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RESUMEN

C. humboldtianum y C. riojai, son dos especies endémicas que pertenecen a la
familia Atherinopsidae y habitan en el Alto Lerma. Aunque la primera tiene una
distribucion mas amplia, actualmente ha sido extirpada del Valle de México. Como
resultado de la alteracién del habitat y de la contaminacion de los cuerpos
lacustres en el Valle de Toluca, las actividades tradicionales de pesca, se han
sustituido por actividades agricolas e industriales han disminuido el recurso y

limitado su distribucién colocando a C. riojai en peligro de extincion.

En el presente trabajo, se analizan y se describen los procesos de desarrollo
temprano de Chirostoma humboldtianum (grupo jordani) y Chirostoma riojai (grupo
arge) (Atherinopsidae) a través de la teoria del desarrollo por saltos, para explicar

sus historias de vida.

Para ambas especies, los huevos se obtuvieron mediante fertilizaciones in vitro de
reproductores de C. humboldtiannum, (presa Las Tazas, Tiacaque) y de C. rigjai,
(presa |. Ramirez, Almoloya de Juarez), ambos en el Estado de México. Se
definen los tiempos de duracién y las caracteristicas de los pasos y las fases de
ambos periodos, asi como los umbrales que los separan. Por otra parte, se
determina el efecto de la temperatura (18, 20 , 22 y 24 °C) vy la salinidad (0, 4, 8,
12 g/L) sobre el porcentaje de eclosion, el tiempo de incubacion, la tasa de
desarrollo, el crecimiento absoluto y relativo y la sobrevivencia en el periodo
embrionario y el efecto de |la temperatura (18, 20 y 24° C), a las mismas
salinidades, sobre el crecimiento, a través de un disefio difactorial, y el efecto de la
temperatura sobre la sobrevivencia y la tasa de desarrollo, desde la eclosién hasta

la transformacién a juvenil.

De acuerdo a esta teoria, ambas especies son altriciales, que por su reproduccion

y tipo de huevo, pertenecen al grupo etologico de no guardadores y al grupo



ecoldgico de desovadores de sustrato abierto fitéfilos. Ademas de los periodos de
desarrollo, los pasos, las fases y los umbrales fueron evidentes en ambas
especies, lo que confirma que el desarrollo es un proceso que se lieva a cabo por
saltos y no de manera continua o gradual. El periodo embrionario de ambas
especies consta de tres fases: divisién (tres pasos), embridn (cinco pasos) y
eleuteroembrién (dos pasos). El periodo embrionario de C. humboldtianum se
lleva al cabo en 17 dias y el de C. rigjai en un lapso de 12 dias, a 20 °C. El periodo
larval se caracteriza porque las larvas presentan una alimentacién mixta
(enddgena y exégena) al inicio del periodo y posteriormente, la alimentacién es
completamente exogena, la cual perdura por el resto de su vida. Este periodo
presenta dos fases: la primera es la apterolarva (larva sin aletas) y la segunda, la
pterolarva (larva con aletas). Estas especies solo consumen alimento vivo. El
primer alimento externo fue Brachionus plicatilis (Rotifera), posteriormente son
capaces de alimentarse con nauplios de Artemia y a partir de |a fase de pterolarva,
pueden consumir neonatos y adultos de cladoceros (Moina macrocopa). Este
periodo, a 20° C y en agua dulce, tuvo una duracién de 35 dias en ambas
especies. El periodo juvenil lo alcanzan cuando se han formado todas las aletas y
se presentan las escamas sobre la linea lateral. Los juveniles de C.

humboldtianum, bajo esas condiciones, alcanzan una longitud patrén de 21.18 +

0.35 mm y los juveniles de C. rigjal, logran una longitud patrén de 13.8 £ 0.21 mm.

Tanto la temperatura como la salinidad, tienen efectos significativos sobre el
desarrollo temprano de ambas especies. La temperatura es el principal factor que
acelera el desarrollo. En ambos periodos, C. humboldtianum presenta mayor
tolerancia a la temperatura alta que C. rigjai, pero es mas sensible al incremento
de la salinidad. La mayor sobrevivencia, desde la eclosiéon hasta la transformacion
a juvenil, ocurrid a 20° C, en ambas especies; pero C. humboldtianum presento
una sobrevivencia mayor en la temperatura alta que C. riojai. La respuesta de C.
riojai a la salinidad indica que, ademas de presentar rasgos morfolégicos mas

primitivos que C. humboldtianum, también presenta caracteristicas ecologicas mas



cercanas al ancestro del género, el cual tiene un origen marino. Asi mismo,
aunque C. riojaf es una especie mas pequefna y menos longeva, presenta tasas de

crecimiento y de desarrollo mayores que las de C. humboldtianum.

En general, los embriones y larvas de C. humboldtianum y C. riojai, mostraron
tasas altas de crecimiento y una sobrevivencia alta, bajo las condiciones
probadas. El intervalo de temperatura probado se encuentra dentro del regimen
térmico de los sitios de procedencia de los respectivos reproductores, por lo que
las tasas bajas de sobrevivencia y crecimiento de estas especies registradas en
condiciones naturales, pueden atribuirse a otros factores diferentes a la
temperatura, como puede ser la degradacion del habitat y la disminucion en la
disponibilidad del alimento para los estados tempranos de desarrollo. En este
contexto, los embriones y larvas de ambas especies, se pueden considerar como
buenos indicadores de la calidad ambiental de los sistemas acuaticos donde

habitan, en relacion a la contaminacion y a la alteracion del habitat.
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ABSTRACT

C. humboldtianum and C. riojai (Atherinopsidae) are endemic species and they
inhabit Alto Lerma. Today, although the first one has a broader distribution, it has
been extirpated from Valle de Mexico. At present, owing of habitat alteration and
reduction and reservoirs pollution of Toluca Valley, traditional fishing has been
supplanted by agricultural and industrial activities. They have reduced the resource

and have limited their distribution and C. riojai is an endangered species.

Early development process of Chirostoma humboldtianum {(jordani group) and
Chirostoma riojai (arge group) (Atherinopsidae) are described and analyzed

through of the theory of saltatory ontogeny, for explaining their life histories.

Eggs were obtained through in vitro fertilization of C. humboldtianum (Las Tazas
dam, Tiacaque), and C. riojai (I. Ramirez dam, Almoloya de Juarez), both in
Mexico State, Mexico. Embryonic and larval periods, at 20° C in both species, are
described and analyzed. In both periods, timing and characteristics steps and
phases are defined, thus like thresholds between them. By the other hand,
temperature (18, 20, 22, and 24 °C) and salinity (0, 4, 8, 12 g/L) effects on
percentage hatching, incubation time, size at hatching, development rate, absolute
and relative growth in embryonic period and temperature (18, 20, 24° C) and
salinity (0, 4, 8, 12 g/L) effects on absolute growth, through two factorial design,
and temperature and development rate effects on survival from hatching to

juvenile, were determinate.

Both species are artriciales, and owing their reproductive style and egg type they
are nonguarding, egg-scattering obligatory plant spawners, regarding this theory.
Steps, phases and thresholds were evident in both species, this confirms that

development is a saltatory process and not as a gradual process.
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Embryonic period has three phases: division, embryo and eleutheroembryo.
Embryonic period of C. humboldtianum last 17 days and C. riojai embryonic period
12 days, at 20° C, in freshwater. Larval period is characterized by mixed feeding
(endogenous and exogenous feeding) at beginning period and, it is fully
exogenous feeding. it lasts until dead. This period presents two phases: first one is
apterolarva (larvae without fins) and second one, pterolarva (larva with fins). These
species fed live food only. First food was Brachionus plicatilis (Rotifera), later they
can eat Artemia nauplii and pterolarvae can be fed on neonates and adults
cladocerans (Moina macrocopa). This period lasts 35 days, in both species at 20°
C and freshwater. Juvenile period begins when the fins are fully differentiated and
scales are on lateral line. C. humboldtianum juveniles, under those conditions, get
21.18 = 0.35 mm SL and C. riojai ones, 13.8 = 0.21 mm SL. Temperature and
salinity have significative effects on early development in both species.
Temperature is the major factor controlling the development rate of fish. In both
periods, C. humboldtianum presents better tolerance to high temperature than C.

riojai, but it is more sensible to increased salinity.

C. riojai response to salinity, indicates that, besides to present more primitive
morphological traits than C. humboldtianum, it presents ecological characteristics
like their ancestor, which it has a marine origin. Although C. rigjai is a smaller and
less longevity species, it showed higher growth and development rates than C.

humboldtianum.

In general, embryos and larva of C. humboldtianum and C. riojai presented high
development and survival rates, under conditions probed. Temperature interval is
into of thermal regimen of places where brood stocks proceed, for this reason, the
low survival and growth rates of these species recorded under natural conditions,
they can be attributed to other external factors different than temperature, as it
could be habitat degradation, and lowered food availability for young stages. In this

context, embryos and larvae of both species may therefore be considered as good

12



indicators of the environmental quality of aquatic systems where they inhabit, both

with regard to pollution and habitat alterations.
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INTRODUCCION

El estudio de la ontogenia de los animales, el desarrollo de un individuo desde la
activacion hasta la muerte, ha dado lugar a diferentes teorias. Una de ellas y la
mas difundida es la teoria epigenética, propuesta por Aristételes y Harvey y
posteriormente retomada por diversos investigadores y aceptada a fines del siglo
XIX con los trabajos de Pander, von Baer, Rathke y Darwin (Gilbert, 2000). Esta
teoria se basa en el principio de que los érganos de cada individuo son creados en
cada generacion y describe los mecanismos a traves de los cuales, los procesos
del desarrollo se llevan a cabo de manera gradual, en todos los niveles de
organizacién y son responsables de la transformacién de una célula inicial, en un

adulto pluricelular de gran complejidad.

En el estudio de la biologia del desarrollo de los peces, ademas de la teoria
epigenetica, se ha propuesto la teoria de la ontogenia saltatoria (Balon, 1985), la
cual no se contrapone a la primera en cuanto a los mecanismos que se llevan al
cabo en los procesos del desarrollo, sino que explica, a través de su historia de
vida, como estos procesos se suceden durante la ontogenia en relacion con su
ambiente. La teoria saltatoria se basa en que estos procesos no se llevan al cabho
a través de la acumulacion de pequefios cambios que dan origen a un desarrolio
gradual, sino por pasos, que son intervalos estables naturales de la ontogenia,
durante los cuales los cambios en forma y funcién no constituyen una alteracién

significativa en las relaciones ambientales de los organismos.

14



Las relaciones ambientales consisten, tanto de factores intrinsecos como
extrinsecos. Los pasos estan separados por umbrales, que son cambios
cuantitativos que se suman en cambios cualitativos sincrénicos y que en conjunto,
dan lugar a cambios funcionales abruptos en |la ontogenia; éstos daran lugar a una
nueva relacion ambiental y posteriormente, a un nuevo paso en el desarrollo

(Balon, 1985).

El estudio de las historias de vida, a traves de las adaptaciones asociadas con el
desarrollo, revelan los patrones ecolégicos que reflejan las relaciones esenciales

del pez en la naturaleza (McElman y Balon, 1985).

El modelo de la ontogenia saltatoria comprende los periodos embrionario, larvario,
juvenil, adulto y senescente. El desarrollo temprano esta enmarcado dentro de los
periodos embrionario y larvario, en organismos que presentan un desarrollo
indirecto; embrionario y alevin, los que tienen un desarrollo denominado transitorio
y aquellos que presentan un desarrollo directo, solo incluyen el periodo

embrionario (Balon, 1985).

El presente trabajo se centra en el analisis de la historia de vida temprana, de las
relaciones ecomorfologicas de Chirostoma humboldtianum vy C. rojai
(Atheriniformes: Atherinopsidae) durante la ontogenia temprana. Este trabajo

también intenta demostrar las evidencias de la existencia de pasos o intervalos en

15



la misma, de acuerdo a la teoria saltatoria de la ontogenia. Pretende, ademas, que
el conocimiento generado, coadyuve a profundizar en los estudios que conduzcan
al establecimiento de biotecnologias, que sustenten su cultivo como una via para

recuperar estas especies como un recurso, para su aprovechamiento.
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ANTECEDENTES

El género Chirostoma pertenece a la familia Atherinopsidae (Dyer y Chernoff,
1996), es un taxén endémico de la Mesa Central, en Mexico, a excepcion de C.
jordani que también se distribuye en algunos sitios de Durango. Este género
comprende 18 espeéies y seis subespecies, divididos en dos grupos sin valor
taxondmico: Jordani, que presenta valores meristicos altos, las escamas de la
linea lateral con can._ales y escamas con los bordes lacineados y el grupo Arge,
con valores meristicos mas bajos, las escamas de la linea lateral con poros
redondos y escamas con los bordes lisos (Barbour, 1973b). El género Chirostoma
ha dado lugar a grandes controversias en cuanto a su origen y diversificacién de
origen monofilético (Echelle y Echelle, 1984; Dyer y Chernoff, 1996) y ocho
especies de la familia Atherinopsidae se encuentran catalogadas en riesgo de
extincién (NOM-059-Ecol-2001). Filogenéticamente, Barbour (1973a) considera
que las especies de mayor talla son descendientes de un ancestro semejante a C.
humboldtianum, ademas de ser la primera especie ictica descrita de origen y

distribucion netamenfe mexicanos. (De Buen, 1945).

Chirostoma humboldtianum pertenece al grupo Jordani y se localiza en ambientes
lenticos de la region central de México a lo largo de la cuenca dei rio Lerma. Es
una especie endémica que, junto con otras especies del género, se le conoce con

el nombre comin de pez blanco. Habita la zona limnética de los lagos de esta

17




cuenca localizados entre los 2 170 y 2 552 msnm, bajo temperaturas que varian
desde los 6 hasta los 25 °C (Moncayo, 1996; Medina, 1993). Consume
zooplancton, cuya diversidad varia en relacion a la edad y a la época del afo
(Gamez, 1984; Mendoza, ef al, 1995; Segura y Soto, 1995; Sanchez, 1995;
Moncayo, 1996; Fuentes, 2000) los adultos también consumen insectos y peces
(Mendoza, et al., 1995; Moncayo, 1996). Es una especie iterépara asincronica,
que segun la clasificacidbn de Balén (1985), pertenece al “guild” reproductivo
fitolitéfila no guardadora. Se reproduce todo el afo, con picos maximos que varian
de acuerdo a la altitud. En el estado de México, en primavera y verano (Moncayo,
et al., 1983; Flores, 1985; Aguilar y Navarrete, 1994) y en invierno y verano
(Vilagomez, et al., 1997). En el Estado de Michoacan, en otofic e invierno
(Palacios y Chacon, 1998; Moreno, 1994; Mendoza, et al., 1995). La longitud que
alcanza en la edad de primera reproduccion varia en relacion al sexo y a la altitud:
de 71 a 110 mm en los machos y de 84 a 130 mm en las hembras (Moncayo, et
al., 1983; Mendoza, ef al., 1985, Moreno, 1994; Aguilar y Navarrete, 1994), sin
embargo, la fecundidad absoluta estimada por estos mismos autores, es variable
entre hembras de longitudes semejantes;, en general, el nimero de ovulos
estimado varia de 2 000 a 19 500 por hembra. En condiciones controladas, se ha
determinado una edad de primera reproduccién de 9 meses y una fertilidad de 400
a 1 180 huevos por desove, por hembra y de cinco a siete desoves por periodo

reproductivo (Figueroa et al., 2003).
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Chirostoma riojai pertenece al grupo Arge y es endémico en el Estado de Meéxico,
en el Valle de Toluca (Solérzano y Lopez, 1965). Actualmente, se localiza en la
Laguna de Santiago Tilapa, de donde se describié el holotipo y en la presa Ignacio
Ramirez (Chavez-Toledo, 1987). Se ha registrado en dos sitios nuevos, San

Jacinto y Pastejé, en el mismo estado (Figueroa et al., en preparacion).

Chirostoma riojai, también junto con otras especies del género, se le conoce con el
nombre comun de charal. Es una especie que ha sido poco estudiada desde el
punto de vista biologico. Se ha determinado para la poblacién, que habita en la
presa Ignacio Ramirez un intervalo de temperaturas de 11 a 22 °C; alcanza una
longevidad de tres anos, con una edad de primera reproduccion, entre los cuatro y
seis meses de edad. Presenta reproduccion iterépara asincronica, con dos
periodos maximos: uno en primavera y otro en verano. Tiene fecundidad baja,
pero fertilidad y viabilidad altas, en comparacién con el tamano de sus desoves
(Figueroa et al., 2003). Es una especie zooplanctofaga, aunque se han encontrado
en el contenido estomacal, larvas y adultos de insectos y peces de su misma

especie (Méndez, 1996; Ordéfiez, 1999).

El conocimiento que se ha generado, acerca de estas dos especies, se refier’e a
los periodos de juvenil y adulto en su habitat naturales. Los estudios relacionados
con el desarrollo temprano, son escasos. Se han hecho estudios morfolégicos de
huevos y larvas de C. estor estor (Segura, 1997), de C. humboldtianum

(Hernandez et al., 2001) y de huevos de C. rigjai (Figueroa et al., 2002), aunque
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no se han considerado sus relaciones ecoldgicas. Las Unicas especies cuyo
desarrollo temprano, embrionario y larvario, que han sido descritos a través de la
teoria de la ontogenia saltatoria son C. jordani (Ramirez, 2004) y C.

humboldtianum (Hernandez-Rubio ef al., 2006).

Investigadores como Figueroa et al. (2000) han analizado el efecto de factores
extrinsecos, como la tolerancia a la salinidad en larvas de C. humboldfianum y
Comas (2001) en larvas de C. estor estor, otro factor estudiado como es la
temperatura en la sobrevivencia de larvas de C. esfor estor, ha sido evaluada por
Martinez et al. (2001) y Ramirez (2004) con embriones de Chirostorma jordani. El
efecto de la calidad del agua, en la sobrevivencia de huevos y larvas de C.
humboldtianum ha sido determinado por Nufiez (2004). En cuanto a factores
intrinsecos esta el alimento en relacion al crecimiento, como el trabajo realizado
por Figueroa et al, (2004b) en larvas de C. riojai y de C. humboldtianum
(Figueroa, et al., 2004a), en cuanto a preferencias alimentarias en funcion de la
densidad y el tamano de la presa, en larvas de C. riojai por Morales, ef al., (2004)

y en juveniles y adultos de C. humboldtianum por Rivera (2005).
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MARCO TEORICO

Historia de vida

Desde el punto de vista ecologico, las historias de vida de los animales se basan
en modelos tedricos que explican los patrones de la sobrevivencia, del
crecimiento, de la migraciéon, de la longevidad y sobre todo, de la reproduccién. De
ésta dltima, el mayor énfasis es sobre la edad de primera reproduccion y la

fecundidad.

Uno de los primeros modelos que se planted fue el de MacArthur y Wilson (1967)
para plantas y aves, respectivamente, cuyo fundamento son los estrategas r y K;
las historias de vida se dirigen hacia una u otra de estas estrategias dependiendo
del ambiente y de la denso-dependencia. Si el ambiente es favorable, constante y
predecible, llevara a una historia de vida de tipo de estratega K y un ambiente con
las caracteristicas contrarias, llevara a una historia de vida de estratega r.
Posteriormente, Murphy (1967) discute esta teoria y argumenta que solo en un
ambiente constante, los estrategas r alcanzan una mayor abundancia. Considera
que la edad de primera reproduccion, la fecundidad y la longevidad influyen
basicamente en las historias de vida. Este autor afirma, que un periodo
reproductivo largo se relaciona con una variacion en el éxito reproductivo, entre

mas grande la variacidn, mas largo el ciclo reproductivo. Asi mismo, Roff (1981)
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coincide en que la edad de primera reproduccién es un factor fundamental que
define las historias de vida, asi como la sobrevivencia y la fecundidad especificos
de la edad. Mas tarde, Schaffer (fide: Wootton, 1990) incluye otro factor, que son
los intercambios ecoldgicos. A partir del principio de la restriccion en la distribucién
y abundancia de un recurso, se asume que un incremento en el esfuerzo
reproductivo (E) produce un incremento en la fecundidad (m) pero un decremento
en la sobrevivencia (p). Esto es un intercambio entre m y p. Se puede definir un
grupo de combinaciones de p y m, para generar el mismo valor de la tasa
intrinseca de crecimiento (r); pero un pez sélo puede elegir algunas de esas
combinaciones. Estas restricciones dan lugar a las estrategias semélpara e
iterbpara. Los intercambios tienden a generar correlaciones negativas. Las
correlaciones positivas entre dos procesos benéficos se esperan siempre que
diferentes individuos (o diferentes poblaciones o diferentes especies) obtengan
substancialmente diferentes cantidades de recursos (Wootton, 1990; Stearns,

1992).

