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Abstract: Proteic content in the embryonic stages of Talorchestia margaritae (Amphipoda: Talitridae)
during its intramarsupial development. The amphipod Talorchestia margaritae Stephesen, 1948, is a semi-
terrestrial species that inhabits decaying organic material along estuarine shores of the Tuy river, Miranda
state, Venezuela. We studied the embryonic development of T. margaritae and used biochemical quantitative
methods to determine the protein content of embryos in stages of intra-marsupial development, as well as the
consumption pattern of these proteins by the embryos. The smallest reproductive females measured 4.6 mm in
body length. A low correlation (R = 0.2157; p<0.01) was found between female size and number of eggs in
the marsupium. The number of eggs and embryos in the marsupium varied between 3 and 12 egg or embryos/
female for all female sizes, regardless of stage. Five developmental stages were observed: the uncleaved
egg, three embryonic stages and the juvenile stage. Mean embryo size increased significantly during embryo
development: from 536.4+28.4 um at stage | up to 798.1+18.44 um at the juvenile stage (stage V). The protein
content decreased from an initial mean value of 4.14+0.78 g proteins/egg to a final value of 2.02+0.46 ug
protein/juvenile. Most of this decrease occurred between stages | and 1V, a pattern which could reflect an initial
higher consumption of the proteins as a source of energy and tissue formation. At the final stages (between 1V
and V), there were no significant differences between the protein content of the embryos. Rev. Biol. Trop. 55

(Suppl. 1): 1-8. Epub 2007 June, 29.
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El tamafio del huevo es uno de los paré-
metros que ha recibido mayor atencion en el
estudio de la reproduccién de los invertebra-
dos marinos porque se considera un estima-
dor de la unidad de energia transmitida a la
siguiente generacion (McEdward y Carson
1987, McEdward y Chia 1991). En especies
donde no ocurre una inversion parental postci-
gotica, la talla del huevo es un buen indicador
del modo de desarrollo (Jaeckle 1995). Un
ejemplo de esto lo constituyen los gasteropo-
dos del genero Conus, en los cuales la talla
del huevo no clivado puede predecir la energia
disponible, el largo del periodo embrionario,
la talla y el modo de eclosion (Kohn y Perron
1994). En estas especies la relacion talla

del huevo/fecundidad es el resultado directo
de la inversion materna en la reproduccion
(Eckelbarger 1986).

La relacion entre la estrategia reproducti-
va y el tamafio del huevo como fuente de ener-
gia para el desarrollo de la larva, no es directa
en especies que presentan estrategias donde
hay inversion en cuidado parental y/o alguna
forma de aprovisionamiento extraembrionario.
En caso de que exista poecilogonia, se pueden
producir tanto larvas con un alto potencial de
dispersién (planctotréficas) como larvas que
reclutan en zonas inmediatas a la poblacion de
origen (lecitotroficas) dependiendo de las con-
diciones ambientales. Ambos tipos de larvas
se desarrollan a partir de huevos de una misma
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talla pero dependiendo de las reservas de
que disponga el embrién (Bhaud et al. 1995,
Gibson y Chia 1995).

La forma en que son almacenadas las sus-
tancias de reserva dentro de los huevos varia
con el grupo. En gasterépodos las proteinas
son la fuente principal de aprovisionamiento
de energia, ya sea en vitelo contenido dentro
de los huevos, o en alguna de las formas de
almacenamiento extraembrionario, siendo por
tanto el contenido de proteinas, uno de los
mejores indices de estimacion de la energia
disponible para el desarrollo en este grupo
(Miloslavich 1995, Ramirez 2002).

En equinodermos (equinoideos y asteroi-
deos) con huevos flotantes que se liberan al
agua, se ha encontrado que las reservas son en
su mayoria lipidos, que ademéas de almacenar
energia, aportan flotabilidad. La composicion
bioquimica de los huevos de los equinoder-
mos, esta aparentemente relacionada al modo
nutricional de la larva. En especies que desa-
rrollan una larva lecitotrofica, la composicion
de sus huevos estd dominada por lipidos,
mientras que en aquellas productoras de lar-
vas planctotroficas la composicion quimica
de sus huevos es basicamente proteica (Turner
y Lawrence 1979, Jaeckle 1995, George et al.
1997, Villinski et al. 2002).

