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RESUMEN

Se describen los principales cambios morfoldgicos e histolégicos a nivel del tubo digestivo que
sufren las larvas de bagre negro (Rhamdia quelen), asi como el crecimiento y la supervivencia en los
primeros 15 dias tras la eclosion. La supervivencia a los 15 dias de eclosionar fue de 76.4+6.8 %.

Las larvas crecieron un 205% respecto a su longitud total en 15 dias. A partir del dia cinco se
observé una disminucion en la tasa de crecimiento coincidiendo con el comienzo la alimentacion
exogena, lo que podria indicar que el tipo de alimento proporcionado (alimento inerte y nauplios de
Artemia) y/o la cantidad suministrada no sean tan adecuados como las propias reservas vitelinas.
Pocos dias luego de comenzar a alimentarse por si mismas, las larvas atraviesan una serie de
cambios morfolégicos, diferenciacion de aletas y bigotes, desarrollo de vejiga natatoria, etc., que les
permiten capturar su alimento. A lo largo del ensayo el tubo digestivo se diferencia en tres sectores,
estémago, intestino anterior y posterior, similares a los descritos para otras especies. Al finalizar el
ensayo el estémago no era funcional, careciendo aun de glandulas géstricas. El higado y pancreas
se encontraban diferenciados al momento de la apertura de la boca. Luego de 15 dias las larvas de
bagre negro no habrian finalizado aun su transformacién en alevines, careciendo aun de aletas
impares diferenciadas.

PALABRAS CLAVE: Rhamdia quelen larvas, crecimiento, tubo digestivo, cambios morfolégicos
ABSTRACT

Morphologic and histological development of the digestive tract of black catfish larvae,
Rhamdia quelen (Pisces, Pimelodidae)

In this paper we describe the most important morphological and histological changes of the
digestive tract of black catfish (Rhamdia quelen) larvae, as well as their growth and survival during
the first 15 days after hatching. Survival on the 15" day after hatching was 76.4+6.8 %. Larvae grew
205 % of their total length in 15 days. A reduction in the growth rate was observed from fifth day,
coincident with the beginning of the exogenous feeding. This could suggests that the food and/or the
quantity of the food was not as adequated as the yolk. Few days after the beginning of the exogenous
feeding the larvae went through many morphological changes, including fin and barbels differentiation,
gas bladder development, etc., that allows them to catch their food. During the essay the digestive
tract was differentiated into three portions, stomach, foregut and hindgut, similar to that described for
other species. At the end of the essay the stomach was still not functional, lacking of gastric glands.
Liver and pancreas were differentiated when the larvae opened the mouth. After 15 days black
catfish larvae did not finish the transformation into fingerlings, still lacking differentiated paired fins.
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INTRODUCCION

Al eclosionar, las larvas de peces pasan por una primera etapa de alimentacion endégena
o fase lecitotréfica, en la cual obtienen su alimento del saco vitelino. Luego, tras la apertura
de la boca, pasan a una fase de alimentacién exégena. Salvo en salmdnidos y algunos
pocos peces de agua dulce como el pez gato americano o bagre de canal, Ictalurus
punctatus (Lovell, 1977), las larvas de peces dependen del alimento vivo durante las
primeras fases de vida (Stickney, 1979) y su cultivo ha sido posible gracias al cultivo de
presas vivas, principalmente rotiferos (Brachionus plicatilis) (Watanabe et al., 1983) y a la
utilizacion de nauplios y metanauplios de Artemia (Leger et al., 1986). Sin embargo el
alimento vivo presenta una serie de desventajas, como la dificultad de su obtencion,
necesidad de un control sanitario, composicion variable pudiendo no satisfacer los
requerimientos nutricionales de la especie y por ultimo, supone un gasto extra en energia
y mano de obra. Por otro lado es posible utilizar alimento inerte (racién microparticulada
balanceada o microdieta), evitando los inconvenientes de las presas vivas. No obstante, no
siempre se alcanzan los mismos resultados que con el alimento vivo (Gatesoupe et al.,
1977). Esto se debe en parte al desconocimiento de los requerimientos de algunos
nutrientes para la mayoria de especies. Por otra parte, las microdietas utilizadas tienen que
adaptarse a la capacidad digestiva de las larvas a lo largo del desarrollo, ya que el tubo
digestivo en larvas de peces es morfoldgica, histolégica y fisiolégicamente menos
desarrollado que el de los adultos (Govoni et al., 1986).

