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Resumen

RESUMEN

El desarrollo embrionario de botete diana Sphoeroides annulatus fue caracterizado con
base en la teoria de la ontogenia en saltos. El periodo embrionario se dividié en 41
estadios y 9 pasos que fueron definidos a partir de evidencia morfoldgica, histolégica y
conductual. La duracion del periodo embrionario fue de 115.4 h a 26°C. Los umbrales
ontogénicos en el periodo embrionario de S. annulatus fueron: activacién (E1),
segmentacion (E1-E2), estereoblastula (E2-E3), grastrulacién (E3-E4), somitogénesis
(E4- ED), sincronizacion neuromuscular (E5- E6), inicio del funcionamiento del corazén
(E6- E7), eclosién (E7- E8), inicio de la circulacion sanguinea (E8-E9). Los huevos
presentaron un diametro promedio de 684 + 34 um, y se caracterizaron por ser
esféricos, transparentes, con una gran cantidad de glébulos de aceite, asi también con
propiedades adherentes y flotabilidad negativa. La eclosion inicié a las 52.35 h Al
eclosionar la longitud notocordal fue de 1416 + 41 um. Los embriones libres mostraron
fototaxis positiva y ya eran capaces de nadar en la columna de agua. Al final del
periodo embrionario, a las 115.5 h, la longitud notocordal de las larvas fue de 1779 +
51 um. Comparado con los patrones de desarrollo de otros tetraodontidos, S.
annulatus present6 procesos de heterocronia interespecifica en diferentes pasos.
Debido a las caracteristicas mostradas durante su desarrollo embrionario, a esta
especie se le puede incluir en el gremio de desovadores en rocas y gravas con larvas
pelagicas (litopelagofilos), dentro de la clasificacion de los estilos reproductivos

considerada en la teoria del desarrollo en saltos.

Palabras clave: desarrollo embrionario, ontogenia, Tetraodontidae, estadios

embrionarios, umbrales
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Introduccién

1. INTRODUCCION

Los peces de la familia Tetradontidae (conocidos popularmente como botetes o
peces globo) forman parte de la ictiofauna tropical y subtropical de ambientes
dulceacuicolas, estuarinos y marinos en los océanos Atlantico, indico y Pacifico
(Nelson et al., 2016). En esta familia existen alrededor de 26 géneros (Nelson et al.,

2016) y 190 especies validas (Eschmeyer y Fong, 2018).

En las costas del Pacifico mexicano, esta familia se encuentra representada
por nueve especies contenidas en cuatro géneros: Sphoeroides annulatus, S.
sechurae, S. lobatus, S. pachygaster, S. lispus, Arothron hispidus, A. meleagris,
Canthigaster punctatissima y Lagocephalus lagocephalus (Froese y Pauly, 2018). Del
género Sphoeroides, el botete diana S. annulatus (Jenyns 1842), es la especie mas
abundante dentro de su distribucion geografica (Thomson et al., 2000). Esta especie
habita ambientes marinos y estuarinos, desde San Diego, Estados Unidos de América,
hasta Peru, incluyendo las islas Galapagos y el Golfo de California, México (Thomson
et al., 2000).

En México, S. annulatus sostiene una pesqueria desde 1972 (Ocampo-Peraza,
1983). El aumento progresivo de la demanda local, principalmente en el noroeste de
México y los altos precios que alcanza en el mercado, propiciaron que las capturas
incrementaran sin algun tipo de regulacion pesquera (Sanchez-Cardenas, 2007).
Como consecuencia del desabasto del mercado local, de su importancia econémica a
nivel regional y de su potencial de exportacién a mercados asiaticos, desde finales de
los 90 se iniciaron los esfuerzos para desarrollar la techologia de cultivo de esta
especie (Abdo-de la Parra et al., 2013). Sin embargo, a pesar de su importancia
pesquera y de su potencial acuicola, a la fecha la informacién sobre la biologia del

desarrollo de S. annulatus es escasa.

Algunos trabajos que abordan aspectos del desarrollo embrionario han sido
realizados con un enfoque principalmente biotecnolégico. Por ejemplo, sobre procesos
de incubacién, manejo de embriones y larvicultura (Abdo-de la Parra, et al., 2001);
sobre el desarrollo del sistema digestivo y funcion enzimética (Garcia-Gasca et al.,
2006); y una descripcion parcial del desarrollo embrionario con un enfoque gradualista
(Martinez-Palacios et al., 2002). Hasta ahora, no existe informacion detallada sobre los
procesos del desarrollo embrionario de S. annulatus, generada con base en una
aproximacion morfofuncional en el contexto de la teoria del desarrollo en saltos. Esta
teoria permite una interpretacibn comprensiva de los procesos del desarrollo, con

enfasis en los cambios en las relaciones 6rganos-0rganos, Organos-organismo Yy
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Introduccién

organismo-ambiente (Balon, 2002). Estos cambios en las relaciones a diferentes
niveles de organizacion en el individuo tienen consecuencias en su interaccién con el
ambiente y representan transiciones morfofuncionales y ecolégicas, que son eventos
criticos para su supervivencia. La descripcion del desarrollo embrionario de S.
annulatus bajo el enfoque de la teoria del desarrollo en saltos contribuye con
conocimiento sobre procesos ontogénicos que puede tener aplicacién en ecologia de

peces, biologia pesquera y acuicultura.

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo es realizar una descripcion
detallada del desarrollo embrionario de S. annulatus en el contexto de la teoria del
desarrollo en saltos, que sirva como referencia para estudios de biologia del
desarrollo, enfocados a reconocer las necesidades bioldgicas de esta especie durante
este periodo de vida y a desarrollar técnicas mas adecuadas para lograr una alta

supervivencia en un esquema de aplicacién en acuacultura.
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Antecedentes

2. ANTECEDENTES

2.1. Ontogenia inicial de peces

En peces, la ontogenia es la historia de vida de un individuo que comienza
desde la activacion y termina con la muerte. Esta historia de vida esta comprendida
por una secuencia de largos intervalos estabilizados, denominados pasos, separados
por umbrales. Los umbrales ocurren como una transicion entre pasos y llevan a una
nueva interaccion érgano-6rgano u organismo-ambiente, y, por lo tanto, a un nuevo
estado estabilizado (Balon, 1990). Dichos umbrales dependen de la sincronizacion de
los procesos y el desarrollo de las estructuras que permitirdn nuevas funciones en el
organismo en el nuevo nivel de estabilidad alcanzado. El fallo de la sincronizacion de
procesos que ocurren de manera heterocrénica tiene consecuencias fatales para el

desarrollo de los embriones (Kovag, 2002).

Dentro de la teoria del desarrollo en saltos se propone una clasificacion
jerarquizada de los intervalos que ocurren en la ontogenia de los peces, que
organizados de mayor a menor son: periodos, fases, pasos y estadios. Con base en
esta clasificaciébn, y como consecuencia de la cantidad y el tipo de recursos
energéticos invertidos en la reproduccion, en los peces se reconocen tres tipos
basicos de ontogenia: la ontogenia indirecta, que presenta un periodo larvario; la
ontogenia de transicion, que presenta el periodo de alevin; y la ontogenia directa, en la

que no existe un periodo de transicién entre embrion y juvenil (Balon, 1990).

En la ontogenia indirecta, la cantidad limitada de nutrimentos endégenos
durante el desarrollo embrionario, tiene como consecuencia un estado de desarrollo
fisiol6gico y anatébmico menos avanzado (la larva), que requiere necesariamente de
una alimentacion exdgena para alcanzar el fenotipo de un juvenil. Por consiguiente,
ese tipo de ontogenia esta comprendida por los periodos embrién, larva, juvenil, adulto
y senectud. El periodo embrién estd formado a su vez por las fases de segmentacion,
embrién y eleuteroembrién, mientras que el periodo larvario por las fases apterolarva y
pterolarva. Los periodos restantes no presentan fases. En contraste, la ontogenia
directa se presenta en aquellos organismos que invierten gran cantidad de nutrientes
para el desarrollo embrionario y alcanzar el fenotipo juvenil sin presentar periodo larval
(metamorfosis). Este tipo de ontogenia presenta los periodos embrién, juvenil, adulto y
senectud. El periodo embrionario se divide en la fase de segmentacién, embrién y
embridn libre. Los periodos restantes no presentan fases (Balon, 1986). Por ultimo, los
organismos con ontogenia transitoria presentan los periodos embridn, alevin, juvenil,

adulto y senectud. En este ultimo tipo de ontogenia, el periodo alevin presenta la fase
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Antecedentes

alevin y el periodo juvenil las fases parr, smolt y juvenil (para salménidos anadromos)
(Balon, 1990).

2.2. Generalidades bioldgicas de S. annulatus
2.2.1. Ciclo de vida (autoecologia)

A pesar de la importancia bioldégica y econdémica de S. annulatus, en la
actualidad se tiene poca informacion acerca de su historia de vida. No existe
informacién sobre la relacién edad y crecimiento en esta especie; sin embargo, de
acuerdo a sus longitudes maximas reportadas, S. annulatus puede llegar a medir entre
44 y 48 cm (Sanchez-Cardenas, 2007) y presenta un crecimiento isométrico en los
juveniles y adultos (Castellanos-Rodriguez et al., 1982 citado por Sanchez-Céardenas
2007). Esta especie presenta gran capacidad osmorreguladora desde inicios de su
periodo larvario (Alvarez-Rubio et al., 1984), lo que le permite soportar altas
variaciones de salinidad. De debido a esto, su estancia dentro de las lagunas costeras,
aparentemente se relaciona con la edad y la talla. Los ejemplares mas jovenes
permanecen en los sistemas mixohalinos durante cierto tiempo y después emigran
hacia la zona neritica adyacente, sobre todo en fondos con arena y lodo, aunque
pueden volver a penetrar hacia las areas estuarino-lagunares (Castro-Aguirre et al.,
1999).

2.2.2. Reproduccion

S. annulatus presenta un patrén sexual dioico, sin dimorfismo sexual y
maduracién gonadal asincronica (Sanchez-Cardenas et al., 2011). La talla de primera
madurez sexual en ambos sexos se alcanza a los 28 cm de longitud total (Sanchez-
Cardenas et al., 2011). Esta especie desova durante la época calida, cuando la
temperatura superficial del mar se encuentra entre los 24.7 a 30.4 °C, y un fotoperiodo
de 12.6 a 13.5 horas luz (Sanchez-Céardenas et al., 2011). A la fecha, se desconoce la
conducta reproductiva y el sustrato de desove de S. annulatus. Sin embargo, debido a
gue los huevos son esféricos, adhesivos y demersales (Abdo-de la Parra et al., 2010),
se sabe que esta especie es esparcidora de huevos y que éstos quedan adheridos a
algun sustrato, probablemente rocoso, y que no presentan cuidado parental (Sanchez-
Cardenas, 2007).

