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GLOSARIO

Borde estriado o de cepillo.- También llamado microvellosidades. Proyeccion de la
membrana plasmética apical de los enterocitos (Leeson et al., 1990).

Células caliciformes.- Son células secretoras de mucosubstancias, consideradas
glandulas unicelulares. Se presentan a lo largo del tubo digestivo, excepto en el
estbmago, intercaladas entre las células epiteliales de la mucosa (Maximow y Bloom,
1957; Leeson et al., 1990; Eliséiev et al., 1983).

Eleuteroembrién.- De acuerdo a Balon (1984), fase del periodo embrionario de los peces
que comienza desde el momento de la eclosion hasta que es absorbido completamente el
saco vitelino y el globulo de aceite.

Enterocitos.- Término que reciben las células epiteliales de la mucosa intestinal. Tienen
una funcién digestiva y de absorcién de nutrientes (Stroband y Dabrowski, 1979).

Epitelio cilindrico.- Tipo de epitelio caracterizado por una sola hilera de células que
presentan una altura superior a la anchura de su base. El nlcleo se encuentra alineado
en la base de las células (Maximow y Bloom, 1957; Leeson et al., 1990; Eliséiev et al.,
1983).

Epitelio cubico.- Tipo de epitelio caracterizado por una sola hilera de células que
presentan una altura similar a la anchura de su base. El ndcleo es redondo y se encuentra
a la mitad de la célula (Maximow y Bloom, 1957; Leeson et al., 1990; Eliséiev et al., 1983).

Epitelio de transicién.- Tipo de epitelio que se caracteriza por la forma plana de las
células, cuando esta distendido, y por la forma cubica cuando esta en reposo. En
mamiferos se encuentra revistiendo al sistema excretor (Maximow y Bloom, 1957; Leeson
et al., 1990; Eliséiev et al., 1983).

Epitelio plano estratificado.- Concepto que se aplica para diferenciar al tipo de epitelio
en el cual las células que lo componen son planas, con ndcleos aplanados y largos. El
término estratificado de refiere a la presencia de numerosas capas de células epiteliales
planas (Leeson et al., 1990).

Pinocitosis.- Proceso de absorcién celular. Consiste en el envolvimiento de particulas,
por parte de la superficie apical del enterocito, a través del borde estriado. Se asocia
principalmente con la absorcién de proteinas y el sistema inmunolégico (Stroband vy
Dabrowski, 1979).

Vacuola digestiva.- Nombre que recibe un lisosoma secundario. Se forma por la
acumulacion de material absorbido por la célula. Presenta su propia membrana (Robertis
et al., 1977).

VI



Vesicula.- Estructura celular formada como resultado del proceso de pinocitosis. Presenta
parte de la membrana celular (Robertis et al., 1977).

Zimdgeno.- Precursor inactivo de enzimas digestivas. Se forma y acumula en los acinos
pancreaticos en forma de granulos. Los zimdgenos son secretados y transportados hacia
el intestino, donde ocurre su modificacion activar a las enzimas (Leeson et al., 1990).
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RESUMEN

El éxito limitado en el cultivo de muchas especies se debe a la falta de
conocimiento del desarrollo funcional del sistema digestivo, especialmente durante
el cambio de la alimentacion enddgena a la exdgena. Estos estudios permiten
identificar las estructuras que se van desarrollando, establecer el estatus de su
integridad estructural, la funcionalidad de los 6rganos y la capacidad alimenticia de
las diferentes etapas larvarias. El presente trabajo describe el desarrollo
ontogénico del sistema digestivo de O. bonariensis y O. hatcheri, del dia 0 hasta el
dia 8 de post-eclosiébn junto con las estructuras asociadas. Los huevos,
provenientes de reproductores de la Universidad de Japon y las larvas, fueron
incubados a temperaturas optimas. Larvas recién eclosionadas y hasta el dia 8
después de la eclosion (dpe) de las dos especies, fueron fijadas, durante 24
horas, en solucion Bouin. Posteriormente las larvas se conservaron en alcohol al
70% hasta su procesamiento histolégico. Al eclosionar, las larvas presentan saco
con abundante vitelo asi como pancreas e higado en funcion, el tracto esta abierto
desde la boca hasta el ano y en ambas especies esta formado por la cavidad oral,
faringe, esofago e intestino, no poseen estbmago, ni ciegos piléricos. Larvas de 3
a 7 dpe presentan vacuolas digestivas en intestino medio y pinocitosis en el
intestino posterior. A partir del dia 3 se observan claras reservas energéticas en el
higado de ambas especies y pequefios indicios de alimento en intestino, indicando
el inicio de la alimentacion exégena, junto con la enddégena. Ambas especies
eclosionan con un sistema digestivo muy desarrollado, en comparacién con el de
varias especies de peces marinos y de agua dulce que al momento de la eclosién
presentan un sistema digestivo indiferenciado. A pesar de ello no estan
preparadas sino hasta el dia 3 para iniciar la alimentacién exdgena, que coincide

con la endbégena por 2 a 3 dias mas.

Palabras clave: Agastrico, Ontogenia, Desarrollo, PAS, Histologia.
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ABSTRAC

Limited in many species growing success is due to the lack of knowledge of the
functional development of the digestive system, especially during the change from
endogenous to exogenous supply. These studies can identify the structures that
develop, establish the status of their structural integrity, functionality of organs and
feed capacity of different larval stages. This paper describes the ontogenetic
development of the digestive system and O. O. bonariensis hatcheri, day 0 to day
8 post-hatch with associated structures. Eggs, players from the University of Japan
and the larvae were incubated at optimal temperature. Newly hatched larvae and
until day 8 after hatching (DPE) of the two species were fixed for 24 hours in Bouin
solution. The larvae were preserved in alcohol 70% to histological processing.
Upon hatching, the larvae have sack with abundant yolk and liver and pancreas
function, the tract is open from the mouth to the anus and in both species consists
of the oral cavity, pharynx, esophagus and intestine, have no stomach, or pyloric
caeca. Larvae of 3 to 7 DPE digestive vacuoles present in midgut and hindgut
pinocytosis. From day three clear energy reserves in the liver of both species and
small intestine food signs are observed, indicating the start of exogenous feeding,
along with endogenous. Both species hatch a highly developed digestive system,
compared to several species of marine and freshwater fish at the time of hatching
present an undifferentiated digestive system. However they are not prepared until
the day 3 to start exogenous feeding, which coincides with the endogenous for 2-3

days.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades

La familia Atherinopsidae esta representada por 108 especies que presentan una
gran similitud morfolégica pero que varian ampliamente en tamafio, habitat y
ecologia (Nelson, 2006). Dentro de esta familia se encuentran los pejerreyes,
pertenecientes al género Odontesthes, un grupo monofilético con una enorme
adaptabilidad a diferentes salinidades. El género se encuentra comprendido por
diecinueve especies que habitan lagos, rios, estuarios y zonas costeras templadas
y tropicales de América del Sur. El grupo ancestral de este género es habitante del

medio marino (Dyer, 1993, 2006; Beheregaray y Sunnucks, 2001).

Los pejerreyes son ecologicamente relevantes como peces forrajeros y son
econémicamente importantes para la pesca y la acuicultura (Sampaio, 2006;
Somoza et al., 2008; Colautti et al., 2010), lo que genera un gran interés en su
biologia (Bemvenuti, 2002). Odonthestes hatcheri y O. bonariensis (conocidos
como pejerrey y pejerrey patagbénico, respectivamente) poseen un amplio
potencial de cultivo, debido a que son especies de rapido crecimiento y con carne
de muy buena calidad; por consiguiente presentan una amplia demanda en las
pesquerias y en los mercados de Argentina, Chile, Uruguay y Brasil (Bemvenulti,
1990; Domenico y Freyre, 2008; Mancini, 2009). De igual forma, poseen una gran
importancia en la pesca deportiva. Ambas especies son exitosamente cultivadas
en Japon (Strissmann y Yasuda, 2008) y junto con los peces blancos mexicanos

son las Unicas cuatro especies de Atherindpsidos hasta ahora cultivadas.

A pesar de que existe un importante progreso en el cultivo de ambas especies
(Berasain et al., 2006; Hualde et al., 2011), aun no se cuenta con una dieta
balanceada apropiada para éstas (Requeni et al., 2013). Tampoco existen trabajos
donde se describa el desarrollo ontogénico de sus larvas y en especial de la
evolucion de su sistema digestivo (Lagomarsino y Conover, 1993; Striissmann et
al., 1997; Agelet, et al., 2003; Tsuzuki et al., 2008).



De forma general, durante la etapa larvaria los peces se alimentan de las reservas
vitelinas (alimentacion enddgena), pero a medida que ocurren los cambios en el
sistema digestivo, los organismos se van preparando para la fase de alimentacién
exdgena. El periodo de transicion entre la alimentacién endbégena y la exdégena es
critico y generalmente resulta en altas tasas de mortalidad (Moteki, 2002; Makrakis
et al.,, 2005). Entre las causas se encuentran la poca capacidad de los
organismos para poder capturar el alimento, asi como el obtener un alimento
apropiado para el tamafio de su boca (Civera-Cerecedo et al., 2004). Sin embargo,
la principal limitante es que todas sus estructuras y organos relacionados con la
captacion del alimento, la digestién de éste y su asimilacion, hayan llegado a su
madurez y plena funcionalidad (Yufera y Darias, 2007). Este proceso de
maduracién digestiva puede verse alterado o suprimido por un destete (cambio de
alimento vivo a alimento balanceado) temprano y/o por una alimentacion con

dietas inadecuadas (Zambonino Infante et al., 2001; Cahu et al., 2003).

Por tal razén es importante el conocimiento del desarrollo del sistema digestivo, a
través de estudiar su anatomia e histologia durante el periodo larvario, ya que a
pesar de las similitudes microanatomicas basicas, existen diferencias importantes
en las caracteristicas macroscopicas y microscépicas entre las diferentes especies
de peces (Khojasteh et al., 2009). Conocer la histologia normal del sistema
digestivo en la etapa larval permite identificar las estructuras que se van
desarrollando, establecer el estatus de su integridad estructural, la funcionalidad
de los érganos y la capacidad alimenticia de las diferentes etapas (Reinecke et al.,
1997; Ticker et al., 1998; Moteki et al., 2002; Makrakis et al., 2005; Yufera., 2007;
Zambombino et al., 2008).

El desarrollo de estos cambios, hasta llegar a la madurez digestiva, puede ser
monitoreado a través de estudios de bioquimica digestiva. No obstante, los
cambios en los patrones de actividad de las enzimas digestivas requieren ser
relacionados con los cambios anatomicos e histologicos del sistema digestivo.
Esto permite entender la fisiologia digestiva, determinar el momento apropiado

para realizar el destete de peces en cultivo, conocer la capacidad digestiva (tipo y



actividad) de los organismos en sus diferentes estadios y desarrollar dietas
balanceadas que puedan ser aprovechadas eficientemente (Watanabe y Kiron,
1994; Cahu y Zambonino Infante, 2001).