En crustaceos se ha encontrado que la
composicion de las reservas varia, como es el
caso del copépodo Paraeuchaeta antarcticala,
que almacena principalmente lipidos y protei-
nas, aumentando el porcentaje de lipidos en
los periodos del afio donde la disponibilidad
de alimento es menor para las larvas (Alonzo
et al. 2000). Este modo de almacenamien-
to compartido entre proteinas y lipidos, es
comun en crustaceos, observandose en cangre-
jos (Kattner et al. 2003), camarones (Graeve y
Wehrtmann 2003) y anfipodos estuarinos (Volz
et al. 2002), siendo los lipidos los que contribu-
yen mayormente a la energia disponible para el
desarrollo. La vitelina (una lipoglicoproteina),
es la principal forma de almacenamiento,
proveyendo a los embriones tanto de proteinas
como de lipidos (Volz et al. 2002). Sin embar-
go, a pesar de todos estos estudios, el proceso

de consumo de estas reservas durante el desa-
rrollo es poco conocido, especialmente para
los crustaceos peracaridos.

Los anfipodos son crustaceos peracaridos
de tallas que van en su mayoria, de los 2 a los
50 mm y se les encuentra cominmente en eco-
sistemas acuaticos marinos y dulceacuicolas,
estando mundialmente distribuidos y existien-
do alrededor de 7000 especies descritas. La
familia Talitridae comprende alrededor de 200
especies y es el tnico grupo de anfipodos que
coloniza el ambiente terrestre (Serejo 2004).

Durante la reproduccion, la hembra depo-
sita los huevos fecundados en un marsupio
ventral donde son incubados durante todo su
desarrollo. Los huevos se encuentran libres den-
tro del marsupio y son liberados en una etapa de
desarrollo avanzado con una forma muy seme-
jante a la de los adultos (Thiel 1998).

El tamafio de los huevos durante su desarro-
llo intra-marsupial, aumenta por la incorporacion
de agua junto con la transformacion del vitelo en
las estructuras del embrion (Sheader 1996). El
desarrollo es sincronizado y se pueden describir
al menos cinco estadios diferentes (Quintero et
al. 1992, Grassé 1999, Johnson et al. 2001).

El anfipodo Talorchestia margaritae
Stephensen, 1948 es semi-terrestre y habita
bajo material orgdnico en descomposicion
(Blanco 1980, Venables 1981, Sanchez 1985).
Posee un desarrollo intramarsupial tipico del
grupo, no presentando reservas extravitelinas
(gelatinas, huevos nutritivos o canibalismo
entre embriones), ni alimentacion extraem-
brionaria por asimilacién de materia organica
disuelta. Estas caracteristicas lo hacen ideal
para el estudio del consumo de las fuentes de
energia durante el desarrollo embrionario, ya
que se asume que el desarrollo se completa con
el suplemento de energia del huevo (Johnson et
al. 2001).

El presente trabajo tiene como objetivo
estudiar el desarrollo embrionario de T. marga-
ritae y determinar a través de métodos bioqui-
micos cuantitativos, el contenido de proteinas
en los embriones durante los distintos estadios
del desarrollo intra-marsupial, asi como el
patrén de consumo de estas proteinas.
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MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 146 ejemplares de hem-
bras ovadas de la especie T. margaritae en la
desembocadura del rio Tuy, Paparo, estado
Miranda, Venezuela (10°23°30” N, 65°59'12”
O) en noviembre de 2004. Los individuos se
encontraban en la zona supralitoral himeda en
la costa estuarina del rio. Los organismos se
recolectaron sobre una bandeja plana de 30 x 20
cm con alcohol etilico al 95 %. La arena y el
material organico traido por el rio como hojas,
maderas, etc., alrededor de la bandeja, fueron
removidos y los individuos que saltaban de
este material fueron recolectados en la bandeja.
Se depositaron ejemplares de la especie en la
Coleccion de Crustaceos Peracéridos del Museo
de Ciencias Naturales de la Universidad Simdn
Bolivar, namero de catalogo MI- 0063.

Las observaciones de los organismos se
realizaron con un microscopio estereoscopico
ZEISS modelo STEMI-2000 C. Los ejemplares
fueron separados utilizando solo las hembras
con embriones en sus marsupios, los cuales
fueron abiertos para su extraccion. Se deter-
mino el estadio de desarrollo de los mismos
segun la descripcion de Grassé (1999), anotan-
do para cada hembra su talla (largo del cuerpo
en mm tomado desde la cabeza hasta el telson),
el nimero de huevos o embriones que contenia
cada hembra dentro del marsupio, y la talla de
los mismos (pm).