Cetzal-Aké, C. A. 2018. Desarrollo embrionario de Sphoeroies annulatus (Jenyns, 1842) (Tetraodontiformes, Tetraodontidae) 9



Antecedentes

2.2.3. Alimentacion

Esta especie es carnivora y depreda principalmente organismos benténicos. Su
dieta incluye moluscos bivalvos (Crassostrea cortiziensis y Dosinia ponderosa),
gasterdpodos (Odostomia spp.), crustaceos decapodos (Callinectes spp., Panopeus
spp., Tetragrapsus jouyi y Litopenaeus spp.), anfipodos (Corophium acherusicum y
Ampithoe spp.), poliquetos (Nereis spp. y Ophelia spp.) y en menor cantidad consume
peces y corales (Stuardo y Martinez,1974; Maeda-Martinez, 1981; Amezcua-Linares,
1996 citado en Sanchez-Céardenas, 2007).

2.3. Estudios sobre la produccion de S. annulatus en cautiverio

Desde 1996 se inici6é un programa de investigacion en el Centro de Investigacion
de Alimentacién y Desarrollo (CIAD) para el desarrollo de la tecnologia de cultivo de S.
annulatus (Abdo-de la Parra et al., 2013). Los estudios abordaron la reproduccion en
cautiverio e induccién al desove mediante terapias hormonales (Duncan et al., 2003),
calidad de huevos (Martinez-Chavez et al., 2003), tolerancia de los embriones al
efecto de factores ambientales (Abdo-de la Parra et al.,, 2012), desinfeccion de
embriones y eliminacion de la capa adherente de los huevos (Rodriguez-Ibarra et al.,
2010), técnicas de cria larvaria y nutricion (Garcia-Ortega et al., 2003), entre otros.
Estos estudios hicieron posible establecer protocolos de cultivo a escala experimental.
Sin embargo, no abordaron los trabajos relacionados con aspectos del desarrollo
embrionario, morfogénesis y organogénesis, con excepcion del de Garcia-Gasca et al.,
(2006), en el que abordaron el desarrollo del sistema digestivo y la expresion de

enzimas digestivas.

2.4. Estudios sobre ontogenia inicial en Tetradontidae

La familia Tetraodontidae es una de las més derivadas en términos evolutivos
dentro de la clase Osteichthyes (Nelson et al., 2016). Debido a sus especializaciones
adaptativas, varias especies de esta familia han sido usadas como modelos para el
estudio de la biologia del desarrollo en vertebrados (Uji et al., 2011; Zaucker et al.,
2014). Paralelamente, los estudios de biologia del desarrollo en esta familia se han
enfocado a especies de alto valor comercial para desarrollar tecnologias de cultivo
(Jang et al.,, 1996) o proporcionar conocimiento para mejorar el manejo pesquero.

Descripciones morfoldgicas y anatémicas propias del desarrollo de los huevos, larvas
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Antecedentes

y juveniles de Takifugu chrysops, T. obscurus y Canthigaster rivulata fueron realizadas

por Fujita y Shinoara (1985), Arai y Fujita (1987), Jang et al., (1996), respectivamente.

Chen (2005) describidé el desarrollo embrionario de Takifugu ocellatus para
complementar los conocimientos sobre fertilizacion, reproduccion y larvicultura de
dicha especie. Uji et al.,, (2011) describieron el desarrollo embrionario de Takifugu
rubripes, con énfasis en el uso de esta especie como modelo biolégico para la
comprension y el andlisis de la expresién génica. Estos autores estudiaron el papel
que juegan distintos genes y su expresion durante el desarrollo, y realizaron un
analisis comparativo con Danio rerio y Oryzias latipes, con el propésito de clarificar
alguna diferencias o similitudes en los dominios de expresion. Por su parte, Zaucker et
al., (2014) describieron el desarrollo embrionario de Tetraodon nigroviridis y
discutieron la conveniencia de esta especie como modelo bioldgico al compararla con

el desarrollo de D. rerio y O. latipes.

Como se menciond, S. annulatus es una especie con alto potencial para su
explotacion acuicola, por lo que Martinez-Palacios et al., (2002) realizaron la
descripcion de algunos aspectos generales del desarrollo del huevo, larva y juvenil de
S. annulatus; sin embargo, la informacion proporcionada sobre el desarrollo

embrionario en ese estudio es limitada y contradictoria.

La informacion disponible sobre el desarrollo embrionario S. annulatus no es
suficiente para comprender los cambios morfofisiolégicos que ocurren durante el
periodo embrionario. Esto se convierte en una limitacién para el desarrollo de mejores
protocolos de incubacion y cultivo de S. annulatus. Por lo anterior, en el presente
trabajo se propone la descripcion de las transiciones morfofuncionales que permitiran
identificar requerimientos biol6gicos en los momentos mas criticos del desarrollo. Esta
informacion puede ser til para la interpretacion de procesos ecoldgicos y para el

desarrollo de mejores protocolos para el manejo de embriones en cultivo.
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Justificacion

3.  JUSTIFICACION

La descripcién del desarrollo temprano de Sphoeroides annulatus realizada por
Martinez-Palacios et al., (2002) incluy6 una primera descripcion del desarrollo
embrionario para esta especie. Los resultados de ese trabajo permitieron reconocer
cambios morfolégicos generales que suceden en S. annulatus. Sin embargo, dicho
trabajo estad limitado a un esquema gradualista del desarrollo, por lo tanto, no
proporciona informacion detallada de los procesos que ocurren en los intervalos
ontogénicos minimos (pasos), informacion necesaria para el reconocimiento de
requerimientos bioldgicos a partir de los cambios en las relaciones 6rgano-érgano,

6rgano-organimo y organismo-ambiente.

Esta informacion es de utilidad como una referencia y complemento en
estudios relacionados con la biologia del desarrollo de esta especie, dentro de las
disciplinas de la genémica funcional, biologia molecular, toxicologia, ecologia, biologia

evolutiva y en aplicaciones acuicolas.
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Planteamiento del problema y objetivos

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Cuales son los cambios morfofuncionales que ocurren durante el periodo
embrionario de Sphoeroides annulatus, que permitan determinar la transicion de un

paso estabilizado a otro?

5. OBJETIVOS
5.1. General

Describir los pasos que constituyen el periodo embrionario de Sphoeroides annulatus

mediante una aproximacién morfoldgica, anatémica y conductual.

5.2. Particulares
a) Describir los cambios morfolégicos ocurridos en el periodo embrion.
b) Registrar la variacion del ritmo cardiaco durante el periodo embrion.
c) Describir los movimientos morfogenéticos ocurridos durante el periodo embrién.

d) Describir histolégicamente el desarrollo de los érganos en los embriones.
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Materiales y métodos

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Obtencién de material biol6égico

Quince adultos maduros de Sphoeroides annulatus ( 6 hembras, 882 + 174 g; 9
machos, 866 = 321 g) fueron obtenidos vivos de la captura comercial del campo
pesquero Playa Norte, en Mazatlan, Sinaloa. Los peces fueron trasladados a las
instalaciones de la planta piloto de peces marinos del Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo (CIAD) Unidad Mazatlan. Estos fueron colocados en un
tanque de 5,000 L que operd como sistema abierto de flujo continuo (34 L-mint) con
aireacion (60 L-min?). Las condiciones ambientales no fueron controladas y los
pardmetros de calidad de agua y de manejo zootécnico se mantuvieron en los
siguientes valores: temperatura, 26°C; salinidad, 35 g L?; O,, 6 mg L; proporcion
sexual, 0.6:1 hembras:machos; y biomasa, 2.6 kg m3. Los peces se mantuvieron sin
alimentar por dos dias y posteriormente se seleccionaron para la induccion a la
maduracion final con tratamiento hormonal. Para esto, primero los peces fueron
anestesiados (0.25 ml L de 2-fenoxietanol al 99%; P1126, Aldrich, solubilizado en 3
ml de alcohol etilico al 95%) uno por uno hasta alcanzar el estado de anestesia
profunda. A cada pez se le realiz6 presion abdominal para intentar extraer esperma. Si
no expelié esperma, entonces se procedié a tomar una biopsia ovérica para confirmar
que el espécimen fue hembra y el estado de desarrollo de los oocitos. Las hembras
con oocitos mayores a 450 um fueron seleccionadas para el tratamiento hormonal. A
dos machos y dos hembras se les aplic6 una Unica inyeccion intraperitoneal (50 pug kg
1 a los machos y 100 ug kg a las hembras) de un analogo sintético de la hormona
liberadora de gonadotropina ([des-Gly'°, D-Ala’] LHRHa, L4513, Sigma) disuelta en
solucion fisiolégica. Después de 48 h de la inyeccién, se observé distencion abdominal
en las hembras, lo cual indic6 el estado de ovulacion y la posibilidad de realizar la
fertilizacioén in vitro. Primero, se anestesiaron los machos como se indic6é anteriormente
y mediante presion abdominal se les extrajo el esperma, que fue recolectado con una
jeringa de insulina sin aguja. Se tuvo cuidado de no contaminar el esperma con agua u
orina de los peces para evitar la activacion de los espermatozoides. Después se
anestesiaron a las hembras de la misma forma que a los machos. Se les extrajeron los
ovulos mediante un masaje abdominal y fueron depositados en un recipiente de
plastico seco. Una vez extraidos todos los huevos de una hembra, se pesaron para
determinar su numero mediante el factor de conversiébn de 3500 huevos g2
Posteriormente, se realizé la fertilizacién in vitro con la técnica hiUmeda, agregando
una enzima proteolitica para eliminar la capa adherente de los huevos de acuerdo con
el protocolo descrito por Rodriguez-lbarra et al., (2010). Después de confirmar la
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pérdida de la adherencia de los huevos, que ocurrié a los 10 min aproximadamente,
los huevos fueron enjuagados con agua marina esterilizada con radiacion UV y
colocados en una incubadora. La incubadora fue un tanque cilindro-cénico de 120 L y
en éste se mantuvo un flujo continuo de 0.5 L min** de agua de mar y aireaciéon a un
flujo de 1 L mint. La densidad de incubacion fue de 3843 embriones por litro y las
condiciones de incubacion fueron las siguientes: 26 + 0.3 °C; pH 8; salinidad, 35 g L;
fotoperiodo natural; O,, 7 mg L. El agua marina que se utilizé6 durante la incubacién
fue previamente filtrada a 1 pm de retencién relativa, desinfectada con cloro al 5% (1

ml por litro de agua) y neutralizada con tiosulfato de sodio (0.2 g L?).

