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Glosario

Acidos grasos (AG): Acidos alcanoicos y alquendicos; estos son acidos organicos saturados o
insaturados que tienen generalmente una cadena de carbonos no ramificada. Son los
componentes mayoritarios de la mayoria de los lipidos (Gunstone y Herslof, 2000).

Acidos grasos esenciales (AGE): Acidos grasos poliinsaturados de las series (n-3) y (n-6) que son
esenciales para la vida y no pueden ser sintetizados (o lo son en cantidades insuficientes) por
los animales, por lo que deben ser obtenidos del alimento. En vertebrados son esenciales el
18:2 (n-6), 18:3 (n-3), 20:4 (n-6), 20:5 (n-3) y 22:6 (n-3) (Gunstone y Herslof, 2000).

Acidos grasos monoinsaturados (AGMI): Acidos grasos con un doble enlace, generalmente tiene
configuracion cis (Gunstone y Herslof, 2000).

Acidos grasos poliinsaturados (AGPI): Acidos grasos con mas de un doble enlace. Los dobles
enlaces tienen por lo general configuracién cis (Z) y son metileno interrumpidos (Gunstone y
Herslof, 2000).

Acidos grasos saturados (AGS): Acidos grasos sin doble enlace carbono-carbono (Gunstone y
Herslof, 2000).

Activacion: Es el comienzo de la ontogenia, caracterizado por la descarga de los alvéolos corticales,
la formacién del espacio perivitelino (fluido) en el huevo y la diferenciacién bipolar. El proceso
normalmente se inicia por contacto con el agua (Balon, 1981).

Adaptacioén: Relacion de congruencia operacional entre un sistema vivo y el dominio de existencia en
la cual el sistema vivo conserva su organizacion debido a que sus interacciones con el
dominio solo produce perturbaciones (cambios en la estructura sin la perdida de la
organizacion) (Maturana y Mpodozis, 2000).

Ambiente: Es toda aquella parte del medio que no forma parte del nicho (Maturana y Mpodozis,

2000).

Autopoiesis: Tipo de organizacion cuya configuracién es una red de procesos de produccion de
componentes, los cuales, a través de sus continuas interacciones y transformaciones,
generan los mismos procesos de produccion que los originan y con esto constituyen al
sistema como una unidad auténoma (Maturana y Varela, 2004).

Desove voluntario: Liberacién de gametos durante el acto reproductivo natural, sin masaje abdominal
u otro proceso mecanico que induzca a la liberacién de gametos.

Eclosion: Proceso por el cual el embrién emerge de las envolturas del huevo (el embrion eclosiona, el
huevo no) (Balon 1981).

Esteres metilicos: Un éster derivado de un &cido carboxilico y metanol. Los ésteres metilicos son
producidos por esterificacion o metandlisis (Gunstone y Herslof, 2000).

Esterificacion: La reaccion por la cual los ésteres son formados de un alcohol y un &cido carboxilico,

usualmente en presencia de un catalizador acido (Gunstone y Herslof, 2000).



Homeorresis: Procesos que mantienen estabilizada la dindmica interna de un sistema biolégico
(Balon, 2002).

Iteréparo: Se dice de las especies que tienen desoves multiples en su estacién reproductiva (Helfman
et al., 1997).

Lipidos: Son &cidos grasos, sus derivados y las sustancias relacionadas biosintéticamente o
funcionalmente a estos compuestos (Gunstone y Herslof, 2000).

Medio: Es el nicho mas el ambiente (Maturana y Mpodozis, 2000).

Nicho: Parte del medio con la cual el ser vivo interactla, llamada también su dominio de existencia
(Maturana y Mpodaozis, 2000).

Ontogenia: Historia del cambio estructural de una unidad sin que ésta pierda su organizacién
(Maturana y Varela, 2004).

Organizacién autopoiética: véase autopoiesis.

Semélparo: Se dice de las especies que realizan solo un desove en su vida (Helfman et al., 1997).

Sinmorfosis: Estado de disefio estructural resultado de la morfogénesis regulada en congruencia a la
demanda funcional (Weibel et al., 1991)

Sistema cerrado: En ingenieria acuicola son aquellos en los que el fluido de trabajo es colocado
dentro del sistema y éste es raramente cambiado con fuentes externas al sistema (Wheaton,
1982).

Vitelo: Todo el material acumulado en un oocito que subsecuentemente sirve como nutrientes para el
embrion (Wiegand, 1996).
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Resumen

Cuando se elabora un alimento artificial para los reproductores de peces
marinos, es importante considerar los niveles y proporciones acidos grasos
esenciales (AGE) (20:5 n-3, 22:6 n-3 y 20:4 n-6), que determinaran que el vitelo
contenga un correcto balance entre los AGE que asegure el desarrollo apropiado de
todos los sistemas del embrién hasta la transformacién en larva. Actualmente la
alimentacion de reproductores de Paralabrax maculatofasciatus esta basada en el
alimento fresco, lo cual resulta inadecuado si se pretende llevar su cultivo a escala
comercial. Por lo que en el presente trabajo se estudio el efecto del nivel de AGE en
el alimento de reproductores sobre la calidad de embriones y larvas. Para esto se
realiz6 un experimento, en donde se probaron seis alimentos balanceados con dos
niveles de proteina (45 y 55 %) y tres de AGE (0.3, 1y 4 %) y dos frescos (juveniles
de mojarra, Eucinostomus spp. y calamar, Loligo opalescens). Se evaluaron los
parametros reproductivos (fecundidad parcial y la viabilidad), morfolégicos (la
morfologia de los blastbmeros) e indices zootécnicos (tasas de eclosion,
transformacion larvaria, sobrevivencia larvaria, sobrevivencia al estrés osmatico, a la
inanicién, la normalidad a la inanicion, morfometria de embriones y larvas) y se
determiné la composicion de AG de los embriones. Los resultados indicaron que la
concentracion de AGE en alimentos tuvo solo influencia sobre el contenido de 20:4
(n-6) y 20:5 (n-3), lo cual a su vez hizo variar la relacion 20:4 (n-6)/20:5 (n-3) y 22:6
(n-3)/20:5 (n-3), y fueron mayores en los embriones obtenidos de reproductores
alimentados con mojarra. Esta composicidon se vio solo reflejada en la morfologia de
los blastbmeros y la resistencia de larvas al estrés osmoético, en los cuales, los
embriones obtenidos de reproductores alimentados con mojarra presentaron valores
significativamente mayores a los obtenidos con los otros alimentos. Se concluy6 que
el nivel de proteina de 45% de los alimentos experimentales no tuvo efecto negativo
sobre los pardmetros reproductivos y la calidad de embriones y larvas, y que el
contenido de 20:4 (n-6) en el alimento de reproductores condicioné la composicién y
la calidad de embriones y larvas, siendo la mojarra con la que se tuvo un nivel mayor
de 20:4 (n-6) en embriones y la mejor calidad, en términos de morfologia de los

blastébmeros y sobrevivencia larvaria al estrés osmotico agudo.
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Abstract