Ademas de los parametros poblacionales, las caracteristicas de los tejidos
somaticos tambien son de importancia en la historia de vida de un organismo,
como son el tamafio y la tasa de crecimiento de los individuos. Todos los
organismos incrementan su tamafio por crecimiento. Un tamano determinado se
alcanza por ser mas grande, crecer mas rapido, crecer por un tiempo prolongado o

cualquier combinacién de estas caracteristicas.
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Hay una variacién considerable entre y dentro de las especies, en la cantidad de
recursos utilizados por los padres para los cuidados parentales, después del
nacimiento. Asi mismo, la longevidad es importante cuando un incremento en ella,
lleva a un incremento en el numero de desoves y/o incrementa el periodo de los
cuidados parentales. Por otra parte, la dispersion puede afectar la fecundidad y la
sobrevivencia, por lo que el almacenamiento de energia y/o recursos sera
benéfico para aquellos organismos que pasan por periodos de un aporte de
nutrientes deficiente. Esta puede ser utilizada mas tarde para el metabolismo,
crecimiento, defensa ¢ reproduccién y en general, para mejorar la futura

sobrevivencia y fecundidad.

Los organismos utilizan la energia para nuevas estructuras o actividades que
incrementan su tasa de captura o de proteccién contra sus enemigos. Esto

también lleva a mejorar el crecimiento, la sobrevivencia y la fecundidad.

El tamafio de los descendientes es una alternativa para repartir la misma inversion
reproductiva: a mas hijos, menor tamafio; menos hijos, ligeramente mayor tamaiio,
etc. La alternativa mas favorecida es aquella en la que, todos los hijos tienen el

valor reproductivo mas grande.

La produccién de pocos hijos grandes, se produce en habitats favorables a la
especie y la produccidn de mas hijos pequefios, en habitats neutros o

desfavorables (Begon, 1986).
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La historia de vida no es una propiedad fija que un organismo exhiba, ya que es
afectada por los factores ambientales. La historia de vida es el resultado de
fuerzas evolutivas, pero también de fuerzas mas inmediatas en relacion al

ambiente en que vive un organismo.

Muchas historias de vida varian debido a la disponibilidad y accesibilidad de los
recursos en el habitat de un organismo y no tanto por las diferencias entre
habitats. También los problemas fisioldgicos a los que se enfrenta un organismo,
generalmente, le afectan de manera indirecta a su historia de vida (p. ej.
problemas de osmorregulacion o la termorregulacién, pueden afectar la actividad

reproductiva).

La historia de vida esta restringida por las posibilidades de desarrollo disponibles
para un organismo y ésta esta restringida por la posicién filogenética que el
organismo ocupa. Las historias de vida de los organismos pueden abarcar solo un
numero limitado de opciones, por lo que los organismos estan confinados a un

intervalo limitado de habitats.

Los organismos tienen un tamano determinado debido a su metabolismo y la edad

de primera reproduccion y también esta fuertemente correlacionada con el

tamafio. Como el tamafio de los organismos esta confinado dentro de ciertos
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limites, los otros componentes de la historia de vida también estan confinados a él.

La historia de vida esta restringida por la posicion filogenética del organismo.

Un dltimo rasgo de las historias de vida, son las relaciones alometricas, que
pueden ser ontogenéticas o filogenéticas y son de gran importancia en el estudio
de las historias de vida. En la mayoria de los casos, las similitudes geométricas o
fisioldgicas cambian con el tamafo. Un componente de una historia de vida
involucrado en una relacidén alométrica, afecta a otros componentes de la historia
de vida, debido a los intercambios y porque los organismos funcionan como un
todo. Las alometrias pueden llevar, en si mismas, a variaciones en las historias de
vida que afectan todos sus componentes en todos los niveles taxondmicos. Son

una fuente particularmente potente de restriccion filogenética.

Si organismos de diferente tamaro fueran isométricos, todas sus superficies se
incrementarian como ei cuadrado del tamafio linear, mientras que los volimenes y
pesos se incrementarian al cubo. Un incremento en tamafio llevaria a un
decremento en las relaciones longitud/area, longitud/volumen y, mas importante,
decrementos areafvolumen. Sin embargo, casi todas las funciones del cuerpo
dependen para su eficiencia, de una de esas relaciones (0 una variable
relacionada con elias). Un cambio en tamafio en organismos isométricos, llevaria

a un cambio en eficiencia.
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Para aumentar la eficiencia, dentro de un organismo o entre un organismo y su
ambiente, debe haber cambios en las relaciones area/volumen, dando jugar a
cambios en tamafo y para mantener la eficiencia, hay que cambiar la forma

(Begon, 1986).

Finalmente, otro rasgo relevante en las historias de vida, es el desarrolio u
ontogenia de los individuos. El desarrollo es la secuencia de todos los eventos y
procesos cuantitativos que dan lugar a cambios cualitativos en su vida. Los
procesos del desarrollo se dividen en tres tipos:

Morfogénesis: en el nivel bidtico, los procesos morfogenéticos son aquellos en que
nuevas formas emergen de las viejas, por lo que la morfogénesis es el conjunto de
todos los procesos morfogenéticos de un biosistema.

Diferenciacion: un proceso de diferenciacion se presenta cuando un numero de
tipos de subsistemas en un biosistema y por lo tanto, el numero de funciones
especificas en él, aumenta. La diferenciacién se puede presentar en todos los
niveles de organizacion de un organismo, ya sea unicelular o multicelular.
Crecimiento: un proceso de crecimiento en un biosistema, durante un intervalo de
tiempo, se presenta solo si las tasas de captacion y sintesis de moléculas en un
biosistema son mayores que las de degradacion y salida de moléculas durante
ese mismo periodo; esto es, si €l anabolismo es mayor que el catabolismo.

Asi, el proceso de crecimiento no solo implica el aumento de tamarfio, sino también
un cambio en la composicion quimica de un organismo. Un biosistema

experimenta un proceso de crecimiento asociado al desarrollo cuando ademas, se
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combina con un proceso morfogenético (Balon, 1985; Manher y Bunge, 2000;
Kovac, 2002).

Sin embargo, un estado dado del desarrollo puede estar representado por un
intervalo de tamanos y un tamafo puede ser alcanzado por individuos en diferente
estado de desarrollo. El desarrollo rapido puede ser benéfico porque puede llevar
rapido a un inicio de la reproduccién, a generaciones mas cortas y tener tasas
altas de incremento de la poblacién. Por otra parte, un desarrollo lento (p. ej.
dormancia o diapausa) también puede ser benéfico si el organismo pasa por

periodos desfavorables en su ciclo de vida (Begon, 1986).

Actualmente, la teoria de las historias de vida, asume que los factores ambientales
dirigen los cambios evolutivos en los patrones de las historias de vida, a traves de
sus efectos en las tasas de mortalidad y fecundidad especificas de la edad y que
la respuesta evolutiva es la forma de los cambios en los esquemas de mortalidad,
crecimiento y fecundidad especificos de la edad (Wootton, 1990; Stearns, 1992;

Stearns y Hoekstra, 2000).

Las historias de vida son algo mas que tasas de desarrollo variables. Las
relaciones ecomorfofuncionales de los individuos, en cada etapa de su vida, son
relevantes tanto en el desarrollo como en las relaciones de los organismos con su
ambiente y en conjunto, modifican su historia de vida. Las estructuras, que juntas,
forman un sistema, alinean sus tasas de desarrollo para llegar a ser

simultaneamente funcionales e iniciar una nueva funcidén vital en una tasa
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acelerada o umbral, una transicién rapida de una cualidad, de un 6rgano o una

interaccién organismo-ambiente, a otra.

El modelo de la ontogenia por saltos en los peces, es un sistema jerarquico de
intervalos, que inicia con la activacion y termina con la muerte del individuo. Asi,
de manera general, el periodo embrionario inicia con la activacién que da lugar al
desarrollo del huevo y termina con el inicio de la alimentacién exdgena. El periodo
larval inicia con la alimentacion exdgena, aunque puede todavia tener una
alimentacién endégena vy, por lo tanto, pasar por una alimentacion mixta; la larva
es una forma vegetativa transitoria, que incluso puede tener un nicho y una forma
diferente a la de los juveniles y adultos. El alevin es un estado intermedio entre
embrion y juvenil, que presenta alimentacién mixta y algunos érganos temporales,
como un vestigio de la forma larval. La transicion de larva a juvenil se hace
evidente con la osificacién y el desarrollo completo de las aletas, ademas de que
el juvenil presenta la forma de un adulto y esta diferenciado sexualmente.
Finalmente, el periodo de adulto inicia con la maduraciéon sexual. El periodo
senescente, si se presenta, se caracteriza por la suspension definitiva de la

reproduccion y termina con la muerte (Balon, 1985).

En sintesis, los diferentes enfoques del analisis de las historias de vida, son un
buen fundamento para abordar el estudio del desarrollo temprano de las dos
especies en cuestion. Por lo que, en el presente trabajo, se propone a partir del

modelo saltatorio de la ontogenia, establecer las semejanzas y diferencias en sus
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relaciones ecomorfolégicas y funcionales, mediante las cuales, estas especies
responden a los cambios ambientales y discernir sobre las respuestas que

determinan los diferentes patrones de sus historias de vida.
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HIPOTESIS

Si la ontogenia temprana ocurre de un modo saltatorio, éste se hara evidente a
través de las adaptaciones ecomorfolégicas asociadas con el desarrollo y

reflejaran un patron caracteristico de la especie.

OBJETIVOS

Obijetivo general.

Definir, bajo la perspectiva de la teoria de la ontogenia por saltos, las tacticas y

estrategias durante el desarrollo temprano (embrionario y larvario) de Chirostoma

humboldtianum y C. riojai, como representantes del grupo Jordani y del grupo

Arge, respectivamente.

Obijetivos particulares.

1. Para cada especie.

- Reconocer las adaptaciones ecomorfologicas y funcionales a través de los pasos

y los umbrales, durante el desarrollo temprano.
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- Determinar el patrédn de crecimiento en longitud durante la fase de
eleuteroembridn y en el periodo larval.

- Definir el tiempo de consumo del saco vitelino y de la gota de aceite.

- Analizar las relaciones alométricas de la longitud notocordal con respecto a la
longitud cefalica y el tamaro de la boca, durante la fase de eleuteroembrién y el
periodo larvario.

- Evaluar el efecto de la temperatura, como factor regulador y de la salinidad,
como factor enmascarante, sobre el crecimiento y los pasos del desarrollo.

- Examinar el efecto de la temperatura sobre |la tasa de desarrollo y la

sobrevivencia desde la eclosion hasta la metamorfosis.

2. Contrastar el desarrollo temprano de C. riojai y C. humboldtianum, con base en

el modelo de la ontogenia por saltos.
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MATERIALES Y METODOS

Mantenimiento de reproductores.

Reproductores de una generacion F1 de C. humboldtianum, provenientes de
reproductores silvestres de la presa Las Tazas, Tiacaque (19° 38" 29" N y 99°¢ 42
27" W) y de una F1 de C. rigjai, provenientes de reproductores silvestres de la
presa Ignacio Ramirez, Almoloya de Juarez (19° 26’ N y 99° 51’ W); ambos sitios
en el Estado de México y cuyas generaciones filiales se encuentran en el
Laboratorio de Hidrobiologia Experimental de la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional, se emplearon para la obtencién de

huevos y larvas de cada especie.

Los reproductores de ambas especies, se mantuvieron por separado en estanques
de 5 m de largo por un metro de profundidad, en agua dulce a 20 °C, bajo un
fotoperiodo de 12 horas luz (hL} y 12 horas obscuridad (hQ}. Se alimentaron con
adultos de Artemia sp, Moina macrocopa (Cladocera), Limnodrilus hoffmesteri
(Tubificidae} y alimento balanceado para trucha, ad libitum, dos veces al dia. Los
reproductores de C. humboldtianum ademas, fueron alimentados con juveniles de
Heterandria sp y Poecilia reticulata (Poecilidae). Diariamente se retird el material
depositado en el fondo y las heces, asi como también se hicieron recambios de

agua dos veces por semana.
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Los rotiferos y los nauplios fueron cultivados en el laboratorio y los cladéceros,

tubificidos y pecilidos se compraron en establecimientos comerciales.

Fecundacion.

Los huevos empleados en los diferentes ensayos se obtuvieron mediante
fertilizacion in vitro, en una proporcién de 2 machos; 1 hembra, para asegurar la

fecundacion.

La maduracion gonadica de los reproductores de cada especie, se indujo a través
de ciclos fototérmicos comprimidos, que simulan las condiciones naturales de los
sitios de procedencia de los reproductores y que consiste en incrementos y
posteriormente, en decrementos del fotoperiodo y la temperatura, con un minimo
de 9 hL/15 hO y 13 °C y un méaximo de 14 hL/10 hO y 23 °C (Figueroa-Lucero et

al., 2003; Blancas —Arroyo et al., 2004).

Los adultos cuyas gonadas estaban maduras después de la induccion térmica, se
anestesiaron previamente con benzocaina a 8 mg/L, diluida en etanol, para evitar
dafos a los peces por el manejo. Los 6vulos se obtuvieron aplicando una ligera
presion abdominal y se recibieron en filamentos de plastico sumergidos en agua
semi-dura reconstituida a 5 g/L de NaCl y a 20 °C. Posteriormente y con el mismo

procedimiento, los espermatozoides se vertieron sobre los évulos y se mezclaron
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suavemente durante unos minutos. Una vez que el espacio perivitelino se formé,
los huevos se retiraron de los filamentos de plastico, cortando sus filamentos, y se
colocaron en agua reconstituida (160-180 mg/L CaCO3) a 20 °C y 5 g/L de NaCl,

para evitar la proliferacién de hongos y bacterias.

Paralelamente, se fijaron 100 huevos de cada especie, en formol fosfato al 10%,
para determinar el tamafio promedio de los huevos y el numero de filamentos.
Para su medicion se empled un estereomicroscopio (Wild, MR} y una reglilla

micrometrica (Olympus, MR) con una precisioén de 0.01 mm.

Periodo embrionario.

Descripcion del periodo embrionario.

Se colocaron 100 huevos de cada especie, en un contenedor de 3 L, en las

mismas condiciones usadas para la fertilizacion y se les suministroé aireacion

suficiente.

Los huevos se observaron cada 10 minutos hasta la fase de mérula,

posteriormente, cada 30 minutos hasta el inicio de la fase de embrién, cada 6 h

hasta la eclosién y finalmente, cada 24 h hasta la alimentacion mixta. Para ello, se

utilizé un estereomicroscopio (Wild, MR) y se tomaron fotografias digitales.
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Durante la fase de eleuteroembrién, se fijaron cinco individuos cada 12 h, en
formol fosfato al 10%, para determinar el tamano y el tiempo de consumo del saco
vitelino y de la gota de aceite. Asi mismo, se midié la longitud total (LT) desde la
punta de la boca hasta el margen posterior del pliegue de la aleta; longitud
notocordal (LN) desde la punta de la boca hasta el extremo posterior de la
notocorda; longitud cefalica (LC) desde la punta de la boca hasta el borde del
opérculo y el tamario de la boca (B) por el método de Shirota (1970): B = AB 2,
donde AB es la longitud de la maxila superior. Para la medicién de las diferentes
variables, se empled una reglilla micromeétrica (Olympus, MR) y un

estereomicroscopio (Wild, MR).

Se determind el crecimiento absoluto y relativo de la longitud cefalica y del tamano
de la boca con respecto a la longitud notocordal. Por otra parte, se defini6 el

patron de pigmentaciéon en ambas especies.

La nomenclatura empleada para ia descripcién de los diferentes procesos del
desarrolio embrionario, fue la propuesta por Balon (1985). Las fases, los pasos y
los umbraies entre ellos, se determinaron de acuerdo con los cambios morfo-
funcionales de los diferentes niveles de organizacién celular y se registré el tiempo

de duracién, asi como las caracteristicas de cada uno.

La designacion abreviada para cada paso en el desarrollo, sigue el sistema

propuesto por Balon (1985). Las letras mayusculas D, E, EL denotan las fases de
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Division, Embrion, Embridn Libre, respectivamente. El subindice numeral arabigo
inmediatamente seguido de {a letra mayuscula, denota el numero del paso dentro
de una fase particular y el numeral arabigo subsecuente denota el numero del

paso en la secuencia total de la ontogenia.

Efecto de la temperatura y de la salinidad sobre el porciento de eclosion, el

tiempo de desarrollo y la longitud nofocordal en la eclosion.

Los huevos de cada especie una vez que se formd el espacio perivitelino, se
colocaron en unidades de 250 mL, con un volumen de 200 mL, (n = 10) y se
incubaron a 18, 20, 22, y 24 °C, y a una salinidad de 0, 4, 8, 12, 16, 20y 24 g/L de
NaCl; la combinacidén de los diferentes niveles probados, dio lugar a 28
tratamientos, que se reaiizaron con tres réplicas. Se hicieron recambios totales del
agua diariamente y se les proporcion¢ aireacion suficiente. Para mantener ia
temperatura a 18 °C, se empleé un enfriador de agua (Aquachiller, M.R.), para la
temperatura de 24 °C, se utilizé un calentador con termostato (AZOO, M.R.), para
el control de la temperatura de 20 °C, se utilizé el enfriador o el calentador,

dependiendo de la temperatura ambiente.

El porciento de eclosion (p) obtenido en cada réplica, se transformé a valores del
arcoseno de Vp para normalizar los datos. En cada experimento, se aplicé la
prueba de Bartlett para comprobar la homocedasticidad de los datos, Se utilizo el

modelo | de ANOVA de dos vias (o = 0.05) para evaluar el efecto de la
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temperatura y la salinidad, sobre el porciento de eclosion (%), el tiempo de
desarrollo y la longitud notocordal (LN) de los eleuteroembriones (EL) al nacer.
Posteriormente, se realizaron comparaciones mdltiples de los valores promedio
obtenidos en cada tratamiento {método de comparaciones multiples de Duncan, a
= 0.05). El porciento de eclosion con respecto a la temperatura y a la salinidad se
ajustdé mediante regresiones lineales por el método de minimos cuadrados (Sokal

y Rohlf, 1981).

La relacion entre el tiempo de desarrollo hasta la eclosién y la temperatura
constante dentro del intervalo éptimo de la especie, se ajustdé a una relacién
exponencial de la forma y = a €™, donde y representa el tiempo en dias hasta la
eclosion, x representa la temperatura y a y b son constantes (Kamler, 1992).
Figueroa et al. (2007) comprobaron que en el intervalo de 17 a 21 °C, se lleva a
cabo la reproduccion en ambas especies. Considerando que en los sitios de
distribucion de estas especies, la temperatura alcanza un maximo de 25 °C, el

intervalo de temperatura viable se fij6 de 18 a 24 °C.

La relacion entre la LN en la eclosion y la temperatura y de la LN y la salinidad se
ajustaron a regresiones por el metodo de minimos cuadrados (Sokal y Rohlf,

1981).
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Tabla 1. Disefo experimental de la temperatura y la salinidad, n = 10 con tres réplicas.

Salinidad
Temperatura (g/L NaCl)
(°C)
0 | 4|8 [12]16 ]| 20| 24
18 T1 [ T2 | T3 | T4 | T5 | T6 | T7
20 T8 | T9 | T10 | T11 | T12 T13 | T14
22 T15 | T16 | T17 | T18 | T19 | T20 | T21
24 T22 | T23 | T24 | T25 | T26 | T27 | T28

Periodo larval.

Descripcion del periodo farval.

Para la descripcion del periodo larval de cada especie, se incubarcon 450 huevos
en un contenedor de 40 L, en las mismas condiciocnes usadas para la fertilizacion y
se les suministré aireacion suficiente. Posteriormente, 300 eleuteroembriones
recién eclosionados se colocaron en un contenedor de 40 L hasta la metamorfosis
a juvenil, bajo las siguientes condiciones: 5 + 0.5 mg/L oxigeno, 20 * 0.5 °C,
fotoperiodo 12 hiL/12 hO. Los organismos se alimentaron ad /ibitum dos veces al

dia, siguiendo el método descrito por Figueroa et al. (2004 a). El rotifero
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mixohalino Brachionus plicalilis se suministr6 como primer alimento, en una
densidad de 20 rotiferos/mL, desde el inicio de la alimentaciéon mixta hasta el dia 7
después de la eclosion (dde). Posteriormente, las larvas se alimentaron con
nauplios de Arfemia sp. hasta el dia 25 dde, en una densidad de 10 nauplios/mL y
del dia 20 dde, hasta la metamorfosis a juvenil, las larvas se alimentaron con
neonatos y adultos de Moina macrocopa (Cladocera) a una densidad de 5
individuos/mL. El 30% del volumen del contenedor se reemplazé con agua limpia,
en dias alternados y bajo las mismas condiciones. La materia fecal y otros detritus

se retiraron en cada recambio de agua.

Cinco organismos de cada especie, se preservaron con formol fosfato al 10%,

diariamente, durante los primeros siete dias y después, cada cinco dias, hasta la

transformacion a juvenil, para medir las siguientes variables:

Longitud del cuerpo (LT), desde la punta de la boca hasta el borde del pliegue de

la aleta.

