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1. INTRODUCCION

La mojarra castarrica (Mayaheros urophthalmus) es una especie de gran importancia
en Meéxico ya.que forma parte de las capturas de la pesqueria artesanal de aguas
interiores en lasregion sureste del pais, por lo que sus poblaciones estdn sometidas a
una fuerte presion'pesquera. En esta region existe una gran demanda de esta especie y
en algunos sitios ha Jsido erradicada (Barrientos-Medina, 2005). Esta razon ha
motivado a numerosas jinvestigadores a estudiarla y a proponer estrategias para
introducirla a sistemas de-cultivo con fines de repoblacién y para su aprovechamiento
de consumo (Jiménez-Martihez-et al., 2012). A pesar de que existen esfuerzos para
implementar el cultivo de la eSpecie, aun existen vacios de informacion sobre la
biologia de la mojarra castarrica. Entre.estas carencias de informacién se encuentra el

desarrollo anatdomico y 0seo en sus etapas.iniciales.

Durante el crecimiento larvariede los peces,-el sistema 0seo atraviesa por multiples
transformaciones, pasando por loS procesos/de’condrogénesis y osteogénesis. Este
sistema es importante ya que les da-rigidez, proteccion a los 6rganos, permite las
actividades locomotoras y constituye unreservorio.para los iones calcio y fosfato. De
manera general, el esqueleto se divide en dos secciones: esqueleto axial y esqueleto
apendicular. La columna vertebral, forma parte del esqueleto.axial, que en el caso de
los peces esta dividida en region pre-caudal y caudal, “especialmente en peces
teledsteos el esqueleto axial en la region de las vértebras es osificado y sus centros se
relacionan con la notocorda dandole un soporte al cuerpo del organiSmo«(Castro et al.,
2011); por otra parte, el esqueleto apendicular estd formado (per estructuras
esqueléticas dérmicas y endocondrales. Un ejemplo de ello son las aletas, que se

encuentran constituidas por radios dérmicos (Olivares y Rojas, 2013).

Boglione et al. (2013) menciona que diversos autores han resaltado la importanciade
generar informacion sobre el desarrollo osteoldgico de los peces para tener una linea
base del desarrollo normal de larvas y juveniles. De esta manera se puede tener la
informacidn cientifica sobre nuestros recursos pesqueros, ademas de generar un punto
de partida que permita comprender algunas malformaciones observadas durante la

produccién masiva de organismos en sistemas de cultivo. Por esta razon, en el presente



trabajo.se describe el desarrollo 6seo a nivel microscopico y macroscéopico durante las
etapas darvarias de la mojarra castarrica; una especie reconocida por su alto potencial

acuicola yccomercial.

2. ANTECEDENTES

Mayaheros urophthalmus es un pez teledsteo de la familia Cichlidae, nativo del
continente americano que Jhabita ambientes lénticos o Idticos, mayoritariamente
dulceacuicolas, aunque puede estar presente en aguas salobres (Miller et al., 2005).
Esta especie conocida localmente®€omo mojarra castarrica es reconocida por presentar
una mancha ocelada en la base dega aleta caudal y siete bandas negras verticales a lo
largo del cuerpo (Miller et al., 2005)¢Tiene una gran importancia econémica, debido
a su alta extraccién pesquera para consumo humano Yy su alto potencial de inclusién en
la acuicultura (Barrientos-Medina,.2005). Su area de distribucion abarca desde el rio
Coatzacoalcos, México hasta el rio\Prinzapolka en Nicaragua (Barrientos-Medina,
2005). Ademas, de haber sido introduCidaen.1983/en el norte de Florida, USA (Adams
y Wolfe, 2007), siendo registrada por primera vez cema.especie invasora en el sur de

esa entidad.

Biologia de la especie

Para M. urophthalmus se han investigado diferentes aspectos desu biologia y ecologia.
Martinez-Palacios y Ross (1992 y 1994) reportaron las condiciones.ambientales en las
que se desarrolla, Chavez-Lo6pez et al. (2005) reportaron que esta especiese reproduce
y crece a diferentes concentraciones de salinidad. Ademas, Martinez-Palacios y Ross
(1987) indicaron que las temperaturas altas (superior a 28 grados) son um factor
importante para que M. urophthalmus pueda desarrollarse y reproducirse. . Siendo
determinante para el desarrollo embrionario, crecimiento, consumo de alimentos.y
eficiencia de la conversion del mismo. Sin embargo, Schofield et al. (201Q)
demostraron que al sur de Florida las castarricas pueden sobrevivir a temperaturas por
debajo de 4° C, lo que demuestra la alta plasticidad genética de esta especie y su

resistencia a cambios ambientales severos.



Conerespecto a su alimentacion, se considera que M. urophthalmus es una especie es
omniveraecon tendencia a la carnivoria. (Chévez-Lomeli et al.,1983) aunque, con
crecimiento--lento. Al respecto, Cuenca-Soria et al. (2013) reportan que M.
urophthalmus ‘presenta en general un desarrollo lento y que ain no se dispone de un
alimento balanceado adecuado para su crecimiento. Por medio de la evaluacion de 29
tipos de harinas desorigen animal y vegetal, estos investigadores obtuvieron como
resultado que la harinasde coco puede ser una buena fuente de proteina y &cidos grasos
insaturados para ser agrégada’a dietas balanceadas y tener buenos rendimientos por

sus altos niveles de hidrolisis.

En un estudio comparativo, Madrigal et al. (2009) mencionan que obtuvieron buenos
resultados en el crecimiento de larvas.de M. urophthalmus y Petenia splendida al
tiempo que evaluaron el crecimiento de una poblacion para su potencial en cautiverio.
Sin embargo, es importante tomaren cuenta factores ambientales como la temperatura,
pues Faunce et al. (2002) indicarop-que las castarricas tienen un crecimiento mas lento
en el sureste de Florida. Ellos ademas observaronque los machos son mas grandes que

las hembras en todas las edades.

Con respecto a la reproduccion, se ha reportado que~M. urophthalmus presenta
dimorfismo sexual aparente, pues es posible diferenciar hembras y machos de edades
avanzadas mediante la comparacion de la papila genital (Martinez-Palacios y Ross,
1994). Ademas, se ha descrito que, en su area de distribucion natural, su reproduccion
es estacional y que en lo general empieza en el mes de marzo y termina‘en octubre. Se
considera que la temporada reproductiva de esta especie esta‘principalmente
determinada por la temperatura (Barrientos-Medina, 2005). Chavez-Lomeli et al.
(1983) y Martinez-Palacios (1987) sugieren que los organismos reproductores
requieren un minimo de 1m2? de extension para poder reproducirse Yy ‘cuidar

exitosamente a su progenie.
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Osteogénesis

La osteogenesis es la formacion del tejido 6seo, mediante la sustitucion de un tejido
conjuntive=preexistente. Se han descrito dos tipos de osificacion: la formacion
intramembranosa y formacion endocondral (Ross y Pawlina 2012). Estos dos procesos
cuentan con la transfarmacion de una red trabecular primaria en hueso maduro, sin
embargo, se diferencian, en el punto de partida, en donde la formacion de hueso
intramembranoso ocurre_por la transformacion de un eje mesenquimal en hueso; a
diferencia de la osificacion_endocondral en donde el cartilago hialino ya existente es

sustituido por hueso (Kierszenbaum, 2008).

Con respecto al desarrollo del sisterma 6seo, se han reportado descripciones en peces
teledsteos en los estudios de Bird®y Mabee (2003) para la especie Danio rerio, el
trabajo de Coban et al. (2009) con Pagrus pagrus los autores recrearon condiciones
ambientales definidas alrededor-de temperaturas entre 16 y 21 grados y diferenciaron
el desarrollo de las larvas en cada’condicion diferente; mientras que Bird y Mabee
(2003) se enfocaron a elaborar comparaciones evolutivas con peces relacionados con

D. rerio.

Diversas investigaciones se han enfocado a_estudiar el desarrollo del craneo. Entre
estos, Mork y Crump (2015) describieron el desarrollo larval'en D. rerio enfocandose
en el craneo facial y generando informacion de la morfogénesisfacial y la descripcion
de todo el créneo. En estudios similares, Fujimora y Okada (2007) y Rosas et al.
(2008), llevaron a cabo la descripcion detallada del desarrollo craneo-facial en larvas
de Oreochromis niloticus y de Hemirhampus brasiliensis, respectivamente, Por otro
lado, Parsons et al. (2014) describieron la osificacion craneo-facial y esttdiaron la
expansion de la sefializacion de los genes Wnt/b-catenina en larvas de ciclidos gel lago
Malawi; demostrando que la via Wnt resulté ser un mediador para el desarrolle” del
craneo y b-catenina fue un factor de la sefializacion de Wnt en las especies
Labeotropheus fuelleborni, Tropheops sp. y Maylandia zebra. Aparentemente el gen
Wnt da paso al desarrollo del craneo y la region pre orbital a pocos dias después de la

eclosion, concluyéndose que Wnt conduce a una osificacion temprana y robusta.
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En‘etro. estudio, Kratochwil et al. (2015) analizaron el desarrollo embrionario y el
crecimiento”larval en Amphilophus xiloaensis, detallando los 6rganos y estructuras
anatomicassenfocandose al craneo al igual que en el estudio de Parsons et al. (2014);
solo que estes*Ultimos definieron estructuras caudales y etapas homologas. Mientras
que Mesa et al. (2016) estudiaron el desarrollo del craneo en larvas de Seriola
rivoliana, observando, particularmente la mineralizacién del neurocrdneo y a
diferencia de los autores)antes ya mencionados este estudio no solo se enfocé en
craneo, sino también al sistema esquelético axial y el apendicular. En este trabajo se
observo que el neurocraneo comienza a mineralizarse por los huesos parasfenoides y

las mandibulas.

