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Resumen

Las estrategias de desarrollo embrionario y larval del orden Nudibranchia son muy variadas, abar-
cando desarrollo planctotrofico, lecitotrofico y directo. Con el objetivo de describir el desarrollo
embrionario y larval temprano de Diaulula punctuolata, una de las especies de nudibranquios mas
frecuentes en el Sur de Chile, se recolect6 un grupo de 16 ejemplares adultos, de longitud entre 35,6
y 60,4 mm, los que fueron trasladados al laboratorio hasta la obtencion de oviposturas. Estas fueron
medidas y dejadas en acuarios a 10°C de temperatura y 30%. de salinidad. Las oviposturas obtenidas
presentaron forma de cinta en espiral, con una longitud que varié entre 110-510 mm. La fecundidad
total promedio fue de 75.797 + 51.939 embriones por ovipostura, distribuidos en capsulas en un nu-
mero que vario entre uno y tres. Ademas, se observaron capsulas vacias ubicadas en ambos extremos
de la cinta. Se registro6 un porcentaje, no cuantificado, de capsulas con desarrollo asincronico.
Diaulula punctuolata presenta desarrollo indirecto con una fase intracapsular, eclosionando una larva
véliger planctotrofica aproximadamente 20 dias post postura. Las larvas obtenidas en laboratorio
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sobrevivieron por un periodo de 19 dias post eclosion, sin obtener metamorfosis.

Palabras claves: gasteropodo, nudibranquio, desarrollo embrionario, Chile.

Introduccion

El nudibranquio Diaulula punctuolata
(d’Orbigny, 1837) se distribuye desde el Callao
Pert, hasta el extremo sur de Chile, alcanzando
parte de la Patagonia Argentina (Scrhodl, 1996;
Valdés y Muniain, 2002). Es una de las especies
de nudibranquios mas frecuentes del Sur de
Chile. Habita desde el intermareal rocoso hasta
los 7 m de profundidad (Zagal y Hermosilla,
2001). Es un animal carnivoro y se alimenta
principalmente de esponjas incrustantes (Zagal
y Hermosilla, 2001).

Diaulula punctuolata presenta externa-
mente un color que va desde el blanquecino al
amarillento, su dorso estd densamente cubierto
por cariofilideos delgados y pliegues en forma
de collar elevados alrededor de los rinéforos.
Posee de 6-7 racimos branquiales, tentdculos
orales digitiformes, pie ancho surcado en dos

labios; labio superior con muesca vertical, al-
canzando un largo total del manto de 10 cm
(Scrhodl, 1996).

Como la mayoria de los nudibranquios, D.
punctuolata es hermafrodita simultineo con fe-
cundaciéon cruzada interna (Todd y Doyle,
1981); sus puestas son cintas gelatinosas de co-
lor blanquecino, en forma de espiral que se
adhieren a las rocas (Zagal y Hermosilla, 2001).
En cuanto a las estrategias de desarrollo embrio-
nario y larval de la subclase Opisthobranchia, a
la que pertenece el orden de los nudibranquios,
son muy variadas, abarcando el desarrollo
planctotréfico, lecitotroéfico y directo (Smith,
1967; Thompson, 1967; Bonar, 1978; Switzer-
Dunlap y Hadfield, 1977; Gibson y Chia, 1989).
Desde un punto de vista morfogenético muchas
especies de opistobranquios presentan desarrollo
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indirecto por lo que la metamorfosis ocurre en el
ambiente, otros en cambio presentan desarrollo
directo eclosionando un juvenil con un patron de
desarrollo metamorfico, es decir con estados lar-
vales intracapsulares o un patrén ametamorfico
sin estados larvales intracapsulares (Bonar,
1978).

El objetivo del presente trabajo es descri-
bir los estados de desarrollo embrionario y larval
temprano del nudibranquio Diaulula punctuolata
en condiciones de laboratorio y establecer su es-
trategia de desarrollo.

Materiales y métodos

Captura de ejemplares y obtencion de
oviposturas

Los ejemplares de Diaulula punctuolata
(Fig. 1) fueron obtenidos mediante buceo apnea a
una profundidad aproximada de 7 m en la locali-
dad de Bahia Mansa (40°37°S; 71°48°W), ubicada
a 65 km al Oeste de la ciudad de Osorno, Chile,
en los meses de marzo a mayo de 2006 lo que
determind que se trabajara a 10°C, ya que corres-
ponde a la temperatura promedio otofio-invierno
para la zona.