Longitud patrén, desde la punta de la boca hasta el extremo posterior de la

notocorda (LN), antes de la postflexion y hasta el margen posterior de los huesos
hipurales, una vez que se formé la placa hipurica (LP).

Longitud cefalica (LC), se midi6 desde el borde anterior de la boca hasta el

margen posterior del opérculo, el tamafic de la boca se determind a través del

método de Shirota (1970);
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Boca = AB *V2 , donde AB es la longitud de la maxila superior.

Las mediciones se hicieron con una exactiiud de 0.1 mm, usando un
estereomicroscopio (Stemi IV, Zeiss MR) y un programa de analisis de imagen

(KS400, ver. 3.02).

Durante este periodo, se determind el tiempo de duracién de las fases, los pasos y
los umbrales a 20 °C, asi como el crecimiento absoluto en LN (o LP), LCy B, y las
relaciones entre LN (o LP) vs. LC, LN (o LP) vs. By LC vs. B, a través de modelos

de regresion.

El tiempo (dde) de la primera alimentacion exégena, de la apertura del ano, de la
formacion de cada una de las aletas, los cambios en |a flexién de la notocorda, los
cambios en el patron de pigmentacion y la aparicién de las escamas se determino

por observaciones directas.

De acuerdo a los resultados anteriores, se definieron las caracteristicas
morfoldgicas y tiempo de desarrollo de las fases de Apterolarva (sin aletas) y de

Pterolarva (con aletas) (Baion, 1985).

La designacion abreviada para cada paso en el desarrollo, sigue el sistema
propuesto por Balon (1985). Las letras maytsculas L'11 y L?12 denotan las fases

de Apterolarva (larva sin aletas o “finfold” larva), y Pterolarva (larva con aletas
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formadas o “finformed” larva), respectivamente. El subindice numeral arabigo
inmediatamente seguido de la letra mayudscula, denota el nimero del paso dentro
de una fase particular y el numeral arabigo subsecuente denota el numero del

paso en la secuencia total de la ontogenia.

Tabla 3. Nomenclatura empleada

Nombre Abreviatura
Filial 1 F1
Horas luz hL
Horas oscuridad hO
Longitud total LT
Longitud patrén LP
Longitud notocordal LN
Longitud cefalica LC
Boca B
Division D
Embrion E
Eleuteroembrién EL
Larva L
Dias después de la eclosion dde
Dias después de la fecundacion | ddf

41



Efécto de la temperatura y de la salinidad sobre el crecimiento.

Para evaluar el efécto de la temperatura y la salinidad sobre el crecimiento de
cada especie, se utilizé un disefio bifactorial. Los niveles de la temperatura fueron
18, 20 y 24 °C y de la salinidad: 0, 4, 8, 12 y 16 g/L, de cuya combinacion se
obtuvieron 15 tratamientos. Cien embriones libres recién eclosionados se
colocaron en recipientes de 5 L, en un volumen de 4 L de agua reconstituida y
aireacioén suficiente, para cada tratamiento y se recambio el 50% del volumen del
agua cada tercer dia. Para mantener la temperatura de 18 °C, se empled un
enfriador de agua (Aquachiller, MR), para la temperatura de 24 °C, se utilizé un
calentador con termostato (AZOO, MR), para el control de la temperatura de 20
°C, se utilizo el enfriador o el calentador, dependiendo de la temperatura ambiente.
Las larvas se alimentaron con Brachionus plicatilis (Rotifera) desde el inicio de la
alimentacion exégena hasta el dia siete después de la eclosién (dde);
posteriormente, se les proporcionaron nauplics de Artemia sp (Anostraca) hasta el
dia 25 dde y del dia 20 dde hasta la metamorfosis a juvenil, se les proporcionaron
neonatos y adultos de Moina macrocopa (Cladocera), de acuerdo al esquema de

alimentacion propuesto por Figueroa et al. (2004 a).

En todos los ensayos, se conservaron cinco organismos, en formol fosfato al 4%,
cada 7 dias, hasta la transformacién a juveniles. Los organismos se midieron en
un estereomicroscopio {(Stemi V) con una precisién de 0.01 mm y el programa de

analisis de imagenes KS400, ver. 3.02. La longitud patron se midi6 desde el
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hocico hasta el extremo de la notocorda, hasta su flexion (LN) y hasta los huesos
hipurales después de ésta (LP); la longitud cefalica (LC) se medid desde la punta

del hocico hasta el margen posterior del opérculo.

En cada tratamiento y en cada especie, se definid el tiempo de duracion de cada
una de las fases del periodo larval. Las diferencias en el crecimiento absoluto de
LN se analizaron al final del periodo, por medio de un analisis de varianza de dos
vias, modelo | y la comparacién multiple de las medias de la LN.

La tasa de crecimiento (G) en cada tratamiento, se calculd como:

G = (Le— L)ty — to)

donde G es la tasa de crecimiento diario, Ly la LN final, Li la LN inictal y t1 y to, el

tiempo final e inicial (Al Hazza y Hussein, 2007).

Tabla 2. Disefio experimental de la temperatura y la salinidad en el.periodao larval.

Salinidad

Temperatura (g/L NaCl)
(°C) 0 | 4| 8 |12 16
18 T1 | T2 | T3 | T4 | T5
20 T6 | T7 | T8 | T9 | T10
24 T11 | T12 | T13 | T14 | T15
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Efecto de la temperatura sobre {a sobrevivencia durante el periodo larval.

Se colocaron 30 eleuteroembriones de 0 dde, en un volumen de un litro de agua
reconstituida, a 5 mg/L de NaCl, en cada una de las siguientes temperaturas: 18,
20 y 24 °C, con tres réplicas, para analizar el efecto de este factor sobre el
porcentaje de la sobrevivencia, desde la eclosion hasta la metamorfosis a juvenil,
en cada especie. El control de la temperatura, de la calidad del agua y el esquema

de alimentacién, se realizaron de la misma manera que en el experimento anterior.

El porciento de sobrevivencia (p) final en cada temperatura, se transformo al
arcoseno Vp para normalizar los datos y posteriormente, se aplico un analisis de
varianza monofactorial (modelo |) y una comparaciéon multiple de medias (Método
T, Sokal y Rohlf, 1981) para detectar diferencias.

Asi mismo, se determiné el efecto de la temperatura sobre la tasa de desarrollo (V
=t la temperatura umbral y la duracién de los pasos del desarrollo desde la

fecundacion hasta la metamorfosis.
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RESULTADOS

Ovulos.

Los 6vulos de ambas especies son esféricos, transparentes y con el corion liso. C.
humboldtianum presenta o6vulos de color ambar con 1 a 4 zarcillos o filamentos
largos con una moda de 1 (n = 511) (Fig. 1), C. riojai produce o6vulos
transparentes, con un solo zarcillo largo (n = 100). En ambas especies, los

filamentos se localizan en el polo vegetal y envuelven la superficie del dvulo.

Una vez que los &6vulos son ovidepositados y fecundados, se hidratan y los
zarcillos se extienden para sujetarse a las raices de las macrofitas que se
encuentran sumergidas en el cuerpo de agua, o bien al sustrato sobre el cual son
vertidos. Posteriormente, el macho vierte el liquido seminal sobre los dvulos y se

lleve a cabo la fertilizacion.

80.0 T
70.0
60.0 J
50.0
400
30.0 W
20.0 4
10.0

0.0 —1

1 2 3 4

Proporcién (%)

No. de zarcillos

Figura 1. Frecuencia de ocurrencia del nimero de zarcillos en 6vulos de C. humboldtianum (4 =
0.4%) (n=511).
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Periodo embrionario

Huevos

Ambas especies son oviparas, sus huevos son pelagicos, telolécitos y con varios
globulos de aceite. LLos huevos recién fecundados de C. humboldtianum, tienen un
diametro de 1.36 £ 0.047 mm (1.28 -1.60 mm, n = 100) y los de C. rigjai tienen un
diametro de 1.24 £ 0.05 mm, (1.13-1.35 mm, n = 100). El diametro promedio entre
ambas especies presenta diferencias estadisticas significativamente (P < 0.001, t

de student).

El periodo embrionario inicia con la activacion del évulo por el espermatozoide en
el momento del desove y termina con la alimentacién mixta, en que el organismo
se nutre tanto del vitelo (alimentacibn endégena) como de alimento externo
(presa) a la edad de 360 hdf (horas después de la fecundacién) en C.

humboldtianum y 216 hdf en C. riojai, a 20 °C y 0 g/l. de NaCl.

En los siguientes apartados, se mencionara en primer lugar, el tiempo de

desarrollo para C. humboldtianum y entre paréntesis el de C. riojai.
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Fase de Division (D).

La fase de division inicia con la activacion del évulo por el espermatozoide y
termina con la formacién del escudo embrionario y el anillo germinal a la edad de

34:33 (30:00) hdf.

Paso D'1 [00:00-01:30 (00:00-00:50) h]. Formacion del espacio perivitelino y el

blastodisco.

Este paso se caracteriza por la presencia de pequefas y numerosas gotas de
aceite que se van aglomerando hasta formar una sola. El espacio perivitelino es
continuo y se hace evidente a los 15 (5) min, después de la activacion.
Posteriormente, a los 25 (20) min, se forma el blastodisco o disco germinal en el
polo animal, que es contrario al polo vegetal donde se encuentran los zarcillos.
Este paso termina con la primera division celular del disco germinal a las 01:30
(00:50) hdf, con lo que se define un umbral, ya que la organizacién celular cambia
de una gran céluta a un nivel de organizacién pluricelular, mas complejo que el

anterior.

Paso D?2 [01:30 (00:50)-24:30 (24:00) hdf]. Este paso inicia con la formacién de

los primeros dos blastdbmeros y termina con el inicio de la epibolia.
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La primera division se observé a las 01:30 (00:50) hdf (dos células), la segunda a
las 03:15 (01:50) hdf (4 celulas), la tercera a las 04:20 (03:00) hdf (8 células), la
cuarta a las 05:00 (04:00) hdf (16 células.) y la quinta a ias 05:10 (4:30) hdf (32
células). La primera, la tercera y la quinta divisiones fueron en el mismo plano y
perpendiculares a las otras; la sexta, 06:00 (05:00) hdf (64 células) fue en un
segundo plano, horizontal al primero. Las divisiones se siguieron en planos no
distinguibles y los blastomeros fueron cada vez mas pequenos hasta formar la

morula a las 09:35 (06:00) hdf. La blastula se formé a las 23:25 (24:00) hdf.

Paso D*3 [24:30 (24:00)-42:40 (36:00) hdf]. Gastrula y escudo embrionario.

El anillo germinal, 24:30 (24:00) hdf y el escudo embrionario, 31:13 (30:00) hdf, se
forman posteriormente a la blastula. Los movimientos de epibolia se iniciaron con
la gastrula a las 42:40 (36:00) hdf, seguidos del cierre del anillo germinal. Estos
eventos constituyen un segundo umbral donde el huevo pasa de un nivel
multicelular a la diferenciacidn en tejidos y 6rganos, con lo que se marca el final de
este paso y de la fase de division.

Fase de Embrion (E).

Esta fase comprende desde la organogénesis hasta la eclosion.
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Paso E'4 (42:40 (36:00)-50:00 (48:00) hdf). Placa neural hasta la formacién de la

cabeza y el tronco.

Al cerrarse el anillo germinal, se forma el saco vitelino. Después de conformarse la
placa neural, se forma la cabeza y el tronco. Las gotas de aceite se aglutinan
hasta formar una sola gota que se dispone en la regién anterior a la cabeza. A las
50:00 (48:00) hdf se forman los primordios de las capsulas opticas. A partir de este
momento el crecimiento del embrién es conspicuo debido al incremento en el

numero de somites.

Paso E?5 (50:00 [(48:00)-66:35 (72:00) hdf]. Organogénesis. Formacion de las

capsulas opticas y oticas.

La formacion de los 6rganos de la vista y el olfato marcan el inicio de este paso.
Los ojos se encuentran sin pigmentar, pero con el iris formado y también se
aprecian las capsulas oticas con los otolitos. Se define el primordio del tubo

cardiaco, como una arteria de posicion media ventral.

Paso E%6 (66:35(72:00) -81:30 (96:00) hdf). Formacion del corazén, inicio de la

circulacion perivitelina y formacion de los melansforos.

La arteria ventral se divide en tres ramas, las dos ramas laterales rodean al saco

vitelino en forma sinusoidal hacia la parte posterior, dando lugar a la circulacion
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perivitelina, ademas, se observa el latido cardiaco. La sangre no esta pigmentada.
Se inicia la diferenciacion del cerebro (romboencéfalo, mesencéfalo y teléncefalo).
Se forman dos hileras de melanéforos en la regidén dorsal de la cabeza y otra, en

el saco vitelino.

Paso E‘7 [81:30(96:00)-166:25 (136:00) hdf)]. Sintesis de hemoglobina,

incremento en el crecimiento y de la actividad cardiaca. Pigmentacion de los ojos.

La sangre se torna colorida por la presencia de hemoglobina. Se observa el
cristalino y se inicia la pigmentacién del iris, que es de color gris. Se incrementa el
latido cardiaco y el embrién presenta contracciones musculares. El espacio

perivitelino ya no se distingue. Se definen los primordios de las aletas pectorales.

Paso E°8 [166:25 (136:00)-240:00(168:00) hdf]. Incremento del latido cardiaco y

formacién del corazdon. Movimiento activo del embrion.

Se incrementa el latido cardiaco y la auricula y el ventriculo, se diferencian. En el
tronco del embrién, la circulacion se dirige hacia la region caudal y de manera
transversal a él. La boca y el primordio de la vejiga gaseosa se forman. El pliegue
de la aleta se define y se incrementa el nimero de melandforos tanto en la
cabeza, como en la base del pliegue de la aleta y en la region ventral del saco
vitelino. Los ojos son sensibles a la luz y se encuentran completamente

pigmentados de color negro y el iris se torna refringente. Los movimientos del
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embrién son mas frecuentes y vigorosos hasta que rompen el corion y eclosionan,

marcando asi el final de la fase de embrién.

En la tabla 4 se resumen las caracteristicas principales del periodo embrionario,

hasta la eclosidén, de ambas especies.
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Tabla 4. Periodo embrionaric hasta la eclosion de C. humboldtianum y C. riojai, a 20 °C, 0 g/L y un
fotoperiodo de 12hL:12 hQ. En cada evento, el primer tiempo es para C. humboldtianum y el
segundo para C. ricfai.

Paso Tiempo posterior a Descripcion
la fertllizacion
(horas) . o
C. humboldtianum C. riojai
Fertilizacion 00:00
00:00
D1 00:15 Se forma espacio
00:05 perivitelino
Disco germinat 00:25 Separacién del polo
0005 animal
Divisién 01:30 Civisién meridional
2 células 00:50
D22
4 células 03:15 Division perpendicular
01:50
8 células 04:20 Paralelas al primer plano
3.00 de division
16 células 05:00 Perpendiculares al primer
04:00 plano
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32 células 05:1C Segundo plano de division
04:30
64 células 08:00 Sobre la primera capa de
05:00 células
Mérula 09:35
06:00
Blastula 23:25
24:00
Blastula tardia 24:30 Formacion escudo
D3 30:00 embrionario y anillo
germinal
Gastrula 42:40 Tubo neural y cefalizacion
Embrién 30-36
E'4
Embrién 50:00 Formacién de capsulas
E25 48:00 dpticas y miolomos
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E% 66:35 Vesiculas dticas
72:00 Aorta con una rama
Aorta ventral con fres
E7 81:30 ramas y circulacion
86:00 perivitelina, presencia de
hemoglobina, saco
viteting, inicia la
pigmentacion de los ojos,
dos tipos de melanoforos,
gota de aceite posicion
ventral
80:00 Corazon e irmgacion
110:00 muscular
ES8
166:25 Contin(a pigmentacion de
136:00 los ojos, embrién con
movimientos constantes |
Eciosion 240:00 Eleuteroembnon,
168:00 alimentacion endbgena,

tubo digeslivo no
funcional.
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Fase Eleuteroembrion o Embrion libre (EL).

Paso EL'S [240:00(168:00)-312:00 (192:00)hdf]. Almentacion endégena.

Diferenciacién del pliegue de la aleta. Nado reducido.

La fase de eleuteroembrion inicia con la eclosién y termina con la alimentacion
mixta (endogena y exégena). En C. rigjai tiene una duracion de dos dias y en C.

humboldtianum de 5 dias, a una temperatura de 20 °C y 0 ups.

La LT de C. humboldtianum al eclosionar, es de 5.06 £ 0.06 mm y de C. riojai es
de 4.5 + 0.04 mm. Los EL recién eclosionados permanecen en el fondo y son
fototécticors positivos. Los ojos estan completamente formados asi como los
otolitos. Los primordios de las aletas pectorales tienen los bordes redondeados y

sin radios.

C. humboldtianum presenta cuatro grupos de melandforos dendriticos y negros:
uno en la region dorsal de la cabeza con varios melanéforos grandes; otro, de
melanéforos de menor tamafio a lo largo del margen dorsal del tronco; un tercer
grupo en la regién ventral y dorsal del saco vitelino y el cuarto a lo largo de |la base
del pliegue de la aleta. Los EL son de color amarillo palido con un ligero color
verde en la region dorsal del tronco. Se observan 44 somites, en promedio. El

saco vitelino es pequefio y redondo (1.17 + 0.096 mm), presenta una gota de
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aceite (0.3 £ 0.088 mm) en la regién ventral del saco vitelino y de posicién central.
La boca esta formada y abierta (0.24 = 0.094 mm), el tubo digestivo se encuentra
formado, pero el ano esta cerrado. A las 24 h, la vejiga gaseosa se ha llenado y
los EL nadan cerca de la superficie. Ellos logran la suspension por medio de las
aletas pectorales y la vejiga gaseosa. Desde esta edad y hasta el final del periodo
larval, permanecen en cardumen. Al tercer dia después de la eclosion (3 dde) el
diametro del saco ha disminuido a 0.26 £ 0.02 mm y la gota de aceite a 0.12 mm,
mientras que el tamafo de la boca se ha duplicado a 0.46 + 0.05 mm. La
circulacion se define en la region ventral del saco y a lo largo de la regiéon dorsal y

ventral de la notocorda.

Los EL de C. riojai presentan 5 grupos de melanéforos negros de forma ameboide:
en la regidn dorsal de la cabeza, en el margen dorsal y ventral del tronco, en ia
region ventral y dorsal del saco vitelino y a lo largo de la linea lateral. Los EL son
transparentes, con 37 somites, en promedio. El saco vitelino es mas pequefio
(0.66 £ 0.05 mm) pero comparado con el tronco, es prominente; la gota de aceite
tiene un diametro de 0.15 £ 0.03 mm y se localiza en la regién anterior del saco.
La boca también esta formada y abierta; el tubo digestivo esta completo, pero
cerrado. A las 24 h de la eclosion, la vejiga gaseosa tambien se ha llenado y los
peces nadan cerca de la superficie, formando un cardiumen. El patrén de

circulacién es semejante al de C. humboldtianum.

56



1 mm
1 mm

C. rigjai C. humboldtianum

Figura 2. Eleuteroembriones de C. riojai y C. humboldtianum, O dde.

Paso EL?10 [312:00(192:00)-360:00 (216:00) h]. Deplecién del saco vitelino.

Alimentacién mixta (endégena y exdégena).

El desarroilo es semejante en ambas especies, pero difieren en la edad en que se
presentan los cambios, asi como en las magnitudes de las diferentes regiones del

cuerpo que se analizaron.

En C. humboldtianum, |la alimentacién mixta se presenta en el dia 4 dde (312 hdf).
A esta edad, el didmetro del saco vitelino es de 0.21 £ 0.03 mm y el de la gota de
aceite es de 0.095 mm. El saco vitelino disminuye con un ajuste exponencial (R*=
0.99), a una tasa de 0.23 mm/dia; la gota de aceite, se agota en el dia 4 dde, la

tasa de consumo presento un ajuste lineal (R2 = 0.88) (Fig. 2).
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Figura 3. Diametro (media + E.S.) del saco vitelino (——) (y = 1.18¢ 02 R2=0.99)ydela gota de
aceite (- - - - - - Yy = - 0.02t% + 0.04t + 023, R2 = 0.88) en eleuteroembriones de C.
humboldtianum en relacion al tiempo {dde) hasta el final del pericdo embrionario.

Al inicio de este paso, la LN y la LC fueron de 5.61 £ 0.17 mm y 0.98 + 0.03 mm,
respectivamente y el tamano de la boca fue de 0.55 £ 0.024 mm. En el dia 5 dde,
una hilera de melandforos aparece a lo largo de la linea lateral, también como
otros tres grupos de melandforos. Las aletas pectorales presentan los primordios
de radios y el nado comienza a ser mas activo, los EL siguen siendo fototacticos
positivos durante este paso. El saco vitelino y la gota de aceite se consumen
completamente. Sin embargo, el consumo de ambos no fue gradual sino en pasos,
con largos intervalos en los cuales el diametro no cambia, contra intervalos cortos
con decrementos marcados en su diametro, particularmente entre el dia 4 y el 5
dde (cuando inicia la alimentaciéon exégena). El tamafo de la boca no se

incrementa, pero el ano se abre y termina la alimentacién mixta.
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C. riojai no presenta incrementos significativos en el crecimiento durante esta fase
(t, p > 0.05). Tanto el tamano del saco vitelino (0.66 £ 0.06 mm) como el de la gota
de aceite (0.15 + 0.04 mm) se mantienen constantes y en el dia 2 dde, se

consumen completamente.

