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Resumen

El desarrollo embrionario en peces es relevante para el conocimiento de su biologia y sistemdtica, mediante aspectos
como: morfologia, crecimiento, alimentacion, comportamiento y mortalidad. El objetivo de este trabajo fué la descripcion
del desarrollo embrionario de hibridos producidos a partir del cruce de hembras de Pseudoplatystoma metaense x machos
de Leiarius marmoratus. La reproduccion fue inducida en reproductores sexualmente maduros usando extracto de hipdfisis
de carpa. Los 6vulos seminados fueron incubados en sistemas artesanales de flujo ascendente de 70 |, realizando recam-
bios de agua en un 20% cada tres horas con temperatura promedio 26,2 £+ 0,5°C. Se tomaron muestras en intervalos de
tiempo 0.25, 0.50, 1y 2 horas pos fertilizacion (hpf) y fueron fijadas en formol buffer 10%. Posteriormente se observaron y
se tomaron registros fotogréficos. Se observo la fase de zigoto y clivaje 1 a las 0:25 hpf, clivaje 2 a las 0:50, clivaje 3y 4 a
las 0:75, clivaje 5y 6 a 1:00, blastula (subdivisién inicial, temprana y tardia) se observaron desde 1:50 a 5:00 hpf, gastrula
y cierre del blastoporo a las 6:00 hpf, segmentacion de las somitas desde las 10:00 a 17:00 hpf, presentandose finalmente
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Introduccién

la eclosion a las 18:00 hpf. Se concluye que los eventos del desarrollo embrionario de P. metaense x L. marmoratus son
asincronicos, presentando una fertilidad del 30%.

Palabras clave: embriogénesis, hibrido, ovocito, larva, reproduccién artificial

Abstract

Embryonic development in fish is important for understanding their biology and systematics, through aspects such as mor-
phology, growth, feeding, behavior and mortality. The objective of this work was the description of embryonic develop-
ment of hybrids produced from crossing female Pseudoplatystoma metaense x male Leiarius marmoratus. Reproduction was
induced in sexually mature broodstock using carp pituitary extract. The semined eggs were incubated in artisanal systems
upflow of 70 |, making water changes by 20% every three hours with average temperature 26.2 + 0.5°C. Samples were
taken at time intervals 0.25, 0.50, 1 and 2 hours post fertilization (hpf) and were fixed in 10% buffered formalin. Subse-
quently they observed and photographic records were taken. stage zygote and cleavage hpf 1 to 0:25, 2 at 0:50 cleaving,
cleaving 3 and 4 to 0:75, cleaving 5 and 6 to 1:00, blastula (initial subdivision, was observed early and late) they were
observed from 1:50 to 5:00 hpf, gastrula and closing at 6:00 blastoporo hpf, segmentation of somites from 10:00 to 17:00
hpf finally presenting hatching at 18:00 hpf. We conclude that the events of embryonic development of P. metaense x L.
marmoratus are asynchronous, featuring a 30% fertility.

Keywords: embryogenesis, hybrid, egg, larva, artificial reproduction

Resumo

Desenvolvimento embrionario em peixes é importante para entender sua biologia e sistematica, através de aspectos como
a morfologia, crescimento, alimentacdo, comportamento e mortalidade. O objetivo deste trabalho foi a descricio do
desenvolvimento embrionario de hibridos produzidos a partir de cruzamento feminino Pseudoplatystoma metaense x mas-
culino Leiarius marmoratus. Reproducao foi induzida em reprodutores sexualmente maduros usando extrato de hipofise
de carpa. Os ovos seminados foram incubadas em sistemas artesanais de fluxo ascendente de 70 |, fazendo mudancas de
dagua em 20% a cada trés horas, com temperatura média de 26,2 + 0,5 ° C. As amostras foram tomadas em intervalos de
tempo de 0,25, 0,50, 1 e 2 horas ap0s a fertilizacdo (hpf) e foram fixadas em formalina a 10% tamponada. Posteriormente
eles observaram e registros fotograficos foram tomadas. Fase zigoto e clivagem 1 foi observada a 0:25 hpf, Clivagem 2
a 0:50 hpf, clivagem 3 e 4 para 0:75, clivagem 5 e 6 as 1:00, blastula (subdivisdo inicial, cedo e tarde) foram observados
01:50-05:00 hpf, gastrula e fechar blastoporo as 6:00 hpf, finalmente apresentando eclosdo as 18:00 hpf. Concluiu-se que
os eventos de desenvolvimento embrionario de P. metaense x L. marmoratus sdo assincronos, com uma fertilidade de 30%.