Las mediciones del contenido de protei-
nas en huevos y embriones se realizaron a
partir de homogeneizados de cinco embriones
(provenientes de una misma hembra) en una
solucion NaOH 0.5 N en tubos Eppendorf.
Se utiliz6 el micro-ensayo (Bio-Rad) basado
en el método de Bradford (Bradford, 1976)
utilizando BSA (albumina de suero bovino)
como estandar.

Para determinar la existencia de diferen-
cias entre el nimero de embriones en el mar-
supio/hembra y el estadio de desarrollo, entre
la talla del embridn y el estadio de desarrollo
y entre el contenido de proteina/embrion y el
estadio de desarrollo, se realizaron ANOVAs
y pruebas de comparaciones multiples de

Tukey. Para determinar el efecto de la talla
de la hembra sobre el contenido de proteinas
en los embriones y si existe relacion entre el
tamafio de la hembra y el nimero de huevos o
embriones que incube en su marsupio, se rea-
lizaron correlaciones de Pearson entre dichos
parametros.

RESULTADOS

Desarrollo embrionario y pardmetros
reproductivos. La talla minima de las hem-
bras ovadas fue de 4.6 mm, siendo la talla
promedio de 7.07£1.19 mm (4.6-9.5 mm).
Se encontraron cinco estadios de desarrollo
embrionario siguiendo las descripciones de
Grassé (1999) (Fig. 1, Cuadro 1). EI nimero
de huevos y/o embriones por hembra varid
entre 3 y 12 para todas las tallas, indepen-
dientemente del estadio de los mismos. No
se encontraron diferencias significativas en
el nimero de embriones por hembra entre los
estadios (p<0.05). Por otra parte, se encontrd
una correlacion significativa baja entre la
talla de la hembra y el nGmero de embriones
en el marsupio (Pearson, p<0.01, R?= 0.2157,
n= 146 hembras).

A medida que avanza el desarrollo, hay
un incremento significativo de la talla de los
embriones, desde un promedio para el esta-
dio | (huevo no dividido) de 536.4 (+28.4)
pm, hasta un promedio de 798.1 (+18.44)
pm en el estadio V (juvenil) (Fig. 2). No se
encontraron diferencias significativas entre
las tallas de los embriones en los estadios 1V
y V (Cuadro 1).

Contenido de proteinas. Se encontraron
diferencias significativas en el contenido de
proteinas entre el primer estadio y los demas
estadios (p<0.01) (Cuadro 1, Fig. 3). Una
prueba a posteriori (comparaciones multiples
de Tukey), indico que entre el estadio 2 y 3 no
se encontraron diferencias, pero dichos esta-
dios fueron diferentes al 1, al 4 y al 5. Entre
el 4 y el 5 no se encontraron diferencias,
pero resultaron diferentes a todos los demas
(p<0.05).
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Fig. 1. Estadios de desarrollo de T. margaritae (basados en la descripcion de Grassé 1999). | al V = estadios de desarrollo
intra-marsupio, J= juvenil al momento de la liberacién. Escala : 100 yum.

Fig. 1. Stages of development in T. margaritae (based in the description by Grassé 1999). | to V = intramarsupial stages of
development, J = juvenile at hatching. Scale bar: 100 um.

El contenido de proteinas en los embrio- DISCUSION
nes disminuy6 a medida que avanza el desarro-
llo, con un contenido promedio inicial de 4.14 Desarrollo embrionario y parametros
(£0.78) pg/huevo, hasta un promedio de 2.02 reproductivos. Al no encontrar diferencias
(£0.46) pg/juvenil en el estadio V (Fig. 3). significativas en el nimero de embriones por

4 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 55 (Suppl. 1): 1-8, June 2007



CUADRO 1
Estadios del desarrollo embrionario intramarsupial de T. margaritae y el contenido de proteinas de cada uno.

TABLE 1
Stages of intramarsupial embryonic development of T. margaritae and their protein content.

