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GLOSARIO DE TERMINOS

Acidos grasos poliinsaturados: Acidos grasos con 20 0 mas carbonos y tres o
mas dobles enlaces (insaturaciones) (Gunstone et al., 1994).

ARA: Acido araquidoénico, acido graso poliinsaturado, esencial de la serie omega-

6, formado por una cadena de 20 carbonos con cuatro dobles enlaces.

Bafio maria: Técnica para calentar una materia de forma indirecta y uniforme,
donde dicha materia se coloca dentro de un recipiente, que a su vez se sumerge

en el seno de una masa de agua (De Jaime-Lorén, 2003).

Conos: Células fotoreceptoras que codifican para diferentes longitudes de onda,

son las responsables de la percepcion del color (Leeson et al., 1990).

DHA: Acido docosahexaenoico, acido graso esencial de la serie omega-3,

formado por 22 carbonos con 6 dobles enlaces.

Eclosion: Proceso en el cual se rompe el corion que cubre el huevo y emerge

la larva vitelina (Balon, 1975).

Eficiencia alimenticia: Término que se emplea para evaluar la alimentacion,
implica la determinacion de la incidencia e intensidad alimenticia (Yin & Blaxter,
1987).

Eficiencia alimenticia en coalimentacion: Implica la determinacién de la

incidencia e intensidad alimenticia en coalimentacion.

EPA: Acido eicosapentaenoico, acido graso poliinsaturado, esencial de la serie

omega-3 formado por 20 carbonos con cinco dobles enlaces.

Fototaxis: Movimientos de locomocién de un organismo en respuesta a un
estimulo luminoso (Abercrombie et al., 1962). La fototaxis es positiva cuando el
organismo se acerca al estimulo luminoso y es negativa cuando el organismo se

aleja del estimulo luminoso.

Glébulo de aceite: Lisosomas modificados que adquieren forma esférica y que

se forman al fusionarse las vesiculas de vitelo. Sirve inicialmente como una

VI



estructura de flotacion o equilibrio y que al consumirse es utilizado como recurso

potencial de energia (Carrillo & Zanuy, 1993).

Incidencia alimenticia: Porciento de larvas de una determinada muestra, que

presentan alimento en el tubo digestivo (Yin & Blaxter, 1987).

Intensidad alimenticia: Cantidad promedio de presas presentes en el tubo
digestivo de las larvas (Yin & Blaxter, 1987), considerando solamente las larvas

gue presentaron alimento.

Incidencia alimenticia en coalimentacion: Porciento de larvas de una
determinada muestra que presentan alimento en el tracto digestivo, diferenciando
los tipos de presa o0 la mezcla de ellas ofrecidas durante el periodo de

coalimentacion.

Larva: Etapa de desarrollo que abarca desde la eclosién hasta que los peces se

transforman en juveniles. (Miller & Kendall, 2009).

Nauplio: La forma larvaria mas simple de los crustaceos (Tucker, 1998), este

trabajo hace referencia a copépodos y artemias.

Ontogenia: Comprende la serie de cambios morfofisiologicos que se dan

durante el ciclo de vida de los animales (Balon, 1975).

Periodo de primera alimentacion: Se considera desde el momento en que la
ingestién de alguna presa es registrada por parte de la larva de pez hasta el
momento en el que el crecimiento es detectado. La caracteristica principal es que
la fuente de energia y nutrientes para continuar con el desarrollo de la larva,
cambia de la reserva de vitelo proporcionada por la madre a la ingestion de
presas y/o particulas presentes en el agua o suministradas como alimento (Y Uufera
& Darias, 2007).

Rotifero: Animales metazoarios, microscopicos, filtradores no selectivos, que se
alimentan de materia organica particulada en la columna de agua y también de
organismos plancténicos, son utilizados como alimento vivo en la crianza larvaria

de peces de distintas especies (Villamil-Diaz et al., 2012).

Vil



Resumen

El huachinango del Pacifico Lutjanus peru, es una especie que tiene un gran
interés comercial en el mercado nacional e internacional. Recientemente con la
utilizaciéon del nauplio del copépodo Parvocalanus crassirostris se logré superar la
etapa critica de la primera alimentacion de las larvas. Sin embargo, en la crianza
larvaria se obtiene una baja supervivencia. Ademas, el calendario de alimentacién
propuesto actualmente involucra una segunda especie de copépodo
(Pseudodiaptomus euryhalinus). Los objetivos del presente trabajo fueron
comparar dos diferentes secuencias de alimentacion y dos diferentes
concentraciones de microalga en el cultivo larvario de L. peru, realizandose dos
experimentos. En ambos experimentos nauplios del copépodo P. crassirostris se
suministraron como primera presa desde el dia 3 al dia 9 o 10. En el Experimento
1 (Exp.1) se comparo el uso del rotifero Brachionus rotundiformis y del copépodo
P. euryhalinus como segunda presa a partir del dia 6. Nauplios de Artemia sp.
fueron suministrados como tercera presa desde el dia 17 o 21 hasta el dia 27.
Con base en los resultados obtenidos, en el Experimento 2 (Exp.2) solamente se
utilizé B. rotundiformis como segunda presa. El tratamiento consistio en utilizar la
técnica de “agua verde” con dos concentraciones de microalga Nannochloropsis
oculata, una Baja concentracion (300 000 cel/mL) y una Alta concentracién (1 000
000 cel/mL) que se agregaron a los tanques a partir del dia 9. Se evalud la
eficiencia alimenticia en el periodo de primera alimentacion y durante la
coalimentacién con la segunda y tercera presa, el indice de selectividad de Ivlev,
el ancho de boca (AB), la supervivencia y el crecimiento. Al dia 5 después de la
eclosion en ambos experimentos se alcanzoé el 100% de incidencia alimenticia. En
el Exp.1 no se obtuvo diferencias significativas (p>0.05) para la longitud total (LT)
ni para el porcentaje de supervivencia de las larvas, al utilizar B. rotundiformis o P.
euryhalinus al dia 27 (p>0.05). En el Exp. 2 al dia 20 no se encontraron
diferencias (p>0.05) en la supervivencia, sin embargo se observé una LT
significativamente superior (p<0.05) para una Alta concentracion de microalga. El
AB no tuvo un crecimiento significativo entre el dia 3 y 6 (p>0.05); y se ajustd
mediante un modelo de regresion lineal con la LT (R? = 0.89). Los resultados
obtenidos nos permiten concluir que el rotifero B. rotundiformis puede utilizarse
como segunda presa en el cultivo larvario de L. peru, asi como que la utilizacion
una Alta concentracion de microalgas como agua verde, mejora el crecimiento de
las larvas. El facil manejo del rotifero comparado con copépodos serd mas
atractivo para los inversionistas interesados en implementar laboratorios de
produccion de huachinango.



Abstract

The Pacific red snapper Lutjanus peru, is a species with a great commercial
interest in the national and international market. Recently, with the use of the
copepod naupli Parvocalanus crassirostris, it has been possible to overcome the
critical stage of the first feeding. However, a low survival is still obtained in larval
rearing. Feeding regime currently used in our laboratory involves a second species
of copepod (Pseudodiaptomus euryhalinus). The aims of this study were to
compare two different feeding sequences and two different microalgae densities in
L. peru larval rearing, carrying out two experiments. In both experiments P.
crassisrostris nauplii were offered as first prey from day 3 to day 9 or 10. In Exp.1
the use of the rotifer B. rotundiformis and the copepod P. euryhalinus as second
preys was compared from day 6. Artemia sp. nauplii were offered as third prey
from day 17 or 21 until day 27. Based on the results obtained, only B.
rotundiformis was used as second prey in Exp.2 and treatment consisted in two
densities of microalgae N. oculata, Low (300,000 cells/ml) and High (1,000,000
cells/ml) added to the rearing tanks from day 9. Feeding efficiency during first
feeding and cofeeding, Ivlev selectivity index, mouth width (MW), survival and
growth were evaluated. On day 5 in both experiments, 100% of feeding incidence
was reached. In Exp. 1 at day 27, no significant differences (p>0.05) in total length
(TL) and survival was observed when B. rotundiformis or P. euryhalinus were
compared. In Exp. 2, there was no difference of survival (p > 0.05) between the
microalgae concentration but a significantly higher TL at day 20 (p < 0.05) was
observed in High microalgae concentration. The MW did not show a significant
increase between day 3 and 6 (p>0.05) and showed an adjustment to a linear
regression model with TL (R? = 0.89). These results allow us to conclude that
rotifer B. rotundiformis can be used as the second prey in L. peru larval raring, as
well as a High concentration (1,000,000 cells/ml) of microalgae as green water.
The easy handling of rotifers compared to copepods will be more attractive for
investors interested in implementing hatcheries for Pacific red snapper production.



1. INTRODUCCION

La acuicultura de peces marinos se ha desarrollado a nivel mundial desde
mediados del pasado siglo (Ikenoue & Kafuku, 1992), como una forma alternativa
a las pesquerias para producir proteina de origen marino. Al ser una fuente
adicional en la produccién de alimento, constituye un aporte a la economia de los
paises que la practican generando empleos y divisas. Ademas, con el cultivo de
peces marinos se puede ayudar a la recuperacion de las poblaciones silvestres
gue se encuentran bajo sobreexplotacion pesquera, mediante la liberacién de
juveniles al ecosistema (Saillant et al., 2013).

En varios paises ya se tiene bien establecida la biotecnologia de produccion de
especies de peces marinos como son el sabalote (Chanos chanos) y barramundi
(Lates calcarifer) en el sur este de Asia; en Japon, el pargo japonés (Pagrus
major); en el Mediterrdneo, la lubina (Dicentrarchus labrax) y dorada (Sparus
aurata) y en Estados Unidos, la corvina (Sciaenops ocellatus) (Tucker, 1998). En
México, esta actividad se ha desarrollado engordando juveniles extraidos del
medio natural ya que por mucho tiempo no habia laboratorios de produccién de
crias a nivel comercial. Con el afan de organizar esta actividad, se consideran
alrededor de 5 especies potenciales para su desarrollo: Seriola lalandi, Seriola

rivoliana, Totoaba maldonadii, Lutjanus guttatus y L. peru.

Para lograr un exitoso cultivo de peces marinos es necesario dominar los
procesos de produccion de alimento vivo (microalgas, rotiferos y/o copépodos), el
manejo de adultos y reproduccion en cautiverio, la crianza larvaria y obtencion de
juveniles en cantidades suficientes que luego se engordardan en jaulas o
estanques. Dentro de estos procesos, el mas complejo es la crianza larvaria,
considerandose como una etapa critica por la elevada mortalidad que
generalmente se presenta. Por ejemplo, se han reportado mortalidades tan
elevadas como 93.6% para la breca Pagellus erythrinus (Klaoudatos et al., 2004),
98.5 % en la cabrilla sardinera Mycteroperca rosacea (Gracia-Lopez et al., 2005) y
99.5% en el pargo lunarejo L. guttatus (Garcia-Ortega et al., 2005).

El mayor pico de mortalidad larvaria se reporta en la transicioén de la alimentacion
enddgena a la alimentacion exégena (Hunter, 1981), una vez que las larvas han

consumido la mayor parte de sus reservas alimenticias (vitelo y glébulo de aceite)
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(alimentacién enddégena) y pasan a alimentarse de presas vivas (alimentacion
exdgena). Esto se debe a que al inicio de la primera alimentacion las larvas tienen
limitaciones morfolégicas y fisiol6gicas que les dificulta detectar, capturar e ingerir
el alimento que garantice su desarrollo y supervivencia (Rivas, 2014). El éxito
durante la alimentacibn exdgena entre otros aspectos depende de las
caracteristicas de la presa y las condiciones del cultivo. Algunos factores
relacionados con el alimento exdgeno son el tipo de presa, la densidad en que se
suministran (Gulbrandsen, 1991), su calidad nutricional (composicién bioquimica)
(Rivas, 2014), el tamafo (Hunter, 1981), la apariencia, conducta de nado, posible
olor o sabor y digestibilidad (Tucker, 1992).