Palavras-chave: a embriogénese, hibridos, ovo, larva, reproducao artificial

Estudios de hibridacion interespecifica e intergenérica
realizados en Venezuela y Brasil, han demostrado que

Pseudoplatystoma metaense y Leiarius marmoratus son
especies nativas de la region de la Orinoquia presen-
tando un gran potencial para la acuicultura (Ramirez-
Merlano et al.,, 2010; Ramirez-Gil et al, 2012). segln
Cala (1990) laictiofauna de agua dulce en Colombia es
una de las mas diversas del Neotrépico contando con
mas de 2000 especies donde la regiéon de la Orinoquia
cuenta aproximadamente con un 25% de éstas, de las
cuales se desconoce mas del 50% de su biologia. Lo
anterior influye drésticamente para la conservaciéon de
la Biodiversidad y en la bisqueda de nuevas especies
con potencial para la acuicultura.

Por otro lado, debido al menor ndmero de especies ic-
ticas y poco conocimiento sobre aquellas que pueden
presentar potencial para la acuicultura ha provocado
que el sector productivo implementara cruzamientos
entre especies cultivadas comercialmente para optimi-
zar su produccion.

los individuos como resultado de cruces artificiales,
presentan mayores rendimientos en produccion de
carne y menor depredacion de larvas, siendo mas ren-
table para los acuicultores (Kossowski, 1991; Burke y
Arnold, 2001). No obstante, se ha demostrado que in-
dividuos hibridos artificialmente como lo es Clarias ma-
crocephalus x Clarias gariepinus (Senanan et al., 2004)
dentro de los sistemas naturales logra reproducirse con
sus parentales afectando la estructura genética de es-
tas poblaciones. También, es claro que la hibridacion
inter-especifica e intraespecifica de especies icticas se
presenta de forma natural como sucede en Pseudo-
platystoma reticulatum x Pseudoplatystoma curruscans,
Pterophylum scalar Var. Silver x Pterophylum scalar Var.
Black, respectivamente. Segin Mallet (2005) se estima
entre el 6 - 10% de cruces naturales interespecificos
en vertebrados, y en ambientes lacustres se reportan
como evento comdn entre el 4-5% (Seehausen, 2004).
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No obstante, la produccién y escapes constante de
individuos hibridos artificialmente a los sistemas na-
turales pueden generar pérdida de la biodiversidad
genética. Por todo lo anterior, no suele descartarse la
posibilidad que en Colombia se presenten técnicas de
hibridacién artificial en los sistemas piscicolas debido
a los rapidos crecimientos de estos individuos, mos-
trando eficiente conversion alimentaria, resistencia
a enfermedades y tolerancias a factores ambientales
(Hashimoto et al., 2011; Alvés et al., 2014).

El desarrollo embrionario en peces es relevante para el
conocimiento global de su biologia y sistematica, par-
ticularmente en aspectos de morfologia, crecimiento,
alimentacion, comportamiento y mortalidad. Ademas,
contribuye en la sefalizacion de dreas de desove y
evaluacion de calidad ambiental en la deteccion de
mal formacion durante el ciclo de vida (Botta et al,
2010) y permite en las practicas acuicolas establecer
los tamanos de las particulas de alimentacion, las can-
tidades y el momento de suministro.

De igual forma, es dtil para identificar cronolégicamen-
te los eventos morfolégicos que llevan a la formacion
de un nuevo individuo, permitiendo establecer las téc-
nicas mas adecuadas para la incubacién y larvicultura
de la especie (Valbuena-Villareal et al., 2012). Por lo
anterior, el objetivo del presente trabajo consistié en
la descripcion del desarrollo embrionario del cruce de
hembras de Pseudoplatystoma metaense x machos de
Leiarius marmoratus bajo condiciones de laboratorio.

