Int. J. Morphol.,
30(4):1520-1525, 2012.

Desarrollo Ontogénico de la Columna Vertebral y del
Esqueleto Caudal en Larvas de Rhamdia quelen en
Condiciones de Larvicultura Intensiva

Ontogenic Development of the Vertebral Column and Caudal Skeleton
in Rhamdia quelen Larvae in Larviculture Intensive System

“David Roque Hernandez; “Jorge Rafael Casciotta; "Juan José Santinén;
“Sebastian Sanchez & “Hugo Alberto Domitrovic

HERNANDEZ, D. R.; CASCIOTTA, J. R.; SANTINON, J. J.; SANCHEZ, S. & DOMITROVIC, H. A. Desarrollo ontogénico
de la columna vertebral y del esqueleto caudal en larvas de Rhamdia quelen en condiciones de larvicultura intensiva. Int. J. Morphol.,
30(4):1520-1525, 2012.

RESUMEN: Se analiza por primera vez el desarrollo osteologico de la columna vertebral y del esqueleto caudal en larvas de
Rhamdia quelen mantenidas bajo condiciones controladas y con alimentacion artificial. Entre los dias 1 a 20 posteriores a la eclosion
(dpe) se muestrearon a intervalos regulares 400 larvas, que se colorearon y transparentaron siguiendo la técnica de Taylor & Van Dike.
En los primeros dias de vida, las larvas presentan una notocorda recta en toda su longitud. El inicio de la formacion de la columna
vertebral fue observado a los 7 dpe con la aparicion de las espinas neurales y hemales, y entre los 9 y 10 dpe para las tres primeras
vértebras. La osificacion de la columna vertebral ocurrié en sentido craneo-caudal y fue completa a los 20 dpe. El esqueleto caudal
inicia su desarrollo entre los 3 y 4 dpe, con la formacion de los hipurales (H), parahipural (PH) y los radios caudales. Los H 1 al 4 se
formaron como primordios cartilaginosos en la cara ventral de la porcion distal de la notocorda, mientras que posteriormente lo
hicieron el H 5 y el PH en el extremo distal y proximal del esqueleto caudal, respectivamente. El complejo centro ural (CCU) se
osifico inicialmente en dos partes, una anterior que resulta de la combinacion del centro preural 1y el ural 1 y una posterior con el ural
2. Los primeros radios de la aleta caudal aparecieron en larvas en flexion, mientras que después de los 13 dpe, todos los ejemplares
presentaron los radios principales osificados (ocho en la parte superior y ocho en la inferior). El desarrollo de la columna vertebral y
del esqueleto caudal en R. quelen muestra patrones similares a los descriptos en otros peces teledsteos aunque con algunas particula-
ridades que lo diferencian de los grupos relacionados.
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INTRODUCTION

Entre los numerosos estudios realizados para verifi-
car los patrones de desarrollo osteoldgico en larvas de pe-
ces, se observa que la mayoria de ellos proveen informa-
cion basica que puede ser utilizada para la reconstruccion
filogenética (Dunn, 1983), siendo ademas fundamental para
la identificacion precisa del momento donde se produce el
desarrollo anormal bajo condiciones de cultivo (Gavaia et
al., 2002).

Asimismo, el conocimiento de los aspectos
morfolégicos del desarrollo esquelético, aporta una valiosa
informacioén para comprender y prevenir de manera tem-
prana las incidencias de malformaciones en los peces culti-
vados (Coban ef al., 2009). Tales alteraciones pueden estar

asociadas, entre otros factores, con la genética (Castro et
al., 2008), con condiciones ambientales (Sfakianakis et al.,
2006) o a la nutricion (Cahu et al., 2003; Lall & Lewis-
McCrea, 2007), representando un problema importante en
la piscicultura (Castro et al.).

R. quelen es un pez de importancia comercial tanto
en Argentina como en Brasil, criado principalmente bajo
sistemas de produccion semi-intensivos e intensivos
(Baldisserotto & Radiinz Neto, 2004; Luchini & Panné
Huidobro, 2008). En los ltimos afios se observo un incre-
mento en su produccion, convirtiéndose en la especie
autoctona mas cultivada en la region sur de Brasil (Silveira
& Miiller, 2010).
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En este estudio, se describe por primera vez el desa-
rrollo osteoldgico de la columna vertebral y del esqueleto
caudal en larvas de R. quelen mantenidas bajo condiciones
controladas y con alimentacion artificial.