0 0.5 1 1.5 2 25

Edad (dde)

Figura 4. Diametro del saco vitelino (——) {y =-0.28x + 0.71, R? = 0.99) y de la gota de aceite (- - -
¢ --) (y =-004x + 0.27, R* = 0.98) en eleuteroembriones de C. riojai en relacidn al tiempo (dde)
hasta el final del perlodo embrionario.

La alimentacién mixta (endégena y exdgena) constituye un umbral en el desarrollo
que marca el final del periodo embrionario y el inicio del larvario. Estas especies
solo aceptan alimento vivo, el primer alimento fueron rotiferos, que en este caso
fue Brachionus plicatilis, debido a que tienen el tamafio adecuado para su boca.
Esta edad es crucial en la futura sobrevivencia de las larvas, ya que si no inician la
alimentacion exdgena a esa edad, se presenta un autoconsumo de proteina
corporal y alcanzaran el punto fisiologico de no retorno, previo a la muerte. La
alimentacion posterior a esta etapa no compensa la energia autoconsumida ni el

dafo de los d6rganos, principalmente los del tubo digestivo.
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Crecimiento de eleuteroembriones.

El crecimiento de los EL de C. humboldtianum con respecto a la LT, la LC y la B,

se ajustd a una regresion exponencial. La LN tuvo un ajuste potencial lo que indica

que el crecimiento en esta magnitud es mas acelerado y se confirma porque la

velocidad de crecimiento es mayor (Tabla 5).

Tabla 5. Crecimiento de C. humboidtianum durante la fase de EL, a 20 °C.

Variable Regresion R? L inicial- L final (mm)
LT  y=5.05e % 099 5.05 - 5.85
LN y=4.67x%" 0.99 4.66 — 5.62
LC  y=0.93¢ %7 (.89 0.93 - 0.99
B y =0.43e *™* 0.79 0.43-0.49

C. riojai.

No presenta incrementos en ninguna de las variables analizadas (t, p > 0.05) y en

todos los casos, éstas fueron menores a las de C. humboldtianum: LT = 4.5 t

0.098, LN=4.26 + 0.098, LC= 0.81 £ 0.015 y B= 0.40 mm.
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Crecimiento relativo

C. riojai

Debido a que esta fase tiene una duracidbn de dos dias y a que no hubo

incrementos significativos en las variables analizadas, no fue posible ajustar el

crecimiento a ningun modelo, por lo que se determind la proporcién de la LN, LC vy

el tamafo de |la boca con respecto a la LT; por otra parte, se compard la LC y el

tamano de la boca con relacion a la LN y, finalmente, el tamafio de la boca con

respecto a la LC.

La LC y el tamafio de la boca son pequefios con respecto a la LT y la LN, (menor

al 20 y al 10%, respectivamente) sin embargo, el tamafo de la boca es grande con

respecto a la LC (50%) (Tabla 6).

Tabla 6. Proporcicnes de la LN, LC y B, en eleuteroembriones de C. riojal.

LN/T

LC/LT

LC/LN

B/LT

B/LN

B/LC

0.835

0.165

0177

0.087

0.087

0.526

0.955

0.193

0.193

0.091

0.091

0.471

incremento en edad:

El coeficiente de variacion (V) obtenido en las diferentes medidas fue mayor con el
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Figura 5. Coeficientes de variacidn en las variables medidas en EL de C. ricjaia Oy 1 dde. LCyy B
tienen un valorde V = Q.

C. humboldtianum

El crecimiento relativo de la LN en relacion a la LT tuvo un ajuste lineal con un
crecimiento alométrico positivo. La LC vs LN, B vs LC y B vs LN, tuvieron un ajuste
exponencial, donde la LC vs LN y B vs LN, presentaron un crecimiento alométrico

negativo. El crecimiento de B vs LC fue alométrico positivo (Tabla 7).

Tabla 7. Crecimiento relativo de la LN, LC y B de C humboldtianum durante la fase de
eleutercembrién.

Regresion R’ n

LN=122(LT)-15 099 15

LC =0.68 ¢ " 093 15

B = 0.056e 2 o 098 15

B=023e PN 084 15
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Periodo larval.

Este periodo inicia con la alimentacién mixta y termina con la transformacién a
juvenil. Presenta dos fases: apterolarva y pterolarva, la primera se caracteriza por
el inicio de la alimentacién exégena y por la presencia del pliegue de la aleta y la
segunda, por el desarrollo de las aletas, de las branquias y la flexién de la
notocorda. El inicio del periodo juvenil se caracteriza por el desarrollo completo de

las aletas y la presencia de escamas.

C. humboldtianum.

L"11. Fase apterolarva. El periodo larval en esta especie, inicia en el dia 4 dde
(6.8 mm LT) con la alimentaciéon mixta, a una temperatura de 20 °C. El ano se
abrié en el mismo dia, dando lugar a la alimentacién exégena. La flexion de la
notocorda se presenta en el dia 14 dde, con una LT de 8.14 + 0.3 mm vy se inicia el
desarrollo de la aleta caudai con 4 a 14 radios en la aleta caudal, lo que indica el

fin de esta fase (Fig. 6).

Figura 6. Apterolarva de C. humboldiianum (4 dde)

63



212 Fase pterofarva. Se inicia en el dia 14 dde (8.14 mm LT) con el desarrollo de
la aleta caudal (Fig. 7). El dia 19 dde, se presenta la postfiexion de la notocorda, el
inicio de la segunda aleta dorsal y de |la anal. El dia 26 dde, se inicia el crecimiento
de la primera aleta dorsal y las aletas peélvicas. Finalmente, el dia 40 dde, se

presenta la transformacion a juvenil, con una LT de 24.98 £ 0.88 mm (Fig. 8)

1cm

Figura 7. Pterolarva de C. humboidtianum (14 dde)

| ¢cm

Figura 8. Juvenil de C. humboldtianum (40 dde)
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Crecimiento absoiuto. El crecimiento absoluto de la LT, la LN y la LC, tuvieron un

crecimiento exponencial, con velocidades de incremento muy semejantes. Por el
contrario, el tamaro de la boca se incrementd con un comportamiento lineal y a

una velocidad menor (Tabla 8).

Tabla 8. Crecimiento absoluto de LT, LN, LC y B en larvas de C. humbaldtianum (n = 40).

Regresion R?

LT [ LT =452 %" | 0.99

LN [ LN=443¢°%" | o099

LC | LC=0.83¢ ®™® | 098

B | B=0.027t+0.38|0.97

C. riojai.

Fase apterolarva. Esta fase inicio en el dia 2 dde (4.7 mm) (Fig. 9). El ano se abrio
en ese mismo dia y el saco vitelino y la gota de aceite se consumieron
completamente, por lo que la alimentacién a partir de esa edad, es exdgena. La
flexion de la notocorda se presenta a los 14 dde, y se observa el inicio de la aleta

caudal con 3 a 9 radios.
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Figura 9. Apterolarva de C. rigjal (2 dde)

Fase pferolarva. Inicia con el desarrollo de ias aletas (14 dde, 7 mm LT) (Fig. 10).
El crecimiento de la aleta anal y la segunda dorsal, se inicia el dia 21 dde.
Tambien se presenta la postflexién de la notocorda. El dia 25 dde, se observa el

inicio de la primera aleta dorsal y el dia 37 dde (11 mm LT), la transformacion a

juvenil (Fig. 11).

I mm

Figura 10. Pterclarva de C. riojai {14 dde).

0.5cm

Figura 11. Juvenil de C. rigjai (37 dde).
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Crecimiento absoluto. En esta especie el crecimiento en LT, LN, LC y B fue

exponencial, también con incrementos semejantes en relacion al tiempo (Tabla 9).

Tabla 9. Crecimiento absoluto de LT, LN, LC y B en C. rigjai. (n = 35)

Regresién R*
LT | LT =458 “*" [ 0.08
LN [ LN=435e """ [ 0.08
LC [LC=080e"™ [008
B |[B=047¢""" [o0.87

Prueba de pendientes. Para comparar la tasa de incremento en el crecimiento

absoluto entre las dos especies, se compararon las pendientes de las curvas de

crecimiento de cada variable analizada. Las pendientes de la LC fueron las uUnicas

que presentaron diferencias significativas (ANOVA, p < 0.05), donde la LC de C.

humboldtianum es mayor que la de C. riojai. La igualdad entre las pendientes de

las demas variables indica que el patrén de crecimiento es semejante (Tabla 10).

Tabla 10. Comparacion de pendientes de las curvas de crecimiento entre C. humboldtianum y C.

riojai.

b,

Bn

LT

0.03

0.04

0.03

LN

0.03

0.05

0.02

LC

0.03

0.06

7.4*

B

0.02

0.03

0.04

F ao05¢1,16 = 4.48
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Medias. Para determinar si hay diferencias significativas entre los valores iniciales
y finales de las variables analizadas de las dos especies, se realizd una
comparacién multiple de las medias de las mismas. Ambas especies difieren en la
LT final, la LN inicial y final, la LC final y la B finai; en todos estos casos, C.
humboldtianum presenta longitudes mayores que C. riojai (ANOVA, HSD, p < 0.05,
Tabla 10). Estos resultados confirman que C. humboldtianum presenta tallas
mayores desde el desarrollo temprano y C. rigjai, tallas menores, pero con el

mismo patrén de crecimiento (Tabla 11).

Tabla 11. Comparacién muitiple de las medias de LT, LN, LC y B entre C. humboldtianumy C.
nojar.

mm | |pgs-pz| [HSDe| mm | | pi-pz| | HSDe
LToLTro | 1.2 124 | LCro-LCho | 0.17 0.45
LT LTy | 9.72% 124 | LCLCy |1.37° 0.45
LNo-LNy | 1.25% 099 |BeoBn [0.09 0.16
LNLN, | 7.58* 0.98 BB 0.29* 0.16

Crecimiento relativo.

C. humboldtianum. E| patrén de crecimiento relativo en todas las variables

comparadas fue potencial, lo que indica un crecimiento relativo uniformemente

acelerado. El crecimiento relativo de la LC con respecto a la LN, tuvo una
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alometria positiva y la B con respecto a la LN y L.C, tuvo una alometria negativa

(Tabla 12).

Tabla 12. Crecimiento relativo dela LC y la B con respecto ala LN y la B en relacién ala LC en
larvas de C. humboldtianum (n = 40).

Regresién R*

LC/AAN | LC=0.14LN " [ 0.99

B/ILN [B=015LN"" [095

B/LC |B=053LC"® |096

C. riojai. El crecimiento relativo de la LC y la B en esta especie, tuvieron patrones
diferentes que en C. humboldtianum. El crecimiento entre la L.C y la LN fue
exponencial con una alometria negativa, lo que indica que la LC crece mas lento
en relacion a la LN. La B con respecto a la LN y la LC, presentd un patrén de
crecimiento lineal con una alometria negativa, pero la tasa de incremento es

menor que en C. humboldtianum (Tabla 13).

Estos resultados indican que C. rigjai presenta un crecimiento absoluto y relativo

de estas variables, mas pequefioc que C. humboldtianum., con un patron de

crecimiento absoluto semejante.
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Tabla 13. Crecimiento relativo de LC y B con respecto ala LN, en C. rigjai (n = 35)

Regresion R*
LC/LN LC = 0.46e ° "N 0.99
B/LN B=0.07LN +0.177 | 0.86
B/LC B=0.24LC + 031 |087

Efecto de la temperatura y la salinidad sobre el porciento de eclosiéon y

tiempo de incubacion.

Los huevos sujetos a mas de 16 g/L NaCl, murieron 24 hdf (fase de division) y los
huevos incubados a 16 ¢g/L murieron antes de la eclosion, en todas las

temperaturas y en ambas especies.

Los EL que eclosionaron en los tratamientos menores a 16 g/L NaCL, en todas las
temperaturas, fueron afectados significativamente por la temperatura (F 33, P <
0.001, ANOVA dos vias, en ambas especies) que explicé el 68% (C.
humboldtianum) y 55% (C. riojai) de la varianza en el porciento de eclosién, y por
la salinidad (F 332, P < 0.001, ANOVA dos vias, en cada especie) que explicé el
18.3% (C. humboldtianum) y 22% (C. riojai) de la varianza en el % de eclosién. La
interaccion entre la temperatura y la salinidad también fue significativa (F ¢32, P <

0.001, en cada especie) y conté con 6.3 y 15% de la varianza, respectivamente.
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Las pruebas de Duncan demostraron diferencias significativas entre los
tratamientos. El porciento de eclosion se ajusté a una curva de respuesta de tipo
éptimo respecto a la temperatura (R = 0.70 y 0.90, respectivamente) y fue
inversamente proporcional a la salinidad en ambas especies (Figs. 4 y 5). El
porciento de eclosion mas alto se obtuvo a 22° C y 0 g/L NaCl, en ambas especies

(87%).

Eclosion (%)

Salinidad (g/L)

20

18

Temperatura (°C)

m§0-100 ®mG0-80 mw40-60 = 20-40 w(-20

Figura 12. Porciento de eclosion de EL de C. humboldtianum con relacién a la temperatura.(y =
10.9x* + 77.2x* + 151.5x + 130, R* = 0.95) y a la salinidad (y = 75.3 ®™ R? = 0.97) n = 48
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Figura 13. Porciento de eclosion de EL de C. rigjai con relacion a la temperatura {y = -11.2x% +
51.2x + 15.5, R = 0.90)) y a la salinidad (y = 78 e*'* R?=0.80) n = 48.

El tiempo promedio para la eclosiéon fue inversamente proporcional a la
temperatura, en cada especie (Fig. 14). Este periodo vari6 de 156 + 0.26 y 12.4
0.31 dias, 2 18° C a 9.8 + 0.11 y 7.8 + 0.24 dias a 24° C, respectivamente. En
ambas especies, la temperatura (F332, P < 0.0001, ANOVA dos vias) tuvo un
efecto significativo en el tiempo promedio a la eclosion y explico 93.6 y 76% de la
varianza en el tiempo, respectivamente. La salinidad solo tuvo efecto en el tiempo
de eclosion de C. rigjai y conté con el 9.5% de la varianza. La interaccién entre
ambos factores fue significativa en el efecto sobre el tiempo de eclosién en C.

humboldtianum pero explico solamente el 2.4% de la varianza (F3 32, P = 0.03).
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(dias}

Tiempo + S. E. a la eclosion
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Temperatura |°C)

]
Figura 14. Tiempo promedio (media + s. e.) de eclosion de C. humboldtianum (=) (y = 16.9e "%,
R?=0.88, n =48) y C. rigjai {-—-) (y = 14.4e™'* R? = 0.93, n = 48) con respecto a la temperatura.

Efecto de la temperatura y la salinidad en la talla de eclosion.

La temperatura (F3, a4, P = 0.003, y F3, 64, P < 0.0001, respectivamente, ANOVA,
dos vias) y la salinidad (Fs3, s, P = 0.006, y F3, 51, P < 0.0001, respectivamente,
ANOVA dos vias) tuvieron un efecto significativo en LN de eclosidn vy
contribuyeron con el 13% (temperatura) y 11% (salinidad) de la varianza de LN
para C. humboldtianum y 38 (temperatura) y 24% (salinidad ) para C. riojai. La
interaccién entre ambos factores fue significativa (F g4, P = 0.004, ANOVA dos
vias) con una varianza de 23% para C. humboldtianum, solamente. LN fue
directamente proporcional a la temperatura e inversamente proporcional a la

salinidad, en ambas especies (Figs. 15y 16)
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Figura 15. Talla de eclosidn (LN) de C. humboldtianum (=) (y = 4.65 + 0.06x, R?=0.90,n=80)y
C. riojai (-} (y = -0.065x% + 0.48x + 3.27, R* = 0.90, n = 80) con respecto a la temperatura. Note el
eje y logaritmico.
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Figura 16. Talla de eclosién (LN) de C. humboldtianum (=) (y = 4.88e-0.003x, R? = 0.89, n = 80) y
C. riojai (-} (y = -0.002x* - 0.004x + 4, R? = 0.80, n = 80) con relacion a la salinidad. Note el gje y
logaritmico.
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Efecto de la temperatura y la salinidad sobre el crecimiento durante el

periodo larval.

C. humboldtianum

El periodo larval se inicié en todos los tratamientos, el dia 4 dde. El crecimiento de
esta especie, durante este periodo, en todos los tratamientos se ajusté a un
modelo exponencial. La velocidad de crecimiento menor se presentd en los
tratamientos a 18 °C y la mayor a 20 °C, en todas las salinidades (Figs. 17, 18 y

19).

El tratamiento de 18 °C-12 g/L NaCl, fue el que presenté la pendiente de

crecimiento mas baja de todas las condiciones probadas. La flexion se presentd

los dias 17 al 20 y la postflexion los dias 32 al 35.

10 9 *

Longitud notocordal (mm}

1] 10 20 30 40 50 60 70
Edad (dde)
*0 W4 ag X912

Figura 17. Crecimiento de C. humboldtianum, durante el perlodo larval hasta la metamorfosis a

juvenil, a 18°Cy 0, 4, 8 y 12 g/l de NaCl. LNy = 4.3 **%' (R’ = 0.97), LN, = 6e *%' (R? = 0.99), LN,
=6.3e °®' (R = 0.99), LN,, = 6 **'®' (R? = 0.97). Eje y en [0gso.

75



En los tratamientos a 20 °C, [a mayor velocidad de crecimiento se presenté a 0 g/L
NaCl, ademas de ser la mayor de todos los tratamientos. La flexion se presentd
los dias 14 al 18 y la postflexiébn del 19 al 26. La condicidon que presentd el

desarrollo mas lento fue a 12 g/L.

100 1

10 1

Longitud notocordal {mm)

1 v v v -

0 5 10 15 20 25 30 a5 40 45 50

Edad (dde)
*0 m4 A8 X12

Figura 18. Crecimiento de C. humboldtianum durante el perlodo larval hasta la metamorfosis a
juvenil, a 20° C y 0,4, 8y 12 g/L de NaCl, LNy = 4.5¢ 01 (R?=0.99), LNy = 7.1e °®' (R? = 0.94),
LNg = 5.9¢ *®'(R? = 0.98), LNy, = 6.6e **'(R* = 0.96). Eje y en logs.

A 24 °C, las pendientes mayores se presentaron en las salinidades de 0 y 4 g/L.
En estos tratamientos, la condicion de 12 g/L, también presentd el crecimiento
mas lento. La flexidon se presento los dias 15 al 18 y la postflexién los dias 22 al

25.
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Edad {dde}

Longitud notecordal (mm)

*0 W4 A8 X412

Figura 19. Crecimientc de C, humboldtianum durante el periode larval hasta la metamorfosis a
juvenil, a24 °Cy 0,4, 8 y 12 g/L de NaCl. LN, = 5.9¢ 8031 R? = 0.99), LN, = 6.6e °®' (R? = 0.99),
LNg = 7.3¢ “92' (R? = 0.97), LN;, = 6.7e “®2' (R* = 0.98). Eje y en logio.

Como puede observarse, las condiciones optimas para el crecimiento de esta
especie fueron a 20 °C y 0 a 8 g/L de salinidad. El crecimiento mas bajo se

presentd a 12 g/L. de salinidad, en todas las temperaturas.

Tanto la temperatura como la salinidad, tuvieron efectos significativos en la LN
inicial y final (ANOVA, P < 0.05) donde la temperatura aport6 el 32.6% y 14.4 %,
respectivamente, y la salinidad el 38.5% de la varianza en la LN inicial y 38% de la
final, la interaccion entre las variables aportd el 9% y 25.6%, respectivamente

(ANOVA, P < 0.05)

La LN inicial fue mayor en los tratamientos de 20 y 24 °C (Fig. 20) (Método T, P <

0.05).
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Figura 20. Longitud notocordal inicial (mm) de C. humboldtianum, en cada tratamiento
(Temperatura °C-Salinidad g/L NaCl}. 1: 18-0, 2: 18-4, 3: 18-8, 4. 18-12, 5: 20-0, 6: 20-4, 7: 20-8, 8:
20-12, 9: 24-0, 10: 24-4, 11: 24-8, 12: 24-12.

Por el contrario, las LN finales fueron mayores a 20 °C/0-8 g/L (Fig. 21} (Método T,
p < 0.05). Las LN menores se presentaron a 24 °C y 12 g/L en todas las
temperaturas (Fig. 21). En la figura 22 se puede observar el efecto conjunto de

ambas variables.