6.2. Toma de muestras, fijacion, fotodocumentacion, videodocumentacion y
mediciéon

El programa de toma de muestra se basé en las recomendaciones de Balon y
Fleger-Balon (1985) y se ejecuté de acuerdo a la velocidad del progreso del desarrollo.
Esto exigid una toma de muestra cada 10 min durante las primeras 6 h, que se
extendio progresivamente en 20, 40, 60, 120, 240 y 360 min. En cada toma de
muestra se tomaron de 6 a 15 especimenes para fotodocumentacion, de 10 a 15 para
videodocumentacién, y 50 para fijacion. Previamente a la fotodocumentacién y la
fijacion, lo especimenes se anestesiaron en una solucién de 2-fenoxietanol al 2%. La
fijacion se realiz6 en formalina al 10% neutralizada con fosfatos o en solucién
Davidson. Después de 72 h de fijacion, los especimenes se trasfirieron a alcohol etilico
al 70%.

La toma de fotomicrografias se realizé con un microscopio Olympus® modelo
BX-41 equipado con una camara Olympus® modelo DP27 y el software cellSens de
Olympus®. Antes de que los embriones eclosionaran, se colocaron en un portaobjetos.
Cada uno de ellos fue fotografiado en distintos angulos. Una vez que se detectaron los
primeros movimientos musculares y latidos del corazén se tomaron videos de un
minuto. Para la determinar el ritmo cardiaco se registr6 el nUmero de latidos por
minuto. Después de la eclosion, la toma de fotomicrografias se realizé con un
estereoscopio Motic® modelo SMZ-171. Se us6 la misma camara y el software

mencionados anteriormente.

Las fotomicrografias fueron usadas para la descripcion morfolégica del
desarrollo embrionario y la obtencion de mediciones morfométricas con el software
SigmaScan. Las mediciones morfométricas incluyeron la medicion del diametro del

huevo y de la longitud notocordal.
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6.3. Procesamiento histolégico

El procesamiento histolégico se realiz6 en el Laboratorio de Histologia de la

Facultad de Ciencias del Mar de la Universidad Autdbnoma de Sinaloa.

Para la obtencién de preparaciones histol6gicas se usaron las muestras fijadas
en solucién Davidson y conservadas en alcohol al 70%. Primero, los especimenes se
retiraron de la solucién de alcohol y fueron colocados dentro de pequefas bolsas de
papel filtro, que fueron colocadas en cassetes (contenedor de plastico). Las muestras
pasaron por un proceso de deshidratacion mediante la exposicidon a concentraciones
crecientes de isopropanol. Posteriormente se expusieron a un agente aclarante (aceite
mineral) y por Ultimo se sometieron a impregnacion en parafina liquida (Buesa &
Peshkov, 2009). Los tiempos de deshidratacion, aclarado e impregnacion en parafina
fueron previamente ajustados especificamente para los embriones objeto de estudio, a
partir de tres procesos de prueba y la evaluacion de la calidad de los cortes

histologicos (Sanchez-Céardenas, com. pers.) (Tabla 1).

Tabla 1. Reactivos y tiempos de inmersion de la técnica histoldgica de
deshidratacioén, aclarado e impregnacion en parafina (Buesa & Peshkov,
2009).

Reactivo Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
Alcohol etilico 70% 35 60
Alcohol etilico 80% 35 60
Alcohol etilico 96% 35 60
Isopropanol 95% 35 60
Isopropanol 100% 35 60
Isopropanol: aceite mineral 50 90
Isopropanol: aceite mineral 50 90
Aceite mineral 50 30
Aceite mineral 50 30
Parafina 60-65 45
Parafina 60-65 60
Parafina 60-65 120

Después de terminar el proceso de deshidratacion, los embriones fueron

colocados en moldes para su inclusion en parafina. Los moldes obtenidos,
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correctamente etiquetados, se dejaron enfriar. Una vez que la parafina se solidificd, los
bloques fueron extraidos y seccionados a 4 um de espesor con ayuda de un
micrétomo  rotatorio  semiautomatico. Los embriones fueron seccionados
completamente, de manera que de cada blogue se obtuvo una serie de cortes a
diferentes niveles del cuerpo de los embriones. Los cortes obtenidos se colocaron en
un bafo de flotacibn a 35 o 45°C para extenderlos. Ya extendidos, estos fueron
recuperados con un portaobjetos debidamente rotulado y fueron secados a
temperatura ambiente. Posteriormente, las laminillas fueron colocadas en una estufa a
70 °C durante 24 horas, con la finalidad de eliminar parafina. Después las laminillas
fueron sometidas a las técnicas de tincion de Hematoxilina-Eosina (Mufieton-Gomez et
al., 2000) y Tetracrémica-VOF Tipo IlI-G.S (Sarasquete y Gutiérrez, 2005). Los
procedimientos de tincion de la técnica de Hematoxilina-Eosina y Tetracrémica-VOF
Tipo IlI-G.S se presentan en las tablas 2 y 3, respectivamente. Finalmente se realizé el
montaje de las laminillas utilizando una resina sintética (cytoseal) para su

conservacion y posterior analisis mediante microscopia optica.

Tabla 2. Técnica de tincion Hematoxilina-Eosina con xileno (Mufieton-
Gomez et al., 2000).

Reactivos Tiempo

Xileno 6 minutos
Xileno 6 minutos
Xileno 6 minutos

Alcohol 100%
Alcohol 100%
Alcohol 95%
Alcohol 80%
Agua corriente
Hematoxilina
Agua corriente
Alcohol &cido
Agua corriente
Agua amoniacal
Agua corriente
Alcohol 80%
Eosina
Alcohol 95%
Alcohol 100%

20 segundos
20 segundos
20 segundos
20 segundos
1 minuto

5 minutos

1 minuto

3 segundos
2 minutos

1 minuto

3 minutos
30 segundos
3 minutos
20 segundos

20 segundos
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Alcohol 100% 40 segundos
Alcohol 100% 40 segundos
Citrisolv 1 minuto
Citrisolv 1 minuto
Citrisolv 1 minuto

Tabla 3. Técnica de tincién tetracromica-VOF Tipo IlI-G.S (Sarasquete y
Gutiérrez, 2005).

Reactivo Tiempo
Xileno 6 minutos
Xileno 6 minutos
Xileno 6 minutos
Alcohol 100% 20 segundos
Alcohol 100% 20 segundos
Alcohol 95% 20 segundos
Alcohol 80% 20 segundos
Agua corriente 1 minuto
Hematoxilina 5 minutos
Agua corriente 1 minuto
Alcohol &cido 4 segundos
Agua corriente 2 minutos
Agua amoniacal 1 minuto
Agua corriente 3 minutos
VOF 2 minutos
Alcohol 80% 20 segundos
Alcohol 100% 20 segundos
Alcohol 100% 40 segundos
Citrisolv 1 minuto
Citrisolv 1 minuto
Citrisolv 1 minuto

6.4. Descripcion de la ontogenia inicial

En el presente trabajo se utilizé la terminologia y el modelo jerarquizado de los
intervalos del desarrollo propuesta por Balon (1990) modificada por Martinez-Brown
(2012) para el periodo embrionario. Siguiendo este esquema, el periodo de embridn se
divide en tres fases: segmentacion, organogénesis y eleuteroembrion. Cada una de las
fases estuvo integrada por pasos, los cuales representan la unidad del desarrollo en la
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que el individuo mantiene una dindmica interna estabilizada y en coherencia funcional
con el ambiente externo, como se describié en la seccion de antecedentes. Los
estadios son momentos instantaneos en la observacion del progreso del desarrollo,
por lo que no representan un intervalo 0 un proceso ontogénico, sino la unidad de
observacién y recoleccion de datos del desarrollo que usa para la reconstruccién e
interpretacion de los pasos. Para nombrar un estadio se utilizan caracteristicas
morfolégicas conspicuas, de facil reconocimiento (p. €j., Shardo, 1995). Para nombrar
los pasos se le designo una letra, que en el caso del periodo de embrién es E, un
namero consecutivo en el orden de la progresién del desarrollo y una caracteristica
distintiva del paso (p.ej., Kovag, 2000). Por ejemplo, E3 Segmentacion del blastodisco
seria el paso tres del periodo embrién y lo que caracteriza al paso es la segmentacion
del blastodisco.

La descripcion de las estructuras anatdmicas e histoldgicas del periodo embrion se
realizo con base en la terminologia utilizada por Lentz y Trinkaus (1967), Kimmel et al.
(1995) y Uji et al. (2011). Para descripcion de la segmentacion del blastodisco, origen
de las capas germinales, movimientos celulares, origen de la capa sincitial vitelina y de
algunas estructuras se basoé en trabajos realizados Trinkaus y Lentz (1967), Warga y
Kimmel (1990), Trinkaus (1993) y Kunz (2004). Shardo (1995) para la descripcién del
desarrollo las capas celulares del blastodermo y la neurulacion. La descripcion de la
organogénesis se realizd con base a las descripciones hechas por O Connell (1981)
para el desarrollo de la piel, Hall et al., (2004) y Tsai et al., (2013) para la descripcion
de la neurulacion, el desarrollo del cerebro y la masa muscular, Avanesov y Malicky
(2004) para el desarrollo de los ojos, Chen et al., (2006) y Morrison et. al., (2001) para

el desarrollo del sistema digestivo.
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7. RESULTADOS

7.1. Periodo embrién

El periodo embrion de Sphoeroides annulatus inicié con la activacion vy finalizé
con el inicio de la alimentaciéon mixta (4 d, 16 h). Este periodo es compuesto por 9

pasos.
7.1.1. Fase de segmentacion
7.1.1.1. Paso E1, Activacion

El paso de activacion dio inicio con la fertilizacion (contacto de los évulos con el
agua) y finalizé con la primera division del blastodisco (1 h, 10 min). Antes del inicio de
la activacién, los O6vulos fueron esferoidales, opacos, con corién flacido y con
flotabilidad negativa (fig. 1A). Los 6vulos presentaron gran cantidad de glébulos de
aceite esféricos y de distintos tamafos, que individualmente fueron de color dorado y
translicidos, pero en conjunto se tornaron opacos Yy flotaron libremente dentro del
vitelo. El didmetro promedio del huevo fue de 684 + 34 pm y no incrementd

significativamente después de la activacion.

Posterior al inicio de la activacion (después del contacto con el agua), los
huevos se volvieron transparentes. El estadio de diferenciacién bipolar (14 min) inici
con la formacién del espacio perivitelino y el blastodisco, simultineamente su

envoltura externa (corion) empez6 a engrosar (fig. 1B).