En lo referente al desarrollo esquelético, Rodriguez et al. (2015) evaluaron el
desarrollo en larvas de Lutjanus guttatus al igual que Mesa et al. (2016) describiendo
la osificacion de la vértebra; sale/que los primeros no describieron radios y espinas,
pero si la base de la aleta caudal ydograron ver que, en esta especie, la mayoria de las
estructuras 6seas empiezan a aparecer después delosd 2 dias de la eclosion. En cambio,
Lencer y McCune, (2018) elaboraronina descripcion de todo el desarrollo de
Cyprinodon variegatus, desde la formacion de.un blastodisco hasta la embriogénesis
tardia y lo dividieron en 34 estadios. La osificacion de algunas estructuras comienza a
aparecer a partir del estadio 28 (aproximadamente 77-84 h pest,fertilizacion y 27 °C)
y observaron especialmente la formacion del neurocraneo. Fambién comienzan a
desarrollarse rudimentos 6seos de la mandibula, aletas, esqueleto axial, y el patron de

la pigmentacion larvaria.

Weigele y Franz-Odendaal (2016) elaboraron un estudio con adultos de la-€specie D.
rerio en donde identificaron los cuerpos celulares durante el proceso de ontagénesis y
la transicién que se realiza en este proceso, estos autores reportaron que,.en_la
osteogénesis, durante la osificacion intramembranosa identificaron dos grupos
diferentes de osteoblastos (tipo | y tipo Il). Indicando que a partir de ellos se produce
la osificacidon intramembranosa. Para la osificacion endocondral de igual manera se
reportan dos tipos: En la osificacion endocondral I, se observa la composicion de la

epifisis y la capa de crecimiento epifisial de la misma manera que otros vertebrados, y
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en fa'tipo Il se detecto osificacion que produce los huesos tubulares, en donde se
observé” gue los huesos tubulares presentan adipocitos, cartilago, osteoblastos
diferenciadores, osteoblastos y osteoclastos; llegando a la conclusion que en el pez
cebra el creeimiento de osificacion intramembranosa y endocondral continGa hasta
adultos. Por el contrario, Estevao et al. (2011) elaboraron un analisis de las
modificaciones celulares, durante la ontogenia de Sparus auratus, obteniendo como
resultado que a partiredel mesénquima se propicia el desarrollo de las estructuras

dérmicas, base del desarrollo-€l hueso dérmico al igual que otros vertebrados.

Una gran cantidad de estudioS.han reportado que en el desarrollo ose de los peces se
pueden presentar malformaciones=Al respecto, Boglione et al. (2013) en un trabajo de
revision, mencionan que diferenteS autores han reportado que larvas criadas en
cautiverio pueden sufrir anormalidades ‘en las vértebras generando curvaturas o
dislocaciones y desviaciones delgje vertebral durante el desarrollo del sistema dseo.
Como ejemplo, Herndndez et al. (2013).elabararon un estudio en la especie Rhamdia
quelen donde detectaron que el tipe de¢ alimentacion en larvas puede afectar en el
desarrollo de los huesos. Dado el impactoe que lasimalformaciones puede tener en el
desarrollo de los peces, Hasanpour et al. (2015) sefialan_gue este tipo de estudios son
de mucha importancia ya que sirven como bio-indicadores en el cuidado, desarrollo y

produccién de organismos en cautiverio.

3. JUSTIFICACION

El estudio de la osteogénesis es importante ya que permite generar datos que'serviran
para comprender mejor el desarrollo larvario de los organismos y los facteres que
puedan alterarlo, tales como patdégenos o condiciones fisicoquimicas. Asi también,
como lo mencionan Hasanpour et al. (2015), este tipo de estudios pueden servir como
bio-indicadores para la produccidon y mantenimiento de organismos en cautiverio, ‘s
llegaran a presentar alguna alteracion 6sea que no permita su buen crecimiento y

desarrollo.
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En‘les peces teledsteos se ha descrito el desarrollo éseo de especies como D. rerio, P.
pagrusy” H. " brasiliensis, A. xiloaensis, S. rivoliana, R. quelen, L. guttatus, C.
variegatus,y-S. auratus. En los ciclidos, existen reportes en Amatitlania nigrofasciata,
Archocentrus. ¥ pigrofasciatus, Astatotilapia burtoni, Haplochromis elegans,
Hemichromis bimaculatus, Labeotropheus fuelleborni, Metriaclima zebra,

Oreochromis mosSambicus y Oreochromis niloticus.

A pesar de la importaneia.ecoldgica, pesquera y comercial que poseen los ciclidos
nativos de México, las investigaciones que describan su desarrollo éseo son muy
escasas. En el caso particularde M. urophthalmus, la especie ya ha sido introducida a
sistemas de cultivo por la gran demanda local que presenta (Martinez-Palacios y Ross,
1994). En Tabasco, ya existen centros de produccién de crias de la especie para su uso
en acuicultura y repoblacién. Esto, a*pesar de que se desconoce el tipo de alimento
idéneo para la especie, lo que paede generar el desarrollo de malformaciones 0seas
durante las fases tempranas del cultivo. Por esta razon, este trabajo constituye una
importante contribucién para el conecimiento cientifico de la especie, ademas de que
servira de antecedente para el estudio des€stas caracteristicas en otros ciclidos o para

realizar comparaciones evolutivas, del desarroello larval y'juvenil.
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4.0BJETIVO GENERAL

Describir la osteogénesis en el esqueleto axial y apendicular en M. urophthalmus.

5. OBJETIVOS PARTACULARES

e Describir el desarrollo 6seo de vértebras,~fadios ¥ espinas durante el proceso de

desarrollo.

e Determinar el tipo de osificacion que se presenta durante el desarrollo del hueso.
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6. MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras. El presente trabajo se Ilevo a cabo en las instalaciones del &rea de
Biologia de lasReproduccion, del Laboratorio de Acuicultura Tropical (LAT) de la de
la Division Académica de Ciencias Bioldgicas, Universidad Juarez Autonoma de
Tabasco. Los organismos que se utilizaron provinieron de un solo desove obtenido en

los tanques de reproduceion, del area de produccion del LAT.

Se obtuvieron 13 muestras consistentes en 20 organismos cada uno, distribuidas
durante un periodo de 10 semanas. Las muestras se colectaron iniciando el segundo
dia post eclosion (DPE) y se coneluy6 a los 56 DPE. Los muestreos al inicio, se
realizaron cada tercer dia y al llegar, a8 DPE, las muestras se tomaron cada 5 dias
posteriormente. Desde la eclosion, se tomaron a diario datos de temperatura maxima
y minima del agua en las tinas donde .se-~colectaron los organismos (Tabla 1),
estimandose los valores promedios™de la ‘temperatura por dia y transformando
promedios a grados dia (GD). Para elle; se empleg-a férmula elaborada por Chezik et
al. (2014) y se considero el valor al cual elerecimiento,de M. urophthalmus es nulo;
mismo que se determind usando la formula de crecimiento descrita por Martinez-
Palacios (1987).

Férmula para Grados dia:

Los grados dia acumulados (GDA) se calcularon sumando los valores de grados=dia
estimados para cada dia transcurrido. Las muestras fueron recolectadas en-Cada

muestreo a la misma hora del dia.

La temperatura promedio del agua durante los dias de muestreo, fue de 28.81 °C + 4.07
con un rango de 23.6 a 30.9 °C. Las temperaturas mas bajas se observaron durante los

primeros dias de experimentacion, estabilizandose alrededor del dia 21 DPE (Tabla 1).
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Tabla L. Valores de temperatura y grados-dia acumulados durante el muestreo de M.
urophthalmus.

Dias post- Temperatura Grados-dia
Colectas eclosion promedio del agua  acumulados
(DPE) (°C) (GDA)
1 2 23.6 £1.75 3.8
2 5 25.7 £ 3.40 32.6
3 8 28.1+£5.65 55.4
4 11 26.5+4.50 74.4
5 16 24.7 £1.95 105.6
6 21 30.9+4.75 149.6
7 26 28.9+7.85 193.6
8 3L 28.9+6.35 236.2
9 36 30.1+£5.01 273.8
10 41 31.1+4.75 317.3
11 46 30.8 £5.50 367.9
12 51 30.5+451 420.4
13 56 30.6 £5.75 476.5

Preservacion. Los organismos coléctados fueron,sacrificados por hipotermia al ser
colocados en agua con hielo (Batt et/al., 2005);, posteriormente 10 organismos se
fijaron en una solucion de formaldehide™al 5% neutralizado con fosfato de sodio
monobaésico y fosfato de sodio dibasico y 10,10 restantesse\fijaron en solucién Bouin.
A partir del dia 16 DPE, 10 peces se fijaron en formol neutroah10% y los 10 sobrantes
siguieron fijandose en Bouin, al transcurrir las 24 h de fijacién,_se almacenaron en

alcohol etilico al 30% hasta su analisis.

Mediciones morfoldgicas e identificaciones de las fases. A cada indiyiduo se le tomo
la medida de longitud total con un calibrador vernier electrénico convencional marca
Truper® (precision + 0.01 mm) y se obtuvo el peso himedo con una balanza.analitica
marca Sartorius® Modelo BP124S (precision + 0.001 g). Para la identificacionde, los
estadios se describieron e identificaron los cambios anatomicos de los peces por Cada
muestreo, siendo ubicados por cada fase durante la transformacion de las larvas en su
desarrollo se empleo referencia para la identificacion el trabajo de revision de (Kendall
etal., 1984).
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Diafanizacion para la observacion de los huesos cartilaginosos y éseos. A las
muestras fijadas en formaldehido al 5y 10 % se les aplico la técnica de diafanizacion
segun la metedologia de Potthoff, (1984) modificada. Esta modificacion consistié en
lavar las muesStras con agua corriente después del tiempo en el fijador, para

posteriormente preservarlas en alcohol etilico al 30% antes de la deshidratacion.