15

Longltud notocordal (mm)

0 2 4 6 8 10 1.2 1.4
Tratamiento (°C/sal)
Figura 21. Longitud notocordal final {mm) de C. humboldtianum, en cada tratamiento (Temperatura

°C-Saiinidad g/L NaCl). 1: 18-0, 2: 18-4, 3: 18-8, 4: 18-12, 5: 20-0, 6: 20-4, 7. 20-8, 8: 20-12, 9: 24-
0, 10: 24-4, 11: 24-8, 12: 24-12.
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Longitud patrén (mm)

Salinidad (g/L)

20 0
24

Temperatura (*C)

|05 WS5-]10 m]p-15 w15-20 ®W20-25

Figura 22. Efecto de la temperatura (y = - 0.08x* + 3x — 10.4, R* = 1) y la salinidad (y = - 0.025x3 +
0.4x° - 1.6x + 19.5 R* = 1) y = LN, x = temperatura, en la LN final de C. humboldtianum n = 60

La tasa de crecimiento (G) con respecto a la temperatura también fue mayor a 20
°C, pero el valor mas bajo se obtuvo a 18 °C. Por el contrario, G con respecto a la
salinidad, también mostré una tendencia disminuir con el incremento en salinidad,
como la observada en {a LN final. (Fig. 23). La temperatura aportd el 29.6%, la
salinidad el 33% y la interaccion entre ambos factores, el 20.5% de la varianza de

G.
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Figura 23. Tasa de crecimiento de C. humboldtianum con respecto a la temperatura (y = - 0.0006x*
+0.03x — 0.26, R? = 1) y la salinidad {y = 4E-05x° — 0.001x + 0.03, R? = 0.89.

El tiempo de duracién del periodo larval tuvo una relacién inversa con respecto a
la temperatura y a la salinidad (ANOVA, Método T, P < 0.05) (Fig. 24). La
temperatura contd con el 95.7% de la varianza el tiempo de desarrollo durante

este periodo, por el contrario, el efecto de la salinidad no fue significativo.

Edad {dde}

Salinidad (g}

20

24

Temperatura (°C)

0-20 w2040 W40-60 =60-80

Figura 24. Tiempo de duracion del periodo larval de C. humboldtianum, con respecto a la
temperatura (y = 61.4x°“ R? = 0.98) y la salinidad (y = - 0.85x + 48.6, R? = 0.96), n = 12.
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Los resultados obtenidos explican que el desarrollo se lleva a cabo en un tiempo
menor a 24 °C, por lo que los organismos alcanzan el periodo de juvenil a una
longitud menor que a temperaturas mas bajas. A 18 °C el desarrollo es lento, pero
como el tiempo en que alcanzan la metamorfosis es mayor, les permite tener LN

finales mayores que a 24 °C.

C. riojai.

El periodo larval se inicié en el dia 2 dde, en todos los tratamientos. El crecimiento

se ajustd a un modelo exponencial en todos los casos.

En los tratamientos a 18 °C, no hubo diferencias entre las velocidades de
crecimiento y fueron menores en relacion a las de las temperaturas de 20 y 24 °C
(Fig. 25). Asi mismo, el desarrollo presentd un retraso de una semana en los
tratamientos de 4 a 12 g/L de salinidad, ya que la flexién se presentd en el dia 21y
la postflexion se inicid en el dia 28. En los demas tratamientos estos eventos se

presentaron el dia 14 y 21, respectivamente.
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Figura 25. Crecimiento de C. rigfai durante el periodo larvat hasta la metamerfosis a juvenil, a 18 °C
y0,4,8y12g/L NaCl LNg = 5.7e 002t (R? = 0.96), LN, = 5.8¢ °%' (R? = 0.95), LN, = 5.4e °P' (R?
= 0.97), LNy, = 5.9¢ ™' (R* = 0.93). Eje y en log1o.

En los tratamientos a 20 °C, las larvas que se mantuvieron a 0 g/L de salinidad,
presentaron la tasa de crecimiento mas baja pero mayor que a 18 °C (Fig. 26). Al
igual que en los tratamientos a 18 °C, la flexién se inici6 el dia 14 y la postflexion

el dia 21.
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Figura 26. Crecimiento de C. riojai durante el periodo larval hasta la metamorfosis a juvenil, a 20 °C
y 0,4, 8y 12 g/L NaCl. LN, = 4e @ t (R* = 0.98), LN, = 4.8¢ “® ' (R = 0.90), LNy = 4.8¢ °™' (R* =
0.91}, LNy, = 4.6e **' (R? = 0.94). Eje y en logo.
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Con respecto a los tratamientos a 24 °C, las tasas de crecimiento se
incrementaron en relacién a la salinidad, pero no de manera notable (Fig. 27). La

flexion se inicid el dia 14 y la postflexion el dia 21.

100

Longitud notocordal (mm)

s
L

0 5 10 15 20 25 30 35
Edad (dde)

U4 48 X12 #0

Figura 27. Crecimiento de larvas de C. rigjai durante el periodo larval hasta la metamorfosis a
juvenil, @ 24 °C y 0, 4, 8 y 12 g/L NaCl. LN, = 5.6e 0031 (R? = 5.98), LN, = 5.8¢ P! (R? = 0.92), LN;
= 5.2e *™'(R?= 0.99), LNy, = 5.2¢ ' (R* = 0.99). Eje y en l0gs,.

Estos resultados indican que C. riojai presenta una tolerancia mayor a la salinidad
que C. humboldtianum, la tasa de crecimiento se incrementan con el aumento en
la temperatura, asi como también la transformacion a juvenil se lleva a cabo en un

tiempo menor.

La LN inicial menor se present6 en los tratamientos a 20 °C (Método T, P < 0.05).

Sin embargo, estas diferencias pueden atribuirse a la variacion genética ya que las
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diferencias fueron cercanas a 1 mm y el tiempo de exposicion fue de dos dias, a
diferencia de C. humboldtianum en que el tiempo de exposicion fue de 5 dias (Fig.

28).

Q =2 N W & 0 O N
U TR SR S TN T |

Longitud notocordal (mm)

T T L T T —

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Temperatura (°C)

Figura 28. Longitud notocordal inicial (mm) de C. rigjai, a 18 (0-12 g/L NaCi), 20 (0-12 g/L NaCl} y
24 (0-12 g/L NaCl) °C.

En esta especie, también la temperatura (9.5% de la varianza) y la salinidad (8%
de la varianza) tuvieron un efecto significativo sobre la LN final (ANOVA, Método
T, P < 0.05) pero principalmente la interaccion entre ambas variables (42%) (Figs.
29, 30). La LN mayor se obtuvo en el tratamiento 12 (24°C/12 g/L NaCl). Sin
embargo, las LN promedio entre los tratamientos a 18 y 24 °C, fueron semejantes
y mayores que las LN en los tratamientos a 20 °C. Esto puede explicarse en el
sentido de que las larvas mantenidas a 20 °C, eran mas pequenas desde el inicio
del periodo larval y aunque presentaron tasas de crecimiento mayor, no
alcanzaron la LN que las larvas mantenidas a 24 °C. A 18 °C, aunque el

crecimiento es mas lento, las larvas al inicio del periodo también eran mas
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grandes que las larvas mantenidas a 20 °C y el tiempo de desarrollo es mayor, por

lo que las larvas alcanzan la metamorfosis a una longitud mayor que a 20 °C (Fig.

30).
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Figura 28. Longitud notocordal final (mm) de C. riojai, en cada tratamiento {(Temperatura, ° C-
Salinidad, g/L NaCl): 1: 18-0, 2: 18-4, 3; 18-8, 4: 18-12, 5: 20-0, 6: 204, 7: 20-8, 8: 20-12, 9: 24-0,
10: 244, 11: 24-8, 12: 24-12.
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Figura 30. Efecto de la temperatura sobre la LN final de C. rigjai; (y = 0.8x* — 3.1x + 16.6, R = 0.99,

y = LN final, x = temperatura) y la salinidad (y = 0.33x* — 1.63x + 15.8, R* = 0.99, y = LN final yXxX=
salinidad) n = 60.

85



La tasa de crecimiento (G) con respecto a la temperatura también fue mayor a 20
°C, pero el valor mas bajo se obtuvo a 18 °C. Por el contrario, G con respecto a la
salinidad, mostrd una tendencia a aumentar con el incremento en salinidad, como

la observada en la LN final (Fig. 31).

La temperatura aportd la varianza mayor en G (75%), a diferencia de la salinidad

(5.7%) y la interaccion entre ambos factores (10%), siendo todos significativos

(ANOVA, P < 0.001).
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Figura 31. Tasas de crecimiento (G, mm d') de C. riojai con respecto a la temperatura (y = -
0.002x* + 0.07x - 0.7, R? = 1) y a la salinidad (y = -2E-05x* + 0.0006x + 0.03, R? = 0.96) n = 60.

Con respecto al tiempo en que se alcanza la metamorfosis, solo la temperatura
tuvo un efecto significativo (ANOVA, Método T, P < 0.05) (Fig. 32). El tiempo tuvo

una relacion inversa con respecto a la salinidad y la temperatura, lo que confirma
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que este factor regula de manera directa el desarrollo, ya que la metamorfosis se

presenta en un tiempo considerablemente menor a temperaturas medias y altas.

Edad (dde)

Salinidad {g/L)

Temperatura {°C)

®0-10 ®10-20 ®20-30 ™30-40 ®40-50

Figura 32. Tiem2po de duracion del pericdo larval de C. rigjai, en relacién a la temperatura (y = Bx° —
31.5x + 69.3, R® =0.99), y a la salinidad (y = 1.25x* — 7.6x + 43.8, R = 0.98)n =12

Al comparar las LN finales de ambas especies, se determiné que, en general, C.
humboldtianum alcanza la metamorfosis a juvenil a una LN mayor que C. riojai y

que esta diferencia se manifiesta en todos los periodos del desarrollo (Fig. 33).
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Figura 33. LN finales de C. humboldtianum ( — ) y C. riojai { e ). Tratamientos (Temperatura, °C-
Salinidad, g/L NaCly: 1: 18-0, 2: 18-4, 3: 18-8, 4: 18-12, 5: 20-0, 6: 20-4, 7: 20-8, 8: 20-12, 9: 24-0,
10: 24-4, 11: 24-8, 12: 24-12,

Efecto de la temperatura en la tasa de desarrollo embrionario.

La tasa de desarrollo embrionario (V), desde la fecundacion hasta la eclosién, se
incrementd con el incremento aumento en de la temperatura. C. humboldtianum
presenté tasas menores a las de C. rnigjai para cada temperatura, ya que el tiempo
de desarrollo para esta Ultima especie es menor. En C. humboldtianum, las tasas
de desarrollo a 24° y 22 °C, fueron muy semejantes (0.10 y 0.096) y en C. riojai se
presentd el mismo comportamiento a 22° y 20 °C (0.099 y 0.095). Asi mismo, en
C. humboldtianum, |la temperatura umbral (to = 7 °C) (cero bioldgico, temperatura
en que el desarrollo embrionario es tedricamente suspendido) fue menor que la tg
(7.7 °C) de C. rigjai. Los D% (dias grado efectivos, temperatura requerida para que

se lleve al cabo el desarrollo, arriba de la to) del desarrollo embrionario hasta la
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eclosidn para esta C. humboldtianum fueron mayores (161.29 D%} que para C.

riojai (133.3 DC%;) (Fig. 34).

0,14 1
0,12 1
0,1 -
0,08 1
0,06 1
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0 5 10 15 20 25 30

Tasa de desarrolle (V)

Temperatura (2C)

Figura 34. Tasa de desarroflo (V=t") de los embriones desde la fecundacion hasta la eclosion, a
temperatura constante. C. rigjai (o) t, = 7.7 °C, y = 0.0075x — 0.058, R? = 0.99, D% = 133.3°, C.
humboldtianum (#) ty = 7 °C, y = 0.0062x — 0.044, R? = 0,99, D%= 161.29.

Efecto de la temperatura en la tasa de desarrollo (V) desde la eclosion hasta

la metamorfosis a juvenil.

La V también se incrementd con la temperatura, pero fue menor que la V durante
el periodo embrionario (Fig. 35). Desde la eclosion hasta la transformacién a
juvenil, C. humboldtianum mostrd tasas menores que las de C. riojai. El avance
ontogenético a 24 °C fue ligeramente mayor que a 20 °C, en ambas especies, (C.
humboldtianum: 24 °C= 0.027, 20 °C = 0.024, C. nigjai: 24 °C = 0.035, 20 °C =
0.033), esto sugiere que en esas temperaturas la tasa de desarrollo alcanza su
limite superior. Sin embargo, en C. humboldtianum la ty fue mayor (11.3 °C) que

durante el periodo intracoriénico y a la de C. rigjai (5.9°C), cuya to en este periodo
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fue menor que la del periodo anterior y los D° efectivos, fueron mayores a los de

C. humboldtianum (416.6° y 500°, respectivamente).

0,04 1
0,035 1
0,03 1
0,025 1
0,02 1
0,015 1
0,01 ¢
0,005 1

Tasa de desarrollo (V)

v

25 30

Temperatura {2C)

Figura 35. Tasa de desarrollo (V) desde la eclosién hasta la metamorfosis a juvenil, a temperatura
constante. C. humboldtianum (#), t, = 11.3 °C, t, = 0.0024x — 0.027, R? = 0.99, D°, = 416.6. C. riojai
(©), t = 5.9 °C, t, = 0.002x - 0.012, R* = 0.97, D% = 500.

Efecto de la temperatura en el tiempo de desarrollo.

El tiempo en cada paso del desarrollo, disminuyé con el incremento en la

temperatura y la disminucién en la edad, en ambas especies. Sin embargo, cada

especie presentd un comportamiento diferente.

En C. humboldtianum, el tiempo de desarrollo fue mayor en todas las

temperaturas, que en C. rigjai, lo que coincide con la mayor longevidad de esta

especie. En C. humboldtianum, el tiempo en cada paso del desarrollo, desde la
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fecundacién hasta la eclosion, fue semejante a 22 y 24 °C, por lo que en el

periodo larval se eliminé la temperatura de 22 °C (Fig. 36).

14 -

Pasodel desarrolio

Edad (ddf)

Figura 36. Pasos del desarrollo temprano de C. humboldtianum, en relacién a la edad (ddf) y a
temperatura constante {°C). Pasos: 1 al 10: periodo embrionario, periodo larval; 11: fase
apterolarva, 12: fase pterolarva, 13: primer juvenil, de acuerdo a Balon (1985).

En C. rigjai, el tiempo de duracién de los pasos en el periodo embrionario,a 22 y
20 °C, fue semejante, por lo que para el periodo larval se eliminé la temperatura
de 22 °C. En ambas especies, la fase de pterolarva fue la mas prolongada (Fig.

37).
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Figura 37. Pasos del desarrollo de C. riojai, en relacion a la edad (ddf) y a la temperatura
(°C).Pasos 1 al 10: perlodo embrionario, 11: fase apterclarva, 12: fase pterolarva, 13: primer
juvenil, de acuerdo a Balon (1985).

Efecto de la temperatura sobre la sobrevivencia desde la eclosion hasta la

metamorfosis a juvenil.

Las curvas de respuesta al efecto de la temperatura, en ambas especies, desde la
eclosién hasta la transformaciéon a juveniles, fue de tipo éptimo con la maxima
sobrevivencia a 20 °C, en ambas especies. Sin embargo, el efecto de Ia
temperatura sobre la sobrevivencia solo fue significativo en C. riojai (ANOVA, P <

0.001) donde la temperatura aporté el 91.2 % de la varianza en |la sobrevivencia;
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la maxima sobrevivencia se obtuvo a 20 °C {83.3%) y la minima a 24 °C (42.2%)).
En C. humboldtianum no se presentaron diferencias significativas en la
sobrevivencia por efecto de la temperatura (ANOVA, Método T, P = 0.49) donde la
temperatura aporté el 20.8% de la varianza en la sobrevivencia; sin embargo, a 18
y 20 °C, presentd sobrevivencias menores que C.riojai y a 24 °C su proporcidn fue

mayor que la de C. rigjai (Fig. 38).
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Figura 38. Porciento de sobrevivencia final de larvas de C. humboldtianum, (=) (y = -3.35%° +
15.66x + 48.7, n = 270) y C. riojai () (y = -11.68%° + 49.6x + 30.9, n = 270) a 18, 20 y 24 °C.

En ambas especies, la sobrevivencia fue menor a 24 °C. En C. humboldtianum, la
mortalidad se mantuvo alrededor del 20% la mayor parte del tiempo y sélo hasta el

final, se incrementd de manera notable (Fig. 39).
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Figura 39 .Efecto de la temperatura en la sobrevivencia de C. humboldtianum desde la eclosidn
hasta la transformacion a juvenil

En C. rigjai, el efecto del incremento en la temperatura fue mayor, pues a 24 °C la
sobrevivencia disminuyé drasticamente desde el dia 7, llegando al final del periodo
al 42%. En las otras temperaturas, la sobrevivencia disminuyd en los primeros

dias y se mantuvo relativamente constante hasta el final del periodo larval (Fig.

40).

94



1.2

0.6 1

0.4 j

Sobrevivencia (p)

0 T — | — — ]

0 10 20 30 40 50

Temperatura (°C)

——18° -B-20 —A— 24

Figura 40. Efecto de la temperatura en la sobrevivencia de C. riojai desde la eclosién hasta la

transformacion a juvenil.
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DISCUSION

Desarrollo

Chirostoma humboldtianum y Chirostoma riojai, por su comportamiento
reproductivo y tipo de huevo, son especies no guardadoras, desovadoras de
sustrato abierto y pertenecen al “guild” reproductivo de fitéfilos obligados (Balon,
1985) por presentar filamentos coriénicos para sujetarse a particulas o plantas
sumergidas. Los EL de las especies que pertenecen a este “guild” tienen una
eclosion tardia, pueden tener glandulas cementantes, son fotofébicos y tienen
estructuras respiratorias moderadamente desarrolladas. Este caracter se presenta
en todas las especies de Chirostoma, cuyo desarrollo embrionario se ha
estudiado: C. attenuatum (De Buen, 1940 citado en Oseguera, 1990); C. esfor
(Rosas, 1970, Estrada, 1991), C. patzcuaro (Andrade, 1990);C. grandocule
(Oseguera, 1990) y la mayoria de los géneros de la misma familia (White, 1984),
entre ellos Menidia, Membras (Wang, 1974, Middaugh, et al, 1981; Flores-Coto,
1983; White, 1984) y Odontesthes (Sampaio y Phonlor, 1996; Nardez et al, 1997).
Sin embargo, en pruebas de laboratorio, se ha demostrado que los embriones se
desarrollan y eciosionan bien sin necesidad de un sustrato (Middaugh et al., 1981,
Phonlor y Sampaio, 1992, 1995; Sampaio, 2000, Figueroa et al., 2003; Figueroa,
2006; Hernandez-Rubio, et al, 2006). Incluso, los huevos pueden estar varias

horas en condiciones de humedad (Armijo y Sasso, 1976).
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En las Ultimas décadas, se ha presentado una necesidad de homogenizar la
nomenclatura empleada para describir el desarrollo temprano en los peces
(Kendall et al., 1984; Balon, 1985; Pinder, 2001). Pefiaz (2001) en una revision de
la ontogenia de los peces, identifica hueve pasos en el periodo embrionario, seis
en el periodo larval y dos en el juvenil. Asi mismo, afirma que no existen
diferencias entre los tipos de desarrollo indirecto y transitorio, por lo que se debe
eliminar el término alevin {periodo intermedio entre embrion y juvenil en el
desarrollo transitorio, de acuerdo a Balon, 1985) y que por otra parte, los téerminos
como larva y metamorfosis se deben establecer, asi como también definir si los
procesos metamorficos se manifiestan subitamente en un intervalo relativamente
corto del desarrollo o si ellos progresan gradualmente y durante varios pasos de
desarrollo. En el presente trabajo, se siguié la clasificacién de Balon (1985) cuya
teoria de la ontogenia saltatoria se basa en identificar umbrales donde hay una
convergencia de un numero de caracteristicas que llegan a ser funcionales o se

pierden y que en consecuencia, mejoran las capacidades de los individuos.

C. humboldtianumy C. riojai tienen desarrollo indirecto, ya que después de la fase
de embrion libre, se presenta la forma larval, la que después de una metamorfosis
dara lugar a un juvenil. Una larva es una forma vegetativa transitoria, que a veces
vive en un nicho completamente diferente de la forma definitiva. Principaimente las
larvas de especies marinas, tienen 6rganos temporales y diferente forma del

cuerpo, esenciales para la vida larval. La adquisicion de la energia es de fuentes
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externas. Este periodo puede ser extremadamente largo en algunas especies

{Balon, 1985).

En consecuencia, debido a que el estado estructural y fisiolégico es un
determinante mas real de |la adaptacion, que la edad cronoldgica o el tamanio del
cuerpo (Fuiman, 1994) las propiedades y procesos observados se relacionaron
con los avances ontogenéticos para C. humboldtianum y C. riojai. El curso del
tiempo de los pasos del desarrolio morfolégico, reveld una secuencia de estados
largos estables (pasos) con transiciones rapidas (umbrales). Se identificaron 10

pasos en el periodo embrionario y dos en el periodo larval.

