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Dedicatoria

A las hermosas y Qnicas Orestias.
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Resumen

El género Orestias es endémico del Altiplano andino siendo conocidas hasta hoy 7
especies en Chile, entre estas, Orestias ascotanensis se describe s6lo en las vertientes del
Salar de Ascotdn y se encuentra en peligro de extincién. Dada la importancia de la
reproduccion y primeros estadios del ciclo de vida de los peces para la persistencia de las
poblaciones, su conocimiento es muy importante en el desarrollo de firturas medidas de
conservacién de esta especie. En este estudio se describen conductas asociadas a la
reproduccién natural y el desarrollo embrionario y larval de Orestias ascotanensis a
temperatura y fotoperiodo controlados. Entre 2014 y 2015 se capturaron 50 individuos de
O. ascotanensis y fueron mantenidos en acuarios bajo condiciones ambientales y
alimentacién controladas, ademas individuos menores a 30 mm de longitud estdndar
fueron capturados y fijados en formalina al 2-5%. Parte de las hembras fueron sometidas
a terapia hormonal con Ovaprim® para inducir el desove y luego se realizé fecundacion
artificial en seco. La temperatura del agua se mantuvo a 20°C (+1°C), la conductividad
oscilé entre 2800 a 3600 pS/cm® y se fijo un fotoperiodo de 16:8 (horas luz: horas
oscuridad). Los machos presentaron cambios de coloracién y conductas de cortejo,
mientras que las hembras abultamiento en el vientre. Las génadas femeninas de O.
ascotanensis presentaron ovocitos de distintos tamafios (< 0,1 mm a 2,1 mm} distribuidos
aleatoriamente. Los huevos demersales de 1,55 a 1,85 mm de didmetro presentaron
abundante vitelo y desarrollaron decenas de filamentos adherentes. El desarrollo
embrionario de O. ascotanensis a 20°C (+ 1°C) tuvo una duracion de 14 a 18 dias,

dividido en 5 periodos y 21 estados, sefialando los tiempos de desarrollo desde la




fecundacion hasta la eclosién. El estadio larval se dividi6 en los periodos de: (i} larva en
flexién con saco vitelino, (ii) larva en flexion y (iii) larva en post flexién. La larva de O.
ascotanensis nace altamente preparada para la vida libre y absorbe el saco vitelinoen 5 a
7 dias post eclosion. Orestias ascotanensis desarrolla huevos relativamente grandes en
comparacion a su longitud estdndar, baja fecundidad parcial y ovarios con ovocitos en
distintos estadios de desarrollo, lo que concuerda con especies de desove parcial. La alta
pigmentacion desde temprano desarrollo, alta ramificacién de vasos vitelinos y el alto
grado de desarrollo de las larvas a la eclosién podrian ser adaptaciones a condiciones
extremas como la alta radiacion, baja presién de oxigeno y cambios diarios significativos
de temperatura. Se recomienda para mejores resultados en la induccidn al desove, utilizar

instalaciones que se asemejen a su habitat natural.




Abstract

The genus Orestias is endemic of the Andean high plains (Altiplano) and it has been
described 7 species for Chile, among these, Orestias ascotanensis inhabits only the
springs of the Ascotén salt pan and it is critically endangered. Considering the importance
of reproduction and early life history stages for population persistence in fishes, these are
essential for making effective conservation actions and protecting them. In this survey L
studied the behaviour of natural reproduction as well as the embryonic and larval
development for Orestias ascotanensis under controlled temperature and photoperiod.
Between 2014 and 2015 I captured 50 individuals of O. ascotanensis and they were kept
in the laboratory under controlled conditions and feeding. Individuals under 30 mm to
standard length were captured and fixed with 2-5% formalin. In order to induce spawn
for dry artificial fertilization, females were subjected to hormone therapy with Ovaprim®.
Water temperature was maintained at 20° C (= 1 ° C), conductivity ranged from 2300-
3600 mS/cm® and the photoperiod was 16:8 (light hours: dark hours). Males showed
changes on colour and courtship behaviors, and females slightly bulging belly. Females'
ovaries showed oocytes with different sizes. Demersal eggs with size from 1.55 o 1.85
mm showed abundant yolk and they developed tens of filaments for adhesion and
protection. The embryonic development lasted between 14 and 18 days, and it was
divided into 5 periods and 21 states from fertilization to hatching. The larval stage was
divided into three periods: (i) flexion larva with yolk sac, (ii) flexion larva and (iii)
postflexion larva. After hatching larvae were highly prepared for the free life stage and

they absorbed the yolk sac in 5-7 days. Orestias ascotanensis presented characteristic of




a partial spawning species, such as: oocytes at different stages of development, eggs
relatively large compared to its standard length, and low batch fecundity. The high
pigmentation of eggs and larvae, and the high degree of development of larvae at hatching
could be adaptations to extreme conditions such as high radiation and significant daily
changes in temperature, Finally, for future surveys I recommend to replicate its habitat,

in order to increase the understanding of reproduction and development of this species.




Introduccion

La reproduccién es el proceso por el cual las especies se perpetian, transmitiende su
genoma a sus descendientes. Cada una de ellas presenta una estrategia reproductiva o
conjunto de caracteristicas que una especie deberd manifestar para que ocurra la
reproduccién, siendo {nica para cada especie, presentando adaptaciones anatémicas,
fisioldgicas, de comportamiento y energéticas especificas (Vazzoler, 1996; Wootom,

1999; Miller y Nummela, 2009).

En el caso de los Teledsteos o peces dseos, estos presentan una estrategia reproductiva
que maximiza la producci6n de descendientes durante la vida, y mas aiin, maximiza la
sobrevivencia de los descendientes hasta el estado adulto (Murua y Saborido-Rey, 2003).
Esta se sincroniza estrechamente con las variaciones del medio ambiente, interviniendo
en la regulacién de los mecanismos hormonales asociados, la cual estd dada por la

interaccién Hipotilamo-Hipodfisis-Gonada (Valdebenito, 2008).

Las sefiales ambientales pueden ser consideradas como factores préximos, que controlan
los ciclos reproductivos anuales como el fotoperiodo; y factores ultimos a aquellas
variables ambientales que durante la evolucion han ejercido una presién de seleccion para
restringir la actividad reproductiva a un tiempo determinado del afio, como la presion de
depredacitn, la disponibilidad de alimento y temperaturas ambientales més favorables

(Carrillo, 2008).

Existe una gran diversidad de estrategias reproductivas, con especies que solo se

reproducen una vez en la vida y luego mueren, como lo hacen las especies semélparas, y




ofras, en cambio, que constituyen la mayor parte de las especies y presentan multiples
periodos reproductivos, o iteroparas (Wootton, 1999). En relacion al desove, se pueden
presentar dos modalidades, el desove total y el desove parcial o fraccionado (Tyler y
Sumpter, 1996). En el primer caso, estas especies desovan una sola vez en cada periodo
reproductivo, presentando un desarrollo ovocitario sincrénico, es decir, los ovocitos
comienzan su desarrollo y maduran simultdneamente existiendo una sola moda de tamafio
en la génada femenina (Hunter y col, 1983; Murua y Saborido-Rey, 2003). Los
desovadores parciales, por su parte, liberan sus huevos en lotes en un periodo que pueden
ser dias o meses, presentando asi un desarrollo ovocitario asincrénico o sincrénico parcial
(en 2 o més grupos). Estas especies presentan ovocitos en distintos estados de desarrollo
los cuales pueden ser agrupados en 2 o mis lotes de tamafio, quienes a medida que
experimenten un proceso de maduracidn serdn liberados al exterior de manera
parcializada. Las especies de desove parcial muchas veces extienden su actividad

reproductiva durante todo el afio (Balbotin, 1989; Comte y Vila 1992).

Luego del desove, los huevos son fecundados externamente, evento que ocurre en la
mayorfa de los peces (Miller y Nummela, 2009). La primera etapa de la historia de vida
incluye los estados de huevo, larva y juvenil, pudiendo presentar multiples estados
intermedios o de transicién (Kendall y col., 1984). El estado de huevo incluye desde el
desove hasta la eclosidn. Los huevos pueden ser demersales o peldgicos, pero la mayoria
de los peces de aguas continentales ponen huevos demersales los cuales tienden a

depositarse en el fondo, por lo general adhiriéndose al sustrato o quedando libres en




contacto con el bentos o adheridos a diferentes sustratos (Kendall y col., 1984; Leis y

Carson-Ewart, 2000; Miller y Nummela, 2009).