Dentro de estos factores, el tamafio de la presa es quizas el mas importante para
la supervivencia de las larvas. Segun Hunter (1984), la talla 6ptima del ancho de
la presa es cercana a un 25% del ancho de la boca de las larvas en el momento
de dar inicio la primera alimentacion ya que con ello se garantiza la ingesta de
alimento y esa relacion se incrementa a un 50% en los dias posteriores; cuando la
presa es mayor a estas proporciones, se complica su ingesta y la larva corre el
riesgo de morir por inaniciébn aun en presencia de comida. La calidad nutricional
de las presas también es importante, ya que necesitan tener una composicion
bioquimica adecuada para que las larvas tengan un buen desarrollo. Por ejemplo,
deben presentar contenidos adecuados de acidos grasos poliinsaturados (ARA,
EPA y DHA), ya que las larvas son incapaces de producirlos y son componentes

esenciales para el desarrollo del su sistema nervioso y visual (Rivas, 2014).

Por su parte, las condiciones del cultivo involucran tanto factores bidticos como
abidticos. La incorporacion de microalgas a los tanques de cultivo larvario,
conocida como técnica de “agua verde”, es uno de los factores bioticos mas
importantes. Esta técnica mejora las funciones digestivas de la larva (Cahu et al.,
1998; Lazo et al.,, 2000) y ayuda a mantener el valor nutricional de la presa
(Reitan et al., 1997). Ademas, el uso de microalgas pudiera mejorar el contraste
entre la presa y en el tanque de cultivo, ayudando a la larva a ser mas eficiente en
la depredacion (Cobcroft et al., 2001).

Entre los factores abidticos resaltan la intensidad de la luz, el fotoperiodo, el color

del tanque, la temperatura, la salinidad, el oxigeno disuelto en el agua y la



concentracion de desechos nitrogenados, en particular el amonio. La intensidad
de la luz es un factor primordial, ya que las larvas de peces marinos son
mayormente depredadores visuales (Hunter, 1981) y necesitan una intensidad de

luz, que junto al color del tanque les permita detectar las presas.

Durante el cultivo de larvas de peces marinos, generalmente es necesario
proporcionar dos 0 mas presas de diferentes tallas, ya que con el crecimiento de
las larvas, surge la necesidad de suministrarle una presa de mayor tamafio. Entre
las presas mas utilizadas se encuentran los rotiferos y nauplios de copépodos con
tallas mas pequerias; y la Artemia sp. con talla mas grandes (Dhont et al., 2013).
Los copépodos son las presas naturales de las larvas de peces marinos y ademas
de su pequefio tamafo, tienen una composicion bioquimica mas cercana a las
necesidades nutricionales de las larvas (contenido adecuado de &cidos grasos
poliinsaturados). Sin embargo, el cultivo de copépodos es mas complejo que el de
otras presas como los rotiferos. Los rotiferos y nauplios de Artemia sp. pueden ser
enriquecidos con emulsiones lipidicas comerciales (Rivas, 2014) para aumentar
su contenido de acidos grasos. En este sentido, Hernandez-Alarcén (2016) evalud
los perfiles de acido grasos en el rotifero B. rotundiformis cultivado con diferentes
dietas y reportd perfiles adecuados de DHA y EPA con la utilizacion de la dieta

comercial Orione.

La supervivencia y el crecimiento son variables zootécnicas que nos permiten
evaluar el éxito de una dieta (Kolkovski et al., 1993; Koven et al., 2001; Dionicio-
Acedo et al., 2017). Ademas, es importante conocer el crecimiento de las larvas
ya que en algunas especies de peces se ha reportado su relaciéon con el tamafio
de la boca (Timmerman et al., 2000; Hseu et al., 2004), lo cual da una idea de a
gué talla se puede hacer el cambio de presa a una mas grande y que tamafo

debiera tener esta nueva presa.

Con base en lo anterior, en el presente trabajo se pretende determinar en larvas
de L. peru que relacion se establece entre el tamafio de la boca y la longitud total
(LT) a manera de proponer un calendario de alimentacion conforme a la
capacidad de la larva para atrapar e ingerir presas de diferentes tamafos, asi

como contrastar la utilizacion de diferentes presas (copépodo o rotifero), el



momento adecuado para el suministro de nauplios de Artemia sp. y dos diferentes

condiciones de cultivo en cuanto a concentracion de microalgas.
1.1 Antecedentes

La familia Lutjanidae es uno de los grupos de peces con mejor aceptacion en el
mercado a nivel mundial, ademas histéricamente ha sido muy importante para la
pesca artesanal del Pacifico mexicano, destacdndose en este grupo el
huachinango del Pacifico (Madrid-Vera, 1990). Un problema que presenta la
pesqueria de L. peru, es que el esfuerzo pesquero recae principalmente sobre
organismos que no han alcanzado la edad de la primera madurez, lo que puede
llevar al recurso a condiciones criticas de sobre-explotacion (Diaz-Uribe et al.,
2004).

El huachinango del Pacifico, por la calidad de su carne y su apariencia, tiene un
gran interés comercial en el mercado nacional e internacional. Recientemente se
han realizado algunos estudios para mejorar el proceso de engorda de los
juveniles (Castillo-Vargasmachuca et al., 2013, Reyes-Becerril et al., 2014). Esto
debido a que la especie ha demostrado tener un gran potencial para el cultivo, al
adaptarse con facilidad a las condiciones de engorda en jaulas flotantes y
presentar una buena tasa de crecimiento (1.49 cm/mes y 84 g/mes) (Avilés-
Quevedo et al., 1996). A pesar de todo esto, actualmente se conoce poco sobre

su cultivo.

Desde principios de los afios 2000 se han realizado algunos trabajos para lograr
completar el ciclo de cultivo de L. peru. Ejemplo de esto es que en el CICIMAR-
IPN se alcanzé la maduracion gonadica mediante un régimen foto-térmico (Dumas
et al., 2004) y la maduracion final y posterior desove mediante el uso de hormonas
(Dumas et al., 2004; Pelcastre-Campos, 2006). Una vez logrados los desoves se
realizaron algunos estudios para conocer mejor la etapa larvaria en aspectos
relacionados con: las condiciones de incubacion (Pefia et al., 2012), el desarrollo
estructural de los ojos y la boca de la larva hasta la primera alimentacion (Zavala-
Leal et al., 2015), el efecto de las condiciones de cultivo sobre la primera
alimentacion (Zavala-Leal et al., 2013), el comportamiento alimenticio de la larva
(Pena & Dumas, 2015) y la organogénesis del sistema digestivo de la larva (Pefia

et al., 2016). Esto mayormente porque el cultivo larvario y la obtencion de
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juveniles han presentado muy poca o nula supervivencia (Duncan et al., 2002;
Dumas et al., 2014), principalmente por no haber encontrado una presa adecuada

para la primera alimentacién, debido al pequefio tamafio de la boca de las larvas.

Los nauplios de copépodos han demostrado tener un tamafio adecuado para
utilizarse como presas en larvas de peces con una boca pequefia (Chesney,
2005). Russo et al. (2009), evaluaron en las larvas de Epinephelus marginatus
(ancho de boca de la larva (AB) de 259 um), mediante el indice de selectividad de
Ivlev, la preferencia por diferentes presas como los nauplios del copépodo Acartia
clausi (ancho de 130 um), el rotifero B. plicatis (ancho de 160 um) y larvas
trocoforas de bivalvos (ancho de 180 um). El trabajo se basé en un analisis
tridimensional (ancho, largo y profundidad) de las diferentes presas, y el tamafio
de la boca de las larvas. Estos autores reportan que el AB fue el factor limitante
para la seleccion de las presas, siendo las presas mas pequefias como los
nauplios de copépodo, las preferidas durante los primeros dias. Doi et al. (1997),
evaluaron para la primera alimentacion de larvas de L. argentimaculatus con un
AB de 166-188 um, el suministro de nauplios del copépodo A. sinjiensis con un
ancho de 58 um vy el rotifero Brachionus sp. con un ancho de 117 um. Estos
autores reportan el consumo de nauplios del copépodo desde el momento que se
abri6 la boca de las larvas, pero el consumo de rotiferos fue hasta 3 dias después,

cuando el AB era aproximadamente de 250 um.

Dumas et al. (2014) identificaron que el nauplio del copépodo Parvocalanus
crassirostris es suficientemente pequefio para ser ingerido por la larva de L. peru
en los primeros dias de cultivo. De esta manera, se logré superar exitosamente la
primera alimentacion de L. peru, utlizando los nauplios del copépodo P.
crassirostris (Taylor-Cota, 2017). Este autor reporta un ancho de boca (AB) para
las larvas de L. peru en la primera alimentacion de 197.81 + 8.81 um y un ancho
para el nauplio | de P. crassirostris de 43 £ 3 um (20% del AB de la larva), lo que
lo coloca como una presa suficientemente pequefia para ser ingerida por la larva
en los primeros dias de cultivo. Asi, utilizando los nauplios de P. crassirostris, este
autor obtuvo a los 15 dias después de la eclosion (DDE) valores de supervivencia

de aproximadamente 30%.



Un problema reportado en el trabajo de Taylor-Cota (2017), fue una alta
mortalidad de las larvas entre los 14 y 17 DDE, disminuyendo la supervivencia
hasta 1.1% a 30 DDE. Una alta mortalidad sobre estas fechas también ha sido
reportada por otros autores para la familia Lutjanidae (Lim et al., 1985;
Bonlipatanon, 1988; Emata et al., 1994; Boza-Abarca, 2008). Pero generalmente
los porcentajes de supervivencia reportados para las familias Lutjanidae y
Serranidae varian entre especies y algunos no son elevados, como ejemplos
tenemos: los pargos L. analis (14% a 38 DDE) (Watanabe et al., 1998), L. johnii
(25-35% a 40 DDE) (Schipp et al., 2001), L. argentimaculatus (21% a 50 DDE )
(Leu et al., 2003), L. campechanus (2.4% a 28 DDE) (Rhodes & Phelps, 2008), L.
guttatus (1.5% a 67 DDE) (Boza-Abarca et al., 2008), el mero Epinephelus
coioides (3.4% a 36 DDE) (Toledo et al., 1999), la cabrilla Mycteroperca rosacea
(0.5% a 40 DDE) (Gracia-Lopez et al., 2005) y el mero Epinephelus marginatus (1-
8% a 33 DDE) (Russo et al., 2009).



1.2 Justificacion

Se han logrado avances sustanciales en el desarrollo del cultivo del huachinango
del Pacifico en los ultimos tiempos, aunque aun falta mucho por conocer. El
encontrar una presa adecuada para la primera alimentacién (nauplios de P.
crassirostris), ha permitido obtener juveniles en cautiverio de una forma regular.
En el calendario de alimentaciéon larvaria propuesto por Taylor-Cota (2017), se
suministran nauplios de P. crassirostris en la primera alimentacion y como
segunda presa se ofrecen nauplios del copépodo Pseudodiaptomus euryhalinus
(mas grandes que los anteriores). No obstante, la complejidad que representa
utilizar dos especies de copépodos en el cultivo larvario del huachinango, pudiera
desalentar a los productores que se interesen en cultivar esta especie.

Hasta el momento, el rotifero Brachionus rotundiformis se ha utilizado en la
primera alimentacion de las larvas de L. peru, sin obtener buenos resultados
(Duncan et al., 2002; Zavala-Leal et al., 2013; Dumas et al., 2014; Taylor-Cota,
2017). Esto pudiera deberse a que el ancho del rotifero (134 £ 11 um equivalente
al 67% del AB de las larvas), no es el adecuado para la primera alimentacién. Sin
embargo, aun no se ha evaluado suministrar B. rotundiformis como segunda
presa, una vez que las larvas estan mas desarrolladas y presentan un AB mayor,
para poder consumirlo. Al sustituir a P. euryhalinus por una presa mas facil de
producir como B. rotundiformis (cultivado con una dieta comercial rica en DHA y
EPA), y durante un mayor periodo de tiempo, permitira establecer un calendario
de alimentacion mas sencillo de implementar tanto a escala experimental como

industrial.