When an artificial food for marine fish broodstock is elaborated, it is important
to consider the essentials fatty acids (EFAs) (20:5 (n-3), 22:6 (n-3) y 20:4 (n-6)) levels
and proportions will determine that yolk contains a correct balance among the EFAs
that assures the appropriate development of all the embryo systems until the larvae
transformation. At the moment the broodstock feeding of Paralabrax
maculatofasciatus this based on fresh food, that which is inadequate for rearing to
commercial scale. For that presently work the effect of the level of EFAs it was
studied in broodstock food on the quality of embryos and larvae. For this was carried
out an experiment where six balanced foods with two protein levels (45 and 55 %)
and three EFA (0.3, 1 and 4 %) and two fresh foods (mojarra juvenile, Eucinostomus
spp. and squid, Loligo opalescens) were proven. The reproductive parameters were
evaluated (partial fecundity and viability), morphological (morphology blastomere) and
zootecnic index (hatching, larvae transformation, larvae survival, osmotic stress
survival, starvation survival, normality larvae starvation, embryos and larvas
morphometry) and the fatty acids embryos composition was determined. The results
indicated that the concentration of EFAs foods only had influence on 20:5 (n-3) and
20:4 (n-6) content, which in turn made vary the relationship 20:4 (n-6)/ 20:5 (n-3) and
22:6 (n-3)/20:5 (n-3) and they were bigger in the obtained embryos of broodstock fed
with mojarra. This composition was reflected only in morphology blastomere and
osmotic stress larvae resistance, in which, the obtained embryos of broodstock fed
with mojarra presented significantly bigger values to those obtained with the other
foods. The conclusion that the protein level of 45 % of experimental foods didn't have
negative effect on the quality of embryos and larvae and only the 20:4 (n-6) content
conditioned the composition and the quality of embryos and larvae, being with the
mojarra that had a level bigger 20:4 (n-6) and that the best quality, in terms of the
blastomere morphology and larvae survival to the acute osmotic stress, was

presented.
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1. Introduccioén

El cultivo de peces marinos se inicido en Indonesia (1400 d. C.) con el cultivo
de Chanos chanos bajo el sistema extensivo en estanques supramareales y con
juveniles obtenidos del ambiente natural (Shepherd, 1988). No obstante, con el
devenir histérico de éste sistema de produccién aplicado a diferentes especies
marinas, surgio el problema del desabasto de juveniles para la proyeccion de los
ciclos de cultivo, debido a la alta variabilidad de las poblaciones naturales.

Por esto, en 1932 se realizaron en Japoén los primeros intentos de larvicultura
de Plecoglossus altivelis y de Chrysophrys major (= Pagrus major) (Kanazawa, 1991;
Fushimi, 2001) con embriones obtenidos bajo condiciones controladas, con el objeto
de no depender de las poblaciones naturales; pero fue a partir de 1960, con el
descubrimiento del valor de los rotiferos Brachionus spp. como primer alimento para
larvas y del desarrollo de las técnicas para su cultivo masivo (Watanabe et al., 1983;
Takeuchi, 2001), que fue posible realizar el cultivo larvario de P. altivelis (en 1963),
Takifugu rubripes (en 1964) y de P. major (en 1965-1966) (Fulks y Main, 1991;
Hagiwara et al., 2001). La tecnologia para el cultivo de peces marinos (P. major),
basada en la produccion masiva de juveniles bajo condiciones controladas, quedo
establecida por los japoneses a finales de 1970 y comenz6 a operar de forma
intensiva a partir de 1980 (Fushimi, 2001).

A pesar del avance en las técnicas de larvicultura, la produccion de juveniles
estuvo limitada, debido a la variabilidad en la obtenciobn de embriones de buena
calidad, por lo que a partir de 1980 se iniciaron en Japdn una serie de estudios sobre
la nutricion de reproductores de P. major, Seriola quinqueradiata, Pseudocaranx
dentex y Paralichthys olivaceus, en los cuales evaluaron la fuente y calidad de
lipidos, AGE, pigmentos, fosforo, vitaminas y proteinas en el alimento, y
determinaron su relacién con la calidad de los embriones y larvas producidas
(Watanabe y Vasallo-Angius, 2003).

Posteriormente, las técnicas para el cultivo de larvas y manejo de
reproductores de P. major fueron adoptadas y desarrolladas para el cultivo en ciclo

cerrado de Dicentrarchus labrax y Sparus aurata en Europa (Moretti et al., 1999),



para P. major, Sparus macrocephalus (= Acanthopagrus schlegelii), Sparus (=
Acanthopagrus) latus, Liza haematocheila (= Chelon haematocheilus), Mugil
cephalus, Psetta maxima, P. olivaceus, Miichthys myuii, Pseudosciaena (=
Larimichthys) crocea y Lateolabrax japonicus en China (Hong y Zhang, 2003), para
C. chanos, Lates calcarifer y Cromileptes altivelis en el sureste de Asia (Marte, 2003),
para Polydactylus sexfilis, Sciaenops ocellatus, Paralichthys dentatus, Coryphaena
hippurus, Lutjanus analis, Trachinotus carolinus en E.U.A. (Lee y Ostrowski, 2001) y
para Gadus morhua en Noruega (Brown et al., 2003).