En el presente trabajo se pretende analizar el desarrollo del tracto digestivo y de
las estructuras asociadas (higado, pancreas y vesicula biliar), durante la ontogenia
larvaria temprana de Odontesthes bonariensis y O. hatcheri, a través de estudios
histoldgicos. El estudio permitir4 identificar el inicio de la alimentacién exégena en
las larvas y obtener informacion que contribuya al conocimiento del proceso de
maduracion del sistema digestivo de estos organismos agastricos y de intestino

corto.

1.2. Anatomiay fisiologia del sistema digestivo de peces

El sistema digestivo y sus 6rganos accesorios; el higado, el pancreas y la vesicula
biliar, presentan varias caracteristicas en comdn entre los principales grupos de

vertebrados (Romer y Parsons, 1981).

En los peces juveniles y adultos, el tubo digestivo muestra una gran diversidad en
forma y funcion, dependiendo de los habitos alimentarios. Es comun que el tubo
digestivo presente una serie de enrollamientos y esté estructuralmente dividido en
cinco regiones bien diferenciadas; la cavidad bucal, la faringe, el eso6fago, el
estomago y el intestino, con algunas subdivisiones en este ultimo (Fange y Grove,
2001; Stroband et al., 2001; Romer y Parsons, 2008; Smith, 2009; Segner, 2010)
(Figura 1).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848606000962#bib48
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848606000962#bib48
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848606000962#bib8

esofago estémago

intestino

Figura 1. Regionalizacién general del sistema digestivo y 6rganos accesorios en
peces con estémago.

Sin embargo, también puede no encontrarse el estbmago o el intestino puede
estar modificado (Figura 2); esto principalmente relacionado con el habito
alimenticio. A pesar de tal diversidad, la funcion primordial es la misma: asegurar
la ingestion, digestion y asimilacion de los nutrientes adquiridos mediante el
alimento capturado.
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Figura 2. Tipo de configuracion del tubo digestivo en peces, en funcién de sus
hébitos alimentarios cuando son adultos. a) Carnivoro, estémago en forma Y; b)
omnivoro con preferencias carnivoras; ¢c) omnivoro con preferencias herbivoras; d)
micréfago, planctivoro (Tomado de Smith, 1989).

La cavidad bucal es la primera porcién del tubo digestivo y se continda con la
faringe, que permite el paso del alimento hacia el es6fago. El eséfago consiste de
un tubo corto, con plegamientos longitudinales, que termina en la apertura
estomacal o en el intestino cuando los peces carecen de estbmago. Cuenta con
numerosas celulas caliciformes, cuyas secreciones son importantes para permitir
el paso del alimento. El estbmago es una porcion dilatada del tubo digestivo, en
donde ocurre la mezcla y la primera etapa de la digestion del alimento. El intestino
es la region posterior del tubo digestivo, donde se completa la digestién de los
alimentos y ocurre la absorcion de los mismos. El intestino se encuentra

diferenciado en tres regiones: anterior, medio y posterior. El esofago, estbmago e



intestino anterior, medio y posterior presentan distintas células epiteliales, de
absorcién y secretorias. Este epitelio tiene pliegues, vellosidades (evaginaciones
de la mucosa) y microvellosidades (pliegues de la membrana plasmatica). Su
funcién es aumentar la superficie de interaccién del alimento con las secreciones

digestivas, asi como la superficie de absorcion de los nutrientes (Caceci, 1984).

Histolégicamente, en el intestino es posible distinguir un epitelio formado por un
capa sencilla de células cilindricas, intercalado con células caliciformes (secretoras
de moco). Los lipidos son digeridos a acidos grasos y monoglicéridos en el
intestino y tras ser absorbidos, son resintetizados a triglicéridos en el reticulo
endoplasmico y depositados en grandes gotas lipidicas evidentes en los
enterocitos (Civera-Cerecedo et al., 2004). La regidén anterior y media constituyen
el 60 al 75% de la longitud total del tubo digestivo. En la parte posterior del
intestino las células absortivas muestran vacuolas supranucleares, procedentes de
procesos de pinocitosis de proteinas. El tltimo segmento (recto) representa un 5%
de la longitud y dadas las caracteristicas de sus enterocitos y la menor cantidad de
microvellosidades, parece intervenir principalmente en procesos de recuperacion

de agua y de iones (Govoni et al., 1986).

Dentro de las glandulas accesorias, el higado es el productor de la bilis,
indispensable para la degradacion de los lipidos alimenticios. Ademas, este
organo es fundamental para el metabolismo de los nutrientes, con importantes
funciones en el almacenamiento de lipidos, en la descomposicion y la excrecion
de productos metabdlicos y en los procesos de desintoxicacién (Rust, 2002;
Hoehne-Reitan y Kjarsvik, 2004). El pancreas es un 6rgano que presenta células
especializadas en funciones endocrinas y exocrinas. El pancreas enddcrino
sintetiza y libera hormonas al torrente sanguineo, tales como la insulina y el
glucagon. Dichas hormonas son esenciales para la regulacion del metabolismo de
los carbohidratos en los organismos. El pancreas exocrino es la principal fuente de
enzimas digestivas requeridas para la digestion intestinal de las macromoléculas

de nutrientes (Hoehne-Reitan y Kjgrsvik, 2004). Las enzimas son sintetizadas en



forma de zimoégenos (forma inactiva de la enzima), que son almacenadas en

granulos visibles en el citoplasma de las células.

El sistema digestivo se encuentra conformado histolégicamente de las siguientes
capas basicas: tinica mucosa, tunica submucosa, tdnica muscular y tinica serosa
(Figura 3). Sin embargo, puede que no todas estén presentes en las diferentes

secciones del tracto digestivo.

Epithelial fold

Basal lamina \ L Mucosa

Goblet cell
L ) Submucosa
amina propria

PER — Muscularis

Serosa

Ciruclar
muscle fibers

Longitudinal
muscle fibers

Submucous plexus

Enteric neurons

Figura 3. Estructura histologica general del sistema digestivo (Tomado de Lazo et
al., 2011).

En general la morfologia del sistema digestivo de los peces puede ser influenciada
por los habitos alimenticios, la frecuencia de la alimentacién, asi como por el

tamafio y forma del cuerpo (Buddington et al., 1997).

Las enzimas que participan en los procesos digestivos pueden estar localizadas
en el lumen intestinal o bien estar asociadas a los enterocitos, las células
intestinales. En los enterocitos se encuentran enzimas digestivas citosélicas pero
también aquellas asociadas a la membrana de borde de cepillo

(microvellosidades). La actividad de las enzimas citosoOlicas se considera mas



importante en las larvas que en los juveniles o adultos, ya que se cree que la
digestion intracelular compensa la baja digestion extracelular y membranal en los
estadios tempranos (Watanabe, 1984; Cahu et al., 2003). En conjunto, todas estas
enzimas juegan un papel sinérgico y complementario, hasta la digestion total de
los componentes de la dieta, permitiendo asi su absorcién en el enterocito y

posteriormente su transporte a los tejidos (Walford y Lam, 1993).

1.3 Ontogenia en peces

1.3.1. Periodo embrionario

El inicio de la ontogenia ha sido establecido desde el momento de la fertilizacion
de los huevos (Balon, 1985). En este lapso los embriones son dependientes del
suministro de nutrientes y energia de origen maternal, almacenado en las reservas
vitelinas (alimentaciéon enddgena) (Balon, 1975; Kamler, 1992; 2002). El principal
elemento de reserva es la vitelogenina, una proteina de origen hepatico que tras
Su incorporacion por micropinocitosis al ovocito, es hidrolizada. La utilizacion del
vitelo en el periodo embrionario permite el desarrollo de los primeros 6rganos y/o
sistemas que los peces necesitan para sobrevivir en el siguiente periodo de

desarrollo, el periodo larval (Kamler, 2002).

En general, los huevos y eleuteroembriones (embrién libre, que comprende del
momento de la eclosion hasta antes de la completa absorcién del saco vitelino) de
la mayoria de peces marinos de aguas tropicales y subtropicales, que son los de
mayor importancia comercial y en donde mas estudios se han realizado, presentan
caracteristicas comunes como son: didmetro pequefio del huevo, tiempos de
eclosion cortos y un vitelo restringido que dura poco tiempo, por lo que la
alimentacion exogena tiene que realizarse antes de que el organismo esté
totalmente formado. La temperatura y la salinidad, entre otros factores, influyen en

el tiempo de eclosion, tamafio del saco vitelino y en el estado de desarrollo de las



larvas tras la eclosion y por tanto, de cuando inician la alimentacion exdgena
(Civera-Cerecedo et al., 2004; Crichigno et al., 2012).

En contraste muchas especies de agua dulce, como los ciclidos, producen
huevos demersales con grandes cantidades de vitelo y presentan un desarrollo
embrionario relativamente largo. Al comienzo de su alimentacion exdgena poseen
tractos digestivos relativamente completos y funcionales, incluyendo el estdmago,
por lo que estas especies pueden iniciar la alimentacién directamente con alimento
balanceado (Kendall et al., 1984).

1.3.2. Periodo larvario

Para el cultivo a escala comercial de diversas especies de peces, el periodo
larvario representa un cuello de botella, porque se desconocen las caracteristicas
anatomicas y funcionales de las mismas y en consecuencia sus requerimientos
nutricionales, tanto en calidad como en cantidad. La etapa inicial del ciclo de vida
de los peces teledsteos es la mas breve, pero durante ella se producen profundos
cambios en la anatomia, fisiologia y comportamiento. Dichas transformaciones

involucran importantemente al tracto gastrointestinal (Tucker et al., 1998).

En los peces existe dos tipos de ontogenia, los que presentan ontogenia directa y
los de ontogenia indirecta (Balon, 1984). Los de ontogenia directa se caracterizan
por carecer de un periodo larvario y, al momento de la eclosién, presentan un
grado de desarrollo morfolégico y funcional avanzado e incluso similar al
observado durante el periodo juvenil (Kendall et al., 1984). Por su parte, los peces
gue presentan ontogenia indirecta eclosionan como larvas. Estdn poco
desarrollados al momento de la eclosion y durante la fase larvaria se llevan a cabo
procesos complejos y altamente dinamicos de diferenciacion de d&rganos,
morfogénesis y crecimiento. En esta fase el tracto digestivo presenta cambios
morfolégicos importantes derivados de su genética, pero que pueden estar siendo
modificados por diversos factores, tales como la temperatura y la salinidad

(Civera-Cerecedo et al., 2004; Crichigno et al.,, 2012). Tales cambios estan



dirigidos a pasar de una alimentacion enddégena a una exdgena; para lo cual
cuentan con las reservas vitelinas como Unica fuente de energia y compuestos
nutricionales. La gran mayoria de las larvas de especies de peces marinos se
ubican dentro de esta categoria (Sala et al., 2005). El desarrollo y maduracién del
sistema digestivo puede tomar de 7 a 60 dias, dependiendo de la especie (Cousin
et al., 1987).

