptopis
1 (C1) completa. B) Corte longitudinal frontal de C1, area del cefalotérax. C) y D) Paquetes de
musculares de los apéndices. E. Regién cefdlica. F. Intestino con alimento y parte de glandula
digestiva. G) Glandula digestiva. (hepatopancreas) de la larva caliptopis 1. H) Corte sagital de larva
caliptopis 2. ) Telson, espina y setas de apéndice de Caliptopis 2. J, Ky L) Segmentos abdominales
de la caliptopis 3. J) Segmentos abdominales. K) Segmentos zona dorsal. L) Segmentos zona ventral.
abd = abdémen, an = zona anterior, ap = apéndices, axn = axones, cFh = células F del
hepatopancreas, cfx = cefalotérax, cn = células nerviosas, cne = corddn nervioso, cnn = células
nerviosas neuro-secretoras, cu = cuticula, do = zona dorsal, e = espina, gd = glandula digestiva, glo =
células nerviosas globulares, in = intestino, lum = lumen, m = musculo, md = mandibula, mv = borde
de microvellosidades, po = zona posterior, set = setas, sg = segmento de ganglio, vac = vacuola, ve =
zona ventral, tel = telson. Escala de barra = 10 ym, excepto B (100 pm) y D (50 pm).
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Proporcién de lipidos y carbohidratos en embriones y larvas

Los embriones de N. simplex tuvieron una significativa disminucion en la
proporcion de lipidos durante su embriogenesis, disminuyendo cerca de 60 % desde
estadio de una célula hasta la eclosion en estadio nauplio dejando una reserva

lipidica de aproximadamente el 40% al momento de que el MN se libera del saco

ovigero.
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Fig. 11. Proporcion de area de acumulacion de A) lipidos totales y B) carbohidratos en relacion al area
total de los embriones de N. simplex estimados mediante métodos histoquimicos y analisis digital de
imagenes.
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Proceso de muda de las larvas dentro del saco ovigero de las hembras

Se intentd distinguir si los embriones dentro del saco ovigero mudaban una
vez que los embriones eclosionaron como nauplio para después transformarse en
pseudometanauplio y posteriormente en metanauplio. Se buscé cualquier evidencia
de mudas descartadas dentro del saco ovigero con multiples larvas (6-108
embriones) pero no se encontré ninguna cuticula. Esto indica que las larvas dentro
del saco ovigero no realizan proceso de ecdisis (sin mudar o al menos sin desechar
una exuvia). Esta ransformacion de estadios sin muda ya habia sido observado de
metanauplio a caliptopis 1 (Gomez-Gutiérrez & Robinson, 2005). Esta estrategia de
desarrollo posiblemente ha evolucionado por el escaso espacio que tienen los
embriones para deshacerse de un exoesqueleto en el saco ovigero y posiblemente
para evitar proliferaciones de bacterias que degraden exuvias dentro del saco
ovigero. En el estadio de Etea y Etaa se observo claramente el corion y
probablemente una cuticula, pero muy delgada, la cual es dificil de distinguir incluso
en un aumento de 100x (Fig. 12 A).

En los embriones en estadios de N, PMN y MN se pudo distinguir una
epicuticula delgada de color morado o magenta alrededor del cuerpo de los
embriones que sugiere que esta compuesta con relativamente pocas fibras de
colageno, pero no se distinguié nunfuna otra capa o subcapa (Fig. 12 B). En las
larvas caliptopis 1-3, la cuticula fue relativamente mas gruesa, sin embargo, aun no
se pueden distinguir las capas y subcapas del exoesqueleto. Esto sugiere que la

cuticula se constituye con una sola capa que apoya la idea que las larvas dentro del
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saco ovigero no mudan ni entran en un ciclo de mudas tipico de estadios de vida

libre (caliptopis, furcilia, juveniles y adultos) (Fig. 12 C).

Proceso de muda de las hembras ovigeras

Por su simplicidad y utilidad practica el ciclo de muda de las hembras de N.
simplex se dividi6é en los 3 estadios descritos por Buchholz (1982): postmuda (A),
intermuda (B-C) y premuda (D). En el campo se identifico el estadio de muda de la
hembra ovigera justamente antes de preservar las hembras para tener una pre-
identificacion del estadio de muda antes de realizar los cortes histologicos. A nivel
histologico se caracterizé cada uno de estos estadios: estadio A de post-muda en el
que solo se distinguen la epicuticula y la procuticula (sin distinguir ninguna subcapa
de la procuticula); estadio B-C de intermuda, donde se detecta claramente la
epicuticula, pero en la procuticula (compuesta por tres capas) solamente se pueden
distinguir dos de ellas (la exocuticula y la endocuticula), no se pudo distinguir una
capa membranosa y estadio D de premuda, se pueden identificar cinco capas que
son las viejas epicuticula, exocuticula y endocuticula y las nuevas epicuticula y
exocuticula.

Estadio de postmuda (A): Una de las hembras de N. simplex incubadas
murio durante el proceso de muda. En los cortes histologicos se observo la cuticula
vieja (con todas sus subcapas) completamente desprendida del cuerpo y la nueva
cuticula (con todas sus subcapas) adherida sobre la epidermis (Fig. 12 D). De la
nueva cuticula, la epicuticula se tifio de color rojo o magenta y la procuticula se tifid
de color azul (color de la tincion con afinidad al colageno). Esto significa que la

epicuticula probablemente no contiene fibras de colageno, pero el colageno es el
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principal componente de la procuticula que provee su caracteristica rigidez del
exoesqueleto. El patrén de dos capas se observo tipicamente en hembras ovigeras
en posmuda temprana (estadio A) (Fig. 12 E) con embriones de una célula hasta
embriones en blastula.