En México, los estudios para el cultivo de peces marinos comenzaron con el
realizado por Matus-Nivon et al. (1990), en el cual evaluaron el potencial de cultivo
de Cynoscion parvipinnis, Gerres cinereus, Paralabrax maculatofasciatus, Eugerres
axillaris, Calamus brachisomus, Atherinops affinis, Chaetodipterus zonatus vy
Anisotremus sp. con el uso, como criterios de evaluacioén, del crecimiento al primer y
segundo mes después de la eclosion, sobrevivencia, conducta (canibalismo y habitos
gregarios), resistencia a la manipulacion, procedencia de los embriones (desove
manual o de campo) y esfuerzo requerido para alcanzar los resultados deseados.

A pesar de la poca informacién disponible, a partir de 1994 se publicaron una
serie de informes editados por dependencias gubernamentales (Secretaria de Pesca;
Instituto Nacional de Pesca), en convenio con diferentes universidades y centros de
investigacion. Los documentos tratan del “desarrollo cientifico y tecnolégico” del
cultivo de P. maculatofasciatus (Cadena-Roa y Roldan-Liebenson, 1994; Avilés-
Quevedo et al., 1995; Avilés-Quevedo y Mazon-Suastegui, 1996), Totoaba
macdonaldi (Barrera-Guevara et al., 1994), S. ocellatus (Arredondo-Figueroa et al.,
1994a), Seriola dorsalis (= S. lalandi) (Arredondo-Figueroa et al., 1994b), Caranx
hippos (= C. caninus) (Arredondo-Figueroa et al., 1994b), Centropomidae (Muhlia-
Melo et al., 1994; Avilés-Quevedo y Mazdn-Suastegui, 1996), Lutjanus peru, L.
guttatus, L. aratus, L. argentiventris (Avilés-Quevedo y Mazon-Suastegui, 1996). Sin
embargo, la informacidn presentada en estos manuales se obtuvo de datos de
estudios en especies de taxonomia afin, de técnicas desarrolladas en el extranjero o
de trabajos en donde las condiciones experimentales no fueron controladas, por lo

que dicha informacién no aporta métodos confiables para la operacién de cada



proceso del ciclo de cultivo, y por ello es insuficiente para realizar cultivos intensivos
a escala comercial.

No obstante, se ha logrado mediante estudios sistematizados en diferentes
instituciones de investigacion, la maduracion y ovulacién inducida por medio de
manipulacion hormonal y el desove artificial con masaje abdominal de Sphoeroides
annulatus (Duncan et al., 2003a y b), L. peru (Dumas et al., 2004) y Mycteroperca
rosacea (Gracia-Lépez et al., 2004a). Asimismo, se han realizado investigaciones
para establecer protocolos de manejo de embriones y cultivo de larvas de S.
annulatus (Garcia-Ortega et al., 2003; Komar et al., 2004), L. guttatus (Garcia-Ortega
et al., 2005) y M. rosacea (Gracia-Lépez et al., 2004b, 2005).

Sin embargo, es P. maculatofasciatus la especie con la se ha alcanzado un
mayor conocimiento de los aspectos biolégicos necesarios para el desarrollo de su
biotecnologia de cultivo intensivo. Se ha logrado la maduracion, ovulacion y desove
voluntario con la obtencidn de embriones de buena calidad en cualquier época del
afio, por medio del control fototérmico (Rosales-Velazquez et al., 1992) y de la
alimentacion de los reproductores con Eucinostomus spp. (Rosales-Velazquez,
1997). Ha sido desarrollado un protocolo de crianza de larvas con el que se ha
obtenido, al inicio del periodo juvenil, sobrevivencias aceptables (11 %) para su
produccion a escala comercial (Alvarez-Gonzalez et al., 2001c). Asi también, se han
realizado estudios sobre nutricibn y fisiologia de larvas para aumentar la
sobrevivencia durante el cultivo larvario y para lograr la substituciéon del alimento vivo
(Artemia sp.) (Alvarez-Gonzalez et al., 2001b; Alvarez-Gonzalez, 2003; Rodriguez-
Trejo et al., 2004; Carrasco-Chavez et al., 2005; Garcia-Gomez et al., 2005; Olalde-
Rodriguez et al., 2005; Pefa et al., 2003, 2004, 2005; Pena y Dumas, 2005; Civera-
Cerecedo et al., 2007). De la misma forma, se han realizado estudios sobre nutricién
de juveniles en el proceso de preengorda (Anguas-Vélez et al., 2000a y b, Alvarez-
Gonzalez et al., 2001a; Carrasco-Chavez, 2004; Tovar-Ramirez et al., 2005) y de
manejo en el proceso de engorda en jaulas flotantes (Grayeb-del Alamo, 2001).

A pesar de esto, a la fecha, todas las experiencias han sido obtenidas en
condiciones experimentales, por lo que, para poder escalar a nivel comercial, es

necesario seguir desarrollando conocimientos biologicos de cada uno de sus



periodos de vida, con el objeto de lograr la mayor optimizacion en cada etapa del
ciclo productivo (produccion de embriones, larvicultura, preengorda y engorda). Es
por esto que, en la etapa de produccion de embriones, es necesario no depender del
alimento fresco (pescado y calamar) para la nutricién de reproductores, debido a que
este tipo de alimento tiene las desventajas de que su calidad es variable, su
disponibilidad es insegura y es un vehiculo de patdgenos potenciales (Watanabe y
Vasallo-Angius, 2003). Por lo que un inadecuado control de la calidad del alimento de
los reproductores resulta en un inadecuado control de la calidad de los embriones y
por ende, del suministro y calidad de juveniles demandados para satisfacer las
necesidades de los sistemas de produccion masiva de peces marinos a lo largo del

afo (Luquet y Watanabe, 1986).