Materiales y métodos

El estudio se realizé en la estacion piscicola del Insti-
tuto de Acuicultura de los Llanos - IALL, localizada a
una altitud de 418 msnm, con pluviosidad de 4050
mm anuales, humedad relativa del 75%, temperatura
ambiental media de 27°C. Se usaron parentales sexual-
mente maduros mantenidos en estanque en tierra de
las especies Pseudoplatystoma metaense y Leiarius mar-
moratus.

Calidad del agua

Para el proceso de incubacion se utilizé una incuba-
dora artesanal de 70 | con flujo de agua ascendente
realizando recambios de agua del 20% cada tres ho-
ras. Cada seis horas fueron evaluadas las caracteris-
ticas fisicas y quimicas del agua, como temperatura
(°C), oxigeno disuelto (mg/l) y pH por medio de la
sonda multiparameétrica (YSI MPS 556, Yellow spring
instruments), Amonio, Nitrato y dureza se evaluaron
por medio de un kit de calidad de agua (Aquamerck,
Merck).

Induccién hormonal y obtencién de gametos

Los reproductores fueron tratados con extracto hipo-
fisario de carpa (EHC), siguiendo el protocolo descrito
por (Mira T et al., 2008). Los ovocitos y el semen fue-
ron obtenidos por medio de extrusién y el proceso de
fertilizacion se realizé en seco. Los huevos fueron lle-
vados a la incubadora anteriormente mencionada y se
registré la temperatura mediante un termostato (Resun
sunlike - 300), obteniendo registros promedio de 26,2
+ 0.5 °C. Se tomaron muestras de embriones (n = 50)
de la siguiente manera: durante la primera hora pos-
fertilizacion (hpf), en intervalos de tiempo 0.25 horas
(h), durante las siguientes 4 hpf, con intervalos de 0.50
h, y de ahi en adelante hasta la eclosién, cada 2 h. se
tomaron estos intervalos de tiempo al observar que no
habian cambios de fases del desarrollo durante las ho-
ras muestreadas. Las muestras fueron fijadas en formol
buffer 10% y posteriormente observadas y registradas
fotograficamente con ayuda de un microscopio 6ptico
(Nikon eclipse E-400) y un estereomicroscopio (Nikon
Smz 800).

En las muestras obtenida (n=50) durante cada interva-
lo de tiempo se contabiliz el nimero de embriones
por fase. La terminologia utilizada para describir los
diferentes estadios del desarrollo embrionario se basé
en los trabajos de Ninhaus-Silveira et al., (2006); Olarte
etal, (2010) y Faustino et al,, (2010).

Resultados

Los principales eventos y caracteristicas en la secuen-
cia del desarrollo embrionario de P. metaense x L.
marmoratus, desde las 0:00 hpf hasta la eclosion, se
resumen en la Tabla 1. El sistema fue alimentado con
agua previamente madurada y sus caracteristicas fisi-
cas y quimicas fueron: pH 6,9 £ 0.6, temperatura 26,2
+ 0.5, oxigeno disuelto 6.9 £ 0.1 mg/l, amonio 0.15 +
0.1 mg/I Nitrato 0 y dureza 35 £ 0,0 mg/I.

Estadio de zigoto

Luego de la activacion espermatica (por adicion
de agua de incubacion) y dando inicio a la fertiliza-
cion, los huevos presentaron una doble membrana
externa y la presencia del espacio perivitelinico. Se
observé la delimitacion del polo animal siendo este
mas traslucido que el vegetal dado a que este dltimo
se observd mucho mas denso debido a las vesiculas
globosas de vitelo. En el evento de zigoto, los
movimientos morfolégicos fueron eventualmente muy
lentos llegando a ocasionar en algunos embriones ob-
servados una fase de detenimiento. La fase de zigoto
se observo entre 0,25 - 0,75 hpf (Figura TA).
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Tabla 1. Desarrollo embrionario de P. metaense x L. marmoratus a temperatura promedio de 26,2 + 0.5 °C.

Tiempo

(g Estadio Descripcion

%

. Presencia de una doble membrana, vitelo abundante, migracion
0-0,75 Zigoto . L .
del citoplasma y formacion del polo animal y vegetal.

85,3

Divisiones mitéticas originando la formacién de 2, 4, 8, 16,
0,25 - 4,0 Clivaje 32y 64 células blastémeros, dando inicio a blastula inicial y
temprana caracterizandose por el ascenso del blastodisco.