Durante la embriogénesis (de la activacion al paso de embrion 8) el desarrollo de
ambas especies, fue semejante al de otros aterinépsidos. Se identificaron ocho
pasos previos a la eclosién, los cuales siguieron el mismo patrén de desarrolio
observado en C. estor (Estrada, 1991), C. patzcuaro (Andrade, 1990), C.
grandocule (Oseguera, 1990) y C. jordani (Ramirez, 2004) y el que presentan
muchos ciprinidos (Pinder y Gozlan, 2004; Al Hazzaa y Hussein, 2007; Pefaz y
Gajdusek, 1979). Después de la activacion, la division celular fue meroblastica,
como en todos los teledsteos y los blastomeros fueron semejantes en forma vy
tamano. Este patron de division permite que la division celular sea mas rapida y
evita la necesidad de sintetizar grandes cantidades de nuevas membranas
celulares (Hall, 2008). El tiempo de! ciclo celular durante las primeras divisiones

fue altamente sincronico. El segundo plano de divisidn o estratificacion en una
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segunda capa ocurre en el paso de 32 células, y aunque este fenémeno se
presenta en la mayoria de los peces, podria considerarse como caracteristico del
género ya que, en las especies de Chirostoma en las que se ha estudiado el
desarrollo embrionario, siguen este patron general. Sin embargo, existen
excepciones donde fa estratificacion sucede antes o después de este paso (Hall,
2008). El siguiente paso en el desarrollo, es el proceso de gastrulacion, que en los
peces estad asociado con un movimiento celular llamado epibolia, donde el
blastodermo se esparce sobre el vitelo desde el polo animal; la epibolia inicia
antes del inicio de la gastrulacion y ésta constituye un umbral en el desarrollo,
pues el huevo pasa de una organizacidén celular a una de diferenciacién en
organos y sistemas a partir de tres capas germinales (Hall, 2008). Por otra parte,
Holliday (1969) sefala que durante la gastrulacién aumenta la probabilidad de
muerte de los huevos. El primer 6érgano que define al embridon es la notocorda. El
inicio de la segmentacion se presenté después de completarse la epibolia, cuando
se formaron las capsulas épticas (E5S). La variacion en el inicio de la somitogénesis
es variable. En el bacalao del Atlantico (Gadus morhua), los somites se forman
cuando ha sucedido el 45% de la epibolia. Por el contrario, en el pez zebra, la
carpa comun, medaka y los killifish, la formacién de los somites se inicia mucho
despues de completarse la epibolia. La formacion de las regiones del cuerpo y la
segmentacion en los pasos E4 y E5 son necesarios probablemente, para la
iniciacién y control de las contracciones musculares en los pasos sucesivos.
También, como en la mayoria de los peces, el latido del corazén se inicio antes

que el desarrollo de la hemoglobina y de las branquias. Esto se debe a que la
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circulacién temprana es nutricional y para la distribucién del vitelo, mas que de
intercambio gaseoso (Hall, 2008). Por otra parte, White (1984) sefiala que todos
los ateriniformes tienen un sistema circulatorio vitelino simple, sin ramas vy
serpenteante; sin embargo, C. humboldtianum y C. riojai presentan dos
ramificaciones de la aorta del corazon, lo mismo que C. jordani (Ramirez, 2004) y
un plexo vitelino extenso, lo que puede reflejar que reciben un aporte bajo de
oxigeno, ya que los adultos desovan en las raices sumergidas de los arboles
(Salix sp.) que se encuentran en la orilla de los lagos donde habitan, los cuales se

encuentran en un estado eutrofico.

El tiempo de duracién de los pasos subsecuentes a [a fase de divisién se
incrementd, principalmente los pasos E7 y E8, en ambas especies. Este fenémeno
tambien se observd en el desarrollo embrionario de las especies de Chirostoma
antes mencionadas. Este incremento en el tiempo puede deberse a la mayor
complejidad en el desarrollo en estos pasos, ya que durante éstos, se desarrolla la
mayoria de los 6rganos y el embrién se prepara para la vida fuera del huevo. La
eclosion no fue sincrénica, ocurrid en un intervalo de 24 a 36 h, lo que coincide
con lo observado en la mayoria de las especies de peces oviparos (Balon, 1990;
Pefaz, 2001). La eclosién no es un umbral, ya que la alimentacién después de
ésta sigue siendo endogena (Balon, 1985) y puede adelantarse en bajas
concentraciones de oxigeno o por otros factores ambientales como la temperatura

y la salinidad (Holliday, 1969).
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Se ha observado que los EL grandes, eclosionan de huevos grandes y los huevos
pequenos dan origen a EL pequefos (Begon ef al.,, 1985, Wootton, 1990; Pepin,
1991; Rideout ef al.,, 2005). Entre los aterinépsidos C. humboldtianum es una
especie grande que produce huevos mas grandes (1.36 mm) que los de C. nojai
(1.24 mm), que es una especie pequefia, y sus EL al eclosionar, mantienen esa
misma relacion (4.86 y 4.18 mm LN, respectivamente). Sin embargo, en otras
especies de la familia, existen variaciones a este respecto. C. estor es una especie
grande, pero sus huevos son mas pequenos (1.09 mm) que los de C. riojai y sus
EL son mas grandes (4.59 mm LN) (Estrada, 1991). Los huevos de C. palzcuaro
miden 1.08 mm y sus EL 4.66 mm LN (Andrade, 1990). En especies muy cercanas
a Chirostoma, como Menidia menidia y M. beryllina, los adultos tienen tamanos
semejantes a los de C. riojai, pero sus huevos (1y 0.8 mm) y larvas (4 mm de LT)

son mas pequefios (Wang, 1974).

La fase de embrién libre fue mas prolongada en C. humboldtianum (5 dias) que en
C. riojai (2 dias), lo que refleja la longevidad mayor del primero y una mayor
eficiencia en el uso del vitelo, lo cual parece ser una caracteristica de los peces
blancos, ya que C. riojai inicia la alimentacion exégena a los dos dde. C. estor
tiene una longevidad semejante a la de C. humboldtianum, sin embargo, la
duracion de EL es de 3-5 dde (Estrada, 1991); en C. patzcuaro, cuya longevidad
es semejante a la de C. rigjai, la fase de EL tuvo una duracion de 2-3 dde

(Andrade, 1990) y en C. grandocule 9-12 dde (Oseguera, 1990); el tiempo
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estimado para esta ultima especie necesitaria confirmarse, ya que los peces

murieron a los 15 dde, probablemente por inanicién.

En C. rigjai el aporte nutricional del vitelo es limitado, por lo que la alimentacion
exbdgena inicia pronto en el desarrollo. Las larvas son pequefias y se alimentan de
presas pequeias como los rotiferos. El saco vitelino de C. humboldtianum es mas
grande lo que le permite permanecer en la fase de EL mas tiempo. En ambas
especies, el cuerpo es alargado y las aletas pectorales dan lugar a un organismo
capaz de nadar hacia la superficie. La abertura de la boca les permite nadar hacia
la superficie y tragar aire para llenar la vejiga gaseosa, lo que da lugar a una
capacidad de nado mas estable. Si los EL fueran incapaces de mantener su
posicién en la columna de agua y se hundieran, un periodo prolongado en el
sustrato lodoso seria peligroso. Los eventos de los pasos ELS y EL 10 preparan al
pez para la alimentacién exdgena y la respiracion branquial. La condrificacion de

la cabeza da lugar a las mandibulas y soporta las branquias.

Una caracteristica tipica de las especies altriciales con un estado larval, es que
carecen de un estdbmago funcional al principio. Otras especies altriciales como el
pez cebra (Danioreno) pasan por un periodo larval, pero nunca desarrollan un
estomago (Rennestad y Morais, 2008). El inicio del flujo de sangre al sistema
digestivo permite la absorcién y transporte de nutrientes del alimento exdgeno. La
circulacion en las larvas presenta distintas transiciones de la funcién primaria del

transporte de gases, desechos metabdlicos, presion y calor en juveniles y adultos.
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Las iarvas pueden adquirir el oxigeno necesario y eliminar el CO; a través de la
superficie del cuerpo, sin la ayuda de la circulacion a través de las branquias o de

la hemoglobina (Burggren y Bagatto, 2008).

La oxigenacion de los musculos por difusion es suficiente en los EL ya que son
pelagicos. La boca abierta es esencial para ia alimentacién y la respiracion
branquial activa y el incremento en el flujo de las arterias branquiales, puede
incrementar la eficiencia de la toma de oxigeno en las larvas. La transicion a la
alimentacion exogena es uno de los umbrales decisivos del valor de sobrevivencia
ultimo (Tucker, 1998; Hamlin et al., 2000). A veces ocurre cuando todavia hay algo
de vitelo, como en C. humboldtianum y C. riojai, por 1o que la primera larva
(desarrollo indirecto), el alevin (desarrollo transitorio) o juvenil (desarrolio directo)
se caracterizan por la alimentacion mixta, que tiene una duracioén variable (Balon,
1985). El consumo de alimento exdgeno en este paso es crucial, porque si existe
un retraso en la primera alimentacion, las larvas no sobreviven, debido a que
alcanzan un estado llamado punto de no retorno (v. gr. los peces que no han

aprendido a comer antes de haber absorbido el saco vitelino) (Dou et al., 2002).

El establecimiento del periodo larval es una consecuencia directa de la abertura
de la boca y de que el intestino empiece a ser funcional (Adriaens et al., 2001). E!
fin de la absorcion del saco coincide con la abertura del ano y la funcionalidad del

intestino, junto con un marcado incremento en el tamafio de la boca.
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lLas glandulas digestivas de los EL de C. humboldtianum y C riojai no son
eficientes a esa edad (Figueroa et al., 2004b; Hernandez-Rubio et af., 20086). La
digestion de proteinas durante el periodo larval, principalmente durante la fase de
apterolarva (L1), se caracteriza por una produccién limitada de enzimas digestivas
por el pancreas y una digestién intracelular pinocitica Unica. Se requiere una
fuente de nutrientes facilmente digeribles, los cuales se encuentran en su dieta
natural de zooplancton que contiene altas concentraciones de enzimas digestivas,
aminoacidos libres (FAA) y proteinas solubles (Walford et af., 1991; Kamler, 1992,
Watanabe y Kiron, 1994). Ademas, el alimento vivo favorece el comportamiento
depredador de las larvas, incrementando el consumo. Sin embargo, puesto que
tienen una cabeza pequefia, a pesar del incremento en el tamario de la boca, las
larvas solo consumen presas pequefas, tales como los rotiferos y que son
esenciales como alimento inicial de las larva de Chirostoma (Martinez Palacios et
al.,, 2001, Figueroa-Lucero ef al, 2004 a,b; Morales-Ventura et al, 2004,

Hernandez-Rubio ef al., 2006).

lLa transicién de apterolarva (1) a pterolarva (L2) en ambas especies, se definid
por la alimentacién puramente exogena y la flexién del urostilo. A esta edad, el
desarrolio de la faringe les permite tragar presas completas mas grandes por
succién, que es la manera dominante de capturar presas en los peces (Gubrich,
2001; Figueroa-Lucero et al., 2004a). Esta, junto con los procesos hiomandibular y
opercular incrementa la eficiencia de la captura de alimento (Osse et al., 1997;

Hunt von Herbing, 2001). Esta accién fue corroborada por observacion directa del
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consumo de nauplios de Artemia. El crecimiento de la cabeza y de la boca, el
incremento en la agudeza visual y el desarrolio de las aletas, son eventos que
incrementan la habilidad de C. humboldtianum y C. riojai para capturar presas mas
grandes. Se requiere un cambio en la alimentacidén y esto se da en el tamano vy
tipo de alimento. A esta edad consumen nauplios de Artemia y neonatos de
cladoceros. Una tasa de crecimiento rapido disminuye la probabilidad de muerte
por depredacién, aungue esto requiere un gasto de energia mayor para la sintesis
de componentes del cuerpo y su mantenimiento (Pederson, 1997). Sin embargo,
cuando el tamaro de la boca no es una restriccion, es energéticamente benéfico
capturar pocas presas grandes que varias pequenas (Juanes, 1994, Lima-Junior y

Goitien, 2003; Refnones ef al., 2002).

Durante este paso, la capacidad del nado se incremento por el desarrollo de las
aletas y hubo un cambio en el uso del habitat, las larvas pasaron de un nado
azaroso cerca de la superficie, a uno en cardumen. Este comportamiento coincide
con el observado en ciprinidos (Pinder y Gozlan, 2004), y en el esturion Acipenser

baeri (Gisbert, 1999).

La formacion de las aletas se completé antes de la presencia de las escamas, asi
como el érgano de la linea lateral. En esta fase sucede el cambio del habitat en la
orilla, usado por los embriones y las larvas, al habitat de aguas abiertas usado por

juveniles y aduitos. Estos ultimos eventos marcaron el fin del periodo larval y la
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transformacion o metamorfosis a juvenil, durante el cual, hay una estabilizacion en

el crecimiento relativo y la adquisicion del morfotipo adulto.

Crecimiento.

El andlisis cuantitativo de los cambios en las proporciones del cuerpo de C.
humboldtianum y C. riojai, demostrd que el crecimiento no es continuo, sino que
ocurre en intervalos o pasos. Sin embargo, para comparar el crecimiento entre

ambas especies, los valores obtenidos se ajustaron a lineas de regresion.

Los periodos en i{a ontogenia definen la manera en que los organismos obtienen y
usan la energia y explican los cambios morfolégicos vy fisioldgicos (Balon, 1985).
En particular, esto permite determinar el tamafio y tipo de alimento, en relacién a
la tasa de crecimiento de la boca. Fuiman (1994) demostrd que el cambio en los
coeficientes de crecimiento de la longitud del cuerpo, durante el crecimiento
temprano, es caracteristico en diferentes familias de peces y sugiere que, un
crecimiento optimizado funcionalmente, incrementa la adaptacién y sobrevivencia

de las larvas.

El crecimiento absoluto de los EL, de ambas especies, fue menor que en el
periodo larval, debido a que la prioridad en esta fase del desarrollo, es la
formacion de organos y sistemas. Al inicio del periodo larval, no hubo diferencias

en las magnitudes del cuerpo, entre ambas especies, pero C. humboldtianum tuvo
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mayores incrementos al final del periodo. Sin embargo, la G presentd un
comportamiento inverso. La aceleracién en el crecimiento, se ha observado al
inicio de cualquier paso en el desarrollo; después la tasa de crecimiento disminuye
(Kamler, 1992). Esta respuesta se confirmé en C. humboldtianum, pues la tasa de
crecimiento en la fase de EL fue mayor que en el periodo larval, a la misma
temperatura (20 °C). En larvas de Odonfesthes sp., mantenidas a 20 °C, la tasa de
crecimiento en peso, disminuyo de 0.14 a 0.07 de la primera a la cuarta semana
de edad, después de la eclosion, cuando alcanzaron la metamorfosis a juvenil
(Phonlor y Sampaio, 1995). Asi mismo, los EL de la merluza Merluccius australis,
presentaron una velocidad de crecimiento mayor que sus larvas, bajo las mismas
condiciones (Bustos y Landaeta, 2005). En una poblacién silvestre de Atherina
presbyter (Atherinidae) después det primer afic de edad, la tasa de crecimiento
disminuyé rapidamente, debido a que probablemente, la energia es dirigida a la
reproduccion (Pajuelo y Lorenzo, 2000). Las G mas bajas se asocian con una
transicion de un paso a otro y con la intensificacion de diferentes procesos. De
manera general, se ha descrito la secuencia del crecimiento en la vida temprana
de los peces: el crecimiento es lento antes de la eclosién y se acelera después de
ésta; los EL alcanzan el tamafio maximo que le permite el vitelo y después la tasa
de crecimiento disminuye con el inicio de la alimentacion exégena. Durante Ia
alimentacién mixta las larvas crecen y a partir de la alimentacién exégena, las

larvas crecen mas rapido (Kamler, 1992).
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Crecimiento relativo.

Los EL de C. humbolidtianum y las larvas de C. riojai, mostraron un crecimiento
relativo mas grande del tamafio de la boca con respecto a la LC que con la LN,
principalmente los EL de C. humboldtianum, quienes presentaron un crecimiento
alométrico positivo. Estos resultados son semejantes a los observados en otras
especies de peces de agua dulce (Dabrowski y Bardega, 1984). Las larvas
requieren un tamano de boca adecuado, no solo para tener mayor oportunidad de
capturar presas, sino también presas mas grandes; esto representa un gasto de
energia menor, puesto que la habilidad del nado es pobre, principalmente durante

la alimentacion mixta, cuando su desplazamiento es limitado.

Por otra parte, en C. humboldtianum, el crecimiento relativo presentd cambios
drasticos de los EL a las larvas. La LC y la B con respecto a la LN, se incremento
de manera notable, principalmente la relacién LC/LN que pasé de ser alometrica
negativa a positiva y la relacién B/LC cambid de alométrica positiva a negativa. En
C. riojai, el crecimiento relativo de las variables analizadas también cambié de los
EL a las larvas, pero de forma menos marcada, pues de un no-incremento paso a
un crecimiento alomeétrico negativo. Esto indica que en esta especie el cambic en
las proporciones del cuerpo, es bastante mas lento que en la primera, pues en
todos los casos, los valores de b en esta especie fueron menores que en C.
humboldtianum. Estos cambios abruptos en las proporciones del cuerpo,

principalmente entre embriones y larvas y entre larvas y juveniles, se han
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observado en el desarrollo de otras especies de peces y se han relacionado para
estimar la longitud en que se presenta un umbral o transicién en el desarrollo y se
pueden relacionar con el uso del microhabitat (Kovac et al., 1999). Esta hipotesis
coincide con los resultados obtenidos en este trabajo y con el uso del microhabitat
de EL y larvas de C. humboldtianum y C. riojai, pues las larvas tienen un
desplazamiento mayor que los EL, por la presencia de las aletas y son mas
activas debido a que su alimentacion es exogena. La disminucion en el
crecimiento relativo de la boca en las larvas de C. humboldtianum, puede
atribuirse a que durante la fase de EL alcanza el tamafio de boca adecuado para
consumir sus presas, a diferencia de C. rojai, cuyo crecimiento relativo se

incrementa en el periodo larval.

La metamorfosis es una remodelacion de las estructuras larvales; las relaciones
alométricas durante este periodo parecen ser suficientes para formar el juvenil.
Las grandes diferencias en las dimensiones relativas del cuerpo, entre los EL y los
juveniles post-metamorficos son consistentes con la necesidad de establecer
prioridades durante el crecimiento temprano para crear, al menos, las condiciones
primarias requeridas para la sobrevivencia. La metamorfosis de la larva no solo es
necesaria por los cambios en las prioridades del crecimiento y el efecto de
escalamiento con el incremento en tamafio, sino también por su relacién con el
ambiente acuatico cambiante (Fuiman, 1994; Osse et al., 1997; Stefanson et al.,

2003).
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El desconocimiento del desarrollo temprano y del juvenil, a veces dificulta decidir
cuando un pez llega a ser juvenil, esto es, alcanzar el fenotipo definitivo. Un pez
se desarrolla naturalmente de una manera saltatoria, su vida consiste de una
secuencia de pasos estables, separados por umbrales menos estables. Los
cambios se presentan en los umbrales. Las formas altriciales retienen un estilo de
historia de vida con desarrollo indirecto y alta fecundidad, cuando la dispersion es
ventajosa o esencial (Balon, 1985). C. humboldtianum y C. riojai, son especies
altriciales, por presentar ambas caracteristicas, aunque C. rigjai se aleja un poco
de este patron, ya que su fecundidad es baja (Figueroa-Lucero, 2006) y el

desarrollo temprano es mas breve que el de C. humboldtianum.

Efecto de la temperatura y la salinidad en el periodo embrionario.

Porciento de eclosion

C. humboldtianum vive en temperaturas del agua entre 12-25 °C (Moncayo, 1996;
Nicasio, 1999). C. riojai se encuentra en cuerpos de agua cuya temperatura varia
entre 8-24 °C (Figueroa-Lucero, 2006). Bajo condiciones naturales, ambas
especies desovan todo el afio; la primera tiene un maximo reproductivo en enero-
abril (14-20 °C) y junio-agosto (25-22 °C) (Figueroa-Lucero et al., 2007). La
segunda, se reproduce mayormente, de junio a septiembre (23-19 °C) (Figueroa-
Lucero, 2006). Bajo condiciones de laboratorio, ambas especies desovaron entre

17 y 21 °C; la reproduccion no fue exitosa a 15 °C. La temperatura aportd el 68%
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de la varianza observada, el tamafio de los desoves fue mayor, significativamente,
por el incremento en la temperatura (Figueroa-Lucero ef al., 2007). En el presente
estudio, la temperatura de incubacién aporté el 68% (C. humboldtianum) y el 55%,
(C. riojai) de la varianza observada, en el porciento de eclosion. En ambas
especies, la respuesta a la temperatura se ajusté a una curva de tipo Optimo.
Estos resultados coinciden con la respuesta a este factor, en muchas especies de
peces, a temperatura constante. La temperatura optima puede variar dependiendo
de la historia de vida y el 6ptimo para la incubacién de los huevos, puede ser
diferente de otros eventos durante el desarrollo (Kamler, 1992; Black, 1998). Asi,
la temperatura dptima para la reproduccioén (17-21 °C) para C. humboldtianumy C.
riojai, es menor que para la incubacién de ios huevos, lo que es un reflejo del
incremento en la temperatura en el tiempo, cuando estas especies se desarrollan
en condiciones naturales. En relacion a la sobrevivencia en la eclosion, se probé
que el intervalo de 18-24 °C, es viable para el desarrollo embrionario de ambas

especies y que 22 °C es el 6ptimo para la incubacién de los huevos.

