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Resumen

La disminucion del pH y el aumento de la temperatura del agua son dos
de las principales amenazas para los peces. En el presente estudio se
usaron 1700 ovocitos fertilizados de curimba, Prochilodus lineatus, para
evaluar el efecto de diferentes condiciones de pH (4, 5, 6, 7) y temperatura
(26, 28, 30, 32°C) sobre su desarrollo embrionario y larval. Fueron
calculadas las tasas de fertilizacion, eclosion, reabsorcion del vitelo y
sobrevivencia. También se determin0 el rango de temperatura Optimo

(RTO), la temperatura critica maxima (CTMax) y el coeficiente de



sensibilidad térmica (Qo=(Ro/R)T>™))  para intervalos térmicos
diferentes de 10°C. Las mayores tasas de fertilizacion, eclosion,
reabsorcion del vitelo y sobrevivencia (p<0,05) fueron observadas en las
temperaturas de 26 y 28°C y pH de 6 y 7. Curimba presenta un estrecho
RTO de 26 a 28°C en las fases de embriéon y larva; la CTMax en dichas
fases es de 29,5°C a pH 7. Se encontraron valores diferenciales de Qio,
siendo mayor en las larvas sometidas a temperaturas altas y menor en
embriones a temperaturas menores. Los resultados indican que el efecto
sinérgico de condiciones de bajo pH y elevadas temperaturas aumenta la
mortalidad en las primeras fases del desarrollo ontogénico en P. lineatus.
Por tanto, estos datos ofrecen una herramienta util para la evaluacion y el
manejo Optimo de los embriones y las larvas de curimba en los
programas de produccién, repoblamiento y conservacion ante fenémenos

ambientales globales como el efecto invernadero y la lluvia acida.
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Abstract

The decrease in pH and increased water temperature are two major
threats to fish. In the present study were used 1700 fertilized oocytes of
curimba, Prochilodus lineatus, to evaluate the effect of various conditions
of pH (4, 5, 6, 7) and temperature (26, 28, 30, 32 °© C) on its embryonic

development. were calculated fertilization, hatching and survival yolk



resorption rates. Also determined the optimal temperature range (RTO),
critical thernal maxima (CTMax) and coefficient of thermal sensitivity
(Q10=(R2/R1) [10/(T,-T1)]) to different thermal intervals of 10°C. The highest
rates of fertilization, hatching and survival yolk resorption (p<0.05) were
observed at temperatures of 26 and 28°C and pH 6 and 7. Curimba RTO
has a narrow 26 to 28°C in stages of embryo and larva; the CTMax in these
phases is 29.5°C at pH 7. Differentials Q10 values were found, being
higher in the larvae exposed to high temperatures and lower in embryos
at lower temperatures. Results indicate that the synergistic effect of low
pH conditions and high temperatures increases mortality in the early
phases of ontogeny in P. lineatus. Therefore, these data provide a useful
tool for evaluation and optimal management of the embryos and larvae of
curimba in production programs, restocking and conservation to global

environmental phenomena such as the greenhouse effect and acid rain.
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Introduccion

Por su valor econémico y ecoldgico P. lineatus, o curimba, es un pez de gran
importancia en América del Sur dentro de las especies nativas migradoras de
mediano y grande porte (Botta et al., 2010). Se distribuye en las cuencas de los
rios Parana, Paraguay, Paraiba y San Francisco (FAO, 1993), incluyendo los

sistemas lénticos asociados. Se reproduce una vez por afo, de octubre a



marzo, y puede recorrer entre 400 y 600 kilbmetros en su ruta migratoria, la
cual es altamente compleja (Bertoletti, 1985; Godoy, 1975; Barradas et al.,
2009; Godinho y Pompeu, 2003; Herndndez-Cuadrado et al., 2013). Uno de los
factores que determinan su comportamiento migratorio en su area de
distribucion geogréfica es la temperatura, especialmente a finales del verano y
comienzo del otofio (FAO, 1993). Conocer este hecho es importante porque la
adaptabilidad térmica de una especie, individuo o poblacion, depende de los
ajustes a nivel bioquimico, celular o del organismo como un todo (Hochachka y
Somero, 2002).