Estadio de intermuda (B-C): La cuticula madura esta conformada por cuatro
capas: la epicuticula (ep), exocuticula (ex), endocuticula (ed) y la capa membranosa
(estas ultimas tres conforman la procuticula) de las cuales no se pudo distinguir la
capa membranosa (Fig. 12 F). En las hembras de N. simplex en intermuda la
epicuticula se tiAid de color magenta con PAS indicando la presencia de
carbohidratos. Considerando la intensidad de la coloracion magenta, se confirma que
la epicuticula contiene altas concentraciones de carbohidratos y con la tincion
tricomica se detecta que no contiene fibras de colageno. La exocuticula se tifid de
azul intenso con la tincion tricromica de Masson y de rosa con PAS indicando que
estd compuesta por numerosas fibras de colageno unidas a una matriz compuesta
por carbohidratos y proteinas. La endocuticula se tind de un azul claro con la
tricromica y de rosa con PAS, indicando una composicién con menor proporcion de
fibras de colageno y carbohidratos que la exocuticula. Con ninguna de las tinciones
usadas se pudo distinguir una capa membranosa posiblemente por que ésta es muy
delgada o posiblemente porque su composicion es semejante al de la endocuticula.
Durante el estadio de intermuda (estadio B-C) las hembras se observaron con
embriones en estadios entre SC hasta MN.

El estadio de premuda (D). En el estadio premuda se observaron cinco
capas: epicuticula, exocuticula y endocuticula viejas y las nuevas epicuticula y

exocuticula (Fig. 12 G). Los estadios de intermuda B-C y premuda D se observaron
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en hembras que ya habian liberado los embriones en estadio MN, de esta forma se
puede generalizar que todas las hembras de N. simplex con saco ovigero estan en

estadio de intermuda.

Postmuda

Figura 12. Imagenes de la cuticula de Etaa, MN y C1 y estadios del ciclo de muda de las hembras
ovigeras de N. simplex. A) Cuticula estadio Etaa B) Cuticula de metanauplio. C) Corte de caliptopis.
D) Corte de adulto mudando. E) Corte de adulto en estadio de posmuda. F) Cuticula de hembra
ovigera en intermuda. G) Cuticula de hembra en estadio de premuda. co= corion, cu=cuticula,
do=zona dorsal, ep=epicuticula, ex=exocuticula, ed=endocuticula, ncu= nueva cuticula, nep=nueva
epicuticula, nex=nueva exocuticula, pro=procuticula, vcu=vieja cuticula, ved=vieja endocuticula,

vep=vieja epicuticula, vex=vieja exocuticula. Escala de barra = 10 ym.
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Durante la intermuda, las capas de la procuticula son poco distinguibles, sin
embargo, el grosor de la cuticula aumenta conforme se desarrollan los embriones y

las larvas dentro del saco ovigero de N. simplex (Fig. 13).
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Fig. 13. Grosor de la cuticula de las hembras en relacion con los estadios de desarrollo de los
embriones y larvas en su saco ovigero. Valores promedio, maximos y minimos.

Modelo conceptual de Ila interaccion temporal entre los procesos de
embriogénesis, desarrollo larvario dentro del saco ovigero con el ciclo de
muda y ovogénesis de la hembra ovigera.

Las hembras ovigeras sincronizan sus ciclos gonadico y de muda con el
desarrollo de los embriones en su saco ovigero con una temporalidad que obedece a
una secuencia que usualmente se comparte entre hembras (con pocas excepciones).
El periodo de interpuesta (PIP) mas breve de hembras de N. simplex observado en
incubaciones experimentales fue de 7 dias (Gomez-Gutiérrez & Robinson, 2005). Las
hembras normalmente mudan 1-2 dias después de liberar los embriones en estadio

MN. Solo en una ocasion se observé que la hembra ovigera mudé antes de liberar
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los embriones de su saco ovigero. El ciclo gonadico de las hembras de N. simplex
fue dividido en seis estadios (Gomez-Gutiérrez et al., 2010 b): 1) Multiplicacion, la
oogonia se multiplica por mitosis y se agrupa en zonas germinales localizadas en la
periferia de la gonada (OcO0); 2) Previtelogénesis, incluye ovocitos de nucleolos de
cromatina temprana (Oc1) y tardia (Oc2); 3) Vitelogénesis, tiene en su mayoria
ovocitos de forma poligonal, con glébulos de aceite (Oc3 y Oc4) precursores del
vitelo; 4) Madurez, los ovocitos estan llenos de granulos de vitelo que alcanzan su
talla maxima; 5) Desove, cuando la vesicula germinal se rompe (Oc6) y los granulos
de vitelo inmersos son menos densos y 6) Absorcion, las células tienen forma
irregular y ya no tienen funcion reproductiva (Oc7). Este desarrollo secuencial del
ciclo gonadico ocurre simultaneamente en relacion al desarrollo de los embriones en
el saco ovigero. Cuando los embriones estan entre una célula y desarrollo tardio de
apeéndices, la gbnada de la hembra esta en estadio de multiplicacion. A partir de la
eclosion de los nauplios, la gonada puede seguir en multiplicacibn o en
previtelogénesis (nunca se ha observado una hembra ovigera con gonada gravida
color rosa). La hembra muda entre 24 y 48 h después de completar la liberacion de
los metanauplios del saco ovigero y posteriormente ocurre la madurez de la génada
seguida del desove. De ésta forma, la hembra ovigera madura, desova y mientras los
embriones se desarrollan en el saco ovigero, la gbnada entra en un nuevo ciclo de
ovogeénesis. Las hembras ovigeras siempre estan en estadio de intermuda, cuando
sucede la liberacion de los embriones, la hembra puede mudar y después madurar la
gonada para producir una nueva puesta (Fig. 14). Este modelo conceptual sugiere
que las hembras sincronizan sus procesos de desarrollo de gbnada y mudas con la

puesta y desarrollo embrionario para maximizar el éxito reproductivo y cuidado
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parental lo mas eficientemente posible en términos de utilizacion energética

secuencial entre procesos.