El modelo general de desarrollo de los peces comienza con la formacion del cigoto el cual
se divide rapidamente. La segmentacién es merobl4stica donde las divisiones solo ocurren
en una porcidn del citoplasma. Estos huevos también son Hamados teloleciticos donde la
divisién es discoidal, es decir, que solo se da en el 4rea libre de vitelo formando una
estructura en forma de disco (Blastodisco) ubicada en el polo animal del huevo (Gilbert,
2005). Este comienza a experimentar sucesivas divisiones celulares con extrema rapidez
dando origen a células hijas o blastomeros, quienes disminuyen progresivamente de
tamafio hasta el momento de formar una estructura en forma de clipula con cientos de

células, la Bldstula (Muller, 1997).

Con una cantidad considerable de células estas comienzan a desplazarse a través de
movimientos epibolicos, de involucién y de convergencia permitiendo la formacion de
las capas germinales, ectodermo, mesodermo y endodermos; las cuales daran origen a los
distintos érganos y tejidos durante el periodo de diferenciacién y morfogénesis (Kimmel
y col., 1995; Iwatmatzu, 2004). Finalmente el desarrollo embrionario culmina con la
eclosién dando origen a una larva cuyo nivel de desarrollo puede variar entre especies
(Leis y Carson-Ewart, 2000), esto considerando que el tiempo de desarrollo embrionario
es dependiente de la temperatura y también altamente especifico para cada especie

(Kendall y col., 1984).

Los estadios larvales especificos difieren de los adultos tanto en caracteres anatomicos y

fisiologicos como en comportamiento y ecologfa, por lo que su estudio es esencial para




una mejor comprensién de cada especie en particular. Las larvas recién eclosionadas por
lo general presentan un periodo en el cual ain dependen del saco vitelino para su
nutricién, lo cual es de gran importancia considerando que muchas especies presentan
larvas que nacen sin completar el desarrollo de los ojos y boca siendo incapaces de

alimentarse (Kendall y col., 1984).

Ademss, huevos y larvas con saco vitelino tienen escasa o nula capacidad de evadir
depredadores o sobrellevar factores abidticos desfavorables, y en la mayoria de los casos
carecen de cuidado parental {Wootton, 1999). De esta manera la mortalidad de los
primeros estadios de vida puede ser extremadamente alta constituyendo una fase critica

en el éxito del reclutamiento y persistencia de las poblaciones (Garcia de Jalén, 1993).

Eventos como el desarrollo del ntimero total de rayos de las aletas y las primeras escamas
marcan el paso del estado larval a juvenil (Ahlstrom y Ball, 1954; Kendall y col., 1984;
Nakatani y col., 2001), pudiendo existir entre ambos estados una fase de transicién o de
transformaci6n, el cual puede estar acompafiado de cambios en los habitos benténicos a
plancténicos o viceversa. El estado juvenil se extiende hasta alcanzar la madurez sexual,

momento en el cnal se convierte en un individuo adulto (Leis y Carson-Ewart, 2000).

En Chile, los peces de aguas continentales constituyen los vertebrados menos estudiados
a nivel nacional (Vila y Pardo, 2008) donde uno de los principales vacios de conocimiento
lo constituyen aspectos de la biologia y ecologia, siendo escasa o nula la informacién
sobre épocas de reproduccion, fecundidad, estrategias reproductivas, crecimiento y

primeros estadfos de desarrollo (Habit y col., 2006).




La region altoandina sustenta una ictiofauna de baja diversidad taxon6mica compuesta
sélo por dos géneros de peces, de la familia de los Siluriformes Astroblepus y

Trichomycterus; y de la familia Cyprinodontidae, el género Orestias (Parenti, 1984).

Qrestias se caracteriza por la ausencia de aletas pélvicas y el soporte de las aletas, la
ausencia de vomer y del primer prostcleitrum (Parenti, 1981), ademds de la presencia de
una sola génada y patrones diferenciados de escamacion (Parenti, 1984; Dejoux y Iltis,
1991). Este también se caracteriza por ser altamente especioso presentando hasta el
momento cerca de 45 especies. De estas, 23 habitan tinicamente en la cuenca del Titicaca,
el resto en su mayoria vive hacia el sur del altiplano (Parenti 1984; Dejoux y Titis, 1991;

Vila y col., 2013).

Rasgos de historia de vida como fecundidad y reproduccién de Orestias tanto en Chile
como Perti y Bolivia, son poco conocidos, al igual que el desarrollo embrionario y
estadios larvales. Especies de Orestias del lago Titicaca han sido caracterizadas como
especies con desove entre 50 y 400 huevos, cuyo tamaiio varia entre 1,3 y 2,3 mm de
didmetro. Los huevos son demersales, adhesivos, translicidos, viscosos y a menudo
amarillentos, los cuales son depositados durante las noches en plantas de la orilla por
especies como O. luteus y O.olivaceus (Dejoux y Iltis, 1991). En el caso de O. agassii en
cuencas bolivianas, esta desova parcialmente pequefios lotes durante todo el afio

intensificandose en los meses més Huviosos (De la Barra, 2012).

Respecto a los primeros estadios del ciclo de vida, estudios en la cuenca del Lago Titicaca

han caracterizado los tiempos de desarrollo embrionario y tiempos de absorcién del saco



vitelino de larvas de Orestias agassii, O. luteus y O. ispi entre 16 a 28 dias con
temperaturas entre 13 y 22° C (Castafion, 1994; Centro de investigacién y desarrollo

acuicola boliviano (CIDAB), 2002; Loayza, 2009).

En Chile, Orestias presenta siete especies del complejo agassii; O. agassii Valenciennes
1846, O. laucaensis Arratia 1982, O. parinacotensis Arratia 1982, O. ascotanensis
Parenti 1984, O. chungarensis Vila y Pinto 1986, O. piacotensis Vila 2006 y O. gloriae
Vila 2011, siendo las seis tiltimas endémicas y restringidas a pequefias areas geograficas.
Actualmente cinco de ellas (cinco primeras) estdn catalogadas como en peligro segim el
Reglamento de clasificacion de especies del Ministerio del Medio Ambiente y las dos

altimas atin no han sido evaluadas (Ministerio de Medio Ambiente (MMA), 2015).

Las especies O. chungarensis, O. laucaensis y O. parinacotensis han sido descritas como
especies de desove parcial, con las mayores abundancias de ovocitos entre octubre y
noviembre, durante su maximo periodo reproductivo el cual disminuye en marzo. Estas
especies colocan sus huevos adheridos a macréfitas mediante finos filamentos siendo el
fotoperiodo el principal factor ambiental gatillante de la maduracién sexual y con ello la

reproduccién (Pinto y col., 1991).

Entre los representantes de Orestias en Chile, Orestias ascotanensis, habita en las
vertientes que alimentan el Salar de Ascotin. Este es sustentado por 12 vertientes

ubicadas en el lado este y extremos norte y sur de este, cuya agua proviene

subsuperficialmente desde la Caldera de Pastos grandes, en Bolivia (Keller y Soto, 1998).




Las vertientes constituyen ecosistemas acuéticos someros y de corta extension, donde
persiste un gradiente de salinidad desde el origen de los afloramientos de agua, cuya
conductividad oscila entre 3.000 y 4.000 uS/cm?, hasta el salar donde se registran valores
mayores a 10,000 pS/cm® (Keller y Soto, 1998). O. ascotanensis se distribuye en las zonas
de menor salinidad de las vertientes, las cuales varian en nivel de conexién superficial.
Los especimenes se agrupan en cardimenes asociados a macréfitas las cuales les
proporcionan refugio y a su vez lugar de alimentacién. Esta Ia integran principalmente
coledpteros del género Austrelmis, crusticeos del género Hyalella, ostrdcodos, acaros,
gastropodos de los géneros Heleobia y Biomphalaria, y algunas larvas de dipteros de las

familias Chironomidae y Ephydridae (Sobarzo, 2014).

En la reproduccién y el ciclo de vida de O. ascotanensis, se ha estimado que los adultos
alcanzarian entre 3 a 4 afios, logrando la madurez sexual al afio de vida. Las hembras son
significativamente mas grandes que los machos, y estas liberan al agua pequefias puestas
de huevos cuyos largos filamentos adherentes les permiten sujetarse a macréfitas (Vila y
col., 2007). El tamafio estimado de los huevos es de 2,5 mm de didmetro en promedio y
el desarrollo embrionario a 23°C (+1°C) de 12 a 14 dias, donde los embriones y vitelo
poseen gran cantidad de pigmentos en respuesta a la alta radiacion (Buguefio y Vila,
1997). Las larvas, por su parte, se alimentan de microcrusticeos y permanecen entre las

macrdfitas (Vila y col., 2007).

La mantencidn en cautiverio de Orestias ascotanensis se ha logrado con éxito en acuarios

simulando su hdbitat natural mediante el manejo de variables ambientales como



temperatura, salinidad y fotoperiodo, incluso logrando el desove esponténeo (Jara y col.,

1995).