En el estadio de 1 célula (47 min), el espacio perivitelino se hace aln mas
notable y el blastodisco se ubic6 en contraposicion a los glébulos de aceite al final de
la activacion, y en su parte inferior, estuvo en contacto con el cértex, una capa

citoplasmaética que envuelve al vitelo completamente (fig. 1C).
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Figura 1. Estadios representativos del paso E1, Activacion. A) estadio 6vulo, se observa el
micrépilo (&) y los glébulos aceite; la discontinuidad de la esfericidad indica la flacidez del
corién. B) embridn en vista lateral en el estadio de diferenciacién bipolar. C) embrién en vista
lateral en estadio 1 célula. Escalas: 200 um. b = blastodisco, ¢ = corion, g = glébulos de aceite,

p = espacio perivitelino, v= vitelo.

7.1.1.2. Paso E2. Segmentacion del blastodisco

Este paso inici6 con la divisién del blastodisco (1 h, 10 min) y finaliz6 con la
transformacién del blastodisco a estereoblastula (2 h, 52 min). Las primeras seis
divisiones mitéticas (segmentaciones del blastodisco) ocurrieron de manera
sincronizada en lapsos de alrededor de 20 minutos, y posterior a éstas, sucedieron
asincronicamente. Las formas, tamafos y niumero de blastomeros variaron conforme
las divisiones transcurrian. Cada estadio fue nombrado con base en el niumero de

blastémeros resultantes de cada divisién del blastodisco.

La primera division (estadio 2 células [1 h, 10 min]) ocurrié en la zona central
del blastodisco y origind dos blastémeros que presentaron tamafio y forma similar (fig.
2.1A). En el estadio 4 células [1 h, 37 min], la segunda divisién se dio perpendicular a
la primera y produjo cuatro blastdmeros de tamafo similar. En aquellas partes dénde
los blastobmeros mantuvieron contacto entre sus membranas, presentaron un angulo
recto, mientras que sus margenes donde no se dio dicho contacto, tomaron forma del
arco de una elipse (figura 2.1B). En el estadio 8 células [1 h, 38 min], la divisién que
originé dicha cantidad de blastomeros, ocurrié en direccién paralela a la primera
division. De los blastobmeros originados, cuatro se presentaron en posicién central con
formas casi rectangulares y cuatro distales que presentaron mayor tamafio y en
resultado de su contacto con las centrales presentaron forma de sector circular con
angulo recto (fig. 2.1C).
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Figura 2.1. Estadios representativos del paso E2, Segmentacion del blastodisco. A) embrion
en estadio de 2 células. B) embrién en el estadio de 4 células. C) embrion en el estadio de 8

células. Escalas: 200 pm.

La cuarta division del blastodisco origind 16 blastdmeros (estadio 16 células [2
h, 08 min]), ésta fue en direccibn perpendicular a la primera y resultaron cuatro
blastobmeros centrales y 12 periféricos (fig. 2.2A). La forma y tamafio que se
presentaron entre ellos no fue similar. El estadio 32 células fue originado por la quinta
divisién [2 h, 34 min]), que ocurrié en direccion paralela a la primera. A partir de este
estadio fue complicado reconocer el niumero de células centrales y periféricas por
efecto de la posicién de los glébulos de aceite que no permitieron realizar esta
distincion (fig. 2.2B).

En el estadio 64 células (2 h, 52 min) el blastodisco presentd un orden celular
distribuido en dos capas. Los blastomeros presentaron formas poliédricas por el
contacto y presion que existio entre sus membranas (fig. 2.2C). A partir de este estadio
los intervalos de segmentacion fueron asincronicos y los globulos de aceite, asi como
el tamafio de los blastbmeros no permitia realizar la cuenta de estos por lo que, los
numeros que se designaron para los siguientes estadios son sélo de caracter nominal
tomando en cuenta el resultado de blastémeros por efecto de la division celular por

mitosis.
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Figura 2.2. Estadios representativos del paso E2, Segmentacién del blastodisco. A) Embridn
en estadio 16 células. B) Embrién en estadio 32 células. C) Embrion en estadio 64 células y D)
seccion transversal de embridn en estadio 64 células. Escalas: A), B) y C), 200 um; D) = 50

pum. b = blastémeros; v = vitelo.

7.1.1.3. Paso E3. Estereoblastula

En este paso el blastodisco se trasformé a blastodermo por efecto de la
formacion de las tres capas celulares (3 h, 35 min). Estas tres capas celulares
formadas son: la capa de células envolventes se compone de una sola capa de
células aplanadas unidas de manera horizontal y es la capa mas externa de las tres,
debajo de ésta se encuentra la capa células profundas, o bien, los blastomeros
profundos, que se compone de varias capas de células, dichas células variaban en
tamafo a lo largo del paso (mas pequefas) conforme las divisiones celulares, y de
igual manera en su forma pues, debido al origen prolongaciones citoplasmaticas
(filopodios) cada una de ellas tomaron forma irregulares y, producto de las
segmentaciones, entre ellas se originaron espacios de diferentes dimensiones
(cavidades de segmentacion); y la tercera capa es la capa sincitial vitelina que se
encuentra entre las capa de células profundas y el vitelo, a través de ella pasan todos
los nutrimentos del vitelo por lo que ésta es la que permite la nutricion al embrion. La
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extension de dicha capa sobrepasé los margenes del blastodermo y se hizo continua
al cortex el cual rodea por completo al vitelo. Este paso llegé a su fin con el inicio de la

gastrulacién (7 h, 20 min).

En el estadio 128 células, (3 h, 35 min) los blastobmeros se presentaron de
manera compacta, de distintos tamafios y la mayoria de ellos presentaron forma casi
circular. El blastodisco presenté forma circular en su contorno debido al orden de las
células, dicha forma circular se mantuvo desde este estadio hasta el inicio de la
gastrulacién. Simultaneamente los blastémeros superficiales empezaron a alargarse,
sefal del inicio de la formacién de la capa de células envolventes y se observaron las
cavidades de segmentacion. Los blastomeros presentaron filopodios (fig. 3.1A, B). En
el estadio fusién de las células marginales (4 h, 13 min), las células que se encuentran
en la periferia del blastodermo colapsaron para dar origen a la capa sincitial vitelina la
cual se desarrollard por debajo de éste (fig. 3.1C, D). Las células profundas se hacen
mas pequefias y de igual manera que en el estadio anterior se aprecian las cavidades
de segmentacion y los filopodios (fig. 3.1E).

Figura 3.1. Estadios representativos del paso E3, Estereoblastula. A) estadio de 128 células y
B) seccién transversal, se sefiala las células mas superficiales alargadas (‘) y los filopodios
presentes en las células profundas (). C) estadio fusion de las células marginales, D) en vista

lateral y E) seccion transversal, se sefialan las células con los filopodios (/) y las células que
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dan origen a la capa sincitial vitelina (%). Escalas: A), C) y D) = 200 um; B) y E) =50 ym. b =

blastémeros, ¢ = cavidades de segmentacién, v = vitelo.

En el estadio de capa sincitial vitelina externa con 1-2 nucleos (4 h, 46 min),
como su nombre lo menciona, se caracteriz6 por la presencia de uno o dos anillos de

nucleos en la misma. La parte inferior del blastodisco tomé forma plana. (fig. 3.2A, B).

En el estadio capa sincitial vitelina externa con 2-3 nucleos (5 h, 55 min) no se
pudo hacer la distincién de las células que conformaban el blastodermo, el nimero de
nucleos que componian la capa sincitial vitelina externa aumento por lo que también lo
hizo su grosor y la parte inferior del blastodermo tomé una ligera curvatura, ya no era

plana como lo fue en el estadio anterior (fig. 3.2D, F)

En el estadio de blastodermo biconvexo (7 h, 20 min) el blastodermo presenté
forma biconvexa asimétrica. En este estadio el nimero de nicleos que compusieron la
capa sincitial con respecto al estadio anterior (2-3 nucleos) por lo que no existid

diferencias en su grosor (fig. 3.2F, G).
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Figura 3.2. Estadios representativos del paso E3, Esterereoblastula, A) estadio de capa
sincitial vitelina 1-2 nicleos, B) en vista lateral; nétese los nucleos de la capa sincitial vitelina
() y C) corte transversal. D) estadio de capa sincitial vitelina 2-3 nudcleos, y E) en vista lateral;
noétese el aumento del grosor de la capa sincitial vitelina (4&). F) estadio de blastodermo
biconvexo, y G) en vista lateral, se sefiala la capa sincitial vitelina (4&). Escalas: A), B), D), E) y
F) =200 um, C) = 50 um. ce = células envolventes, cp = células profundas, csv = capa sincitial

vitelina. v = vitelo.

7.1.1.4. Paso E4. Gastrula

El paso gastrula inicié con un adelgazamiento del blastodermo (8 h, 9 min) que
fue por efecto del proceso de epibolia por la formacién e involucion del hipoblasto que
originé el anillo germinal y dicho paso llegé a su fin con el cierre del blastoporo (13 h,
52 min), o bien, el fin del proceso de epibolia donde simultaneamente se formé el eje

embrionario. La epibolia es el proceso en el cual el blastodermo se extiende sobre el
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vitelo hasta que este lo cubre totalmente. Los movimientos morfogenéticos que dan
lugar a distintos procesos y especializacion celular ocurrieron a lo largo de este paso.
Dichos movimientos son: involucion, convergencia, intercalacion radial, extension y
especializacién de las células que posteriormente se originard la organogénesis. En el
estadio domo (8 h, 9 min) el blastodermo disminuy6 su grosor y tomé forma céncava.
La capa sincitial vitelina disminuy6é su grosor a 1-2 nucleos, por efecto de que los
nacleos de la capa sincitial vitelina externa se internalizaban dentro de la capa sincitial
vitelina interna (fig. 4.1A, B). Las células de la capa profunda presentaron filopodios
aln mas alargados para llevar a cabo la locomocion, o bien, ya eran capaces de

realizar movimientos celulares (fig. 4.1C).

En el estadio de 40% epibolia (9 h, 12 min) el grosor de los nlcleos de capa
sincitial vitelina ya no se observa, esto debido a su completa internalizacién dentro de
la capa sincitial vitelina interna (fig. 4.1D, E). Se originaron el hipoblasto y el epiblasto
(fig. 4.1F). El hipoblasto, presenté un grosor de una o dos células y se encontr6 mas
cercana a la capa sincitial vitelina la cual fue utilizada por las células del como sustrato
para realizar sus movimientos. Sobre el hipoblasto, con un grosor de tres 0 mas
células, se encontré el epiblasto. El desarrollo del proceso de epibolia y la formacion
del anillo germinal fue resultado de la involucién de las células del hipoblasto. De
manera similar, los movimientos de convergencia e involucién dieron como resultado

el escudo embrionario.