Las larvas, durante su ontogenia tréfica, experimentan patrones de acuerdo a su
tipo de desarrollo y al incremento en su talla (Cousin et al., 1987). El tracto
digestivo, en la primera alimentacion de la mayoria de las especies, contiene ya
las enzimas relacionadas con el aprovechamiento de los nutrientes (digestion,
absorcién y asimilacion). No obstante, en las larvas la actividad digestiva es
relativamente baja, comparada con los niveles en peces adultos (Kolkovsky,
2001).

1.4. Desarrollo y maduracién del tracto digestivo.

En los peces marinos de ontogenia indirecta, que desovan huevos pelagicos, la
mayoria de los sistemas y Organos se originan durante el periodo embrionario
tardio o durante la etapa larval vitelina, pero su funcion inicia hacia el final de esta
etapa. El periodo de larva vitelina dura de unos pocos dias a una semana,

dependiendo de la temperatura (O'Connell, 1981).

En la etapa larval, la ontogenia del sistema digestivo, asi como los mecanismos de
absorcion de nutrientes (Lazo, 1999) presenta un patron similar en diferentes
especies, pero con ciertas variaciones, principalmente en la secuencia de
aparicion de las diferentes estructuras y en los tiempos en los que ocurren los
distintos eventos del desarrollo (Sanchez-Amaya et al., 2007; Yufera y Darias,
2007; Regnnestad y Morais, 2008) (Figura 4). Tanaka (1973) sefiala que el patrén
de desarrollo difiere entre las especies, en la aparicion y diferenciacion de los

organos del sistema digestivo, debido a elementos que involucran factores tanto
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ecologicos, fisicos e inclusive filogenéticos.

En varias especies, al momento de la eclosion, el tracto digestivo es un tubo recto
indiferenciado sin apertura exterior, que se desarrolla progresivamente durante la
ontogenia larval para cumplir sus funciones digestivas, al comienzo de la
alimentacion exogena (Horn, 1989; Zambonino-Infante y Cahu, 2001; Chen et al.,
2006). El pancreas y el higado estan también presentes, pero son funcionales al
finalizar el periodo larvario. Al momento de la primera alimentacién se observa que
ambas mandibulas, arcos branquiales y aberturas branquiales estan formadas. La
mucosa de todo el tracto digestivo presenta pliegues. El intestino se encuentran
diferenciado y el epitelio que lo conforma estd compuesto por células cilindricas
con un borde estriado bien desarrollado. El ano esté abierto. El higado esta bien
desarrollado y ubicado en la region anterior del cuerpo. El pancreas presenta
tejido exocrino que sintetiza granulos de zimdgeno y tejido enddcrino que sintetiza
hormonas. La vesicula biliar se encuentra entre el higado y el intestino anterior.
Posteriormente, en una segunda etapa, adquieren la forma digestiva del adulto,
justo antes de iniciar el periodo juvenil, formandose los dientes mandibulares.
Aparecen las papilas gustativas y se forman los dientes faringeos. El tubo
digestivo se enrolla y aparecen células caliciformes en el intestino. Durante el
desarrollo de las larvas de los peces marinos, que no presentan una remodelacién
dramatica (metamorfosis), se llevan a cabo cambios estructurales y funcionales en
el epitelio del tracto gastrointestinal, hasta alcanzar la maduracién del sistema
digestivo y con esto una digestion eficiente (Zambonino et al., 2008). Se forma el
hepatopancreas, en aquellas especies que lo presentan (Gawlicka et al., 1995). En
el caso de especies gastricas, el estbmago cambia de forma y aparecen las

glandulas gastricas. Los ciegos piléricos comienzan a formarse.
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Figura 4. Diagrama general del tubo digestivo de larvas de peces marinos, al

momento de la primera alimentacion (Tomado de Tanaka, 1973).

En cerca de 20 especies, tanto dulceacuicolas como marinas, se ha encontrado
absorcién de proteinas en el intestino, caracterizada por la presencia de vesiculas
en el area apical de los enterocitos del intestino posterior; mientras que la
absorcion de lipidos es evidenciada por la presencia de vacuolas en la regién

supranuclear de los enterocitos del intestino anterior y medio (Watanabe, 1996).

El proceso de maduracion del sistema digestivo ocurre varias semanas después
de la eclosion en las larvas de peces marinos y corresponde al cambio en el tipo
de digestion larval a la forma adulta (Zambonino Infante y Cahu, 2001). En la
mayoria de los estudios realizados se ha observado un incremento progresivo en
la actividad de las enzimas digestivas con la edad, aunque en muchos casos
existen descensos bruscos, posiblemente relacionados a los cambios morfol6gicos
requeridos para la maduracion del sistema digestivo y al cambio en el tipo de

alimentacion (Cahu y Zambonino Infante, 1994).

No obstante, todo este proceso de desarrollo del sistema digestivo puede verse

alterado. Esto debido tanto a una alimentacién inadecuada como al impacto de
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factores ambientales durante el desarrollo, que pueden tener consecuencias a
largo plazo sobre la capacidad digestiva del organismo. Varios estudios reportan
retraso en el crecimiento y en el desarrollo del sistema digestivo en las larvas de
peces que fueron alimentadas con dietas balanceadas a edades tempranas, antes
de la maduracion digestiva (Zambonino et al., 2008; Guerreiro et al., 2010). Sin
embargo, en la mayoria de estos estudios, la capacidad digestiva se evalud
mediante la cuantificacion de las actividades de las enzimas digestivas y/o su
expresion genética, pero no hay informacion disponible sobre el efecto en la ultra-

estructura del tracto gastrointestinal.

De acuerdo a estas consideraciones, se ha tomado la determinacion de tener en
cuenta las caracteristicas digestivas de las larvas de peces para la formulacion de
dietas compuestas, con el fin de promover el crecimiento éptimo de las larvas y
facilitar la transicion a una digestion eficiente (Zambonino et al., 1997; Cahu et al.,
2003). El conocimiento de la ontogenia del tracto gastrointestinal se ha logrado por
la asociacion de diferentes enfoques analiticos, desde la histologia clasica hasta
los enfoques moleculares, incluyendo inmuno-histoquimica y la bioquimica
digestiva. Estos estudios han demostrado que las larvas de peces marinos
constituyen un modelo animal muy interesante para estudiar las interacciones

entre nutrientes (nutricibn exégena) y los procesos de desarrollo.

1.5. Diferencias en el sistema digestivo de peces.

Para efectos practicos, Dabrowski (1982) clasifico en tres categorias a los peces,
considerando los principales eventos que tienen lugar durante el desarrollo de su

sistema digestivo.

En un primer grupo, considero a los salmonidos y algunos ciclidos, los que al inicio
de la alimentacion exdgena presentan ya un estdmago bien desarrollado vy
ademas funcional. Un desarrollo de este tipo determina que se puede iniciar la

alimentacion de estas especies directamente con dietas balanceadas.
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En el segundo grupo se engloban la mayoria de los peces marinos, en los que el
estdbmago aparece después de iniciar la alimentacion exdgena, existiendo en
algunas especies hasta cierto desfase entre su aparicion y funcionalidad (Lauff y
Hoffer, 1984).

En el tercer grupo se incluyen los peces que permanecen sin estbmago a lo largo
de toda su vida (agastricos). En este grupo se encuentran peces teledsteos de
diferentes linajes, incluyendo algunas familias, como los Ciprinidae, Labridae y
Gobiidae (Barton, 2007).

Los peces agastricos se definen de forma general por la ausencia de un estbmago
y no por la forma o funcion del sistema digestivo. Sin embargo esta pérdida no
parece imponer restricciones dietéticas, lo que resulta en peces con una
morfologia similar pero con adaptaciones anatémicas y funcionales en su sistema
digestivo que los capacita para digerir los diferentes tipos de alimento (Horn et al.,
2006; Aleman, 2011). Algunos peces agastricos herbivoros han sido descritos con
un sistema de dientes faringeos robustos, con los que realizan un proceso
mecénico de digestion de los alimentos, compensando asi la ausencia de
estbmago. Algunos de estos tienen un paso intestinal acelerado, a través de un
intestino corto pero grueso (digestion tipo Ill) (Horn y Messer 1992). Otros peces
agastricos herbivoros tienen tiempos de retencion de alimento largos y aunque la
digestion mecéanica con sus dientes faringeos no es tan eficiente, si hay una
importante contribucion de la fermentacion microbiana para digerir una dieta rica
en algas (Clements 1991; Montfort et al., 2002; Skea et al., 2005).
Comparativamente existen pocos trabajos acerca de la fisiologia digestiva de
carnivoros agastricos. Aleman (2009) compard varias especies de peces
agastricos (Ciprinidae), encontrando diferencias significativas en los niveles de
actividad de las enzimas digestivas y en los patrones de localizacion de éstas,

entre una especie carnivora Yy cuatro herbivoras estrechamente relacionadas.
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En un estudio de tres especies de atherindpsidos con diferentes habitos
alimenticios, encontraron diferencias significativas en el area de la superficie del
intestino, tamafo de las microvellosidades y en el nivel y tipo de las actividades
enzimaticas digestivas, sugiriendo que aun dentro de los peces agastricos y de
intestino corto (al parecer caracteristicas de la familia), los peces de habitos
herbivoros y carnivoros digieren de manera diferente sus respectivas dietas (Horn
et al., 2006).

Aunque a la fecha son limitados los estudios sobre el desarrollo del sistema
digestivo de atherindpsidos (Toledo-Cuevas et al., 2011; Herrera-Vargas et al.,
2011; Chavez-Sanchez, inédito), al parecer estos organismos agastricos tienen un
desarrollo de ontogenia indirecta. Es decir, su sistema digestivo completa su
desarrollo y maduracién durante la etapa larvaria, a semejanza de muchos peces

marinos, posiblemente manteniendo esta caracteristica de sus ancestros.