MATERIAL Y METODO

El presente trabajo fue realizado en las instalaciones
de piscicultura experimental del Instituto de Ictiologia del
Nordeste (INICNE) de la Facultad de Ciencias Veterinarias-
UNNE (Corrientes, Argentina). Las larvas de R. quelen fue-
ron obtenidas mediante cruzamientos entre ejemplares adul-
tos del plantel de reproductores del INICNE por induccion
artificial con extracto de hipofisis de Prochilodus lineatus.
Una vez nacidas las larvas se colocaron en un acuario de
larvicultura a una densidad de 30 larvas L-1 y fueron ali-
mentadas dos veces al dia con una microdieta elaborada se-
gun Hernandez et al. (2009). Durante el periodo de muestreo
la calidad del agua del acuario se mantuvo con promedios
de 26,7°C, pH 7,0, 6,0 mg L-1 de oxigeno disuelto, y
conductividad de 129,43 mS cm-1.

Un total de 400 larvas fueron muestreadas a interva-
los regulares entre el 1 al 20 dia posteriores a la eclosion
(dpe). Las muestras se fijaron en formol al 10% y luego se
colorearon y transparentaron siguiendo la técnica de Taylor
& Van Dyke. En el recuento total de las vértebras precaudales
se incluyeron a las cuatro correspondientes al aparato de
Weber.

Las microfotografias de las larvas en preflexion fue-
ron tomadas con microscopio Leica DM500 con camara
digital Leica ICC50, mientras que las larvas en flexion y
postflexiéon fueron registradas con lupa binocular Kyowa
Optical modelo SDZ con camara digital Sony.

RESULTADOS

Desarrollo de la Columna vertebral. En los primeros dias
de vida las larvas carecen de material cartilaginoso u 6seo,
presentando una notocorda recta en toda su longitud (Figs.
la). El desarrollo completo de la columna vertebral se al-
canza a los 20 dpe cuando la misma se observé constituida
por los cuerpos vertebrales (CV), los procesos neurales y
hemales y las costillas. El cuerpo vertebral inicid el proceso
de osificacion como hueso membranoso, mientras que los
elementos restantes consistieron en huesos cartilaginosos.

Los primeros elementos en formarse en la columna

vertebral durante los primeros estadios larvario fueron los
procesos neurales y hemales. Las espinas neurales se hicie-
ron visibles como un par de prominencias cartilaginosas en
el tercio anterior y dorsal de la notocorda entre los 7 y 10
dpe. Seguidamente, en la region ventral de la notocorda apa-
recieron las espinas hemales. El crecimiento de estas es-
tructuras presentd una direccion progresiva hacia posterior
para el caso de las espinas neurales y anterior y posterior
para las espinas hemales. El inicio de la osificacion fue re-
gistrado entre los 15 a 17 dpe.

Los primeros CV en manifestar una leve osificacion
fueron correspondientes a las tres primeras vértebras entre
los 9 y 10 dpe. Posteriormente lo hicieron las restantes en
sentido craneo-caudal. En cada CV la osificacion se inicid
desde la periferia hacia el centro. La completa osificacion
de la columna vertebral ocurrié a los 20 dpe, encontrandose
15 vértebras precaudales y 27 caudales (Fig. 1g).

Desarrollo del Esqueleto Caudal. El esqueleto caudal ini-
cia su desarrollo entre los 4 y 5 dpe, con la formacién de los
hipurales (H), parahipural (PH) y los radios caudales (Fig.
1b). En este periodo la notocorda comienza a tener una leve
flexion. Los H 1, 2, 3 y 4 se formaron como primordios
cartilaginosos relacionados a la cara ventral del extremo
distal de la notocorda (Fig. 1c-d). Posteriormente, losH 1y
2 se fusionaron formando una gran placa romboidal. El ulti-
mo en formarse fue el H 5, ventral al extremo distal de la
notocorda. Entre los 4 y 5 dpe, se evidencio una estructura
cartilaginosa correspondiente al elemento PH.