Las poblaciones naturales de curimba se han visto disminuidas debido a la
sobrepesca, modificacién de su habitat y la reduccion o alteracion de la calidad
del agua (Carolsfeld y Harvey, 1998). Su reproduccion en cautiverio es dificil,
especialmente por la alta mortalidad en las primeras fases de desarrollo, por lo
que debe ser inducida artificialmente con hormonas naturales o sintéticas
(Hernandez-Cuadrado et al., 2013). Dos de las principales amenazas para los
embriones y larvas de esta y otras especies de peces dulceacuicolas son la
lluvia acida y el aumento de la temperatura del agua. En el caso de P. lineatus,
los efectos de estos factores serian mayores debido a que desova en espacios
abiertos (Coutant, 1972; Balon, 1981).

Es de indicar que los estudios de laboratorio ayudan a comprender algunas
interacciones complejas en los sistemas naturales (Jordaan y Kling, 2003;
Hernandez-Cuadrado et al., 2011). Asi, es conocido que las variaciones en la
temperatura ambiental y los componentes de la lluvia acida (HNO3 y H2S0O4)

afectan el desarrollo, crecimiento, eclosion y sobrevivencia de los embriones y



larvas de peces y otros organismos terrestres y acuaticos, aln en exposiciones
transitorias (Kita et al., 2004; Zaniboni-Filho, 2000; Oba et al., 2009; Rocha,
2006).

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto conjunto de la
temperatura y pH variables sobre el desarrollo embrionario y larval de P.
lineatus. Para esto, se analiz6 la sensibilidad térmica (Qio), la temperatura
critica maxima (CTMax), el rango de temperatura optimo (RTO), las tasas de
fertilizacion, eclosidon reabsorcion del vitelo y sobrevivencia, buscando predecir
una posible afectacion ante fenomenos globales y regionales como el

calentamiento global y la lluvia acida.

Materiales y Métodos

Fueron usados 1700 embriones de curimba obtenidos en la Estacion de
Piscicultura de la Hidroeléctrica de Itutinga, CEMIG, Minas Gerais, Brasil. Los
embriones fueron llevados al Bioterio de Animales de la Universidade Federal
de Lavras y repartidos en acuarios con tratamientos conjuntos de pH (4, 5,6y
7) y temperaturas (26, 28, 30 y 32°C) en fotoperiodo de 12:12. Se usaron 100
embriones en dos incubadoras de plastico en cada acuario.

Las concentraciones de acido sulfurico (H,SO,4) y acido nitrico (HNO3) fueron
de 162,2 mg/L y 4,2 mg/L, respectivamente, segun lo indicado por Alves et al.
(1990) para simular el efecto de la lluvia acida en Brasil. El efecto de cada valor
de pH se probd simultaneamente con cada una de las temperaturas (tabla 1);
durante todo el experimento fue monitoreado el oxigeno disuelto (OD) que

fluctud entre 7,9+1,0 mg/L y 8,1+1,2 mg/L).



A pH 7 y en las diferentes temperaturas experimentales, se midio el rango de
temperatura optimo (RTO), la temperatura critica maxima (CTMax) y la
sensibilidade térmica (Q1o). EI RTO fue tomado como el intervalo térmico en el
cual se obtuvo un porcentaje de sobrevivencia entre 70 y 100%, de acuerdo
com la metodologia recomendada por Huey y Stevenson (1979), Wilson (2001),
Angilleta et al. (2002) y Hernandez-Cuadrado (2009).

La CTMax fue determinada tomando el punto térmico intermédio entre la
temperatura letal (TLsp) y el registro térmico en el que hubo la menor
sobrevivencia. Este concepto concuerda com lo propuesto por Hutchinson
(1961) y Hutchinson y Manes (1979), segun el cual las temperaturas criticas
son aquellas en las cuales falla la funcion fisiologica.

