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1. RESUMEN

El proceso de encapsulamiento en gastrépodos marinos es una estrategia que permite
ofrecer proteccién a la progenie, independiente si existe un cuidado parental. Las
paredes capsulares son multilaminadas y pueden variar sus dimensiones durante el
desarrollo encapsulado. Igualmente, se ha identificado un beneficio nutricional de las
paredes capsulares, mediante el aporte de materia organica disuelta (MOD) hacia el
fluido intracapsular debido a una disolucién de las mismas. Aunque, el origen real de
la MOD, no esta del todo claro, tampoco es conocido su incidencia en el fluido

intracapsular ni en los cambios embrionarios que esto pudiera representar.

En la presente investigacion, se examinaron las paredes capsulares del gastropodo
Acanthina monodon en su composicion gravimétrica (peso seco, organico e
inorganico), bioguimica (proteinas totales) y en las caracteristicas microscopicas
(histologia y microscopia electronica de barrido). Los analisis incluyeron posturas
conteniendo desove en estadio huevo hasta la etapa de juvenil pre-eclosion. En el
andlisis bioquimico se cuantificaron las proteinas totales de las paredes capsulares, del

fluido intracapsular y de los embriones encapsulados.

La pared de la capsula esta compuesta de 3 capas: 1) Una fina capa externa con
proyecciones al exterior, 2) una capa intermedia mas gruesa, con vacuolas en su seccién
media, y 3) una fina capa interna que da origen al tapon de eclosion. Las paredes
capsulares pierden peso a través del desarrollo embrionario y esta pérdida alcanzé un
valor de aprox. 27.2 %. El contenido inorganico de las paredes capsulares disminuyd
en 64%, alteracion, que pareciera asociarse al desgaste de la pared externa (ej.
disminucion de las prolongaciones de la pared externa) por erosion del oleaje del
intermareal. La fraccion organica de las paredes capsulares (> 85% del peso total)
disminuy6 en un 23.3% durante el encapsulamiento, y dicha pérdida de materia
organica estaria representada principalmente por proteinas, las cuales se redujeron en
un 52.8% respecto del valor inicial. La capa interna se adelgazé durante el desarrollo
embrionario, perdiendo alrededor del 35.2% de su espesor inicial, en tanto que el tapdn,
en capsulas con embriones en estadio de pre-eclosion, retuvo solo el 2% de la superficie

inicial. Las proteinas corresponden a uno de los principales componente de la pared



capsular. Por su parte, las proteinas totales en el liquido intracapsular decrecieron con
el avance del desarrollo embrionario en un 54%. Adicionalmente, el peso seco de los
juveniles encapsulados antes de la eclosion, increment6 un 96.5% respecto del estadio
huevo. Mientras que el contenido de proteinas totales en embriones aumenté un
148.3% en el estadio de véliger avanzado comparado con los embriones de huevo.
Asimismo, el estadio de juvenil pre-eclosion disminuyo respecto de las veligeras
avanzadas, situacion que pareciera asociarse al costo energético de la metamorfosis que

se lleva a cabo en el interior de la capsula, previo a la eclosién de los juveniles.

De acuerdo a nuestros resultados, la capa externa sufre desgaste desde el exterior, en
tanto que la capa interna de la capsula se disuelve y / o desintegra hacia el interior, a
medida que avanza el desarrollo embrionario. Esta disolucion puede proporcionar
MOD, principalmente como proteinas, al fluido intracapsular y ellas estarian
disponibles para los embriones que se desarrollan en el interior de las capsulas. Esta
MOD representaria una fuente de nutricion complementaria a los huevos nutricios, y
los embriones encapsulados podrian hacer uso de ella, especialmente en la etapa media

final del encapsulamiento, después de finalizada la ingesta de los huevos nutricios.



2. ABSTRACT

The encapsulation process in marine gastropods is a strategy that allows protection to
the progeny, independent if there is parental care. Likewise, a nutritional benefit of the
capsular walls has been identified by mean the contribution of dissolved organic matter
(DOM) to the intracapsular fluid due to the dissolution of the internal capsular walls.
The presently, origin of the DOM is neither entirely clear, or is it known its incidence
in the intracapsular fluid composition that the embryonic changes that this could

represent.

In the present research capsule walls of the gastropod Acanthina monodon were studied
by assessing its of gravimetric characteristics (total dry weight, organic and inorganic
components), biochemical analysis, histological aspects and scanning electron
microscopy. All analyzes were carried on capsules with different development stages,
from early capsules (egg stages) to the most advanced encapsulated juvenile (pre-
hatching stage). During biochemical analysis, we quantified the total protein content
of the capsular walls, but also for intracapsular fluid and embryos.

The wall of the capsule is composed by 3 layers: 1) A thin outer layer with projections
to the outside, 2) a thicker middle layer with vacuoles in its middle section, and finally
3) a thin inner layer that gives rise to the hatching plug. The capsular walls lose weight
(approx. 27.2%) through the embryonic development. The inorganic content of the
capsular walls decreased by 64%, change that seems to be associated with the reduction
in area of the external wall projections (eg. decrease of external wall extensions) due
to erosion caused by the sea waves. The organic fraction of the capsular walls decreased
by 23.3% during encapsulation, and this loss of organic matter would be represented
mainly by proteins, which were reduced by 52.8%, in juvenile just before hatching.
The inner thinned layer lost about 35.2% of its initial thickness, while the area of the
capsule plug was reduced down to 2% at the juvenile pre-hatching stage. Proteins were
the main component of the capsular wall. The total protein content in the intracapsular
fluid decreased (54%) with the advance of the embryonic development. Dry weight of
encapsulated juvenile, increased by 96.5% before hatching, while its total protein

content increased by 148.3% when advanced veligers were compared to the egg stage.
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Meanwhile, in the pre-hatching juvenile stage, the protein content showed a decreased
with respect to the advanced veligers, a situation that seems to be associated with the

energy cost of the metamorphosis that they perform before hatch from capsule.