NUmero de embriones

Estadio Descripcion

por hembra
E_mbrlo_n no divi- 743+213
| dido, vitelo llena por n.=08
completo el espacio del )
huevo (3-11)
Presencia del surco
medio (blastoporo), 7.71+£201
1l pequefia separacion n,=35
entre embrién y mem- (4-11)
brana del huevo
Separacion del embrién
de la membrana del 8.22 +£1.86
1] huevo, se comienza a n,=18
observar la formacion (5-12)
de apéndices
Se reduce el vitelo y se 0.39 +1.69
v observa el desarrollo n,=33
de ojos (5-11)
El anfipodo esta com- 8'38f 1.62
v pletamente formado n,=32
(5-11)

Talla de los embriones Contenido de proteinas

(um) por embrion (pgr)
536.39 + 28.47 4,14 +£0.78
n,=30 n,=30
(510-600) (2.0-5.8)
632.93 £ 43.5 3.46 £1.31
n,=35 n,=35
(586.5-780) (1.30-6.20)
720.20 + 30.85 3.04+£1.44
n,=30 n,=30
(688.5-780) (1.3-6.2)
787.73 £20.11 2.17 + 0.65
n,=33 n,=33
(730-816) (1.2-3.2)
798.09 + 18.44 2.02 £0.46
n,=30 n,=30
(758-841.5) (1.2-2.8)

Los valores representan los promedios + la desviacion estandar; n,= nimero de hembras, n, = nimero de embriones medi-
dos, n, = nimero de réplicas en la determinacion de proteinas. Los nimeros en paréntesis representan los valores minimos

y maximos.

Values represent mean + standard deviation, n,= number of females, n, = number of measured embryos, n, = replicate num-
ber in protein determination. Numbers in parenthesis represent minimal and maximal values.
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Fig. 2. Talla de los embriones en los estadios de desarrollo
intramarsupial de T. margaritae (media, error estandar y
desviacioén estandar).

Fig. 2. Size of embryos at the stages of intramarsupial
development of T. margaritae (mean, standard error and
standard deviation).
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Fig. 3. Proteinas totales presentes en los embriones en los
estadios de desarrollo de T. margaritae (media, error estan-
dar y desviacion estandar).

Fig. 3. Total protein per embryo at the developmental
stages of T. margaritae (mean, standard error and standard
deviation).
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hembra entre los estadios, se presume que no
hay un cambio en el nimero de embriones
dentro del marsupio durante el desarrollo,
es decir, todos los embriones que se deposi-
tan en el marsupio se estan desarrollando lo
cual corrobora los datos de Blanco (1980) y
Sanchez (1985) para T. margaritae en la zona
oriental de Venezuela y los datos de Lalitha
et al. (1990) para T. martensis. La existencia
de una correlacion positiva entre la talla de la
hembra y el nimero de embriones en el mar-
supio de T. margaritae ha sido reportada pre-
viamente por Blanco (1980) y Sanchez (1985),
indicando que la talla de la madre influye en
la energia disponible para ser invertida en la
reproduccién, estando una hembra de mayor
tamafio en capacidad de invertir mayor canti-
dad de energia, aunque no tenga influencia en
la talla de los huevos (como un mayor aprovi-
sionamiento para cada uno de los embriones),
si resulta en un mayor nimero de embriones
por camada.

La talla minima de las hembras ovadas
(4.6 mm) es inferior a la talla reportada para
la misma especie por Sanchez (1985) de
6.3 mm, y por Venables (1981) de 5.5 mm,
pudiendo ser esto un reflejo del abundante
alimento disponible para las hembras en esta
localidad. En relacion con esto, el Rio Tuy
capta la mayor parte de los efluentes del polo
de crecimiento econémico, urbano e indus-
trial mas importante de Venezuela, deponién-
dose las aguas servidas de una poblacién de
aproximadamente 6 millones de habitantes
y que descarga directamente sobre la zona
de muestreo; mientras que en playa El Dique
en Cumana (Venables 1981), o en la Isla de
Margarita (Sanchez 1985), no existen descar-
gas de materia organica de estas magnitudes.

Como se evidencia en las figuras 2 y 3, se
observa un mayor aumento de la talla en los
primeros tres estadios, lo cual coincide con el
periodo de mayor consumo de proteinas.

Contenido de proteinas. La disminucion
del contenido de proteinas es mayor entre los
estadios | al Ill, presentdndose también la
mayor varianza a este respecto. Este patron

refleja una mayor utilizacién de las proteinas
como fuente de energia y formacion de tejidos
en los estadios iniciales, mientras que en esta-
dios finales la diferencia disminuye, al mismo
tiempo que lo hace la varianza.