Esta especie hoy es considerada en peligro de extincion (MMA, 2015) debido a su
pequefio tamafio poblacional, reducido a sélo cientos de individuos, y ademis de la
fragmentacién y fluctuaciones en el tamafio de su hébitat. Esta situacion, se debe
principalmente por el balance hidrico negativo, proceso geoldgico natural que afecta a los
sistemas altiplanicos (Keller y Soto, 1998; Vila y col., 2007; Morales, 2009; Morales y

col., 2011), y la alta demanda de agua por parte de la actividad minera (Contreras, 2002).

Dado el caracter tinico y altamente vulnerable de esta especie es de suma importancia
efectuar acciones de conservacién para el resguardo de sus subpoblaciones, que estén
centradas tanto en la proteccion y restauracion del ecosistema particular en el cual habita,
como también en la evaluacién de medidas directas sobre sus subpoblaciones. Como
medidas de conservacion se ha propuesto la restauracion de la hidrologia y vegetaci6én de
la zona, junto con planes de reproduccién artificial para restablecer las subpoblaciones

mas afectadas (Vila y col., 2007).

El conocimiento sobre ia reproduccion y los primeros estadios del ciclo de vida de O.
ascotanensis constituyen una herramienta bastante wtil e importante para el desarrollo de
futuras acciones de conservacién hacia esta especie y también para otras del genero

Orestias, asi como también representa un aporte hacia el conocimiento de la ictiofauna

endémica de Chile.




Objetivos

Objetiva general
Estudiar conductas asociadas a la reproduccion, el tipo de desove y describir el desarrollo

embrionario y larval de Orestias ascotanensis bajo variables ambientales controladas.

Objetivos especificos
o Mantener machos y hembras adultos de O. ascotanensis en cautiverio bajo
condiciones ambientales y alimentacién controladas.
e Describir conductas asociadas a la reproduccién y examinar gonadas femeninas,
¢ Inducir el desove y realizar fecundacion artificial en condiciones de laboratorio.

e Caracterizar el desarrollo embrionario de O. ascotanensis.

e Caracterizar estadios larvales de O. ascofanensis.




Materiales y métodos

Obtencion de individuos

En los meses de abril y mayo de 2014, 50 individuos adultos de distintas tallas de Orestias
ascotanensis faeron capturados en las vertientes 5 y 6 que alimentan el Salar de Ascotin
ubicado en los Andes de la II region de Antofagasta (576966-7623591 UTM MGS 84, a
3716 m.s.n.m., Fig. 1). La pesca se realizé6 mediante redes manuales y pesca eléctrica, y
los individuos fueron trasladados el mismo dia por via aérea al Laboratorio de Limnologfa

de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, Santiago, Chile.

Adicionalmente, individuos de O. ascotanensis (longitud estandar < 30 mm.) fueron
capturados en los meses de diciembre de 2014 y marzo de 2015, de las vertientes 5 y 6
mediante redes manuales. Los ejemplares fueron eutanasiados con aceite de clavo de olor

y fijados en formalina al 2-5%.
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Figura 1: A: Vertientes del Salar de Ascotan donde se agrupan las distintas
subpoblaciones de O. ascotanensis (Morales y col., 2011); B: Dimorfismo sexual de
Orestias ascotanensis (Vila y col., 2007b); C: Vertiente 6 del salar de Ascotan.

Incubacién

Los individuos adultos fueron ubicados en cuatro acuarios de 20 a 50 litros de capacidad
en grupos mixtos de 10 a 30 individuos bajo condiciones ambientales y alimentacion
controladas. La temperatura del agua se mantuvo a 20°C (£1°C), la conductividad oscild
entre 2800 a 3600 puS/cm® y se fijé un fotoperiodo de 16:8 (horas luz: horas oscuridad).
Los peces fueron alimentados dos veces al dia con alimento comercial especialmente
disefiado para peces carnivoros (Sera vipan, Sera FD Tubifex, Sera larvas rojas de
mosquito) suplementado con alimento vivo (Eisenia foetida (lombriz de tierra) y Artemia

salina).
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Cortejo y génadas

Para registrar conductas asociadas a la reproduccién, los individuos adultos fueron
fotografiados y grabados utilizando una cdmara digital compacta sumergible modelo
COOLPIX AW100 Nikon. Las génadas de las hembras que no lograron sobrevivir al
cautiverio durante el periodo de estudio fueron examinadas y fotografiadas utilizando una

lupa Nikon $MZ445 acoplada a una cdmara digital BMS.

Induccién al desove y fecundacion artificial

Luego de un periodo de aclimataciéon de 1 a 3 meses las hembras con sefiales de
comportamiento y/o fisicas de madurez sexual, como conductas de cortejo y abultamiento
del vientre, fueron seleccionadas para ser sometidas a una terapia hormonal con
Ovaprim® (SGnRHa + Domperidona) mediante inyeccién intramuscular. Las
inyecciones se aplicaron en el dorso, anterior a la aleta dorsal, utilizando jeringas de
tuberculina de 1 ml; y con Ia previa aplicacién de anestesia via immersion con aceite
esencial de clavo de olor Katmandii® a una concentracién de 2,25 pl/mi (1gota/100 ml).
Se utilizaron dosis y tiempos a probar de Ovaprim®, monitoreando cada 24 horas luego
del suministro de la hormona, aplicando masaje abdominal hasta obtener el desove. Se
realizé fecundaci6n artificial en seco, cuyo procedimiento se ejecuté mediante masaje
abdominal en hembras y machos en una proporcién de 2 a 3 machos por hembra. Las

ovas y semen fueron depositadas suavemente en una capsula Petri totalmente seca, a la
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cual solo terminado el procedimiento anterior se les agregd agua declorada para activar

la fecundacion.

Huevos y larvas

Los huevos fecundados fueron mantenidos en una camara de incubacion termoregulada a
20°C (= 1°C) en capsulas de cultivo de 6 pozos en parejas, sumergidos en agua declorada.
El agua fue removida y oxigenada diariamente, mientras que los embriones muertos
fueron separados y fijados en formalina al 2%. Las larvas eclosionadas fueron mantenidas
las primeras 2 semanas en cépsulas de cultivo de 6 pozos, luego trasladadas a vasos
precipitados y pequefios acuarios. Se les alimentd 1 a 2 veces al dia con una mezcla de
zooplancton y luego del primer mes con nauplius de Artemia salina. Ovas, embriones y
larvas (vivas y fijadas) fueron observados y fotografiados mediante una lupa Nikon
SMZ445 acoplada a una camara digital BMS, una lupa Leica EZ4HD (con cdmara digital
incorporada) y un microscopio Leica DMS500 acoplado a una cdmara digital Leica

ICC50HD.

Videos e imagenes

El procesamiento de las imagenes y mediciones morfoldgicas se realizaron mediante los
softwares Image] y LAS EZ de Leica. Todos los videos e imagenes fueron editados

mediante el software Adobe Photoshop CS5.
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Resultados

Cortejo

Luego de un periodo de aclimatacion al cautiverio los machos comenzaron a presentar
comportamientos de cortejo sobre todo hacia las hembras de mayor talla, acompaiiado de
cambios de coloracién. El cortejo se caracterizd por persecuciones cortas de hasta cinco
machos por hembra, nadando por debajo de ellas frotando boca y dorso en la zona ventral,
cercana al poro urogenital de las hembras. Adicionalmente se noté un cambio de
coloracion de los machos hacia un amarillo anaranjado intenso en la zona ventral
posterior, al poro urogenital. Este cambio de coloracién se intensifico y aceleré al estar a
solas o entre pocos machos con una hembra. Algunas hembras, por su parte, presentaron
abultamiento del abdomen, sin embargo no presentaron cambios de coloracidn asociadas

al cortejo (Fig.2).

Figura 2: Macho cortejando a una hembra de Orestias ascotanensis donde se observa la
diferencia de tamafio entre ambos sexos: (H) hembra y (M) macho.
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Ovarios

Se observo las gonadas de seis hembras. El ovario de O. ascotanensis es un 6rgano en
forma de pera a oblonga, de color blanco con porciones altamente melanizadas. Estos
presentaron ovocitos de distintas tallas u estadios de desarrollo (Fig. 3 A, 3B, y 4),
distribuidos aleatoriamente dentro del ovario. Las tallas de ovocitos variaron desde <0,3

mm hasta 2.0 mm.