Descripcion del desarrollo del crecimiento del sistema 6seo y su osificacion. Se
tomaron fotomicrografiaS_panoramicas de cada larva en un microscopio fotonico de
campo claro, con una+*Camara marca Axiocam ERc5s™, con el programa
ZEN.2.3.2018®. Para el Ultimo muestreo se tomaron fotomicrografias en un
microscopio estereoscopio con upa.camara marca Axiocam ERc5s™, con el programa
ZEN 2012®. Posteriormente se desefibio el proceso de osificacion del esqueleto axial
y apendicular, paraello, se registré la formacion y se realizo el conteo de las estructuras
con base en la presencia de color azul alcian, tincion especifica para el cartilago
tomando como base las investigacienes.elaboradas por Alvarez-Pliego (2004) y Ortiz-
Galindo et al., (2008) y para la identificacion dedasfases de la flexién del notocordio
segun Hernandez et al. (2012). A partir de lacidentificacion de la flexion del
notocordio, se tomd la longitud total y el*gresor de €stalestructura durante todos los
estadios siguientes. Ademas, se tomé la longitud totall en’ todas las estructuras del
esqueleto axial y apendicular de los 51 DPE. Las medidas-ftieron tomadas con un

calibrador vernier electrénico convencional marca Truper® (preeision + 0.01 mm).

Medicion del porcentaje promedio de mineralizacion. Los muestreos’seleccionados
para medir las cantidades de coloracion e identificar la osificacion fueronlos juveniles
con 31, 41, 46, 51 y 56 DPE (Tabla 3). De las imagenes panoramicas de_organismos
diafanizados, se estimé la cantidad de coloracion azul (cartilago Y )células
mesenquimales) y rojo (0seo), a partir del conteo de pixeles en ambos celeres,
utilizando el software Fiji (Fiji Is Just ImageJ, Version Java 8®). La sumatoriarde
ambos rangos de color fue considerada como el 100% del sistema éseo. En cada

muestreo, se calculé el promedio del nimero de pixeles a partir de dos organismos.
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Técnica histologica para la observacion del tipo de osificacion. Se seleccionaron tres
muestreos.eSpecificos para el analisis del desarrollo del hueso (41, 51 y 56 DPE) a fin
de describir-el tipo de osificacion que presenta M. urophthalmus. Estas edades fueron
seleccionadas ‘con base en la observacion de los primeros indicios histologicos de
desarrollo 6seo en el sistema axial y apendicular, determinandose las etapas presentes
de la osteogénesis. dzas_muestras empleadas provinieron de las fijadas en solucion
Bouin y fueron procesadas por medio de las técnicas histologicas convencionales
(Prophet et al.,1995); se deshidrataron en concentraciones de alcohol etilico (Etanol,
OH), (50, 70, 80, 96 y 100%) durante 10-30 min, en cada una de ellas dependiendo del
tamafio de la muestra. Concluida’la_deshidratacion, las muestras se sumergieron en
soluciones de alcohol 100%-Xiloly Xilol. Posteriormente se impregnaron de parafina-
Xilol (1:1), parafina 1 y parafina @\ (Paraplast® 55-58 °C), durante 10-30 min,
dependiendo del tamafio del organism@. Por ultimo, las larvas fueron incluidas en
parafina Paraplast® usando para gllo-un inclusor marca Reichert-Jung®. Se obtuvieron
cortes seriados de Sum de grosor gsando un gmicrétomo de rotacion marca Thermo
Scientific modelo HM 325; Posteriormente lasdaminillas se tifieron empleando la
técnica convencional de Hematoxilina-Easina (H-E)“para histologia general (Prophet
et al.,1995).

Andlisis histologico. Se observaron cada una de las laminittas en un microscopio
fotonico de campo claro y se elabord la toma de fotomicrografiasien un microscopio
de campo claro, con una cdmara marca Axiocam ERc5s con el programa ZEN version
2012. Con el fin de determinar las caracteristicas del tejido 0seo y cartilaginoso, se
consideraron las caracteristicas de las células, matriz fundamental y su

vascularizacion.

Andlisis estadistico de datos. Se aplicé estadistica descriptiva para generar los valores
representativos que permitieron detallar los cambios en el tiempo de las variahles
medidas, promedios y desviacion estandar de longitud total y peso de las larvas,
longitud total y grosor del notocordio durante cada muestreo a cada una de las larvas
y se analizd el porcentaje de mineralizacion promedio en los huesos a partir de los 31

DPE de los juveniles M. urophthalmus.
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7. RESULTADOS

Etapas del desarrollo anatomico. M. urophthalmus presenta ontogenia indirecta, en

los dias séleceionados de muestreo se identificaron fases por las que atraviesa y son:

eleuteroembrion“(embrion libre); larvaria que presenta dos etapas: protopterigiolarva

y pterigiolarva; yjuvenil (Fig. 1y 2).

11

16

21

26

31

36

41

46

51

56

Dias post Fases de Mayaheros uropthalmus
eclosion

|__Presencia de primordios de arcos branquiales, glandula adhesiva dorsal y ventral
(Fig.1. cuadro A).

Brotes de aleta pectoral (preseneia de rayos primordiales), arcos branquiales mas
diferenciados y se observo 13 abertura de la mandibula inferior (Fig.1. cuadro B).

de la aleta pectoral (Fig.1. cuadro C)4

[ einflacion de la vejiga natatogi@ {Fig.1. cuadro D).

| Filamentos branquiales completaniente desarrollados, glandula adhesiva dorsal
reducida, se empieza a diferenciar’e] operculo (Figel. cuadro E)

Rayos de las aletas pectorales completamente diferenciadds, brotes de aletas anal y
[ dorsal (simultineamente se notan rayosgprimordiales)’” se “diferencia bien el
opérculo (Fig.l. cuadro F).

| Se presentan ya diferenciados los rayos de aletas<dersal y atal, brote de aletas
pélvicas (pliegues de aletas) (Fig.1. cuadro G).

|_Se observan rayos primordiales de aletas pélvicas (Fig.1. cuadro H)s

Se diferencia bien los rayos de aletas pélvicas, presencia de mas melanéfof6s, en

el craneo, en la base de aleta dorsal v empiezan alinearse poco a poco las &iete
bandas (Fig.1. cuadro I).

Empieza tomar forma la mancha ocelada, melanéforos mas distribuidos en las
[ aletas dorsal v dorsal, craneoy boca; las aletas pélvicas mas definidos (Fig.1.
cuadro J).

. Saco vitelino va adsorbido, melanéforos abundantes en el craneo, boca, aleta
dorsal anal (con mas intensidad en las puntas de los rayos), mandibulas mas
grandes v abierta (Fig.1. cuadro K).

|__Bandas totalmente formadas, melanoforos distribuidos en casi toda su totalidad,
los melanéforos ya cubrieron casi en su totalidad en el craneo, las mandibulas y
aletas; la mancha ocelada se distingue en su totalidad (Fig. 1. cuadro L).

|__Melanoforos cubrieron ya todo el cuerpo y pez mds grande, presenta
caracteristicas parecidas aun adukto (Fig.1. cuadro M).

\4

Presenciade rayos (ya diferenciados) de 1a aleta caudal, brotes de rayos primordiales

-

-Protopterigio

Glandula adhesiva ventral (ya reducida)ymandibula superior e inferior se distinguen| -larva

=Pterigiolarvo

™ Juvenik

™ Eleuteroembrion

o v o

—_—m A = o

Figura 1. Fases de M. urophthalmus y el proceso de transformacion.
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Figura 2. Fotografias de diferentes fases de desarrollo de M. urophthalmus.

Eleuteroembrién (A); larva protopterigiolarva (B, C, D y E); Pterigiolarva (Fy G) y
juvenil (H, J, K, Ly M)



Creeimiento. A los 2 DPE (23.6 GD) M. urophthalmus presentd una longitud
promedio.x DE, de 5.39 £ 0.82 mm (Fig. 3) y un peso de 0.002 mg + 0.00029 (Fig. 4).
Durante los=siguientes 24 dias muestreados se presentdé poco crecimiento y poca
ganancia en peso.en los organismos. A los 26 DPE (30.1 GD) se empezaron a observar
aumentos considerables en talla y peso (Fig. 3 y 4). Al final de los muestreos para el
dia 56 DPE (30.6°GD)\los juveniles presentaron una talla promedio de 21.16 + 2.36
mm, con peso de 0.19£.0:07 mg.

25 4

20 A

—_
o
I

Longitud Total {(mm)

0 10 20 30 40 50 60

Peso (mg)

0 10 20 30 40 50 60
DPE

Figura 4. Valores promedio de peso hiumedo (+ EE), durante los dias muestreados.
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Deseripcion del desarrollo de las estructuras del sistema esquelético axial y
apendicular de Mayaheros urophthalmus

Eleuteroembrion de 2 dias post-eclosion (3.8 GD; LT 5.39 + 0.82 mm), se observan
indicios de les’arcos que protegen al notocordio con una pre-flexién, no se observa

algun primordioyde 'otra estructura del sistema esquelético axial y apendicular (Fig. 5).

500 ym

Figura 5. Eleuteroembrién de 2 DPE. Se observa el notocordio (N) y el comienzo de
la pre-flexion (PRFN). Aln no‘se’observan-indicios de espinas o radios.

Larva protopterigiolarva de 5 dias pest-eclosion (32.6 GD; LT 5.872 + 0.36 mm). En
este estadio se observa el inicio de la flexion.del notocordio. Se comienzan a notar los
primordios del arco basidorsal arcualia central (27-28), les primordios de los hipurales
al igual que el primordio parahipural (1) y se observan los-primordios de los radios de

la aleta caudal, los hipurales y parahipural son cartilaginosas{Fig. 6).

; FN
W

\L/\H{BRAC :

PH £

)

4

500 ym

Figura.6. Larva protopterigiolarva de 5 DPE. En esta fase ya dio inicio la flexion del
notocordio (FN) y se observan los primordios del arco basidorsal arcualia central
(BABC), se observas claramente el notocordio, los 4 hipurales (HP) y el parahipural
(PH) y se aprecian ya los primeros brotes de radios de la aleta caudal (BRAC). Aun no
son visibles las estructuras de las demads aletas.
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Larva protopterigiolarva de 8 dias post-eclosion (55.4 GD; 6.032 £ 0.30 mm). El
notocordioContinda en fase de flexion. Se identifican formados los elementos del arco
basidorsal-arcualia central (28) y también se observan los primordios del arco
basiventral (14).Los hipurales se encuentran méas formados, aungue siguen siendo 4,

de igual manera ‘el parahipural se observa mas estructurado. Los hipurales y el

parahipural siguen siendo cartilaginosas (Fig. 7).