1.6. Algunos estudios en pejerreyes

1.6.1. Caracteristicas de los huevos y su desarrollo.

El huevo de un pez puede ser considerado como un sistema semicerrado.
Después de la fertilizacion, las membranas del huevo se endurecen y se vuelven
relativamente impermeables, pero todavia permiten el intercambio gaseoso. Como
consecuencia, los embriones dependen de las reservas endoégenas para obtener
la energia destinada al desarrollo y crecimiento (Heming et al., 1988). La fuente
enddgena de alimentacion esta constituida por el vitelo y el (los) glébulo(s) de
aceite. La composicién nutricional de ambos es especie-especifica y varia en
funcién de la edad de la madre, el peso y la alimentacion de ésta (Kamler et al.,
1976).
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La tasa de absorcion y la eficiencia de utilizacion del vitelo son determinantes en el
desarrollo inicial, crecimiento y supervivencia de las larvas de peces. Sin embargo,
tanto la tasa de absorcion como la eficiencia son afectadas por diversos factores,
tales como la temperatura, la luz, la concentracion de oxigeno y la salinidad
(Heming y Buddington, 1988; Crichigno et al., 2012). Entre estos, la temperatura
es uno de los factores ambientales con mayor influencia. Se ha reportado que
existen intervalos 6ptimos de temperatura, en los cuales el desarrollo se efectiua
de manera normal y con un nivel similar de eficiencia en la utilizacion del vitelo
(Kamler et al., 1998). En muchas especies de peces ha sido reportada una
estrecha relacion entre la temperatura de incubacion y el desarrollo de los
organismos (Pepin, 1991; Martell et al., 2005., Lépez et al., 2010); aunque de
manera general la tasa de desarrollo ontogénico es lenta a temperaturas bajas y
se incrementa con el aumento de temperatura (Kamler et al., 2002). En el pejerrey
Odontesthes bonariensis, la temperatura del agua de cultivo no s6lo afecta al
desarrollo y la tasa de crecimiento de los organismos, sino también dirige el
proceso de diferenciacion sexual (Strissmann y Patifio, 1995; Ito et al., 2005). Por
esta razon, el desarrollo de las larvas de pejerrey a diferentes temperaturas difiere

cronologicamente (Minoprio, 1944; Mufiiz Saavedra y Piacentino, 1991).

Por otra parte, dentro de los factores bio6ticos, uno de los mas relevantes es el
tamafio del huevo (Kamler et al., 2002), el que depende de la nutricion de los
reproductores, de su edad y talla y del estrés al que estén sometidos (Jobling,
1998; Morehead et al.,, 2001). La mayoria de los peces marinos de ontogenia
indirecta presentan huevos pequefios, en un intervalo de 600 a 2,000 um de
diametro (Kiewek et al., 2004)

Los ovocitos de los Atherinopsidos presentan la caracteristica de poseer una
capsula externa (corién) totalmente transparente y recubierta por filamentos, que
les permiten fijarse a un sustrato, como a la vegetacion acuatica (Minoprio 1944 y
Chalde et al., 2008). Los ovocitos recién liberados de O. bonariensis son de color

amarillo verdoso, con un diametro promedio de 1,68 mm, y en los cuales el vitelo
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ocupa la mayor parte del volumen. En ese momento el vitelo presenta una serie de
gotitas de aceite, con tamafios que van desde 30 hasta 250 micras y con 3-10

filamentos adherentes (Sensu Kunz, 2004) (Figura 5).

Figura 5. Ovocitos de Odontesthes bonariensis (Tomado de Chalde et al., 2011).

Conte et al. (2009) encuentran una amplia distribucién latitudinal del pejerrey
patagonico (Odontesthes hatcheri) y ligeras diferencias en el tiempo de aparicion
de las estructuras embrionarias, pigmentacion del huevo y el numero de filamentos
adherentes en estos, en relacion a la temperatura y la ubicaciéon de los

organismos.

Las larvas de los pejerreyes eclosionan con una pequefia reserva de vitelo, que a
una temperatura de cultivo de 20°C dura entre 3 y 5 dias, pero tanto la cantidad de
vitelo como el periodo en el que éste es consumido estan en funcion de las
temperaturas de incubacion de los huevos y del cultivo de las larvas (Strissmann
y Takashima, 1989). Una vez reabsorbido el vitelo, la no suministracion del
alimento adecuado provoca mortalidades totales en el lapso de pocas horas
(Ringuelet et al., 1967).
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1.6.2. Morfologia del sistema digestivo.

Los antecedentes referidos al estudio del tracto digestivo de los pejerreyes
son escasos Yy solo incluyen, para O. bonariensis, estudios sobre las
caracteristicas del tracto gastrointestinal y la longitud del intestino en juveniles
(Ringuelet, 1942), asi como las caracteristicas de la cavidad bucofaringea
(Ringuelet et al., 1980). La boca se encuentra constituida por premaxilares
protractiles, capaces de expandirse formando un embudo de gran superficie. El
premaxilar posee dientes conicos, dirigidos hacia atras y dispuestos en hileras. La
cavidad faringea posee cinco pares de aberturas branquiales y los arcos
branquiales presentan branquiespinas o branquictenias bien desarrolladas, con
denticulos que conforman un rastrillo branquial filtrante. Luego de la faringe se
presenta un corto esofago, el cual se conecta directamente con el intestino. No
tiene estdbmago, ni ciegos piléricos. Todas estas caracteristicas sugieren una
alimentacion basada en la ingestion de pequefias particulas en suspension
(Ringuelet et al., 1980).

Agelet et al. (2003) describen los diferentes tipos celulares que componen
el sistema digestivo de juveniles del pejerrey Odontesthes bonariensis. La boca
estd formada por un armazon musculo-cartilaginoso. La cavidad bucal se
encuentra revestida por un epitelio plano estratificado, con células caliciformes y
corpusculos gustativos. ElI premaxilar presenta pequefios dientes conicos
revestidos por el epitelio bucal. EI eséfago es un conducto corto musculo-
membranoso. El es6fago desemboca directamente en el intestino, no pudiéndose
observar la presencia de un estbmago. El tubo digestivo presenta tres tunicas;
mucosa, muscular y serosa. Histologicamente, la mucosa intestinal presenta
vellosidades y microvellosidades. Presenta un intestino corto dividido en tres
regiones: anterior, de transicion y posterior, de acuerdo a las caracteristicas
histologicas de la mucosa intestinal. En la region anterior las vellosidades son
altas y estan en gran namero, ocupando casi por completo la luz intestinal. En el

segundo tramo, la mucosa presenta vellosidades mas delgadas. En la parte
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posterior no se observaron vellosidades. La mucosa esta formada por células
columnares, con borde estriado de cepillo (microvellosidades), intercaladas con

células caliciformes.

2. JUSTIFICACION

La investigacion sobre la anatomia y fisiologia digestiva de un organismo es
importante para el desarrollo de nuevas tecnologias para el cultivo de una especie,
ya que permite, entre varios aspectos, delimitar la temporalidad del periodo larval,
en funcién del estado de desarrollo del sistema digestivo y entender los
requerimientos alimenticios de la especie. Como consecuencia, puede ser factible
establecer un calendario de alimentacion basado en el conocimiento de la
digestion eficiente del organismo, con lo que podria ser posible disminuir las
elevadas tasas de mortalidad reportadas durante el periodo larval. Finalmente
contribuyen a entender el modelo de maduracion digestiva de las especies de

interés.

Todo este conocimiento resulta crucial para especies como los atherindpsidos, ya
gue actualmente se presentan altas mortalidades en este periodo, dado que las
caracteristicas de su sistema digestivo parecen limitar el tipo de alimento
balanceado que pueden aprovechar, sin afectar su desempefio. Aunque este
trabajo describe el desarrollo del sistema digestivo de dos especies de
atherinépsidos no nativos de nuestro pais, sus similitudes con los atherinépsidos
mexicanos, los peces blancos, permitirAn aplicar y contrastar el conocimiento

generado.
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3. HIPOTESIS

El desarrollo del sistema digestivo en los peces de ontogenia indirecta, que se
caracteriza por tener 5 fases (embrionario, larvario, juvenil, adulto y senectud) y
gue presentan la mayoria de los peces marinos, se lleva a cabo durante el estadio
larvario, a través de una serie de cambios histolégicos y anatomicos que permiten
la maduracion de dicho sistema. Los pejerreyes, por su origen marino, presentaran
una secuencia de cambios similar durante su desarrollo larvario, aunque con
distinta temporalidad, por estar ya adaptados a un habitat de agua dulce y por ser

organismos agastricos.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General
Realizar el estudio anatomico e histolégico del sistema digestivo de dos especies
de Atherinépsidos, Odontesthes bonariensis y Odontesthes hatcheri, durante su

ontogenia larvaria temprana.

4.2. Objetivos particulares
Caracterizar por microscopia optica el desarrollo del sistema digestivo de los
pejerreyes Odontesthes bonariensis y O. hatcheri, durante la primer semana

después de la eclosion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Obtencion y mantenimiento de larvas.

El material biologico utilizado en este trabajo de investigacion fue obtenido de la
Universidad de Ciencias Marinas y Tecnologia de Tokio. Los ovocitos fertilizados
y las larvas fueron incubadas a la temperatura Optima para cada una de las

especies, en un sistema de flujo continuo, a una salinidad de entre 0.3 a 0.5%.

La temperatura de incubacion de los huevos de Odontesthes bonariensis fue de
21 °C; mientras que la del cultivo larvario fue de 23 °C. Para el caso de
Odontesthes hatcheri, las temperaturas fueron de 19 y 21°C, para la incubacién de
huevos y cultivo larvario, respectivamente (Striissmann et al. 1996; 1997; Ito et al.,
2005).

Las larvas fueron alimentadas, desde su eclosion y hasta el final del tiempo de
cultivo, 7 dias post-eclosion (DPE), con nauplios de Artemia franciscana, ad

libitum, dos veces al dia; alas 10y a las 17 hr.
5.2. Obtencién de muestras.

Para cada una de las dos especies de pejerrey, 32 organismos fueron
muestreados diariamente, desde el dia de la eclosién hasta el dia 8 DPE en la

mafiana, antes de la primer alimentacién.
5.3. Fijacion.

Las larvas fueron anestesiadas en hielo. Posteriormente los organismos fueron
fijados completos mediante la adicién de 5 a 10 volumenes de Soluciéon de Bouin
(mezcla de formaldehido, acido acético y acido picrico, HT10132-SIGMA), por 24
horas a 4°C. Posteriormente los organismos fueron lavados tres veces en etanol al

70%, solucion en la que se mantuvieron hasta el momento de su procesamiento.
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5.4. Procesamiento histoldgico de las muestras

Los organismos fijados fueron colocados en moldes Tissue-Tek Uni-cassette #
4170, para ser introducidos en el procesador de tejidos Sakura (Modelo 4640-B).
El proceso de deshidratacion y aclaramiento se llevé a cabo en un tiempo de 19
horas; iniciando con soluciones de etanol a diferentes concentraciones (70%, 80%,
96%, 100%) y finalizando con el tratamiento en xilol. Posteriormente las muestras
fueron embebidas en parafina en el embebedor de tejidos Leica (modelo

Histoembedder).

Cortes histologicos longitudinales, de 5 um de espesor, fueron realizados en las
larvas, utilizando un microtomo de rotacién. Los cortes fueron tefiidos con la
técnica Hematoxilina-Eosina-Floxina (H,E&F), la cual permite observar los rasgos
generales de los tejidos. Posteriormente, las preparaciones histologicas fueron

montadas con resina sintética.