En el estadio 50% epibolia (9 h, 55 min), el hipoblasto sufri6 mayor involucién,
esto fue evidenciado por el aumento de la altura del anillo germinal. Los movimientos
de convergencia e intercalacion radial dieron como resultado un adelgazamiento del

blastodermo su zona central (fig. 4.1G, H).
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Figura 4.1. Estadios representativos del paso E4, Gastrula. A) embrién en estadio domo, B)
vista lateral; notese el adelgazamiento del blastodermo (%) y la disminuciéon del nidmero de

nucleos de la capa sincitial vitelina (&), y C) corte transversal, se sefialan las células profundas
con filopodios (‘). D) embrién en estadio epibolia al 40%, E) en vista lateral, y F) corte

transversal, se sefialan las células componentes del hipoblasto (% y el epiblasto (). G)
embridn en estadio de epibolia al 50%, y H) en vista lateral, nétese el incremento de la altura
del anillo germinal (4&). Escalas: A) B), D), F), G) y H) = 200 um; C) y F) = 50 um. a = anillo
germinal, csv = capa sincitial vitelina, ce = capa de células envolventes, ee = escudo

embrionario, v = vitelo.

En el estadio 60% epibolia (10 h 54 min), el anillo germinal, al igual que el
estadio anterior, sigue aumentado su altura (fig 4.2B). El hipoblasto es de 1-2 células

de grosor excepto en la parte dorsal (en el eje antero-posterior del embrion [escudo
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embrionario]), que fue mas gruesa que el resto debido al origen del hipoblasto axial
(Fig. 4.2C).

En el estadio de 90% epibolia (12 h, 51 min), los movimientos de convergencia
y extension del hipoblasto originan una pequefia extension en posicion antero-
posterior, el eje embrionario, la cual se seguira extendiendo en la misma posicion en la
que se origind (en vista lateral se observa la placa mesodérmica lateral) (fig. 4.2D). Se
distinguen las células de la placa neural que derivaron del epiblasto, debajo de ésta se
observé el esbozo del notocordio (mesodermo cordal) y lateralmente a éstas se
encontraban las del mesodermo, las cuales originan las somitas, ambos derivados del
hipoblasto (fig. 4.2F).

En el estadio del cierre del blastoporo (13 h, 51 min), se observa el eje
embrionario ya definido y en la regién anterior del embrién se observa la presencia de
la quilla neural, originada de la placa neural, lo que indicé el inicio de la neurulacion
(formacion de la region cefélica) (fig. 4.1G, H). En region caudal del eje embrionario, la
quilla neural se presenté mas delgada y se fue haciendo mas gruesa en la parte

craneal (fig. 4.2I).

Cetzal-Aké, C. A. 2018. Desarrollo embrionario de Sphoeroies annulatus (Jenyns, 1842) (Tetraodontiformes, Tetraodontidae)

29



Resultados

Figura 4.2. Estadios representativos del paso E4, Gastrula. A) embrién en estadio epibolia al
60%, B) en vista lateral, sefialado el incremento de altura el anillo germinal (&) y C) corte
transversal, se sefiala el epiblasto () y debajo de éste el engrosamiento del hipoblasto en la

parte del eje antero-posterior que da origen al hipoblasto axial (‘). D) embrion en estadio de
epibolia al 90%, se sefiala la placa mesodérmica lateral (&), E) en vista ventral y F) corte
transversal. G) embrién en estadio cierre de blastoporo, y H) en vista ventral. Escalas: A), B),
D), E), G) y H) = 200 um; C) y F) e I) = 60 um. bp = blastoporo, cs = capa sincitial vitelina, ej =
eje embrionario, m = mesodermo, mc = mesodermo cordal, pn = placa neural, q = quilla neural.

v = vitelo.

7.1.2. Fase de organogénesis
7.1.2.1. Paso E5. Somitogénesis.

Este paso dio inicié con el inicio de la formacion de los l6bulos épticos (14 h, 57

min) y finalizdé con la aparicion de los esbozos de las placodas éticas (23 h, 1 min). El
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primer estadio es el estadio primordios épticos (14 h, 57 min), en éste alun no se
distinguen los neurédmeros. Se observd la presencia de los primordios Opticos en
posiciones laterales a la quilla neural presentaron un lumen ventricular (fig. 5.1B). En
la regibn mas posterior, lateralmente a la quilla neural, se observa el mesodermo, y
debajo de la quilla el mesodermo cordal (fig. 5.1C). En el siguiente estadio, el estadio 2
somitas (15 h, 50 min), se observo la formacion de las somitas con la presencia de dos
de ellas y los primordios 6pticos son mas notables (fig. 5.1D). En el estadio 5 somitas
(16 h, 52 min) se observd la presencia de la vesicula de Kupffer y el esbozo del
notocordio es mas notable (fig. 5.1E, F); se observaron las células del endodermo por

debajo del mesodermo cordal para asi dar origen al intestino (fig. 5F).

Figura 5.1. Estadios representativos del paso E5, somitogénesis. A) embriébn en estadio
primordios épticos, B) corte transversal, observe los l6bulos Opticos lateralmente a la quilla
neural y un lumen presente en ellos (*), y C) corte transversal en regién posterior. D) Embrién
en estadio 2 somitas. E) Embrién estadio 5 somitas, F) corte transversal y G) en vista ventral.
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Escalas: A), C), D), E) = 200 ym; c) = 60 um y g) 50 um. m = mesodermo, mc = mesodermo
cordal, n = esbozos del notocordio, po = primordios 6pticos, gn = quilla neural, vk = vesicula de

Kuppfer, v = vitelo.

En el estadio 6 somitas (18 h, 57 min), en la quilla neural, en posiciébn media
ventral-dorsal, las células iniciaron un movimiento lateral alejandose de la parte media
de la quilla neural, estos movimientos daran origen al neurocele (lumen) del tubo
neural y se observa un tallo 6ptico el cual mantenia en unién a los lI6bulos 6pticos con
la quilla neural (fig. 5.2B). En el estadio 7-8 somitas (21 h) se observaron pronunciados
engrosamientos en la parte més rostral del embrion lo que permitio la diferenciacion de
tres regiones cefélicas (neurémeros): telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo (fig. 5.2C).
El mesodermo cordal se encuentra mas definido, lateralmente se encuentra el
mesodermo somitico y debajo del cordal se observa el intestino adn sin lumen (5.2D).
En el estadio 9 somitas (23 h, 1 min), en la parte media entre los I6bulos 6pticos y la
primera somita se encuentran los esbozos de las placodas 6éticas. La vesicula de
Kupffer presentd su mayor tamafo y los limites entre los neurémeros se hacen mas
claros (fig. 5.2E).

Figura 5.2. Estadios representativos del paso E5, somitogénesis. A) estadio 6 somitas y B)

corte transversal, observe el tallo neural, entre el I6bulo 6ptico y la quilla neural (‘) y la
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reorganizacion pseudoestratificada que dara origen al lumen (/). C) estadio 7-8 somitas y D)
corte transversal. E) Embrion en estadio 9 somitas, se sefiala la placoda otica (). Escalas: A),
C) y E) = 200 um; B) y D) = 60 um. d = diencéfalo, i = intestino, lo = I6bulos épticos, m =
mesencéfalo, mc = mesodermo cordal, mpn = mesodermo presomitico no segmentado, ms =

mesodermo somitico, n = notocordio, gn = quilla neural.

7.1.2.2. Paso EB6. Sincronizacién neuromuscular.

Este paso dio inicio con la operacion del sistema muscular del embrion (25
h), y su fin fue marcado por los primeros latidos del corazén (32 h, 26 min). En el
primer estadio, el estadio 13 somitas (25 h), la quilla neural se transforma en tubo
neural (ya presenta neurocele:lumen), los I6bulos 6pticos se transformaron en copas
Opticas, en ellas se diferencié el neuroepitelio retinal pseudoestratificado, el epitelio
pigmentario, la placoda de cristalino, que se encontraba en separacién del
integumento, y debajo de la placoda, la cavidad de la fisura de coroides (fig. 6.1B).
Simultaneamente la vesicula de Kupffer es absorbida por completo, el notocordio
present6 vacualizacion lo cudl le permitié contar con rigidez (fig. 6.1C), los bloques de
somitas laterales (mioblastos) tomaron forma de “V” lo que indicé la transformacion de
los somitas en midbmeros y su futura transformacién en las fibras musculares dorsal
(epiaxial) y ventral (hipoaxial). Este cambio, junto con la rigidez del notocordio,
brindaron la capacidad al embribn para que éste desarrollara sus primeros
movimientos. Las primeras contracciones musculares estan correlacionadas con el
crecimiento de axones en el desarrollo motoneural primario (desarrolladas en el
cerebro y la espina cordal) dado que el inicio de la operacién del sistema muscular se
sincroniza con el inicio de la operacién del sistema nervioso.

En el estadio 14 somitas (27 h), las placodas éticas se transformaron en
vesiculas Oticas, esto sefialado por la presencia de dos otolitos en ellas. Estas
presentaron forma ovoide. Delante de las copas Opticas se observa la placoda olfativa
(fig. 6.1D). El notocordio presenta vacuolas més grandes y el integumento presenta un
grosor de dos células, conformadas por células planas mezcladas con células
globosas (6.1E).

En el estadio 16 somitas (28 h, 5 min) detras del mesencéfalo forma una
cuarta cavidad cefélica: el romboncéfalo, compuestos por el cerebelo y los
rombémeros los cuales presentaban limites claramente definidos. Las vesiculas
presentaron una cavitacion dentro de ellas, de forma ovoide, y dentro de estas
cavitaciones se encontraron los otolitos. La placoda olfativa y la 6tica presentaron

forma ovoide, la primera cambando su forma en comparacién al estadio anterior y la
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segunda manteniendo dicha forma. Se inici6 la formacién del pliegue de aleta caudal
(fig. 6.1F).

En el estadio giro caudal (32 h, 3 min) el crecimiento de la porcién caudal del
embridon produjo una elongacion del tallo en una posicidn curva ventralmente que
provocé qué esta (porcidn caudal) se flexionara hacia un costado del vitelo y
despegada del mismo. La vesicula Gtica tom6 una posicibn mas anterior-posterior en

el embrién y los otolitos aumentaron su tamario (fig. 6.1G).