El bagre negro o bagre sudamericano, Rhamdia quelen (Siluriforme, Pimelodidae), se
investiga en nuestro pais con fines productivos (Varela et al. 1982a, b y c; Salhi y Bessonart,
2000; Salhi et al., 2001, 2004, Bessonart et al., 2001).

Esta especie produce miles de huevos (mas de 100.000 por kg de peso de hembra) de
pequefio tamafo de los cuales eclosionan larvas con muy poco vitelo, requiriendo alimento a
muy temprana edad, normalmente a partir del tercer o cuarto dia de vida (Luchini, 1990).

Al igual que otras especies, durante su desarrollo las larvas de bagre atraviesan una etapa
critica en el momento en que la larva agota su saco vitelino y comienza la alimentacion
exogena, etapa en la que se dan altos niveles de mortandad (De Silva y Anderson, 1998).

Para poder desarrollar una alimentacién adecuada para cada especie y fase larvaria, que
permita una produccién exitosa, se considera de gran importancia el conocimiento de la
morfologia y desarrollo de las larvas de peces, en particular de su sistema digestivo.

Con el fin de estudiar el desarrollo larvario del bagre negro, se realizé un ensayo en
laboratorio de cultivo de larvas de esta especie en el que se estudié el crecimiento y la
supervivencia, describiéndose los cambios morfolégicos observados a lo largo del tiempo.
Asimismo, se realizé un estudio de las principales caracteristicas observadas a nivel histologico
del tracto digestivo y sus variaciones durante los primeros 15 dias de vida.

MATERIALES Y METODOS

Los huevos de R. quelen provenian del Centro de Investigaciones Pesqueras y Piscicultura
de la DINARA en Villa Constitucion (Salto). La puesta fue obtenida por induccién hormonal de
una hembra y fecundacion natural por un solo macho. La eclosion y el desarrollo larvario tuvo
lugar en la Seccion Zoologia Vertebrados de Facultad de Ciencias.
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Se tomaron medidas de tres muestras de huevos asi como de sus correspondientes
embriones utilizando una lupa provista de un micrémetro ocular (d = 0.5mm).

Para estimar los parametros de crecimiento y supervivencia se sembraron por triplicado
larvas recién eclosionadas en peceras de vidrio de tres litros a una densidad de 83 ind./l. Para
referir el crecimiento se tomé como dia cero el dia de la eclosion.

Se sembro también un control en un recipiente de 45 litros con una densidad en torno a 150
ind./l. De alli se tomaron muestras para el estudio morfolégico e histolégico asi como para el
analisis del crecimiento diario.

Todas las instalaciones contaron con aireacién para mantener los niveles de oxigeno y se
limpiaron diariamente para preservar la calidad de agua. Se recambié diariamente el 65% del
volumen con agua previamente declorinizada.

A partir del dia 2 se proporcion6 a las larvas yema de huevo cocido y leche descremada en
polvo en una proporcion de 1:1, dos veces por dia.

Las larvas se revisaron periddicamente para observar el momento de la primera ingestion
de alimento.

A partir del sexto dia las larvas fueron alimentadas con nauplios de Artemia (500 nauplios/l)
en dos tomas diarias. Se comenz0 la alimentacion con nauplios de Artemia a partir del momento
en que se observo bajo lupa que las larvas tenian ya un tamano de boca suficiente para poder
ingerirlos.

La supervivencia larvaria se determind por conteo del total de individuos en cada pecera al
final del ensayo (dia 15). El crecimiento se determin6 mediante medidas de longitud total de 30
larvas al principio del ensayo y de 90 larvas (30 de cada una de las peceras) al final del mismo.

Del control se tomaron muestras de larvas (n = 30) a diario para estudiar cambios morfolégicos
(apertura de boca, aparicién de aletas, etc.) y se midi6 longitud total, preanal y cefélica, para
analizar la evolucion del crecimiento. También se midi6 la altura y la longitud del saco vitelino
mientras estuvo presente. Asimismo, se tomaron a lo largo del ensayo muestras de 30 larvas
por dia para el estudio histologico.

Las medidas de las larvas se tomaron usando una lupa provista de un micrémetro ocular (d
= 0.5 mm) tras anestesiarlas con 2-fenoxietanol.

La tasa de crecimiento diario (SGR) se calculé segun la expresion:

SGR (%) = ((In LT final — In LT inicial) / numero de dias) x 100.

Una vez medidas, las larvas se fijaron en formaldehido al 4% tamponado (pH = 7.6) para su
observacion morfolégica. Se tomaron larvas recién eclosionadas, de 3, 7 y 14 dias de edad
para al estudio histoldgico, se fijaron del mismo modo que las anteriores aunque minimizando
la manipulacién, luego fueron transferidas a una solucién Bouin (1 hora), deshidratadas e
incluidas en parafina. Los cortes longitudinales de 8.0 micras de espesor se tifieron con
Hematoxilina-Eosina (Lillie, 1965).