Embrién Estadio gonadico Estadio de muda de la
Hembra o larva de la hembra hembra

Desove, 1C

ntermuda

Premuda

Rluda -

No larva

mbra madura
No larva

Postmuda

pre—— dnt

5d ﬂ‘ | 5“@ Cuticula de caliptopis
o s P _
4 C3 i -Vitelogénesis
;3 2 ~ ﬁ@f ‘: -Madurez

Fig. 14. Modelo conceptual de la secuencia temporal y asociacion de los procesos de desarrollo
embrionario y los ciclos génadico y de muda de las hembras de N. simplex. 1C = una célula, Bla =
blastula, C1 = caliptopis 1, C3 = caliptopis 3, ct = citoplasma, cu = cuticula, do = zona dorsal, ed =
endocuticula, ep = epicuticula, Etaa = estadio de desarrollo tardio de apéndices, Etea = estadio de
desarrollo temprano de apéndices, ex = exocuticula, MC = mudltiples células, MN = metanauplio, ,N =
nauplio, n = nucleo, nep = nueva epicuticula, nex = nueva exocuticula, Oc = ovocito, PMN =
pseudometanauplio, ved = vieja endocuticula, vep = vieja epicuticula, vex = vieja exocuticula. Escala
de barra de goénadas 100 uym. Escala de barra de cuticula 10 ym.
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ANALISIS

N. simplex tienen una compleja interaccion de procesos sincronizados en
tiempo que permite maximizar fisioldgicamente la energia de las hembras. Esta
sincronizacion es resultado de un proceso evolutivo que permite que una hembra
desove y mientras los embriones se desarrollan la hembra re-inicie su desarrollo
gonadico, de tal forma que al liberarse los embriones del saco ovigero la hembra
entra en un proceso de muda. Al finalizar la écdisis la hembra lacanza su estadio de
gavidez rapidamente para desovar el siguiente saco ovigero. La desventaja es que si
la hembra llega a ser depredada se pierde la totalidad de su ultima puesta. Hasta
donde tenemos conocimiento este es el primer estudio detallado de la embriogénesis
interna de cualquier especie de eufausido con reproduccion en saco ovigero y puede
ser un punto de partida para generalizar patrones de desarrollo embrionario, larvario
y gonadico de las 26 especies con este tipo de reproduccién conocidas en el Orden
Euphausiacea. A continuaciéon se discute cada uno de estos procesos en relacion al

conocimiento previo obtenido de especies de krill con estrategia de desove externo.

Desarrollo embrionario dentro del saco ovigero

En los crustaceos de la Clase Malacostraca, algunos taxa como Amphipoda,
Dendrobranchiata (suborden del Orden Decapoda) y Euphausiacea presentan
division celular holoblastica (Alwes & Scholtz, 2004, Biffis et al., 2009). Es decir, que
en cada division del embridn participa todo el cigoto y en teoria estos embriones

tipicamente tienen relativamente poco vitelo en relacion a huevos con division
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meroblastica. Taube (1909, 1915) menciond que los eufausidos tienen una division
en espiral que sugiere similitudes entre la divisiéon celular de Euphausiacea y los
decapodos Dendrobranchiata. Sin embargo, Alwes & Sholtz (2004) no encontraron
evidencia de division en espiral en M. norvegica, demostrando que la division celular
era como imagen en el espejo (segmentacion total simétrica). Nyctiphanes simplex
tiene un patron de division semejante a lo observado en M. norvegica que sugiere
una estrecha coherencia filogénetica entre especies de eufausidos con distinta
estrategia reproductiva.

La controversia en las interpretaciones del modo de division temprana de los
crustaceos son causadas principalmente por el insuficiente conocimiento de los
linajes celulares (mapa celular) y del origen de las capas germinales en la mayoria
de las especies investigadas, ahora relativamente bien conocidas para algunas
especies de decapodos Dendrobranchiata (Hertzler & Clark, 1992; Hetzler 2002,
2005; Biffis et al., 2009). En el caso de los crustaceos del Orden Euphausiacea, la
unica especie estudiada a nivel embriolégico (interno) a sido Meganyctiphanes
norvegica (Sars, 1886; Taube 1909, 1915) y a un nivel de mapa celular y linaje de
células (Alwes & Sholtz, 2004). Se han realizado numerosas observaciones de
embriones vivos (transparentes) en Euphausia superba (George, 1984), E. pacifica,
Thysanoessa spinifera, Thysanoessa inspinata y Nematoscelis difficilis (Gémez-
Gutiérrez, 2002, 2003, 2006; Gomez-Gutierrez et al., 2010c) y N. simplex (Goémez-
Gutiérrez & Robinson, 2005).

Los analisis histologicos demuestran que N. simplex tiene un patron de
division celular (y probablemente linaje celular) semejante al de M. norvegica

(desovador externo) lo que indica que los embriones de especies de krill con
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estrategia de desove distinto tienen un patrén de divisidn celular coherente en la
familia Euphausidae. Algunas observaciones realizadas con tincion fluorescente en
crustaceos decapodos (Orden Decapoda, Suborden Dendrobranchiata) y anfipodos
(Orden Amphipoda) han revelado que los modos de division celular de éstos
crustaceos son distintos en términos de patron de division y linaje celular (Hertzler &
Clark, 1992; Hertzler et al., 1994; Hertzler, 2002, 2005).

Alwes & Sholtz (2004) mencionaron que poco después del desove de M.
norvegica se forma un espacio previtelino entre la membrana y el embrion de
aproximadamente 150 um de grosor. En N. simplex este espacio es virtualmente
imperceptible. A partir de cortes histoldgicos y observaciones de microscopio a bajo
aumento (10x), este espacio perivitelino mide aproximadamente 10 um de grosor.
Esta diferencia en el espacio perivitelino puede ser por la necesidad de protecciéon
ante el medio en embriones de las especies de desove externo (Timofeev & Skya,
2001, Timofeev et al., 2004). Las especies que forman saco ovigero protegen a los
embriones oxigenandolos éstos han evolucionado a tener un espacio perivitelino
extremadamente pequefio para maximizar el numero de embriones en el saco
ovigero (Nemoto et al., 1972; Gomez-Gutierrez 2002, 2003).

El corion es facilmente detectable cuando el embridn deja de ser esférico
como por ejemplo en el estadio temprano de apéndices (Etea). Al parecer no existe
un incremento en la talla de los embriones durante las primeras divisiones celulares y
es hasta el estadio nauplio cuando se inicia un aumento notable de diametro y
posiblemente la biomasa (volumen) de la larva en el saco ovigero.

En un estudio de observacién directa de embriones vivos de E. superba la

segunda division dio lugar a cuatro células, dos de éstas son claramente de menor
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tamano (segmentacion total desigual) (Geoge & Stromberg, 1985). En el caso de M.
norvegica, la diferencia de tamafio de las células del embridn no es evidente. Los
blastomeros son virtualmente del mismo tamafo hasta la formacion de ocho células,
excepto una célula que es relativamente mas grande debido a que se demora en la
division, se invagina durante la blastula y posteriormente es el area de arquenterén
durante el estadio de gastrula formado por ocho células en forma de corona (Alwes &
Sholltz, 2004). Estas mismas caracteristicas de segmentacion celular se observaron
en los embriones de N. simplex hasta la etapa de blastula.