Se recolectaron 16 ejemplares, de talla en-
tre 35,6 y 60,4 mm de largo total del manto, los
cuales fueron trasladados al Laboratorio de Culti-
vos Marinos de la Universidad de los Lagos,
Campus Osorno, donde se dispusieron parejas de
individuos en ocho acuarios de 1 1 a 10°C con
agua de mar filtrada (1,0 um), sin alimento y con
aireacion constante hasta obtener las oviposturas;
posteriormente los adultos fueron retirados de los
acuarios.

Desarrollo embrionario

Se midio el largo total y ancho de las ovi-
posturas. Dado el enrollamiento que ellas
presentaban, para medir el largo se utiliz6 un
cordon que fue ubicado siguiendo la forma de la
misma. Para estimar el ancho, asi como los datos
reproductivos: nimero de ovicapsulas, embriones
por ovicapsula y fecundidad total, se trabajé con
una muestra. Esta correspondié a un segmento
obtenido de la zona media de cada ovipostura, el
que fue observado en un microscopio invertido
ZEISS AXIOVERT 25. Para determinar Ila
fecundidad total, correspondiente al numero de
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embriones por ovipostura, se utilizd la siguiente
ecuacion:

Donde:

F: Fecundidad total.

C: Total de embriones en la muestra.
A;: Area de la muestra (mm?).

A,: Area total de la ovipostura (mmz).

Los estados de desarrollo fueron seguidos
hora a hora mediante la observacion de la muestra
en el mismo microscopio invertido equipado con
una camara fotografica, desde el comienzo de la
ovipostura hasta obtener el estado de morula; pos-
teriormente el monitoreo se realiz6 cada 24 horas.

Para la estimacion de los tiempos de desa-
rrollo se tomd como tiempo cero el comienzo de la
ovipostura. El tiempo de desarrollo de cada estado
ontogenético fue expresado en dias post postura
(DPP); para efectos descriptivos se referirda como
periodo de desarrollo embrionario al tiempo desde
el término de la ovipostura hasta el inicio de la
eclosion.

Eclosion y desarrollo larval

El porcentaje de eclosion (E) se estim6 me-
diante la ecuacion:

E=Lx100
E

Donde:

E: Porcentaje de eclosion.

L: Total de larvas eclosionadas.
F: Fecundidad total.

Una vez ocurrida la eclosion, las larvas fue-
ron mantenidas en acuarios de 1 1 a una densidad
de 2 larvas/ml, 10°C de temperatura, 30%o de sali-
nidad, sin aireacioén, con agua de mar filtrada a 1
pm y alimentadas 1 vez al dia con una dieta mixta
compuesta por las microalgas Isochrysis galbana y
Dunaliella tertiolecta en una proporcion de 1:1 y a
una concentracion aproximada de 1.000 células/ml.
La edad de las larvas fue expresada en dias post
eclosion (DPE).
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Figura 1. Ejemplar de Diaulula punctuolata en el medio natural. m: Manto, b: racimos branquiales y r: rinéforos.

Resultados
Obtencion de oviposturas

El tiempo de pre-desove, considerado desde
la llegada de los animales al laboratorio y el inicio
de la puesta, fue variable con un rango entre una
hora a una semana después de que los animales
fueron ubicados en los acuarios. De cada pareja de
nudibranquios se obtuvo una ovipostura, las que en

total fueron 6 (Tabla 1); el tiempo de desove varid
entre 2 y 6 horas. Las oviposturas presentaron
forma de cinta y fueron encontradas adheridas a las
paredes laterales o fondo de los acuarios, formando
una espiral de color blanco amarillento, constitui-
das por una matriz de consistencia gelatinosa en la
cual se encontraban embebidas las ovicépsulas

(Fig. 2).

Figura 2. Obtencién de puesta en condiciones de laboratorio. m: Masa de huevos depositada en forma de espiral y r:

reproductor de Diaulula punctuolata.
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El tamafio de las oviposturas fue variable, tanto
en largo como en ancho, siendo la mas corta de
110 mm y la mas larga de 510 mm, en tanto que
el ancho vari6 entre 3 y 6,5 mm por lo que el area
total tuvo una variacion entre 550 y 2.925 mm?®
(Tabla 1).