Thus, it is evident that the outer layer undergo erosion of the external projections, while
the inner layer of the capsule dissolves as larval development progresses. This
dissolution could potentially provide DOM to the intracapsular fluid making it
available to the embryos that develop inside capsules. In this way, encapsulated

embryos would have an additional source of nutrition, in addition to the nurse eggs.
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3. INTRODUCCION

Los invertebrados marinos bentonicos presentan una gran diversidad de especies y una
amplia gama de patrones reproductivos. Muchas de las especies se dispersan por medio
de larvas planctonicas que pueden pasar semanas 0 meses en la columna de agua antes
de llevar a cabo el asentamiento y la metamorfosis (Thorson 1950; Vance 1973;
Scheltema 1986). Sin embargo, otras especies evitan o reducen la etapa larvaria de vida
libre, donde los embriones se desarrollan al interior de estructuras envolventes hasta
alcanzar la etapa de larva véliger o de juvenil, estadios de desarrollo en los cuales la
progenie eclosiona desde las capsulas. Estas estructuras pueden ser capsulas
multilaminadas firmes o masas-cintas gelatinosas fragiles (Fretter & Graham 1994),
los cuales son secretadas y depositadas en el sustrato por la madre y pueden o no tener
cuidado parental fisico (Thorson 1950; Pechenik 1986; Collin 2003; Chaparro et al.
2008, 2011).

La encapsulacion permite el desarrollo bentdnico de los embriones, modo de desarrollo
particularmente comun en poliquetos y moluscos gastropodos (Pechenik 1979). Las
capsulas han sido descritas como quimicamente complejas y enérgicamente costosas
(Pechenik 1986) y se las ha identificado como mecanismos de proteccion para los
embriones contra la desecacion y la depredacion (Pechenik 1979), el estrés osmatico
(Pechenik 1982, 1983), los microorganismos (Pechenik et al. 1984; Lord 1986), la
irradiacion UV (Rawlings 1996), aumenta la probabilidad de que los descendientes
permanezcan en el area de los padres (Chapman 1965; Gibbs 1968; Rivest 1983) y
ademas, favorecen el aumento de la supervivencia embrionaria, que debe ser muy alta

para compensar los altos costos asociados a esta estrategia (Pechenik 1986).

El proceso reproductivo demanda una importante porcion de la energia materna, ya sea
en el cuidado embrionario, pero también en la energia utilizada tanto para la formacion
de los gametos como para la produccidn de las estructuras envolventes. A lo anterior,
debe adicionarse el gasto materno en la generacién de alimento extraembrionario,
como por ejemplo huevos nutricios, los que servirdn como sustrato energético
complementario para los embriones durante el desarrollo intracapsular (Gallardo &

Garrido 1987; Chaparro & Paschke 1990). También, se puede adicionar como costo
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materno, la incorporacion de sustancias organicas disueltas en el liquido intracapsular
que bafa a los embriones encapsulados y que sirven de complemento energético para
los embriones (Ojeda & Chaparro 2004). Diferentes investigaciones han demostrado
que este fluido puede contener aminodacidos, proteinas y polisacéridos disueltos (Bayne
1968; De Mabhieu et al. 1974; Paschke 1992; Miloslavich 1999), los que representan
un alto valor nutritivo potencial para los embriones. Esto ha sido reportado en especies
de gastropodos Muricidos (Nucella lapillus, Stéckmann-Bosbach & Althoff 1989;
Urosalpinx cinerea, Rivest 1986), asi como también en gastropodos Calyptraeidios
(Crepidula fecunda, Ojeda & Chaparro 2004). En ocasiones, el material organico
disuelto (MOD) en el fluido intracapsular suele ser de origen materno, depositado
directamente al momento del encapsulamiento (Miloslavich 1999; Marin et al. 2003;
Ojeda & Chaparro 2004), en tanto que en otros casos, este aporte emanaria de la
contribucién de proteinas-aminoacidos provenientes de la pared capsular las que en
parte se originan de la disolucion mecéanica o quimica de la capa interna de la capsula,
y que esta en contacto directo con el fluido intracapsular (De Mahieu et al. 1974). Esta
proteina disuelta se puede incorporar mediante la alimentacion activa a través de la
abertura oral usando la actividad ciliar del velo o por endocitocis, que se observa en las
células del velo, del pedal o en el rifidn larval (De Mahieu et al. 1974; Rivest 1992;
Moran 1999). Este aporte capsular, suele causar variaciones en el peso de las
ovicapsulas a medida que avanza el desarrollo embrionario, particularmente en el
componente organico de las paredes capsulares, tal como ha sido identificado por
Paschke (1992). Esta MOD puede ser utilizada como fuente nutricional durante las
etapas larvarias de invertebrados marinos (Manahan & Crisp 1983; Jaeckle & Manahan
1989; Welborn & Manahan 1990; Leroy et al. 2012). Cuando los embriones alcanzan
el estadio véliger, la concha larval o los cilios del velo podrian generar por contacto
fisico, micro-desprendimiento de la pared interna, debido a que ésta puede ser de
consistencia esponjosa y fragil (Ojeda & Chaparro 2004), o bien, mediante la
disoluciéon producido por algun proceso de tipo bioquimico intracapsular, y que
conlleva al adelgazamiento de la pared interna. La evidencia respalda la participacion
de las paredes capsulares como aporte nutricional al desarrollo embrionario en

gastropodos marinos con desarrollo encapsulado (De Mabhieu et al. 1974; Ojeda &
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Chaparro 2004; Bigatti et al. 2014). Gallardo (1980), considera que el desarrollo
directo es un mecanismo reproductivo avanzado desde el punto de vista energeético,
especialmente en los casos donde el desarrollo embrionario se basa en la presencia de
huevos nutricios. Este autor, plantea que la presencia de vitelo extraembrionario en
gastropodos Muricidos favoreceria el rapido desarrollo embrionario intracapsular,
reduciendo el tiempo hasta la eclosion de los juveniles y, por lo tanto, reduciendo la
exposicion a las presiones de mortalidad en la zona intermareal (Gallardo 1979). Un
ejemplo de lo anterior es Acanthina monodon (Pallas 1774), gastropodo de la familia
Muricidae, que se caracteriza por presentar desarrollo larval directo, proceso que se
lleva a cabo totalmente en el interior de las cépsulas. Estas son depositadas en el
intermareal rocoso, donde la madre las abandona después de la ovoposicion. Esta
especie es comdnmente conocida como “caracol con diente” y es abundante en el
intermareal rocoso bajo y submareal somero (Osorio et al. 1979; Reid & Osorio 2000),
distribuyéndose desde los 28° S hasta los 55° S en la costa rocosa de Chile (Gallardo
1979; Valdovinos 1999). Las capsulas son adheridas al sustrato en estrechas
agrupaciones sobre plataformas de rocas y/o cantos rodados en zonas de alta exposicion
al oleaje (Gallardo 1979). El desarrollo encapsulado varia entre 55 y 65 dias en
temperaturas de 11° y 14 °C, respectivamente (Gallardo 1979). A. monodon es una
especie carnivora durante su fase bentonica de juvenil y adulta, pero durante el
desarrollo embrionario el aporte energético depende tanto del vitelo como de los
huevos nutricios disponibles en cada capsula. También, se ha identificado la capacidad
de depredar sobre sus hermanos durante el encapsulamiento. Sélo entre el 6.6 y el 7.9%
de los huevos completan su desarrollo como juveniles al interior de las céapsulas
(Gallardo 1979). En esta especie no se dispone de informacion sobre el aporte
energético potencial de las paredes internas y de su relacion con la materia organica
disuelta en el liquido intracapsular ni de los cambios estructurales y bioquimicos que
ello pudiera generar. Considerando lo anterior, en la presente investigacién se estudian
los cambios gravimétricos, morfoldgicos y bioquimicos de las paredes capsulares en
funcién al avance del desarrollo encapsulado y su potencial aporte energético para los
embriones a través de la incorporacion de MOD en el fluido intracapsular donde se

desarrollan los embriones del caracol con diente Acanthina monodon.
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4. HIPOTESIS