RESULTADOS

La temperatura del agua durante el ensayo oscilé entre 19 y 22.5 °C.

Las medidas iniciales de los huevos (diametro mayor del huevo, DMH) y de sus embriones
(diametro del espacio ocupado por el embrién, DE) fueron las siguientes:

DMH =2.59 + 0.14 mm, DE = 1.40 + 0.07 mm (n = 22)
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Fig. 1. Longitud total (lll) y tasa de crecimiento diario, SGR (@) en funcién del
tiempo.

Supervivencia y crecimiento

A los 15 dias, la supervivencia de las larvas sembradas en las peceras fue de 76.4 + 6.8 %,
duplicandose su talla inicial, con una tasa de crecimiento de 205.3 % de la longitud total.

La tasa de crecimiento diario (SGR) en promedio durante el ensayo fue de 5.01 %.

Alrededor de los 5 dias de edad (120 horas), la velocidad de crecimiento disminuyé
notoriamente (Figura 1), coincidiendo con el momento de la apertura de la boca y comienzo de
la alimentacion exdgena de las larvas.

Principales cambios morfolégicos

En la Tabla 1 se detallan los principales cambios morfolégicos observados a diario y en la
Figura 2 se muestra el aspecto de las larvas de bagre negro a distintas edades.

Las larvas al eclosionar carecian de pigmentacion, la longitud media observada fue de 4.03
+ 0.27 mm, visualizandose 19 miémeros. La parte posterior del cuerpo se encontraba rodeada
de una aleta primaria (“finfold”), a partir de la cual se desarrollaran las aletas impares. El saco
vitelino media 1.13 £ 0.09 mm en longitud y 0.94 + 0.11 mm en altura. Aun no se distinguian los
ojos. El digestivo consistia en un tubo recto sobre el saco vitelino, cerrado por ambos extremos.

Luego de dos dias ya se habian pigmentado casi en su totalidad, distinguiéndose clara-
mente los ojos y la boca, aunque esta Ultima aln no parecia estar abierta al digestivo. Median
5.39 + 0.23 mm de longitud total y se contaban 48 midmeros. Un par de bigotes y dos pares de
barbas propios de la especie ya se hallaban presentes, un par a los costados del labio superior,
otro en el labio inferior y un ultimo par a la altura del mentdn. Se observaba ventralmente el
esqueleto branquial visualizandose en algunas de las larvas los arcos branquiales. Delante del
saco vitelino se distinguia el corazén, que comenzaba a pigmentarse al igual que la sangre. En
algunas larvas el extremo final de la notocorda comenzaba a curvarse hacia arriba.
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Tabla 1. Crecimiento (longitud total) y principales cambios morfolégicos observados a diario, en larvas de
bagre negro.

Edad  Longitud total (mm)  Observaciones

0h 4,03 +0.27 Sin ojo. Poco pigmentadas. Boca y ano cerrados. Digestivo como un tubo recto.

6h 437 +0.17 La cuenca del ojo marcada. comienza a pigmentarse. al igual que la parte inferior del saco
vitelino (SV) y a nivel de la cabeza.

12h 4.65+0.20 Mayor pigmentacion. Se dibuja la boca.

18 h 471 £0.12 La boca cerrada pero dibujada. con una pequefia protuberancia a cada lado.

24 h 4.93+0.20 Pigmentacion en el zona dorsal hasta la cola. El corazon se observa anaranjado. La boca esta

abierta pero no al digestivo. Bigotes incipientes (pequefias protuberancias): 2 comisura del
labio superior. 2 labio inferior y 2 en ment6n .

36h 5.21+0.09 Comienzan a desplegarse.

48 h 5.39+0.23 Ya crecieron los bigotes y barbas. La sangre esta pigmentandose. Cavidades del nostril
distinguibles. Se observa el esqueleto branquial. Notocorda curvada hacia arriba en zonal
caudal. La cabeza despegada del SV.

60 h 5.54 +0.28 La pigmentacion alcanza el extremo caudal. por debajo de la notocorda y hasta el SV. El
digestivo se ve ensanchado por encima del SV.

3d 5.90+0.19 Aparicién de opérculos como membranas a los lados de la cabeza. Sobre el digestivo se ve la
vejiga natatoria.

4d 6.61+0.19 Comienzo de alimentacion exdgena. Digestivo dividido en dos sectores: un ensanchamiento
anterior seguido de un tubo recto. Algunas ya no tienen vitelo.