Otro problema que se presento en el estudio de Taylor-Cota (2017), fue la elevada
mortalidad registrada durante los 14 a 17 DDE. El autor describe para esos dias
un comportamiento anémalo de las larvas que comenzaba al encender las luces,
donde se golpeteaban en el fondo del tanque. Este evento coincide con el
comienzo del recambio de agua, el cese del suministro de microalga y el inicio del
sifoneo (se retira materia organica acumulada del fondo del tanque y se aclara).
Naas et al. (1996), plantean que un tanque con paredes negras y fondo blanco
(como el utilizado por Taylor-Cota (2017) y en el presente trabajo), se establece

un gradiente de iluminacion positivo hacia el fondo, especialmente en agua clara,



gue pudiera atraer a las larvas por su conocida fototaxis, convirtiendo el fondo del
tanque en una trampa. La adicion de microalgas pudiera mejorar la situacion al
atenuar la penetracion vertical de la luz, disminuyendo el gradiente de iluminacion

hacia el fondo, en este periodo critico para las larvas.

Por lo antes expuesto, y en aras de realizar aportes a la obtencion de una
tecnologia eficiente y sencilla para el cultivo de L. peru, es importante conocer la
secuencia y los periodos de tiempo en que se deben suministrar los diferentes
tipos de presas; y las condiciones de cultivo que propicien una mayor

supervivencia. Por lo cual, este trabajo se ha planteado las siguientes hipoétesis:
2. HIPOTESIS
2.1 Hipotesis 1

La prolongacion del periodo de suministro de la segunda presa y la sustitucion de
la misma (actualmente nauplios del copépodo P. euryhalinus) por el rotifero B.
rotundiformis cultivado con RotiGrow, tendra un efecto igual o superior sobre el

crecimiento y la supervivencia de las larvas de L. peru, en cultivo.
2.1.1 Objetivo general 1

Evaluar el efecto de dos secuencias y duracion de suministro de presas en la

supervivencia y crecimiento de larvas de L. peru.

2.1.2 Objetivos especificos

Evaluar la eficiencia alimenticia durante la primera alimentacion.

- Evaluar y comparar la incidencia alimenticia, intensidad alimenticia y

selectividad en coalimentacion, en diferentes secuencias alimentarias.

- Evaluar y comparar el crecimiento de las larvas en las diferentes

secuencias alimentarias.

- Determinar y comparar el ancho de la boca de las larvas a diferentes

tiempos del desarrollo.

- Determinar y comparar la supervivencia larvaria entre las diferentes

secuencias alimentarias.



2.2 Hipotesis 2

La utilizacion de una mayor concentracién de microalga como agua verde, tendra

un efecto favorable en el crecimiento y la supervivencia de las larvas.
2.2.1 Objetivo general 2

Evaluar el efecto de dos concentraciones de microalga (300 000 cel/ml y 1 000

000 cel/ml) en la supervivencia y crecimiento de larvas de L. peru.

2.2.2 Objetivos especificos

Evaluar la incidencia alimenticia durante la primera alimentacion.

- Evaluar y comparar la incidencia alimenticia, intensidad alimenticia y
selectividad en los periodos de coalimentacion en dos concentraciones de

microalga.

- Evaluar y comparar el crecimiento de las larvas con dos concentraciones

de microalga.

- Determinar y comparar el ancho de la boca de las larvas a diferentes

tiempos del desarrollo y relacionarlo con la longitud total.

- Determinar y comparar la supervivencia larvaria en dos concentraciones de

microalga.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Desove

Se realizaron dos experimentos referidos en lo subsecuente como experimento 1
(Exp.1) y experimento 2 (Exp.2). Los desoves fueron donados por la empresa
Earth Ocean Farms ubicada en Puerto Pichilingue, B.C.S. obteniéndose de
reproductores en cautiverio que desovan espontaneamente. El primer desove se
adquiri6 el 4 de noviembre del 2017 (Exp.1) y el segundo desove el 5 de
septiembre del 2018 (Exp. 2). Una vez recolectados los huevos se colocaron en
una bolsa plastica con 10 litros de agua de mar filtrada y esterilizada (previamente
clorada durante 24 horas con 5 mg/L de cloro y neutralizada con 4 mg/L de
tiosulfato de sodio). A la bolsa se le inyecté oxigeno y se puso en una hielera
para transportarse a la Unidad Piloto de Maricultivos (UPIMA) en el CICIMAR-IPN.

Una vez en el laboratorio, se separaron los huevos viables (huevos flotantes) de
los no viables (huevos que se hunden) y se estimo el volumen de huevos viables.
Los desoves fueron depositados en una tolva cilindro conica de 130 L de volumen,
a 26.0 £ 0.5 °C con aireacion y recambio de 45 L/hora con agua de mar filtrada.
Para estimar el porcentaje de eclosion una vez sembrada la tolva, se homogeniz6
y se extrajeron tres muestras de 100 mL que se colocaron en bolsas Ziploc® con
dos litros de agua de mar filtrada y esterilizada como ya se describié. Luego se
inyectd aire a las bolsas y se colocaron en bafio Maria con las mismas
condiciones de temperatura que la tolva de incubacion. Pasadas 24 h se evaluo

el porcentaje de eclosion.
3.2 Sistema de crianza

Se utilizé un sistema de recirculacion cerrada para crianza larvaria. El mismo
consiste de 16 tanques de fibra de vidrio con 200 L de capacidad méxima, un
reservorio de agua de 1 000 L, una bomba centrifuga de 1/8 Hp, filtro rapido de
arena, filtro bioldgico, columna de bioesferas y lampara ultravioleta. Los tanques
de cultivo utilizados tienen una forma cilindro conica (67 cm de alto y 60 cm de
diametro), con paredes negras y fondo blanco. En cada tanque se coloc6d una
manguera para aireacion y un mecanismo para filtrar el agua “tipo tambor” para el

Exp.1y “tipo columna” para el Exp.2 con malla de 200 um (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos de filtracion a) “tipo tambor” b) “tipo columna”.
3.3 Siembra en tanques

Al eclosionar las larvas, se homogenizé la tolva de incubacion y se evaluo la
densidad de larvas para calcular el volumen de siembra. Los tanques de cultivo
con anterioridad fueron desinfectados y llenados con 100 L de agua filtrada y
esterilizada. La densidad de siembra fue de 50 larvas/L, teniendo unas 5 000
larvas/tanque en ambos experimentos. Las larvas permanecieron en los tanques

en oscuridad y sin alimento hasta 3 DDE.
3.4 Cultivo de microalgas

El cultivo de las microalgas se realizO a una temperatura controlada (24 °C) en
columnas de 350 L, utilizando como medio de cultivo /2 (Guillard & Ryther, 1962)
con aireaciéon vigorosa y un fotoperiodo de 18:6 (Luz:Oscuridad) provisto con
lamparas fluorescentes. Las especies de microalgas cultivadas fueron
Nannochloropsis oculata, Isochrysis galbana, Tetraselmis suecica y Cheatoceros

calcitrans.
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3.5 Cultivo de las presas
3.5.1 Rotiferos

Se utilizé la especie B. rotundiformis cultivada con la dieta comercial RotiGrow-
OneStep® (Reed Mariculture, CA, USA). EIl cultivo se llevé a cabo en tolvas
cilindro conicas, con un volumen de 80 litros de agua de mar y una densidad de
siembra de 500 rot/mL, segun las instrucciones del proveedor. Cada dia se realizo
la evaluacion del cultivo de rotiferos, para verificar el crecimiento de la poblacion y
el ajuste de la racién diaria. Por millén de rotifero en cultivo, cada dia se preparé 1
mL de la dieta comercial que se diluyé en 900 mL de agua de mar, conservandolo
en refrigerador y suministrandolo en tres raciones diarias. Cada tercer o cuarto dia

se cosecho una tolva utilizando un tamiz de luz de malla de 50 pum.
3.5.2 Copépodos

El copépodo P. euryhalinus se cultivé en tolvas cilindro conicas con 130 L de
capacidad a una temperatura de 26 + 1°C. Se les proporcioné diariamente una
mezcla de microalgas (C. calcitrans y T. suecica; 9:1) a una concentracion de 1
000 000 células/mL. En cuanto al copépodo P. crassirostris, se cultivO en
contenedores plasticos de 1 000 L de capacidad a una temperatura de 27 + 1°C.
Se alimentaron diariamente con las microalgas |. galbana y T. suecica (7:3) a una
concentracion de 70,000 a 100,000 células/ml. La cosecha de los nauplios se
llevé a cabo con unas redes con luz de malla de 180, 100 y 40 um, siendo los dos
primeros para poder separar los adultos y copepoditos de los nauplios.

3.5.3 Artemia sp.

Cada dia se colocaron 20 g de quistes de Artemia sp. dentro de un recipiente de
vidrio y se adicion6 un litro de agua dulce, 1 g de cloro en polvo y se puso
aireaciéon moderada, esperando a que los quistes cambiaran a una coloraciéon
anaranjada. Luego se enjuagaron y se colocaron en una tolva de 130 L de
capacidad con agua de mar y aireacion vigorosa. Transcurridas 18 horas se
colocaron en un contenedor con 18 L de agua de mar, a una densidad de 250

nauplios/mL y se agregaron 14 g de la emulsion Spresso-Selco® (Inve
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Aquaculture, UT, USA) con aireacion moderada. Diez horas después de estar en

este medio enriquecedor, se enjuagaron para utilizarse como alimento.
3.6 Calendario de alimentacion

En ambos experimentos, el alimento y las microalgas se suministraron a partir de
los 3 DDE, una vez que se observl boca y ano abiertos, y el ojo pigmentado.
Estas caracteristicas son las que indican que la larva puede ubicar e ingerir las

presas, comenzando a alimentarse exdgenamente (Zavala-Leal et al., 2013).
3.6.1 Exp.1

En el Exp.1 se sembraron 16 tanques. En todos los tanques se suministraron
nauplios de P. crassirostris desde los 3 hasta los 9 DDE. A partir del dia 6 se
suministré como segunda presa B. rotundiformis en 8 tanques y nauplios de P.
euryhalinus en los otros 8 tanques, los cuales se denominaran como Rot y
Pseudo, respectivamente. Se tuvo asi un periodo de coalimentacion de 4 dias
desde el dia 6 hasta el dia 9, con P. crassirostris y B. rotundiformis en Rot; y P.

crassirostris y P. euryhalinus en Pseudo (Figura 2)

A partir del dia 17 (Rot 19) en 4 de los tanques que recibieron rotiferos se inicio la
coalimentacion con una tercera presa que fueron nauplios de Artemia sp.; y en los
4 tanques restantes se inicié la coalimentacién con nauplios de Artemia sp. a
partir del dia 21 (Rot23). De igual forma se ofrecié nauplio de Artemia sp. en los
tanques donde se suministré P. euryhalinus (Pseudol9 y Pseudo23). En ambos
casos, la coalimentacion duré 3 dias (dias 17,18 y 19; dias 21, 22 y 23) y el

experimento se dio por finalizado el dia 27 (Figura 2).
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Figura 2. Calendario de alimentacion del Exp.1