El desarrollo embrionario de Acanthina monodon hasta la etapa de eclosion de
los juveniles, se lleva a cabo al interior de cépsulas. Durante ese periodo, la pared
capsular experimenta alteraciones en su peso total, espesor de las paredes, contenido
organico y en los niveles proteicos. Estos cambios, particularmente los sufridos por la
capa interna, implican un aporte energético, principalmente en forma de proteinas,
hacia el fluido intracapsular. Este aporte queda reflejado en un adelgazamiento y
pérdida de materia organica de las paredes a medida que se avanza en el desarrollo
embrionario, y se relaciona con las variaciones en el contenido proteico del fluido

intracapsular y en el de los embriones encapsulados.

15



5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general.

Identificar y cuantificar los cambios morfoldgicos, gravimétricos y proteicos en las

paredes capsulares y en los embriones a través del desarrollo encapsulado

5.2. Objetivos especificos.

1. Cuantificar las variaciones gravimétricas (peso seco total, materia organica, materia
inorgénica) en las paredes capsulares durante el desarrollo embrionario de A. monodon.

2. Determinar los cambios en el espesor de las capas de las paredes capsulares a través
del desarrollo embrionario.

3. Cuantificar el contenido de proteinas totales en las paredes capsulares a través del
desarrollo embrionario.

4. Evaluar el potencial aporte nutricional de las capas internas de las capsulas sobre los
embriones encapsulados.

5. Cuantificar el contenido de proteinas totales del fluido intracapsular a traves del
desarrollo embrionario.

6. Evaluar el crecimiento y el contenido proteico total de los embriones a través del

desarrollo intracapsular.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Obtencion de las muestras

Cépsulas de Acanthina monodon (Pallas 1774) fueron obtenidas entre Enero y Marzo
de 2017 desde el intermareal de la playa costera de Calfuco (39°46'50.01"S,
73°23'34.28"W), ubicada a unos 30 km de la ciudad de Valdivia, Region de los Rios
en el sur de Chile (Fig. 1). Se colectaron alrededor de 400 posturas de distintas madres.
En la colecta de algunas capsulas, se sigui6 el patrén de postura de las mismas, de
manera de disponer de capsulas con similares estadios de desarrollo. Por su parte, otras
capsulas fueron colectadas de diferentes posturas, de manera de disponer de estadios
de desarrollo diferentes. Para la obtencion de capsulas durante el periodo experimental,
algunos individuos adultos fueron llevados al laboratorio costero de Calfuco donde se
mantuvieron con agua de mar circulante y aireacidn constante en estanques de 50 L.
Estos animales fueron alimentados ad libitum con ejemplares de Perumytilus
purpuratus tomados del mismo lugar desde donde habian sido extraidos los caracoles.
Por su parte, las capsulas obtenidas directamente del intermareal se mantuvieron en los
laboratorio de la Universidad Austral de Chile en condiciones préximas a las del
ambiente (temperatura: 16 £ 1 °C, salinidad: 30 + 1%) en acuarios de 6 L de agua de
mar filtrada y con aireacion constante. Diariamente, se hizo recambio de agua de los
acuarios y limpieza de cada capsula con pinceles para evitar el crecimiento de bacterias,
hongos y/o protozoos. Las capsulas se mantuvieron bajo estas condiciones por una

semana, hasta su utilizacion.

Durante la identificacion de los niveles de desarrollo embrionario, se diferenciaron
cinco estadios de desarrollo para todos los analisis: los dos primeros estadios no
presentaban aun desarrollada la concha (huevo y trocofora), junto a dos estadios con
presencia de concha y velo (véliger temprana, véliger avanzado), ademéas de los
juveniles pre-eclosion (Fig. 2). Para estas categorizaciones se utilizd la descripcion del
desarrollo encapsulado hecha por Gallardo (1979). Las veligeras iniciales midieron
entre 500 a 750 um longitud de concha, veligeras avanzadas entre 790 y 920 um y

juvenil pre-eclosion alcanzaron >1000 pm.
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6.2. Analisis gravimétricos de capsulas y embriones

Aproximadamente unas 245 cépsulas de 40 madres diferentes fueron seleccionadas.
De cada cépsula, se separd la pared capsular y el contenido embrionario. Por su parte,
los embriones fueron fotografiados bajo lupa usando el programa Micrometrics SE
Premium 4.5.1. De los estadios tempranos sin concha (huevo y trocofora), solo se
obtuvo el peso seco, organico e inorganico y se identificaron por su nivel de desarrollo.
Por su parte, desde las capsulas con estadios con concha desarrollada (véliger temprana,
véliger avanzado y juvenil pre-eclosion) se seleccionaron 10 individuos al azar. Ellos
fueron fotografiados, y se estimd la longitud de concha, obteniendo un promedio para
cada capsula. Estas mediciones fueran hechas, procesando las imagenes mediante el

programa image J.

Cinco capsulas vacias por estadio de desarrollo embrionario fueron agrupadas en placas
de alusa, las que fueron previamente numeradas y pesadas. Las paredes capsulares
fueron lavadas con agua destilada para eliminar sales residuales. Cada placa de alusa
con su contenido, se mantuvo en la estufa por 48 h a 60 °C. Transcurrido ese tiempo,
se volvid a pesar para obtener el peso seco. Posteriormente, las placas de alusa con
muestras, se pusieron en una mufla por 3 h a 450 °C, de manera de quemar todo el
contenido organico. Luego de enfriadas en un desecador, las capsulas se pesaron para
obtener el contenido de cenizas de las muestras. La fraccidn organica se obtuvo a través

de la diferencia del peso seco y el peso de las cenizas.