Aem

Figura 3: A: Esquema del ovario con lotes de ovocitos de distintas tallas de Orestias
ascotanensis, B: Fotografia del aspecto externo de ovario de O. ascotanensis.
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Figura 4: Ovario con ovocitos de distintas tallas (Aumento 40X): (I) 150 um, (II) 250

um, (111) 350 pum, (IV) 450 pm, (V) 550 um y (V1) 650 pm.

Desove inducido

Se aplico terapia hormonal a un total de 22 hembras, logrando inducir el desove en tres

de ellas. Los tiempos y dosis variaron bastante entre individuos. En los dos primeros casos

(hembra 1 y 2) se indujo el desove mediante masaje abdominal y la tercera hembra

experiment6 desove espontaneo en el acuario (Fig. 5). En la Tabla I se muestran las dosis

hormonales y tiempos entre dosis que resultaron con éxito.
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Tabla I: Terapia hormonal utilizada para la induccion al desove

Individuo Terapia hormonal Numero de ovas
Dos dosis de Ovaprim® de 50 pl./g con un

Hembra 1 intervalo de 3 dias entre ellas, obteniendo el 17

desove 2 dias después.

Dos dosis de Ovaprim® de 1,5 pl./g con un

Hembra 2 intervalo de 5 dias entre ellas, obteniendo el 15

desove entre 10 a 12 dias después.
Hembra 3 Desove espontineo 12

Figura 5: Ovas y semen de Orestias ascotanensis durante la fecundacion artificial.
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Primeros estadios del ciclo de vida
Se describieron los primeros estadios del ciclo de vida de O. ascotanensis en base a lo

obtenido en Iaboratorio y colectado en terreno:

1. Huevo
1.0 Pre-fecundacion
1.1 Cigoto
1.2 Clivaje
1.3 Blastulacién
1.4 Gastrulacién
1.5 Diferenciacién y morfogénesis
2. Larva
2.1 Larva en flexion con saco vitelino
2.2 Larva en flexioén

2.3 Larva en post flexién

1 Huevo

1.0 Pre-fecundacion

ESTADO 0: Huevo sin fecundar

Los huevos son demersales de forma ovalada irregular de un color blanco amariliento

suave, translucido, de 1,55 a 1,85 mm de didmetro, altamente adherentes, con una gota

18




oleosa de 400 a 430 pm de diametro. Estos desarrollaron rapidamente decenas de

filamentos los cuales le otorgaron mayor adherencia a superficies.

Desarrollo embrionario

El desarrolle embrionario de O. ascotanensis se describié desde el momento de la

fecundacién hasta la eclosion, tomando como modelo las descripciones realizadas por

Kimmel y col. (1995). Este se dividié en cinco periodos: cigoto, clivaje, blastulacion,

gastrulacién y por idltimo, diferenciacion y morfogénesis; los cuales a su vez fueron

subdivididos en 21 estados. Si bien el desarrollo constituye un proceso continuo en el cual

el embridn no deja de crecer y cambiar, pudiendo existir miltiples estados intermedios,

se establecié el tiempo estimado de ocurrencia de cada estado como el momento en el

cual los caracteres diagnosticos se completaron segtin lo descrito en cada estado (Tabla

).

Tabla II; Tabla de desarrollo embrionario de Orestias ascotanensis a 20°C (= 1 °C)

Horas post
Periodo Estado Descripcion fecundacion
(HPF)
Cigoto 1 Huevo indiviso 12/3
2 2 células 2a2l
Clivaje 3 4 células 3% a4
4 8 células 4% a 5%
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5 16 células 5%aé6
6 32 a 64 células 6
7 Blastula 7%a8
Blastulacion
8 Epibolia al 30% 20
9 Epibolia al 50% 25
Gastrulacion 10 Escudo embrionario 28
11 Epibolia al 70% 31
12 Establecimiento vesiculas cerebrales 50
13 Aparicion de cromatéforos 70
Establecimiento copas épticas, latidos del
14 corazon y primeras contracciones 92
musculares
Desarrollo de vesiculas dticas y
15 . . ey 1 96
circulacién en vasos vitelinos
Diferenciacion 16 Desarrollo del corazén 140
y
morfogénesis 17 Aparici6n de aletas pectorales 166
18 Delimitacion de cavidad corporal 190
19 Formacion del tubo digestivo y cristalino 216
20 Formacion de la esclera, cdrnea e higado 288
21 Formacion de arcos branquiales y 308
desarrollo de la aleta caudal
Eclosion 336 a432
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1.1 Periodo de cigoto

ESTADO 1: Huevo indiviso

El cigoto se forma una vez ocurrida la fecundacion, seguido por la formacion del espacio
perivitelino cuya profundidad alcanza alrededor de 125 a 180 um. Luego de
aproximadamente 1 hora y 40 minutos es posible observar el disco embrionario, célula
grande y opaca de 650 um de diametro ubicada en la ctispide de uno de los polos. La gota
oleosa mide cerca de 415 um de diametro, y por lo general permanece integra. En este
momento se establece el polo animal y vegetal del cigoto, definiendo el eje
anteroposterior del embrion, cuya region cefélica se formara en el polo animal (PA) y la

zona caudal hacia el polo vegetal (PV) (Fig. 6).

Figura 6: Cigoto con blastodisco de Orestias ascotanensis (estado 1) (Aumento 30x):
(c) corion, (de) disco embrionario, (ep) espacio perivitelino, (ga) gota oleosa, (PA) polo
animal, (PV) polo vegetal y (v) vitelo.
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1.2 Periodo de clivaje
ESTADO 2: Dos células

La primera division del blastodisco ocurre luego de 2 a 2,5 horas post fecundacion. El
clivaje es meroblastico y el surco de clivaje es vertical, generando dos blastomeros
simétricos y de gran tamafio (alrededor de 420 pm de diametro). La gota oleosa se divide

parcialmente en algunos de los embriones (Fig. 7).

Figura 7: Estado de dos blastomeros de Orestias ascotanensis (estado 2) (Aumento
30x): (b1) y (b2) blastomeros, (c) corion, (ep) espacio perivitelino, (ga) gota oleosa,
(PA) polo animal y (v) vitelo.




ESTADO 3: Cuatro células

El segundo surco de clivaje se traza perpendicular al primero dando origen a cuatro
células, observandose compactas y altas sobre el gran vitelo. Las células miden cerca de

200 um. (Fig. 8)

Figura 8: Estado de cuatro blastomeros de Orestias ascotanensis (estado 3) (Aumento
30x): (bl) blastémeros, (c) corion, (ep) espacio perivitelino, (f) filamentos, (ga) gotas
oleosas, (PA) polo animal, (PV) polo vegetal y (v) vitelo.

ESTADO 4: Ocho células

El tercer ciclo de clivaje ocurre pasadas las 4,5 horas post fecundacion. El surco de clivaje
se traza paralelo al primero, generando ocho células de alrededor 100 pm de diametro,
dispuestas como una sola capa de células. Las gotas oleosas no se dividen o lo hacen

ligeramente (Fig. 9).




Figura 9: Estado de ocho blastoémeros de Orestias ascotanensis (estado 4) (Aumento
30x): (b) blastomeros de 8, (c) corion, (ep) espacio perivitelino, (ga) gota oleosa, (PA)
polo animal, (PV) polo vegetal y (v) vitelo.

ESTADO 5: 16 células

El cuarto ciclo de clivaje ocurre entre las 5,5 y 6 horas post fecundacion, dando origen a
16 células de alrededor 90 um de didmetro que se ubican compactas en una capa de
células. La gota de aceite se divide parcialmente en algunos casos mientras que en otros

sigue intacta (Fig. 10).




Figura 10: Estado de 16 blastomeros de Orestias ascotanensis (estado 5) (Aumento:
30x): (b) 16 blastémeros, (c) corion, (ep) espacio perivitelino, (ga) gota oleosa, (PA)
polo animal, (PV) polo vegetal y (v) vitelo.

ESTADO 6: 32 a 64 células

El quinto y sexto ciclo de clivaje da origen a un embrion de 32 y 64 células,
respectivamente. Los clivajes ocurren a menor sincronia que los ciclos anteriores, de
manera que las células varian en tamarfio, disminuyendo progresivamente su volumen a
medida que ocurren las divisiones, con células desde 70 a 40 um aproximadamente. Estas

se ubican compactas en mas de una capa de células, todas posadas sobre el vitelo (Fig.11).




Figura 11: Estado de 32 a 64 células de Orestias ascotanensis (estado 6) (Aumento:
30x): (bl) blastémeros, (c) corion, (ep) espacio perivitelino, (ga) gota oleosa, (PA) polo
animal, (PV) polo vegetal y (v) vitelo.