500 pm

Figura.7. Larva protopterigiolarva de 8 DPE. En este eStadio el arco basidorsal arcualia
central (ABC) ya estd completamente estructurado. ‘Delnarco basiventral arcualia
central (BABV) se observan los primordios. L.as estructuras: caudales se encuentran
mas desarrolladas.

Larva protopterigiolarva de 11 dias post-eclosién (74.4 GD; 6.214.+£.0:20 mm). En el
notocordio se empiezan a notar las divisiones donde iniciara la fermaciéon de la
division vertebral. Aun sigue la fase de flexién de notocordio. Las larvas ya pasan de
tener arco basidorsal y basiventral arcualia central a tener espinas neurales y-hemales.
En este estadio las larvas ya cuentan con 26 espinas neurales, 14 espinas hemales, un
arco neural (parecido a una espina neural), un arco neural especializado y ya se logran
observar los parapofisis. En el caso de los hipurales ya cuentan con el quinto hipural.
De igual manera ya se logra distinguir un poco el cartilago escapulo coracoideo y el

cleitro de la aleta pectoral (Fig. 8). Los radios de aleta caudal ya empiezan a
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diferenciarse (Fig. 9), aunque en algunas larvas no logran observarse por que fueron

desintegrados por la tripsina.

Figura 8. Larva protopterigiolarva de 11\ DPE. En el notocordio (N), se observa
claramente la division de los cuerpos vertebrales, ademas, se logran diferenciar los 5
Hipurales (HP). Son visibles 1as espinas neurales (EN) y espinas hemales (EH) que ya
pasaron la transicion de arcos a espinas y d¢ igual manera ya se diferencid el arco
neural (AN), el arco neural especializado (ANE), observandose también mejor el
Cleitro (CL), el Cartilago Escapulo Coracoideo (CEC) y los Parapofisis (PF).

Figura 9. Larva protopterigiolarva de 11 DPE. Se observan definidos los radies de la
aleta caudal (RAC). En esta etapa atin no se observan primordios de radios de las’otras
aletas.

Larva protopterigiolarva de 16 dias post-eclosion (105.6 GD; 6.184 + 0.30 mm). El
notocordio sigue en etapa de flexion, ya logran observarse 2 epurales de la aleta caudal

(Fig. 10 y 11), ya se pueden diferenciar algunos primordios de radiales de la aleta
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corac muy bien diferenciado, presentando el agujero escapular (Fig. 10). En este

doQ:'gual se observan radiales de la aleta pectoral y el par del cartilago escapulo

estadio i ograron observarse primordios de radios de aleta pélvica (los demés
fueron desir@\dos por la tripsina) (Fig. 11), las estructuras caudales (parahipural,

hipurales y epin@les) aun son estructuras cartilaginosas.
% -

(LEk

w1
Lid,

500 pm

v

Figura 10. Larva protopterigiolarva chf&D‘PE. gran observar los epurales 1 y 2

(EP) de la aleta caudal, los brotes de a WOS radi ¢ la aleta dorsal (BRD). En la

aleta pectoral se observan ya desarrollados los radia ximales (RPP), asi como los

radiales distales (RDP) y se observa c ente par del cartilago escapulo
G ellos.

%

Coracoideo (CEC) con el agujero escapular E)enu

Figura 11. Larva protopterigiolarva de 16 DPE. Los brotes de los radios de la aleta
pectoral (BRP) se observan bien diferenciados.
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Larva pterigiolarva de 21 dias post-eclosion (149.6 GD; 6.765 + 0.40 mm). La larva
en estesestadio ya presenta los 3 epurales. También se observan ya las costillas de las
larvas, se distinguen muy bien los ptiogiofero 1+2 de las aletas dorsal y anal. Se pueden
diferenciar la.mayoria de los radiales proximales y distales de la aleta dorsal y anal
(algunos fueron¢destruidos por la tripsina) e igual se pueden ver ya desarrollados los
estribos de la aleta dorsal (1) y anal (1). Se identifican los primordios de radios de la
aleta dorsal y anal (Fig=12 y 13).

142 PTGD BR:
" RPD ~_RDD ' 4 ESTD

;‘?{A

12PTGA

500 ym

Figura 12. Pterigiolarva (larva) con 21 DPE (GD). Se.observa en la larva 3 Epurales
de la aleta caudal (EP), las costillas (C) ya s€ desarrollaron, los 1+2 ptiogiofero de las
aletas dorsal (1+2 PTGD) y anal(1+2PTGA) se distinguen muy bien, los radiales
proximales (RPD) y distales de la aleta dorsal (RDD) y anal{RPA),(RDA) se observan
la mayoria (algunos se desintegraron por los reactivos), en este estadio de igual manera
se observan los estribos de la aleta dorsal (ESTD) y anal (ESTA); los brotes de radios
de aleta dorsal (BRD) y anal (BRA) se hacen presentes hasta este estadio.

Figura 13. Acercamiento de la fotomicrografia panoramica. Se puede se puede apreciar
detalladamente los 3 Epurales (EP) y los 5 Hipurales (HP) de la aleta caudal.
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Larva pterigiolarva de 26 dias post-eclosion (193.6 GD; 7.018 £ 0.33 mm). El
notocordio Se observa en etapa de flexion. En este estadio ya se logra visualizar el
uroneuralds-las espinas neurales junto con la notocorda comienzan a tomar forma de
futuras vertebras, y empiezan las espinas neurales a verse delgadas. Se observan los
primordios de radios de las aletas pélvicas (Fig.14), al igual que los primordios de las

espinas de la aleta"dersalL(Fig. 15).

T -
SR

Figura 14. Larva pterigiolarva de 26 DPE#Se observa el uroneural 1 (UN1) y los brotes
de radios de las aletas pélvicas (BRP). Llos radios~de la aleta pectoral fueron
desintegrados por los reactivos.

500 pm

Figura 15. Larva pterigiolarva de 26 DPE. Se alcanzan a observar los brotes de espinas
de la aleta dorsal (BED) observandose acomodadas junto a sus respectivos radiales.
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Juvenilde 31 dias post-eclosion (236.2 GD; 9.391 + 0.96 mm). En esta etapa los peces
suelenser.considerados juveniles debido a que se encuentran todas las aletas ya con
sus estructuras (Balon, 1977; Kendall et al., 1984; Ortiz-Galindo et al., 2008; Kupren
et al., 2014,y Kratochwil et al., 2015). Aunque sigue su notocordio en flexion. El
notocordio sigue reduciéndose y tomando forma en separaciones vertebrales, las dos
ultimas espinas hemales,pegadas a la aleta caudal empiezan a inclinarse a la aleta
caudal, para asi empezar)el proceso de fusion con las deméas estructuras de la aleta
caudal (Fig. 16). También en-este estadio suelen verse los predorsales con un tamafio
pequefio. Las espinas y radios de las aletas, dorsal, anal y caudal estan formados (Fig.

17). La aleta dorsal cuenta con.44 espinas y 11 radios y la aleta anal cuenta con 4

espinas y 8+10 radios.
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500 pm

Figura 16. Juvenil de 31 DPE. Se observan los 3 predorsales (PD). EF'ngtocordio (N)
se presenta con mas definicion. Los cuerpos vertebrales que se estan desarrellando y
las espinas hemales se inclinaron para fusionarse con las demas estructuras caudales
(espinas hemales en proceso de inclinacion para fusionarse (EHF)). Estas dosespinas
de la parte hemal son las Unicas que se fusionan con el area caudal. En todo el'Sistema
esquelético axial y apendicular no se observa inicio de la osificacion y sigue en proceso
de transformacion el esqueleto, aunque se observen ya la mayoria de las estructuras:

Juvenil de 36 dias post-eclosion (273.8 GD; 11.946 + 1.10 mm). El notocordio sigue
en el proceso de flexion, ya en esta fase se logra observar que se diferencia el urostilo

en laaleta caudal. En esta etapa se comienza a visualizar mineralizacion del notocordio
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de fas_espinas neurales y hemales, las espinas de las aletas dorsal, anal y pélvicas,
comienzan ‘a osificarse mostrando una coloracion rosa palido, indicador de una
reaccion entre los componentes inorganicos que presentan los huesos (fosfato de
calcio, carbonato de calcio, fluoruro de calcio y fluoruro de magnesio) y el colorante.
Esta coloracidn¢se icombina con elementos de color azul, indicando el paso de las
estructuras a el comienzo de la mineralizacion 6sea (proceso de osteogénesis). Se
empieza a visualizar que el notocordio inicia el proceso de separacion de los cuerpos
vertebrales. En esta etapa da-nicio la fusion de espinas hemales, pues 2 de las 14 de
las espinas presentes ya se empi€zan a fusionar con la aleta caudal, quedando solo 12
espinas hemales. Las espinas neurales siguen adelgazandose cada vez mas, al igual
que el notocordio. También se puede ebservar que los ptgioforos 1+2 y los estribos de

las aletas, dorsal y anal ya se encuentran)mas estructurados (Fig.17).

Figura 17. Juvenil de 36 DPE. Puede observarse la diferenciacion del urostilo'(UR) y
se da inicio a la fusion de las espinas hemales, 2 de las 14 de las espinas hemales se
empiezan a fusionar (EF), con las estructuras de la aleta caudal, quedandoiSelo 12
espinas hemales (EH). Puede observarse que algunas estructuras se tornan de.color
rosa, indicando el inicio de la osificacion de las estructuras. Los radios de las aletas
son cada vez mas resistentes a los reactivos.

