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Desarrollo embrionario del erizo de mar Paracentrotus lividus

Iratxe Menchaca

La practica consistira en estudiar el proceso de fecundacién y primeras etapas del desarrollo

embrionario del erizo de mar Paracentrotus lividus. Para ello, en primer lugar se obtendran los

gametos, a continuacién se procedera a realizar la fecundacion in vitro y finalmente se

identificaran las diferentes fases de segmentacion hasta la formacion de la larva pluteus.

Material de laboratorio (por grupo de trabajo)

Horario

1 probeta (100 ml)

1 vaso de precipitados (100 mL 6 200 ml)
1 cuchillo de sierra

2 pipetas Pasteur

2 pipetas de vidrio

1 micropipeta (10-100ul)

2 portas

Microscopio

Agua de mar filtrada (0,22 um)
Camara climatizada (18-20 2C)
5 vasitos de propileno (20ml)
Contadores

Guantes de latex

KCL (0,5 M)

Formol

Dia 1: Muestreo de 25 ejemplares en el intermareal de Ondarreta (San Sebastian).

Dia 1: Obtencién de gametos y fecundacion

Rotulado de los viales

Comprobacion la calidad de los gametos
Fecundacion

Calculo de la densidad y éxito de fecundacion

Incubacion
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Dfa 2: Continla la incubacion

Dia 3: Lectura del desarrollo

Dja 1: Obtencién de gametos y fecundacién
Rotulado de los viales

Escribir sobre los viales el namero (del 1 al 5), la fecha y el namero de grupo de trabajo.

Comprobacién de la calidad de los gametos

Primero: inyectar a través de la membrana oral (peristoma, zona oral) 1 ml de 0,5M de KCL en
agua de mar. Pocos minutos después aparece un liquido espeso en la cara aboral, donde se
localizan los gonoporos. Si el liquido es blanquecino se trata de esperma, mientras que si es
anaranjado corresponde a o6vulos (no existe forma alguna de distinguir los sexos por

caracteres externos, los erizos de mar carecen de dimorfismo sexual).

Diente de la
linterna de
Aristoteles

Boca Gonopore

Membrana

ristomia
Branquia peristomisl

Pie ambulacral

Espina bucal

Pie ambulacral

Toma una gotita con una pipeta Pasteur, se deposita sobre un porta y se observa al
microscopio para observar la calidad de los gametos: esperma movil (5 ym) y ovulos esféricos
(100um). Importante: evitar estrujar las génadas para extraer los gametos, sélo recoger lo que
rebose.

Fecundacién

Colocar sobre un porta una gota de agua con ovocitos (1 gota de 6vulos + 5 ml de agua).
Importante: Enfocar en el microscopio con cuidado de que el objetivo no entre en contacto
con el agua salina. Afadir una gota de esperma (1 gota de semen + 10 ml de agua). Remover y
observar la progresion de los espermatozoides en direccion a los 6vulos. Observar la
membrana de fecundacién que se forma en menos de 5 min.

El siguiente paso es tomar los gametos, primero siempre los huevos, y llevarlos a una probeta
de 90mL de agua mar filtrada (20°C). Después depositar una gotita de esperma, y agitar muy
suavemente.
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Calculo de la densidad y éxito de fecundacién

Tras 5 minutos, se toman 4 réplicas de 20uL cada una y se depositan sobre un porta. De esta

manera, calculamos primero la densidad (nimero de huevos en los 20uL) y segundo el éxito de
fecundacion, por este orden. Con la densidad hallamos la mediana (calculo aproximado: de los
4 valores tomamos los dos centrales, y de estos dos calculamos la media) de tal forma que en
los 20mL de agua de mar filtrada de cada vial, tengamos una densidad final de 25 huevos/mL.

Para calcular el éxito de fecundacién en las réplicas contamos del total, cuantos estén

fecundados- aparicion de la membrana de fecundacién.

membrana
de fecundacion

Para que la fecundacion sea viable, el éxito ha de ser superior al 90%. Importante: Todo este
paso no debe durar mas de 30 minutos, porque a la primera hora de la fecundacién ya se
producen las primeras divisiones mitéticas, y es cuando los embriones son mas sensibles.
Incubacién

Una vez hallado el volumen de huevos fecundados (densidad de 25hu/mL) que se deben afadir
a cada uno de los viales de 20mL desde la probeta, se introducen en la incubadora a 20°C
durante 48 horasy en completa oscuridad.

Dia 2: Continda la incubacién

Para observar en el microscopio los principales cambios morfolégicos que suceden después de
la fecundacién y que llevan a la formacion de la larva plateus, se fijan los 5 viales a diferentes
tiempos:

e -Vial 1: 1 h. 12 Division de segmentacion, blastomero con 2 células

e -Vial 2: 2 h 30 min. Blastula de 16 células

e -Vial 3: 6-12 h. Blastula
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e -Vial 4: 24 h. Gastrula
e -Vial 5: 48 h. Larva Pluteus

Dja 3: Lectura del desarrollo
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Distintos estados embrionarios (modificado de Fernandez, 2002).

ANATOMIA Y FISIOLOGEA HUMANAS Prdctica Embriologia - 4 -



PROFESOR JANO

profesorjano@gmail.com — 668805224

LOGIA

Prof. VICTOR M. VITORIA
Bachillerato - Universidad

Cuestiones

1. Calcular la densidad de huevos en 20ul. ¢Qué volumen de huevos fecundados
deberiamos pipetear en 20 ml de agua de mar para que la concentracion final fuese de
25 huevos/ml?
2. Calcular el éxito de fecundacion.
3. Calcular el éxito embrionario pasadas 48 horas.
4. Dibujar todas las fases del desarrollo embrionario del erizo de mar vistas en practicas,
desde el 6vulo sin fecundar hasta el estadio de larva Pluteus. Y responde:
a. ¢Qué caracteristicas tienen los blastémeros de la mérula de 8 células?.
b. ¢Qué diferencia hay entre la mérula y la blastula?
c. ¢Mediante qué proceso comienza la diferenciacion de los primeros tejidos?
d. El Paracentrotus lividus, ées una animal diblastico o triblastico?
5. INVESTIGACION POR TU CUENTA.
a. Tras repasar los conceptos de vitelo y segmentacion, responde razonadamente
sobre la relacion que existe entre segmentacion y vitelo.
b. Lasegmentacion del erizo de mar, ¢es holoblastica o meroblastica?. Razona la

respuesta.
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