Las ovicapsulas presentaron forma ovalada
y sus dimensiones variaron dependiendo del nu-
mero de embriones con promedios de 145,6 + 4,1
x 108,8 + 6,9 um; 228,0 £ 17,0 x 136,7 £ 4, 7um y
260 x 240 pm para 1, 2 y 3 embriones/ovicapsula,
respectivamente. No se contabilizé el numero de
ovicapsulas por muestra.

En las oviposturas analizadas se presenta-
ron de uno a tres embriones por capsula (Fig. 3);

ademas en sus extremos se observaron capsulas
vacias que no fueron cuantificadas. La fecundidad
total estimada bajo el supuesto que el namero de
cépsulas vacias no es significativo, varid entre
15.680 y 158.666 embriones/ovipostura, con un
promedio de 75.797 £ 51.939 embrio-
nes/ovipostura, en tanto que la fecundidad relativa
vari6 entre 363,0 y 3080,9 embriones/mm (Tabla

1.

El desarrollo intracapsular fue sincronico;
sin embargo, se registré un nimero no cuantifi-
cado de capsulas con embriones en desarrollo
asincronico (Fig. 4).
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Figura 3. Capsulas con diferente nimero de embriones en Diaulula punctuolata. a) capsula con un embrién al estado de
véliger temprana; b) cdpsula con dos embriones al estado de trocéfora; c) capsula con tres embriones al estado de

véliger. Barra de escala= 100 um.

Tabla 1. Datos meristicos y reproductivos de las posturas del nudibranquio Diaulula punctuolata. Largo, ancho, 4rea y

numero total de embriones por puestas (n=6). Promedio (+ DE).

Datos de las oviposturas

Talladelos Largototal Ancho(mm)  Area(mm? Fecundidad Fecundidad Eclosion (%)
animales (mm) total relativa
(mm) (embriones/mm)
35,6 139 4 556 54.968 1544,0 66,0
38,7 310 4 1.240 72.330 1869,0 26,8
43,2 110 5 550 15.680 363,0 79,7
43,3 200 5 1.000 25.296 584,2 86,5
51,5 510 5 2.550 158.666 3080,9 52,7
60,4 450 6,5 2.925 127.842 2116,6 82,5
Promedio  286,5(151,4)  4,9(08) 14702 (934,4)  75.797(51.939)  1592,9 (921,7) 65,7 (20,8)
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Figura 4. Desarrollo embrionario intracapsular
asincronico en Diaulula punctuolata; ecp, eliminacion
del corpusculo polar; m, mérula. Barra de escala= 100
pum.

Desarrollo embrionario

El estado de trocofora se alcanzé aproxima-
damente a los 9 DPP y su tamafio fue de
aproximadamente 120 pm. El estado de véliger
temprana se logrd a los 11 DPP y tubo una longitud
maxima de 150 pm. La eclosion de D. punctuolata
se produjo en estado de larva véliger planctotrofica
y se inici6 aproximadamente a los 20 DPP (Tabla
2), el tamafio de este estado de desarrollo fue de
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200 pm de longitud maxima con el velo extendido
y 110 pum de longitud de la protoconcha (Fig. 5g y
6). La larva véliger present6 velo bilobulado, dis-
tinguiéndose ademads la concha larval, el opérculo y
los estatocistos (Fig. 6). El porcentaje de eclosion
promedio fue 65,7 + 20,8% aproximadamente, con
una variacion entre 26,8 y 86,5% (ver Tabla 1). Las
sobrevivencia larval se logré hasta el dia 19
posterior a la eclosion, los intentos de inducir
metamorfosis mediante la exposicion de las larvas
a placas con biofilm de diatomeas (Zhao y Pei-
Yuan, 2002; Wei-Yang et al., 2007) no dieron
resultados positivos.

Tabla 2. Tiempos de desarrollo embrionario post-
postura en Diaulula punctuolata en condiciones de
laboratorio.

Estado ontogenético Tiempo
Eliminacion corpusculo polar 3,7+0,6 hrs
22 Division 12,5+ 0,7 hrs
Tétrada 21 hrs
Mérula 39 hrs
Trocéfora 9 dias
Véliger temprana 11 dias
Véliger de eclosion 19 dias

Figura 5. Estados de desarrollo temprano de Diaulula punctuolata bajo condiciones de laboratorio. a: eliminacion del ler
corpusculo polar; b) dos células: c) tétrada; d) mérula; e) trocédfora ; f) véliger temprana; g) larva véliger planctotrdfica.