2. Antecedentes

2.1. Especie de estudio
2.1.1. Taxonomia
De acuerdo con Nelson (2006), la clasificacion taxonémica de Paralabrax

maculatofasciatus es la siguiente:

Phyllum: Chordata
Subphyllum: Craniata
Superclase: Gnathostomata
Grado: Teleostomi
Clase: Actinopterygii
Subclase: Neopterygii
Division: Teleostei
Subdivision: Euteleostei
Superorden: Acanthopterygii
Serie: Percomorpha
Orden: Perciformes
Suborden: Percoidei
Familia: Serranidae
Subfamilia: Serraninae
Género: Paralabrax

Especie: P. maculatofasciatus (Steindachner, 1868)

2.1.2. Distribucion geografica.

P. maculatofasciatus es de afinidad subtropical (Smith y Young, 1966). Se
distribuye desde el centro de California, E.U.A., al Golfo de California, México. De
habito demersal, habita arrecifes planos, generalmente cubiertos por vegetacion y
adyacentes a fondos arenosos, desde la zona intermareal hasta los 60 m de
profundidad (Allen y Robertson, 1998).



2.1.3. Habitos alimentarios

La morfologia oral de P. maculatofasciatus, en los periodos de juvenil y adulto,
es altamente generalizada. Esto permite realizar diferentes secuencias cinematicas
durante la captura de sus presas, basadas en el tipo de presa y su movimiento
(estrategia de multiplicidad modulatoria) (Ferry et al., 1997). Esta estrategia facilita la
captura de diversos tipos de presas, lo que la caracteriza como un carnivoro
generalista que se alimenta, dependiendo del periodo ontogénico y la oportunidad de
depredacion, de peces, crustaceos, equinodermos, equiuridos, anélidos y moluscos
(Allen et al., 1995; Ferry et al., 1997; Mendoza-Carranza y Rosales-Casian, 2000), lo

cual realiza durante el dia (Thomson et al., 2000).

2.1.4. Aspectos reproductivos

De acuerdo con la clasificacién de los estilos reproductivos (Balon, 1990), P.
maculatofasciatus se encuentra dentro de la seccidn etoldgica de los no protectores,
en el grupo ecoldgico de los esparcidores de huevos en sustrato descubierto y en el
gremio de los pelagdfilos (desovadores pelagicos).

Presenta plasticidad reproductiva, que dependiendo de la estructura
poblacional (densidad) y del establecimiento de jerarquias dentro de la unidad social
que determinan los sistemas de apareamiento (desove en pareja, grupo o con
machos furtivos) (Miller y Allen, 2006), puede llevarse a cabo el hermafroditismo
protoginico o el gonocorismo secundario (Hovey y Allen, 2000). Exhibe desarrollo
ovarico asincronico, lo cual le permite tener desoves multiples con una fecundidad
parcial promedio de 10,300 o6vulos por desove (Lluch-Cota, 1995) y con una
frecuencia media entre desoves de dos dias durante la época reproductiva, aunque
tiene la capacidad de hacerlo diario, y ocurre entre el atardecer y el comienzo de la
noche (Oda et al., 1993).



2.2. Ontogenia y estilos reproductivos de peces

La ontogenia es la historia de la trasformacion estructural de una unidad
bioldgica sin que ésta pierda su organizacion autopoiética y su adaptacion (Maturana
y Varela, 2004). La ontogenia esta comprendida en una secuencia de intervalos de
desarrollo (pasos de Balon, 2002; fenotipo ontogénico de Maturana y Mpodozis,
2000), en donde cada uno mantiene una serie de interacciones operacionalmente
coherentes con un nicho ontogénico determinado (Maturana y Varela, 2004) y con
esto, una dinamica interna estabilizada (homeorresis, Balon, 2002) y la continuidad
de su autopoiesis (Maturana y Mpodozis, 2000). El cambio de un paso a otro implica
la sincronizacion de los procesos heterocrénicos de la transformacion estructural
(Kovac, 2000) y la integracion de las funciones nuevas, necesarias para mantener la
coherencia operacional del organismo con su nicho nuevo (sinmorfosis de Weibel et
al., 1991; umbrales de Balon, 1999; acoplamiento estructural de Maturana y Varela,
2004), su homeorresis y autopoiesis. Balon (2002), en su teoria de la ontogenia en
saltos, propone un clasificacion jerarquizada de los intervalos del desarrollo de peces
(Figura 1), en donde los pasos estan incluidos dentro de fases (segmentacion,
embridn y eleuteroembrién) y éstas a su vez, dentro de periodos (embrién, larva o
alevin o ausencia de ambas, juvenil, adulto y senectud) y como consecuencia de
esta clasificacion, plantea un modelo de historia de vida con tres tipos de ontogenia,
de la mas generalizada a la mas especializada: La indirecta (con periodo larvario), de
transicion (con periodo alevin) y directa (sin periodos transitorios entre el periodo de
embrién y el de juvenil).

El tipo de ontogenia es una consecuencia directa del la cantidad y calidad del
material invertido en la formacion del vitelo durante la reproduccion (Balon, 2001).
Con respecto a esto, Balon (1990) propone un sistema de clasificacion de los estilos
reproductivos (Cuadro 1), con base al nivel de proteccion de la descendencia y al
sustrato de incubacion y plantea que en las especies que muestran un estilo
reproductivo con conducta protectora, producen relativamente pocos huevos con
vitelo denso o desarrollan estructuras para la transferencia de nutrientes al embrién,
lo cual origina que al terminar el periodo embrionario (nutricibn endégena), inicie

directamente el periodo juvenil (estado de desarrollo estructural avanzado). En



cambio, las que exhiben un estilo reproductivo sin conducta protectora, producen

gran cantidad de huevos con cantidad limitada de vitelo y como consecuencia, el

término de la nutricion enddégena da lugar a una larva, la cual es una entidad con

nutricion exégena (por absorcion tegumentaria o ingestion oral y digestion y

absorcion intestinal) y estructuras temporales (cenogénicas) que son remplazadas

por estructuras definitivas durante la metamorfosis en juvenil (Balon, 2002).

Figura 1. Los tres tipos de ontogenia del modelo de historia de vida con desarrollo en saltos y su tipo
de adquisiciéon de nutrientes. No se muestran los pasos. Adoptado y modificado de Balon (1986 y

2002).
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Cuadro 1. Clasificacion de los estilos reproductivos de peces (modificado de Balon, 1990).