Dos de los grupos de crustaceos del Orden Malacostraca que tienen patrén de
division total (holoblastica) son Euphausiacea y Dendrobranchiata. En el caso de
Sicyonia (Dendrobranchiata), la gastrulacion toma lugar después de la quinta division
celular tangencial que forma 32 blastomeros. La gastrulacion comienza con dos
células que interrumpen su divisidn y se invagina al blastoporo; una forma el vitelo
del endodermo, la otra forma propiamente el endodermo y el mesodermo principal. Al
dividirse el resto de los blastomeros, la invaginacion de los dos blastdmeros llena
casi todo el blastocele. Los Dendrobranchiata tienen ocho 6 nueve células (células
de corona) alrededor del blastoporo que retrasan su division (Hertzler & Clark, 1992;
Biffis et al., 2009) a diferencia de los eufausidos M. norvegica y N. simplex que
tienen ocho células. Estas células han sido también llamadas “células Kranzzellen”
que aparentemente soélo se dividen una vez mas. Taube (1909, 1915) y Alwes &
Sholtz (2004) mencionaron que los embriones de M. norvegica después de que
forman 122 células, las 16 células hijas de Kranzzellen comienzan la gastrulacion
sensu stricto. Por el contrario, George & Stromberg (1985) mencionaron, mediante

observaciones de embriones vivos del krill antarctico, que E. superba realiza mas
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divisiones celulares antes de la gastrulacion, de esta forma el estadio gastrula tiene
>122 células.

La embriogénesis temprana de algunos grupos de malacostracos ha sido
descrita detalladamente siguiendo el desarrollo en vivo y con tincion de fluorescencia
(Hertzler & Clark, 1992; Alwes & Sholtz, 2004; Browne et al., 2005; Herztler, 2005;
Biffis et al., 2009). Sin embargo, raramente se describe la gastrulacién y cuando se
hace, ésta es usualmente breve mencionando unicamente la acumulacion de células
en un hemisferio del embridn (polo animal), las cuales forman una banda germinal.
En algunos casos, como en cangrejos (Brachiuros) y langostas (Paniluridae), este
estadio solo se distingue por la presencia de la banda germinal en forma de U o V
(Manton, 1928; Nagao et al., 1999; Nazari et al., 2000; Garcia-Guerrero et al., 2003;
Muller et al., 2003; Garcia-Guerrero & Hendrickx, 2006).

Los camarones peneidos tienen una gastrulacién temprana que comienza con
la invaginacion de un par de blastomeros como en el caso de P. kerathurus en el que
la grastrulacion inicia en el estadio de 16 células, en S. ingentis que inicia en el
estadio de 32 células y P. japonicus que inicia en el estadio de 64 células (Hertzler &
Clark, 1992). En eufausidos observados vivos, la gastrula se reconoce por la
migracion de células grandes hacia adentro del embrién, teniendo como resultado
gran numero de células ectodémicas y pocas células indiferenciadas en el interior del
embridn, asi como por la formacién del blastoporo. Gémez-Gutiérrez & Robinson
(2005) fotografiaron embriones de N. simplex en estadio gastrula pero en el presente
estudio no fue posible detectar embriones en dicho estadio, posiblemente causado
por su corta duracion o por su organizacion tridimensional que podria dificultar la

deteccidondel blastoporo en los cortes histolégicos (2D) para detectar las tres capas
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embrionarias. En los eufausidos el mesodermo esta formado por dos células situadas
enfrente de las células endodérmicas (Manton, 1928), ésta puede ser una razén mas
por la cual no es facil observar las tres capas embrionarias a partir de observaciones
histoldgicas.

A pesar de no poder observar y caracterizar directamente el estadio de
gastrula, de las muestras preparadas histologicamente se observaron varios
embriones en blastula con numerosas células ectodérmicas y entre cuatro y ocho
células de mayor tamano en el interior del embridén, asi como un posible espacio que
podria ser primordio del blastoporo.

Antes del estadio de desarrollo temprano de apéndices (Etea) de E. superba
existe una proliferacion de células ectodermales (George & Stromberg, 1985). En el
interior del embridon, las células endodérmicas comienzan a formar el intestino
alrededor de una masa central del vitelo, las células mesodérmicas se extienden a
los segmentos naupliares y las células del sistema nervioso comienzan a proliferar.
En los embriones de N. simplex en estadio Etea definitivamente existe una
organizacion celular que inicia la organogénesis, sin embargo, en este estadio no se

identifico ningun tejido completamente diferenciado.

Desarrollo larvario

En la Clase Malacostraca, solo los crustaceos del Orden Euphausiacea y
Decapoda (suborden Dendrobranchiata) tienen nauplios de vida libre; aunque en los
eufausidos los nauplios también pueden ser un estadio embrionario, particularmente
cuando la eclosion es tardia (Gomez-Gutiérrez, 2002, 2003, 2006). El nauplio de

estos dos taxa eclosionan de huevos con relativamente poco vitelo después de una
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divison total (holoblastica) con una gastrula por invaginacion (Sholtz, 2000). El
nauplio de vida libre se caracteriza por presentar tres pares de apéndices que son la
primera antena (unirrameas), segunda antena y mandibulas (birrameas). Ninguno de
estos apéndices naupliares (confirmado en N. simplex) es articulado, todavia no se
forma un labrum, ni se distinguen estructuras como la boca, ano 6 intestino (Taube,
1915; Zilch, 1978). Sin embargo, en los nauplios de N. simplex se observaron células
nerviosas, musculos en las partes relacionadas con los apéndices natatorios y se
detectaron células primordiales de la glandula digestiva que llegan a ser funcionales
en el estadio caliptopis 1, cuando inicia la alimentacion exdgena.