1.3 Periodo de blastulacién

ESTADO 7: Blastula

Luego de otro ciclo de divisiones celulares se han generado cientos de células, las cuales
se observan compactas conformando una estructura alta y redondeada en forma de ctipula.
Pasadas las 7 horas y media post fecundacion, las células miden cerca de 30 pm de

diametro (Fig. 12).
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Figura 12: Blastula de Orestias ascotanensis (estado 7) (Aumento 30x): (b) Blastula, (c)
corion, (ep) espacio perivitelino, (ga) gota oleosa, (PA) polo animal, (PV) polo vegetal
y (v) vitelo.

ESTADO 8: Epibolia al 30%

Luego de reiterados ciclos de clivaje las células ya no son distinguibles unas de otras bajo
el lente del microscopio 6ptico. Por efecto de movimientos epibolicos, la blastula
comienza a bajar y extenderse superficialmente por el vitelo en direccion al ecuador de la

célula vitelinica. En este estado ya ha bajado un tercio de la superficie total (Fig. 13).




Figura 13: Epibolia al 30% de Orestias ascotanensis (estado 8) (Aumento: 30x): (c)
corion, (ga) gota oleosa, (PA) polo animal, (PV) polo vegetal, (v) vitelo y flechas
indican la direccion de los movimientos epibolicos.

1.4 Periodo de gastrulacion

ESTADO 9: Epibolia al 50%

Los movimientos epibolicos desplazan las células hacia el polo vegetal, hasta el ecuador

de la célula vitelinica formando un engrosamiento del blastodermo en el ecuador de esta,

llamado anillo germinal (Fig.14).




Figura 14: Epibolia al 50% de Orestias ascotanensis (estado 9) (Aumento 30x): (bm)
blastodermo, (c) corion, (ep) espacio perivitelino, (ga) gota oleosa, (PA) polo animal y
(PV) polo vegetal.

ESTADO 10: Escudo embrionario

Por movimientos de epibolia, involucién y convergencia, las células se desplazan
convergiendo en una estructura densa triangular llamada escudo embrionario. En este

momento se define el eje dorso-ventral del individuo (Fig. 15).
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Figura 15: Escudo embrionario de Orestias ascotanensis (estado 10) (Aumento: 30x):
(c) corion, (D) y (V) eje dorsoventral, (e) escudo embrionario, (ep) espacio perivitelino,
(ga) gota oleosa, (PA) polo animal y (PV) polo vegetal.

ESTADO 11: Epibolia 70%

Los movimientos epibolicos desplazan las células hacia el vitelo, cubriendo un 70% de
su area total. El escudo embrionario, por su parte, se ha extendido y alargado a lo largo

del eje anteroposterior por migracion de sus células. La gota oleosa por lo general

coalesce (Fig. 16).
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Figura 16: Epibolia 60-70% de Orestias ascotanensis (estado 11) (Aumento: 30x): (bt)
blastodermo, (c) corion, (ep) espacio perivitelino, (ga) gota oleosa, (PA) polo animal y
(PV) polo vegetal.

1.5 Periodo de diferenciacion y morfogénesis

ESTADO 12: Establecimiento vesiculas cerebrales

Hacia el final del segundo dia luego de la fecundacion, se establece la cresta neural vy
pasadas las 50 horas, esta se ha expandido formando estructuras mas definidas. Se
establecen vesiculas cerebrales rudimentarias las cuales daran origen al Prosencéfalo en
la zona anterior, Mesencéfalo en la region media y el Romboncéfalo hacia la region
posterior. Primordios de las vesiculas Opticas se desarrollan lateralmente en la zona
anterior de las vesiculas cerebrales, estas son estructuras cilindricas a ovaladas de 215 um

de largo. El embrién se dispone rodeando ' del vitelo (Fig. 17).
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Figura 17: Vista dorsal de vesiculas cerebrales de Orestias ascotanensis (estado 12)
(Aumento: 30x): (vp) vesiculas Opticas y (vc) vesiculas cerebrales rudimentarias.

ESTADO 13: Aparicion de cromatéforos

El embrién ya rodea 3/5 del vitelo y ha desarrollado los primeros somitos. Vesiculas
cerebrales y opticas se han engrosado y la zona media presenta una coloracién interna
amarilla intensa. Adicionalmente, aparecen los primeros cromatéforos estrellados de 30
a 40 pm, algunos de color marrén oscuro (melanéforos) y otros blancos los cuales
adquieren un color anaranjado intenso durante la exposicion directa de la luz (iridéforos).
Estos se disponen dibujando perimetralmente al embridn concentrandose en vesiculas
cerebrales y somitos, y de forma relativamente uniforme en vitelo, con excepcion de la
zona proxima al extremo anterior del embrién en la cual se disponen dibujando una
circunferencia en torno a la region cefilica. El patron de pigmentacion, ademas del

tamario y forma de las células pigmentadas puede variar entre los individuos (Fig.18).




Figura 18: Primeros cromatoforos y somitos de Orestias ascotanensis (estado 13)
(Aumento: 30x): (c¢) corion, (i) irid6foros, (m) melandforos, (sm) somitos, (vc) vesiculas
cerebrales vy (vp) vesiculas opticas.

ESTADO 14: Establecimiento de copas 6pticas, primeros latidos del corazon y

primeras contracciones musculares.

A las 90 horas post fecundacion el embrion ya rodea 3/4 del vitelo y se han establecido
las copas Opticas, estructuras transparentes de forma ovalada que alcanzan 260 pm de
didmetro. El primordio del corazén ya se ha formado y comienza a latir tempranamente,
este posee una forma tubular de aproximadamente 270 pm de largo, transparente, con dos
pequeiias valvulas vasculares de color blanco, las cuales se mueven con las contracciones
musculares de este corazon rudimentario el cual se ubica en la parte ventral de los lobulos
Opticos. A los latidos del corazon lo acompafian los primeros movimientos zigzagueantes

del extremo desprendido de la cola (Fig. 19).
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Figura 19: Establecimiento de copas Opticas, primeros latidos del corazén y
contracciones musculares de Orestias ascotanensis (estado 14) (Aumento: 40x): (co)
copas Opticas, (ga) gota oleosa, (v) vitelo, (m) melanéforos, (i) iridéforos y (s) somitos.

ESTADO 15: Desarrollo de vesiculas éticas y circulacion de los vasos vitelinos

Las tres partes del cerebro (prosencéfalo, mesencéfalo y romboncéfalo) ya son
distinguibles entre si y las copas Opticas siguen creciendo. Estas alcanzan cerca de 320
um antes de comenzar a melanizarse trazando estructuras preliminares de los futuros ojos.
Los embriones comienzan a tomar otras tonalidades, con la aparicién de nuevos
pigmentos de colores amarillo y naranja, producidos por xantoforos y/o eritroforos. El
par de vesiculas oticas ya se han desarrollado y poseen 2 otolitos cada una, estas
constituyen estructuras ovaladas translicidas de alrededor 80 um de didmetro que se

ubican en ambos costados de la region posterior de la cabeza. Por otra parte, los vasos
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vitelinos ya comienzan a conducir el flujo sanguineo, quienes reciben el flujo desde la

aorta y la conducen hacia el corazon (Fig. 20).

Figura 20: Vista lateral de embridn de Orestias ascotanensis (estado 16) (Aumento:
40x): (co) copas Opticas, (mc) mesencéfalo, (pc) prosencéfalo, (rc) romboncéfalo y (vo)
vesicula dtica.

ESTADO 16: Desarrollo del corazéon

El embridn rodea 5/6 del vitelo y la parte desprendida de la cola se mueve hacia izquierda
y derecha, enroscandose en forma de gancho. La fisura de la boca ya se ha trazado entre
las copas Opticas, las cuales ya alcanzan cerca de 380 um de longitud. Se ha pigmentado
la retina y delimitado las estructuras de la camara posterior del ojo. Luego de las 166

horas post fecundacion las copas Opticas comienzan poco a poco a envolverse de una
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cubierta tornasolada. El corazon ha crecido, distinguiendo las c4maras del corazén, seno
venoso, atrio, ventriculo y bulbo arterioso. Desde una vista frontal de la cabeza, el atrio y
ventriculo alcanzan una longitud cercana a 110 pm y 180 pm respectivamente. La
produccion de eritrocitos ha ocurrido paulatinamente desde alrededor las 123 horas post
fecundacion y en este estado el corazdn se ve rojo por el flujo de sangre que es propulsada
en cada doble latido del corazén. La sangre fluye desde los vasos vitelinos hacia el seno
venoso conduciéndola hacia el atrio, y este a su vez, hacia el ventriculo, cuyo paso es
mediado por las valvulas atrioventriculares. El flujo de salida del corazén contintia desde

el ventriculo hacia el bulbo arterioso, y este hasta la aorta ventral (Figs. 21 y 22).
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Figura 21: Vista dorsal de Orestias ascotanensis (estado 16) (Aumento 35x): (co) copas
Opticas.