Hacia el final del desarrollo, hay una
menor variacion en el contenido de proteinas
en los embriones, ya que los embriones han
utilizado la mayoria de la proteina disponi-
ble y el metabolismo y crecimiento se lleva
a cabo a partir de fuentes alternativas como
lipidos. Este patron en el uso de las proteinas
se ha observado en el desarrollo embriona-
rio de otros crustadceos peracaridos como
Mysidium columbiae (Zimmer) (Carbonini y
Miloslavich 2005). La concentracion inicial
de proteinas en los huevos de T. margaritae
es relativamente baja si se compara con el
contenido de proteinas de gasteropodos con
huevos de tamafios similares (Miloslavich
1995), pudiendo ser esto indicativo de que
para T. margaritae la fuente de energia
principal serian los lipidos, como ha sido
informado para otros crustaceos (Graeve y
Wehrtmann 2003).

Si tomamos en cuenta que pardmetros
reproductivos como fecundidad, talla del
huevo, contenido energético y nimero de
los mismos estan directamente ligados a la
adecuacion de los individuos de una especie,
estos podrian fluctuar frente a condiciones
ambientales alteradas (Levitan 2000). En
el caso de T. margaritae, existe una varia-
cion en el nimero de huevos por hembra
y la talla de la primera reproduccion, la
cual podria depender de la disponibilidad
de alimentos (Levitan 2000). Las pobla-
ciones estudiadas incluyen las localidades
del Rio Tuy (presente estudio), la Isla de
Margarita (Sanchez 1985) y la costa oriental
de Venezuela (Blanco 1980, Venables 1981),
en donde el contenido de materia organi-
ca particulada en las playas como fuente
de alimento, es definitivamente diferente,
siendo sumamente alta su disponibilidad en
el Rio Tuy (Martin 1987). Estas diferencias
reproductivas observadas, también podrian
extenderse al contenido energético de los
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huevos y embriones, sugiriendo que la inver-
sion en reproduccién podria ser un caracter
con plasticidad fenotipica.

Este trabajo es una aproximacion inicial
al estudio de la energética del desarrollo de
T. margaritae, siendo el paso siguiente la eva-
luacion de otros componentes de las reservas
energéticas de los embriones como lipidos y
carbohidratos.

RESUMEN

El anfipodo Talorchestia margaritae Stephesen,
1948, es una especie semi-terrestre, que habita bajo mate-
rial orgéanico en descomposicion, en la desembocadura del
rio Tuy, estado Miranda, Venezuela. Estudiamos el desa-
rrollo embrionario de T. margaritae y determinamos con
métodos bioquimicos cuantitativos el contenido de protei-
nas en los embriones, durante los estadios del desarrollo
intramarsupial, asi como su patron de consumo de protei-
nas. La talla minima de hembras ovadas fue de 4.6 mm de
longitud corporal. Se encontré una correlacion baja (R2=
0.2157; p<0.01) entre la talla de la hembra y el nimero de
huevos en el marsupio. EI nimero de huevos y embriones
en el marsupio vari6 entre 3 y 12 huevos o embriones/
hembra, para todas las tallas de hembra independiente-
mente del estadio. Se observaron cinco estadios de desa-
rrollo: el huevo no dividido, tres estadios de embriones
intramarsupiales y el juvenil. A medida que avanza el
desarrollo, hay un incremento significativo de la talla de
los embriones, desde un promedio para el estadio I (huevo
no dividido) de 536.4 (+28.4) um, hasta un promedio de
798.1 (+18.44) um en el estadio V (juvenil). El contenido
de proteinas disminuy6 desde un promedio inicial de 4.14
(+0.78) pg proteinas/huevo, hasta un promedio final de
2.02 (+0.46) pg proteina/juvenil. La disminucion es mayor
entre los estadios 1 y 1V, pudiendo este patron reflejar una
mayor utilizacion inicial de las proteinas como fuente de
energia y formacion de tejidos, mientras que en estadios
finales, no hay diferencias significativas entre el contenido
de proteinas de los estadios IV y V.

Palabras clave: Talorchestia margaritae, desarrollo,
contenido proteico, Peracarida, Venezuela.
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