Los primeros radios de la aleta caudal aparecen en
una larva en flexién en correspondencia con los H 3 y 4,
mientras que después de los 13 dpe se pudo observar la
completa formacion de los radios principales, siendo éstos
segmentados y simples. Asi, a los 20 dpe se registraron 16
radios principales, de los cuales 8 se encuentran en el 16-
bulo dorsal asociados a los H 3-5, y los 8 restantes en el
lobulo ventral asociados alos H 1, 2 y PH (Fig. 1d-e). Has-
ta ese momento, solamente algunos radios principales po-
seian ramificaciones. Ademas, se observaron de 11 a 16
radios secundarios simples en la porcion dorsal y de 14 a
18 en la porcion ventral. En estas estructuras se observo
una osificacion intensa a los 20 dpe.

El complejo centro ural (CCU) se osifico inicial-
mente en dos partes, una anterior que resulta de la combi-
nacion del centro preural 1 y el ural 1 y una posterior co-
rrespondiente al ural 2 (Fig. 1f). El epural se hizo evidente
como un unico elemento cartilaginoso distalmente a los
arcos neurales, mientras el pleurostilo se formo posterior-
mente al CCU, encontrandose completamente osificado a
los 20 dpe.

1521



HERNANDEZ, D. R.; CASCIOTTA, J. R.; SANTINON, J. J.; SANCHEZ, S. & DOMITROVIC, H. A. Desarrollo ontogénico de la columna vertebral y del esqueleto caudal en larvas de
Rhamdia quelen en condiciones de larvicultura intensiva. Int. J. Morphol., 30(4):1520-1525,2012.

(b)

(d)

g HIV TGV = Radios
Hl 2 ¢ AT L Caudales
lyll .« ~Principales

NN

(e)

Fig. 1. Etapas del desarrollo de la columna vertebral y del esqueleto caudal en larvas de Rhamdia quelen. (a) Larva
en preflexion (3 dpe). (b) Larva en flexion (4-5 dpe). (c) Larva en flexion, formacion del esqueleto caudal (10-13
dpe). (d) Larva en flexion, osificacion de los radios caudales y cuerpos vertebrales (15 dpe). (e) Larva en posflexion,
esqueleto caudal completamente desarrollado 20 dpe, la cabeza de flecha (?) sefiala radios caudales principales
ramificados. (f) Magnificacion del recuadro de figura (e) donde se observa a los componentes del CCU. (g) Larva de
20 dpe. AU: pliegue de la aleta tnica, CP: centro preural, CV: cuerpos vertebrales, EH: espina hemal, EN: espina
neural, EP: epural, H: hipural (I - V), N: notocorda, PH: parahipural, PL: pleurostilo U: ural. Barras: (a-b-c)= 250
um; (d)=500 um; (e)= 1 mm; (f)= 500 um; (g)= 1,5 mm.
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DISCUSION

Los datos del presente trabajo complementan la in-
formacion previa disponible sobre el desarrollo embrionario
de R. quelen (Cussac et al., 1985; De Amorim et al., 2009),
aunque ninguno de estos estudios hace referencia a las ins-
tancias de condrificacion u osificacion.

Al nacimiento, los peces presentan una gran variabi-
lidad de estados de desarrollo osteologico (Koumoundouros
et al., 2001; Gracian-Negrete ef al., 2012). Parte de esta va-
riabilidad depende de la cantidad de vitelo (Kendall et al.,
1984), asi como del tiempo o temperatura de incubacion
(Koumoundouros et al., 1997). En algunas especies, por ejem-
plo en Salménidos, el desarrollo osteologico inicia seguido a
la eclosion (Kendall & Behnke, 1984), mientras que en la
mayoria de las especies, el desarrollo esquelético inicia va-
rios dias después (Coban ef al.; Gavaia et al.; Yildirim ef al.,
2009).

Segun Fraser et al. (2004), el uso de larvas provenien-
tes de piscicultura con el fin de describir el desarrollo esque-
lético puede incurrir en alteraciones morfologicas que no se
ven en ejemplares silvestres. Sin embargo, este método per-
mite obtener una muestra suficiente para la descripcion
ontogenética completa y por lo tanto es ampliamente utiliza-
do (Grande & Shardo, 2002; Coban et al.; Yildirim et al.).

La flexion de la notocorda da paso a la completa for-
macion del esqueleto caudal (Kendall ef al.). En el presente
estudio este proceso se inicio a los 4 dpe y finalizé a los 15
dpe con la completa formacion del esqueleto caudal, consti-
tuido por cinco hipurales (H 1-5), dos centro urales (CU 1y
2), un centro preural (CPU), un pleurostilo y un epural, ha-
llandose ademas el H 1 y 2 fusionados. Esta observacion es
similar a lo descrito en Helogenes marmoratus por Lundberg
& Baskin (1969). Por el contrario, en Ictalurus punctatus se
describen seis hipurales, estando los H 1 y 2 separados, mien-
tras que el 3 y 4 son los que se hallan fusionados (Grande &
Shardo).