Juvenil de 41 dias post-eclosion (317. 3 GD; 12.266 + 1.25 mm). En estos juveniles
el notocordio continda en flexion, en las aletas pélvicas sus espinas resaltan mas y sus

radios estdn mas grandes que en el estadio pasado, al igual que los radiales, espinas y
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radios de las aletas dorsal, anal y caudal (solo presenta radios y no espinas) también
presentaron un aumento de tamafio (Fig. 18). En este estadio, también se logra observar
los dos uroneurales (Fig. 19) en la aleta caudal y el cartilago de la columna interneural
numero 4 (Fig."20).
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Figura 18. Juvenil con 41 DPE (GD). Se observa el aumento“de tamario de los radiales
proximales de aleta dorsal (RPD), radiales distales de aleta dorsal (RDD), radiales
proximales de aleta anal (RPA), radiales distales de aleta Anal (RBA), radios de aleta
caudal (RAC), radios de aletas pélvicas (RAP), espinas de aletaidorsal (EAD), radios
de aleta dorsal (RAD), espinas de aleta anal (EAA) y radios de aleta anal (RAA). Es
visible el avance de la osificacion de las estructuras de todo el sistema.esquelético.
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donde son visibles los dos uroneurales (UN1) (UN2) y el urostilo (UR), ademds de

Figura 19. Juvenil con 41 DPE. Se observan algunas estructuras de la al%ﬂdal,
algunas partes de las espinas neurales y hemales del juvenil.
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Figura 20 Juvenil con 41 DPE. Se logra observar el desarrollo delcartilago de la
columna interneural No. 4 (CCI4) de la aleta caudal. Aumentado en-€l.recuadro para
mayor precision de algunas estructuras superiores de la aleta caudal.

Juvenil de 46 dias post-eclosion (367.9 GD; 13.641 + 1.68 mm). En este eStadio el
notocordio ya ha pasado a la fase de post-flexion, los hipurales ya se observan{mas
osificados al igual que las demés estructuras, suelen observarse un tono rosa mas
intenso (aun se encuentran en proceso de osificacion), en esta etapa se observo el
aumento de tamario de los radios de la aleta pectoral, ya en etapa de osificacion y los
cuerpos vertebrales suelen verse ya como vertebras parecidas a las de un pez adulto
(Fig. 21).
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Figura 21. Juvenil con 46 DPE. Se observa que ya ha culminado la flexion del O
notocordio (N) pasando a la fase de post flexion (PSFN), viéndose mas definida la
estructura del urostilo. Los cuerpos vertebrales (CV) se observan mas estructurados,
mostrandose los detalles en el recuadro.



Juvenil.de 51 dias post-eclosion (420.4 GD; 18.609 + 1.76 mm). En esta fase el
notocordio puede observarse alin mas delgado y ya los cuerpos vertebrales del
notocordig-estan completamente desarrollados. Las espinas neurales y hemales suelen
visualizarse ya‘cemo vértebras. Las estructuras de esta fase ya se observaron osificadas
(indicado por laintensidad del color rojo con coloracion més a tono color purpura, mas
intensa que el estadieanterior). Aln suele observarse que las puntas de las espinas y
radios de las aletas aln-de color azul, pero ya muy disminuido (Fig.22).

DOO grevy

Figura 22. Juvenil con 51 DPE. El juvenil de este estadio presentaiun/notocordio (N)
mas delgado, las Espinas Neurales (EN) y Espinas Hemales (EH) suelen visualizarse
ya como vértebras.

Juvenil de 56 dias post-eclosién (476.5 GD; 21.163 + 2.36 mm). En este4(ltimo
muestreo se observa que M. urophthalmus, cuenta ya con todas las estructuras del
sistema esquelético axial y apendicular desarrolladas (Fig. 23 y 24). Se observa en esta
fase una columna pélvica bien definida (Fig. 23, 24 y 25). Las espinas y radios de las
aletas pélvicas, ya estan completamente definidas. Se pueden distinguir claramente las

vertebras pueden pre-caudales y caudales (Fig. 24).
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Figura 23. Fotomicrografia panoramica<de un juvenil de 51 DPE. Los cuerpos
vertebrales (CV) del notocordio y las\aletas pélvicas (AP) estan bien definidas y
osificadas.

Figura 24. Fotomicrografia panoramica de un juvenil de 56 DPE. Se logra apreciar las
vértebras pre-caudales (lado izquierdo, proximales al craneo) y vértebras caudales
(lado derecho), todas osificadas en su totalidad.
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AP DOO grevy

Figura 25. Acercamiento de aleta pélviea (AP) de un juvenil con 56 DPE. Se aprecian
las estructuras ya osificadas y un desarrollo completo. CP: Columna pélvica, RAP:
Radios de pares de aleta pélvica, ALE: Aladorsal lateral externa, PX: Proceso xifoides
posterior, ALI: Ala lateral interna;

Flexion del notocordio, medidas de grosor y longitud total. Al momento que se
elaboraron las descripciones de la formacion de les huesos de M. urophthalmus
también se registré el proceso de la flexion delhotocordio (tabla 5). A partir de los dos
DPE aun se encontraban en la etapa de pre-flexion del notocordio, dando inicio a la
flexion a los cinco DPE y es hasta los 46 DPE que se observo.1a transicion a post-
flexion del notocordio. En esta etapa, los hipurales se observan‘mas.osificados (Fig.
26). La longitud méaxima alcanzada en el notocordio al dia 56 fue de 10,650 |, teniendo
un grosor de 163.58 + 1.99 . A pesar de observarse un claro aumento en laJongitud

del notocordio, el grosor se observa con relativamente poca fluctuacion (Fig. 27).
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O: Tabla 5. Fases de flexién de notocordio.

Pre- post-

Flexion .,
flexion

7z,
L@ DPE  flexion
”~

Figura 26. Etapas de flexion del notocordio de M. urophthalmus. O
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Figura 27. Crecimiento en longitud. (linea sélida) y grosor (linea punteada) del
notocordio de M. urophthalmus. DPE: Dias Post Eclosion.

Proceso de mineralizacion. El anélisis de imagenes de organismos diafanizados por
conteo de pixeles indica que a los 31\DPE (236.2°GDA) se observo que el 100% del
tejido que compone el esqueleto axialsy apendicular de los juveniles de M.
urophthalmus ain se mantenia como hueso en formaeion (células mesenquimales) y
cartilago (Fig. 28). En el caso de los siguientes DPE: 36)(273.8 GDA); 41 (317.3
GDA); 46 (367.9 GDA); 51 (420.4 GDA); y 56 (476.5 GDA) el tejido de células
mesenquimales presenta una menor condensacién durante el“desarrollo dérmico. El
tejido cartilaginoso va siendo sustituido por tejido 6seo de manera progresiva. Se
observa que M. urophthalmus presenta la todas sus estructuras-gdesarrolladas del
esqueleto axial y apendicular a los 51 DPE (420.4 GDA) y las estructuras,0seas se
observan en osificacion y las aletas ya mineralizadas. Sin embargo, es“importante
resaltar que la cantidad de coloracion (pixeles de color rojo de tejido mineralizado)
solo alcanza un 87.96% (Fig. 28). Al llegar a los 56 dias post-eclosion (476.5'GDA)
se observo que las estructuras dseas cuentan con un 93.13% de mineralizacion y un

6.87% de cartilago en todo esqueleto axial y apendicular (Fig. 28).
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Figura 28. Porcentajes de tejido 6seo tejido mesenquimatoso y cartilago (azul)
en M. urophthalmus. Iniciando 1 fas post eclosién. A partir de los 36 dias post
eclosion (GD), se observa el ini o?enems Al dia 56 se considera que el
sistema esquelético axial y apendi

&a completamente osificado.

+,.

Identificacion del tipo del desarrollo a ni

istologico. M. urophthalmus
muestra que las placas de los arcos de la arc‘ alia basid basiventral que protegen
al notocordio, sus espinas neurales y hemales de la ver radiales, base de los
radios y radios de la aletas se mineralizan por osificacio mica, ya que no se
observo ninguna placa cartilaginosa antes de empezar su mineralizacion 6sea en las
estructuras, en cambio las estructuras caudales como los hipurale@ﬁrahipural , Se
observé que presentan osificacion endocondral, ya que aun presentar@ﬁirales y

parahipural cartilago.

Juvenil de 41 dias post-eclosion (317.3 GDA). En esta etapa, el pez es un ju

se encuentra en osteogénesis. Se logré observar que las placas de las arc
basidorsal y basiventral presentan una vaina de tejido conectivo tupido alrededor
notocordio, que va formando una estructura rigida (Sh) (presentando la primera etapa
de la osificacion dérmica, en donde se presenta la aglomeracion y condensacion de
células en las regiones que se va a formar o se esta formando el hueso), en el notocordio

presentan células con vacuolas llenas de liquido (CV) (células hinchadas) por lo que
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tiene“una alta presion interna (Fig. 29A), En esta fase se logro ya apreciar hueso
acelular (Ha) (ya algunas estructuras se encuentran en la segunda etapa de la
osificacion-dérmica en la base de los radios de la aleta caudal, porque ya presentan
hueso acelular‘cen diferenciacion de células mesenquimales (aun presentes alrededor
de las estructuras; en este caso, se logran aun apreciar junto con el hueso acelular de
las base de los radies de la aleta caudal)) , y a sus costados tejido conectivo (CT),
también se logra observanen la figura en la parte superior de la base de los radios de
la aleta caudal un poco de les condrocitos hipertréficos (Cho) de los hipurales y el
parahipural (los condrocitos se hipertrofian) indicando los primeros pasos de la
osificacion endocondral que representa un modelo cartilaginoso del hueso que esta por
formarse (Fig. 29B), observandesesa mayor detalle y aumento los condrocitos
hipertréficos (Fig. 29C).