Para obtener el peso seco por embrion, se lavd con agua destilada el conjunto de
embriones de una misma capsula, y se depositaron en un filtro previamente pesado. Se
mantuvieron por 48 h a 60 °C en la estufa y se pesaron nuevamente. Para cada filtro
con muestra, se estimé un peso promedio por individuo, considerando la cantidad de
embriones presentes. El peso seco se asocio al estadio de desarrollo embrionario o a la

longitud promedio de la concha de las veligeras.

Los valores de peso seco, organico e inorganico, fueron estimados por unidad capsular
al dividir la cantidad de capsulas (todas con igual desarrollo embrionario) presentes en

una placa de alusa. EI mismo procedimiento se siguio para los embriones.
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6.3. Andlisis histoldgico de las paredes capsulares

Se seleccionaron 12 capsulas por cada estadio de desarrollo (huevo, trocofora, véliger
temprana, véliger avanzada y juvenil pre-eclosion) provenientes de distintas madres,
para identificar el nmero de capas capsulares y medir el espesor respectivo. También
se midio el area del tapon capsular (en vista vertical), a medida que avanzaba el

desarrollo de los embriones.

El procesamiento de las muestras fue el siguiente: Las capsulas fueron depositadas en
tubos Eppendorf y fijadas con una solucion de formalina al 7% con agua de mar filtrada
durante 2 horas. Transcurrido ese tiempo se realizé un recambio de la formalina y las
muestras se mantuvieron a 4 °C hasta su uso. Las muestras fueron procesadas de
acuerdo a métodos clasicos de histologia (Montuenga et al. 2009). Se realizaron cortes
histologicos longitudinales y transversales que fueron tefiidos usando hematoxilina-
eosina. Posterior a la tincion, las muestras fueron observadas mediante el microscopio
Olympus y se tomaron fotos con una cdmara acoplada, usando el programa Q capture
Pro 6.0. El analisis de las imagenes se realizd utilizando el programa image J.
Empleando estas iméagenes, se obtuvo el nimero y espesor de las capas que componian
la pared capsular. El area del tapon capsular, se obtuvo para diferentes estadios de
desarrollo, a partir de fotos tomadas a secciones histoldgicas que atravesaron

verticalmente el &rea de hatching embrionario.

6.4. Microscopia electronica de barrido (MEB)

Se seleccionaron 12 capsulas por cada estadio de desarrollo y de ellas, se utilizaron las
paredes capsulares. Las muestras fueron fijadas con glutaraldehido al 2.5% sobre hielo,
durante al menos 25 minutos agitando cada cierto tiempo. El fijador se retiré mediante
4 lavados de 10 min con tampdn fosfato 0.1 M, enfriado con hielo. Las muestras fueron
almacenadas con buffer y mantenidas en tubos Ependorff a 4 °C hasta su uso (Rivest
1992; Ojeda & Chaparro 2004).
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Las paredes capsulares se deshidrataron en una serie de gradientes de etanol de 50% a
90% con incrementos del 10%, terminando con dos enjuagues finales en etanol al
100%. La deshidratacion completa se realiz6 en un secador de punto critico con CO>
como fluido de transicién. Luego, las muestras se montaron en un portaobjeto para
MEB vy se recubrieron con oro para su observacion en el Zeizz oxford instrument x-act
para MEB con una salida de imagen al PC. Varias de las imagenes representativas de

cada etapa capsular se almacenaron para el posterior analisis.

6.5. Cuantificacion de proteinas totales de las paredes capsulares, liquido

intracapsular y embriones

De acuerdo al estadio de desarrollo de los embriones, las capsulas fueron diseccionadas
y se colectaron tanto las paredes capsulares, el liquido intracapsular y los embriones.
En forma independiente, las muestras fueron depositadas en tubos Eppendorf, los
cuales posteriormente fueron almacenados a -80 °C para el analisis de proteinas totales.
En los casos donde las muestras fueron muy pequefias, se agrupé material de varias
capsulas, pero que estuvieran siempre en los mismos estadios de desarrollo

embrionario.

Antes de los analisis, las muestras de paredes capsulares y de los embriones fueron
molidas separadamente, usando un mortero de porcelana y en presencia de nitrogeno
liquido. El analisis de proteinas se realizé utilizando un kit de extraccion para proteinas
(Pierce BCA Protein Assay) y para ello se siguieron los protocolos del fabricante. En
este caso, los embriones y las paredes capsulares fueron pre-tratadas con buffer Tris

HCI pH 6.9 y sonicadas con un disruptor celular.

Una vez montada las muestras junto a los reactivos en una microplaca, se procedié a la
lectura del contenido proteico utilizando un lector de microplaca Anthos zenyth 200

conectado a un PC mediante el programa ADAP.

Los valores del contenido proteico en capsulas y en embriones fueron expresados por

mg de tejido, en tanto que el fluido intracapsular fue expresado por ml.
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6.6. Andlisis estadistico

Con el objetivo de determinar la normalidad de los datos, se realizd una prueba de
homocedasticidad de Levene y Hartley F-max. Los datos que no cumplieran con dicha

normalidad, fueron transformados.

Antes de los analisis estadisticos, los datos de peso seco de las paredes capsulares se
transformaron elevandolos al cubo, en tanto que el peso organico se transformo
utilizando el inverso del log natural. Adicionalmente, los datos del contenido proteico
en embriones se transformaron usando raiz cuadrada. Finalmente, el area del tapon de

eclosion se transformo aplicando logaritmo natural.

Para el analisis estadistico, se utiliz6 una ANOVA-1 via, seguido de una prueba a
posteriori de Tukey HSD para los andlisis gravimétricos, contenido de proteinas, area
del tapdn de eclosién y los analisis de las proyecciones de la pared externa de la capsula
a través del desarrollo embrionario. La prueba de Tukey HSD permitié detectar cuales
estadios de desarrollo fueron significativamente diferentes en funcion de la

gravimetria, los analisis histologicos y los andlisis bioquimicos.

Ademas, se realiz6 una prueba t para comparar los cambios (%) en el espesor de las

capas de la pared capsular con el avance del desarrollo embrionario.

En todas las pruebas se considerd un nivel de significancia del 5 % (p < 0.05) y para
los anélisis estadisticos se utilizo el programa STADISTICA version 7.0.
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7. RESULTADOS
7.1. Analisis gravimétricos: Paredes capsulares y embriones encapsulados

Los analisis de gravimetria capsular indican que el peso seco de las paredes de la
capsula de Acanthina monodon disminuyd significativamente con el avance del
desarrollo embrionario (Fig. 3A. F4, 44; p <0.01). Los valores extremos se identificaron
entre el estadio inicial de huevo (2.633 mg capsula™) y el de juvenil pre-eclosion (1.92
mg céapsulal). El contenido organico de las paredes de la capsula también disminuyo
durante el desarrollo encapsulado (Fig. 4. Fa,44; p < 0.03) desde estadio temprano de
huevo (2.38 mg capsula?) al de juvenil pre-eclosion (1.83 mg cépsula™). El contenido
inorganico por capsula tuvo una disminucion significativa (Fig. 4. Fa4,44; p < 0.002) con
el avance del desarrollo embrionario (huevo: 0.25 mg capsula®; juvenil pre-eclosion:

0.09 mg céapsula™®).