Para realizar la descripcion del desarrollo del sistema digestivo, se analizaron
entre 6 y 9 larvas de cada edad, para cada una de las especies. La caracterizaciéon
cualitativa de los distintos érganos del sistema digestivo de las larvas se realizo
con la ayuda de un microscopio 6ptico Karl Zeiss Axioscop 20, con los objetivos de

10, 40 y 60X. La fotografias fueron tomadas con una camara Q Imaging RoHS.
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6. RESULTADOS

En el plano morfologico general, las larvas de las dos especies eclosionan rectas,
presentan ojos pigmentados y desarrollados, aspecto importante para la captura
de alimento cuando éstas pasen a la fase de destete.

Al igual que la mayoria de los peces 6seos, la organizacion histologica del tracto
digestivo de estas dos especies es similar y dependiendo de la region que se
analiza, puede estar formado por cuatro capas concéntricas (conocidas también
como tunicas): 1) la tinica mucosa, es la capa que da hacia la luz del tubo
digestivo, constituida por el epitelio. Esta es soportada por tejido conectivo laxo,
conocido como lamina propia; 2) la tdnica submucosa que es tejido conectivo,
vasos y nervios; 3) la tunica muscularis (formada por una primer capa de tejido
muscular circular y otra de musculo longitudinal, y finalmente 4) la tinica o capa

serosa.

Dia 0 (dia de la eclosion)

En cuanto a las caracteristicas anatomicas del canal alimentario al dia cero, el
tracto digestivo en ambas especies esta formado por la cavidad oral, la faringe,
esofago e intestino; no poseen estdbmago, ni ciegos piléricos. El intestino es corto,
caracteristico de las especies de Atherindpsidos, y a la eclosién histologicamente
esta dividido en tres secciones: anterior, medio y posterior. Sin embargo se forma
la primer asa o vuelta dentro de la cavidad y dependiendo de la posicion, se llegan
a observar cuatro porciones de intestino: anterior, medio anterior, medio posterior
y posterior. En esta etapa se observan los 6rganos accesorios como higado y
pancreas. En las dos especies se observa la apertura del sistema digestivo, de la

boca al ano.

El saco vitelino, en ambas especies, es abundante y esta compuesto por el vitelo
altamente acidofilo y el glébulo de aceite, que se observa solamente como un
espacio vacio en la parte interna del saco vitelino debido a que el contenido se

pierde durante el procesamiento de las muestras. El saco vitelino esta rodeado por
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la capa sincicial, que permite la reabsorcion de las reservas para el desarrollo de
la etapa larval. En este periodo las larvas se alimentan de las reservas del saco

vitelino (Figuras 6 Ay B).

En la cavidad bucal, los labios estan revestidos por epitelio plano
pseudoestratificado, que continla en dos valvulas orales, la mandibular y la
maxilar, constituidas por dos pliegues de epitelio, de una o dos células. Estas
controlan la entrada de agua y alimento al canal alimentario. El epitelio de la boca,
gue es continuacion de los labios, y las valvulas, es plano y en esta etapa no se
observan aun estructuras asociadas, tales como dientes, papilas gustativas o

células caliciformes (Figuras 7 Ay B).

La faringe de las dos especies se encuentra revestida de un epitelio plano simple,
seguido de una capa de células de tejido conectivo laxo areolar y una capa de
musculo circular. Se distinguen algunos cartilagos mandibulares y branquiales en

desarrollo.

Figura 6. Corte Longitudinal (CL) de la cabeza de O. hatcheri (A) y O. bonariensis
(B). La cavidad oral esta abierta, formada por epitelio pseudoestratificado, musculo
y cartilago, sin células caliciformes. Se observa la reserva del saco vitelino (*).
H&E. Barra 100 y 50 pm.
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Figura 7. CL de la entrada a la cavidad oral de la larva del dia 0 de O. hatcheri
(A) y O. bonariensis (B), en donde se observa epitelio pseudoestratificado antes
de entrar a la boca (a), que continla en dos valvulas orales, una maxilar y otra
mandibular (b) para posteriormente convertirse en una sola capa de epitelio plano
simple en la cavidad bucofaringea (c); el epitelio se encuentra soportado por tejido
conectivo y soportado por cartilago (d); se observa un diente embebido en la pre-
maxila (e). H&E. Barra 20 pm.

El es6fago comunica a la cavidad bucofaringea con el intestino anterior y en
ambas especies se encuentra abierto. Histolégicamente a esta edad es corto y
estrecho. Presenta mucosa, submucosa, muscular y serosa. La mucosa formada
por un epitelio cubico pseudoestratificado, células caliciformes en toda su longitud,
y la submucosa, por tejido conectivo laxo, con presencia de fibras nerviosas y
vasos sanguineos. La capa muscular esta constituida por musculos estriados
circulares y longitudinales, ubicados externa e internamente, respectivamente. La
capa serosa se observa como una capa de tejido escamoso (Figura 8). No se
presentan grandes dobleces del eséfago en las larvas de esta edad. La transicion
de esdéfago a intestino se pone de manifiesto por la completa desaparicion de las
células caliciformes y la sustitucion del epitelio esofagico pseudoestratificado por
un epitelio cilindrico simple con nucleos basales, conocido como epitelio columnar,

que caracteriza la region anterior del intestino (Figura 8A 'y B).
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Figura 8. CL de la cavidad faringea de O. hatcheri (A) y O. bonariensis (B) al dia
cero. a) Faringe con epitelio cubico-cilindrico pseudoestratificado, sin células
caliciformes ni papilas gustativas; b) esofago con epitelio culbico
pseudoestratificado, y células caliciformes; c) inicio del intestino con epitelio
columnar simple; d) saco vitelino. H&E. Barra 50 pm.

El intestino, al momento de la eclosion, se observa en posicion dorsal al saco
vitelino y diferenciado en 3 regiones; anterior, media y posterior. El intestino
anterior comienza inmediatamente después del es6fago y se encuentra localizado
dorsalmente al higado. En ambas especies el intestino da una vuelta para formar
la primer asa, que pasa por la parte posterior del higado y que da lugar al
intestino medio anterior. Este se continua con la tercera seccion, intestino
medio posterior, que se acomoda por debajo de la vejiga natatoria, de donde
continua la cuarta seccion, el intestino posterior. Histolégicamente se conserva
la misma estructura del intestino anterior y medio en ambas especies. La
mucosa intestinal se encuentra revestida por un epitelio simple formado por
células columnares (conocidas como enterocitos) con citoplasma acidofilo y
nacleos basdfilos alineados y adyacentes a la membrana basal. Este epitelio da
hacia la luz del tubo digestivo y claramente se distingue un borde estriado de
microvellosidades, seguido de lamina propia, la cual estd formada por tejido
conectivo laxo vascularizado. No existe submucosa por lo que enseguida se

encuentra la tinica muscularis, que en la parte mas externa consiste de una capa
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de musculo liso o estriado, distribuida de manera circular (interior) y longitudinal
(exterior). Finalmente se encuentra la tunica serosa, constituida por células
mesoteliales y tejido conectivo laxo, con presencia de vasos sanguineos. En
ninguna de estas secciones se observa la presencia de células caliciformes. Las
vellosidades se observan altas y en gran nimero, ocupando casi por completo la
luz intestinal. No se observa alimento en ninguna de las especies (Figura 9A y B).
El intestino posterior es histologicamente similar al anterior y medio,
distinguiéndose en que las vellosidades se encuentran en menor nimero y son
mas cortas y anchas. Los enterocitos de esta seccidn presentan vacuolas
supranucleares absortivas (donde se lleva a cabo la pinocitosis), vacias, dado que
los hallazgos sugieren que las larvas aun no inician su alimentacién exdgena
(Figura 10). El intestino posterior termina morfolégicamente en la zona rectal, la
gue posee un epitelio cuboidal simple y sin vellosidades. El recto es corto y
rectilineo. En ambas especies el orificio rectal ya esta abierto, listo para cuando se
inicie la alimentacion exégena (Figura 11).

Figura 9. CL de una larva de O. hatcheri (A) y O. bonariensis (B) al dia cero,
donde se observan el es6fago y las regiones del intestino, la forma y tamafio de
sus vellosidades. m-musculo; vn-Vejiga natatoria; ia-Intestino anterior; im-Intestino
medio; ip-Intestino posterior; sv-Saco vitelino. H&E. 20X. Barra 100 pm.
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Figura 10. CL del intestino posterior de una larva de O. hatcheri al dia cero, en el
que se observan las vacuolas supranucleares absortivas vacias (flecha) (sin aun
llevar a cabo pinocitosis). H&E. Barra 20 um.

Figura 11. CL del intestino posterior y recto de una larva de O. hatcheri al dia 0 de
eclosion. ip-Intestino posterior; r-recto; vu-vejiga urinaria; tc-Tejido conectivo; ri-
rinon. H&E. Barra 20 um.

Las glandulas accesorias del sistema digestivo son el higado, pancreas y vesicula
biliar. EI higado es uno de los primeros 6rganos en desarrollarse, al estar
involucrado en la reabsorcion de las reservas vitelinas. En las larvas recién
eclosionadas de ambas especies de pejerrey, el higado se observa bien
diferenciado y distribuido lateralmente en la regi6on anterodorsal de la cavidad
celomica. Microscépicamente se observan hepatocitos, sinusoides hepaticos y
canaliculos biliares. El 6rgano estd compuesto por un paquete de células esféricas

basofilicas, con un prominente nucleo central basoéfilo, un claro nucléolo y un
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citoplasma ligeramente eosinofilo. La posicion del nucleo puede variar
dependiendo de la cantidad de reservas acumuladas. Se observan los conductos

hepéticos (canales biliares y pancreaticos) y algunos vasos capilares (Figura 12).

Figura 12. CL del higado de O. hatcheri donde se observan los hepatocitos con
reserva de tipo graso, canaliculos biliares y capilares. H&E. Barra 20 pm.

El pancreas exocrino (el tejido que se encarga de la sintesis de enzimas
digestivas) y endécrino (el encargado de la sintesis de hormonas, como la
insulina y el glucagon), se presentan en el dia 0 como un pequefio grupo de
células compactadas a un lado del higado, en posicion dorsal al intestino anterior y
a lo largo del intestino. El pancreas exocrino se encuentra en pequefias areas
soportadas por el peritoneo, en las que se distinguen pocos granulos de zimégeno
(precursores de enzimas digestivas). El ducto pancreatico estd compuesto por
epitelio cubico simple. Las células del pancreas exocrino no se observan formando
los caracteristicos acinos (en forma de racimo), en esta etapa del desarrollo
larvario, si no en una masa compacta de células acinares. Se observa claramente

el pancreas enddécrino (Figura 13).
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Figura 13. CL de seccioén de larva de O. hatcheri en donde se observa el pancreas
exocrino (ex) y enddcrino (en). H&E. Barra 20 pm.