A partir de los 3 DDE y hasta el dia 9, los tanques se mantuvieron sin flujo y
diariamente se suministraron 300 000 cel/mL de mezcla de microalga,
determinandola mediante un contador XpertCount® (XpertSea, QC, CA). Esta
mezcla consistio en aproximadamente 120 000 cel/mL entre I. galbana, T. suecica
y C. calcitrans en proporcién 2:1:1 respectivamente y 180 000 cel/mL de N.
oculata. Al dia 9 se realizd el primer sifoneo y se empezé a disminuir la
concentracion de microalgas con el inicio del flujo nocturno. Al encender las luces
del dia 11 se observaron conductas de nado erratico y golpeteo de las larvas
contra las superficies blancas como el fondo y los filtros. Para tratar de
contrarrestar esta conducta se aumentd nuevamente la concentracion de
microalga a 300 000 cel/mL utilizando una pasta de N. oculata (Reed Mariculture,
CA, USA) y se disminuyo6 la intensidad de la luz de 1 000 lux a 400 lux. Para
determinar la intensidad de la luz se utilizé un fotémetro Foot Candle Lux Meter,
modelo 407026 (Extech-Instruments, NH, USA).
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3.6.2 Exp.2

Con base en lo observado en el experimento anterior, al evaluar que las larvas de
huachinango ingieren el rotifero como segunda presa, se planted un segundo
experimento Unicamente con el rotifero como segunda presa, pero a diferente
concentracion de microalga. En el Exp.2 se sembraron 8 tanques en el mismo
sistema de cultivo utilizado en el Exp.l. Se suministraron nauplios de P.
crassirostris desde el dia 3 hasta el dia 10 y a partir del dia 7 se suministré B.
rotundiformis hasta el dia 20. En este experimento, el periodo de coalimentacién
fue desde los 7 hasta los 10 DDE. Desde el dia 3 y hasta el dia 8, en todos los
tanques se suministr6 300 000 cel/mL de microalga en una mezcla como la
descrita en el Exp.1l, determinando también las concentraciones mediante un
contador Xpertcount® (XpertSea, QC, CA). A partir del dia 9 y hasta el dia 20, los
8 tanques se dividieron en dos. Cuatro tanques recibieron diariamente una
concentracion de N. oculata de 300 000 cel/mL (Baja concentracion de microalga)
y en cuatro tanques se suministré 1 000 000 cel/mL de la microalga N. oculata
(Alta concentracion de microalga) (Figura 3). Los tanques se mantuvieron sin flujo
hasta el dia 9 cuando inici6é un flujo nocturno de 600 mL/min y a partir del dia 10
inicio el sifoneo. La intensidad de la luz se mantuvo en 500 lux durante todo el

experimento.

B. rotundiformis (RotiGrow®)

nauplios P. crassirostris

Alta (1 000 000 cel/mL)

E’ Microalgas @ Baja (300 000 cel/mL)

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
DDE

Figura 3. Calendario de alimentacion del Exp.2
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3.7 Condiciones de cultivo

Los parametros fisicoquimicos del agua en los tanques de cultivo (Tabla 1) se
monitorearon diariamente. Para determinar la temperatura, el oxigeno disuelto y la
salinidad se utiliz6 un multiparametro smarTROLL Multiparameter Handheld (In-
Situ Inc., CO, USA). El amonio y el nitrito fueron determinados mediante Kkits

colorimétricos comerciales Saltwater master test kit (APl Marine Inc., FL, USA)

Tabla 1. Condiciones de cultivo para los experimentos 1y 2.

Exp.1 Exp.2
Temperatura (°C) 25.9+0.2 25.6+ 0.8
Oxigeno disuelto mg/L 58+0.6 55+£0.7
Salinidad (UPS) 36+0.4 37.2+04
Amonio(NH3/NH*) (ppm) 0.3+0.2 0.2+0.2
Nitrito (NO?) - 0
Fotoperiodo 12L/120 12L /120
Intensidad de luz (lux) 1000 (D3-D10) 500

400 (D11-D27)

(D3-D8) 300 000
(D9) 300 000

(D9) 1 000 000

Agua verde (cel/ml) 300 000

3.8 Densidades de presas

El alimento se suministré en las mafianas temprano. En el Exp.1 a los 3 DDE se
suministraron 3.5 nauplios/mL de P. crassirostris y se mantuvo aproximadamente
esta densidad hasta el inicio del suministro de la segunda presa al dia 6 (B.
rotundiformis o P. euryhalinus), donde la densidad de naulios de P. crassirostris
se fue disminuyendo progresivamente. Al dia 6 se suministraron 2 rot/mL en Rot y
2 nauplios/mL de P. euryhalinus en Pseudo, y las densidades de estas presas
fueron aumentando progresivamente durante la coalimentacion hasta alcanzar

densidades promedio de 10 rot/mL de B. rotundiformis y de 2.5 nauplios/mL de P.
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euryhalinus. Al inicio del suministro de la Artemia sp., tanto al dia 17 como 21, se
comenzO6 suministrando a 1 nauplio/ml de Artemia sp., hasta alcanzar
progresivamente 2 nauplios/mL y tanto las densidades de B. rotundiformis como
de P. euryhalinus, se fueron disminuyendo progresivamente durante la

coalimentacién con la Artemia sp.

En el Exp.2 a los 3 DDE se suministré una densidad de 6 nauplios/mL de P.
crassirostris, manteniendo esa densidad aproximada hasta el dia 7, donde se fue
disminuyendo progresivamente al inicio de la coalimentacién con B. rotundiformis.
Por su parte B. rotundiformis al dia 7 se suministré a una densidad de 2 rot/mL, la
cual fue aumentando progresivamente hasta alcanzar 10 rot/mL para el dia 10 al
final de la coalimentacion, densidad que se mantuvo por el resto del Exp.2 hasta
los 20 DDE.

3.9 Eficiencia alimenticia

La eficiencia alimenticia esta definida por la incidencia alimenticia y la intensidad
alimenticia. La incidencia alimenticia es el porcentaje de larvas de la muestra que
presentaron alimento en el tracto digestivo. La intensidad alimenticia, es la
cantidad promedio de presas ingeridas por larva, teniendo en cuenta solo aquellas

larvas con alimento (Yin & Blaxter, 1987).

, , ) o No. de larvas con alimento
Incidencia Alimenticia = *100
No. total de larvas de la muestra

> No. de presas en el tracto digestivo
No. de larvas con alimento

Intensidad Alimenticia =

En la evaluacién de la eficiencia alimenticia las larvas de los tanques fueron
tomadas aleatoriamente, colocadas en cajas Petri y anestesiadas con 2-
fenoxietanol (4ppm). Mediante el uso de un estereoscopio, se observo la
presencia 0 ausencia de alimento. Para determinar la intensidad alimenticia fue
necesario diseccionar el tracto digestivo de las larvas y contabilizar el nimero de

presas.
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En el Exp.1 se muestrearon 10 larvas por tanque en 6 tanques (60 larvas en total)
seleccionados al azar, desde el dia 3 (inicio de la alimentacion exdgena) hasta
gue las larvas alcanzaron un 100% de la incidencia alimenticia. En el dia 3 se
esperd 6 horas después de adicionar el alimento siguiendo el criterio propuesto
por Zavala-Leal et al. (2013) para comenzar el muestreo y el resto de los dias se
esperd solo dos horas. En el Exp.2 del dia 3 al 5, solamente se evalu6 la

incidencia alimenticia y no la intensidad alimenticia.
3.10 Eficiencia alimenticia en coalimentacion

Durante los dias de coalimentacion en ambos experimentos se realizé el muestreo
y diseccion de larvas para evaluar el consumo de las diferentes presas que se le
suministraron. Para el Exp.1, se muestrearon 30 larvas (10 por tanque) en Rot y
en Pseudo, a los 6, 7, 8 y 9 DDE. También se muestrearon 30 larvas (10 por
tanque) en Rot19 y en Pseudol9, a los 18 DDE; y en Rot23 y en Pseudo23, a los
22 DDE. En el Exp.2 se muestrearon 40 larvas entre los 8 tanques (5 por tanque)
en los dias 7 y 8. Siendo baja la supervivencia, se opté por muestrear 10 larvas (5
por tanque) al dia 10, en los tanques con Baja concentracion de microalga y en

los tanques con Alta concentracion de microalga.
3.11 indice de selectividad de Ivlev (1961)

Este indice evalla la preferencia que tienen las larvas por las presas, utilizando
los datos de consumo de presas y la concentracion de presas en el tanque. Su
célculo es independiente para cada presa y tiene un rango de valores desde -1
hasta 1, donde 1 indica que hay una maxima seleccion sobre la presa, 0 indica
gue la presa se consume proporcionalmente a la cantidad presente en el tanque y
-1 refleja que no hubo consumo de la presa en cuestion. Los datos para realizar el
calculo se tomaron de los muestreos que se evaluaron para la eficiencia

alimenticia en coalimentacion. La formula para obtener el indice fue la siguiente:

E = ri-pi ri: % de la presa en la larva

~ri + pi pi: % de la presa en el tanque
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Ejemplo hipotético del célculo del indice de Iviev.
Se suministran en el tanque:

- 8 rotiferos/mL

- 2 copépodos/mL

El porciento de las presas en el tanque pi es:

- pi(rotifero) = 80%
- pi(copépodo) = 20%

Se analiza el contenido estomacal y se encuentran:

- 2rotiferos
- 3 copépodos
El porciento de cada presa en el estbmago ri es:

- ri(rotifero) = 40%
- ri(copépodo) = 60%

ri(rotifero) - pi(rotifero 40 - 80
( ) - pi( ) — 016

E (rotifero) = ri(rotifero) + pi(rotifero) ~ 40+ 80

ri(copépodo) - pi(copépodo)  60-20
ri(copépodo) + pi(copépodo) ~ 60+20

E (copépodo) =

3.12 Ancho de la boca (AB) de la larva

El AB se determind segun la metodologia propuesta por Russo et al. (2009). Para
esto, las larvas muestreadas fueron anestesiadas previamente con 2-fenoxietanol
y fijadas en formol al 5%. Posteriormente se colocaron las larvas en posicion
ventral y se les tomaron fotos utilizando una camara digital Infinity 1 (Lumenera

Corporation, ON, CA), ajustada a un estereoscopio Olympus. Con las fotos y la
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ayuda del programa ImagePro Plus v4.5 se realizaron las mediciones, las cuales
tuvieron como referencia la cara externa de la articulacion mandibula-maxilar,
como se muestra en la Figura 4. En el Exp.1 se muestrearon 30 larvas (10 por
tanque) en Rot y en Pseudo a los 3, 6, 11 y 16 DDE; de igual forma se
muestrearon 30 larvas (10 por tanque) en Rot19, Cop19, Rot23 y Cop23 a los 20
y 27 DDE. Para el Exp.2 se muestrearon 40 larvas (5 por tanque) los dias 3y 6; y
15 larvas (5 por tanque) en Alta concentracion y en Baja concentracion de
microalga a los 9, 12, 15y 20 DDE.