En los embriones, se evidencié un incremento significativo en el peso seco (Fig. 3B.
Fa4,39; p <0.0001) durante el desarrollo encapsulado con valores que fueron desde 0.039
mg embrion? en el estadio de huevo hasta 0.076 mg embriéon™ en juveniles pre-

eclosion.

7.2. Analisis histologicos y microscopia electrénica de barrido (MEB): Paredes

capsulares, tapdn de eclosion y prolongaciones capsulares

Se identificaron tres capas componiendo la pared capsular: capa interna, intermedia y

externa (Fig. 5). Estas capas estan presentes a través de todo el desarrollo encapsulado.

La pared externa de la capsula es delgada y tiene un espesor que varia entre 2.3 umy
2.1 um, desde el estadio inicial de huevo hasta el de juvenil pre-eclosion. La capa
externa da origen a las prolongaciones que se proyectan desde la pared y hacia el
exterior. Estas prolongaciones, estan presentes en todos los estadios de desarrollo (Fig.
6), pero varian en area y longitud, disminuyendo significativamente durante el avance
del desarrollo intracapsular (Fig. 7. F4,24; p < 0.0001). La capa intermedia de la capsula

es la de mayor espesor en la pared capsular. El ancho total de esta capa varia entre 37
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pum para estadios tempranos de huevos y 29 pm para juveniles pre-eclosion. Se
caracteriza por ser de tipo densa en los extremos de la capa, mientras que vacuolada en
la region media. La seccion vacuolada central ocupa aprox. el 50 al 60% del volumen
de la capa. Por su parte, la tercera capa capsular, la capa interna, es delgada y su espesor
varia con el desarrollo embrionario, entre 2.4 um (huevo) y 1.5 um (juvenil pre-
eclosién). Esta ultima capa da origen al tapon capsular, tapdn que ocupa el area de
cierre de la capsulay que se proyecta hacia el interior de la capsula. Nuestros resultados
muestran una disminucién significativa (Fig. 8A, F 3 20; p < 0.0001) del area cubierta
por el tapon, entre el estadio inicial de huevo (0.77 mm?) y los estadios mas avanzados
(véliger avanzada: 0.062 pm?; juvenil pre-eclosion: 0.01 mm?). Solo el 2% aprox. de

(Fig. 8B, Fig. 9).

A cada capa identificada de la pared capsular (Fig. 10) se le determind su espesor (um)
por estadio de desarrollo (Fig. 11A), siendo la capa intermedia mucho méas amplia en
espesor que las capas externa e interna. El espesor de las paredes capsulares disminuye
significativamente con el avance del desarrollo embrionario respecto del estadio inicial
de huevo (Fig. 11B, p < 0.05). La capa interna es la que pierde porcentualmente mas
espesor con un 35.2% aprox. (huevo: 2.38 um; juvenil pre-eclosion: 1.54 um), mientras
que la intermedia pierde un 22% (huevo: 37 um; juvenil: 29 um). La capa externa, en
estadio de juvenil pre-eclosion difiere significativamente de los estadios previos
(huevo, trocofora, véliger temprana y véliger avanzada) (p < 0.03), disminuyendo

aprox. 9% su espesor respecto al estadio inicial de huevo.

7.3. Proteinas totales de las paredes capsulares, liquido intracapsular y embriones

Las paredes capsulares presentaron una disminucion significativa (Fig. 12. F 4,32; p <
0.05) del contenido de proteinas totales entre capsulas con estadio inicial de huevo
respecto de capsulas con juveniles pre-eclosion (huevo: 0.0056 mg prot. mg capsula™;

juvenil: 0.0026 mg prot. mg capsula™).
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El contenido promedio de proteinas en el fluido intracapsular, disminuyé
significativamente (Fig. 13, F4 4s5; p < 0.0001) entre estadios iniciales sin presencia de
concha (huevo: 4.35 mg mIY), respecto de estadios mas avanzados (juvenil: 2.0 mg ml-
1). En forma paralela, las mediciones del contenido de proteinas disuelta en el agua de
mar desde donde se muestrearon las capsulas, fue significativamente mas bajo (p <
0.0001) que los niveles registrados en el fluido intracapsular de cualquier nivel de

desarrollo (Fig. 13), con valores muy cercanos a 0.

En embriones encapsulados, el contenido de proteinas totales mostrd diferencias
significativas (Fig. 14. F 4 32; p < 0.02) a través del desarrollo intracapsular. Asi por
ejemplo, las proteinas totales incrementaron desde 0.000414 mg embr en el estadio
de huevo hasta 0.001 mg embr en el estadio de véliger avanzada. Por su parte, el
contenido de proteinas totales de los huevos nutricios, no difiere del contenido de los
huevos embrionarios. Curiosamente, en el caso de véliger avanzada se identificaron los
mayores promedios de proteinas totales, en tanto que el de juveniles pre-eclosion se

evidencio una disminucion (aunque no significativa) en los contenidos proteicos.
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8. DISCUSION
8.1. Analisis gravimétricos