5d 7.32+0.18 Se esbozan las aletas pectorales. posteriores a los opérculos. Presencia de un reborde en la
aleta primaria. La mayoria tienen toda esta aleta. aunque partida por el ano. Casi ninguna
tiene SV visible. Digestivo dividido en tres sectores: embolsamiento y pliegue formando un asa
continuada en un tubo recto.

6d 7.52 +0.22 Embolsamiento en el tubo digestivo. continuado en un asa.

7d 7.64 +0.20 Se comienzan a formar radios a nivel de la futura aleta caudal.

10d 7.92 £0.29 Comienzan a formarse las aletas pélvicas, muy pequefas detras del opérculo.

11d 8.02+0.24 El digestivo medio forma una curva en forma de asa.

12d 8.30£0.29 El asa del digestivo se encuentra plegada hacia un costado. Borde de la aleta caudal irregular
13d 8.27 +0.28 En la aleta caudal se pueden contar claramente 13 radios.

14d 8.58 + 0.31 En las aletas pectorales se pueden contar 5 radios.

La mayoria de las larvas abrieron la boca al cuarto dia, encontrandose alimento en el
digestivo tras su suministro. A esta edad, se distinguian dos sectores, un embolsamiento anterior
que luego se continuaba en forma de un tubo simple hasta el ano. Los bigotes se observaban
serrados por delante al igual que los labios por dentro. La pigmentacién se extendié a todo el
cuerpo. Algunas larvas de 4 dias de edad ya no presentaban saco vitelino visible.
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Al finalizar el ensayo, quince dias
luego de eclosionar, las larvas median
8.55 + 0.32 mm en longitud. El digesti-
vo presentaba pocos cambios visibles
en cuanto a su morfologia, a excepcion
de un mayor plegamiento del asa ob-
servada en larvas de 7 dias.
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Fig. 2 Larvas de Rhamdia quelen a) Recién eclosionada D.escrl_pclon histologica del
b) 3 dias de edad c) 7 dias de edad d) 14 dias de edad digestivo
Las larvas de bagre negro, a los 3

dias tras la eclosion presentaban un
tubo digestivo recto, no diferenciado (Fig. 3), con un epitelio columnar simple. No se observaron
células mucosas a nivel del epitelio intestinal (Fig. 4).

A los 7 dias fue posible observar un tubo digestivo diferenciado en sectores. La porcién
posterior del digestivo anterior o estdbmago incipiente (Fig. 5), presentaba una luz amplia, con
un epitelio uniestratificado columnar sin células mucosas y plegado. El digestivo medio poseia
un epitelio simple cuboidal, menos plegado que el anterior y con abundantes células mucosas
(Fig. 6). El digestivo posterior presentaba un epitelio simple cuboidal (Fig. 7). El higado aparece
ligado al pancreas (Fig. 8), encontrandose en la parte anterior del digestivo.

A los 14 dias de vida se observé un digestivo mas desarrollado (Fig. 9), con un mayor
plegamiento de la pared del estdmago (Fig. 10), y presencia de células mucosas mas numero-
sas en el digestivo medio (Fig. 11) y ausentes en el digestivo posterior (Fig.12).
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Fig. 4 Intestino de larva de 3 dias de edad.

Fig. 5 Estébmago de larva de 7 dias de edad.
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Fig. 6 Digestivo medio de larva de 7 dias de
edad.
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Fig. 7 Seccion posterior del intestino, larva
7 dias de edad.

DISCUSION

La supervivencia obtenida al finalizar el ensayo (76%)
es bastante similar a la observada por Luchini y
Avendano-Salas en 1984, que fue del 64% luego de 17
dias en un grupo alimentado con yema de huevo, higa-
do y sangre y del 80% en las larvas alimentadas exclu-
sivamente con nauplios de Artemia.

Una vez que las larvas pasaron a la fase de alimen-
tacion exdégena se observé un elentecimiento en el
crecimiento, tanto en los valores de SGR, como en la
curva de crecimiento (Figura 1). Esto estaria indicando
que la calidad o cantidad del alimento suministrado
resulta inferior al de las reservas del saco vitelino. El
mayor crecimiento obtenido en las peceras respecto al
control, podria deberse a la menor densidad de larvas
en las mismas, resultando en una mayor disponibilidad
de espacio y de alimento.