Figura 4. Puntos de referencia para medir el ancho de la boca de larvas de L.

peru.
3.13 Longitud total (LT)

La LT se determiné midiendo desde el extremo de la mandibula superior hasta la
punta de la aleta caudal (Figura 5). Para esto las larvas se anestesiaron con 2-
fenoxietanol en una caja Petri, se pusieron en posicién lateral y se tomaron fotos
que se midieron con los mismos instrumentos descritos para el AB. En el Exp.1 se
muestrearon 30 larvas (10 por tanque) en Rot y en Pseudo los dias 0, 3, 5, 12, 16.
Para Rot19, Pseudol9, Rot23 y Pseudo23 también se muestrearon 30 larvas (10
por tanque) a los 20 y 27 DDE. Para el Exp.2 se muestrearon 40 larvas (10 larvas
por tanque) alos 0, 3, 6, 9, 12, 15y 20 DDE.
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Figura 5. Puntos de referencia para la medicion de la LT.
3.14 Supervivencia

Se realizé un primer sifoneo de limpieza en el Exp.1 al dia 9 y en el Exp.2 al dia
10. Las larvas muertas de estos sifoneos no se contaron, debido al estado de
desintegracion que tenian. A partir de entonces se sifonearon los tanques en dias
alternos, contabilizando las larvas muertas en el fondo y se contaron las larvas
vivas a 27 DDE, al final del Exp.1, asi como a 20 DDE en el Exp.2. Con estos
datos y considerando las 5 000 larvas por tanque sembradas inicialmente como
100%, se calculd el porcentaje de supervivencia por dia. Este célculo se realiz6
considerando que las larvas vivas en determinado dia fueron la sumatoria de las
larvas muertas extraidas mediante el sifon en los dias posteriores al dia en
cuestion, mas las larvas vivas en el tanque al final del experimento. Por ejemplo,
para el dia 21 (Exp.1) las larvas vivas fueron la sumatoria de las larvas muertas

extraidas mediante el sifon los dias 23, 25y 27; mas las larvas vivas al dia 27.
3.15 Analisis Estadisticos

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el software estadistico
Statistic Version 10.0 de Statsoft. A los datos obtenidos de la LT por dia y por
tratamiento, y al consumo promedio de presas se les aplicO una prueba de
Shapiro Wilk y de Levene para determinar si cumplian con los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianza, respectivamente. Cuando los datos
cumplieron los supuestos se les aplicO un ANOVA de una via y cuando no
cumplieron, se aplicé una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. En caso de

encontrar diferencias significativas se realiz6 una prueba a posteriori de Tukey
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para los ANOVAs o una prueba de comparacién multiple de rangos para los
Kruskal-Wallis. Tanto los porcientos de supervivencia como los de consumo de
presa, se transformaron a arcoseno de raiz cuadrada y se les aplicO un ANOVA
de una via. En el Exp.2, con los datos de AB y de LT se realizé una regresion

lineal para determinar si existe relacion entre estas variables.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1
4.1.1 Desove

Del desove del Exp.1 se obtuvieron 210 mL = 468 300 de huevos viables, con un

porcentaje de eclosion de 87.8 £ 5.3%.
4.1.2 Eficiencia alimenticia en la primera alimentacion (P. crassirostris).
4.1.2.1 Incidencia alimenticia

A los 3 DDE, primer dia de alimentacion exdgena, en el Exp.1 la incidencia
alimenticia fue de 73.7 = 21.7%. A los 4 DDE, aumentd a un 93.3 = 12.1%,
alcanzandose el 100% de las larvas con alimento en el tracto digestivo a los 5
DDE.

4.1.2.2 Intensidad alimenticia

En el Exp.1 a los 3 DDE se encontré un promedio de 4.0 £ 1.6 nauplios en el
tracto digestivo de aquellas larvas que ingirieron alimento. A los 4 DDE este valor

incrementd a 4.5 + 1.3 nauplios y para el dia 5 se registraron 5.2 £ 0.4 nauplios.
4.1.3 Eficiencia alimenticia en la coalimentacién.

4.1.3.1 Transicién entre la primera presa (P. crassirostris) y la segunda presa

(B. rotundiformis o P. euryhalinus).
4.1.3.1.1 Incidencia alimenticia en coalimentacion.

Con los datos de contenido del tracto digestivo durante los dias de coalimentacion
con la primera y la segunda presa, se determind y compard por cada dia la
incidencia alimenticia de las larvas que comieron cada tipo de presa y las larvas
gue consumieron una mezcla de ambas (Figura 6). Al dia 6 (primer dia de
coalimentacién), en Rot, el 100% de las larvas consumieron nauplios de P.
crassirostris y no se registré incidencia de rotiferos; sin embargo, para Pseudo si
se registré un 10% de larvas que presentaron una mezcla de nauplios de P.

euryhalinus y de nauplios de P. crassirostris, aunque este porcentaje fue
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significativamente menor (p < 0.05) al porcentaje de larvas que presentaron solo

nauplios de P. crassirostris (90%).

Al segundo dia de coalimentaciéon (dia 7), en Rot se registrdé por primera vez la
incidencia de rotiferos en una mezcla con nauplios de P. crassirostris, aunque
ésta fue baja (3.3%) y significativamente menor (p < 0.05) al porcentaje de larvas
gue presentaron solo nauplios de P. crassirostris (96.7%). Por otra parte, en este
dia para Pseudo, el porcentaje de larvas que presentaron una mezcla de los
nauplios de los dos copépodos aumentd considerablemente (73.3%), aunque no
mostro diferencias significativas (p > 0.05) con el porcentaje de larvas que solo
consumieron nauplios de P. crassirostris (26.7%). Al dia 8 en Rot, se registré un
aumento en el porcentaje de larvas que ingirieron una mezcla de rotiferos y
nauplios de P. crassirostris (43.3%), no presentando diferencias significativas (p >
0.05) con las larvas que consumieron nauplios de P. crassirostris solamente
(56.7%).

Para el dia 9 por primera vez, no todas las larvas consumieron P. crassirostris,
registrandose larvas que soélo presentaron en el tracto digestivo B. rotundiformis o
P. euryhalinus. Asi tenemos para Rot que un 6.7% de las larvas solo comieron el
rotifero B. rotundiformis y para Pseudo, un 15% de las larvas, solo consumieron
nauplios de P. euryhalinus. A pesar de que se registr6 larvas que solamente
comieron nauplios de P. crassirostris tanto para Rot como para Pseudo, los
mayores valores de incidencia registrados fueron para las mezclas de rotifero y
nauplios de P. crassirostris (63.3%) en Rot; y la mezcla de los nauplios de P.
euryhalinus y P. crassirostris (75%) en Pseudo (Figura 6).
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Figura 6. Exp.l. Incidencia alimenticia (%; promedio * desviacion estandar)
comparada para cada dia durante la coalimentacion. a) Rot; por tipo de presa:
Parvocalanus crassirostris y Brachionus rotundiformis, y mezcla de ambas presas,
(n=30). b) Pseudo; por tipo de presa: Parvocalanus crassirostris y
Pseudodiaptomus euryhalinus, y mezcla de ambas presas, (n = 30). En cada dia,
las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05). DDE: Dias
después de la eclosion.
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4.1.3.1.2 Intensidad alimenticia en coalimentaciéon

Se determind también para estos dias el consumo promedio de cada tipo de presa
(Figura 7). Durante los 3 primeros dias de coalimentacién (6, 7 y 8 DDE) el
consumo de nauplios de P. crassirostris fue significativamente mayor al consumo
de las segundas presas (B. rotundiformis o P. euryhalinus). Los rotiferos se
consumieron por primera vez a los 7 DDE en una baja intensidad (0.03 rot/larva),
y esta intensidad aument6 en los dias hasta 3.8 rot/larva al dia 9, aunque aun
presentd diferencias significativas (p < 0.05) con el consumo promedio de nauplios
de P. crassirostris (6.3 nauplios/larva). Desde el inicio de la coalimentacion (dia 6),
los nauplios de P. euryhalinus fueron consumidos (0.23 nauplios/larva); y con el
paso de los dias, la intensidad con que las larvas los comieron, fue aumentando.
Para los 9 DDE, la cantidad de nauplios de P. euryhalinus ingeridos (5.8
nauplios/larva) superé a la cantidad de nauplios de P. crassirostris (2.9

nauplios/larva), no obstante no se registraron diferencias significativas (p < 0.05).
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Figura 7. Exp.l. Intensidad alimenticia (promedio *+ desviacion estandar)
comparada para cada dia de coalimentacion. a) Rot; por tipo de presa:
Parvocalanus crassirostris y Brachionus rotundiformis, (n = 30). b) Pseudo; por
tipo de presa: Parvocalanus crassirostris y Pseudodiaptomus euryhalinus, (n =
30). En cada dia, las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

DDE: Dias después de la eclosion.
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4.1.3.2 Transicion de la segunda presa (B. rotundiformis o P. euryhalinus) a

la tercera presa (nauplios de Artemia sp.).
4.1.3.2.1 Incidencia alimenticia en coalimentacion

En Rotl9, el porcentaje de larvas que consumieron solo nauplios de Artemia sp.
para el dia 18, fue bajo (6.7%) y significativamente menor (p < 0.05) al porcentaje
de larvas que comieron una mezcla de rotiferos y nauplios de Artemia sp. (60%).
Sin embargo, para el dia 22 el porcentaje de larvas con solo nauplios de Artemia
sp. en el tracto digestivo aumenté (40%), y no presento diferencias significativas
(p > 0.05) con el porcentaje de larvas que consumieron solo rotiferos (30%), o una
mezcla de rotiferos y nauplios de Artemia sp.(30%) Por otro lado, se registré un
mayor porcentaje de larvas que consumieron una mezcla de rotiferos y nauplios
de Artemia sp. para el dia 18 (60%) que al dia 22 (30%), pero sin presentarse
diferencias significativas (p > 0.05) y no se registro diferencias significativas (p >
0.05) entre los porcentajes de larvas que solo ingirieron rotiferos entre los dias 18
y 22 después de la eclosion (Figura 8a).

Para el dia 18 en Pseudo, no se registraron larvas que solamente comieran
nauplios de Artemia sp. Sin embargo, el porcentaje de larvas que consumieron
solo nauplios de Artemia sp. para el dia 22 fue de 32.4% y no presento diferencias
significativas (p > 0.05) con el porcentaje de larvas que consumieron solo nauplios
de P. euryhalinus, o una mezcla entre nauplios de Artemia sp. y nauplios de P.
euryhalinus. Por su parte, el porcentaje de larvas que ingirieron solo nauplios de
P. euryhalinus mostré valores mayores para el dia 18 (53.3%) que para el dia 22
(10%), aunque no presentaron diferencias significativas (p > 0.05). Asimismo, el
porcentaje de larvas que comieron una mezcla de nauplios de P. euryhalinus y
nauplios de Artemia sp., no present6 diferencias significativas entre el dia 18 y el
dia 22.
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Figura 8. Exp.1. Incidencia alimenticia (%; promedio * desviacion estandar) a los
18 y 22 DDE. a) Rotl9 y Rot23; por tipo de presa: Brachionus rotundiformis y
Artemia sp., y la mezcla de ambas presas, (n = 30). b) Pseudo19 y Pseudo23; por
tipo de presa: Pseudodiaptomus euryhalinus y Artemia sp. y la mezcla de ambas
presas, (n = 30). Las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

DDE: Dias después de la eclosion.
4.1.3.2.2 Intensidad alimenticia en coalimentacion

Referente a la intensidad alimenticia, en Rot19 el consumo promedio de rotiferos
fue mayor que el consumo de nauplios de Artemia sp., pero esta relacion se
invirti6 para Rot23; aunque no se presentaron diferencias significativas en la
intensidad con que las larvas se alimentaron de estas dos presas (B. rotundiformis
y Artemia sp.) (p > 0.05) (Figura 9a). Por otro lado, en los tanques donde se
suministré P. euryhalinus, para Pseudol9, el consumo promedio de nauplios de P.

euryhalinus fue significativamente mayor (p < 0.05) al consumo de nauplios de
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Artemia sp. al dia 18; y también en este caso se invirtio la relacion para Pseudo23
a un mayor consumo de Artemia sp. a los 22 DDE; sin embargo, no se registraron

diferencias significativas (p > 0.05) (Figura 9b).
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Figura 9. Exp.1. Intensidad alimenticia (promedio + desviacion estandar) a los 18
y 22 DDE. a) Rot19 y Rot23; por tipo de presa: Brachionus rotundiformis y Artemia
sp., (n = 30). b) Pseudol9 y Pseudo23; por tipo de presa: Pseudodiaptomus
euryhalinus y Artemia sp., (n = 30). Las letras diferentes indican diferencias

significativas (p < 0.05). DDE: Dias después de eclosion.
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4.1.4 indice de selectividad de Ivlev

Este indice evalla la preferencia que tienen las larvas por los diferentes tipos de
presas durante periodos de coalimentacion. En la transicion entre la primera y la
segunda presa (6, 7, 8 y 9 DDE) en Rot, el indice mostré valores negativos (poca
seleccion) para B. rotundiformis y valores positivos (mayor seleccion) para los
nauplios de P. crassirostris (Figura 10a). Durante los tres primeros dias de
coalimentacibn en Pseudo, los nauplios de P. crassirostris fueron mas
seleccionados que los nauplios de P. euryhalinus. Sin embargo, para el dia 9 las
larvas consumieron los nauplios de ambos copépodos en igual proporcion a la
gue se les estaba suministrando, arrojando un valor del indice de 0 (igual

seleccion entre las presas), para ambas especies de copépodos (Figura 10b).