El tiempo del desarrollo encapsulado en A. monodon ha sido registrado entre 55 y 65
dias (Gallardo 1979). Este prolongado tiempo encapsulado, expone a las capsulas en el
intermareal a los efectos ambientales externos y a los internos (embrionarios), todo lo
cual puede impactar sobre las estructuras capsulares envolventes. Una situaciéon como
esa, ha sido efectivamente identificada en nuestros resultados. Estos cambios se
evidencian fuertemente en la pérdida de peso de las paredes capsulares, asi como en la
reduccion del tamafio de las ornamentaciones y en el espesor de las paredes capsulares.
En A. monodon, las paredes capsulares efectivamente presentaron una reduccion
significativa en el peso seco, perdiendo aprox. un 27.2% a través del desarrollo
embrionario. Las pérdidas de peso se asocian principalmente a la disminucion de la
fraccion organica de la pared capsular, de un 23.3% desde el inicio del desarrollo
(huevo) y hasta juvenil pre-eclosion. Autores como De Mahieu et al. (1974), Paschke
(1992) y Ojeda & Chaparro (2004) también registraron disminuciones en el contenido
organico de las capsulas con el avance del desarrollo embrionario. No se descarta que
esta disolucion represente una posible contribucion nutricional de la pared interna
(Hendler & Franz 1971; De Mahieu et al. 1974, Ojeda & Chaparro 2004), hacia el
fluido intracapsular, el que bafia a los embriones encapsulados. Nuestros resultados,
también evidenciaron una reduccién significativa (p < 0.05) del contenido inorganico
de las capsulas. Las pérdidas de este componente capsular alcanzaron valores de hasta
64% al comparar estadio inicial de huevo con el de juvenil pre-eclosion. La
disminucion del contenido inorganico de la pared a lo largo del desarrollo intracapsular,
parece tener relacion con la disminucion de las prolongaciones de la pared externa, que
decrecen en area y longitud a medida que transcurre el desarrollo embrionario. Estas
prolongaciones, han perdido un 61% en area y un 48% en longitud total en la tltima
etapa de desarrollo antes de la eclosion. Una situacion como ésta, parece responder a
un continuo desgaste de la pared externa (incluyendo las prolongaciones) debido a la
erosion que generaria el impacto directo del oleaje sobre la capsula, ya que ellas son

normalmente depositadas por la madre en ambientes de alta exposicién. No obstante,
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la pérdida de contenido inorganico capsular a través del desarrollo no es un escenario
habitual para ovicapsulas, ya que hay registros donde el contenido inorganico se
mantiene constante (Ojeda & Chaparro 2004). Sin embargo, para este caso las capsulas
han tenido cuidado materno fisico lo que limita la accion erosiva del oleaje, al cual se
ven sometidos las cépsulas de A. monodon. Evidencia de abundante contenido
inorganico en capsulas de gastropodos ha sido identificada en especies de la familia
Volutidae (ej. Odontocymbiola magellanica y Alcithoe arabica). En las hembras de
estas especies se ha identificado la presencia de células especializadas (caliciformes),
localizadas en el epitelio de la glandula pedal y que tienen la capacidad de secretar una

fina capa de calcio para recubrir la fraccion organica de la capsula (Bigatti et al. 2010).

La pérdida de las prolongaciones capsulares de la pared externa en A. monodon podria
generar algun nivel de problemas para los embriones encapsulados. Es sabido que las
capsulas en el intermareal se exponen a periodos de desecacion, cuando las mareas
bajan, quedan expuestas al aire. Es posible que estas prolongaciones pudieran retener
algun nivel de agua, con lo cual se reduciria o enlenteceria la pérdida de humedad desde
la cépsula durante las horas de exposicion y con ello un potencial efecto en los
embriones. lgualmente, ésta retencion de agua de mar, podria ademas contener algin
nivel de oxigeno disuelto que podria estar disponible para los embriones, al menos
durante el periodo inicial de exposicion. Aspectos como los anteriores, deberian ser
parte de investigaciones futuras, esto en funcion a que el desarrollo embrionario normal
de especies encapsuladas, tiene una fuerte relacion con el oxigeno disponible para el

desarrollo embrionario (Brante et al. 2009).

En los embriones encapsulados de A. monodon el peso seco total aumentd (casi un
100%) significativamente con el desarrollo. Incrementos de esta magnitud también han
sido descritos para embriones de otras especies de gastropodos encapsuladores
(Chaparro & Paschcke 1990; Ojeda & Chaparro 2004). El aumento en peso de los
embriones de A. monodon, respondi6 inicialmente a la ingesta de los huevos nutricios
que se lleva a cabo en la etapa de trocéfora (Gallardo 1979). En diferentes especies de
gastropodos, los huevos nutricios representan una importante fuente de alimento

exogena para los embriones encapsulados (Spight 1976; Gallardo 1977, 1979, 1980,
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1981; Pechenik 1984). En A. monodon, el incremento en peso de los estadios siguientes
a la trocofora, parece responder al uso de materia organica disuelta (MOD) disponible
en el fluido intracapasular y al desarrollo de la concha durante la etapa de veligera a
juvenil pre-eclosion. Esta ultima estructura participa del aumento de peso de los
embriones como ha sido registrado por diferentes investigadores (Bayne 1968; De
Mahieu et al. 1974). Respecto al uso de MOD, en estadios tempranos de desarrollo en
prosobranquios, se han descrito casos en que ésta seria el material nutritivo mas
importante para los embriones en desarrollo, como por ejemplo el caso de
Mesogastrépodos (Creek 1951; Demian & Yousif 1973) y en gastrépodos Stenoglossos
(Rivest 1986), donde se ha registrado la ingesta de albimina como parte de la nutricion
embrionaria, ademas de los huevos nutricios. Nuestras observaciones en A. monodon,
indican que cuando los embriones alcanzan el estadio véliger temprana, los huevos
nutricios han sido consumidos préacticamente en su totalidad, de manera que la ingesta
total de ellos ocurre previo al desarrollo de la larva veligera. Lo anterior pareciera
responder a las estructuras asociadas a la ingestion. En el caso de las trocéforas de A.
monodon, es la boca, esofago y estomago que se expanden, permitiendo el
engullimiento de los huevos nutricios (Gallardo 1979), los cuales se ingieren como una
unidad integra. Esta expansion de la boca permite la ingesta del huevo nutricio que
tiene un didmetro aprox. de 204 a 293 um (Gallardo 1979). En el siguiente nivel de
desarrollo correspondiente a véliger con concha, el desarrollo propio de la boca larval,
generaria problemas anatomicos que impedirian el engullimiento de los huevos
nutricios, en el caso de aln existir algunos huevos no ingeridos en el interior de las
capsulas. Esta fuente de nutricion extraembrionaria previa a la formacién de la concha
es de suma importancia ya que el nimero de huevos nutricios consumidos durante el
desarrollo intracapsular determina el tamafio de eclosion en algunos prosobranquios
(Spight 1976, Rivest 1983). No obstante, la real importancia de la asimilacion de los

huevos nutricios nunca ha sido estudiado en los embriones de A. monodon.
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8.2. Histologia y microscopia electronica de barrido (MEB)

La pared capsular de A. monodon esta compuesta de 3 capas, situacion habitual en otras
especies de la familia Muricidae (D'Asaro 1988; Rawlings 1995). Sus cépsulas estan
tipicamente compuestas de 3 6 4 laminas discretas: una lamina protectora externa que
sella toda la capsula incluyendo la abertura de escape, una ldmina intermedia gruesa
que comprende el esqueleto interno de la pared de la capsula y esta compuesta de
multiples capas fibrosas y una o dos ldminas internas que encierran los embriones en
desarrollo y el liquido intracapsular dentro de una camara transparente (D'Asaro 1988;
Rawlings 1995). En A. monodon el grosor total de la pared capsular disminuy6 durante
el desarrollo de los embriones, con un descenso en el espesor de la pared interna y de
la intermedia (Fig. 11; p < 0.03). La disminucién de la pared capsular interna en 35.2%
por dilucidn, desde el estadio huevo hasta juvenil pre-eclosion, lo que hace posible que
ella contribuya al contenido organico del fluido intracapsular que bafia a los embriones,
aportando proteinas o aminoacidos, situacion que también ha sido identificado en otras
investigaciones en especies encapsuladoras (De Mahieu et al. 1974; Pechenik et al.
1984; Chaparro & Paschke 1990; Paschke 1992; Moran 1999; Ojeda & Chaparro 2004;
Brante et al. 2009).