DIA 1

La reabsorcion del vitelo y en consecuencia la reducciéon del saco vitelino en
ambas especies es diferente ya que aparentemente O. bonariensis casi consume
al dia 1 todo el vitelo, comparado con O. hatcheri (Figura 14 A y B).
Morfolégicamente, la cavidad oral y faringe de las dos especies se observa sin
cambios con respecto a la larva 0; sigue sin presentar dientes, papilas gustativas o
mas células caliciformes. La diferencia solamente es que el tamafio de las
estructuras bucales, como mandibulas, cartilago, musculo y elementos

branquiales, que estaban presentes en el estadio anterior, va en aumento.
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Figura 14. CL de la region anterior del tracto digestivo de O. hatcheri (A) y O.
bonariensis (B), al dia 1 de post-eclosion. b-boca, e-eséfago, i-intestino, c-corazoén,
H&E. 10X. Barra 50 pm.

El eséfago de las dos especies se observa claramente diferenciado. Las células
de la mucosa de este érgano comienzan un progresivo desarrollo, alargandose,
pero manteniéndose como un epitelio pseudoestratificado. Intercaladas se
encuentran células caliciformes, encargadas de mantener humedo al epitelio que
recubre el tracto digestivo. La transicion entre el esofago vy el intestino es todavia
mas clara que en la larva 0, ya que se observan algunos dobleces (Figura 15 Ay
B).
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Figura 15. CL del es6fago de una larva de O. hatcheri (A) y O. bonariensis (B) al
ler dia post-eclosion, caracterizado por la presencia de células caliciformes
intercaladas con las células del epitelio esofagico y la transicion entre esofago e
intestino anterior. e-eséfago; i-intestino; sv-saco vitelino; d-diente; pg-papilas
gustativas. H&E. Barra 20 pum.

Los primeros dias de vida se caracterizan por un progresivo desarrollo morfolégico
de las estructuras del sistema digestivo. El desarrollo de las tres secciones del
intestino continla en ambas especies. La mucosa de todo el intestino presenta
vellosidades en desarrollo, asi como microvellosidades en los enterocitos; pliegues
que en conjunto aumentan la superficie de digestion y absorcién de los nutrientes.
En este dia todavia no se observa alimento en el lumen del intestino (Figura 16 A

y B).
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Figura 16. CL de larva de un dia de O. hatcheri (A) y O. bonariensis (B) en donde
se observa la altura y ancho de las vellosidades del intestino medio y anterior, que
ademas llenan casi completamente el lumen. ia-intestino anterior; im-intestino
medio; vn-vejiga natatoria; pe-pancreas exocrino; pen-pancreas enddcrino; bv-
vesicula biliar. H&E. Barra 50 um.

El higado aument6 de tamafio y se observa como un 6érgano alargado y
compacto, mientras que el pancreas exocrino continda con el aumento en el
namero y tamafio de las células acinares, a un lado del higado y a lo largo del
intestino, soportado por el peritoneo. No obstante, ain no esta conformado en los
caracteristicos acinos de células piramidales pero se observa mayor cantidad de
granulos de zimégeno (Figura 17 a y b). El pancreas enddécrino (Islote de

Langerhans) se observa claramente incluido en el pancreas exocrino.
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Figura 17. CL de larva de un dia post-eclosion de O. hatcheri (A) y O. bonariensis
(B), en donde se observa la posicion del higado respecto al intestino. h-higado; im-
Intestino medio; pe-pancreas exocrino; pen-pancreas enddcrino. H&E. Barra 50
um.

DIA 2

En este dia todavia el saco vitelino de las dos especies se observa con reservas,
aunque mas reducidas en O. bonariensis (Figura 18 Ay B). En la cavidad bucal
de ambas especies todavia no se presentan dientes externos, ni papilas gustativas
aunque en O. hatcheri ya se observan algunas células caliciformes. En la cavidad
faringea de las dos especies ya se observan papilas gustativas y dientes, aunque
aun embebidos (Figura 18 C y D).

La longitud del eséfago se ha incrementado. La tinica submucosa permanece con
pocas fibras y la tinica muscular es evidente, en donde se distinguen algunas
fibras de musculo liso y estriado (Figura 18 C y D).
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Figura 18. CL Estructura anatomica de la regidén bucofaringea de O. hatcheri (A) y
O. bonariensis (B) a los dos dias después de la eclosion (DPE). Se observa el
epitelio esofagico, con la presencia de células caliciformes y la transicién de
esoOfago al intestino anterior. H&E. 10X. Barra 100 um. Acercamiento de faringe y
es6fago de O. hatcheri (C) y O. bonariensis (D). b-boca, e-eséfago, sv-saco
vitelino, ia-intestino anterior, pg-papila gustativa, c-corazon, d-diente. H&E. Barra
50 pm.

Al dia 2 de post-eclosion contintia el proceso de diferenciacion y alargamiento del
tubo digestivo en ambas especies. En la mucosa intestinal se observa el
aumento en el numero y tamafio de las vellosidades; los cambios son mas
pronunciados en la regién anterior y media. En el intestino posterior las

vellosidades son mas cortas y anchas (Figura 19A y B).
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Figura 19. CL de larva de dos dias post-eclosion de O. hatcheri (A) y O.
bonariensis (B), donde se observa la estructura histolégica del intestino posterior
(ip) y del recto (r). H&E. Barra 20 pum.

El cambio en la estructura del higado es minimo, pues solo se presenta aumento
en el tamafno del 6rgano. En el pancreas exocrino también se observa aumento
en los granulos de zimégeno y mayor numero de células acinares a lo largo del
peritoneo. En una seccién del pancreas exocrino peritoneal se observa un islote

de Langerhans.

DIA 3

En esta etapa del desarrollo larvario, el saco vitelino esta casi reabsorbido en

ambas especies.

En la cavidad bucal y faringea de ambas especies han ocurrido algunos
cambios. En O. hatcheri se presentan algunas células caliciformes. También se
observa un aumento en el nimero de capas celulares de las tinicas que la
recubren; tanto epiteliales en la mucosa, de tejido conectivo en la submucosa y de
fibras musculares en la muscular. En O. bonariensis no se observan células

caliciformes en la cavidad bucofaringea pero aparecen varios brotes de papilas
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gustativas.

La zona de transicion del esd6fago a intestino no muestra modificaciones

evidentes, respecto del dia anterior, y aiin no se detectan células caliciformes.

El tracto intestinal de O. bonariensis y O. hatcheri paulatinamente se va
diferenciando, encontrandose diferencias en la altura y forma de las vellosidades
en las distintas secciones. El intestino anterior y medio presenta vellosidades mas
delgadas y con mayor altura, mientras que las del intestino posterior son mas
anchas y de menor altura (Figura 20 A y B). No obstante, aparecen dos de los
cambios mas relevantes encontrados. El primero, el hallazgo de abundantes
residuos de alimento en el lumen del intestino, poniendo de manifiesto el inicio de
la alimentacion exégena. El segundo, la presencia de vacuolas de absorcién de
lipidos en los enterocitos, indicio de haber contenido lipidos que fueron
solubilizados en el proceso de deshidratacion de los tejidos. Las vacuolas de la
seccion anterior son mas abundantes que las de la region media del intestino
(Figura 20 C y D). Los enterocitos del intestino posterior muestran indicios de

pinocitosis, en las dos especies.

Una vez iniciada la alimentacién exdgena (dia 3 DPE), los hepatocitos aumentan
en tamafio y nimero, y se observa un mayor grado de acumulacion de reservas
(probablemente lipidos). También se observa un aumento en el tejido exocrino del
pancreas, asi como en la cantidad de granulos de zimdgeno. En la parte enddcrina

se observan varios Islotes de Langerhans.
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Figura 20. CL del intestino anterior y medio del intestino de O. hatcheri (A) y O.
bonariensis (B); y CL de intestino posterior de O. hatcheri (C) y O. bonariensis (D)
a los 3 dias de eclosion, en donde se observa la presencia de células de absorcion
de proteinas H&E. Barra 50 y 20 um.

DIA 4

En O. hatcheri todavia se observa un pequefio remanente de saco vitelino, ya sin
reservas. En la cavidad bucal de esta misma especie se observa la presencia de
células caliciformes (células mucosas) y numerosas papilas gustativas en faringe,
mientras que en O. bonariensis todavia no se presentan en la cavidad bucal las

células de caliciformes pero si numerosas papilas gustativas en faringe (Figura 21

Ay B). También se observaron cambios importantes en el eséfago, que se alarga
y expande con pliegues (criptas) hacia el lumen, la mucosa muestra en su epitelio
estratificado una mayor cantidad de células mucosas.
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Figura 21. CL de cabeza de larva de 4 dias post-eclosion de O. hatcheri (A) y O.
bonariensis (B), y CL de intestino anterior y medio de O. hatcheri (C) y O.
bonariensis (D). H&E. Barra 100y 50 um.

Se observa con mayor claridad la alimentacién exdgena, ya que hay residuos
importantes de alimento en el lumen del intestino. El almacenamiento de reservas
en los hepatocitos aumenta progresivamente, por lo que el nivel de vacuolizacion

de su citoplasma, después del inicio de la alimentacion exdgena, se incrementa.

El pancreas enddcrino se ve intimamente relacionado con el pancreas exocrino;
generalmente rodeandolo este Ultimo. No se presenta ningln cambio estructural
en los dos tipos de tejido pancreético, excepto el aumento de tamafio.

39



En ambas especies se siguen observando las vacuolas digestivas en el intestino
anterior y medio y un aumento de las células caliciformes. Sin embargo, las
vacuolas pinociticas (eosindfilas supranucleares) observadas en el intestino
posterior de O.hatcheri presentan una actividad pinocitaria importante (Figura 21
Cy Dy Figura 22), contrario a lo observado en O. bonariensis, que presenta una

menor actividad pinocitica.

Figura 22. CL del intestino posterior al cuarto dia de eclosion de O. hatcheri, en el
gue se muestra claramente la actividad pinocitaria (flechas). H&E. Barra 20 pum.

DIAS 5,6y 7

En este periodo ya no se observa variacion en las estructuras que conforman el
sistema digestivo; solo se observa un aumento en el nimero y tamafio de las
células. En el intestino se continlan observando restos de alimento. Los
elementos que conforman el aparato bucal y la cavidad faringea muestran un
mayor desarrollo. Hay aumento en las reservas del higado y la presencia de
pequefias secciones de pancreas en el higado, conformandose con ello el
hepatopancreas de estas especies. En esta etapa persisten las vacuolas
digestivas en el intestino medio y la actividad pinocitaria en intestino posterior de

O. hatcheriy en O. bonariensis.
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7. DISCUSION

Existe poca informacion sobre el desarrollo morfologico del sistema digestivo en
larvas de peces agastricos (Meza et al. 2002) y de la existente, la mayoria deriva
en estudios de bioquimica digestiva (Zambonino y Cahu, 2001). El patron de
desarrollo del sistema digestivo de larvas de O. hatcheri y O. bonariensis resultd
similar al reportado en otras especies de peces en general; sin embargo varia el
tiempo en el cual ocurren los diferentes eventos y la duracion de las distintas
etapas de desarrollo. Estas diferencias pueden reflejar la influencia de factores
ambientales y nutricionales, tales como la temperatura y la disponibilidad de
alimento, que en conjunto, influyen en el desarrollo larval (Sanchez-Amaya et al.,
2007). Segun Liem (1991), la aparicion de transformaciones morfologicas
responde a relojes internos de desarrollo y a adaptaciones funcionales que surgen
como respuesta al ambiente externo. La temperatura determina el metabolismo
larval, las tasas de crecimiento y el desarrollo de los 6rganos, asi como también la
relacion entre el estadio de desarrollo y la talla de los ejemplares (Strissmann y
Patifio, 1995; Ito et al., 2005).