1 OB. rotundiformis
Rot OP. crassirostris )
- (2)
o 05 (3.8) (5.6)
=
< (5)
5 0
-}g’ D6 D7 D8 D9
— -0.5 (8)
(8
-1 (1.4) )
1 Pseudo EP. euryhalinus b)
OP. crassirostris
3 05
= (38) 56
P (5) (5.6) )
o 0
fé D8 D9
£ 05 (1.8) (1.8)
(2.6)
(1.4)
-1

Figura 10. Exp.1. indice de selectividad de Ivlev. a) Rot; entre Parvocalanus
crassirostris 'y Brachionus rotundiformis. b) Pseudo; entre Parvocalanus
crassirostris y Pseudodiaptomus euryhalinus. Los nameros entre paréntesis

representan la densidad de presas suministrada (presas/mL).
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En el periodo de transicion de la segunda presa (B. rotundiformis 6 P. euryhalinus)
a la tercera presa (nauplios de Artemia sp.), tanto para Rot19 como para Rot23, la
Artemia sp. fue la presa preferente (Figura 11a). Sin embargo, para Pseudol9 se
registr6 una mayor selectividad por los nauplios de P. euryhalinus que por la
Artemia sp., invirtiéndose este resultado para Pseudo23 donde se registré una

mayor selectividad para la Artemia sp. que para P. euryhalinus (Figura 11b).
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Figura 11. Exp.l1. indice de selectividad de Ivlev. a) Rotl9 y Rot23; entre
Brachionus rotundiformis y Artemia sp. b) Pseudol9 y Pseudo23; entre
Pseudodiaptomus euryhalinus y Artemia sp. Los numeros entre paréntesis

representan la densidad de presas suministrada (presas/mL).
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4.1.6 Longitud total (LT)

Las larvas recién eclosionadas tuvieron una LT = 3.0 £ 0.2 mm que no presento
diferencias significativas (p > 0.05) con la LT observada a los 3 DDE (LT = 3.0 =
0.1 mm). Aldia5 (LT = 3.4 £ 0.1 mm), se presentaron diferencias significativas (p
< 0.05) en comparacién con la LT a los 3 DDE. Entre cada dia de muestreo
posterior al dia 5 (12, 16, 20 y 27 DDE) se encontraron diferencias significativas
entre dias de muestreo respecto a la LT (p < 0.05). Cuando se comparé la LT
entre Rot y Pseudo, no se presentaron diferencias significativas (p > 0.05) para

ninguno de los dias de muestreo (Tabla 2).

Tabla 2. Exp.1. Longitud total (mm; promedio + desviacion estandar) de las larvas
por dias (DDE). (n = 30).

DDE Rot Pseudo
12 5.1+0.5? 5.0+0.52
16 6.1 +0.82 6.0+1.32
Rot19 Rot23 Pseudol9 Pseudo23
20 9.2+1.12 9.0+1.0% 10.1 +3.02 8.4+0.42
27 16.4 £ 0.62 171+ 2.72 20.4° 17.8 £ 2.52

En cada linea, las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).
*Pseudol9 no se incluyd en los analisis estadisticos, ya que se presentaron larvas vivas en una
sola réplica.

4.1.7 Ancho de boca (AB)

A los 3 DDE, las larvas tuvieron un AB de 203.7 £ 10.5 um. No se encontraron
diferencias significativas (p > 0.05) entre el AB a los 6 DDE (209.7 + 18.9 um) y el
AB a los 3 DDE. Para cada dia de muestreo posterior a los 6 DDE (11, 16, 20y 27
DDE) se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre los dias respecto al
AB. Al comparar el AB entre Rot y Pseudo, no se encontré diferencias
significativas (p > 0.05) (Tabla 3). Al comparar el AB entre Rotl9, Rot23,
Pseudol9 y Pseudo23, solo se encontraron diferencias significativas (p < 0.05)

para los 20 DDE como se puede ver en la Tabla 3.
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Tabla 3. Exp.1. Ancho de la boca de las larvas (um; promedio + desviacion
estandar) por dias (DDE). (n = 30).

DDE Rot Pseudo
11 396.9 + 66.5% 387.7£72.3%
16 630.3 £ 159.42 580.6 + 198.42

Rot19 Rot23 Pseudol19 Pseudo23
20 1047.1 +317.3° 1202.8 + 150.7% 1497.0 £ 184.62 970.0 + 339.9°
27 2701.3 + 233.1° 2783.4 £ 555.32 2817.4" 2224.4 £ 539.12

En cada linea, las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).
*Pseudol9 no se incluyé en los andlisis estadisticos, ya que se presentaron larvas vivas en una
sola réplica.

4.1.8 Supervivencia

La supervivencia se determino a partir del primer sifoneo (9 DDE), siendo menor
al 5% para Rot y Pseudo desde este dia. En los dias posteriores a los 9 DDE, el
porcentaje de supervivencia fue disminuyendo tanto en Rot como en Pseudo, no
presentandose diferencias significativas (p > 0.05) entre ambos, para cada dia de
muestreo (Figura 12). A los 27 DDE, dia final del experimento, no se encontraron
diferencias significativas (p > 0.05) entre los porcentajes de supervivencia en
Rot19 (0.3 + 0.4%), Rot23 (1.0 = 0.7%) y Pseudo23 (0.1 + 0.1%) (Figura 12).
Cabe destacar que en Rot23 y Pseudo23 se presentaron larvas vivas en tres
réplicas, Rotl9 presentd larvas vivas en dos réplicas y Pseudol9 (0.4%) solo
present6 larvas vivas en una réplica, por lo que no se incluyé en los analisis

estadisticos (Figura 13).
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Figura 12. Exp.1. Supervivencia (%; promedio + desviacién estandar), desde el
inicio del sifoneo ( 9 DDE) hasta los 17 DDE.
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Figura 13. Exp.l. Supervivencia (%; promedio = desviacion estandar), a los 27
DDE, dia final del Exp.1
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4.2 Experimento 2.
4.2.1 Desove

En el desove del Exp. 2 se obtuvieron 80 mL = 178 400 huevos viables, con un

porcentaje de eclosion de 98.6 + 0.1%.
4.2.2 Incidencia alimenticia en la primera alimentacién (P. crassirostris).

En el Exp.2 se registré un 36.7 + 8.2% de incidencia alimenticia a los 3 DDE y
45.3 £ 12.7% a los 4 DDE, alcanzandose el 100% a los 5 DDE.

4.2.3 Eficiencia alimenticia en coalimentacion (P. crassirostris y B.

rotundiformis).
4.2.3.1 Incidencia alimenticia en coalimentacion.

A pesar de encontrar un 100% de incidencia alimenticia a los 5 DDE, a los 7 DDE
en el Exp.2 se registré un 87.5 + 14.9% de incidencia alimenticia, encontrando
12.5% de las larvas sin alimento en el tracto digestivo. Nuevamente desde los 8

DDE en adelante, todas las larvas presentaron alimento en el tracto digestivo.

Tomando en cuenta los resultados del Exp.1 donde no hubo consumo de rotiferos
al dia 6, se decidi6 comenzar la coalimentacion a los 7 DDE y desde entonces se
registro larvas consumiendo rotiferos. Sin embargo, al dia 7 se registr6 un
porcentaje de larvas que comieron solo nauplios de P. crassirostris (77.5%)
significativamente mayor (p < 0.05) que el porcentaje de larvas que consumieron
solo rotiferos (2.5%), o una mezcla de rotiferos y nauplios de P. crassirostris
(7.5%). Al dia 8 el porcentaje de larvas que ingirieron una mezcla de rotiferos y
nauplios de P. crassirostris aumentd, pero siguié siendo significativamente menor
(p < 0.05), que el porcentaje de larvas que consumioé solo nauplios de P.
crassirostris (Figura 14a). Para los 10 DDE, segundo dia luego del inicio del
suministro de las dos diferentes concentraciones de microalga, tanto en Alta
concentracibn como en Baja concentracion de microalga, el porcentaje de larvas
gue consumieron una mezcla de rotiferos y nauplios de P. crassirostris fue
significativamente mayor (p < 0.05) al porcentaje de larvas que comieron nauplios

de P. crassirostris solamente (Figura 14b).
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Figura 14. Exp.2. Incidencia alimenticia (%; promedio + desviacion estandar) por
tipo de presa (Parvocalanus crassirostris y Brachionus rotundiformis) y la mezcla
de ambas presas. a) A los dias 7 (D7) y 8 (D8). Para cada dia las letras diferentes
indican diferencias significativas (p < 0.05), (n = 40). b) Al segundo dia del
suministro de una Alta concentracion y una Baja concentracion de microalga, (n =

10 al dia 10). Las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).
4.2.3.2 Intensidad alimenticia en coalimentacion

Para los 7 y 8 DDE, el consumo promedio de nauplios de P. crassirostris fue
mayor a 4 nauplios/larva y significativamente mayor (p < 0.05) a la intensidad con
gue las larvas se alimentaron de los rotiferos (menos de 1 rot/larva) (Figura 15a).
Por otro lado, a los 10 DDE, para Baja concentracion de microalgas se registro un

consumo de nauplios de P. crassirostris (13.3 nauplios/larva) significativamente
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mayor (p < 0.05) al consumo de rotiferos (2 rot/larva). Sin embargo, para Alta
concentracion de microalga, el consumo de nauplios de P. crassirostris o de

rotiferos no present6 diferencias significativas (p > 0.05) (Figura 15b).
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Figura 15. Exp.2. Intensidad alimenticia (promedio + desviacion estandar) por tipo
de presa (Parvocalanus crassirostris y Brachionus rotundiformis) y por dia. a) A
los dias 7 (D7) y 8 (D8). Para cada dia las letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05), (n = 40). b) Al segundo dia del suministro de una Alta
concentracion y una Baja concentracion de microalga, (n = 10 al dia 10). Las

letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).
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4.2.4 indice de selectividad de Ivlev

El indice de Ivlev registré en todos los dias una mayor seleccion por los nauplios
de P. crassirostris que por B. rotundiformis, incluso una vez que inici6 el
suministro de una Alta concentracion y Baja concentracion de microalgas (Figura
16)
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] B. rotundiformis 2
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0.5 2
(10)
-1 (5) \ Y J
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Figura 16. Exp.2. indice de selectividad de Ivlev entre nauplios de Parvocalanus
crassirostris y Brachionus rotundiformis. En los dias 7 (D7) y 8 (D8); y al dia 10
(D10), segundo dia de suministrar una Alta concentracion y una Baja
concentracion de microalgas. Los numeros entre paréntesis representan la

densidad de presas suministrada (presas/mL).
4.2.5 Longitud total (LT)

Las larvas eclosionaron con una LT de 2.7 £ 0.2 mm y presentaron diferencias
significativas (p < 0.05) con la LT observada a los 3 DDE (LT = 3.1 £ 0.2 mm). A
los 6 DDE (LT = 3.4 £ 0.2 mm), no se presentaron diferencias significativas (p >
0.05) en comparacion a los 3 DDE. Entre cada dia de muestreo posteriores a los 6
DDE (9, 12, 15 y 20 DDE), la LT de las larvas presentaron diferencias
significativas entre dias (p < 0.05). Respecto a la LT a los 20 DDE, se presentaron
diferencias significativas entre las diferentes concentraciones de microalga,

teniendo en Alta concentracibn de microalga una LT de 83 = 1.0 mm,
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significativamente mayor (p < 0.05) a la LT (7.0 £ 1.6 mm) en Baja concentracion

de microalga (Tabla 4).