La evidencia més clara de la disolucion de la pared capsular en A. monodon
corresponde al tapon de eclosidn. Este tapon y la capa interna son continuidad una de
la otra. En el caso del tapén, se identificd su reduccion casi total (aprox. un 98%), en
el momento en que la progenie encapsulada estaba en estadio de juvenil pre-eclosion.
El proceso a través del cual este tapon es disuelto, no esta claro, pero la evidencia en
otros gastropodos encapsuladores hace suponer una accion enzimatica, que forma parte
del proceso de eclosion de los embriones (Chaparro et al. 2012). Si bien el tap6n tiene
una reduccién méas acentuada en los estadios cercanos a la eclosion, esta disolucion
ocurre a través de todo el desarrollo embrionario, lo que permite suponer que el aporte
de MOD desde el tapon hacia el fluido ocurriria a traves del desarrollo, quedando por

lo tanto MOD disponible para los embriones en crecimiento.
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8.3. Cuantificacion de proteinas totales

Las proteinas totales de las paredes capsulares de A. monodon presentaron una
disminucidn significativa con el desarrollo embrionario en un 52.8%. Esta situacion es
concordante con varios autores que demostraron una pérdida del contenido proteico a
lo largo del desarrollo encapsulado, por ejemplo, para el caso de Concholepas
concholepas (Paschke 1992); Crepidula fecunda (Ojeda & Chaparro 2004);
Crepipatella dilatata y C. fecunda (Chaparro et al. 2012). Estos analisis hacen evidente
que las proteinas son el principal componente organico de las paredes que se deposita
en el fluido capsular y que estd disponible para ser utilizada o asimilada por los
embriones durante su fase encapsulada (Hendler & Franz 1971; De Mahieu et al. 1974;
Manahan & Crisp 1983; Jaeckle & Manahan 1989; Stockmann-Bosbach & Althoff
1989; Welborn & Manahan 1990; Chaparro & Paschcke 1990; Moran 1999; Marin et
al. 2003; Ojeda & Chaparro 2004; Noriega & Miloslavich 2010; Chaparro et al. 2012).

En A. monodon, el contenido proteico en el liquido intracapsular disminuy6 un 53.9%
con el avance del desarrollo embrionario, a pesar del aporte proteico que hace la pared
capsular interna. Una situacion como ésta, permite asumir que los embriones estarian
haciendo uso del MOD, incluso con un ritmo mayor al aporte via disolucion capsular.
Las concentraciones de proteinas presentes en el fluido intracapsular de A. monodon
resultan concordante con lo registrado para otros gastropodos encapsuladores. Asi por
ejemplo, en el fluido intracapsular de Busicon carica y Busicon canaliculatum, se
registraron valores de 3.8 y 8.7 mg proteina ml en el fluido (Harasewych 1978). El
liquido intracapsular y su valor nutricional en gastrépodos encapsuladores ya habia
sido indicado previamente (Bayne 1968; Stockmann-Bosbach & Althoff 1989; Calvo
1999; Penchaszadeh & Rincon 1996; Penchaszadeh & Miloslavich 2001; Ojeda &
Chaparro 2004; Chaparro et al. 2012), por ende, el aporte energético del liquido
intracapsular hacia los embriones encapsulados no es un mecanismo desconocido. La
disminucién continua de las proteinas en el liquido intracapsular de A. monodon
durante el desarrollo sugiere que éstas serian adsorbidas por los embriones
encapsulados (Shilling et al. 1996; Vavra & Manahan 1999). Se ha descrito que larvas

de Cymba gracilis y C. neptuni son capaces de ingerir simultdneamente los huevos
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nutricios y el liquido intracapsular (Marche-Marchad 1968). Estudios en Nucella
lapillus han demostrado que parte del componente organico del fluido es incorporado
por los embriones via pinocitosis a las células integumentales de la region ceféalica
(Fioroni 1985). Una parte del fluido es internalizada por los denominados “rifiones
larvales ectodérmicos” en Nucella lapillus, Buccinum undatum (Fioroni 1985) y
Searlesia dira (Rivest 1980). También, Rivest (1992) observo células “absorbentes”
pertenecientes al complejo de los rifiones larvales, células, que se encuentran en
contacto directo al liquido capsular. De la exposicion experimental que realizé Rivest
(1980) con embriones del gastropodo Searlesia sira en una solucion de ferritina y
albumin—fluorescein isothiocyanate conjugate (FITC) fuera de las capsulas, queda
claro que las células absorbentes adquieren rapidamente por endocitosis, las proteinas
disueltas del medio y la almacenan en heterofagosomas. Estas células aumentan su
volumen en el estadio de trocéfora, alcanzando su méaxima expansion en veligera
temprana, mientras que en los estadios siguientes (veligera avanzada y-juvenil pre-
eclosién) ocurre un proceso de reabsorcion que se da lugar antes del hatching, proceso
descrito también en gastropodos como Thais avignyi (Eisawy & Sorial 1974) y T.
haemastoma (Belisle & Byrd 1980). Ademas, Brante et al. (2009) demostraron en los
Calyptraeidios Crepidula coquimbensis y Crepidula fornicata la ingesta de albimina
desde el fluido intracapsular revelando presencia de fluorescencia en los embriones
durante el desarrollo intracapsular. Este mecanismo que ha sido descrito en varias
especies, fortalece la idea de que los embriones en desarrollo podrian utilizar la MOD
desde el fluido intracapsular. En el caso particular de A. monodon, dicha capacidad

debe ser demostrada en investigaciones futuras.