Figura 6.1. Estadios representativos del paso E6, Sincronizacién neuromuscular. A) Embrion
en estadio 13 somitas, se sefialan los midmeros (&), B) en corte transversal, se sefiala la
fisura coroidea (ﬂ) y el epitelio pigmentario (&), y C) en corte sagital. D) Embrién en estadio 14
somitas, se sefiala la vesicula otica (), y E) en corte sagital. F) Embrién en estadio 16
somitas, se observa la vesicula ética con una cavidad () y el esbozo del pliegue de la aleta

embrionaria (&). G) Embridn en estadio torsién caudal, se sefiala el sitio de torsién caudal (&)

y las vesiculas éticas. Escalas: A), D), F) y G) = 200 um; B) y C) = 60 um, E) = 50 um. cg

células globosas, ec = espina cordal, fm= fibras musculares, i = intestino, m = mesencéfalo, n

= notocordio, nrp = neuroepitelio retinal pseudoestratificado, pc = placoda de cristalino, po

placoda olfativa, ptn= piso del tubo neural, tn = tubo neural.
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7.1.2.3. Paso E7. Inicio del funcionamiento del corazon

El inicio del funcionamiento del corazén (35 h, 46 min) marcé el inicio de este
paso y llegd a su fin con la eclosion de los embriones (52 h, 21 min). En el primer
estadio, primeros cromatoforos (35 h, 46 min) se observaron melanéforos en posicion
de la linea ventral media de la region troncal, justo detras del nivel de las vesiculas
oOticas. El corazén se hizo funcional y sus primeros latidos fueron arritmicos, 54 + 15
latidos por minuto. EI embrién, en su posicion anterior, se despeg6 del vitelo y el
espacio entre ellos aumentd (seno perivitelino) (fig. 7.1A). A nivel histolégico se
observaron los limites entre las regiones cefalicas (neuromeros) (fig. 7.1B)

En el estadio cromatéforos contraidos (40 h, 56 min), los melanéforos
presentaron forma de puntos (contraidos). Aumentaron en namero y distribucién (fig.
7.1C). En este estadio se observa color rojo desde la parte posterior de la cabeza y a
lo largo del tronco, esto por la presencia de eritréforos. A nivel histoldgico se distingue

la aorta dorsal debajo del notocordio (fig. 7.1D).

Figura 7.1. Estadios representativos del paso E7, Inicio del funcionamiento del corazén. A)
Embrién en estadio de primeros cromatoéforos, y B) corte sagital. C) Embridon en estadio
melanéforos contraidos, y D) corte transversal. Escalas: A) y C) = 200 um; B) y D) =50 um. a

= aorta dorsal, dp = eshozos de los conductos pronéfricos, fm = fibras musculares, m =
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melané6foros, me = mesencéfalo, nrp = neuroepitelio retinal pseudoestratificado, o = ojo, pc =

placoda de cristalino, r = romboncéfalo, t = telencéfalo, v = vitelo, vo = vesicula 6tica.

En el estadio cromat6foros expandidos (44 h, 18 min) los melandforos
aumentan su cobertura y su forma cambia, presentando ahora forma dendritica (fig.
7.2A). En un par de embriones descorionizados se observa que los melanoforos y
eritroforos se distribuyeron dorso ventralmente y en la linea ventral media de la region
troncal. Se observa el coraz6n como un tubo con paredes delgadas (fig. 7.2B).

En el dltimo estadio de este paso, el estadio pre-eclosién (48 h, 8 min), la
forma dendritica de los melanéforos aumento en longitud y junto con los eritr6foros
mantienen su misma distribucién del estadio anterior, mientras que el resto de la piel
se mantiene transparente. Los 0jos aun no presentan pigmentacion. En la parte ventral
del vitelo se observaron las glandulas de eclosion (fig. 7.2C). El intestino presenta un
lumen rodeado por epitelio simple columnar y en la zona faringeal se observaron los
esbozos de los arcos branquiales, los dos primeros arcos daran origen al mandibular y
el arco hioideo (fig. 7.2D).

Figura 7.2. Estadios representativos del paso E7, Inicio del funcionamiento del corazén. A)

Embrion en estadio de cromatoforos expandidos, y B) corte transversal. C) Embrién en estadio
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pre-eclosion, y D) corte transversal, se observan los arcos branquiales, los mas anteriores son

los que originan la mandibula () y el arco hioideo (.4&). Escalas: A) y C) = 200 um; B) y D)

50 um. ab = arcos branquiales fm = fibras musculares, i = intestino, m = melanoéforos, v

vitelo.

7.1.1. Fase eleuteroembrién
7.1.1.1. Paso E8, Eclosioén

El primero estadio, brote de la aleta pectoral (52 h, 21 min), marcé el
inicio del paso, y lleg6 a su fin cuando los ojos estan completamente pigmentados (77
h, 42 min). En el primer estadio los embriones eclosionaron y se convirtieron en
eleuteroembriones. En este estadio la longitud notocordal fue 1416 + 41 um. Los
latidos del corazén aumentaron a un rango de 135 + 15 latidos por minuto. Al
eclosionar las glandulas de eclosién desaparecieron, los eleuteroembriones fueron
capaces de nadar y presentaron el mesénquima de la aleta pectoral. La distribucion de
los cromato6foros fue mayor pues su distribucion abarcé a partir de la parte trasera de
los ojos (estadios anteriores se observaban detras de las vesiculas oticas), la
presencia de los melanéforos fue mayor que la de los eritroforos (fig. 8.1A y B) y
presentaron forma extendida (dendritica). Los ojos aun no presentaban pigmentacion.
A nivel histolégico se observé la formacion del higado por delante del intestino (fig.
8.1C).

En el estadio, inicio de la pigmentacién de los ojos (58 h, 59 min), se
observaron 5 de las 6 capas oculares: capa plexiforme externa, capa plexiforme
interna, capa de células ganglionares, capa nuclear externa y capa nuclear interna. El
mesénguima de la aleta pectoral aumenta de tamafio y se observa el corazén divido

en dos cavidades, ventriculo y atrio (fig. 8.1D).
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Figura 8.1. Estadios representativos del paso E8, Eclosion. A) Embrion en estadio esbozo de
la aleta pectoral, B) en vista dorsal, obsérvese el mesénquima de la aleta (&) y C) corte
transversal. D) Embrion en estadio inicio de la pigmentacion del ojo, y E) corte sagital. Escalas:
A), B) y D) = 300 um; C) y E) = 50 um. a = atrio, ab = arcos branquiales, ¢ = corazén, ccg =
capa ganglionar, cni = capa nuclear interna, cpe = capa plexiforme externa, cpi = capa
plexiforme interna cr = cristalino, crm = cromatéforos, n = notocordio, fm = fibras musculares, h

= higado, i = intestino, v = vitelo, ve = ventriculo, vo = vesicula 6tica.

En el estadio estrechamiento del saco vesicular dermal (65 h, 32 min) la
frecuencia cardiaca de los embriones fue de 120 + 20 latidos por minuto. Se observan
melanoforos en la parte del dorsal del vitelo ademas de una pigmentacion de color
amarillo en la parte media ventral lo que indica la presencia de xantoforos (fig. 8.2A).
La pigmentacion del ojo aumenta. A nivel histolégico se observaron 4 arcos
branquiales, el arco que da origen al arco hioides y al mandibular, el higado aument6
su tamafio (fig. 8.2B).
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El estadio estrechamiento del seno dorsal (70 h, 29 min), el seno perivitelino
aumento, los ojos presentaron mayor pigmentacién y existi6 mayor presencia de
xantéforos en los patrones de pigmentacion (8.2A). Se observaron neuromastos
distribuidos en la parte frontal de la cabeza y a lo largo del tronco los que les
permitieron a los eleuteroembriones aumentar su capacidad de sensibilidad y
respuesta ante los movimientos ocurridos en el agua. Los ojos presentaron 5 de las 6
distintas capas celulares. Se observaron los conductos pronéfricos y debajo del
intestino la aorta dorsal (fig. 8.3D). Los eleuteroembriones aumentaron su capacidad

de sensibilidad y respuesta ante los movimientos ocurridos en el agua.

Figura 8.2. Estadios representativos del paso E8, Eclosién. A) Embrién en estadio inicio de la
pigmentacién del ojo, se sefialan los ojos pigmentados (&), B) corte sagital, se sefialan el arco
hioideo (&) y el mandibular (/). C) Embrién en estadio estrechamiento dorsal, y E) corte
sagital. Escalas: A) y C) = 300 um; B) y D) = 50 um. a = atrio, ab = arcos branquiales, a = atrio,
ab = arcos branquiales, ad = aorta dorsal, cp = conductos pronéfricos, n = notocordio, nm =
neuromasto, f = faringe, fm = fibras musculares, g = glébulo de aceite, h = higado, i = intestino v

= vitelo, ve = ventriculo.
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7.1.3.2. Paso E9. Inicio de la circulacion sanguinea

El inicio de la circulacion sanguinea indicé el inicio de este paso (77 h, 43 min)
y finalizé con la primera alimentacién exdgena (etapa de alimentacién mixta) (102 h, 1
min). Este paso se caracterizé por la sincronia en el desarrollo de los sistemas
esqueléticos, excretor, visual, digestivo y mecano-sensorial o que le permitié a los
embriones contar con conducta alimenticia (percepciéon de la presa, captura, ingesta y
digestién, absorcién asimilacion y excrecion) para dar inicio al periodo larval. La
longitud notocordal de los embriones fue de 1741 + 71 um. El rango de latidos del
corazén aumento a 225 + 43 latidos por minuto.

En el primer estadio, ojos pigmentados (77 h, 43 min), los ojos presentaron las
6 capas oculares (de la mas interna a la mas externa desde el cristalino): capa
ganglionar, capa plexiforme interna, capa nuclear interna, capa plexiforme externa,
capa nuclear externa y el epitelio pigmentario (fig. 9.1B). El esofago se presenta
alineado por un epitelio simple cubico y se observa en posicion superior al intestino, la
vejiga natatoria en formacion (fig. 9.1C). La pigmentacion de los cromatéforos que se
encuentran en la parte dorsal del vitelo se hace mas notable. Las aletas pectorales
aumentan su longitud en posicion anterior posterior (fig. 9.1A).