Tabla 4. Exp.2. Longitud total (mm; promedio + desviacién estandar) de las larvas
en dias después de la eclosion (DDE), durante el suministro de una Alta

concentracion y Baja concentracion de microalga. (n = 40).

DDE Alta Baja
9 3.8+0.32 3.9+0.22
12 4.7 £0.32 45 +0.52
15 52+0.62 5.0+0.52
20 8.3+1.0° 7.0+1.62

En cada linea, las letras indican diferencias significativas (p < 0.05).

4..2.6 Ancho de boca (AB)

Las larvas presentaron un AB a los 3 DDE de 199.3 + 10.1 pm. No se encontraron
diferencias significativas (p > 0.05) entre el AB a los 6 DDE (206.6 + 30.5 pm) y el
AB a los 3 DDE. Para cada dia de muestreo posterior a los 6 DDE (9, 12, 15y 20
DDE) se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre los dias respecto al
AB. Al comparar el AB entre Alta concentracion y Baja concentracion de
microalga, no se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) (Tabla 5). Con
los valores puntuales de AB y LT de cada larva, se raliz6 una regresion lineal, la
cual fue significativa (p < 0.05), presentando un buen coeficiente de determinacién

(R?=0.885), como se muestra en la Figura 17.

Tabla 5. Exp.2. Ancho de la boca de las larvas (um; promedio + desviacion
estandar) en dias después de la eclosion (DDE), durante el suministro de una Alta

concentracion y una Baja concentracion de microalga. (n = 15).

DDE Alta Baja
9 273.5+ 32,52 261.9 + 24.42
12 373.3+40.72 354.1 + 66.32
15 441.3 +67.82 4279+ 72.7?
20 663.3 + 93.02 576 + 135.0?

En cada linea, las letras indican diferencias significativas (p < 0.05).
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Figura 17. Exp.2. Modelo de regresion lineal entre los valores puntuales del

ancho de boca (AB) y longitud total (LT) de las larvas. (n =150).
4.2.7 Supervivencia

La supervivencia se determind a partir de los 10 DDE (dia del primer sifoneo),
siendo para este momento menor al 4% tanto para Alta concentracion como para
Baja concentracion de microalga. No se encontraron diferencias significativas (p >
0.05) entre los porcentajes de supervivencia de Alta concentracion y Baja
concentracion de microalga para cada dia de muestreo. A los 20 DDE (dia final
del experimento), con Baja concentracion de microalga (0.9 + 1.3%) se
presentaron larvas vivas en solo dos réplicas; por otro lado, en la concentracion
Alta de microalga se presentaron larvas vivas en todas sus réplicas (4 réplicas)
(2.5 £ 0.9%) (Figura 18).
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Figura 18. Exp.2. Supervivencia (%), en Alta concentracion y Baja concentracion
de microalga, desde el inicio del sifoneo (10 DDE), hasta el dia final del Exp.2 (20
DDE).
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5. DISCUSION

5.1 Primera alimentacién

La supervivencia de las larvas de peces depende en gran medida del éxito que
tengan en la primera alimentacion (Yufera & Darias, 2007). Ashton & Rust (2003)
plantean que un indice de incidencia alimenticia superior al 50% pudiera resultar
en una mejor sobrevivencia en etapas posteriores. En este trabajo, la incidencia
alimenticia fue diferente entre los dos experimentos realizados. En el Exp.1 este
valor a los 3 DDE fue de 73.7%, y para el Exp.2 fue de 36.7%, aunque en ambos

experimentos alcanzaron el 100% de incidencia alimenticia a los 5 DDE.

Una condicion que varié entre ambos experimentos fue la intensidad de la luz con
1 000 lux para el Exp.1 y 500 lux para el Exp.2. La intensidad de luz es un factor
que ha demostrado tener efecto en la incidencia alimenticia de la primera
alimentacion de las larvas de peces, ya que en algunas ocasiones se registra un
incremento de la incidencia alimenticia con una mayor intensidad de luz,
dependiendo de la especie a tratar (Pefia et al., 2004; Carton, 2005). Los
resultados desarrollados hasta ahora en el laboratorio de la UPIMA en CICIMAR-
IPN con L. peru no son totalmente concluyentes en cuanto a la intensidad de luz.
Taylor-Cota (2017) reporté un 100% de incidencia alimenticia en larvas de L. peru,
a los 3 DDE con una intensidad de 500 lux y nauplios de P. crassirostris. Este
autor sugiere que 500 lux son adecuados para lograr una muy buena incidencia
alimenticia lo que contrasta con Zavala-Leal et al. (2013), donde reportan para la
primera alimentacion de larvas de L. peru un incremento de la incidencia
alimenticia de 9%, 11% y 33% con el aumento de la intensidad de la luz de 500, 1
000 y 2 000 Lux, respectivamente. Es importante destacar que los resultados de
Zavala-Leal et al. (2013) se obtuvieron en acuarios de vidrio pequefios (10 L) y
con otra especie de copépodo (Euterpina acutifrons) diferente a la utilizada en

este trabajo.

Los valores de intensidad de luz utilizados en el cultivo de larvas varian mucho
entre especie y estudios, ya que las larvas de peces teledsteos presentan muy
poco desarrollo de la retina al momento de la primera alimentacién, formada
generalmente por conos simples (Blaxter, 1975), por lo cual requieren de una

intensidad de luz especie-especifica adecuada para poder capturar sus presas
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(Naas et al., 1996). Boeuf & Le Bail (1999) reportan intensidades de luz 6ptima
para las larvas de diferentes especies de peces desde 1 hasta 1 000 lux. Por otro
lado, se han realizado cultivos larvarios en invernaderos, donde se reporta
intensidades de luz superiores a 11 000 lux para L. analis (Watanabe et al., 1998)
y L. campechanus (Rhodes & Phelps, 2008) de los cuales se logra producir larvas

y juveniles.

La densidad de presas (nauplios de P. crassirostris) es otra variable que difirié
entre los experimentos 1 y 2, teniendo para los 3 DDE 3.5 nauplios/mL para el
Exp.1 y 6 nauplios/mL para el Exp.2. Se ha reportado que una alta densidad de
presa reduce el tiempo de busqueda por parte de las larvas, lo cual incrementa la
tasa de encuentros efectivos entre el depredador y la presa (Hart, 1997;
Puvanendran & Brown, 1999). Toledo et al., (1999) para E. coioides, Pefia et al.
(2005) para la cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus y Zavala-Leal et al.,
(2013) para L. peru, reportaron que a mayor numero de presas, mayor fue el
namero de larvas que ingirieron alimento. Sin embargo, en nuestro estudio, la

eficiencia alimenticia fue menor a mayor densidad de presas.

Los nauplios de P. crassirostris que se ofrecen en la primera alimentacion fueron
recolectados de la fraccién que quedo entre los tamices de 40 y 100 um, lo que
implica que se ofrecieron nauplios | con un ancho de 43 £ 3 um y también
nauplios Il de un ancho 65 + 4 um mayores que el nauplio I, sin haber evaluado la
proporcion de cada tipo de nauplio. El ancho adecuado de presa para la primera
alimentacion propuesto por Hunter (1984), es el 25% el AB de las larvas. El
nauplio | representa un 21% y el nauplio 1l un 32% aproximadamente del AB de
las larvas para este momento, y quiza esta diferencia en las tallas y las
proporciones de los diferentes tipos de nauplios suministrados, pudo influir en los
resultados obtenidos de la incidencia alimenticia para la primera alimentaciénen

en el presente trabajo.
5.2 Transicion de la primera a la segunda presa

Con el crecimiento de las larvas, la transicidon a una nueva presa mas grande es
necesaria, ya que sus requerimientos nutricionales aumentan y estos se
satisfacen mas facilmente con presas de mayor tamafio (Hunter, 1981). En la

familia Lutjanidae el inicio de la coalimentacion con una segunda presa se ha
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realizado tan temprano como a los 7 DDE; pasando de nauplios del copépodo
Acartia sp. al rotifero B. rotundiformis en larvas del pargo L. johnii (Schipp, 2001);
con periodos de coalimentacion que van desde 2 dias (Schipp, 2001; Cui et al.,
2017) hasta 20 dias (Watanabe, 1998; Leu, 2003).

Evaluar los factores involucrados en la ingesta y la selectividad de las diferentes
presas durante el periodo de coalimentacién es importante, para conocer si las
larvas estan listas para consumir esta nueva presa y no se esta forzando a las
larvas a un cambio prematuro. Russo et al. (2009) analizaron la apertura y el
ancho de la boca de las larvas del mero E. marginatus, junto con un analisis de
las tres dimensiones de las presas (largo, ancho y profundidad); y concluyeron
gue tomando en consideracién el ancho de la boca de las larvas, el ancho de las

presas es la medida limitante para que ocurra la ingesta.

Al inicio del periodo de coalimentacion en el Exp.1 (6 DDE), todas las larvas
seguian comiendo nauplios de P. crassirostris y no se registré el consumo de B.
rotundiformis mientras que si se registr6 consumo del nauplio de P. euryhalinus.
Taylor-Cota (2017) reportdé un ancho del cuerpo para los nauplios de P.
crassirostris de 43 = 3 um, los nauplios de P. euryhalinus tienen un ancho de 90 +
7 um vy el rotifero B. rotundiformis de 134 + 7 um. Hunter (1984), sugiere que en
etapas posteriores a la primera alimentacion, el ancho adecuado de las presas
puede llegar hasta el 50% del ancho de la boca de las larvas. El rotifero al dia 6
correspondia al 64% del AB con la posibilidad de estar demasiado grande para
ser ingerido, mientras que el nauplio de P. euryhalinus correspondia al 43% del
AB.

Con base en los resultados del Exp.1, la coalimentacion en el Exp.2 comenzé a
los 7 DDE, y desde entonces se registré el consumo de rotiferos aunque en pocas
larvas. En el Exp.2 se determin6 el AB y la LT por cada larva y se realizé una
correlacion entre ambas variables, para poder tener una referencia al realizar el
cambio de presa. Con el modelo de regresion lineal obtenido (AB = 90.99 - LT -
65.98) y lo propuesto por Hunter (1984) (ancho de la presa adecuado de 50% el
AB), las larvas de L. peru serian capaces de consumir B. rotundiformis, una vez
gue presenten una LT = 3.7 mm. Para el Exp.1 esta LT se alcanz6 entre los dias 5

y 12, y para el Exp.2 entre los dias 6 y 9. Los resultados obtenidos mostraron que
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para el dia 9 en el Exp.1, la mayoria de las larvas consumian una mezcla de
nauplios de P. crassirostris y B. rotundiformis en Rot, 0 una mezcla de nauplios de
P. crassirostris y P. euryhalinus en Pseudo; de igual forma para el Exp.2 al dia 10
la mayoria de las larvas comieron una mezcla de nauplios de P. crassirostris y B.

rotundiformis.

La teoria del forrajeo 6ptimo (Pyke, 1984) plantea, que los depredadores deberian
seleccionar las presas que maximicen las ganancias energéticas en relacion a los
costos energéticos de la captura, ingesta y digestion. En varios estudios con
larvas de peces (Hunter, 1981; Rowlands et al., 2008; Seljeset et al., 2010) se ha
reportado una seleccion por presas mayores a medida que crece la larva y el AB.
Ademés, Hunter (1981) plantea que al introducir una nueva presa ocurre un
proceso de aprendizaje en el cual las larvas van aumentando la incidencia
alimenticia sobre la nueva presa, al pasar los dias como de hecho ocurrio, en el
presente trabajo durante la transicion a la segunda presa tanto para B.

rotundiformis como para P. euryhalinus.