63,6

Esta fase se caracterizé por tres sub-fases: blastula temprana,
2,50-5,0 Blastula alta y tardia. Durante este tiempo se evidencio el descenso del
blastodisco y posterior achatamiento hacia los lados.

25,5

Formacién del epiblasto e hipoblasto

Al 50% de epibolia, se observa migracion de las células embrionarias
6,0 -9,0 Gastrula y formacién del anillo embrionario. 70% de epibolia, se evidencié

el escudo embrionario y finalmente en epibolia al 90% se presentd
cierre de blastoporo vy sitio de formacion del tubo neural.

64,6

Formacién del eje embrionario, notocorda y surco neural; diferenciacién
de la region céfalo - caudal. Posteriormente se evidencia la vesicula éptica
y segmentacion de los primeros somitos. En la segmentacion 3, se logro
100 -17.0 organogénesis Region caudal desprendida del saco embrionario y
presencia de 23 somitos aproximadamente.
Formacién del intestino y alargamiento del embrion
con movimientos vigorosos de navegabilidad.

Segmentacion y | evidenciar la vesicula otica y otolitos, no se logré observar la vesicula de kupffer.

100

18,0 Eclosion Total rompimiento del corién y navegabilidad de las larvas.

86

_
4.53

414.79 Um 482.31 Um

I 636 65 Um I

694.53 Um

636.65 Um

636.65 Um 993.56 Um

Figura 1. Primeros eventos del desarrollo embrionario de P. metaense x L. marmoratus a diferentes magnificaciones. A. zigoto, B.
clivaje 1, C. clivaje 2, D. clivaje 3, E. clivaje 4, F. clivaje 5, G. clivaje 6, H. bldstula inicial, I. blastula tardfa, J-K. gastrula observando

el cierre de blastoporo. Nota. Las escalas corresponden a la medida longitudinal maxima del embrién.
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Estadio de clivaje

Se observo gran cantidad de vitelo en los embriones,
por lo que la segmentacion se hace meroblastica dan-
do origen al periblasto. Los primeros seis clivajes fue-
ron observados a partir de las 0,25 hpf hasta las 4,00
hpf. El primer clivaje consistié en la formacion de dos
células blasticas 6 blastomeros de igual tamano, el se-
gundo en la formacion de 4 células mediante el eje
vertical y perpendicularmente al primer clivaje, tercer
clivaje (8 células) fue vertical y paralelo al primero,
cuarto clivaje (16 células) fue vertical y paralelo a la
segunda, quinto clivaje (32 células) fue vertical y para-
lela a la primera y sexto clivaje tuvo su formacion en el
eje horizontal originando 64 blastomeros (Figura 1B-
G). Cada uno de estos eventos se presentd de manera
asincronica.

Como observacion general, las blastomeras fueron
homogéneas y fueron disminuyendo en tamafo a me-
dida que aumentaron en ndmero, a excepcion de los
clivajes 5y 6 donde se observo cierto grado de hete-
rogeneidad en las blastémeras.

Estadio de blastula

En la fase de blastula se caracterizaron tres subfases:
inicial, temprana y tardia. La primera subfase se carac-
terizé por un complejo de células dispuestas sobre el
vitelo formando el blastodisco. La blastula temprana
se define por el ascenso de las células que componen
el blastodisco y finalmente la subfase tardia, se carac-
terizé por una proliferacion de células que migran en
forma descendente hacia el polo vegetal formando un
borde achatado en sus extremos, dando inicio a la fase
de gastrula (Figura TH-I). Los eventos de las tres sub-
fases de blastula fueron asincrénicos, presentiandose a
partir de 1,50 - 5,00 hpf.

Estadio de gastrula

Durante la gastrulacion se evidencio epibolia al 50, 70
y 90% desde 6,00 - 8,00 hpf, observandose divisiones
mitoticas muy rapidas de las células blastoméricas. Las
células externas se intercalaron rapidamente con las
células internas y se extendieron hasta recubrir com-
pletamente el vitelo. Durante el evento de desarrollo
de epibolia al 50% se evidenci6 principalmente forma-
cion del anillo embrionario ubicado transversalmente
en la parte media por una capa espesa de células blas-
témeros y el inicio de un movimiento de involucién en
el margen del anillo germinativo dividiendo posterior-
mente al blastodermo en dos pliegues embrionarios
correspondientes al epiblasto e hipoblasto. En epibolia
al 70% se observo el posible sitio de formacion del

escudo embrionario, al 90% se evidencio el tapon vi-
telino y el area de formacion de la placa neural (Fi-
gura 2). Los movimientos morfogenéticos permitieron
la formacion de las distintas capas germinativas y ejes
embrionarios (dorso lateral y cefalo-caudal).