El efecto de la salinidad en el desarrollo temprano de los peces ha sido estudiado
en varias especies marinas y estuarinas (Holliday, 1969; Middaugh et al., 1986;
Phonlor y Sampaio, 1892) pero el uso de agua salobre en el cultivo de especies de
peces de agua dulce no es frecuente, a pesar de que los ciclidos toleran un
intervalo amplio de salinidades (Watanabe ef al, 1984) o el salmdén coho

(Oncorhyncus kisutch) que tolera mas de 19 g/L (Otto, 1971).
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La tolerancia a la salinidad también puede variar en el curso de la ontogenia. En la
osmorregulacion participan hormonas y estructuras que se incorporan
progresivamente en la homeostasis del organismo, cuya funcién depende del

ambiente donde vive y su tipo de desarrollo (Jobling, 1995; Howell et al., 1998).

Las especies de Chirostoma son oviparas, por lo que sus huevos son afectados
directamente por los factores ambientales. El ion Na™ en altas concentraciones,
atraviesan el corion y afectan el balance osmético del huevo. Los embriones de C.
humboldtianum y C. riojai murieron en salinidades superiores a 12 g/L, por esta
razén. Los embriones se encogen y el espacio perivitelino se llena con el vitelo,
aumentando a expensas del embridon. Este fendmeno también se ha observado en
embriones de salmén. La osmolalidad del fluido vitelino aumenta rapidamente y se
estabiliza 3 h después. Esto indica que el corion es permeable a los iones y al
agua y la ausencia de una habilidad ormorreguladora por parte del embrion. Esto
demuestra que los embriones estan expuestos al ambiente, a pesar de la
presencia del corion (Kaneko y Hiroi, 2008). Holliday (1969) sefala que hay
mortalidades altas en eventos especificos del desarrollo, como la gastrulacion y la
eclosion, como respuesta a la salinidad, la cual parece ser un inhibidor de la
produccién de la corionasa. Ademas, hay efectos en la incidencia y concentracion
de iones particulares, la disponibilidad del oxigeno (entre mayor es la salinidad,
menor es la concentracion de oxigeno del agua) y la gravedad especifica de
diferentes salinidades puede ejercer un efecto a través de la flotabilidad diferente

que tienen los organismos. En huevos de Odontesthes bonariensis, que es una
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especie dulceacuicola, sclamente 14% de los embriones eclosionaron en 5 g/l de
salinidad (Nardez et al., 1997). Los embriones del bagre dulceacuicola Clarias
gariepinus, tuvieron un porcentaje de eclosién del 56 al 70%, en un intervalo de 0-
5 g/L. En concentraciones superiores, los embriones murieron antes de eclosionar
(Gbulubo y Erondu, 1998). En Heterobranchus longifilis, el porcentaje de eclosion
disminuyé con el incremento en la salinidad, y no hubo eclosién en salinidades
superiores a 7.5 g/L (Fashina-Bombata y Busari, 2003). En contraste, hay
especies de agua dulce cuya sobrevivencia y eclosion son mejores en agua
salobre que en agua dulce. Abramis brama, Lucioperca lucioperca y Caspiolsa
volgenis eclosionaron en salinidades de 10 a 20 g/L y su sobrevivencia y eclosion
fueron mejores en 25 y 5 g/L que en agua dulce (Holliday, 1969). La
sobrevivencia y eclosién de Odontesthes humensis fueron mejores en 2 a 10 g/L
que en agua dulce (Sampaio y Phonlor, 1996). En este estudio, el porcentaje de
eclosidn de C. humboldtianum fue 80% a 22 °C y 4 g/L NaCl y en C. rigjai fue

83% a 20 °C y 8 g/L NaCl.

Por otra parte, el efecto de la salinidad en ciertas bacterias y hongos de agua
dulce, puede significar que un ligero aumento de este factor, sea favorable para el
desarrollo de los huevos (Holliday, 1969; Sampaio y Phonlor, 1996; Fashina-

Bombata y Busari, 2003).

La salinidad y la temperatura tienen efectos interactivos en el desarrollo y se

deben considerar juntos (Howell et al,, 1998). La interaccion de estos factores,
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produjo el porcentaje mas bajo de eclosién a 24 °C y 12 g/L NaCl y el mas alto a
22 °C y agua dulce, en ambas especies. Esta respuesta se ha observado en otras
especies. Parophrysretulus tuvo la tasa de desarrolio mas rapida para eclosionar a
6-12 °C y 25 g/L de salinidad (Holliday, 1969). Odontesthes bonariensis tuvo un
porcentaje de eclosion de 46% a 18 °C y 5 g/L de salinidad, pero los resultados

fueron mejores (88%) al reducir el O, disuelto, 1 ml O,. L' (Nardez et al., 1997).

Tiempo de incubacion.

Igualmente, el tiempo de incubacidn fue inversamente proporcional al incremento
de la temperatura, para ambas especies. Este patréon se ha observado en la
mayoria de las especies de peces, tanto en condiciones controladas como bajo
condiciones naturales (Ware, 1975; Kamler, 1992). La relacion entre ambos
factores esta dada por una funcidon exponencial, dentro del intervalo de
temperaturas favorables y constantes. El tiempo de desarrollo es mas prolongado
a bajas temperaturas y disminuye con el incremento de este factor. La temperatura
es el factor regulador principal de la tasa de desarrollo (Kamler, 1992 y 1998). Asi,
individuos de la misma especie, bajo diferentes temperaturas, alcanzan un mismo

estado de desarrollo en diferentes tiempos (Margalef, 1980).
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Talla de eclosion.

Se ha determinado que la temperatura tiene un efecto directo en la eficiencia de la
utilizacién del vitelo y que ésta es mayor a bajas temperaturas, dentro del intervalo
de tolerancia de la especie, y consecuentemente, produce individuos mas grandes
al eclosionar (Ojanguren y Brafia, 2003). Sin embargo, se han obtenido resultados
variables, en diversas especies (Kamler, 1992). La LN de C. humboldtianum y C.
riojai en la eclosion, fue menor con el decremento en |la temperatura. Resultados
similares se han obtenido en otras especies de peces (Kamler, 1992; Pepin,
1997). Se ha demostrado que la divergencia en la LN al eclosionar, se debe al
efecto de la temperatura de incubacién (Kamler, 1992; Fuiman et al., 1998; Pepin
ef al.,, 1997; Martell et af., 2005). Kamler (1992) explica que un Q1o de desarrollo
mas alto que un Qip metabdlico, causara que la cantidad de energia acumulada
gastada en procesos metabdlicos, disminuya con el incremento en temperatura y
la energia restante se invertirad en el crecimiento de los tejidos. Por otra parte, en
ambas especies, la sobrevivencia y la LN al eclosionar, difirieron en el grado de
dependencia de la temperatura; la temperatura optima para la sobrevivencia fue
menor que la temperatura en los que los EL alcanzaron la talla mas grande de

eclosion.

La influencia diferencial de la salinidad, se manifesté en el decremento de la LN de
los embriones de ambas especies, al eclosionar, con e! incremento en la salinidad.

Esta respuesta se puede atribuir al no-desarrollo de un mecanismo homeostatico
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(para el ajuste de salinidad) a esta edad (Holliday, 1969). En especies de peces
marinos se han reportado diferencias en el tamafio de los EL al eclosionar,
relacionados con el efecto de la salinidad. Clupea arengus y Pleuronectes platessa
eclosionaron en salinidades de 5-25 g/L y presentaron una longitud 23% mayor
gue aquellos que se incubaron en salinidades de 35-55 g/L (Holliday, 1969).
Individuos de Morone saxatifis avivaron con una longitud mayor en salinidades de
5que en 10 10 g/L (Peterson et al., 1996). Una salinidad alta produce individuos
mas cortos. Esta respuesta no es, solamente, un efecto osmético. Hay varios
ejemplos de peces eurihalinos que son mas largos en salinidades bajas, debido a

un contenido de agua mayor (Margalef, 1980).

Se presento un efecto interactivo entre fa temperatura y la salinidad en la LN de
los EL de C. humboldtianum, salamente. Sin embargo, en ambas especies, los EL
al eclosionar, presentaron una tendencia a incrementar la LN, con el aumento de

la temperatura y la disminucion de la salinidad.

Durante el periodo de alimentaciéon endégena, la Unica fuente de energia es el
vitelo, por lo tanto, la sobrevivencia y la eficiencia en el uso del vitelo, definen el
intervalo de temperatura optimo (Kamler, 1998). En base a lo anterior, se
comprobo que los intervalos de 22-24 °C y 0-8 g/L NaCl, son viables para el
desarrollo embrionario, hasta la eclosion, de C. humboldtianum y para C. riojai de

20-22 °C, a las mismas salinidades.
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Efecto de la temperatura y la salinidad en el periodo larval.

Temperatura.

La temperatura es uno de los principales factores extrinsecos que regulan el
desarrollo. Se ha determinado que el incremento en ésta, acelera las reacciones
quimicas y los procesos fisioldgicos en general, lo que se refleja en el crecimiento
y los pasos en el desarrollo dentro del intervalo éptimo (Margalef, 1980; Kamler,
1992). C. humboldtianum y C. riojai mostrarcn una aceleracién en el crecimiento
con el incremento en la temperatura, pero {a tasa especifica de crecimiento (G), en
ambas especies, fue mayor a 20 °C, dando lugar a una curva de respuesta de tipo
optimo, lo cual también es la' respuesta mas frecuente a la temperatura cuando

ésta se mantiene constante (Kamler, 1992).

Sin embargo, en virtud de que la temperatura alta acelera el desarrollo, no es que
los individucs mantenidos a 24 °C crecieran mas lento, sino que llegaron al
periodo juvenil en menor tiempo. Se ha determinado gque los individuos de una
misma especie, bajo temperaturas diferentes, alcanzan la misma etapa de
desarrollo en tiempos distintos. A temperatura alta (con respecto a la baja) el
tamafio de los individuos es menor, porque alcanzan el mismo estado de
desarrollo en menor tiempo. En los poikilotermos, una temperatura alta acorta la

vida y si la temperatura se aumenta en un momento dado de la vida, el
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acortamiento de ésta guarda una relacién esperada con la posicion de aquel

momento {Margalef, 1980).

Pero bajo condiciones naturales, no se presentan temperaturas constantes. Lo
comun, es que la temperatura varie a lo largo del dia y del afio. Una temperatura
fluctuante acelera mas cualquier proceso biolégico que la temperatura constante,
igual a la temperatura media de la fluctuante. El metabolismo es mas aito a
temperatura fluctuante que a una constante (Margalef, 1980; Kamler, 1992). C.
jordani, bajo condiciones naturales, alcanza longitudes maximas diferentes,
dependiendo de la altitud, lo que condiciona diferentes regimenes térmicos; en
Chapala, Jal., logra una LT maxima de 9.1 cm y en Trinidad Fabela, Edo. de
México, una LT de 12.7 cm, donde la variacién térmica es mayor (Chazaro-Olvera

et al., 1989).

Salinidad.

Con respecto a la salinidad, C. humboldtianum presentd una tendencia a disminuir
en la LN y la G con el incremento en la salinidad. C. riojai mostré una tendencia
contraria. Son frecuentes los casos en gue una salinidad elevada produce
individuos pequerios, lo mismo que una temperatura alta (Margalef, 1980). La
mayor tolerancia de C. rigjai a la salinidad puede deberse a un reflejo de sus
caracteres morfolégicos mdas primitivos que los de C. humboldtianum y que

todavia conserve una mayor informacién genética de su pasado marino. Se ha

118



argumentado que los ambientes estuarinos y lagunares son muy variables y que
han actuado para seleccionar genotipos generalistas capaces de ajustar su
morfologia, fisiclogia y comportamiento a un intervalo amplio de condiciones. Esta
plasticidad ha permitido que los atherinopsidos hayan invadido y especiado en
aguas dulces (Bamber y Henderson, 2006). Probablemente, C. estor estor
presente ta misma condicidén, ya que presentd mayores tasas de crecimiento a 10
y 15 g/L de salinidad, a 25 °C, que en agua dulce y 5 g/L de salinidad, a la misma
temperatura (Martinez-Palacios et al., 2004). Odontesthes argentinensis, es
eurihalino y presenta altas tasas de crecimiento y sobrevivencia, en salinidades de
5 a 35 g/L (Phonlor y Sampaio, 1992). Fundulus grandis también presenta una
independencia de la salinidad en el crecimiento, pues crece y sobrevive en
salinidades de 5-40 g/L (Perschbacher ef al., 1990). Por el contrario, muchas
larvas de peces muestran preferencias en la variacién de la salinidad. Hay peces
de agua dulce que solo toleran concentraciones bajas de salinidad, como las
larvas de Clarias gariepinus, que sobrevivieron a 4 g/L, pero murieron en 77 h, en
12 g/L de salinidad (Gbulubo y Erondu, 1998). La salinidad baja incrementa el
crecimiento y la sobrevivencia de Dicentrarchus fabrax (Johnson y Katavic, 1986) y
de Brevoortia tyrannus (Hettler, 1976). Trinectes maculatus crece mejor en agua
duice (Peters y Boyd, 1972). Igualmente, otros aterindpsidos muestran diferentes
preferencias: Menidia beryllina tiene un crecimiento y una sobrevivencia éptimos a
15 g/L, mientras que M. peninsulae presentd la sobrevivencia mas alta en 30 g/L

(Middaugh et al., 1986)
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Tasa de desarrollo y sobrevivencia.

Los principales factores que contribuyen a la variabilidad de la tasa de desarrollo,
durante el periodo larval, son la temperatura y el alimento. Los estudios del efecto
de la temperatura en el desarrollo larval tienen un avance menor que aquellos en
la embriogénesis, debido a la dificultad de diferenciar el efecto de la temperatura
de la influencia del alimento, el cual es consumido mas intensamente en

temperaturas altas (Kamler, 1992).

En ambas especies, la tasa de desarrollo (V) se incrementd con la temperatura,
como sucede en todas las especies (Kamler, 1998). C. humboldtianum presentd
tasas menores que C. rigjai y una temperatura umbral mayor (i), lo que es
consecuencia del tiempo de desarrollo mayor del primero y un reflejo de la
adaptacién a las temperaturas minimas registradas en sus respectivos sitios de
procedencia. Probablemente, la temperatura minima para el desarrollo larval de C.
humboldtianum sea cercana a los 12 °C y para C. rigjai, de 6 °C; mientras que una
temperatura constante de 24 °C, sea el limite superior, para ambas especies, ya

que la sobrevivencia fue menor que en las otras temperaturas.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede concluir lo siguiente:

El analisis del desarrollo temprano de C. humboldtianum y C. riojai, bajo la
perspectiva de la teoria de |la ontogenia saltatoria, permite la determinacion,
no solo de la secuencia de cambios morfotégicos y funcionales que ocurren
sucesivamente hasta su transformacién a juvenil, sino también de los
periodos en los cuales estas especies cambian sus preferencias

ecologicas.

C. humboldtianum y C. riojai son altriciales, que por su comportamiento
reproductivo y tipo de huevo, son especies no guardadoras, desovadoras
de sustrato abierto y pertenecen al grupo reproductivo de fitofilos obligados.
Estos atributos los hacen sensibles a los cambios antropicos en su

ambiente natural.

Los pasos y los umbrales se hicieron evidentes a lo largo del desarrollo. En
ambas especies, el periodo embrionario comprende 10 pasos y el larval,

dos.

La temperatura es el factor principal que regula el desarrolio. El incremento

en la temperatura, disminuye el tiempo de desarrollo y la sobrevivencia y
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acelera la velocidad de crecimiento y asi mismo, el incremento en la

salinidad, disminuye el porciento y la talla de eclosion, en ambas especies.

El desarrollo temprano de C. humboldtianum tiene una duracién de 46 a 76
dias y en C. rigjai, tiene un intervalo de 37 a 56 dias, dependiendo de Ia

temperatura y es un caracter relacionado con la longevidad especifica.

C. humboldtianum tolera temperaturas mas altas y salinidades mas bajas
que C. rigjai, lo que refleja el caracter mas primitivo de esta dltima especie y
aungue presenta tolerancia mayor a la salinidad, también lo hace respecto
a la temperatura baja, probablemente como respuesta a la alta altitud de

sus sitios actuales de distribucion.

Los procesos de la historia de vida temprana son decisivos para el éxito en
el reclutamiento poblacional. Los embriones y larvas de C. humboldtianum y
C. riojai tienen atributos que indican un alto potencial reproductivo y ayudan
a explicar el éxito en el pasado de estas especies. Presentan tasas altas de
sobrevivencia y de crecimiento. El bajo éxito reproductivo y la baja
sobrevivencia en la actualidad, pueden atribuirse a otros factores, diferentes
de la temperatura, como son la contaminacién, la disminucién en la

disponibilidad del alimento y la alteracion y reduccion del habitat.

El conocimiento generado en el presente trabajo, puede ser aplicado en
larvicultura para obtener juveniles de mejor calidad, ya sea para fines de

cultivo o de repoblacion.
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Recomendaciones

Si bien es cierto que la informaciéon bibliografica en México no registra aplicaciones
cientificas de la teoria saltatoria para describir la biologia y ecologia de las
especies de peces, los resultados obtenidos bajo esta perspectiva permiten
analizar |la historia de vida bajo una soélida teoria que genera uniformidad en la
nomenclatura y describe acusiosamente las preferencias ecoldgicas y los puntos
criticos durante el desarrollo, por lo que su aplicacién es recomendable al resto de

las especies del género.

Debido a la digestiébn extracelular durante la alimentacién mixta, es necesario
profundizar en el conocimiento de elementos que fortalezcan el aparato enzimatico
y mejoren la absorcién de los alimentos, como son los probiodticos especificos en
el desarrollo temprano y en la generacion de alimentos balanceados de alto valor

nutricional para el género Chirostoma.

Es recomendable que para la recuperacion del potencial acuicola de tan
importante recurso, como lo es el género Chirostoma, se seleccionen los fenotipos
y genotipos con mayor variabilidad genética dentro de las poblaciones aun
existentes, a través de técnicas de biologia molecular y asi contribuir a la

conservacion.de estas especies endémicas.
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Figura 36. Pasos del desarrollo temprano de C. humboldtianum, en relacion a la edad (ddf) y a
temperatura constante (°C). Pasos: 1 al 10: pericdo embrionario; perfodo larval: 11: fase
apterolarva, 12: fase pterolarva, 13: pnmer juvenil, de acuerdo a Balon (1985).

Figura 37. Pasos del desarrollo de C. rigjai, en relacion a la edad (ddf) y a la temperatura
(°C).Pasos 1 al 10: periodo embricnario, 11: fase apterclarva, 12: fase pterolarva, 13; primer
juvenil, de acuerdo a Balon (1985).