Barra de escala= 50 um (a) y 100 um (b, c, d, e, f, g).
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Figura 6. Tres vistas de la larva véliger planctotréfica de Diaulula punctuolata. Ci, cilios; cl, concha larval; o, opérculo; v,
velo (bilobulada); e, estatocisto; p, pie; es, estdmago. Barra de escala =100 pum.

Discusion

En el presente estudio se obtuvieron oviposturas
viables de Diaulula punctuolata en condiciones de
laboratorio, como ha sido descrito para otras

especies de opistobranquios (Carroll y Kempf,
1990; Muniain et al., 2001).

A diferencia de Pleurobranchaea maculata
(Quoy y Gaimard, 1832) (Gibson, 2003), Tylodina
fungina Gabb, 1865 (Collin, 2008) y Doto uva
Marcus, 1955 (Fischer et al., 2006), las oviposturas
de D. punctuolata fueron obtenidas a partir de
reproductores mantenidos sin alimento. Estos
animales depositaron y adhirieron las oviposturas
directamente en el acuario de vidrio de la misma
forma que lo hacen otros opistobranquios en
condiciones artificiales (Paige, 1988; Carrol y
Kempf, 1990; Capo et al., 2009).

Las ovicéapsulas se encuentran encerradas en
una matriz gelatinosa en forma de cinta en espiral,
similar a lo descrito para Berghia verrucicornis
(Costa, 1867) (Carroll y Kempf, 1990) vy
Dendrodoris behrensi Millen y Bertsch, 2005
(Goddard, 2005). Las ovicapsulas presentan un
patron variable respecto al nimero de embriones
por capsulas incluyendo la presencia de céapsulas
vacias como en B. verrucicornis (Carroll y Kempf,
1990) y Elysia patagonica Muniain y Ortea, 1997
(Muniain et al., 2001).

El desarrollo asincrénico observado en
algunas capsulas coincide con lo descrito para B.
verrucicornis (Carroll y Kempf, 1990). De acuerdo
a las observaciones realizadas en el presente
trabajo, se propone que este patron de desarrollo
asincronico ocurriria porque los espermatozoides
quedarian atrapados en la membrana de gelatina
que protege a los huevos y siguen activos después
de algunas horas pudiendo fecundarlos en distintos
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tiempos, por lo tanto la formacion de los cigotos en
el interior de algunas capsulas ocurriria en tiempos
diferentes.

Aun cuando el ntmero de oviposturas
obtenidas fue bajo (n= 6), se observé una tendencia
a incrementar el area de la misma y la fecundidad
en relacion a la talla de los animales (ver Tabla 1).
La fecundidad total en D. punctuolata fue inferior
a la descrita para ejemplares del nudibranquio P.
maculata de talla 110 a 145 mm, 318417 +
110.602 embriones/ovipostura (Gibson, 2003); sin
embargo al comparar la fecundidad relativa de
ambas especies se obtienen valores similares en
ejemplares sobre 51 mm (ver Tabla 1).

Los tiempos de desarrollo de D. punctuolata
fueron méas extensos, si se comparan con 7.
fungina, que eclosiona a los 13-15 dias a 21- 24 °C
(Collin, 2008), mientras que D. punctuolata
mantenida a 10 °C eclosiona a los 20 dias
aproximadamente.  Esta  diferencia  radica
principalmente en la temperatura de mantencion,
ya que al aumentar la temperatura se acelera el
metabolismo, lo cual modifica la energia
disponible para crecimiento (Gonzalez et al., 2002)

La eclosion de D. punctuolata, al igual que
en Aplisya oculifera Adams y Reeve, 1850
(Rudman, 2000) y E. patagonica (Muniain et al.,
2001), se produce al estado de larva véliger. Por lo
tanto, se puede establecer que el patréon de
desarrollo del nudibranquio D. punctuolata en las
condiciones experimentales antes descritas, se
ajusta al patron de desarrollo indirecto con larva
planctotrofica establecido por Bonar, (1978) y
Brusca y Brusca (2002). Estos resultados
coincidirian ademas con la estrategia descrita para
los nudibranquios doéridos con desarrollo indirecto



que oviponen un gran numero de huevos pequefios
(Wilson, 1999), lo que permite que eclosione una
gran cantidad de larvas. Sin embargo, la tasa de
mortalidad larval es relativamente alta, siendo
pocos los individuos que alcanzan la metamorfosis
y se transforman en adultos.
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