En el estadio apertura oral (83 h, 37 min), ocurrioé la apertura de la boca y el
ano se mantuvo cerrado. Se observa presencia de cromatéforos en la parte frontal de
la cabeza y por arriba del ojo, aumentado el patrén de pigmentacion. La circulacion
sanguinea a través de la aorta dorsal y la arteria caudal (parte posterior de la aorta),
debajo de ésta estuvo continua la vena caudal (fig. 9.1D). Se observa en la region
oromandibular los esbozos del cartilago de Meckel en la regién del arco mandibular y

junto a este, posteriormente, el arco hioideo. (fig. 9.1F).
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Figura 9.1. Estadios representativos del paso E9, Inicio de la circulaciébn sanguinea. A)
Embrion en estadio ojos pigmentados, B) en vista dorsal, obsérvese el mesénquima de la aleta
() y los ojos pigmentados completamente (&), C) corte parasagital, y D) corte sagital, se

sefiala el eséfago (). E) Embrion en estadio apertura de la boca, se sefiala la boca ya abierta

( "), los ojos pigmentados (&) y F) corte sagital, se sefialan el arco hioideo (&) y el
mandibular (). Escalas: A), B) y D) = 300 um; C) y D) = 80 um; F) 50 um. ab = arcos
branquiales, ad = aorta dorsal, ¢ = cristalino, cg = células globosas, ccg = capa ganglionar, cne
= capa nuclear externa, cni = capa nuclear interna, cpe = capa plexiforme externa, cpi = capa
plexiforme interna, crm = cromatoéforos, ep = epitelio pigmentario , n = notocordio, f = faringe,
fm = fibras musculares, h = higado, i = intestino, v = vitelo, vc = vena caudal, ve = ventriculo, vn

= vejiga natatoria.
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En el estadio aletas pectorales libres (91 h, 21 min) las aletas sobrepasaron los
limites de la capa que rodeaba al embrion, estas fueron notables en vista dorsal. Se
observa la vejiga urinaria (fig. 9.2A y B). La vejiga natatoria presenta mayor desarrollo.
Los arcos branquiales presentan cartilagos. Se observa el eséfago continuo a la
faringe y alineada por un epitelio simple escamoso. (fig. 9.2C).

En el estadio apertura del ano (102 h, 1 min), la distribucion de los
cromatoforos es mayor en el tronco del embribn pues se observaron los primeros
melanéforos sobrepasando el nivel del ano (s6lo ventralmente) y aumentaron su
longitud y distribucién en posicién media-dorsal (fig. 9.2D). La frecuencia cardiaca que
presentaron los embriones fue de 170 + 20 latidos por minuto. El eséfago presento un
epitelio estratificado escamoso al igual que en el estadio y en la expansion de éste, se
observa un ensanchamiento que resultdé ser el intestino. El intestino presento
microvellosidades y se dividié en dos partes, el intestino anterior y el posterior, no se
observaron células globosas. El higado aumenté su tamafio. La vejiga natatoria se
presentd inflada lo que indica una vejiga natatoria funcional. En la regién
oromandibular se observaron en formacion la trabécula, el arco hioideo y en el arco
mandibular el cartilago de Meckel. Al final de este paso el vitelo no es absorbido

completamente quedando una pequefia cantidad. (fig. 9.2E).
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Figura 9.2. Estadios representativos del paso E9, Inicio de la circulacién sanguinea. A)

Embrién en estadio aletas pectorales libres, se sefiala la boca abierta (' ), B) en vista dorsal, y

C) corte parasagital, se sefialan el arco hioideo (&) y el mandibular (™). D) Embrién en estadio
apertura del ano, se sefiala el ano abierto (‘) y la boca (' ), y E) corte sagital, posteriormente al

eséfago el intestino (‘), se sefialan el arco hioideo (&) y el mandibular (/). Escalas: A), B) y
D) = 300 pm; C) = 80 um; E) 50 um. a = atrio, ab = arcos branquiales, am = arco mandibular,
cm = cromatéforos, e = esoéfago, f = faringe, g=globulos de aceite, h = higado, ia = intestino
anterior, ip = intestino posterior, t = trabécula, v = vitelo, ve = ventriculo, vn = vejiga natatoria,

vo = valvula oral, vu = vejiga urinaria.
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8. DISCUSION

El presente trabajo dividié el periodo embrién en 9 pasos y 41 estadios, estos
designados de acuerdo a las caracteristicas morfo-funcionales de los organismos. El
desarrollo de S. annulatus present6 un patrén similar a los de otros tetraodontidos, sin
embargo, existieron diferencias en el tiempo de aparicion y la velocidad del desarrollo
de algunas estructuras. El desarrollo embrionario de S. annulatus a 26°C es4 mas
corto que el de otros tetraodontidos estudiados a temperaturas similares. De acuerdo
con la teoria de la ontogenia en saltos, la densidad y el volumen del vitelo (contenido
energético) pueden ser variables que ayuden a explicar las diferencias que existen en
las historias de vida temprana entre especies. Para tetraodontidos esta informacién no
se encuentra disponible. Sin embargo, debido a que en esta familia los huevos
bentonicos presentan las mismas caracteristicas morfolégicas (esferoidales,
adherentes, con mudltiples glébulos de aceite, vitelo no segmentado; Leis, 1984;
Watson, 1996), su tamafio puede ser usado como una aproximacion del contenido
energético. Los huevos de S. annulatus son 22% mas pequefios que los de su
congénere Sphoeroides maculatus (Welsh y Breder, 1922) y comparado con los de
otros géneros de la misma familia, son similares a los de Cantighaster rivulata (Arai &
Fujita, 1988), mas grande que los de Tetraodon (Zaucker et al., 2014) y mas pequefios
gue los de Takifugu (Fujita y Shinahora, 1986; Fujita y Honna, 1991; Chen, 2004).

En S. annulatus el paso activacion (E1) es caracterizado por la combinacién
citoplasmatica y reorganizacion de dos células fisiolégicamente distintas (gametos) en
una sola célula (cigoto). Los procesos que ocurren durante este paso (por ejemplo,
reaccion cortical, diferenciacion bipolar, formacién del espacio perivitelino) establecen
las condiciones estructurales desde las cuales el desarrollo parte. Este paso es
equivalente al periodo cigoto (Kimmel et al., 1995) descrito para T. nigroviridis (Zucker
et al., 2014), Takifugu obscurus (Jang et al., 1996), T. rubripes (Uji et al., 2011) y T.
niphobles (Gallego et al., 2017). La transicion entre el paso E1 y el E2 (segmentacion)
es el inicio de la division mitética sincronica del blastodisco, dando origen a
blastbmeros sin una aparente cito-diferenciacion. En S. annulatus la segmentacion es
meroblastica, patrén Unico de los teledsteos (Collazo et al., 1994). En muchos
teledsteos, como Centropristis striata (Wilson, 1889; referido el autor como Serranus
atrarius), Fundulus heteroclitus (Lentz y Trinkaus, 1967), Fundulus xenicus (=Adinia
xenica; Cunningham y Balon, 1985) y D. rerio (Kimmel y Law, 1985), las conexiones
citoplasmaticas entre blastbmeros no marginales estan descritas durante los primeros
seis ciclos celulares. En S. annulatus, no hubo evidencia histolégica o morfolégica de

estas conexiones citoplasmaticas ente blastbmeros no marginales. Para confirmar
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dichas conexiones citoplasmaticas en estas especies, es necesario emplear técnicas
mas sensitivas a las usadas en este trabajo (por ejemplo, tinciones fluorescentes,
microcopia confocal 0 microscopia electrénica de transmision). En S. annulatus, las
primeras cinco divisiones del blastodisco (2 a 32 células) ocurrieron como en T.
nigroviridis (Zaucker et al., 2014) y Oryzias latipes (lwamatsu, 2004); sin embargo, a
partir de la sexta division, la organizacion de los blastomeros en el centro del
blastodisco, particularmente el nimero de niveles difiere marcadamente con estas
especies. La asincronia en la segmentacién a partir del estadio 128 células y la
formacion las tres capas celulares (células envolventes, células profundas y capa
sincitial vitelina) dieron inicio al paso Estereobléstula (E3). La capa sincitial vitelina,
estructura Unica de los patrones meroblasticos de los teledsteos (Collazo et al., 1994),
tiene funciones criticas en el desarrollo de los embriones, como la de la digestion y
transporte de los nutrientes del vitelo (Kunz, 2004), el establecimiento de la simetria en
los embriones y su implicacion en la morfogénesis (Carvalo y Heinsenberg, 2010).
Durante este paso, las células profundas muestran notables cambios morfolégicos,
como la presencia de extensiones citoplasmaticas (filopodios) que se relacionan con la
adquisicion de movimientos (Trinkaus, 1993). Los movimientos de estas células le
otorgan al blastodermo una forma bicovenxa. En S. annulatus, este cambio en la forma
del blastodermo ocurre anterior al inicio de la epibolia que también es observado en T.
rubripes (Uji et al., 2011) y otras especies como O. latipes (lwamatsu, 2004) y Gadus
morhua (Hall et al., 2004); sin embargo, esto no ha sido reportado en el desarrollo de
T. nigroviridis (Zaucker et al., 2014) y T. niphobles (Gallego et al., 2017), ni en D. rerio
(Kimmel et al., 1995). La reorganizacion y cambios en la morfologia celular de las
células profundas indican movimientos de intercalacion que inician con la epibolia.
Posterior a dicho evento, las células profundas sufren movimientos morfogenéticos
que llevan a la transicion del paso E3 al E4 (gastrulacion). La gastrulacion es el
proceso morfogenético que produce la organizacion celular de las capas germinales.
Después de la intercalacion celular durante el adelgazamiento del blastodermo, la
involucion, como segundo movimiento morfogenético, forma el hipoblasto, que se
evidencia por la formacion de anillo germinal. En S. annulatus, el anillo germinal
empieza a formarse del 20 al 30% de epibolia, pero se hizo patente en el estadio de
epibolia al 40%, siendo similar a lo reportado para T. ocellatus (Chen, 2004), T.
rubripes (Uji et al., 2011) y T. nigroviridis (Zaucker et al., 2014) y O. latipes (lwamatsu,
2004). Sin embargo, esto contrasta con lo reportado para T. niphobles (Gallego et al.,
2017) y D. rerio (Kimmel et al., 1995), pues en estas especies el anillo germinal

aparece al 50% o mas de epibolia. La heterecronia entre la epibolia y la gastrulacion
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que se observd soportan la nocion de la independencia entre estos dos procesos, lo
cual fue demostrado en F. heteroclitus (Trinkaus, 1984). En este sentido, es claro que,
aunqgue se utiliza el porcentaje de epibolia para hombrar estadios, estos estadios no
son equivalentes entre especies; asi que, para establecer patrones morfogenéticos es
necesario tener un enfoque especie-especifico. Por ejemplo, en S. annulatus, el cierre
del blastoporo es concurrente con la formacion de la quilla neural como en otros
tetradontidos (Uji, et al., 2011; Zaucker et al., 2014); mientras que en G. morhua al
cierre del blastoporo se presentan 10 somitas, la vesicula de Kupffer y los Iébulos
Opticos (Hall et al., 2004).