Figura 38. Porciento de sobrevivencia final de larvas de C. humboldtianum, (=) (y = -3.35x% +
16.65x% + 48.7, n = 270) y C. riojai (----) (y = -11.68%* + 49.6x + 30.9, n = 270} a 18, 20 y 24 °C.
Figura 39 .Efecto de la temperatura en la sobrevivencia de C. humboldtianum desde la eclosion
hasta la transformacion a juvenil

Figura 40. Efecto de la temperatura en la sobrevivencia de C. riojai desde la eclosién hasta la

transformacion a juvenil
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Abstract

The shortfin silverside Chirostoma humboldtionum has been considered for culture in Mexico, but success has been limited by a poor
knowledge of its carly development. First synthesis of the early development of the shortfin silverside is presented to determine
conditions suitable for rearing. Brooder maturation was induced through photothermal cycles. C. humboldtianum ova were fertilized in
vitro. The eggs were incubated in reconstituted water (160180 mg/L CaCQO,} at 18 °C and 5 gm of NaCl per litre. During the hatching
day, 300 shortfin silversides were stocked and followed up until metamorphosis in order to establish the timing of exogenous feeding,
changes in food type, growth and development during critical periods for survival, according to the theory of saltatory ontogeny. Free
embryos hatched 12 days after fertilization at 18 °C. First critical point for survival is the beginning of exogenous feeding. Free embryos
started mixed feeding on day four of post-hatching (dph), point of no-return was presented towards the end of mixed feeding on 6 dph,
larval period began at six (dph) when the anus is opened, and metamorphosis to juvenile was presented at 65 dph with a SL of 19.34+
2.28 mm, when scales and fins were well developed. Differences in growth between periods were detected: free embryos growth slower
than larvae but mouth size depicted a larger growth rate in the former. Cephalic length and mouth size were negatively retated to standard
length in embryos and larvae. Mouth size was positively related to cephalic length in free embryos but negative in larvae. Results supgest
that during the free embryo phase, growth priorities are directed (o the development of apparatuses and systems; whereas, during the
larval period, energy is directed to growth in tength, mouth sjze and development of fins, which allows them to increase their swimming
vclocity, grants them a greater capacity to obtain exogenous food and, in consequence, increases fitness for survival.
© 2006 Published by Elsevier B.V.
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1, Introduction

Chirostoma is an endemic taxon of the Mexico’ Cen-
tral Plateau and eight species are classified as endangered
(Official Mexican Standard NOM-059-Ecol-2001). The
shortfin silverside Chirostoma humboldtianum, together
with other species of the genus, 1s found in lentic envi-
ronments of this region, along the Lerma River Basin
(Barbour, 1973, Barriga-Sosa et al., 2004). It is known in
Mexico by the common name of “pez blanco” (“white
fish™). Tt inhabits the limnetic zone of the lakes of this
basin, at 2170 to 3552 m above sea level, and temper-
atures varying from 6 to 25 °C. This species is zooplank-
tivorous and has a life-span of 4 years, reaches maturity at
9 months with asynchronous spawning throughout the
year with one marked peak from March to August and
egps are spawned on submerged aquatic vegetation
{Paulo-Maya et al., 2000). It has been one of the main
sources of animal protein in this region, since pre-
Hispanic times. In the last years, C. Awmboldtianum
populations have been markedly affected due to
pollution, alteration of its distribution sites, over fishing,
and inadeguate management. At present, it does not reach
its original maximal size and, in some regions, it has
disappeared, as in the Valley of Mexico (Paulo-Maya
et al., 2000), where 1t was last recorded in 1947, in the
channels of the lake of Xochimilco (Alvarez del Villar
and Navarro, 1957). It has a great aquaculture potential,
just like other species of the genus. Recently, several
attempts have been made to cultivate this and other Chir-
ostoma species but results have not been successful. Inspite
of this, several aspects about their biology, reproduction
and growth have been studied (Martinez Palacios et al.,
2001; Chacon et al., 2003; Blancas-Armroyo et al,, 2004).

A major problem is rearing their larvae to metamor-
phosis, when the highest mortality is observed in em-
bryos and yolk-sac larvae. Little information exists on
the early development of C. humboldtianum and no
research has been conducted to determine conditions
suitable for rearing, It is generally accepted that survival
15 related to constraints in morphology and physiclogy.
Qur laboratory studies have indicated that the use of “live
food” is essential at this stage because of lack ofdigestive
enzymes for adequate digestion and assimilation of
artificial food and besides, the size of food is not entirely
dependant of the mouth size but the structures associated
with the buccal apparatus (Figueroa-Lucero et al., 1999,
2004a,b). These results have provided the support for
continuing this study from early development to
metamorphosis of C. humboldtianim.

In this paper we characterize the main morphological
and functional changes from hatching to metamorphosis

in the species. The decrease in yolk-sac and oil globule
are quantitatively analyzed during the eleutheroembryo
phase (yolk-sac larvae), as well as the growth in body
length, cephalic length, and mouth size in order to define
the type of feed to be administered and the time of its
application to establish adequate methodologies for the
conservation or culture of this species during critical
periods to reduce mortality.

2. Materials and methods
2.1. Maturation of broodstock and fertilization

Fish used in the experiment were obtained from a
laboratory broodstock (F3) maintained in the Experimen-
tal Hydrobiology Laboratory at the Instituto Politécnico
Nacional, in Mexico City. Maturation was induced by
manipulating photoperiod and water temperature cycles
(Figueroa-Lucero et al, 2003; Blancas-Amoyo et al.,
2004). In vitro fertilization was performed with the semen
of two males and the ova of one female previously
anesthetized in benzocaine (8 mg/L) for easy management
and to avoid skin damage. The gametes from broodstock
were obtained by applying a slight abdominal pressure.
The ova were placed on sterilized spawning substrates,
consisting of yellow plastic fiber threads, submerged into
a plastic dish with reconstituted semi-hard water {160~
180 mg/L CaCQ,), filtered to 2 pm at a saline
concentration of 5 gm of NaCl per litre. Thereafter, the
sperm were put on the ova and they were gently mixed for
a few minutes.

2.2, Incubation of eggs and rearing larvae

Once the perivitelline space had been formed, eggs
were separated from spawning substrates and the
filaments of the eggs were cut to avoid proliferation of
fungi and bacteria. Four hundred and fifty eggs were
transferred to an incubation container, in the same con-
ditions used for fertilization. Three hundred free em-
bryos were randomly selected and reared in a 40 L
capacity container until metamorphosis and under the
following conditions: oxygen (5+0.5 mg/L), tempera-
ture (18%0.5 °C), pH (8£0.2), photoperiod of 12 h and
fed ad libitum twice a day. Feeding was carried out using
the method of Figueroa-Lucero et al. (2004a) modified
for this species. The mixohaline rotifer, Brachionus
plicatilis, was used as a food organism at a density of
20 rotifers/mL, from the mixed-feeding time (4 days
post-hatch} on to 10 day post-hatch (dph}. Thereafter,
Artemia nauplii were provided at a density of 10 nauplii/
mL until 25 dph, and from 20 dph on unti metamorphosis,
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they also were fed also Moina macrocopa (Cladocera)
neonates at a density of 5 organism&/mL. Thirty percent of
the volume of container was replaced with clean water on
alternate days. Fecal matter and other detritus were siphened

as necessary.
2.3. Body measurements and development

Ten organisms were preserved with 4% phosphate
formalin daily, during the first 10 days and thereafter, at
5 days intervals, until transformation to juvenile.

Body length was measured from the tip of the mouth
to the end of the notochord (notocherdal length, NL)
before flexion and to the posterior margin of the hypural
bones after flexion (standard length, SL); cephalic
length (CL) was measured from the tip of the mouth
to the posterior margin of the operculum,; besides, mouth
size (MS) was measured using Shirota’s method (1970).
Measurements were made with an accuracy of 0.1 mm
using a stereomicroscope (Stemi IV, Zeiss) and an
imaging analysis program (K5400, Version 3.02).

Changes in yolk-sac length and oil globule diameter
were measured. In both periods, data on NL (or SL), CL
and MS vs time, and relationships between NL {or SL)
vs CL, NL {or SL) vs MS and CL vs MS were analyzed
through regression medels.

First exogenous feeding, anus opening, time of fin
fonmation, the changes in flexion, and appearance of
scales were determined by direct observations. The du-
ration of free embryo phase (yolk-sac larvae) and larval
period were documented. Observations on the pigmen-
tatien pattern were also made.

In this study, the embryo period has included the free
embryo {(cleutheroembryo) phase, only: The larval
period has been divided into finfold larva (Apterolarva)
and finformed larva (Pterolarva). The short-form de-
signation for each step follows the system proposed by
Balon (1985). Capital letters “F?, “FL” and “FFL”
denote the eleutheroembryonic (free embryo), aptero-
larva and pterolarva phases, respectively. A superscript
Arabic numeral immediately following the capital letter
denotes the number of the steps within that particular
phase, and a subsequent Arabic numeral denotes the
number of the steps in the total sequence of ontogeny
{(Balon, 1985).

3. Results

C. humboldtianum shows indirect development and
spherical eggs (1.36+.047 mm) with 1 to 4 filaments,
usually | filament, which attaches to plants and rocks.
These are characteristics of the “guild” nonguarding

open substratum phytolithopils spawners (Balon, 1985),
The chorion is smooth, transparent, and slightly amber
colored. Hatching occurs at the eleutheroembryo phase,
12 days after fertilization, incubated at 18 °C.

3.1. Embryonic period
3.1.1. Phase: Eleuthercembryo (F) (free embryo)

3.1.1.1. Step F,1. (04 dph). This phase is character-
ized by endogencus feeding and differentiation of the
embryonic finfold.

At hatch, the average notochordal and cephalic
lengths were 4.86+0.112 mm and 0.79+0.04 mm,
respectively. The recently hatched eleutheroembryos
remain in the bottom and depict positive phototaxis.

Eyes are pigmented and completely formed as well as
the otoliths. The pectoral primordial fins are rounded
without rays. They exhibit four groups of dendritically
shaped black melanophores: one, at the dorsal region of
the head, with several big melanophores; a second one,
with smaller melanophores along the dorsal margin of
the trunk forming a line. The third group 1s present in the
ventral region of the yolk-sac, and the fourth group runs
along the base of the ventral finfold. Eleutheroembryos
are pale-yellow in color with a slight green color in the
dorsal region of their body. Fifty-four myomeres can be
distinguished. The yolk-sac is smali and rounded with a
1.1£0.096 mm diameter; it has an oil globule of
0.3 £0.088 mm in diameter, located in the center of
the ventral region of the yolk-sac. Vascularization is
well-defined both in the ventral part of the yolk-sac and
along the dorsal and ventral regions of the notochord.
The mouth is formed and opened (0.24+0.094 mm), and
the anus remains closed. At 1 dph, the swim bladder has
been filled and the eleutheroembryos swim near the
water surface. They achieve suspension by means of
their pectoral fing and the swim bladder. From this age on
and until the end of the larval period, they remain
aggregated, swimming in close proximity. At 3 dph, the
yolk-sac’s diameter has decreased to 0.26 £0.02 mm and
that of the oil globule to 0.12 mm; while the size of the
mouth has doubled to 0.46£0.05 mm.

3.1.1.2. Step Fp2. (4-5 dph). This phase is character-
ized by mixing feeding (endogenous and exogenous
feeding) and depletion of the yolk-sac. Start of exogenous
feeding at 4 dph, with mixed feeding. The diameter of the
yolk-sac is 0.21+0.03 mm and that of the oil globule is
0.095 mm. The average notochordal and cephalic lengths
were 5.12+0.17 mm, and 0.98 £0.03 mun, respectively and
mouth size was of 0.55£0.024 mm. At 5 dph, a row of
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melanophores appears along the lateral line, as well as the
other 3 groups of melanophores. Fin ray primordial have
developed in the pectoral fins and swimming becomes
more active, with organisms retaining their positive
phototaxis throughout this step. The yolk-sac and oil
globule are completely consumed in this penod. No
increase in mouth size was observed, but the anus is now
open. Mixed feeding ends and rotifers (B. plicatilis) are
consumed efficiently. The diameter of the yolk-sac
decreases logarithmically with respect to time (R*=0.93),
whereas the decrease in the oil globule shows a linear
tendency (R*=0.92). However, consumption of both was
not gradual but stepwise, with long penods in which the
diameterdid notchange, against short periods with amarked
decrease in their diameter, particularly from 4 dph to 5 dph
{i.e. when exogenous feeding starts), corresponding to the
end of the embryonic period (Fig. 1).

3.2. Larval period
3.2.1. Phase: Apterolarva (FL) (finfold/preflexion)

3.2.1.1. Step FL,3. (6—16 dph). This phase is charac-
terized by exogenous feeding and increase in swimming
speed.

Al 6 dph, the average notochordal and cephalic lengths
were 5.16+£0.046 mm and 0.02+0.12 mm, respectively.
The notochord 1s in preflexion. This step is characterized
by the development of the digestive tract organs, as well
as gills. If feed is administered starting at this age, the
organisms die within 24 h due to starvation. At 10 dph,
mouth size allows consumption of Artemia nauplii. There
1§ no noticeable increase in their length, but active feeding
is observed. Development of the caudal fin starts. This
development step is complete at 16 dph, with a notochordal
length of 6.16+0.11 mm, and a cephalic length of 1.20 mm;
mouth size remains constant.
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Fig. 2. Absolute growth (mm per dph) of NL (¢) and SL (@) of C.
humboldtianum free embryos and larvae, respectively. Food articles
for each age are presented. (Bp, B. pifcatilis; A, Artemia nauplii; M,
Moina macrocopa),

3.2.2. Phase.: Pterolarva (FFL) {finformed/flexion)

3.2.2.1. Step FFL,4. (17-65 dph). This phase 15 char-
acterized by efficient exogenous feeding, development of
fins and fast prowth; when complete, this is the end of the
larval period.

Seventeen days after hatching, flexion of the
notochord starts and four rays appear in the primordium
of the caudal fin and the anal fin and the second dorsal fin
become delineated. At 20 dph, larvae reach a notochord-
al length of 6.7220.63 mm and a cephalic length of
1.31 £0.13 mm; they also start to consume cladocerans
{Moina macrocopa) neonates, although mouth size does
not increase. They become more active in chasing their
prey and are negatively phototactic. On 32 dph, post-
flexion starts by the formation of the hypural plaque and
rays of the second dorsal and anal fins. Standard length
averages is of 9.07+0.61 mm. Mouth size increases
noticeably (i.e. 1.03 mm). With this increase in size,
larvae are able to consume M. macrocopa neonates and
adults. The melanophores arrangement along the base of
the fins precedes rays formation, which after postflexion,
starts to become segmentary. On 37 dph, standard length
is of 9.38+1t.1l mm, the pectoral fins are already
developed and primordia of the rays of the pelvic fins and
first dorsal fin are observed. At 65 dph, standard length is
19.34 +2.28 mm, metamorphosis to the juvenile stage
occurs with the end of the development of fins and
scales, which are ctenoid and smooth in the posterior
margin.

3.3, Absolute growth
Absolute growth of notochordal length in the free

embryo stage exhibited a linear relationship (R*=0.85),
with a slow daily increment of change (i.e. 0.14 mm/
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day). During the larval period, speed of growth is slow
during the first weeks and accelerates exponentially
(R*=0.96) from 46 dph on, once postflexion and fin
development have occurred (Fig. 2).

Increase in cephalic length is also slower in the free
embryo stage compared to the larvae stage. Free embryo
cephalic growth had a linear relationship (R*=0.99) at a
rate of 0.065 mm/day; while larvae exhibited an expo-
nential relationship with a growth rate of 0.026 mmvday
(R?=0.98) (Fig. 3).

The increase in mouth size had an exponential
adjustment in free embryo and larvae, and although the
mouth size in free embryo is smaller, they depict a farger
growth rate (0.2 mm/day, R*=0.8) than larvae
(0.024 mm/day, R*=0.9). Mouth size also grows
stepwise, like the body length. This increment is related
with the start of mixed feeding (Fig. 4).

3.4. Allometric relations

Free embryo and larvae allometric coefficients are
given in Table 1. Growth in cephalic length, in relation to
notochordal length and standard length is negatively
allometric, as well in free embryo as larvae, but this
tendency decreases with advancing development
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Fig. 4. Absolute growth (mm per dph} of MS of C. humboldrianum
free cmbryos () and larvae (@).

Table 1
Allometric growth (mm) for eleutherocmbryos and larvae of C
Inemboldtianum

Vanables Eleutheroembryos Larvae
CL/NL; CL=0.05 NL+0.77 CL=0.25 SL-0.3
CL/SL (R*=0.91) (R2=0.99)
MS/NL; MS=0.21 NL ¢ M§=031e"! 5k
MS/SL (®*=091) (R2=091)
MS/CL MS=05CL*7 MS§=035¢ 240k
(R*=0.74) (R2=051)

CL = Cephalic length; NL = Notechordat length; SL = Standard length
and MS = Mouth size.

(p<0.05). Mouth size related to notochordal length
and standard length also follows a negative allometric
tendency in each case, but free embryo depicts a
potential growth at a higher increase rate (p<0.05) in
contrast to larvae, which depict an exponential growth
{ p<0.05). Finally, in free embryo, the relative growth of
mouth size with respect to cephalic length is potential
and positive, whereas in larval stage it is exponential and
negative { p<0.05).

4, Discussion

Qualitative and quantitative characteristics of em-
bryonic and larval periods are now well defined for early
development of C. Aumboldtianum. The periods in the
ontogeny define the way in the organisms get and use
the matter and energy, and explain the morphological
and physiological changes (Balon, 1985). In particular,
this allows determination of size and food type in
relation to the rate of mouth size growth. Futman (1994)
showed that the changing growth coefficients over body
length during early growth are features in different fish
families and suggested that a functionally optimized
growth increases fimess and survival in fish larvae,
Quantitative analysis of the changes in body proportions
of C. humboldtianum has shown that growth rate is not
continuous, but occurs in a step-wise fashion.

The absolute growth, in notochordal length and
cephalic length, in free embryos of C. humboldtianum,
is minimal due to the growth priority being aimed at the
formation and function of the orpans and systems.

Free embryos and larvae of C. humboldtianum showed
a higher relative increase in mouth size in relation to
cephalic length than notochordal length. These results are
consistent with other studies in freshwater species
{Dabrowski and Bardega, [984). An adequate mouth
size is required, not only for a better opportunity to catch
preys, but also to catch larger organisms; this represents
less energy expenditure, since thewr swimming ability is
still poor, limiting their displacement capacity. At the end
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of the free embryo phase, C. Aumboldtianum exhibits an
interval of mixed feeding (endogenous and exogenous).
According to Balon (1985) this detimits a threshold in
development. Administration of exogenous food at this
step is crucial (4 dph), because when exogenous feeding
starts later, larvae do not survive because the point of no-
return has been reached (i.e. fish have not learned to feed
before they have absorbed their yolk-sac) (Dou et al,
2002). As in the case of C. riojai, the digestive glands of
the eleutheroembryos of C. humboldtianum are not
efficient at this ape (Figuerca-Lucero et ai., 2004b).
Drigestion of proteins during the early development of
many fish species is characterized by a lunited production
of digestive enzymes by the pancreas and a unique
pynocytic intraceliular digestion. This requires a source of
easily digestible nutrients, which are found in their naturat
zooplankton diet that contains high concentrations of
digestive enzymes, free amino acids (FAA), and soluble
proteins (Walford et al., 1991; Kamler, 1992; Watanabe
and Kiron, 1994). Besides, live feed favors the predator
activity of larvae, increasing consumption. However,
since it has a smali head, despite the increase in mouth
size, the organism is limited to consume small preys, such
as rotifers, that are essential as an initial food of Chiros-
toma larvae (Martinez Palacios et al,, 2001; Figueroa-
Lucero et al,, 2004a,b; Morales Ventura et al,, 2004).
Later, the development of the pharynx allows ingesting
larger whole preys through suction, which is the dominant
way of catching preys in fishes (Gubrich, 2001; Figueroa-
Lucero et al., 2004a). This, together with the hyoman-
dibular and opercular process, increases the efficiency of
food catching (Osse et al., 1997; Hunt von Herbing,
2001). This action was corroborated by direct observation
of Artemia nauplii consuraption in the digestive tract.

The end of the yolk-sac and oil globule consumption
coincides with the anal opening and the functionality of
the main organs, such as the intestine, due to digestive
enzymes activity, and the gills, together with the increase
in mouth size and feeding exclusively exogenous, this
stage marks the end of the embryonic period and the
beginning of the larval period, constituting another
threshold (Tucker, 1998; Hamlin et al., 2000).

During the larval period, head growth, increase in
visual acuity, and the development of fins are events that
increase the ability of C. humboldtianum to catch larger
prey. A change in feeding is required and this is given by
the increase in the size and type of prey. Larger prey, like
Artemia nauplii and cladoceran neonates, are now
consumed as mouth size has increased. A fast growth
rate decreases the probability of death due to predation,
although this requires larger energy expenditure for the
synthesis of body components and its maintenance

(Pedersen, 1997). However, when gape size is not a
constraint, it is energetically beneficial to capture a few
large prey rather than several small prey (Juanes, 1994;
Lima-Junior and Goitein, 2003; Refiones et al., 2002).

Metamorphosis is a remodeling of larval structures; the
allometric relations dumng this period seem to be
sufficient to shape the juvenile. The large differences in
the relative dimensions of the body, between the
eleutheroembryos and the post-metamorphic juveniles
are consistent with the need of establishing priorities
during early growth to create, at least, the primary con-
ditions required for survival. Metamorphosis of larvae is
not only required by the change in growth priorities and
the escalating effect with the increment in size, but also for
their relation with the changing aquatic environment
(Fuiman, 1994; Osse et al., 1997; Stefanson et al., 2003).

The analysis of early development of C. humboldtia-
num, under the perspective of the theory of saltatory
ontogeny, allows the determination, not only of the se-
quence of morphological changes that occur successively
until their transformation into juveniles, but also of the
periods in which these organisms change their feeding
habits, as a function of mouth size and fin development,
that make them more efficient predators. Knowledge of
the morphological and functional development of C.
humboldtianum larvae is necessary to be able to establish
feeding regimes for shortfin stlversides that will secure
survival through early developmental stages. This can
then be applied to larviculture, to obtain reared juveniles
of better quality, possibly having a significant economic
impact on subsequent farming practices.
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