Seccion etologica
A. No protectores
Grupo ecolégico

A.1 Desovadores en sustrato descubierto

Gremio:

Pelagéfilos
Litopelagdfilos
Litsfilos
FitolitSfilos
Fit6filos
Sammdfilos
Aerdfilos

Sustrato de incubacién:

columna de agua

grava y rocas (larvas pelagicas)
grava y rocas (larvas benténicas)
plantas (no obligado)

plantas (obligado)

arena

terrestre

A.2 Ocultadores de huevos

Aerosamméfilos
Speledfilos
Litéfilos
Ostracéfilos
Xeréfilos

Sustrato de ocultacién:

playa

cavernas

rocas y grava
invertebrados vivos

cieno (peces anuales)

B. Protectores

B.1 Vigilantes de huevos

Gremio: Sustrato de incubacién
Pelagéfilos superficie de agua
Aerdfilos sobre el nivel del agua
Lit6filos rocas
Fitofilos plantas
B.2 Anidadores

Tipo de nido:
Afrofilos espuma
Polifilos varios sustratos
Litofilos rocas y grava
Ariadnidfilos secrecién pegajosa
Fitéfilos material vegetal
Psammdfilos arena
Speledfilos cavidades
Actiniariéfilos anémonas

C. Portadores

C.1 Incubadores externos

Gremio: Estructura de incubacién:
Temporal trasportadores temporales de huevos
Auxiliares estructuras corporales externas
Orales cavidad bucal
(sin alimentacién larval)

Orales cavidad bucal
(con alimentacién larval)

Camara branquial cavidad branquial
Sacos marsupio externo

C.2 Incubadores internos

Fertilizacién interna con:

Lecitotroficos facultativos liberacidon de embriones en segmentacion
Lecitotréficos obligados sin transferencia de nutrientes a los embriones
Adelféfagos canibalismo embrionario

Histotréficos nutricién embrionaria via trofotenia
Placentotréficos nutriciéon embrionaria via analogos placentarios
Caracteres combinados nutricién lecitotréfica, histotrofica y placentaria




2.3. Importancia de los acidos grasos en la reproducciéon y la ontogenia de
peces

Los lipidos son acidos grasos, sus derivados y las sustancias relacionadas
biosintéticamente o funcionalmente a estos compuestos (Gunstone y Herslof, 2000),
tales como los triacilglicéridos, fosfoglicéridos (fosfolipidos y esfingolipidos), ésteres
de ceras y de colesterol (Sargent et al., 2002). Los acidos grasos son acidos
alcanodicos y alquendicos generalmente no ramificados, y son los sillares
estructurales de las diferentes clases lipidicas (Gunstone y Herslof, 2000).

Todas las especies de peces estudiadas hasta el momento pueden sintetizar
el 16:0 y 18:0 y partir de estos, por medio de la A9 desaturasa, al 16:1 (n-7) y 18:1 (n-
9). Sin embargo, ninguna posee A12 y A15 desaturasas, por lo que no pueden
sintetizar el 18:2 (n-6) y 18:3 (n-3) a partir del 18:1 (n-9) (Sargent et al., 2002). Las
especies dulceacuicolas de habitos alimentarios omnivoros, herbivoros o carnivoros
(insectivoros), por lo menos en algun periodo de sus vidas, como Oncorhynchus
mykiss y Pygocentrus nattereri, tienen la capacidad de elongar y desaturar el 18:2 (n-
6) y 18:3 (n-3) en 20:4 (n-6), 20:5 (n-3) y 22:6 (n-3), que son las formas mas
bioactivas, por lo que el 18:2 (n-3) y el 18:3 (n-3) son esenciales (Sargent et al.,
1995b).

No obstante, en general los peces marinos y en particular los carnivoros
estrictos  (larvas  zooplanctéfagas o juveniles y adultos piscivoros,
independientemente si son marinos o dulceacuicolas) (Sargent et al., 1995b) tienen
actividad elongasa C13-Cyo baja (Agaba et al., 2005) o actividad A5 desaturasa baja
(Seiliez et al., 2003; Zheng et al., 2004). La pérdida de la capacidad de sintesis de
20:4 (n-6), 20:5 (n-3) y 22:6 (n-3), en la evolucién de estas especies, parece ser una
respuesta al alto contenido de estos acidos grasos en sus presas, por o que para
estas especies el 20:4 (n-6), 20:5 (n-3) y 22:6 (n-3) son acidos grasos esenciales
(AGE) y sus requerimientos tienen que ser cubiertos por el alimento (Sargent et al.,
1995b).

El 22:6 (n-3) participa en el mantenimiento de las caracteristicas especificas
(fluidez, movimiento dentro de la membrana, formacion y fusién de vesiculas,

compresibilidad elastica) de la membrana de células nerviosas y organelos
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(mitocondrias). Estas caracteristicas posibilitan la transmision nerviosa en los
sinaptosomas, el cambio de configuracion estructural de las opsinas embebidas en la
membrana externa de los discos de los fotorreceptores, durante el proceso visual o la
modulacion de la actividad de proteinas de transporte i6nico a través de la
membrana, entre otros procesos (Salem et al., 2001; William y Wassall, 2003; Bazan,
2006).

El 20:4 (n-6) y 20:5 (n-3) son precursores de eicosanoides (prostaglandinas,
prostacliclinas, tromboxanos, leucotrienos y lipoxinas) (Tocher, 2003) y el 22:6 (n-3)
de docosanoides (neuroprotectinas) (Bazan, 2006), los cuales estan implicados en
los mecanismos de regulacion fisioldgica a nivel autocrino (Tocher, 2003). La sintesis
de eicosanoides y docosanoides inicia con la liberacion, por medio de las
fosfolipasas A,, de los acidos grasos precursores, ubicados en los fosfolipidos de las
membranas celulares (Chakraborti, 2003). Posteriormente, los acidos grasos
precursores liberados son trasformados, por las cicloxigenasas, en derivados
oxigenados ciclicos (prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos) o por las
lipoxigenasas, en derivados oxigenados lineales (leucotrienos, lipoxinas y
neuroprotectinas) (Tocher, 2003; Bazan, 2006).