Juvenil de 51 dias post-eclosion(420.4 GDA). En esta fase el cuerpo vertebral se
encuentra en la segunda etapa deda_osificacién.dérmica ya cuenta con presencia de
hueso acelular (Ha) mineralizado, pero’ cuentap“aun con condensaciones de células
mesenquimales (Ce) en las regiones dorsal’y ventral del centro, observandose también
en los centros vertebrales las células cen~vacuolas llenas de liquido (VC) del
notocordio, con un tejido conectivo (CT) junto a los centros vertebrales (Fig. 30A),
también en esta fase se observé que los radiales de las aletas\se encontraban en la
segunda etapa de osificacion dérmica, en donde se observo huesojacelular (Ha) en el
extremo superior de los radiales y a sus alrededores del hueso acelular (Ha) contaban
con presencia de osteoblastos (Ob) y células mesenquimales unidos.alhhueso (en la
segunda etapa de la osificacion dérmica, se presenta la diferenciacion de las células
mesenqguimales para generar precursores de osteoblastos y las células mesengquimales
y se sittan alrededor de las estructuras 0seas (en este caso el hueso acelular) (Fig#30B).
En el caso de los radios y espinas de M. urophthalmus se logré observar células
mesenquimales (Ce) como parte de su formacion y mineralizacion, encontrandose en
la tercera etapa de la osificacion dermica (por la asociacion del hueso recién formado
con las células mesenquimales, sin embargo, en esta fase ya contaban con hueso
acelular mineralizado (Ha) los radios y espinas de las aletas en su periferia (Fig. 30C),

observandose a mayor aumento, con la aleta caudal (Fig. 30D).
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Figura 29. Microfoto

observan las vacuolas de liquido (VC) y alrededor presentan una vaina apretada
de tejido conectivo qu a el notocordio, de modo que se va formando una
estructura rigida B. Base del inicio de los radios de la aleta caudal unidos a los
hipurales y parahipural, se 0 a pequefia proporcion de hueso acelular (Ha) y a su
alrededor células mesenquima también se logra observar por encima de la base
de los radios de la aleta cauda pequefia parte de los condrocitos (Cho) del
parahipural e hipurales, al igual que se logra apreciar el tejido conectivo junto a las
estructuras caudales mencionadas (@. C. Ubicacion de los hipurales donde se
observan condrocitos hipertréficos (ChQ-kécnica: Hematoxilina- Eosina.

Figura 30. Microfotografias de cortes longitudinales de un juvenil con 51 DPE. A.
Centro vertebral con presencia de hueso acelular (Ha), cuentan también con presencia
de células mesenquimales en las regiones dorsal y ventral del centro (Ce), también se
logran observar, las células vacuoladas llenas de liquido (VC) del notocordio y tejido
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conectivo a sus alrededores (CT). B. Se identifica hueso acelular (Ha) en el extremo
superior.del radial de la aleta dorsal, teniendo alrededor los osteoblastos (Ob) y células
mesenqguimales (Ce) unidos al hueso. C. Radios y espinas de la aleta anal, se aprecia
células mesenquimales (Ce) formando a los radios y espinas, y en la periferia se
observa hueso_acelular mineralizado formando la estructura de los radios y espinas
(Ha). D. A mayor-aumento se observa radios de aleta caudal, donde se aprecia a mejor
detalle el huesoyacelular mineralizado (Ha) formando los radios y en su interior se
encuentran las células. mesenquimales (Ce). Técnica: Hematoxilina- Eosina.

Juvenil de 56 dias post-eclosion (476.5 GDA). En esta fase se observo que la
estructura vertebral de M. urephthalmus se encontraba en la tercera etapa de la
osificacion dérmica ya que el huesosecientemente formado conserva una asociacion
con células de la mesénquima (células mesenquimales presentes, pero en menor
cantidad y/o los huesos recientemente ‘formados conservan una asociacion con las
células mesenquimales). En las espinas de Tasvertebra (EV) se encuentran formadas
por hueso acelular mineralizado (Ha)\y ,presencia.de células mesenquimales (Ce), de
la misma manera que los centros vertebrales; junt@ ades.centros vertebrales se observo
una vaina apretada de tejido conectivo({ que rodea.ak notocordio que forma una
estructura rigida (Sh) en las placas de las arcualias basidersal y basiventral (Fig. 31A)
como se observo en formacion a los 41 DPE alrededor de”las células caracteristicas
(VC) del notocordio (Fig. 31A). En los radios y espinas de-las aletas se observan
células mesenquimales (Ce) y hueso acelular (Ha) (presentan la tercera etapa de la
osificacion dérmica) (Fig. 31B). los radios de la aleta caudal se ‘ebservan a mayor

aumento en la (Fig. 31C).
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Figura 31. Fotomicrografias de cortes.longitudinales de juveniles con 56 DPE. A. Se
observa la estructura de la vertebra, dondesse puedesapreciar las espinas de la vertebra
(espinas hemales) (EV), con presencia de ¢élulas mesenguimales (Ce) y hueso acelular
en las espinas y los centros vertebrales (Ha), enlos centros vertebrales se logra apreciar
la vaina apretada del tejido conectivo que rodea el notocardio formando una estructura
rigida (Sh) y el tejido conectivo pegado al hueso acelular.deylos arcos basiventral y
basidorsal que forman la vertebra (CT). B. Se observa las células mesenquimales que
conforman a la aleta caudal (Ce). C. Radios de aleta caudal.a®mayor aumento, se
pueden apreciar mejor las células mesenquimales (Ce). Técnica: Hematoxilina- Eosina

Descripcidn del desarrollo, crecimiento y conteo del desarrollo de los huesos del
sistema 0seo y su osificacion. Las observaciones y conteos de estructuras en
eleuteroembriones, larvas y juveniles transparentados, indican que para los 51DPE los
peces juveniles de M. urophthalmus habian completado el desarrollo de sus estruciuras
Oseas Y solo ocurriria el crecimiento y mineralizacién de las misma. Las mediciones

de las estructuras 6seas mas representativas al dia 51 DPE se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 3. Desarrollo y conteo de las estructuras 6seas observadas

DPE .2 5 8 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56

Notocordio 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
AB.ArcualiaC R 27-28 / / / / / / / / / / /
ABV.ArcualiaC * * 14 / / / / / / / / / /
Arco Neural * j* * 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ARN. especializado * o * 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Espinas neurales * 3 * 26 26 26 26 26 26 26 26 26 26
Espinas hemales * * * 14 14 14 14 14 12 12 12 12 12
Hipurales * 4 4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 1
Parahipural * * 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Epurales * * * * 2 3 *x *x ** ** ** *x 9-10
Costillas * * * * * 8 8 8 8-10 9-10 9-10 9-10 9
Parapdfisis * * * 4+6 8 7+8 8 8 9 9 9 9 9
Epineurales — — dkk dkk | ko, ke kkk dokk — skk kkk 1 2
Urostilo * * * * & * * * 1 1 1 1 1
1+2 Ptg.AD * * * * * 1 1 1 1 1 1 1 1
1+2 ptg.AN * * * ¥ * 1 1 1 1 1 1 1 p
R.AD * * * * P P p p p p P p p
R.AA * * * * * P P p p p P p p
R.AP * - dxx kkx 4 Bex Sekk g, dekk — *xk Ak% Rk P
Estribo.AD * * ok 1 1 1 1 1 1 1 1
Estribo.AA * * ok 1 1 1 1 1 1 1 1
Uroneural 1 * * * * * * 1 1 1 1 1 1 1
Uroneural 2 * * * * * * * * ) 1 1 1 1
Predorsales * * * * * * * 3 b o 2 P P P
Esp.AD * * * * * * * 14 14 14 14 14 14
RA.AD * * * * * * * 1 11 M, 11 1 11
Esp.AA * * * * * * * 4 4 4 4 4 4
RA.AA * * * * * * * 8-10 810 810" 8-10 8-10 8-10
RA.AC * p p p p P p p p p P p p
RA.AP * * * * p P Rk ek 4 4 4 4 4
RA.APC * RRR L kkk ek g kR Rk bk ke ek Pl D 912

AB. Arcualia.C: Arco basidorsal arcualia central, ABV. Arcualia.C: Arco basiventral arcualia central, ARN. Especializado:
Arco neural especializado, 1+2 Ptg.AD: 1+2 Ptigiofero de aleta dorsal, 1+2 Ptg. AN: 1+2 Ptigiofero de aleta analy,R.AD:
Radiales de aleta dorsal, R.AA: Radiales de aleta anal, R.AP: Pares de Radiales de aleta pectoral, Estribo. AD: Estribode
aleta dorsal, Estribo. AA: Estribo de aleta anal, Esp.AD: Espinas de aleta dorsal, RA. AD: Radios de aleta dorsal, ESp.AA:
Espinas de aleta anal, RA.AA: Radios de aleta anal, RA.AP: Radios de pares de aleta pélvicas, RA. APC: Radios de aleta
pectoral, Cart.Esc. Coracoideo: Cartilago escapulo coracoideo. *=no se habian desarrollado las estructuras; **= no“se
alcanzaron a distinguir bien; ***= no se observaron estructuras completas, solo fragmentos por efecto de los reactivos; /=
contaban con otro nombre; y P= estaban presentes, pero la estructura no estaba completa o estaba por pedazos por el manejo
o por la intensidad de algun reactivo suministrado en la técnica.
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Tabla:4. Valores promedio de longitud total (+ DE) de las estructuras 6seas mas

sobresalientes de juveniles de M. urophthalmus a los 51 DPE

51 DPE mm

Longitud de notocorda 9.33+0.09
Grosor de notocordio 0.8+0.10
Ptigiofero,AD,1+2 158 £0.29
Radiales AD 1.48 +0.21
Estribo de aleta’ dorsal 0.99+0.24
Espinas AD 2.60 + 4.57
Radios AD 3.91+0.23
Espinas Neurales 1.66 +0.27
Espinas Hemales 1.69 +0.22
Parapofisis 0.62 +0.46
Costillas 3.34+£1.09
Radios de aleta pectoral 3.12+£0.04
Esp. aleta pélvica 2.26 + 0.42
Radios de aleta pélvica 2.86 £ 0.25
Ptigiofero aleta anal 3.16£0.21
Radiales de la aleta anal 1.79 £ 0.56
Estribo de la aleta anal 0.92+£0.22
Espinas de aleta anal 2.91+0.29
Radios de la aleta anal 243 +1.10
Arco neural 1.87£0.01
Arco neural especializado 081 +£0.18
Epurales 139+ 0.65
Uroneural 1 0.69+0.33
Hipurales 1.37 £0.27
Parahipural 1.28 + 0.3%
Radios de la aleta caudal 4.03 £0.59
Cartilago escapulo coracoideo 3.15+£041
Cleitro 3.62+£0.34
Predorsal 1.39 £ 0.07

Anormalidades. Durante el presente estudio del desarrollo 6seo de M. urophthalmus
se observaron anormalidades déseas en dos de los organismos muestreados; uno a los
26 y otro a los 31 DPE. A los 26 DPE, el organismo identificado lordosis caudal en el
notocordio, ubicada entre las espinas hemales y neurales al inicio del peddnculo caudal

(Fig. 32). En el caso observado a los 31 DPE, se lograron identificar deformidades en

46



las*-eSpinas neurales y hemales al igual que en las costillas. Se distinguen
anormalidades de arco neural y/o columna vertebral mal formada (espinas neurales y
hemales) y.eestillas deformadas (Fig. 33).