Sin embargo, durante los cuatro dias de coalimentacion entre la primera y la
segunda presa para los dos experimentos, el indice de selectividad de Ivlev, que
contempla ingestion y disponibilidad de presas, arrojé una mayor seleccién por los
nauplios de P. crassirostris que por B. rotundiformis, indicando que las larvas
seguian prefiriendo el nauplio de copépodo, que es mas pequefio que el rotifero.
En otros estudios con larvas de serranidos y Iutjanidos se ha registrado
igualmente una preferencia por nauplios de copépodos que por rotiferos en
periodos de coalimentacién (Doi et al.,, 1997; Toledo et al., 1999; Russo et al.,
2009). Otros factores diferentes del tamafio que pueden influir en la seleccion de
la presa son su apariencia, su color (Hunter, 1981), el grado de visibilidad para la
larva, su patrén de nado (continuo para rotiferos, movimientos en zigzag con
pausas subsecuentes para nauplios de copépodos), su conducta de escape
(Buskey, 2005), su digestibilidad y el posible olor o sabor (Tucker, 1992).

5.3 Transicion de la segunda a la tercera presa

Los nauplios de Artemia sp. son la presa mas utilizada en el cultivo larvario de
diferentes especies de peces, suministrada después de los rotiferos y antes del

destete (Ma et al., 2013). En la familia Lutjanidae el inicio del suministro de
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Artemia sp. se ha realizado tan temprano como a los 7 DDE para L. analis con
una longitud notocordal aproximada de 3.3 mm (Watanabe et al., 1998); o tan
tarde como a los 24 DDE para L. guttatus con una LT aproximada de 8 mm
(Garcia-Ortega et al., 2005).

En el Exp.1, la segunda presa (B. rotundiformis o P. euryhalinus) fue suministrada
hasta el dia 19 o dia 23, comenzando la coalimentacién con Artemia sp. desde los
dias 17 o 21, respectivamente. Los nauplios de Artemia sp. presentaron un ancho
aproximado de 459.1 + 48.4 um incluyendo los apéndices. Al evaluar el cambio de
rotiferos a nauplios de Artemia sp. tanto al dia 18 como al 22, el indice de Ivlev
registr6 una mayor selectividad por la Artemia sp. que por B. rotundiformis. Esta
preferencia de los nauplios de Artemia sp. ante los rotiferos ha sido reportada
para E. marginatus (Russo et al., 2009) y Seriola lalandi (Ma et al., 2013). Sin
embargo, entre P. euryhalinus y los nauplios de Artemia sp., hubo una mayor
selectividad para el copépodo al dia 18, que luego se invirti6 al dia 22,
registrdndose una mayor selectividad por la Artemia sp. que por P. euryhalinus.

Hunter (1981) reporta para larvas de peces en estado de desarrollo avanzado, la
mitad de las larvas se alimentan de una presa cuando la misma representa el 75%
del AB. De hecho, entre 45% y 65% de las larvas de L. peru ingirieron nauplios de
Artemia sp. cuando su tamafo fue del 75% del AB (605 pm). Las larvas
presentaron un ancho de boca de 605 pum a una longitud de 7.4 mm la cual se

alcanzé en el Exp.1 entre los 17 y 19 DDE.
5.4 lluminacién y microalgas

Las larvas de los peces marinos presentan una sensibilidad especifica a la luz
dependiendo de la especie, la cual cambia durante la ontogenia (Nicolaisen &
Bolla, 2016). Al momento de la primera alimentacion la retina generalmente esta
compuesta por conos sencillos como fotoreceptores, proporcionando una limitada
agudeza visual. Con el paso de los dias ocurren cambios en la retina, como son el
incremento del nimero de conos sencillos y la aparicién de conos dobles (Blaxter,
1975), lo cual cambia la organizacion espacial de las células foto-receptoras
incrementando tanto la sensibilidad como la agudeza visual (Kawamura et al.,
1984). Esto pudiera hacer que los requerimientos de intensidad de la luz de las

larvas cambien con su desarrollo (Villamizar et al., 2011)
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Taylor-Cota (2017) reporta un evento de elevada mortalidad de las larvas de L.
peru entre los 14 a 17 DDE. Una de las posibles causas que describe el autor es
el desarrollo de un comportamiento anémalo de las larvas golpeteandose contra el
fondo del tanque. Este comportamiento ocurria al encender las luces y al remover
los desechos acumulados en el fondo de los tanques durante el sifoneo, lo que
aumentaba el reflejo del fondo de los tanques que eran con paredes negras y

fondos blancos.

En el Exp.1 del presente trabajo el flujo nocturno se inicié desde los 9 DDE, junto
con la limpieza del fondo de los tanques (sifoneo) y la disminucion del suministro
de microalga como agua verde. Al encender la luz del dia 11 (intensidad de luz de
1 000 lux) las larvas comenzaron a desarrollar el mismo comportamiento anémalo
(nadando en giros) y se golpeaban contra el fondo y contra las estructuras de
filtrado, igualmente de color blanco. En un intento de mitigar este comportamiento
se restableci6 la concentracion de microalgas a 300 000 cel/ml y se disminuyo la
intensidad de la luz a 400 lux, lo cual detuvo el comportamiento anémalo de las
larvas. Cabe destacar que Taylor-Cota (2017) describe este comportamiento

incluso con 500 lux de intensidad de luz, pero bajo condiciones de agua clara.

La fototaxia de las larvas de peces es conocida y ha sido comprobada para
gradientes luminicos en diferentes especies (Blaxter, 1969; Olla & Davis, 1992,
Nicolaisen & Bolla, 2016). El ambiente visual es resultado de la interaccion entre
la intensidad de la luz, el espectro de la luz y la posicion de las lamparas
(Villamizar et al., 2011), el disefio del tanque (forma, volumen, colores de las
paredes y fondo; y sus propiedades de reflexion) y las particulas presentes en el
agua que afectan la absorcién y la dispersién de la luz como la microalga (Naas et
al., 1992). Un tanque con paredes negras y fondo blanco (como el utilizado en el
presente trabajo), proporciona las condiciones Optimas para la inspeccion visual
de las larvas en el tanque. Sin embargo, segun Naas et al. (1996) un tanque con
estas condiciones crea un gradiente de iluminacion creciente hacia el centro y el
fondo del tanque convirtiéndolo en una trampa perfecta, que por la conocida
fototaxis de las larvas, estas podrian ser atraidas al fondo. Esto se magnifica en el
cultivo en agua clara, por lo que debe suministrarse agua verde para atenuar el

efecto de la luz.
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Por lo cual, con lo observado en el Exp.l, se decidi6 comprobar si la
concentracion de microalga (Baja: 300 000 cel/L y Alta: 1 000 000 cel/mL), tendria
un efecto en la supervivencia de las larvas, ya que el uso de la microalga crea
turbidez, la cual pudiera en parte mitigar el posible efecto de la reflexion del fondo
blanco (Naas et al., 1996).

5.6 Crecimiento y supervivencia

El crecimiento y la supervivencia son variables zootécnicas que permiten evaluar
el éxito de una dieta (Kolkovski et al., 1993; Koven et al., 2001; Dionicio-Acedo et
al., 2017). En el Exp.1, se evalud el uso de B. rotundiformis (Rot) y P. euryhalinus
(Pseudo) y no se detectaron diferencias en el crecimiento y la supervivencia de
las larvas al final de experimento (27 DDE), donde no solo se evaluaba el efecto
del uso de B. rotundiformis o P. euryhalinus como segundas presas, sino la

duracién del suministro de las mismas.

La superioridad en calidad nutricional de los copépodos respecto a los rotiferos en
cuanto al contenido de acidos grasos poliinsaturados ha sido comprobada en
varias ocasiones (van der Meeren et al., 2008; Hernandez-Alarcon, 2016) y
considerada como la causa entre las diferencias de crecimiento y supervivencia
de las larvas de peces alimentadas con éstas presas. Wilcox et al. (2006),
encontraron a los 14 DDE un aumento en la supervivencia, pero no en la LT, para
larvas de Paralichthys lethostigma, al suministrar una mezcla 50/50 de nauplios de

A. tonsa y B. rotundiformis respecto al suministro de B. rotundiformis solamente.

Sin embargo, actualmente existen dietas comerciales ricas en acidos grasos,
proteinas y vitaminas entre otros nutrientes (como la utilizada en el presente
trabajo, RotiGrow-OneStep®) que mejoran la calidad nutricional de los rotiferos, al
ser cultivados en ellas por varios dias. Hernandez-Alarcon (2016), evalué una de
estas dietas en el contenido de lipidos de B. rotundiformis, y encontré un aumento
hasta niveles adecuados de los acidos grasos poliinsaturados para las larvas de
peces, e incluso una proporcion DHA/EPA de 3.02, ligeramente superior al valor
de 2.0 recomendado por algunos autores (Tucker, 1998; Sargent et al., 1999).

En el Exp.2, se observo una LT significativamente mayor a los 20 DDE en tanques

donde se proporcioné una mayor concentracion de microalgas. Esto sugiere que
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una mayor concentracion de microalgas potencié algunos de los beneficios
reportados al utilizar la técnica de agua verde como son el mejorar el contraste de
la presa en el ambiente, aumentando asi en la tasa de deteccion y captura de las
presas (Boehlert & Morgan, 1985; Miner & Stein, 1993); y ademas el mantener la
calidad nutricional de las presas, incrementando asi el crecimiento de las larvas
(Reitan et al., 1993; Tamaru et al., 1994). En cuanto a la supervivencia, se obtuvo
una alta variabilidad entre las réplicas que no permiti6 arrojar diferencias
significativas, aunque el porcentaje de supervivencia con el uso de una Alta
concentracion de microalga fue mayor al registrado con el uso de una baja

concentracion de microalga.

En el presente trabajo, el mayor periodo de mortalidad en ambos experimentos
ocurri6 antes de los 10 DDE, ya que para ese momento la supervivencia era
menor al 5%. La calidad del desove juega un papel fundamental en la
supervivencia de las larvas en edades tempranas, siendo la supervivencia larvaria
a la primera alimentacion, uno de los criterios utilizados para evaluarlo (Mylonas et
al., 2004; Moguel-Hernandez, 2010). Por otro parte, el mayor pico de mortalidad
en la etapa larvaria se ha reportado durante el cambio de la alimentacion
endogena a la alimentacion exdgena, producto de la incapacidad a ingerir las
presas lo que desencadena en la muerte por inanicién (Hunter, 1981).
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6. CONCLUSIONES

El rotifero B. rotundiformis cultivado con RotiGrow-OneStep®, puede ser
utiizado como segunda presa en el cultivo larvario de L. peru, en

sustitucion de los nauplios del copépodo P. euryhalinus.

Considerando el ajuste del modelo de regresion lineal generado entre la
longitud total y el tamafio de la boca, las larvas de huachinango del
Pacifico pueden consumir rotiferos (B. rotundiformis) a partir de los 3.7 mm

de LT y nauplios de Artemia sp. desde los 7.4 mm de LT.

El suministro de 1 000 000 células/mL de microalga (Nannochloropsis
ocullata) como agua verde desde los 9 DDE se debe implementar en el
cultivo larvario del huachinango del Pacifico, ya que evita el
comportamiento andmalo, que se desencadena en agua clara y que resulta
en altas mortalidades. Ademas, en este trabajo se registrd6 una mayor LT

de las larvas.
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RECOMENDACIONES

Para proximos experimentos, se recomienda agregar adultos maduros del
copépodo P. crassirostris a los tanques de cultivo para el inicio de la
alimentacion exdgena, lo que pudiera permitir un suministro constante de
nauplios | de este copépodo, esperando obtener un aumento en la

incidencia alimenticia de la primera alimentacion.

Se recomienda evaluar una intensidad de Luz de 1 000 Lux para los
primeros tres dias de alimentacion exogena y que luego disminuya a 500

lux.

Realizar el cultivo larvario de L. peru en tanques de mayor volumen, (1 000
L o mas), ya que los mayores porcientos de supervivencia reportados para

larvas de lutjanidos, se logran con grandes volumenes de agua.
Evaluar la supervivencia a diferentes tiempos antes de los 10 DDE, como a

la primera alimentacion y dias subsecuentes, para determinar el momento

en que ocurre la mayor mortalidad y asi identificar las causas.
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