Las prostaglandinas y leucotrienos producidos a partir de 20:4 (n-6) son de la
series 2 y 4, respectivamente y tienen bioactividad mayor, en comparaciéon con las
producidas con el 20:5 (n-3), de las series 3 y 5 (Sargent et al., 1995b). Las enzimas
implicadas en la sintesis de estos compuestos tienen afinidad mayor por el 20:4 (n-6)
que por el 20:5 (n-3), por lo que éste ultimo modula la produccion de eicosanoides a
partir del 20:4 (n-6). La actividad de los eicosanoides esta determinado por balance
20:4 (n-6)/20:5 (n-3) en las membranas celulares y éste esta determinado por sus
proporciones relativas en el alimento (Tocher, 2003).

La dinamica de acumulacién y utilizacion de los acidos grasos durante el ciclo
reproductivo difiere con relacion al estilo reproductivo y el tipo de ontogenia
(Sheridan, 1994). Los lipidos del alimento (triacilglicéridos, fosfoglicéridos, ésteres de
ceras y colesterol), una vez en el intestino, son hidrolizados por lipasas (activadas
por sales biliares y fosfolipasas) en acidos grasos libres, 2-monoglicéridos, 1-acil-

lisofosfolipidos, alcoholes grasos y colesterol (Sheridan, 1988; Tocher, 2003). Los
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acidos grasos liberados son emulsificados en micelas de sales biliares y absorbidos
por los enterocitos, en donde son esterificados para formar triacilglicéridos y unidos a
lipoproteinas de transporte (quilomicrones, lipoproteinas de densidad muy baja,
densidad baja y densidad alta) (Sheridan, 1988). Los acidos grasos poliinsaturados
(AGPI) son trasportados principalmente por lipoproteinas de densidad alta y los
acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y saturados (AGS), por lipoproteinas de
densidad baja y de densidad muy baja (Tocher, 2003) y son trasportados por el
sistema linfatico al sistema circulatorio y distribuidos a los diferentes tejidos, en
donde son utilizados como energia, para formar membranas celulares o acumulados
como triacilglicéridos en el tejido adiposo mesentérico, muscular o en el higado
(Sheridan, 1994).

En especies semélparas que presentan ontogenias de transicién (p.e.
Oncorhynchus spp.) e iteréparas, que presentan ontogenias de transicién y directa y
frecuencia de desoves relativamente baja (p.e. Oreochromis spp.), los AGE son
acumulados en el musculo y tejido mesentérico, y posteriormente son movilizados al
higado en el proceso de vitelogénesis (Sargent, 1995a).

En cambio, las especies iteroparas (p.e. Sparus aurata), que presentan
ontogenia indirecta y frecuencia de desoves alta, tienden a acumular muy pocas
reservas de AGE y a movilizarlos directamente del alimento al higado en el proceso
de vitelogénesis (Izquierdo et al., 2001).

La vitelogénesis es el proceso mayor de produccién de vitelo (Wiegand, 1996;
Tyler y Sumpter, 1996) y es iniciada por estimulos ambientales (fotoperiodo,
temperatura, alimento) (Van Der Kraak et al., 1998) y autocrinos (eicosanoides)
(Lieb, 2001) que disparan la liberacion de la hormona liberadora de hormonas
gonadotropicas (HLHG) del hipotadlamo, la cual estimula la liberacion de hormonas
gonadotropicas (HG | y HG Il), las que a su vez, actuan sobre el foliculo para la
produccion de estradiol (Tyler y Sumpter, 1996). El estradiol estimula la activacion de
la lipasa sensible a las hormonas, en el tejido adiposo (Sheridan, 1994; Sargent,
1995a) y la produccion de vitelogeninas en el higado (Mommsen y Walsh, 1988;
Sargent, 1995a), asi como también interviene, por retroalimentacién, en la

modulacioén de la liberacion de la HLHG (Holloway y Leatherland, 1998).
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Los AGE (asi también proteinas, pigmentos, vitaminas, hormonas, iones, entre
otros) son movilizados de fuentes dietéticas o reservas corporales al higado
(Sargent, 1995a; Wiegand, 1996; Brooks et al., 1997), para la produccion de
vitelogeninas, lipoproteinas y proteinas de la envoltura del huevo (Brooks et al.,
1997; Tocher, 2003). La vitelogenina transporta principalmente fosfolipidos (con alto
nivel de AGE) y proteinas, y se acumula mediante endocitosis facilitada por
receptores en el oocito (Wiegand, 1996; Brooks et al., 1997), activados por la HG |
(Tyler y Sumter, 1996). Los lipidos neutros (triacilglicéridos y ésteres de cera y
colesterol, con altos niveles de AGS y AGMI) son trasportados al oocito
principalmente por lipoproteinas de densidad baja y de densidad muy baja (Wiegand,
1996, Tocher, 2003). Una vez en el oocito, la vitelogenina y las lipoproteinas son
separadas en sus componentes (lipovitelina, fosvitina, proteinas de bajo peso
molecular y lipidos neutros) por acciéon enzimatica (catepsina L) (Mommsen y Walsh,
1988; Brooks et al., 1997; Rgnnestad et al., 1999).

Después del proceso de vitelogénesis, ocurre la maduracion final del oocito,
que es estimulada por la HG Il y la pregnenolona (17,20-PG) (Goetz y Garczynski,
1997). Durante la maduracion final, la vesicula germinal (nucleo) migra a la periferia
del oocito, en donde se efectua la ruptura de la membrana nuclear, los glébulos del
vitelo y lipidicos se coalescen, debido a la protedlisis enzimatica del vitelo (Mylonas
et al., 1997a y b) y con ello ocurre la formacion del globulo de aceite, en el caso de
las especies que lo presentan y un aumento del contenido aminoacidos libres (AAL)
(Rennestad et al., 1999). El contenido alto de AAL, en oocitos de especies con estilo
reproductivo no protector pelagdfilo, incrementa la osmolaridad del vitelo y en
consecuencia el oocito absorbe agua (proceso de hidratacion), con lo que aumenta
su tamafo y disminuye su densidad, lo cual le confiere al 6vulo la capacidad de flotar
en el medio marino (Craik y Harvey, 1987; Rgnnestad et al., 1999; Cerda, 2002).