694.53 Um 694.53 Um 636.65 Um

Figura 2. Estadios del periodo de géstrula de embriones de
P. metaense x L. marmoratus. A) 50% en epibolia, las flechas in-
dican el anillo embrionario; B) 70% epibolia, la flecha indica
el sitio de formacién del escudo embrionario; C) 90% epibo-
lia, la flecha indica el sitio en donde se generard la placa neu-
ral. Nota. Las escalas corresponden a la medida longitudinal
maxima del embrién.

Estadio de segmentacién y organogénesis

El estadio de segmentacion se definié en tres subfases
segln el nimero de somitas. La segmentacion 1 es-
tuvo formada por 1-3 somitas, la siguiente de 4 - 11
somitas y la tercera de 12 - 23 somitas.

El evento de segmentacion se inicié a las 10,00 hpf y fi-
nalizé a las 18,00 hpf con la eclosion de larva. Durante
el transcurso de segmentacion se forma el tubo neural,
y a medida que avanza el desarrollo se puede deducir
la formacion del proencefalo (telencefalo, diencefalo y
rinencefalo, caracterizandose por la vesicula 6ptica y
olfatoria), el mesencefalo y romboencefalo. Ademas,
se observo la formacion de los somitos y vesicula 6pti-
ca que se encuentra formada por un conjunto de célu-
las localizadas centralmente en la region cefalica, que
dard posteriormente origen al cdliz 6ptico y cristalino.
La vesicula o6tica presenta otolitos y ésta se encuentra
localizada entre la vesicula 6ptica y el primer somito.
Durante el tiempo de 16 hpf se observé la formacion
del tubo digestivo primario y cavidad celémica a las
17 hpf. Con el crecimiento del embrién, aumenta el
ndmero de somitos y la cresta neural se va cerrando
desde la region anterior hacia la posterior formando la
notocorda (Figura 3). Por otro lado, no se logré visua-
lizar la vesicula de Kupffer.

Eclosién

El embridon rompe el corién a las 18 hpf mediante mo-
vimientos vigorosos quedando libre del saco embrio-
nario. En esta fase aun no tiene formada la mandibula,
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——
1721.86 Um 1741.15 Um

386 Um 2476.57 Um

2961.22 Um

Figura 3. Estadio de segmentacién de P. metaense x L. marmo-
ratus. A. vo- Vesicula 6ptica, V- Vitelo, * surco neural. B. ot-
Vesicula ética, N- notocorda. C. so- somitas, D. embrién con
23 somitas y area caudal suelta, E. embrién de 17 hpf con
formacién del sistema digestivo primario. Nota. Las escalas
corresponden a la medida de longitud total.

esqueleto axial, esqueleto apendicular, ni vejiga nata-
toria, pero si tiene definido el sistema circulatorio, ob-
servandose principalmente el seno venoso.

Discusién

Los ovocitos en peces Pimelodidos son por lo general
macrolecitos y telolecitos, los cuales presentan gran
cantidad de vitelo alojada en el polo vegetal, lo cual
conlleva a la segmentacion meroblastica discoidal, de-
sarrollandose en el polo animal los primeros clivajes

que ulteriormente dardn origen al embrién (Faustino
etal., 2010).

El modelo generalmente aceptado para explicar la hi-
dratacion del ovocito de peces dulce-acuicolas, aun-
que con numerosos interrogantes, asume que en los
huevos pelagicos, la principal fuerza osmética causan-
te de la entrada de agua hacia el ovocito es el aumen-
to de la concentracion de aminodcidos libres en éste,

como consecuencia de la lisis de las proteinas del vite-
lo durante la maduracién meiética (Cerda, 2002).