Los nauplios de eufausidos tienen cinco mecanismos de eclosion (Gémez-
Gutiérrez, 2006), tres de estos: eclosion hacia atras (N), eclosion hacia delante (PMN
y MN) y por aleteo (C1) son utilizados en su mayoria por especies de desove
externo. Los otros dos tipos de mecanismos se han observado exclusivamente en
especies con desarrollo en saco ovigero: Nematoscelis difficillis que eclosiona con un
mecanismo de empuje en donde los estadios PMN o MN extienden y contraen la
primera y segunda antena rompiendo el corion casi a la mitad para eclosionar
(Gomez-Gutierrez, 2003). N. simplex siempre eclosiona como nauplio y lo hace
mediante un método de expansion por crecimiento somatico rompiendo el delgado
corion conforme incrementa su volumen el cuerpo del nauplio (Gomez-Gutiérrez &
Robinson, 2005; Gémez-Gutiérrez, 2006). El corion aparentemente es degradado
rapidamente dentro del saco ovigero por que los cortes histologicos no muestran
evidencia de estos.

Algunos estudios han sugerido que la muda de crustaceos brachiuros puede

ocurrir en los embriones dentro del saco ovigero detectando las delgadas mudas
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incluso durante etapas embrionarias (Sasaki & Mihara, 1993). En N. simplex no se
encontro evidencia histologica de que los embriones o las larvas (Nauplio, PMN, MN)
muden dentro del saco ovigero. En las observaciones de los cortes histologicos se
pudo detectar una posible epicuticula en los embriones, pero no se encontraron
exuvias o restos de éstas dentro ni fuera del saco ovigero. Esto sugiere que los
embriones y larvas pueden realizar metamorfosis dentro del saco ovigero sin realizar
una ecdisis sensu stricto.

Los metanauplios al liberarse del saco ovigero se transforman en caliptopis 1
estirando el abdomen (Gémez-Gutiérrez & Robinson, 2005). En el estadio caliptopis
2 detecta una segmentacion del abdomen en organismos vivos y preservados; sin
embargo, en cortes histolégicos de caliptopis 2 no se detecta evidencia de
segmentacion interna. Esto sugiere que la segmentacién inicia de la parte exterior
hacia la parte interior posiblemente a partir de las células germinales. Los crustaceos
malacostracos exhiben un estereotipo complejo y un patrén de division celular en el
ectodermo y mesodermos de la parte posterior de la banda germinal que permite la
proliferacion mitética y segmentacion de los apéndices y el abdomen (Sholtz &
Dohle, 1996).

En este estudio, a pesar de que no se realizaron observaciones con tincion
fluorescente como en estudios previos (Hertzler & Clark, 1992; Hertzler et al., 1994,
Hertzler, 2002; Alwes & Scholtz, 2004; Biffis et al., 2009), el uso de cortes
histologicos permitid detectar claramente los nucleos y algunos detalles de las
células como las regiones donde se acumulan los lipidos y los carbohidratos en el

citoplasma.
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Los lipidos y proteinas son la principal fuente de energia durante el desarrollo
embrionario de los eufausidos para efectuar el desarrollo de tejidos y otras funciones
metabdlicas (Amsler & George, 1985; Ju et al., 2006). Aunque las proteinas son en
términos de peso casi el doble del contenido de lipidos energéticamente parece que
los lipidos y proteinas contribuyen con un porcentaje semejante al desarrollo u
organogenesis de los embriones del krill Antartico E. superba, (Amsler & George,
1985). Los embriones de N. simplex tuvieron una disminucion significativa en la
proporcion de lipidos durante la eclosiéon del nauplio. Esto puede implicar una
elevada demanda de energia durante los procesos de diferenciacion celular y de
crecimiento (inicio de la organogénesis) que ocurren en los estadios larvarios de
PMN y MN. La reserva de lipidos alcanza 40% al momento de que el MN deja el
saco ovigero.

Los lipidos son componentes estructurales de membranas celulares y fuente
de acidos grasos esenciales, en particular los triglicéridos son el principal proveedor
de energia durante el desarrollo embrionario (Coutteau et al., 1997; Ju et al., 2006).
Los embriones de N. simplex van disminuyendo su cantidad de lipidos de reservas
conforme se va desarrollando la organogénesis (Fig. 14). Esta disminucion es
consistente con la disminucion de lipidos detectada cuantitativamente en embriones
de E. superba (Amsler & George, 1985) y de E. pacifica y T. spinifera (Ju et al.,
2006). La cantidad de reservas lipidicas en el estadio MN es fundamental para
entender o estimar el periodo-de-no-retorno (PNR) y la subsecuente probabilidad de
sobrevivencia de las larvas, una vez que inician su alimentacion exdgena en el

estadio caliptopis 1.
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Ikeda (1984b) concluyd que los estadios larvarios de E. superba se
caracterizan por tener elevadas tasas metabdlicas especificas al peso de los
organismos Yy bajo contenido de almacenamiento de energia en el cuerpo. Un huevo
seco de E. superba contiene 55.1 % de carbodn, lo que indica un modo de nutricion
lecitotréfico limitado en los estadios tempranos de larvas. El estimé que la caliptopis
1 de E. superba puede sobrevivir solo 6 dias sin alimento (Ikeda, 1984a). Si tomamos
en cuenta que los embriones pierden aproximadamente el 60 % de los lipidos al
llegar a PMN, considerando la tasa de disminucion entre estadios (pendiente) se
estima que la C1 de N. simplex tiene aproximadamente 96 horas (4 dias) antes de
quedarse sin reservas de lipidos. Sin embargo, el PNR debe ser considerablemente
mas breve aunque se requiere investigar esto mediante estudios en laboratorio de
consumo de oxigeno, metabolismo y contenido de lipidos de larvas tempranas de krill
(Ross & Quetin, 1989).

Aunque los carbohidratos no son una fuente de energia fundamental para la
embriogénesis de organismos acuaticos, éstos son particularmente esenciales para
la sintesis de compuestos especificos como la quitina requerida para la formacion del
exoesqueleto (Holland, 1978). Las bajas proporciones de carbohidratos detectadas
mediante métodos histoquimicos en los embriones de N. simplex coinciden con
estimaciones directas de carbohidratos analizados en E. superba (Amsler & George,
1985), E. pacifica, T. spinifera (Ju et al., 2006), decapodos (Biesot & Perry, 1995;
Garcia.-Guerrero et al., 2003; Garcia-Guerrero, 2009) y larvas de peces (Sargent et
al., 1999). Amsler & George (1985) detectaron un aumento del 38% en la cantidad de
carbohidratos desde el estadio gastrula hasta el estadio de desarrollo temprano de

apéndices de E. superba, aunque no pudieron explicar la razén de este aparente
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aumento en concentracion de carbohidratos, particularmente que se asume una
alimentacion endégena obligada.