A diferencia de dos de las especies de pez gato
africano, Clarias gariepinus (Verreth et al., 1992) y
Heterobranchus longifilis (Ogunji y Rahe, 1999), que
pueden ser alimentadas desde el inicio con nauplios de
Artemia, las larvas de bagre negro mantenidas bajo las
condiciones descritas no consumen Artemia al comien-
zo de la alimentacién exdgena, debido al tamano de
boca insuficiente para poder ingerir los nauplios.

Al eclosionar, las larvas de bagre negro se encon-
traban poco desarrolladas, experimentando grandes
cambios en su patron morfoldgico durante los 5 prime-
ros dias correspondientes a la fase lecitotréfica.

Inicialmente poseian una aleta primaria rodeando
por completo el cuerpo a partir de la cual comenzaron a
diferenciarse las aletas impares, formandose gradual-
mente los radios. Las aletas pares comenzaron a esbo-
zarse antes que las impares. Para cuando abrieron la
boca tenian los ojos desarrollados, asi como papilas
gustativas a nivel de bigotes, barbas y labios, que
probablemente les permitirian detectar el alimento con
mayor facilidad. A su vez el desarrollo de las aletas y la
formacién de la vejiga natatoria incrementaron su movi-
lidad y por ende las posibilidades de encontrar y captu-
rar el alimento.

A nivel del tracto digestivo se observaron cambios
en su morfologia pocos dias después de comenzar a
alimentarse, pasando de ser un tubo recto indiferencia-
do a poseer distintos sectores. Primero se ensancho el
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sector anterior y luego comenzo a enrollarse el
sector posterior, aumentando asi su longitud re-
lativa respecto al cuerpo. El incremento en lon-
gitud del tubo digestivo es un mecanismo por el
cual se aumenta la superficie absortiva, de for-
ma de mejorar la eficiencia en la alimentacion
(Stroband y Dabrowski, 1979).

Verreth etal. (1992) para C. gariepinusy Oguniji
y Rahe (1999) para H. longifilis utilizaron la diferen-
ciacion de las aletas dorsales como un indicativo
de que ha finalizado la transformacion en juvenil.
Segun este aspecto, en el caso de las larvas de
bagre negro utilizadas en este experimento, luego
de 15dias no habrianfinalizado su transformacion
en juvenil, dado que en ese momento aun care-
cian de aletas impares diferenciadas.

Al igual que a nivel morfologico externo, la
larvas presentaron grandes cambios a nivel
histolégico del sistema digestivo una vez co-
menzada la alimentacion exdgena. Se observa-
ron cambios similares a los observados en lar-
vas de pez gato africano (Verreth et al., 1992) y
en rodaballo, Scophthalmus maximus (Segner
etal.,, 1994).

El digestivo anterior se diferencid en un eso-
fago y un estdmago rudimentario que no parecia
ser aun completamente funcional, probablemente actuando principalmente como reservorio del
alimento, ya que carecia de glandulas gastricas. Sin embargo el digestivo medio y posterior
presentaron un epitelio aparentemente funcional, con células altas y nucleos basales.

Fig. 8 Higado y pancreas de larva de 7 dias de edad.

- AP TR 4
Fig. 9 Digestivo de larva de 14 dias de edad.
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Fig. 12 Digestivo posterior larva de 14 dias de edad.

[2003

Fig. 11 Digestivo medio larva de 14 dias de edad

En el primer sector del intestino se obser-
varon abundantes células mucosas, pudiendo
encontrarse también inclusiones lipidicas, aun-
que para poder afirmarlo seria necesario utili-
zar un colorante especifico para lipidos como
por ejemplo Sudan Il o IV (Lillie, 1965). En
concordancia con esta observacion, diversas
especies estudiadas presentan inclusiones
lipidicas en el primer sector del intestino
(Stroband y Dabrowski, 1979; Govoni et al.,
1986 ).

El grosor de los cortes (8 mm), no permitié
visualizar microvellosidades, las cuales indi-
carian la capacidad absortiva del epitelio.

El higado y el pancreas se encontraban
diferenciados al inicio de la alimentacion
exogena, al igual que se ha observado en
larvas de pez gato africano (Verreth et al.,
1992). Durante la fase larvaria se han encon-
trado siempre separados ambos érganos, no
formandose el hepatopancreas hasta finaliza-
da la transformacién en juvenil (Stroband y
Dabrowski, 1979).
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El bagre negro presenta caracteristicas de historia de vida tales como alta fecundidad,
ausencia de cuidado parental, incubacion corta y prolongado estadio larvario, que lo clasifica-
rian como especie altricial. Por estas razones es probable que se requiera de la utilizacién de
alimento vivo, al menos durante los primeros dias de vida de las larvas, antes de poder utilizar
eficientemente una racion balanceada.
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