Antes de terminar la hidratacion, comienza el proceso de ovulacién, que
consiste en la separacion del oocito de la granulosa, la ruptura del foliculo y la
liberacion del oocito maduro, por la zona de ruptura, al lumen gonadal (Goetz y
Garczynski, 1997). La ovulaciéon es inducida por estimulos ambientales y esta
controlada por la HG Il y la 17,20-PG (Goetz y Garczynski, 1997; Peter y Yu, 1997),
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las cuales activan la produccion de prostagladinas PGFy, (derivadas del 20:4 (n-6))
que actuan, por medio de un proceso inflamatorio en el foliculo, en la liberacién del
oocito maduro (Goetz y Garczynski, 1997).

Las prostaglandinas PGF,,, después de la ovulacién, funcionan como
feromonas que disparan la conducta de cortejo en los peces machos y con esto,
intervienen en la sincronizacion del desove (Sorensen y Stacey, 2004).

Las especies con estilo reproductivo no protector pelagdfilo, pueden presentar
ovulos sin glébulo de aceite o con uno o mas glébulos de aceite (Rgnnestad et al.,
1999). En las especies que presentan évulos sin globulo de aceite, el vitelo se
compone principalmente de AAL, proteinas y fosfolipidos (Wiegand, 1996). En
cambio, en las especies que lo presentan, el glébulo de aceite se compone de
ésteres de cera y triacilglicéridos con alto contenido de AGS y AGMI y el vitelo se
compone mayoritariamente de aminoacidos (AAL y proteinas) y fosfolipidos
(mayoritariamente fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) con alto contenido de AGPI
(incluyendo los AGE) (Wiegand, 1996; Rannestad et al., 1998).

En este ultimo tipo de 6vulo, una vez que inicia el periodo embrionario
(activacion), la secuencia de utilizacién de nutrientes como sustratos catabdlicos
comienza con la utilizacién de los carbohidratos, como fuente de energia durante la
division inicial hasta el inicio de epibolia, en la fase de segmentacion (Boulekbache,
1981, Heming y Buddington, 1988; Rgnnestad et al., 1999). Una vez formado el
periblasto, los AAL del vitelo son utilizados mayoritariamente como fuente de energia
y en menor cantidad los fosfolipidos, durante la organogénesis, en la fase de embridn
(Rennestad et al., 1999). En ésta fase, los AGE del vitelo son utilizados para la
formacion de membranas y la produccion de eicosanoides implicados en la
diferenciacién celular (Lieb, 2001). Durante la fase de eleuteroembrion, los AGS y
AGMI (principalmente 16:0 y 18:1 (n-9)) derivados de lipidos neutros del glébulo de
aceite, comienzan a ser utilizados como la principal fuente de energia (Wiegand,
1996; Carrasco-Chavez et al., 2005). Simultaneamente, los AGE de los fosfolipidos
del vitelo son utilizados para la formacion de membranas celulares del sistema
nervioso y la retina (principalmente el 22:6 (n-3) en la formacion de la membrana

externa de los discos de los conos y de sinaptosomas de las neuronas) (Sargent et
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al., 1999) y para la produccion de eicosanoides implicados en la sincronizacién del
desarrollo de los sistemas de o6rganos y su integracion funcional (p.e.
osmoregulacion) (Lieb, 2001) en los umbrales entre los pasos de este periodo y en el
umbral del inicio del periodo larvario.

Al inicio del periodo larvario, la cantidad de vitelo es muy reducida (Balon,
1986) y los AGS y AGMI, derivados de lipidos neutros del glébulo de aceite, son la
fuente de energia para cubrir la demanda metabdlica originada por el inicio de la
conducta de captura de presas (Rainuzzo et al., 1997; Rgnnestad et al., 1999; Diaz
et al., 2002). Una vez consumido el glébulo de aceite, en el caso de larvas que no se
hayan alimentado, las proteinas y los acidos grasos de sus tejidos son catabolizados
(Blaxter, 1988; Rainuzzo et al., 1994; Parra et al., 1999; Sargent et al., 2002). Bajo
estas condiciones, los AGS y los AGMI son preferentemente utilizados como energia
(Rainuzzo et al., 1994; Carrasco-Chavez et al., 2005) y los AGPI son el ultimo
recurso energético (Rainuzzo et al., 1994; Tocher, 2003), sin embargo, el 22:6 (n-3)
es retenido preferencialmente en los tejidos (Koven et al., 1989; Watanabe, 1993;
Rainuzzo et al., 1994, Wiegand, 1996; Rodriguez-Trejo et al., 2004).
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2.4. Criterios para la evaluacion de la calidad de embriones y larvas

De acuerdo con Bromage et al. (1995), la calidad del 6vulo se define como
esas caracteristicas que determinan su capacidad para sobrevivir. Kjgrsvik et al.
(2003) definen la calidad del 6vulo como el potencial para producir descendencia
viable. Estas definiciones son ambiguas debido a que no especifican los criterios
para hacer las distinciones y los intervalos en los que se precisa lo que es de buena
calidad.

Por lo general se utiliza la sobrevivencia durante algun proceso ontogénico
que se considere un punto critico, tales como la fertilizacion, eclosion y primera
alimentacion (Blaxter, 1988), como una medida directa de la calidad (Bromage et al.,
1994). Sin embargo, la determinacion de los puntos criticos no esta sustentada en la
determinacién de los umbrales ontogénicos (Balon, 1999), ya que los puntos criticos
no siempre corresponden a los umbrales ontogénicos. A la fecha, no existe un
consenso o estandarizacion para determinar la calidad de los embriones y larvas en
las diferentes especies estudiadas (Bromage, 1995) y evidentemente es la
consecuencia de la carencia de estudios donde se especifiquen los umbrales
ontogénicos, los cuales pueden ser tomados efectivamente como puntos criticos
reales con los que se determine la calidad en cualquier paso del desarrollo.

La sobrevivencia en el umbral que da inicio al periodo larvario, en especies
que presentan ontogenia indirecta, es el resultado de la integracién y eficiencia
funcional de las estructuras que le permiten a la larva mantener su homeorrésis y
autopoiesis (Kovac, 2000; Balon, 2002), que es la consecuencia del estado
fisiologico de los reproductores (condicidn nutricional, edad, estrés) (Bromage, 1995;
Brooks et al., 1997; Carrillo et al., 2000).