En el presente estudio observamos un elemento epural
independiente que corresponde con lo descrito anteriormen-
te por Lundberg & Baskin. El esqueleto caudal de R. quelen
corresponde al tipo denominado pleurostilar (Patterson, 1968),
donde el uroneural se fusiona con el centro preural 1 y ural 1
para constituir el pleurostilo (Monod, 1968). Si bien estas
estructuras se encuentran fusionadas en /. punctatus, los au-
tores lo mencionan como uroneural (Grande & Shardo).

Por su parte, los cuerpos vertebrales asi como las
espinas neurales y hemales inician su desarrollo pocos dias

después del nacimiento, posteriormente al inicio de la for-
macion del esqueleto caudal, tal como fue observado en I.
punctatus (Grande & Shardo).

En ambientes naturales, una vez que las larvas ago-
tan sus reservas nutricionales provenientes del vitelo de-
ben obtener el alimento del medio externo. La busqueda
de alimentos, asi como evitar ser depredadas supone el
desarrollo de la capacidad locomotora (Koumoundouros
et al., 2001). La fuerza de propulsion en la parte caudal
del cuerpo aumenta como resultado del desarrollo de la
aleta caudal (Matsuoka, 1987), permitiendo llevar a cabo
funciones vitales para la supervivencia y la alimentacion
de las larvas en los primeros estadios de desarrollo.

Concordando con Kuzir et al. (2009) este estudio con-
tribuye al conocimiento del desarrollo ontogenético de R.
quelen y ademas sienta la base para futuros estudios de mal-
formaciones esqueléticas asociadas a los sistemas de
larvicultura y a la nutricion. La deteccion precoz de malfor-
maciones y la eliminacion de las camadas de peces criados
con una alta incidencia de este tipo de patologias, necesita de
un conocimiento detallado del desarrollo normal en larvas
(Koumoundouros ef al., 1997). Ademas, el presente trabajo
provee informacion para estudios de filogenia y clasificacion
del género Rhamdia, ya que se describe por primera vez el
desarrollo osteologico de la columna vertebral y del esquele-
to caudal en larvas de Rhamdia quelen bajo condiciones de
laboratorio y con alimentacion artificial. El desarrollo de la
columna vertebral y del esqueleto caudal muestra patrones
similares a los descriptos en otros peces teledsteos.

HERNANDEZ, D. R.; CASCIOTTA, J. R.; SANTINON, J. J.;
SANCHEZ, S. & DOMITROVIC, H. A. Ontogenic development
of the vertebral column and caudal skeleton in Rhamdia quelen
larvae in larviculture intensive. Int. J. Morphol., 30(4):1520-1525,
2012.

SUMMARY: The osteological development of vertebral
column and caudal skeleton in Rhamdia quelen larvae under
controlled conditions and artificial feeding is analyzed. Between 1
to 20 day post hatching (dph) four hundred larvae were sampled at
regular intervals, and subsequently colored and transparent
following the Taylor & Van Dyke technique. In the first days of
life, larvae have a straight notochord throughout its length. The
beginning of the vertebral column formation was observed at 7
dph with the emergence of neural and haemal spines arches, and
between 9 and 10 dph for the first three vertebrae. The ossification
of the vertebral column occurred in cranial-caudal direction and
was complete at 20 dph. The caudal skeleton begins to develop
between 3 and 4 dph, with the formation of the hypurals (H),
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parahipural (PH) and caudal fin rays. The H 1 to 4 were formed as
cartilaginous primordia on the ventral surface of the distal portion
of the notochord, and then later the H 5 and PH in distal and
proximal extreme of the caudal skeleton, respectively. Central ural
complex (CUC) was ossified in two parts, one anterior that is a
combination of central preural 1 and ural 1 and other posterior
with the ural 2. The first caudal fin rays appear in flexion larvae,
while after 13 dph, all specimens had ossified principal rays (eight
rays in both upper and lower lobes). The development of the verte-
bral column and caudal skeleton shows similar patterns to those
described in other teleost fish although with some peculiarities that
differentiate it from related groups.

KEY WORDS: Rhamdia quelen; Larviculture;
Osteological development.
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