Figura 22: Vista frontal de embrion de Orestias ascotanensis (estado 16) (Aumento
35x): (at) atrio, (co) copas Opticas, (sv) seno venoso y (vt) ventriculo.
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ESTADO 17: Desarrollo de aletas pectorales

El embrién ya casi toca su cabeza y ya es posible observar pequefias aletas pectorales que
varian entre 0,33 a 0,38 mm de longitud. Estas son translucidas de borde redondeado,

ubicadas en ambos costados entre el mesencéfalo y el romboncéfalo (Figs. 23 y 24).

Figura 23: Vista frontal de Orestias ascotanensis (estado 17) (Aumento 35x): (at) atrio,
(co) copas Opticas, (sv) seno venoso y (vt) ventriculo.
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Figura 24: Vista dorso posterior de Orestias ascotanensis (estado 17) (Aumento 35x):

(ap) aletas pectorales, (co) copas Opticas, (mc) mesencéfalo y (rb) romboncéfalo.

ESTADO 18: Delimitacion de la cavidad corporal y comienzo de la formacién de la

aleta caudal

Cerca de las 192 horas el embrion ya toca su cabeza con la cola y la aleta caudal ya

comienza su formacién. La retina ha continuado su pigmentacion, presentando un color

plateado tornasol, ademés de la diferenciacion de las estructuras de la cdmara posterior

del ojo. A esto lo acompafia el engrosamiento de la zona lateral de la cabeza y

delimitacion de la cavidad corporal sobre el saco vitelino la cual envuelve un drea entre

el 8 a 10% del 4rea total (Figs. 25 y 26).
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Figura 25: Vista frontal de Orestias ascotanensis (estado 18) (Aumento 40x): (co) copas
Opticas.

Figura 26: Vista dorsal de Orestias ascotanensis (estado 18) (Aumento 40x): (cc)
cavidad corporal.
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ESTADO 19: Formacion del tubo digestivo y cristalino

La aleta caudal ha crecido y presenta al menos 3 a 4 rayos a las 216 horas post
fecundacion. La cabeza, cola y cavidad corporal han aumentado su tamafio, cubriendo
esta (iltima, un drea cercana al 15% del 4rea total del saco vitelino, zona que gradualmente
se cubre de pigmentos y recubre de una cubierta plateada. El tubo digestivo se ha
desarrollado completamente, formando una estructura tubular de color anaranjado fuerte
que se extiende desde el final de la cabeza hasta el poro urogenital, en posicién ventral a
los somitos. El cristalino, por su parte, se ha desarrollado en el centro del ojo, siendo una
estructura esférica transparente sobresaliente de 120 um de didametro. En el caso de las
vesiculas dticas han crecido y formado una estructura de forma circular de un didametro

de 165 pm. (Figs. 27, 28 y 29).

Figura 27: Vista lateral de Orestias ascotanensis (estado 19) (Aumento 35x): (cc)
cavidad corporal, (co) ojo, (mc) mesencéfalo, (pc) prosencéfalo, (rc) romboncéfalo, (vI)
vesicula del lente y (vo) vesicula dtica.
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Figura 28: Vista lateral de embrion de Orestias ascotanensis (estado 19) (Aumento
35x): (td) tubo digestivo y (vo) vesicula otica.

Figura 29: Vista dorsal de embrion de Orestias ascotanensis (estado 19) (Aumento
35x): (cc) cavidad corporal, (1) lente o cristalino y (vo) vesicula dtica.
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ESTADO 20: Desarrollo de la esclera, cornea e higado.

Los ojos de los embriones desarrollan la esclera, cubierta transparente de aspecto
gelatinoso que envuelve la zona posterior de los ojos. Luego, en la zona anterior se forma
la cornea en forma de cipula delante del cristalino. En la zona anterior de la cabeza ya se
ha formado las mandibulas superior e inferior, permitiendo a los embriones abrir y cerrar
la cavidad bucal. En el lado izquierdo de la cavidad corporal en posicién ventral se
observa el higado, 6rgano ovalado amarillo intenso de 175 pum de largo. De manera
gradual, los vasos sanguineos del saco vitelino se han ramificado a través de este (Fig.31).
La pigmentacion de la cavidad corporal se intensifica y desarrolla tejido muscular (Figs.

30,31y 32).

Figura 30: Vista dorsal Orestias ascotanensis (estado 20) (aumento: 35x): (ac) aleta
caudal, (bo) boca, (c) corion, (cr) cornea, (es) esclera y (1) lente o cristalino.
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Figura 31: Vista dorsolateral izquierda de embrion de Orestias ascotanensis (estado 20)
(Aumento 35x): (ac) aleta caudal, (cc) cavidad corporal, (h) higado y (vi) vasos
vitelinos.

Figura 32: Vista frontal embrion de Orestias ascotanensis (estado 20) (Aumento 35x):
(at) atrio, (bo) boca abierta, (cl) cola, (cr) cornea, (es) esclera, (1) cristalino y (vt)
ventriculo.
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ESTADO 21: Formacién de los arcos branquiales

El embrion se mueve bastante girando incluso hasta 360° grados dentro del corion. Los
arcos branquiales se han formado en posicién ventral a las vesiculas 6ticas, y el opérculo
a ratos se mueve ligeramente. La base de los ojos ha desarrollado tejido muscular, lo que
les permite moverlos de un lado a otro en un 4ngulo de alrededor 15°. La aleta caudal ya
presenta entre 7 u 8 rayos, la cual se posa sobre el dorso del embrién y alcanza hasta 725
pm de longitud. Ademds, se puede apreciar un cambio en el patrén de pigmentacion,
observando una migracién de cromatéforos de la zona anteroinferior del saco vitelino

hacia la zona del corazén (Figs. 33 y 34).

Figura 33: Vista lateral de embrién de Orestias ascotanensis (estado 21) (Aumento
35x): (ab) arcos branquiales, (cz) corazon, (mi) mandibula inferior, (ms) mandibula
superior y (p) pigmentacion intensa en zona anteroinferior del saco vitelino.
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Figura 34: Vista frontal embrion de Orestias ascotanensis (estado 21) (aumento: 35x):
(ac) aleta caudal, (cz) corazdn, (ga) gota oleosa y (p) pigmentacién intensa en zona
anteroinferior del saco vitelino.

Eclosion

Al cabo de 14 a 18 dias ocurre la eclosion. Momento en el cual el embrion gira

energéticamente y se desprende del corion (Fig. 35).
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Figura 35: Embrion de Orestias asoctanensis en el momento de la eclosion, aun con
parte del corion sin desprender (Aumento 35x): (c) corion, (cl) cola, (0j) ojo y (V) saco
vitelino

2 Larva

Los estadios larvales de Orestias ascotanensis fueron clasificados segin lo propuesto por
Ahlstrom y Ball 1954, Kendall y col. 1984 y Nakatani y col. 2001, adaptado a los
resultados obtenidos. En la Tabla III se detallan los caracteres diagnésticos y el tiempo

de ocurrencia de cada estado.
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Tabla ITI: Resumen estadios larvales de Orestias ascotanensis

Dias post eclosién

Estado Larval Caracteristicas (DPE)
.s losi0
Larva en flexién con saco Desde: }a eclosion hasta la DesdeOhasta5a7
vitelino absorcion del saco vitelino, dias
Notocorda ya flexionada.

Desde 1a absorcién del saco
vitelino hasta la segmentacién | Desde 5 a 7 dias hasta

Larva en flexién temprana de los rayos de las 17 a 23 dias
aletas dorsal y anal.
Desde la orientacién temprana
1
de los rayos de las aletas Desde 18 2 24 dias
. dorsal y anal hasta la
Larva en postflexion .. hasta
absorcion de la aleta \
. .y 90-105 dias (aprox.)
membranosa y aparicién de
escaimas.