Diversos estudios han determinado que los factores ambientales, entre ellos la
temperatura, influencian el desarrollo larval de manera significativa (Strissmann y
Takashima, 1989; Lee et al., 2011). En el caso de O. bonariensis y O. hatcheri, a
pesar de que cada especie fue cultivada a una distinta temperatura (huevos de O.
bonariensis se incubaron a una temperatura de 21 °C y las larvas fueron
cultivadas a 23 °C; mientras que las temperaturas respectivas para O. hatcheri
fueron de 19 °C y 21°C), al ser la 6ptima para cada una de ellas, el desarrollo se
vio favorecido. Esto se reflejo en que tanto la secuencia de los cambios como la

temporalidad fueron muy similares entre ambas especies.

Un aspecto importante a recalcar es que a pesar de que las especies de la familia
Atherinopsidae son de origen marino, al contrario de muchas de las especies de
este ambiente, que nacen con un sistema digestivo muy rudimentario, sin boca y
con un tracto digestivo como un tubo anatomicamente indiferenciado (Yufera et al.,

2007), O. bonariensis y O. hatcheri nacen con un sistema digestivo muy avanzado,
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abierto de boca a ano, con un higado, pancreas y vesicula biliar presentes y
funcionales. Adicionalmente, el saco vitelino que presentan les dara los nutrientes
necesarios para acabar de llevar a cabo su desarrollo y prepararlos en 3 a 4 dias
para la alimentacion exdgena. Estos hallazgos contribuyen al entendimiento del
desarrollo ontogénico, tanto microanatémico como funcional, del sistema digestivo.
El estudio de los factores que influyen en el desarrollo del sistema digestivo,
aunado a estudios sobre la fisiologia digestiva de la especie de interés, de sus
estrategias de alimentacion y del potencial de crecimiento de sus larvas,
contribuiran al entendimiento de su alimentacién y nutricién, con lo que sera
posible mejorar su supervivencia y abrir la posibilidad de desarrollar tecnologias

de cultivo para peces con potencial acuicola (Civera-Cerecedo et al., 2004).

La caracterizacién de la organogénesis del sistema digestivo asi como de la
ontogenia enzimatica son pasos fundamentales hacia una mayor comprension de
la fisiologia nutricional de las larvas de peces (Segner, 1996). Gracias a la
integracion de estos estudios ha sido posible que se pueda establecer que tanto el
sistema digestivo como la actividad enzimatica de las larvas de peces estan lo
suficientemente desarrollados al momento de la primera alimentacién para digerir
el alimento (Segner et al, 1993). Este es el caso de las dos especies que nos
ocupan en el presente estudio. Aunque el tracto digestivo y las glandulas
accesorias estan presentes desde la eclosion, estos necesitan todavia continuar
su desarrollo, por lo que los dias subsiguientes se distinguen porque ocurre la
diferenciacion estructural del sistema digestivo y el crecimiento en tamafio y
namero de células de los 6rganos accesorios, la aparicion de papilas gustativas,
células caliciformes y dientes. Por ello, a pesar de que desde la eclosion ya se
encuentra abierto todo el tracto digestivo, desde la boca hasta el ano, no es hasta
el 3er dia de post-eclosion que por primera vez se encuentran residuos de
alimento, a pesar de que a los organismos se les proporciond alimento desde
recién eclosionados. Esto sugiere que hasta ese momento los organismos
completan la minima funcionalidad de su sistema digestivo para la alimentacion
exdgena. Estudios de bioquimica digestiva en estas especies reportan que las

principales actividades digestivas estan presentes desde los 7 DPE (Toledo-
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Cuevas et al.,, 2011; Herrera-Vargas, 2011) y estudios histologicos aun inéditos
(Chavez-Sanchez et al.) también reportan un sistema digestivo totalmente formado
a esta edad. En peces blancos, también pertenecientes a la familia de los
atherindpsidos, agastricos y de intestino corto (Ross et al., 2006), se han
detectado actividades digestivas desde la eclosion (Hernandez-Gonzalez, 2014),
pero la secuencia de desarrollo del sistema digestivo ain no ha sido estudiada. En
peces gastricos, durante el proceso de transformacion a juveniles, el sistema
digestivo madura hasta la aparicion y funcionalidad del estbmago (secrecion de
pepsina y acido clorhidrico) y ciegos piloricos (en aquellas especies que los
poseen) (Kapoor et al.,, 1975), en una secuencia conservada pero con distinta
temporalidad, dependiendo de la especie (Kapoor et al., 1975; Zambonino et al.,
2008; Lazo et al., 2011). Posteriormente, el desarrollo del tracto digestivo y sus
organos accesorios es igualmente en aumento de tamafio y numero de células
(Alarcon- Lépez et al., 2002). El desarrollo del canal alimentario se caracteriza por
cambios morfoldgicos, fisioldgicos e histoldégicos que estan sincronizados con
procesos genéticos y medio ambientales (Civera-Cerecedo et al.,, 2004),

preparandolo para la alimentacidén exogena.

Los peces agastricos compensan la carencia de estdmago de varias formas. Una
es a través de una elevada actividad enzimatica citosoélica y pancreatica hasta la
edad adulta (Walford y Lam, 1993; Moyano et al.,1996). Tal es el caso de los
peces blancos y los pejerreyes (Toledo-Cuevas et al., 2011; Herrera-Vargas, 2011;
Hernandez-Gonzélez, 2014). Estas caracteristicas son apropiadas para los habitos
alimenticios de las especies, que son zooplantéfagas, porque la proteina animal es
mas digestible (Moyle y Cech, 2000).

En la mayoria de las especies de ontogenia indirecta y escaso vitelo, el inicio de la
alimentacion exogena se realiza sin tener un desarrollo importante del sistema
digestivo y posiblemente ineficiente como para digerir dietas complejas,
observandose altas mortalidades en larvas de muchas especies (Boiani et al.,
2003; Civera-Cerecedo et al., 2004). De manera diferente, las larvas de peces de

ontogenia directa nacen con los o6rganos del tracto digestivo altamente
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diferenciados (Green y McCormick, 2001), teniendo al inicio de la alimentacion
exdgena un sistema digestivo funcional. Los hallazgos de este trabajo, sobre la
ontogenia del sistema digestivo de O. bonariensis y O. hatcheri, junto con los
estudios de maduracion digestiva (Toledo-Cuevas et al., 2011; Herrera-Vargas,
2011), sugieren que el desarrollo de estas especies es similar al de peces de
ontogenia indirecta, pero con buena cantidad de reservas en su saco vitelino y
como ya se menciond, un sistema digestivo muy avanzado en su desarrollo. Esto
podria explicarse como una mas de las adaptaciones de estas especies de
ancestros marinos al ambiente dulceacuicola, que adquieren algunas
caracteristicas de peces de agua dulce sin perder totalmente caracteristicas de
peces marinos (Strissmann et al., 1997). Por ejemplo, su gran adaptabilidad a
distintas salinidades y su capacidad de sintetizar acidos grasos altamente
insaturados, incluso en cultivos en agua salobre (Fonseca et al., 2012). Los
hallazgos de este trabajo sugieren que tal vez, en su proceso evolutivo, al pasar
de un ambiente marino al dulceacuicola, conservan su desarrollo de ontogenia
indirecta pero “adquieren” una gran cantidad de vitelo y un mayor desarrollo del
sistema digestivo. Fendmenos de plasticidad han sido observados en el pejerrey
patagénico, debidos a la temperatura y a la alimentacion, pero se sabe que estan
expuestos a diversos cambios ambientales y tréficos durante su ciclo de vida en

condiciones naturales (Crichigno et al., 2012).

En las larvas recién eclosionadas se diferenciaron cuatro zonas histolégicamente
distintas: cavidad oral, faringe, eséfago e intestino. La variacion histolégica del
sistema digestivo se debe a las funciones especificas de cada regién u 6rgano,

segun el proceso digestivo que realiza (Tanaka, 1973 y Segner,1996).

De acuerdo a la definicién de Rivera et al. (2009), sobre el aspecto de los sacos
vitelinos, las larvas recién eclosionadas de O. hatcheri presentaron un saco
vitelino homogéneo ovoide; mientras que las de O. bonariensis presentaron un
saco vitelino heterogéneo de menor tamafio. En el presente estudio, la absorcion
completa de las reservas enddgenas se observé en O. bonariensis al dia 2 DPE,

mientras que para O. hatcheri ocurrio hasta el dia 4° PE Lo anterior esta
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relacionado con el tamafo de la larva y del saco vitelino. Aunque en el presente
estudio no se hicieron mediciones en fresco del tamafo de las larvas,
histol6égicamente se observo que las larvas de O. bonariensis son mas pequefias y
con un saco vitelino mas pequefio que las de O. hatcheri. La menor cantidad de
reservas del saco de O. bonariensis hace suponer que estas larvas deben ser
alimentadas rapidamente, muy cerca de su eclosion, lo que en la practica se hace.
Estudios indican que en peces la eclosion es disparada por cambios del medio
ambiente durante el periodo embrionario; por lo tanto individuos hermanos pueden
eclosionar en diferentes estado de desarrollo (Yamagami, 1988). Por otro lado,
Crichigno et al. (2012), en su trabajo para conocer la variacion morfolégica
temprana y la plasticidad fenotipica de O. hatcheri, mencionan que los cambios
morfolégicos se deben a la curvatura del cuerpo del pez sobre el saco vitelino y
observaron que los peces que eclosionaron temprano, tenian sacos vitelinos mas
grandes que los individuos que eclosionaron mas tarde. Al analizar los datos
sugieren que los que se cultivaron a mas altas temperaturas estaban mas
doblados sobre el saco vitelino y que esto es consistente con el consumo del vitelo
observado en el trabajo con Anarchias minor, realizado por Sund y Falk-Petersen
(2005). En el presente estudio se utilizaron las temperaturas de incubacion y de
cultivo que son adecuadas para cada especie, por lo que es posible que las
diferencias en el tamafio de las larvas y en el de su saco vitelino sean especificas
de las especies, a dichas temperaturas (Strissmann y Takashima, 1989;

Strissmann et al., 1996).