Por ultimo, se analizé la sensibilidad térmica usando el coeficiente
térmico (Q10=(Ro/R1)> ™)y donde R, es el desarrollo ontogénico en la mayor
temperatura de um intervalo térmico; R;: es el desarrollo ontogénico en la
menor temperatura de um intervalo térmico; T, es la mayor temperatura del

intervalo térmico; y T, la menor temperatura del intervalo.

Fue determinado el tiempo en alcanzar cada estadio de desarrollo (clivaje,
blastula, gastrula, segmentacion, organogénesis y larva) en horas pos-
fertilizacion (hpf). Durante el desarrollo embrionario y larval se evaluaron las
tasas de fertilizacion (TF), eclosion (TE) y sobrevivencia, asi como la
mortalidad y las deformidades en cada tratamiento. Estas observaciones fueron
realizadas mediante el uso de lupa microscépica y microscopio de luz con

camara incorporada.



Las tasas de fertilizacion y eclosidon se calcularon a las 8 y 18 hpf,
respectivamente, y segun el avance del desarrollo con cada tratamiento,
aplicando las siguientes formulas:

TF = [E / (E+I)] x 100, donde TF: tasa de fertilizacion; E: nimero de embriones
viables; I: nimero de huevos inviables.

TE = LA/ TF x 100, en la que TE: tasa de eclosion; LA: niamero de larvas; TF:
tasa de fertilizacion.

Se comparo el efecto de los distintos pH sobre la tasas de fertilizacion, eclosion
y supervivencia en cada temperatura experimental, mediante ANOVA y prueba
post hoc de Tukey cuando hubo diferencias. Los datos son presentados como
la media £ SE con un valor p=0,05 y fueron analizados usando el software

STATISTICA 7.1.

Resultados y Discusion

En la fase embrionaria hubo mayores tasas fertilizacion, eclosién, reabsorcion
del vitelo y sobrevivencia en las temperaturas de 26 y 28°C en pH 7 (figuras 1 a
4). En pH menor a 7 estas tasas disminuyeron y el porcentaje de embriones
inviables o muertos aumentd, siendo que en pH 4 no hubo desarrollo. El
desarrollo embrionario fue mas acelerado en las temperaturas de 28 y 30°C al
ser comparado con la temperatura de 26°C, pero en 30°C la sobrevivencia
disminuyo significativamente; en 32°C, a las 11 hpf, la sobrevivencia
embrionaria fue cero en todos los tratamientos de pH y solo un 10% alcanzé el

estadio de 24 somitos en pH 7. En la fase larvaria se encontré una mayor tasa



de desarrollo con el aumento de la temperatura (26°C, 28°C, 30°C); mas en
30°C y 32°C la sobrevivencia fue nula o casi nula, mientras que en 26 y 28°C
fue superior al 80% en pH 7 (figura 4).

La sensibilidad térmica (Q10) de la especie presento valores diferenciales en los
distintos rangos de temperatura y segun el avance del desarrollo. Asi, mientras
qgue en la fase de gastrula y segmentacion los valores de Qqo fueron bajos, en
el periodo larval estos valores aumentaron (Tabla 2). Los anteriores hallazgos
pueden ser la evidencia de un mayor grado de adaptacion fenotipica en el
tiempo y demuestra una mayor complejidad en la respuesta larval en
comparacion con lo observado en los embriones. Estos datos podrian ser de
utiidad en el manejo de las formas inmaduras de curimba, tanto en los
sistemas de produccion como en los programas de conservacién, ante las
consecuencias adversas del calentamiento global.