La tasa de disminucion porcentual del area del embrién con carbohidratos
(pendiente = -1.6% d”', interpretada como utilizacién metabolica hasta el estadio MN)
fue mas rapida que la tasa de disminucién detectada en lipidos (-9.9% d™") (Fig. 11).
Esto implica que si estas tasas de utilizaciéon continuan después del estadio MN, las
reservas energeticas de la caliptopis 1 bajo condiciones de inhanicion (conocido
como el PNR) podria estar primeramente limitado por los carbohidratos.
Considerando las tasas observadas, los carbohidratos en la caliptipis 1 pudieran
llegar a niveles criticos en 48 h después de su transformacion de metanauplio a
caliptopis 1.

Los cortes histologicos mostraron alimento en el intestino de las larvas
caliptopis, aunque no con una resolucion que permitiera identificar el tipo de alimento
ingeriodo. Suh et al. (1991) observaron, con microscopia electronica, que la dieta de
las caliptopis de E. pacifica en el Mar Amarillo esta constituida principalmente de
detritus organico, remanentes de crustaceos y particulas inorganicas. Esto podria
demostrar que las caliptopis tienen un amplio espectré tréfico para evitar un estado

de inanicion que conlleve al PNR.

Muda de la hembra ovigera

Para los organismos es necesario establecer una relacion dinamica y funcional
entre los procesos de reproduccion (desarrollo gonadico y produccion de huevos),

muda y crecimiento somatico con las condiciones ambientales y alimenticias
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(Zelikman, 1957; Poleck & Denys, 1982; Dalpadado & Ikeda, 1989; Buchholz, 1991;
Feinberg & Peterson, 2003; Buchholz et al., 2006). Nicol (1989) mencion6é que los
eufausidos son especies poco calcificadas (adaptacion evolutiva para habitar en el
ambiente pelagico) con rapidos periodos de intermuda (entre 2-7 dias) y baja
sincronizacion entre los procesos de crecimiento y reproduccion. Esta interpretacion
fue realizada con base en el conocimiento previo hasta entonces conocido de
especies con estrategia de desove externo. A diferencia de otras especies de desove
externo, las hembras de N. simplex, con estrategia en saco ovigero, tiene una
relativa alta sincronizacion entre los procesos de crecimiento, muda y la
reproduccion. Esto es apoyado con los resultados de que las hembras ovigeras
mudan y maduran la gonada solamente después de haber liberado sus embriones
MN del saco ovigero y los tiempos de periodo de intermuda, desarrollo embrionario y
maduracion de la génada suceden temporalmente de maneta sistematica (en la
mayoria de las ocasiones con el mismo orden temporal). Las hembras de N. simplex
tiene una cuticula de entre 1 y 5 ym de grosor, segun el estadio del ciclo de muda
(Fig. 12). Esto dificulta la identificacion y caracterizacion de algunas de las capas de
la cuticula de las hembras ovigeras y por supuesto también de los embriones y
larvas dentro del saco ovigero.

Todas las especies de eufausidos estudiadas hasta ahora tienen periodos de
intermuda (PIM) del orden de 2 a 7 dias (Stuart, 1992; Feinberg et al., 2007); aunque
en estudios con E. superba han encontrado PIM de 13 a 23 dias. Como regla
general, cuando los eufausidos terminan su periodo de maxima reproduccion y
desove, el periodo de intermudas es en promedio, mas corto (Buchholz et al., 1996).

Martinez-Gomez (2009) observé que individuos de ambos sexos de N. simplex
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tienen PIM entre 3-7 dias, el menor PIM ocurre en machos y hembras inmaduras
mientras que las hembras gravidas sistematicamente mudaron en > 7 dias. Esta
diferencia metabdlica es necesaria para incorporar en modelos de produccion
secundaria de la poblacion.

El periodo de interpuesta (PIP) de N. simplex, definido como el periodo entre
dos desoves sucesivos, es entre 7 y 16 dias. Las hembras generalmente mudan un
dia después de liberar los embriones MN del saco ovigero (aproximadamente 5 dias
después del desove) y maduran la génada (color rosa) al sexto dia, desovando el
séptimo u octavo dia. Todas las hembras ovigeras desarrollaron gonada en fase | a
las primeras 21 h después del desove cuando los embriones se encontraban entre
una célula (cigoto) a mérula. El 60 % de las hembras ovigeras desarrollaron gonada
Il entre 21 y 82 h con embriones entre blastula y nauplio, el resto a las 116 h con
embriones en PMN y MN. Solo el 22 % de las hembras ovigeras presentd gonada Il
(en previtelogénesis) y MN al mismo tiempo. Esta ultima es la proporcion de hembras
ovigeras que pueden desovar inmediatamente después de liberar los embriones (PIP
6-8 d), ya que el resto de las hembras vuelven a desovar en periodos >9 dias
(Gomez-Gutiérrez et al., 2010b).

La sincronizacion precisa de los procesos de desove y muda de los eufausidos
sigue aun en debate, particularmente porque no se ha podido concluir que el desove
coincida con un estadio de muda especifico (Nicol, 1989; Feinberg et al., 2007). El
proceso de muda parece no estar sincronizado en especies de krill con desove
externo (Feinberg et al., 2007; Nicol, 1989; Nicol et al., 1995). Ocasionalmente las
hembras mudan el mismo dia que desovan, pero con mayor frecuencia ocurre

después del desove. Tarling & Cuzin-Roudy (2003) encontraron en observaciones de
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campo que M. norvergica desova durante la intermuda tardia y la premuda temprana,
pero el desove nunca coincidio con el proceso de muda sensu stricto (ecdisis)
seguramente por el enorme gasto energético que involucra realizar ambos procesos
y la vulnerabilidad a depredadores si ambos procesos ocurren simultdaneamente. Se
ha observado que E. pacifica tiene varias mudas entre desoves (Feinberg et al.,
2007). Durante experimentos de laboratorio realizados en varios cruceros
oceanograficos, solo en pocas ocasiones se observd que hembras ovigeras de N.
simplex hallan mudado, causando la muerte de los embriones del saco ovigero por
falta de movimiento (Gomez-Gutiérrez et al., 2005).