2.1 Larva en flexion con saco vitelino

Las larvas recién eclosionadas miden entre 4,4 y 5,2 mm de longitud estindar, presentan
una aleta caudal de 11 a 12 rayos, aletas pectorales carentes de estructuras 6seas de 0,45
a 0,5 mm y una aleta membranosa que se extiende de forma continua en ambos lados,
dorsal y ventral, desde el poro urogenital hasta el extremo caudal. El saco vitelino al
momento de la eclosién mide entre 1,2 y 1,4 mm de largo y 0,5 a 0,7 mm de ancho,
disminuyendo progresivamente de tamafio hasta su absorcién completa al cabo de 5 a 7
dias. La gota oleosa inicialmente se ubica detras del corazén, sin embargo cuando la larva
se comienza a movilizar esta se ubica en la zona media del saco vitelino. Los ojos y
cavidad bucal se encuentran desarrollados por completo permitiéndoles realizar los

primeros intentos de caza. El primer dia las larvas son poco activas manteniéndose
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recostadas en el fondo, sin embargo desde el segundo las larvas se desplazan y alimentan.
Las larvas son altamente pigmentadas exhibiendo tonos marrones oscuros y claros,
naranjas y amarillos. Melanéforos se concentran en linea lateral y dorso, en especial en
la cabeza en forma de manchas o lunares extendiéndose hacia el extremo caudal. Cada
individuo presenta sus propias variaciones en el patron de pigmentacion, permitiendo la
identificacion a nivel de individuo. En relacion a la alimentacion, las larvas durante este
periodo seleccionan las presas de menor tamafio, del surtido que se les entrega, como
rotiferos (Brachionus spp.), copépodos y estadios tempranos de Artemia (nauplius),

cultivados en laboratorio.

Figura 36: Larva en flexion con saco vitelino recién eclosionada de Orestias
ascotanensis (Aumento: 8x): (ac) aleta caudal, (am) aleta membranosa, (ap) aletas
pectorales, (0j) ojo, (pu) poro urogenital y (sv) saco vitelino.
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Figura 37: Detalle del extremo caudal de larva en flexion con saco vitelino de Orestias
ascotanensis (Aumento: 40x): (ac) aleta caudal, (am) aleta membranosa, (D) eje dorsal,
(n) notocorda, (rc) rayos caudales y (V) eje ventral.
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Figura 38: Vista dorsal de larva flexion con saco vitelino de Orestias ascotanensis
(Aumento: 8x): (ac) aleta caudal, (ap) aleta pectoral, (ga) gota oleosa, (me) miémeros
pre anales, (mo) miomeros post anales, (0j) ojo v (sv) saco vitelino.
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Figura 39: Detalle de la cabeza de larva en flexién con saco vitelino recién eclosionada
de Orestias ascotanensis (Aumento: 35x): (ap) aletas pectorales, (cr) cérnea, (1)
cristalino, (op) opérculo, (sv) saco vitelino y (vo) vesicula dtica.

2.2 Larva en flexion

Luego de la absorcion del saco vitelino, la mortalidad aumenta considerablemente (cerca
del 52% de las muertes se dan en este periodo). Entre 17 a 23 dias posterior a la eclosion,
las larvas miden cerca de 6,1 a 6,5 mm de longitud estandar y la aleta caudal ya posee
cerca de 16 a 18 rayos. Los rayos de las aletas dorsal y anal se comienzan a formar,
primero la anal y luego la dorsal, ambas ubicadas a la misma distancia, a continuacion
del poro urogenital. La aleta membranosa va lentamente en retroceso. Hacia el final de
este estado la pigmentacién se ha intensificado bastante en especial en el dorso de la

cabeza donde se observa un corazén invertido de tonos marrones (melanéforos) rodeados
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de tonos iridiscentes, los cuales poco a poco se extienden hacia el extremo caudal. Tonos

verdes azulados comienzan a aparecer en la zona media del cuerpo (Fig. 42).

Figura 40: Vista lateral de larva en flexion de Orestias ascotanensis con el saco vitelino
absorbido (Aumento: 8x): (ac) aleta caudal, (am) aleta membranosa, (ap) aleta pectoral,
(me) miémeros preanales, (mi) mandibula inferior, (mo) miémeros postanales, (ms)
mandibula superior, (0j) ojo y (pu) poro urogenital.
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Figura 41: Vista lateral de la zona caudal de larva flexion de Orestias ascotanensis
(Aumento:40x): (aa) aleta anal, (ac) aleta caudal, (ad) aleta dorsal, (am) aleta
membranosa, (D) eje dorsal y (V) eje ventral.

Figura 42: Vista dorsal de Orestias ascotanensis hacia el final del periodo de larva en
flexion donde se observa la pigmentacion del dorso en forma de corazon invertido
(Aumento: 20x).
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2.3 Larva post flexion

Debido a la dificultad asociada a la determinacién del nimero de rayos de las aletas y la
presencia de escamas en individuos vivos, el tiempo de ocurrencia del estado de post
flexién se estimo en base a individuos recolectados en terreno. Luego de 40 dias post
eclosion la larva ha crecido hasta alcanzar cerca de 9,8 mm de longitud estindar. Posee
entre 20 a 21 rayos caudales, 10 rayos dorsales y 10 anales (Fig. 43 y 44). Los pigmentos
iridiscentes se han extendido hacia el extremo caudal trazando lineas longitudinales en
dorso y costados, tonos verdes azulados se extienden en la cavidad abdominal y tonos
amarillos y anaranjados. Luego de 60 dias post eclosién (2 meses) las larvas alcanzan
cerca de 1 mm de longitud estindar. Cerca de los dos meses y medio de vida los
individuos comienzan paulatinamente a preferir presas mas grandes, como artemias en
estados de nauplio tardio o juvenil, donde zooplancton de tallas menores parecen no ser
vistos con facilidad. Se estima que entre 90 a 105 dias (3 a 3,5 meses) luego de la eclosién
las larvas miden entre 16 a 17,5 mun de longitud estindar, poseen cerca de 30 rayos
caudales, 12 rayos pectorales, 15 rayos dorsales y 15 anales; momento el cual comienzan

a desarrollar escamas (Fig. 45 y 46).
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Figura 43: Detalle del patrén de pigmentacion, al contacto de la luz directa en larva en

postflexion de 40 dias de Orestias ascotanensis (Aumento: 12x).
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Figura 44: A: Detalle de rayos caudales (Aumento:100x) y B: rayos anales de larva en
postflexién (Aumento: 400x) de 40 dias de Orestias ascotanensis.
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Figura 45: Larva post flexion de 61 dias de Orestias ascotanensis. Notese el abdomen
hinchado por la reciente ingesta de alimento: (ac) aleta caudal, (ad) aleta dorsal, (an)
aleta anal, (mi) mandibula inferior, (ms) mandibula superior y (0j) ojo.

Figura 46: Escama de la linea lateral de larva de 17 mm de longitud estandar de
Orestias ascotanensis (Aumento: 100x).
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Discusion

La induccién al desove en cautiverio de O. ascotanensis presenté dificultades siendo
posible s6lo conseguir el desove del 13,6% de las hembras sometidas a terapia hormonal
con Ovaprim®. Esto se pudo deber a la ausencia de sefiales ambientales reguladoras de
los ciclos reproductivos, de sitios apropiados para el desove o al stress del cautiverio, que
en conjunto pudieron causar disfunciones reproductivas importantes como ausencia de
desarrollo gonadal y ausencia de maduracin final de los oocitos y/o del desove (Carrillo
v Rodriguez, 2001; Valdebenito, 2008). Pese a lo anterior, este estudio constituye la
primera fecundacidn artificial en laboratorio de Orestias ascotanensis, y también del
género Orestias en Chile, permitiendo la descripcién del desarrollo embrionario y

estadios larvales.

Los ovarios de Orestias ascotanensis presentaron un stock de ovocitos de distintos
didgmetros, desde menos de 0,1 mm a 2 mm, los cuales se distribuyeron de manera
aleatoria en el ovario. Si bien no se realizaron estudios que involucraran cortes
histol6gicos en gdnadas ni ovocitos, los resultados sugieren fuertemente un desarrollo
ovocitario asincrénico o sincrénico en més de dos grupos. Los ovocitos en estadios mas
avanzados se desarrollarfan hasta experimentar un proceso de hidratacién para finalmente
ser liberados al exterior durante el desove, y luego de igual forma con los de estadios mds
tempranos (Balbotin, 1989; Vazzoler, 1996). Ademds, la induccién al desove dio como
resultado pequefias puestas de 10 a 17 ovas, constituyendo una baja fecundidad parcial.

Los huevos midieron entre 1,55 a 1,85 mm de didmetro, tamafio relativamente grande en
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proporcidn al tamafio corporal de O. ascotanensis, cuyos adultos alcanzan hasta 90 mm

de longitud (Vila y col., 2007).

Se ha descrito que el desove parcial representa un mecanismo por el cual las especies
aumentan el nimero total de ovas producidas por periodo reproductivo a niveles mucho
mas elevados de los que podrian ser producidos en un solo evento reproductivo, esto
considerando su tamafio corporal y la capacidad de contencién de las ovas en la cavidad
corporal, lo cual se traduce en la relacién directa existente entre la fecundidad parcial y
la longitud del pez (Vazzoler, 1996). Por otro lado, un mayor didmetro de los huevos se
asocia a una mayor sobrevivencia de las larvas ya que genera larvas més grandes las
cuales podrian optar a un mayor rango de tamafio de presas, probablemente resistir mejor
periodos de escases de alimentos y tener menos depredadores {Blaxter y Hempel, 1963;

Ware, 1975; Miller y col., 1988; Pepin, 1991; Wootton, 1999).