En los embriones, las proteinas totales incrementaron significativamente (148.3%)
durante el desarrollo intracapsular, resultado que coincide con el aumento en el peso
total de los embriones. Esta situacion también se ha descrito para los embriones de
Crepidula fornicata, que incrementaron su tamafio con el incremento de la albumina
en el liquido intracapsular (Brante et al. 2009). En el caso particular de los juveniles
pre-eclosion de A. monodon, se evidencié una disminucion no significativa respecto
del estadio posterior al véliger avanzada. Situacion que concuerda con el proceso de

metamorfosis que llevan a cabo las veligeras avanzadas al interior de la capsula, para
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dar origen a un juvenil pre-eclosion. Este proceso ha sido indicado para moluscos como
energéticamente costoso (Shilling et al. 1996; Labarta et al. 1999; Chaparro et al.
2012). La disminucién del contenido proteico en juveniles metamorfoseados, antes del
hatching, ha sido registrado en los gastropodos Buccinum cyaneum y Serpulorbis
arenaria (Miloslavich & Dufresne 1994; Calvo 1999). También en el Calytraeideo
Crepipatella dilatata, en el cual se identificé una disminucién del contenido organico
de los individuos, justo antes de la eclosién, fendbmeno que ha sido asociado a altos
costos energéticos producto de la metamorfosis antes de la liberacion como juvenil
(Chaparro & Paschke 1990; Chaparro et al. 2012).

En resumen, nuestros resultados evidencian que las paredes capsulares son mas
dinamicas de lo pensado, en términos de cambios en peso y espesor, pero también en
los niveles de proteinas totales que pasan a formar parte de la materia organica del
fluido intracapsular. Las disminuciones de las proteinas disueltas en el fluido se
relacionan muy bien con el incremento en el peso embrionario, pero también con el
aumento en el contenido proteico de los embriones a medida que estos se desarrollan
en el interior de las capsulas. Asi, nuestros resultados permiten estimar que en A.
monondon, la MOD en el fluido intracapsular puede constituirse en una fuente para la
nutricion embrionaria, complementaria a los huevos nutricios. Sin embargo, se debera
corroborar si este aporte complementario proviene directamente de la disolucion de las

paredes capsulares y que tan efectivo es la asimilacion por parte de los embriones.

31



FIGURAS
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Figura 1. Lugar de obtencion de las capsulas en la playa de Calfuco, Region de Los

Rios. Fuente: google Earth.
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Figura 2. A. monodon. Céapsulas y estadios de desarrollo embrionarios usados en los

experimentos. (A) Céapsulas de A. monodon, (B) estadio inicial o huevo, (C) estadio
trocdfora, (D) veliger inicial (rango tamafio long. concha: 500-750 um), (E) véliger
avanzada (rango tamafio long. concha: 790-920 um), (F) juvenil pre-eclosion (rango

tamafio long. concha: 1000-1100 pm).
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Figura 3. A. monodon. (A) Peso seco de las paredes de capsulas conteniendo embriones
con diferentes estadios de desarrollo, N =50. huevo: 2.63 £ 0.43 mg (promedio * desv.
estandar (DE)); trocofora: 2.58 £ 0.33 mg (promedio + DE), (B) Peso seco por embrion
con diferentes niveles de desarrollo encapsulado, N = 44. huevo: 0.038 + 0.008 mg
(promedio £ DE); troc6fora: 0.048 £ 0.0063 mg (promedio + DE). Lineas horizontales

indican rango longitud de concha. Las ecuaciones fueron estimadas usando solo la

informacion de los estadios encapsulados que tienen concha larval desarrollada.
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Figura 4. A. monodon. Peso organico e inorganico de paredes de cépsulas que
contenian embriones con diferentes niveles de desarrollo. N = 49. Contenido organico
huevo: 2.38 = 0.39 mg (promedio + DE); trocéfora: 2.3 + 0.34 mg (promedio + DE).
Contenido inorganico huevo: 0.25 = 0.14 mg (promedio + DE), troctfora: 0.28 + 0.14
mg (promedio + DE). Lineas horizontales indican rango longitud de concha. Las
ecuaciones fueron estimadas usando solo la informacién de los estadios encapsulados

que ya han desarrollado la concha larval.
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Figura 5. A. monodon. Secciones histolégicas de la pared capsular con identificacion

de las capas que las conforman (A) capsulas conteniendo estadio inicial (huevo). (B)

capsulas conteniendo estadio de juvenil pre-eclosion. C1: capa interna, C2: capa

intermedia, C3: capa externa. (=): Indica el sector medio de la capa intermedia con

presencia de vacuolas. Aumento de 40X.
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Figura 6. A. monodon. Secciones histologicas de capsulas con (A) embriones en
estadio huevo y (B) juveniles pre-eclosion. (=): Indican las prolongaciones de la pared

externa de las capsulas. Aumento 40X.
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Figura 8. A. monodon. (A) Area del tapon de eclosion (promedio + DE) de acuerdo al
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indican diferencias estadisticamente significantes.
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Figura 9. A. monodon. (A) Corte histologico en seccion vertical, pasando a través de

la seccion media del tapon de eclosion en capsulas con estadio inicial (huevo) y (B) en
el estadio de juvenil pre-eclosion. (=): Indica el tapdn capsular. Aumento de 10X
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Figura 10. A. monodon. Espesor de la pared capsular obtenidas con microscopia
electronica de barrido en estadio de huevo. C1: Corresponde a la pared interna, C2:
Pared intermedia y C3: pared externa. (= Negra): Indican las vacuolas en la zona

media de la capa intermedia, (= Blanca): Prolongacion de la pared externa.
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Figura 11. A. monodon. (A) Espesor de cada una de las capas de la pared (promedio +
DE) en cépsulas con diferentes estadios de desarrollo embrionario. (B) Cambios
porcentuales en el espesor de las capas interna, intermedia y externa en céapsulas
conteniendo distintos niveles de desarrollo embrionario. N = 14. Diferentes letras

indican diferencias estadisticamente significantes.
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9. CONCLUSIONES

Se evidencia disminucion en espesor de las paredes capsulares, principalmente
en la capa intermedia e interna, ademéas de una disolucion paulatina del tapon de

eclosion.

Existe una reduccion del contenido inorganico, del contenido organico y del

nivel proteico de las capsulas a medida que avanza el desarrollo embrionario

Existe una disminucion del contenido proteico en el liquido intracapsular a

medida que avanza el desarrollo embrionario

Se registra un aumento en el peso seco y en el nivel proteico de los embriones

durante el desarrollo intracapsular

La materia organica disuelta (principalmente proteinas) emigra desde las
paredes capsulares hacia el fluido intracapsular, siendo una potencial fuente nutricional
disponible para los embriones. Este aporte seria complementario a los huevos nutricios

depositados naturalmente en las capsulas.
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