A pesar de que en el presente estudio no se pudieron definir subestadios de la
muda con el detalle detectado en camarones peneidos (Promwikorn et al., 2004,
2005), fue evidente que las hembras ovigeras se encuentraron tipicamente en
periodo de intermuda (reposo), ya sea endureciendo el caparazén durante las
primeras divisiones de los embriones (1C-blastula) y con gonada en multiplicaciéon
(Gl) 6 en un periodo de inactividad del proceso de muda durante el resto de
desarrollo de los embriones dentro del saco ovigero (blastula-MN) con génada en
previtelogénesis (Gll) o en vitelogénesis (Glll). Cuando los metanauplios dejan el
saco ovigero, la hembra inicia rapidamente el proceso de premuda. En menos de 2
dias después de la liberacion se ha observado que las hembras mudan.
Posteriormente, cerca del 22% de la hembras en la poblacion maduran la gonada
(GIV) y puede volver a desovar. Si las condiciones no son adecuadas, las hembras
tienen la capacidad de reabsorber la gonada en menos de cuatro dias (Gomez-
Gutiérrez & Robinson, 2005; Gémez-Gutiérrez et al., 2010b). Cada hembra tiene una

fase de descanso altamente variable, pero una vez que liberan los embriones, las
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hembras pueden desarrollar la gébnada de ovogénesis temprana a vitelogénesis en
menos de tres dias a 16 °C (Gomez-Gutiérrez et al., 2010Db).

En resumen, esta tesis provee una descripcion detallada de la embriogénesis,
organogeénesis y porcentaje de lipidos y carbohidratos de N. simplex, la especie mas
abundante del Noroeste de México con reproduccion de saco ovigero. La semejanza
de la divisidn celular y linaje celular en estapas tempranas de la embriogénesis y su
apariencia externa con especies de desove externo indican una coherencia
filogenética entre especies de distinta estrategia reproductiva en la familia
Euphausidae y probablemente en el Orden Euphausicaea. Se demostré que los
embriones y larvas dentro del saco ovigero no mudan sino que se transforman en
distintos estadios (metamorfosis) sin evidencia de que existan exuvias en el saco
ovigero. Ademas se provee evidencia de que durante el desarrollo embrionario, los
lipidos van disminuyendo su area de concentracién hasta que el metanauplio retiene
cerca del 40% de los lipidos al momento de dejar el saco ovigero. Desde un punto de
vista ecoldgico, esta disminucion de lipidos sugiere una suceptibilidad y riesgo
considerable para las larvas caliptopis 1, debido a que si no se alimentan en 48 h
aproximadamente, es probable que exista una condicion de inhanicion irreversible
que finalizara en la muerte del individuo. La abundancia de N. simplex es elevada
cerca de la costa y aparentemente en condiciones naturales es poco probable que
las larvas experimenten periodos de inhanicidn prolongada, posiblemente excepto en
periodos de intrusion de aguas andmalamente calidas como los detectados durante
El Nifio (Lavaniegos et al., 1989).

Hasta ahora no se tenia evidencia observacional si el desarrollo embrionario

de los eufausidos con estrategia en saco ovigero era semejante o distinto al
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desarrollo embrionario de especies con estrategia de desove externo. El presente
estudio demuestra que la fase embrionaria de N. simplex, y probablemente del resto
de las especies con desove en saco ovigero, es similar a la de especies de desove
externo estudiadas anteriormente. Esto indica una estrecha relacion filogenética en la
familia Euphausidae. A pesar de que en la presente tesis no se utilizaron marcadores
fluorescentes urtilizados para realizar mapas celulares y estudiar el linaje de células
se pudo evidenciar que N. simplex tiene caracteristicas en su desarrollo embrionario
y larvario detectadas en otras especies de eufausidos, principalmente M. norvegica 'y
E. superba.

Este estudio es el primero en describir histolégicamente el desarrollo
embrionario y larvario asociado al proceso de ovogénesis y ciclo de muda de una
especie de eufausido con estrategia reproductiva en saco ovigero. La ventaja de esta
estrategia de reproduccion es que permite sincronizar y maximizar en términos
energéticos y adaptativos los tres procesos, los cuales pueden ser estudiados
simultaneamente, cosa que no es facil de estudiar en especies con desove externo.

N. simplex es el eufausido con mayor abundancia en el Golfo de California y
es una especie esencial en la trama alimentica de multiples especies. Este estudio
junto con otros realizados acerca de la abundancia y distribucién y tasas de
produccion de biomasa de la especie, pueden proveer bases tedricas y biologicas
para la conservacion de esta especie y la de sus depredadores en el noroeste de

México.
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CONCLUSIONES

1) Los analisis histologicos demostraron que N. simplex tiene un patron de
division celular temprana holoblastica semejante al de los eufausidos con
estrategia de desove externo.

2) La diferenciacion celular inicia en el estadio de desarrollo temprano de
apéndices. La formacion de musculos, primordios del intestino y glandula
digestiva (hepatopancreas) inicia en el estadio nauplio. El intestino y la
glandula digestiva son funcionales en el estadio caliptopis 1 con el inicio de la
primera alimentacion exdgena. Las caliptopis 2 tienen indicios de
segmentacion exterior (a partir de las lineas de células germinales) pero la
segmentacion abdominal se completa hasta la caliptopis 3.

3) El contenido de carbohidratos en los embriones hasta MN disminuye mas
rapido que el de lipidos, con un punto de no retorno (PNR) estimado de 48 h
para carbohidratos y 96 h para lipidos.

4) No existe evidencia (exuvias descartadas) de que los embriones y larvas de N.
simplex muden dentro del saco ovigero.

5) Existe una asociacion temporal del desarrollo embrionario y larvario en el saco
ovigero con el desarrollo gonadico (multiplicacién a previtelogenesis) y con el
proceso de muda (intermuda). Cuando los embriones dejan el saco ovigero la
hembra entra en fase de premuda, realiza su ecdisis y posteriormente la

gonada madura para desovar nuevamente.
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SUGERENCIAS PARA TRABAJO FUTURO

Se recomienda realizar estudios y observaciones de embriones y larvas de
Nyctiphanes simplex y otras especies de eufausidos suntropicales y tropicales
tefiidos con tincidn fluorescente y realizar reconstrucciones tridimensionales en
modelos de computadora que complementen las observaciones histologicas.
También es necesario realizar observaciones en vivo para poder realizar un mapa
celular y de linaje de células mas preciso, como se ha realizado con varias especies
de decapodos Dendrobranchiata (Hertzler & Clark 1992, Hetrzler 2005; Biffis et al.,
2009).