Los datos preliminares de la presente investigacion sugieren la existencia de un
efecto sinérgico de la acidez y de la temperatura del agua en el desarrollo
embrionario y larval de P. lineatus en laboratorio. Este hallazgo también fue
recientemente reportado por Zaniboni-Filho et al. (2008) en condiciones de pH
y temperatura diferentes a las aqui usadas. Estos autores también encontraron
que la sobrevivencia de larvas de curimba es cero en pH menor de 4,6 y de
90% en pH entre 8,7 y 9,2. Pero la sobrevivencia determinada en el presente
estudio, en pH 7 y temperaturas de 26°C+1°C y 28°C+1°C, fue similar a la
reportada por dichos investigadores a 25+0,4°C. Ello puede estar indicando
que el rango de pH 6ptimo de los embriones y las larvas de la especie esta

entre 7 y 9, pudiendo tener variaciones segun la temperatura del agua. Lo



anterior pone en evidencia la vulnerabilidad de P. lineatus en sus fases
embrionaria y larval ante el efecto conjunto del calentamiento global y la
disminucién del pH por incidencia de la lluvia acida.

Ecologicamente estos datos son relevantes en el estudio del desarrollo
ontogénico de P. lineatus porgue se ha documentado que el principal efecto de
la lluvia acida se presenta en los eventos de acidificacion episddica (EPA,
2002); Igualmente, se ha documentado que la temperatura es el factor
ambiental de mayor incidencia en el desarrollo de los peces (Kupren et al.,
2008a). De este modo, el efecto conjunto de estos dos factores ambientales,
por fuera o en los limites de los rangos de tolerancia, aumentaria el riesgo de
una afectacién de su desarrollo ontogénico inicial de P. lineatus.

El efecto del pH sobre el desarrollo embrionario ha sido reportado en otras
especies de peces como jundid (Rhamdia quelen) y trucha arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), debido a la reducciéon de la permeabilidad del corion
con el aumento de la acidez (Ferreira et al., 2001; Kigel et al., 2006). Esto se
debe a que los huevos y las larvas de peces no tienen un sistema de
regulacion acido-basico eficaz.

La ontogenia de curimba en sus primeras fases también es afectada por los
cambios de temperatura. El rango Optimo de temperatura para la especie en
estas fases esta entre 26 y 28°C en pH 7 o superior (hasta 9,2, segun Zaniboni-
Filho et al.,, 2002). De este modo, los datos aqui obtenidos confirman lo
indicado por Jordaan y Kling (2003), segun los cuales los cambios de
temperatura influencian fuertemente las fases embrionaria y larval en peces y

afectan su desarrollo, eclosion, crecimiento y sobrevivencia. En el ambiente



natural el efecto de la lluvia acida y los aumentos de temperatura podrian
causar un efecto similar. Sin embargo, frente a estas circunstancias se ha
sefalado que pueden presentarse hechos positivos como un mayor crecimiento
y conversion alimentaria, ampliacién del rango de distribucion geografica, entre
otros aspectos (IPCC, 2007). En este sentido, la IUCN (2001) indica que los
estudios de laboratorio son relevantes porque pueden ser extrapolados a las
condiciones naturales, lo cual ratifica la importancia del presente trabajo.

Asi mismo, los resultados pueden ser Utiles para determinar si en la actualidad
existe, 0 no, una adaptacion fisiologica sincrénica de P. lineatus a los cambios
térmicos que estan sucediendo en el hemisferio sur, particularmente en las
cuencas hidrograficas que conforman su area de distribucién. Lo anterior,
teniendo en cuenta que en algunos cuerpos de agua dulce de otras zonas
geograficas del continente americano la temperatura del agua ha aumentado
hasta limites letales (Root et al., 2002, Burkett et al., 2005).

Finalmente, los resultados sugieren que una variacion de la temperatura y del
pH del agua afecta tanto el desarrollo como la sobrevivencia de P. lineatus en
sus fases ontogénicas de embrién y larva. Estos reportes son importantes en
los programas de piscicultura y conservacion frente a disturbios ambientales
globales como el efecto invernadero y la lluvia &cida. Adicionalmente, los datos
obtenidos pueden ayudar a un mejor entendimiento de los patrones de

distribucion geografica de la especie si se complementan con futuros estudios.
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