Durante el proceso de hidratacién del ovocito se ob-
servo una segunda membrana periférica, pero después
de la fijacion ésta no fue visible. Segin Rodriguez-Pu-
lido y Mojica-Benitez (2005), la presencia de la doble
membrana en los huevos de los Sildridos los convierte
en peldagicos, facilitando asi su distribucion aguas aba-
jo, debido a que la doble membrana se llena de peque-
nas burbujas de aire, las cuales aumentan la flotacion
de los mismos. Ademas, funciona como una adapta-
cion morfolégica que brinda proteccion al embrion
(Pereira et al., 2006). Anadiendo que, el tamano del
espacio perivitelinico es relativamente grande al ser
comparado con Piaractus brachypomus. Segin Olarte
etal.,, (2010). Para este estudio el espacio perivitelinico
fue de 524,27 + 10 pm. Este espacio, le proporciona a
los embriones de especies de agua dulce que habitan
aguas turbulentas, una mayor proteccion de los dafos
mecanicos del ambiente.

El desarrollo embrionario de P. metaense x L. marmo-
ratus fue de 18 hpf siendo cada uno de los eventos
asincrénicos permaneciendo a temperatura promedio
de 26,2 £ 0,5°C. Por otro lado, durante las primeras 6
horas, los eventos del desarrollo de P. metaense x L.
marmoratus fueron muy similares a los cruces recipro-
cos de P. currucans x L. marmoratus e igualmente con
sus parentales puros, reportado por Oliveira-Almeida
(2011).

Durante la gastrulacion, los movimientos epibdlicos
observados fueron del 50, 80 y 90%, presentandose
finalmente el cierre del blastoporo. A partir de la cual
se espera que la region epiblastica conforme el ecto-
dermo vy el hipoblasto a la notocarda y el mesodermo
como es citado por Olarte et al., (2010).

En el cruce de hembras de P. metaense x machos de L.
marmoratus del presente estudio, se obtuvo una tasa
de fertilizacion del 30%. A partir del cierre del blasto-
poro hasta la eclosion, no se evidencié anormalidad
en los embriones, pese a que durante la fase larvaria, si
se observé anormalidad en la aleta caudal en algunos
individuos con navegabilidad erratica.

A diferencia del trabajo reportado por Avery y Ho-
llinger (2009) las anormalidades morfolégicas en el
embrién pueden ocurrir espontaneamente debido a
factores internos o externos como las caracteristicas
fisicoquimicas del agua como son la temperatura y
pH principalmente. Ademdas, Westernhagen (1988) y
Makhotin et al., (2001) mediante experimentos de in-
cubacion con embriones de Gadus morhua (bacalao
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comdun) concluyen que la fase de gastrulacion es la
etapa con mayor frecuencia de anormalidades que
contribuyen significativamente a la mortalidad de los
embriones, teniendo como resultado bajas tasas de
eclosion y altas tasas de mortalidad (Paulina-Vasquez
etal.,, 2010).

El cierre del blastoporo en P. metaense x L. marmora-
tus se presenté de 7 - 8 hpf a temperatura prome-
dio de 26,2 + 0.5°C, comparado con otros estudios
en hibridacién en P. currucans x L. marmoratus a tem-
peratura promedio de 28,7°C, que presento cierre de
blastoporo a partir de 4-7 hpf (Oliveira-Almeida, 2011).
Ademas el desarrollo embrionario en L. marmoratus a
temperatura promedio de 28,3°C fue de 14 hpf segln
lo reportado por Oliveira et al., (2015), y Pseudoplatys-
toma spp a temperatura constante de 28°C ha sido de
360° hora, siendo equivalente a 13 hpf (Penuela-Cano
y Forero-Camacho, 1998). De acuerdo a lo anterior,
se puede deducir que la temperatura actda sobre los
eventos del desarrollo embrionario permitiendo que
estos sean rapidos o mucho mas lentos.

Conclusién

El desarrollo embrionario de P. metaense x L. marmora-
tus fue de 18 hpf, siendo cada uno de los estadios asin-
crénicos. Sin embargo, la temperatura juega un papel
importante en el desarrollo embrionario permitiendo
que éste sea lento o mucho mas rapido.

La tasa de fertilizacion de P. metaense x L. marmoratus
es baja siendo para este estudio del 30%. No obstante,
sigue siendo para muchos piscicultores el individuo de
interés por facil manejo, produccién carnica y resisten-
cia a diversas enfermedades.
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