La similitud de la division temprana de los embriones en N. simplex debe ser
corroborada en otras especies de eufausidos con estrategia reproductiva de saco
ovigero. Sin embargo, como estas especies son relativamente poco abundantes
(especies del género Stylocheiron, Nematoscelis, Pseudeuphausia) se sugiere
realizarze con la especie Nematoscelis difficilis por que su tamafio de puesta es
elevado (> 400 huevos por hembra) y por que es la segunda (invierno-primavera) o
tercera (verano-otofio) especie mas abundante en el Golfo de California. Esta
especie ha sido mantenida por cortos periodos de incubacién en Oregon para
deteccion de desarrollo embrionario y mecanismo de eclosion (Gémez-Gutiérrez,
2003).

Caracterizar el desarrollo embrionario de especies de eufausidos tropicales y
subtropicales, historicamente menos estudiadas, que aunque no sean de

importancia comercial pueden ampliar el conocimiento biolégico de los eufausidos
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(filogénia, morfologia comparada, evolucién) en sus fases embrionarias, larvarias,
juvenil y los procesos de ovogénesis y muda de los adultos.

Se recomienda realizar fotografias con microscopia electronica para poder
detallar las caracteristicas externas de embriones (una vez que se rompa el corion) o

de las larvas liberadas.
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ANEXOS
ANEXO 1

TINCION TRICROMICA DE MASSON
1.- Hidratar en agua destilada.

2.- Mordentar en Bouin durante 1 h a 58°C o a temperatura ambiente toda una
noche.

3- Dejar enfriar, lavar en agua corriente hasta quitar el color amarillo (10 min.)
4.- Tefiir con Hematoxilina de Weigert (de hierro) durante 10 min.

5.-Lavar en agua corriente 10 minutos

6.- Enjuagar en agua destilada

7.-Tenfir con Escarlata de Biebrich-fucsina acida 7 a 10 min.

8.-Lavar en agua destilada (1-2 min)

9.-Solucién de acido fosfotungstico-fosfomolibdico de 10 a 15 min.

10.- Tefiir con Anilina Azul o light green 5 min.

11.- Agua destilada un bafo

12a.-Si se usa anilina azulosa diferenciar con acido acético al 1% un minuto (0 3 a
5,depende del colorante).

12b. Si se usa verde (light green) diferenciar con solucion de acido fosfotungstico por
15 min.

13.- Deshidratar en alcohol al 96 % por 1 min.
14.-Deshidratar en alcohol al 100 % I 'y 11 2 min. c/u

15.- Aclarar en Xilol o Citrosolv I, Il y Il 5 min. c/u y montar en resina tipo metacrilato.
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ANEXO 2

TINCION PAS

1.- Hidratar los cortes hasta agua destilada.

2.- Tenir con azul alciano, durante 15 min.

3.- Lavar en agua destilada durante 2 minutos.

4 .- Pasar los cortes a acido peryddico al 0.5%, durante 10 minutos.

5.- Lavar en agua corriente durante 5 minutos y enjuagar con agua destilada.

6.- Pasar los cortes por el reactivo de Schiff, durante 10 a 15 minutos en el
refrigerador.

7.- Pasar los cortes a la solucidon sulfurosa, haciendo tres cambios, de dos minutos
cada uno.

8.- Lavar con agua corriente durante 5 minutos.

9.- Tefiir con Hematoxilina Férrica de Weigert, por 5 minutos o bien usando la HE
normal.

10.-Lavar con agua destilada por 2 minutos.

11.-Deshidratar a partir de alcohol de 96 | y alcohol etilico absoluto |y Il por 5
minutos en cada uno.

12.-Aclarar en citrisol durante 5 minutos.

13.-Montar con resina sintética o entellan.
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ANEXO 3

PROTOCOLO DE TRABAJO PARA PROCESO HISTOLOGICO PARA MUESTRAS
EN HISTORESINA (para cortes finos)

FIJACION DE LOS ORGANISMOS EN SOLUCION KARNOVSKY

1.- Fijar con la solucidn Karnovsky durante 24 a 48 h (Karnovsky, 1965).

2.- Pasar al medio de lavado 2 bafios de 30 min c/u.

3.- Iniciar la deshidratacion en alcohol 30% (pueden dejarse ahi durante varios dias
en refrigeracion).

4 .- Continuar deshidratando en alcohol 50%, 60%, 70%, 80%, 90% 96% y 100%, 1
hora c/u.

5.- Infiltrar en resina segun recomendaciones del fabricante.

INCLUSION

Solucién de inclusion:

25 mL de solucién infiltradora (liquido base y activador) y 0.5 mL de endurecedor, se
mezclan muy bien a una temperatura de 4° C. Después de eso, el tejido que va a ser
incluido es inmerso y la solucion se agita por 5 min. La solucion de inclusion
perfectamente mezclada se vierte en el molde de inclusion y el tejido se pone en la
posicion deseada. Inmediatamente después de esto, se coloca el soporte sobre el
molde y se coloca en un recipiente cerrado herméticamente sobre hielo molido a 4° C
o en el refrigerador durante 12 a 24 h. Los cortes semifinos( 0.5 a 1um) se realizaron
en un micrétomo de rotacion (Leica RM 2155) con navaja de carburo de tungsteno
(Leica TC65) y tefidos con tincidn policromica (Tolivia et al. 1994).
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ANEXO 4

METODO DE SUDAN NEGRO PARA GRASAS.

1.-Colocar los cortes en alcohol al 70%.

2.-Tenirlos por 15 minutos en la solucion de Sudan Negro. Filtrarla antes de usar.
3.-Diferenciar en alcohol al 70%.

4.-Contrastar los nucleos con Carmalum o rojo rapido nuclear o hematoxilina de
Harris.

5.-Lavar bien en agua corriente.
6.-Lavar en agua destilada.

7.-Montar en gelatina glicerinada.
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