Para el dia 3 PE se observé la presencia de alimento en las larvas, lo cual indica
que se requieren de dos dias para alcanzar la diferenciacion morfolégica minima
necesaria que les permita iniciar con la obtencion y absorcion de alimento
exbégeno. Esto significa que durante los primeros dias después de la eclosién,
ocurren cambios significativos en la estructura del tubo digestivo, que sentaran las
bases para el pleno funcionamiento de la fisiologia digestiva de las larvas
(Stroband y Dabrowski, 1979; Civera-Cerecedo et al., 2004). Esta caracteristica

lleva a la conclusion de que las larvas de las dos especies son precoces
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(madurados de antemano), lo que significa que después de consumir el vitelo, no

necesitan cuidado parental y se pueden alimentar solas.

En ambas especies, la boca y la faringe tienen una posicién subventral y estan
abiertas desde la eclosion; sin embargo todavia no presentan papilas gustativas,
células caliciformes ni dientes, los cuales se van presentando a partir del dia 2.
Yufera et al. (2007) mencionan que los peces marinos, con sistema digestivo
rudimentario, presentan a la eclosion una cavidad bucal sin dientes, un eséfago
sin epitelio escamoso estratificado y que el intestino presenta un epitelio columnar
monoestratificado. Recalca que resulta interesante descatar el aumento alométrico
positivo de los drganos relacionados con la presa en los primeros dias de

alimentacion.

El eséfago presentd, en ambas especies, células globosas caliciformes. Estas
células juegan un importante papel en la lubricacion y proteccidén contra el ataque
de microorganismos (Zimmer et al, 1992; Gisbert et al., 2004). En el epitelio del
esOfago de otras especies se observaron células caliciformes conteniendo
mucinas neutras, acidas y mixtas (Sarasquete et al., 1995; Ostaszewska, 2005;
Yang et al.,, 2010). En el presente trabajo no se realiz6 un analisis de las
secreciones de las células caliciformes del eso6fago. Sin embargo, como
mencionan Pefia et al. (2003), en los estudios realizados en otras especies
agastricas, las secreciones de células caliciformes del es6fago sugieren un papel
importante en la digestién agastrica. La aparicion de esas células secretoras varia
en las diferentes especies. En muchos peces marinos estadn ausentes a la

eclosion, desarrollandose varios dias después de la misma (Yufera et al., 2007)

En las larvas de O. hatcheri y O. bonariensis, dentro del periodo estudiado, se
observd un incremento gradual en la longitud de los pliegues intestinales hasta el
7 DPE, y desde el dia cero la presencia del borde de cepillo o microvellosidades
en el intestino anterior, medio y posterior. Aunque éstas no son observadas
claramente con el microscopio Optico, histolégicamente su presencia se observa
porque el borde de las vellosidades es mas brillante e intensamente eosindfilo.

Grosell (1999) describe las microvellosidades como estructuras apicales de las
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células epiteliales entéricas que confieren mas del 90% de la actividad de
absorcién, donde confluyen multiples enzimas digestivas. Ademas menciona que
estas estructuras pueden variar en altura y densidad segun la especie y las
condiciones nutricionales. La presencia de estas estructuras denota, una vez mas,
el avance en el desarrollo del sistema digestivo de la larva cero, aunque éste aun
no sea totalmente funcional como para que las larvas comiencen su alimentacion

exogena.

Al inicio de la alimentacion exdgena las larvas de muchas especies son capaces
de absorber lipidos por el epitelio intestinal. El intestino anterior y medio,
implicado en la absorcion de lipidos, se caracteriza por la presencia de inclusiones
lipidicas en los enterocitos, considerado como lugar de almacenamiento temporal
(Elbal et al., 2004; Kowalska et al., 2006). En ambas especies de pejerrey es
evidente la presencia de vacuolas digestivas, con indicios de la presencia de gotas
de grasa en los enterocitos y los residuos de alimento en el lumen del intestino, a
partir del dia 3 pe, lo que indica el inicio de la alimentacién exdgena. Vacuolas con
lipidos han sido observados en otros peces antes de iniciar la alimentacion
exogena y se considera material almacén derivado del vitelo (Calzada et al., 1998;
Garcia Hernandez et al., 2001). En este caso pueden provenir tanto del alimento
endogeno, porque aun no han agotado las reservas vitelinas, y del alimento

exdgeno que comienzan a ingerir.

Durante la transicion de la alimentacién enddgena a exdgena, el intestino posterior
tiene un papel nutricional basico, asegurando la absorcion de proteinas en forma
macromolecular, pero también esta implicado en la asimilacion de moléculas
simples. En las dos especies estudiadas los enterocitos del intestino posterior
muestran vacuolas supranucleares acidofilas, que ocupan la mayoria del espacio
citoplasmatico, lo que sugiere la absorcion de proteinas por pinocitosis (Gisbert et
al., 2004; Hachero-Cruzado et al., 2009). En ambas especies se detectaron
vacuolas pinociticas activas a partir del dia 3 PE, y aunque en O. hatcheri la
actividad es notoriamente mas importante que en O. bonariensis, para ambas

especies persiste hasta el 7° DPE. La captacion de macromoléculas por
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pinocitosis y su posterior digestion intracelular (por peptidasas citosélicas; Cahu y
Zambonino-Infante, 2001) en el intestino posterior fue propuesta como el principal
mecanismo de absorcion de proteinas en ausencia de un estomago funcional
(Govoni et al., 1986). La acumulacion de estas vacuolas en el intestino posterior
se ha observado en salmén del Atlantico (Uran et al., 2008; Sahalman 2015),
carpa (Noaillac-Depeyre 1973), Tilapia (Gargiulo, et al 1998). En atherindpsidos,
la adquisicidbn de proteinas por esta via ha sido evidenciada por microscopia
confocal (Teforio-Patifio, inédito). Adicionalmente, en el pez blanco de Patzcuaro
y en las dos especies de pejerrey del presente trabajo, en condiciones de cultivo,
se ha detectado una muy alta actividad de leucin alanin peptidasa (peptidasa
citosdlica), durante practicamente toda su historia de vida, desde larvas hasta
juveniles y en adultos (Toledo-Cuevas et al., 2011; Herrera-Vargas et al., 2011;

Hernandez-Gonzélez, 2014).

Las glandulas accesorias del sistema digestivo son el higado, pancreas y vesicula
biliar. Se ha reportado en muchos trabajos su papel en la digestion y almacén de
metabolitos, detoxificacibn de compuestos dafinos, sintesis de proteinas y
lipoproteinas, secreciones exocrinas y endocrinas, asi como el almacén de sales
biliares (lkpegbu et al., 2012). El higado es uno de los primeros 6rganos en
desarrollarse, al estar involucrado en la reabsorcion vitelina. Al momento de la
eclosion en O. bonariensis y O. hatcheri este érgano se observa diferenciado,
distribuido lateralmente en la region anterodorsal de la cavidad celémica.
Microscopicamente se observan hepatocitos, sinusoides hepaticos y canaliculos
biliares. Los hepatocitos no estan arreglados en l6bulos como en otros
vertebrados, sino de manera difusa. De acuerdo a Ikpegbu et al. (2012), este
arreglo puede ayudar en las funciones especiales de detoxificacion y almacén de

metabolitos, pero también lo hace mas propenso a dafios toxicos.

El tejido pancreatico estuvo presente a la eclosion, en las especies estudiadas. Tal
como se ha reportado en el bacalao (Morrison, 1993), la brema marina (Beccarai
et al., 1991), el salmén (Takahaschi et al., 1978), la cabrilla arenera (Pena et al

(2003) y el salmon del Atlantico (Sahlmann et al., 2015). El pancreas es

48



responsable de la sintesis de los precursores de las principales enzimas digestivas
tales como las proteasas, amilasas, lipasas etc. De acuerdo a Okan Kamaci et al.
(2010), la expresion de los genes de las enzimas pancreéticas debe ocurrir antes
de la alimentacién exdgena, junto con el desarrollo de los granulos de zimogeno,

en preparacion para la produccion de enzimas.

La vesicula biliar también se observo en larvas recién eclosionadas de las dos
especies de pejerrey. La presencia de este 6rgano sugiere la necesidad de regular
la emulsion de los lipidos y facilitar la la absorcién por medio d elos enterocitos del

intestino (Anderson et al., 2011), posiblemente los derivados del saco vitelino .
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8. CONCLUSIONES

a)

b)

c)

d)

f)

)

Los pejerreyes Odontesthes bonariensis y O. hatcheri eclosionan con un sistema
digestivo muy desarrollado. El tracto digestivo se encuentra totalmente abierto, desde
la cavidad oral hasta el poro anal, y esta conformado por la cavidad oral, la faringe, el
esofago y el intestino; éste ultimo divido en las secciones, anterior, media (media-
anterior y media-posterior) y posterior.

Las glandulas accesorias también se encuentran presentes; el pancreas y el higado
parecen estar ya funcionales y es notoria la vesicula biliar.

Las larvas aun presentan saco vitelino (mas abundante en O. hatcheri que en O.
bonariensis), cuyas reservas energéticas y nutricionales (alimentacion enddgena) les
permitirdn continuar con su desarrollo, hasta el momento en el que comiencen a
alimentarse exdgenamente.

En ambas especies se detectaron vacuolas lipidicas en intestino medio, pinociticas
activas en el intestino posterior y restos de alimento a partir del dia 3 PE, indicando el
inicio de la alimentacién exdgena.

Los hallazgos claramente evidencian que todos los 6rganos del sistema digestivo
terminan de diferenciarse durante el estadio larvario temprano, en la primer semana
después de la eclosién, adquiriendo: dientes en las cavidades orales y faringeas,
papilas gustativas, células caliciformes, mayor area de digestion y absorcion en el
tracto a través vellosidades y microvellosidades, desarrollo de los tejidos enddcrinos y
exocrinos del pancreas (estos Ultimos posiblemente con mayor produccion de
zimégenos y hormonas ) y del higado.

Los hallazgos sugieren que estos atherinépsidos parecen mantener el desarrollo del
sistema digestivo de sus ancestros marinos y por tanto no eclosionan con un sistema
digestivo totalmente funcional, como muchas especies de agua dulce, de ontogenia
directa. No obstante, el sistema digestivo de los pejerreyes presenta un mayor
desarrollo a la eclosion y por lo tanto el tiempo para alcanzar su completa
diferenciacion y funcionalidad es corto.

Se recomienda realizar estudios enziméticos para determinar si a pesar de contar con
sistema un digestivo abierto, érganos y glandulas enddcrinas y exocrinas accesorias,
todavia les falta madurez para elaborar las enzimas digestivas necesarias, por lo que

es hasta el dia 3 PE en el que estan listas para la alimentacion exdgena.
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