Debido al pequefio tamafio corporal de Orestias ascotanensis, estas presentan una baja
capacidad de contenci6n de los ovocitos lo cual concuerda con la baja fecundidad parciat
obtenida. Stock de ovacitos en distintos estadios de desarrollo, baja fecundidad parcial y
gran tamafio de los huevos son caracteristicas que concuerdan con especies de desove
parcial, constituyendo una buena estrategia para maximizar la cantidad y sobrevivencia
de los descendientes tal como se ha confirmado para O. chungarensis, Q. laucaensis, O.
parinacotensis (Pinto y col., 1991) y O. agassii (De la Barra, 2012), y concordando

tanibién con lo propuesto por Buguefio y Vila (1997).

En relacién al desarrollo embrionario a 20° C (+ 1°C) de Orestias ascotanensis, este

presentd una duracién de 14 a 18 dias, periodo ligeramente mayor al mencionado
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previamente por Buguefio y Vila (1997) donde se estimé un tiempo de 12 a 14 dias a 23°-
24°C, lo cual podria explicarse por la diferencia de variables ambientales como la

temperatura durante la incubaci6n de los huevos.

Teniendo en consideraciéon que la temperatura del agua ha demostrado influir
directamente en los tiempos de desarrollo y de sobrevivencia de los embriones, ademds
de Ia longitud total y tamafio del saco vitelino de las larvas (Arenzon y col., 2002; Kupren
y col,, 2011); podrian existir diferencias en el tiempo de desarrolio respecto a embriones
incubados en condiciones de laboratorio versus los incubados bajo condiciones naturales

donde la temperatura puede variar durante el dia.

De la misma manera, los tiempos de desarrollo embrionario descritos para O, agassii, O.
luteus 'y O. ispi, cuyas estudios no involucraron un control estricto de variables
ambientales, estos varian entre ellos. L.os mayores tiempos de desarrollo de estas especies
podrian estar relacionados con la menor temperatura del agua y adaptaciones propias de
cada especie. En el caso del tiempo de reabsorcién del saco vitelino, este se conserva

bastante entre estas tres especies y O. ascofanensis, pese a las diferencias de habitats.

El desarrollo embrionario de O. ascotanensis se destaca por la temprana aparicién de
cromatéforos hacia el final del segundo dia de desarrollo embrionario y progresiva
pigmentacién en los periodos posteriores. La aparicién de melandforos durante el
desarrollo embrionario para especies como el pez cebra ha sido descrita como una
adaptacion preventiva contra dafios generados por la radiacién UV (Mueller y Neuhauss,
2014), de la misma manera estos podrian otorgarle a O. ascotanensis alta proteccion ante

la elevada radiacién del altiplano desde muy temprano desarrolio. En adicion, el
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desarrollo presenta una extensa duracién de 14 a 18 dias, periodo en el cual se origina una
larva altamente desarrollada la cual ya ha completado el proceso de flexién de la
notocorda y presenta una aleta caudal con al menos 12 rayos. Asimismo, ojos, mandibulas
y tubo digestivo ya han completado su desarrollo, capaciténdolas casi de inmediato para
cazar, en tanto que el saco vitelino es reabsorbido al cabo de 5 a 7 dias post eclosién.
Dichas caracteristicas le confieren a la larva elevada capacidad para la vida libre, lo cual
podria significar mayores probabilidades de sobrevivencia en este ambiente de
condiciones extremas de alta radiacion solar, baja presién de oxigeno y alta variabilidad

térmica.

La primera etapa del desarrollo embrionario, entre la fecundaci6n hasta el inicio del
periodo de diferenciacién y organogénesis representé el periodo con mayor mortalidad
del estado de huevo. Se ha descrito que los estados ontogénicos tempranos como el clivaje
celular y epibolia son periodos morfogenéticamente sensibles debido a las fuerzas
involucradas en los procesos de migracién celular (Kupren y col., 2011). En el caso de
los estadios larvales, se destaca un nuevo evento de aumento de la mortalidad justo
después de ocurrida la reabsorcion del saco vitelino. Esto concuerda con lo sostenido por
algunos autores que describen este lapso como un periodo critico en el ciclo de vida de
los peces debido a la altisima mortalidad natural observada. Dicha situacién seria
consecuencia de la ausencia de la primera fiiente de nutricién, el saco vitelino, y comienzo
de la alimentacidn por fuentes exdgenas (Hjort, 1914; Balbotin, 1989; Wootton, 1999).

Asi, etapas tempranas en el ciclo de vida de Orestias ascotanensis constituyen estados
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asociados a eventos de alta mortalidad, y por consiguiente, periodos de alta

vulnerabilidad.

La sobrevivencia de embriones y larvas recae directamente en el niimero de individuos
que alcanzan el estado de juvenil, teniendo implicancias directas luego en el reclutamiento
de los adultos (Saborido-Rey, 2008). Teniendo en cuenta lo anterior, las etapas tempranas
en el ciclo de vida de Orestias ascotanensis merecen especial atencién a la hora de velar
por la proteccién y persistencia de sus poblaciones. Probables periodos y sitios de
reproduccion, ademas de posibles zonas de preferencia de las larvas, deberian ser
consideradas tanto en el manejo de los recursos hidricos asociados al salar de Ascotén

como para el disefio de medidas de conservacion hacia esta especie.

Acciones como la restauracién de la hidrologfa y vegetacion, junto con la reprodyccion
artificial han sido propuestas para la restauracién de las poblaciones de O. ascotanensis
(Vila y col., 2007). La restauracién y proteccién del ecosistema asociado al salar de
Ascotan parecen ser las acciones més précticas considerando las particulares condiciones
tanto ambientales como ecoldgicas donde habita O. ascotanensis, y también las
complicaciones asociadas a la mantencién de individuos en cautiverio. Sin embargo, Ia
reproduccion artificial, ha sido planteada como una medida que podria permitir el
restablecimiento de poblaciones en su ambiente natural, pudiendo extender el periodo
reproductivo y por lo tanto aumentar el nimero de individuos en las siguientes
generaciones. Ademds, podria posibilitar el desarrollo de bancos de genes utilizando
técnicas de criopreservacion de gametos, contribuyendo de esta manera a la proteccion

de la diversidad genética (Mijkherjee y col., 2002).

63




Si bien ain falta bastante por definir respecto a una metodologia realmente efectiva, el
procedimiento planteado en este estudio podria ser replicado con algunas modificaciones.
Para mejores resultados, sobre todo para la mantencién de los individuos adultos, se
recomienda utilizar estanques seminaturales con un flujo constante de agua de una fuente
natural que se asemeje a las condiciones de su habitat natural, como ya se ha realizado en
Perli y Bolivia para especies como Orestias luteus, O. agassii, O. ispi, O. pentlandii, O.
albus y O. olivaceus, entre otras (Vilca y col., 2002; CIDAB, 2002; Terrazas, 2005; Polo,
2005). La alimentacion, por su parte, fue realmente importante tanto para la fecundidad
y sobrevivencia por lo que se recomienda proveer de una dieta altamente nutritiva,

apegandose lo mds posible a su dieta natural.
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Conclusiones

Los resuitados obtenidos para Orestias ascotanensis concuerdan con especies de
desove parcial.

El macho de O. ascotanensis presenta conductas de cortejo y cambios de
coloracion asociados a la reproduccion.

El desarrollo embrionario de O. ascotanensis a 20°C (& 1) presenta una duracién
de 14 a 18 dias, dividido en 5 periodos y 21 estados; destacdndose por Ia temprana
e intensa pigmentaci6n hacia el final de la Gastrulacion.

El estadio larval presenta los periodos de (i) larva en flexi6n con saco vitelino, (ii)
larva en flexion y (iii) larva en post flexion.

La larva de O. ascotanensis nace altamente preparada para la vida libre y absorbe
el saco vitelino en 5 a 7 dias post eclosion.

La elevada pigmentacién y vascularizaci6n del saco vitelino, junto con el alto
grado de desarrollo de las larvas a la eclosién podrian ser adaptaciones a
condiciones extremas como la alta radiacién, baja presién de oxigeno y cambios
diarios significativos de temperatura.

Los estados de huevo y larva de O. ascotanensis presentan eventos de alta
mortalidad representando periodos de aita vulnerabilidad en su ciclo de vida.

Se recomienda para mejores resultados en la induccién al desove, utilizar

instalaciones y alimentaci6n que se asemejen a las condiciones naturales.
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