S00 pm

Figura 32. Fotomicrografia panoramica de upa’larva pterigiolarva de 26 DPE con
lordosis. En esta de esta larva se observa la presencia de lordosis caudal. Recuadro
muestra las espinas neurales y hemales/donde ocurrié.Ja curvatura.

Figura 33. Fotomicrografia panoramica de juvenil de 31 DPE. Se observan las
anormalidades de las espinas neurales y hemales de la vértebra al igual que las
costillas.
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8. DISCUSION

Este estudio describe por primera vez el proceso de osificacion del sistema esquelético
axial y apendicular en M. urophthalmus, acompafiado de la descripcién histoldgica,
siendo posible identificar el crecimiento, desarrollo y mineralizacion de las estructuras
por medio de colorantes y de cuerpos celulares (desarrollo ontogénico). Aunque
existen otros estudias sobre osteogénesis en ciclidos, pocos se han orientado a describir
el desarrollo de todo €l sistema 6seo. De los estudios mas completos sobre desarrollo
6seo en ciclidos son los. publicados recientemente por Weigele et al. (2015) en
Oreochromis mossambicus yiel de Woltering et al. (2018) en Astatotilapia burtoni. En
el primero, se realizd una descripcion-detallada del desarrollo esquelético; lo relevante
del estudio consistio en incluir el“anélisis de los patrones de expresion de los genes
osteopontin-like (OP-L) y osteonectin (SPARC) y su relacion con la formacién del
cartilago del esplacnocraneo y losidemas cartilagos y el proceso de osificacion. Esta
investigacion ademas sugiere una co-ocurrencia de la deposicion inicial de calcio y la
expresion de la proteina de la matriz. 0sea durante Ja osteogénesis. El conteo de pixeles
del presente estudio brinda una cantidad mds exacta-del porcentaje de mineralizacion
6sea durante el desarrollo y permite distinguir que al final del muestreo se observa un
porcentaje remanente de cartilago en el esqueléto axial y'apendicular, a diferencia del
estudio en O. mossambicus en el que solo se enfocaron a la identificacion de los tejidos
que iban a ser mineralizados y la expresion de la proteina de la matriz 6sea durante su
mineralizacion. En el caso del estudio con A. burtoni, los autores_publicaron una
detallada descripcion del desarrollo osteoldgico, enfocandose prineipalmente en el
desarrollo de la columna espinal, las costillas verdaderas y las costillas epigentrales.
Los autores consideran que la especie presenta un modo de desarrollo extremadamente
directo y que A. burtoni adquiere un plano corporal de adulto en dos semanas,
proveyendo un valioso modelo para estudiar la evolucion y desarrollo de peces o

caracteristicas especificas de los teledsteos.

Diversos estudios se han enfocado a describir las caracteristicas del crecimiento y el
desarrollo de las estructuras del sistema éseo en los peces teledsteos, algunos de estos
estudios son muy especificos en el desarrollo y formacion de diferentes estructuras

Oseas y pocos han abordado todo el sistema 6seo incluyendo el craneo, el esqueleto
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axial”y. el esqueleto apendicular (Cubbage y Mabee, 1996; Faustino y Power,
1998,1999; 2001; Bird y Mabee, 2003; y Saele et al. 2017).

La técnica dediafanizacion de peces para la observacion e identificacion del desarrollo
y crecimiento«de estructuras dseas ha sido empleada en diversas especies de peces,
incluyendo a los“cielidos. EI empleo de esta técnica permitio detectar que en M.
urophthalmus ya existia un indicio de los arcos que protegen al notocordio a los dos
DPE, dando inicio la formacion de estructuras del esqueleto axial a los cinco DPE. En
esta etapa se pudieron observar la formacion de los primordios de las espinas del arco
basidorsal arcualia central, losshipurales y el parahipural. Los primeros indicios de
mineralizacion de las estructurasgeliesqueleto axial y apendicular se observaron a los
36 DPE. Al respecto, Weigele et al. (2015) reportaron que en O. mossambicus la
osificacion inicia etapas antes. Dicha investigacion la manejaron por fases y se reporta
que la mineralizacion de los huesos da inicio en la fase 13, en la cual presentaban un
saco vitelino y solo los primordios”de las estructuras craneales y de la aleta caudal
dando inicio a la mineralizacion de los huesos, fas estructuras del dermatocraneo y los
primordios de la aleta caudal. En'_eontraste, (M) urophthalmus, comenzé la
mineralizacion de los huesos del esqueleto-axial ¥ apendicular una vez que las
estructuras ya se encontraban formadas casi en su totalidad y los peces ya eran
juveniles y no presentaban saco vitelino. En el caso de O. niloticus se ha descrito la
formacion y desarrollo de estructuras del esqueleto axial y apendicular solo a nivel
histolégico (Morrison et al., 2001).

M. urophthalmus presenta una ontogenia indirecta, que, por definicion,.es considerada
cuando un pez al eclosionar no cuenta con todas sus estructuras desarrolladas (Balon,
1977; Kupren et al., 2014; Kratochwil et al., 2015; Kendall et al., 1984; Ortiz-Galindo
et al., 2008). En cambio, en el ciclido A. burtoni, que presenta ontogenia directa,_el
desarrollo esquelético y su posterior mineralizacion Osea se observa durante” el
desarrollo embrionario y no después de la eclosion (Woltering et al., 2018). La
presente descripcion del desarrollo 6seo en M. urophthalmus basada en dias

posteriores a la eclosion y grados-dia puede servir como punto de partida para el
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estuidio.del desarrollo temprano de ciclidos mesoamericanos, ya que existen muy pocos

trabajos‘relacionados con las estructuras 6seas en este grupo de peces.

La mojarra€astarrica presenta las estructuras de su sistema esquelético axial y
apendicular osificadas casi en su totalidad a los 56 dias posteriores a la eclosion.
Aparentemente Su desarrollo es lento en comparacion con otras especies de ciclidos
como A. burtoni queralcanza un plan corporal de adulto dentro de dos semanas
posteriores a la fertilizagion (Woltering et al., 2018). Aunque el tiempo de desarrollo
depende de diferentes factores, ambientales y la nutricion de los organismos, la
temperatura es definitivamente el factor que més influye en este proceso. La
temperatura ptima reportada para-M. urophthalmus oscila entre 28 y 33 °C, partiendo
de resultados de crecimiento y mertalidad (Martinez-Palacios et al., 1996). En el
presente estudio, las larvas obtenidas 'y Su‘posterior crecimiento estuvieron sometidas
a fluctuaciones de temperaturas/particularmente durante las primeras tres semanas,
promediando 25.7 °C. Por esta razon,.el uso de grados-dia acumulados (GDA) es una
importante referencia. Es muy probable queslas. bajas temperaturas observadas
incidieron en la velocidad de crecimiento.de las larvas.)Al respecto, Martinez-Palacios
et al. (1996) obtuvieron a esta misma temperatura, que el crecimiento de juveniles de
la especie corresponde a solo un tercio del crecimiento_ebtenido a 33 °C. La alta
mortalidad observada por Martinez-Palacios et al. (1996)~a+33 °C puede ser un
indicador de problemas metabdlicos y malformaciones por¢lo)que ellos mismos
recomiendan que el crecimiento a largo plazo se realice a 28 °C. Faunce et al. (2002)
reportaron que en poblaciones silvestres del sureste de Florida M. urophthalmus crece
mas lento, debido a las bajas temperaturas de invierno, pero presentan mas longevidad
que en los habitats nativos en México. Coincidiendo con los dos altimos -autores
mencionados, el efecto de la temperatura en nuestro estudio es evidente pues a‘partir
de los 21 DPE se registraron temperaturas més altas, promediando 30.2(°C,
observandose una tendencia de crecimiento acelerado en los peces, comprobando‘la
idea de Martinez-Palacios y Ross (1994) quienes mencionan que las altas temperaturas
propician el crecimiento de M. urophthalmus.
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En*M._urophthalmus se presenta una osificacion dérmica y endocondral, pues asi lo
demuestran“los cuerpos celulares presentes en los muestreos. En las estructuras
observadas.que presentaron osificacion dérmica no se observo una placa cartilaginosa
intermedia para.dar proceso a su mineralizacion; en cambio, las condensaciones de
células del mesénguima que presentaron las estructuras de desarrollo dérmico, fueron
sustituidas directamente por hueso acelular mineralizado y las estructuras que fueron
mineralizadas por desartollo endocondral si presentaron cartilago (condrocitos),
indicando que su desarralloles endocondral ya que parte de una placa cartilaginosa
para poder mineralizarse (Estevao et al., 2011; Ross y Pawlina, 2012; y Witten et al.,
2010). Estas estructuras ademas~presentan un parecido en sus células de desarrollo
osteogénico al ciclido O. niloticusidescrito por Morrison et al. (2001 y 2006) y con S.
auratus Estevao et al. (2011), sin €mbargo, en M. urophthalmus se observo un
desarrollo dérmico en toda la vertebra y.todas sus aletas, siendo solamente desarrollo
endocondral en estructuras caudales;except la base y los radios de la aleta caudal.
Las espinas de la vértebra presentaron hueso_ acelular al igual que todos los

perciformes, tal y como lo mencionan Lall y Lewis-McCrea (2007).