El inicio de la formacion de las somitas y el sistema nervioso central fue el
umbral que dio inicio al paso de somitogénesis (E5). Ademas de las somitas, otras
estructuras transitorias estuvieron implicadas en la diferenciacion de los 6rganos, tal
como la vesicula de Kupffer y el notocordio, las cuales aparecieron en este paso. Los
primordios oOpticos en S. annulatus aparecieron antes de la formacion de las somitas;
este proceso ocurre de manera similar en T. nigroviridis (Zaucker et al., 2014),
mientras que en T. obscurus, T. ocellatus, T. rubripes y T. niphobles (Jang et al., 1996;
Chen, 2005; Uji et al.,, 2011; Gallego et al., 2017) se desarrollan a partir de la
formacion de los primeros tres somitas. En S. annulatus, la vesicula de Kupffer
aparece en el estadio 5 somitas, mientras que en T. nigroviridis y T. rubripes aparece
en los estadios 1 somita y 6 somitas respectivamente. A partir de los siguientes pasos,
el desarrollo de S. annulatus diverge mas marcadamente de otros tetraodontidos. El
inicio de la formacién del sistema nervioso, en sincronizacién con el desarrollo de los
miémeros, los latidos del corazdn, la eclosion, la hematopoiesis y el desarrollo de los
6rganos implicados en el inicio de la alimentacién exdgena, indican los umbrales entre
los pasos E6-E7, E7-E8, E8-E9 y E9-L1 (Larva 1) respectivamente. En S. annulatus, el
desarrollo morfolégico del sistema nervioso central muestra un patrén similar al de T.
nigroviridis (Zaucker, et al., 2014) y una regionalizacion similar a la de D. rerio
(Kimmel, et al., 1995), O. latipes (lwamatsu, 2004) y G. morhua (Hall et al., 2004).
Desde el paso E6 (sincronizacibn neuromuscular), el sistema nervioso central y
periférico, tanto como las estructuras asociadas con la coordinacion de los
movimientos de nado requeridos para la vida libre, los pliegues de las aletas y los
midmeros, iniciaron un desarrollo intenso. Los primeros latidos del corazén y la
citodiferenciacién del integumento iniciaron el paso E7 (inicio del funcionamiento del
corazén). Durante este paso el ritmo cardiaco incrementa gradualmente, pero en los
pasos E8 y E9 estos incrementan en 2 y 3.5 veces, respectivamente.

Simultaneamente, fue observado un consumo mas rapido del vitelo en los pasos E7 y
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E8, mientras que en el paso E9, el consumo de los glébulos de aceite fue acelerado.
El consumo acelerado, tanto de vitelo y de los glébulos de aceite, indican incremento
en la demanda metabdlica entre pasos. La intensa morfogénesis entre el paso E7 y E8
requieren los componentes nutricionales del vitelo para el anabolismo relacionado al
desarrollo de tejidos y 6rganos; mientras que, después de la eclosion, la actividad
muscular incrementa, lo que aumenta los requerimientos energéticos los cuales son
cubiertos por el catabolismo principalmente por triglicéridos que componen los
glébulos de aceite, tal y como ocurre en embriones de otros teledsteos (Hoar y
Randall, 1988; Rgnnestad et al., 1999). Desde el paso E7, la morfogénesis del
integumento fue marcada. En este paso el integumento presenté un grosor de 1 a 2
células, que incluian células epiteliales planas, células globosas, cromatdéforos,
neuromastos y glandulas de eclosion. En S. annulatus la ubicacion de cada tipo de
cromatéforo varia conforme al desarrollo, pero presenta un patron con pequefia
variacion intraespecifica. Los patrones de pigmentacion son usados como una
caracteristica diagnostica para la identificacion taxondémica de los embriones de peces
(Miller y Kendall, 2009); por lo tanto, esta descripcion complementa la informacion
existente para la identificacion de embriones de tetraodontidos del Pacifico Este.
Durante el paso E7, las glandulas de eclosion se localizaron en el vitelo y éstas
desaparecieron justo después de la eclosion en el paso E8. De acuerdo a Inahaya et
al. (1997), existen 4 tipos de patrones basicos de localizacién de las glandulas de
eclosion: tipo 1) localizados en la epidermis del cuerpo embrionario y la regién del
vitelo; tipo 2) en la epidermis, ya sea del cuerpo embrionario o el vitelo; tipo 3) en el
epitelio de la cavidad faringeal y tipo 4) localizado de una manera que incluye los tipos
1y 3. En el desarrollo de S. annulatus se observa distribucion del tipo 2. A la fecha, las
glandulas de eclosion no estan descritas en otras especies tetraodontidos.

En S. annulatus, durante el paso E8, el proceso de eclosién ocurrid
asincronicamente y se alargé hasta aproximadamente 8 h. En contraste, Martinez-
Palacios et al. (2002), para la misma especie, reportd un tiempo de eclosién de 25 h
presentando una temperatura similar (27°C). Martinez-Rodriguez (2003, en Duncan y
Abdo-de la Parra, 2002) menciona que el tiempo de tiempo de incubacion para
embriones de S. annulatus depende de la temperatura. La diferencia entre tiempos de
eclosion quizas fue debida a la eliminacion de la capa adherente que rodeaba al
corion. Este proceso tiene como objetivo la eliminacion de la adhesion del corion, de
esta manera el corion se hace mas delgado, esto permite al embrion romperlo mas
facilmente y asi reducir el tiempo de inicio de eclosion (Rodriguez-lbarra et al., 2010).

Debido a esta eclosiébn temprana, los embriones eclosionaron con 0jos sin
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pigmentacion, mientras que, en trabajos previos con la misma especie a 27-28°C y sin
la eliminacibn de la adhesion del corion los embriones presentaron ojos
completamente pigmentados (Martinez-Palacios et al. 2002; Garcia-Gasca et al.,
2006). Sin embargo, cuando comparamos la edad en la cual la eclosién ocurre en este
estudio, hay una diferencia de 10 h, lo cual indica que la eclosién puede ocurrir en
diferentes estadios. Acorde a Balon (1990), los factores ambientales pueden causar
que la eclosion suceda en diferentes estados de desarrollo en la misma especie, lo
que se traduce como heterocronia intraspecifica (sensu Kovaé¢, 2002). En otros
tetraodontidos, la duracién de la eclosion supera las 24 h (Uji et al., 2011; Gallego et
al.,, 2017), sugiriendo que los eventos de heterocronia intraespecifica podrian ser
comunes en la eclosion en esta familia como una respuesta adaptativa. La eclosion
ocurri6 durante la noche, en oscuridad, los organismos eclosionados mostraron
fototaxis positiva y ocuparon la columna de agua. Esto indica que, aunque la retina no
estaba completamente diferenciada (no pigmentada), los fotorreceptores ya tenian
sensibilidad ante los estimulos de luz. Futuros estudios podrian ser implementados
para confirmar los requerimientos de oscuridad para la sincronizacion de la eclosion,
sabiendo que esto podria ser utilizado para la aplicacién en la acuacultura.

Durante el paso ES8, el desarrollo del saco vesicular dermal se hizo evidente.
Esta estructura ha sido reportada para distinto orden de Tetraodontiformes (Leis,
1984). Sin embargo, la amplitud de esta estructura es menos evidentes en otros
tetradontides, como en T. nigroviridis (Zaucker et al., 2014). El saco vesicular dermal
es homologo del espacio dérmico lleno de fluido (seno dorsal, espacio perivitelino y
pliegue de aleta) que se presenta en embriones libres de teledsteos marinos. Esto
sugiere que el espacio subdermal tiene un papel en la flotacion y la nutricién
embrionaria en estas especies (Falk-Petersen, 2005). Ha sido propuesto que los
nutrientes procedentes de la capa sincitial vitelina pasan directamente al espacio
subdermal y de ahi son distribuidos al resto del embrién (Morrison, 1993). En S.
annulatus, el saco vesicular dermal se expande durante el paso E8 y es reducido
durante el paso E9. Esto coincide con el desarrollo del higado que esta en contacto
directo con la capa sincitial vitelina, la vascularizacién sistematica y hepética, y el
incremento del ritmo cardiaco en E9. En los embriones bentdnicos de los teleGsteos
que presentan esta condiciébn anatomica, ha sido demostrado que el higado
metaboliza los productos del vitelo que son digeridos por la capa sincitial vitelina y son
distribuidos en todo el sistema vascular (Kunz, 2004). La vascularizacion del saco
vitelino es tipica de embriones bentonicos, el cual tiene funciones en el intercambio de

gases, excrecion, absorcion y trasporte de nutrientes del vitelo al higado (Kunz, 2004).
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Por lo tanto, el saco vesicular dermal podria cumplir una funcion tipo vascular en la
distribucion de nutrientes durante el paso E8 y el inicio del paso E9, el cual es
funcionalmente reemplazado por el sistema cardiovascular en la transicion del paso E9

al L1, ocurriendo como una parte de un proceso adaptativo de cambio de nicho.
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9. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este trabajo se desprenden las siguientes
conclusiones:
> Los cambios morfofuncionales que permiten la transicion de un estado estabilizado
a otro en el periodo embrionario son: combinacién citoplasmatica y reorganizacion de
los gametos en cigoto (E1); el inicio de la division mitética sincrénica del blastodisco
(E1-E2); segmentacion asincrénica del blastodisco y la formacion de las tres capas
celulares (E2-E3); inicio de epibolia y formacién del eje embrionario y el anillo germinal
(E3-E4); inicio de la formacion de la somitas y el sistema nervioso central (E4-E5); la
sincronizacion neuromuscular (E5-E6), los primeros latidos del corazén y la
citodiferenciacion del integumento (E6-E7); la eclosién (E7-E8), la hematopoyesis (E8-
E9) y el inicio de la alimentacion exdgena (E9-L1).
> S. annulatus presenta ontogenia indirecta, con nueve pasos en el desarrollo
embrionario.
> Comparado con otros tetraodontidos, S. annulatus es una de las especies mas
altriciales, debido al pequefio tamafio de huevos y de las larvas a la primera
alimentacion.
> Con base en las caracteristicas del desarrollo embrionario, S. annulatus puede ser
incluido en el gremio de los peces no protectores que desovan esparciendo sus
huevos sobre rocas y gravas, con larvas pelagicas (litopelagofilos), dentro de la

clasificacion de los estilos reproductivos propuesta por Balon (1990).
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