En M. urophthalmus también se observo que-es radiales’en los extremos presentaban
osteoblastos, coincidiendo nuestro trabajo con lo descrito_por Lall y Lewis-McCrea,
(2007) el orden de perciformes es unico entre los vertebrados que carecen de
osteocitos, pues presentan huesos acelulares, que se forman porge€lulas osteoblasticas,
siendo esta la raz6n por la que en M. urophthalmus se observé osteoblastos durante la
mineralizacion Gsea en sus radiales, y hueso acelular en la mayoria dessus estructuras
Oseas. A la edad de 56 DPE, los cuerpos vertebrales ya estan completamente
estructurados, sin embargo, aun se observan puntos de células mesenquimales-(en los
radios de las aletas, espinas vertebrales y centros vertebrales), estas reservas de.células
mesenquimales suelen estar presentes ya que los peces teledsteos siempre estan\en
crecimiento, porque su esqueleto y cartilago puede seguir diferenciandose \y
transformarse (Witten et al., 2010). Corroborando con Nakatani et al. (2018) en donde
menciona que los radios y las espinas de las aletas, se ha reportado que estos puntos
siempre se encuentran presentes, ya que estas estructuras pueden regenerarse al

perderlas parcialmente o quebrarse (Nakatani et al., 2018).
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En‘etros ciclidos se han realizado analisis histoldgicos en estructuras 0seas, como es
el caso«de O. niloticus, en donde se describio la formacion y desarrollo de estructuras
del esquelete-axial y apendicular a nivel histolégico, llegandose a identificar algunas
estructuras craneales (Morrison et al., 2001) asi como del desarrollo mandibular o

estructuras especificas, tanto del sistema esquelético axial o apendicular.

El presente trabajo es.el primer esfuerzo que se orienta a describir el desarrollo 6seo
en M. urophthalmus, conjuntando la identificacion del desarrollo de las estructuras
junto con un analisis histolégico de este mismo tejido. En otros ciclidos se ha generado
poca informacion de la descripeion del desarrollo 6seo y la mayoria se ha enfocado a
las estructuras craneales, describiéndose principalmente el desarrollo craneo-facial, el
neurocraneo o las mandibulas. Por"ejemplo, en H. bimaculatus (Huysseune y Jean-
Yves, 1990), O. niloticus (Fujimora y-Okada, 2007), L. fuelleborni, H. elegans y A.
nigrofasciata (Peterson y Muller;2018) 'y peces representativos de la laguna Malawi
como L. fuelleborni, T. sp y M. zebra siendo’los ejemplos més representativos de la
familia Cichlidae (Parsons et al., 2014). En el-giclido A. nigrofasciata se realiz6 un
analisis histolégico enfocado exclusivamente a describir los canales supraorbitaria y
mandibular del craneo (Tarby y Webb; 2003), sugiriéndose que el desarrollo
mandibular consiste en un proceso dinamico, que requiere de la integracion e
interaccion de diferentes tejidos, tanto en el espacio como ep‘el tiempo, subyaciendo

el desarrollo del sistema de canales de la linea lateral craneal.

Existen estudios en otros peces teledsteos enfocados al desarrollo de larvas y juveniles
que se han orientado a describir histolégicamente una sola estructura‘del esqueleto
como el craneo, el sistema axial y/o apendicular, la vértebra o el complejo.eaudal, por
citar algunos: el estudio craneo-facial en D. rerio (Mork y Crump, 2015), el‘esgueleto
axial en D. rerio (Bird y Mabee, 2003), las aletas en P. pagrus (Coban et al.,'2009),
estructuras craneales, el esqueleto axial y/o apendicular en Eugerres lineatus (Ortizs
Galindo et al., 2008), C. variegatus (Lencer y Mccune, 2018), S. rivoliana (Mesa-
Rodriguez et al., 2016), la columna vertebral y el complejo caudal en R. quelen
(Hernéndez et al., 2012), Amphiprion ocellaris (Rodriguez-lbarra et al., 2017),
Acanthopagrus schlegelii (Hu et al., 2019), la descripcion del desarrollo 6seo y
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deseripeiones histoldgicas de tejido 6seo en S. auratus en todo su esqueleto (Estevao
et al., 2011) y en D. rerio (Weigele y Franz-Odendaal, 2016). Recientemente se
describié €l-modelado, fusion y evolucion de la vértebra terminal con las estructuras

de la aleta caudal en D. rerio (Cumplido et al., 2020)

El inicio del procesesde mineralizacion de los huesos del esqueleto axial y apendicular
requiere mas de 30'dias en M. urophthalmus bajo las condiciones en que se llevo a
cabo este estudio. Este‘tema ha sido poco estudiado en peces tropicales, resaltando un
estudio sobre el ciclido P.'splendida (Gisbert et al., 2014) en el que se observo el grado
de mineralizacién del esqueletoaxial y apendicular de las estructuras éseas durante el
desarrollo temprano, usando el ndmero de pixeles de las imagenes de organismos
tratados con la técnica de aclaracion. En otro trabajo sobre el gar cubano Atractosteus
tristoechus, se evalud el grosor de los huesos mineralizados mediante imégenes 3D
(Sherrer et al., 2017). Sin embargo, en estos estudios no se calcul6 el porcentaje de
mineralizacion por cambio de coloracidn, ya gque.solamente registraron la cantidad de
pixeles que iban obteniendo los hueses al mineralizarse. Por el contrario, en el presente
estudio se estimd la mineralizacion utilizando la cantidlad obtenida de los pixeles con
las coloraciones tipicas de los tejidos de huese-en formacion (células mesenquimales)
cartilaginoso y 0seo. En general, los estudios referentes‘al desarrollo y cantidad de la
mineralizacion 6sea en el esqueleto durante los primeros«tias de vida en peces
teledsteos son escasos, pues, en una revision bibliogréafica=solo se encontraron
investigaciones en D. labrax publicada por Darias et al, (2010) donde_reportaron el
grado de osificacion por medio de la cuantificacion de pixeles, asi com@os niveles de

osteocalcina observados conforme se iba mineralizando el tejido 6seo.

Los resultados del desarrollo de las estructuras anatomicas externas de. M.
urophthalmus guardan relacion con los obtenidos en los estudios realizados por‘Balon,
(1977), Kupren et al. (2014), Kratochwil et al. (2015), Kendall et al. (1984), y Ortizs
Galindo et al. (2008) en la identificacion de fases larvarias en diversos peces
teledsteos, variando en tiempos de desarrollo de las estructuras externas, asi como de
absorcion del saco vitelino, con DPE de diferencia antes o después de la ocurrencia de

distintos escenarios. Estas diferencias pueden deberse tanto a variaciones intrinsecas a
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cada“una de las especies estudiadas, como a las temperaturas a que estuvieron

expuestas.durante su desarrollo y crecimiento.

En este estudio,de osteogénesis en M. urophthalmus se observaron anormalidades de
tipo lordosis caudal. Si bien hay pocos estudios del desarrollo éseo en los peces en sus
primeras etapas~de*vida, se han elaborado varias investigaciones referentes a
anormalidades o deformidades esqueléticas en peces teledsteos, tales como en
Gambusia affinis (Sassi“et. al., 2010), Salmo salar (Castro-Sanchez et al., 2011),
Rhamdia quelen (Hern&ndez et al., 2013) Sparus aurata (Thuong et al., 2017) y D.
rerio (Martini et al., 2020), quesirven como referencia para la identificacion de alguna
enfermedad dsea que presenten las larvas y juveniles de peces durante su desarrollo.
Las larvas que suelen presentar {ordosis en el notocordio, mostrando capacidad
reducida para alcanzar la interfaz aire-agua para tragar la burbuja de aire necesaria
para la inflacion de la vejiga natatoria en el momento adecuado. En el caso de larvas
de los peces salmonidos, diferentesdnyestigadores han propuesto que la lordosis caudal
puede estar asociada con un inadecuado hidrodinamismo, presentando natacion
forzada (Lall y McCrea, 2007, Sfakianakis et al., 2004, Kupren et al., 2011 y Pereira
et al., 2016). Otro tipo de malformacion observado en M. urophthalmus corresponde
a anormalidades en las costillas, espinas neurales y hemales, y en las vértebras. Este
tipo de malformaciones ha sido reportado con anterioridad enpeces teledsteos (Sassi
et al., 2010; Castro-Sanchez et al., 2011; Herndndez et al., 2013; y Martini et al.,
2020). Una de las principales causas de las malformaciones es la falta del alimento
adecuado, ya que esta carencia puede generar que durante el desarrolloyse presenten

anormalidades en las estructuras 0seas (Arglello-Guevara et al., 2014).

9. CONCLUSIONES

En Mayaheros urophthalmus es la primera vez que se elabora una investigacion
enfocada a su sistema 6seo en sus primeras etapas de vida, describiendo el proceso de
osteogénesis después de la eclosion hasta llegar a su etapa juvenil, con sus estructuras
Oseas y anatomicas desarrolladas, similares a las de un adulto. Ademas, es la primera

vez que se determina el porcentaje de mineralizacion Osea.
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La mineralizacion 6sea de la mojarra castarrica producida en sistemas de cultivo, sin
temperaturas controladas se observa por primera vez a los 36 DPE (273.8 GD). La
mayoria de-~las estructuras del sistema Oseo axial y apendicular se encuentran
desarrolladas.y mineralizadas a los 56 DPE (476.5 GD).

El presente estudiosproporciona una mejor compresion del crecimiento de larvas en
sistemas de cultivo,‘ineluyendo la presencia de anormalidades, pudiendo servir como
punto de partida para ta‘identificacion de un buen desarrollo 6seo en la castarrica o
algun otro ciclido y para peder identificar en el momento preciso que M. urophthalmus

suele empezar su etapa juvenilys€Con todo su esqueleto completamente desarrollado.
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