Para intentar predecir la sobrevivencia al inicio del periodo larvario, se han
utilizado como criterios de calidad, algunas variables del desempefo reproductivo,
del periodo embrionario y del periodo larvario (Cuadro 2), con los cuales se busca
caracterizar su condicion fisioldgica (salud) en condiciones ambientales estandar y
de estrés, con lo que se pretende establecer una calidad de referencia para poder
realizar comparaciones entre diferentes grupos de embriones y larvas y distinguir su

calidad.
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Cuadro 2. Criterios para la evaluacién del desempefio reproductivo y calidad de embriones y larvas
utilizados en especies que presentan ontogenia indirecta y estilo reproductivo no protector pelagofilo.

Criterios Reproductivos
Fecundidad

Fecundacién

Referencias
Watanabe y Kiron (1995)
Bromage (1995)

Criterios en embriones
Fase de segmentacion
Morfolégicos:
Morfologia de los blastdémeros
Aberraciones cromosomicas en la mitosis
Fase de embrion
Morfolégicos:
Diametro del huevo y glébulo de aceite
indices morfométricos del huevo y glébulo de aceite
Numero de glébulos de aceite
Bioquimicos:
Contenido de AGE, vitaminas, antioxidantes, fésforo, AA, etc.
Actividad enzimatica (del metabolismo de los carbohidratos)
Osmolaridad del vitelo
Zootécnicos:
Tasa de fecundacion
Fraccion de embriones flotantes
Fase de eleuteroembrion
Morfolégicos:
Longitud notocordal
Deformidades (torcion notocordal, vitelo hipertréfico)
Zootécnicos:
Tasas de eclosion (% embriones que eclosionan y sobreviven)

Estrés hiperosmotico agudo en eleuteroembriones

Shields et al. (1997)
Kjersvick et al. (1984)

Lavens et al. (1999)
Lahnsteiner y Patarnello (2005)
Watanabe y Kiron (1995)

Furuita et al. (2003a, b y 2006)
Giménez et al. (2006)
Kjersvick et al. (1984)

Bromage (1995)

Watanabe y Kiron (1995)

Fernandez-Palacios et al. (1995)

Furuita et al. (2000)

Carrillo et al. (2000)
Kjersvick et al. (2003)

Criterios en larvas
Fase de apterolarva
Morfolégicos:
Longitud notocordal
Deformidades
Bioquimicos:
Actividad enzimatica (esterasa)
Tasa ARN: ADN
Zootécnicos:
Conducta (frecuencia de nado)
Sobrevivencia al inicio del periodo larvario
Sobrevivencia larvaria a la inanicién e indice de actividad

Sobrevivencia al estrés hiperosmético agudo

Fernandez-Palacios et al. (1995)

Fernandez-Palacios et al. (1995)

Matsuo et al. (2006)
Kono et al. (2003)

Matsuo et al. (2006)
Furuita et al. (2000)
Matsuo et al. (2006)

El presente trabajo
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2.5. Estudios sobre nutricién de reproductores

En la reproduccion, como ya se expuso, la gametogénesis y particularmente la
vitelogénesis, es uno de los procesos epigénicos que determinan mayoritariamente la
composicién del vitelo y con ello el curso de la ontogenia (Balon, 2001), y esta
afectada directamente por el estado nutricional de los reproductores (Brooks et al.,
1997; Carrillo et al., 2000). Es por esto, que la determinacion de los requerimientos
nutricionales de los reproductores, es el factor fundamental para la elaboracién de
alimentos completos que garanticen la buena calidad y cantidad de los embriones
producidos.

Sin embargo, a diferencia de los estudios sobre nutricion de larvas y juveniles,
los estudios sobre la nutricion de reproductores han sido escasos (lzquierdo et al.,
2001). Esto es debido, por una parte, a las grandes dimensiones de la infraestructura
necesaria para realizar disefios experimentales acordes a los métodos
recomendados (dosis-respuesta, un factor a probar con un minimo de 6 niveles y tres
réplicas por nivel) para el estudio de los requerimientos nutricionales (D Abramo y
Castell, 1994 ; Robaina e Izquierdo, 2000) y por otra parte, al desconocimiento del
metabolismo de los nutrientes durante la reproduccion (Wiegand, 1996), asi también,
de la biologia del desarrollo de embriones y larvas, con los cuales se haria posible
estandarizar métodos de manejo de reproductores y criterios para la evaluacién de la
calidad de embriones y larvas, lo que resultaria en la posibilidad de hacer
comparaciones intra e interespecificas.

A pesar de estas limitaciones, los estudios sobre nutricion de reproductores se
han enfocado fundamentalmente de tres formas:

1. En el estudio de la movilizacion de nutrientes de las reservas corporales
durante el ciclo reproductivo en peces silvestres (particularmente
Salmoniformes, Luquet y Watanabe, 1986).

2. En el efecto de diferentes ingredientes en alimentos artificiales o de diferentes
alimentos frescos sobre el desempefio reproductivo y la calidad de embriones
y larvas, deduciendo que el efecto se debid a cierto nutriente presente en

algun ingrediente en particular.
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3. En el efecto de diferentes niveles de un nutriente en particular en alimentos
artificiales sobre el desempefio reproductivo y la calidad de embriones y

larvas.

2.5.1. Estudios sobre requerimientos de acidos grasos

A diferencia de los requerimientos de proteinas-aminoacidos en los diferentes
periodos de vida de las especies de peces estudiadas, los requerimientos de lipidos
no han sido optimamente establecidos (Sargent et al., 2002). El problema radica en
la complejidad de las rutas bioquimicas de los acidos grasos, la cual se debe
fundamentalmente a que las reacciones enzimaticas del metabolismo de estas
sustancias suceden en las membranas celulares, es decir, en la fase hidrofobica de
las células. Esto deriva en una baja especificidad de las enzimas por un acido graso
particular y que a diferencia del determinismo genético de las proteinas, la
composicion de acidos grasos de los tejidos esta afectada por una interaccion entre
el genoma y el ambiente (principalmente el alimento) (Sargent et al., 2002). De esta
manera, durante la vitelogénesis, la composicion de acidos grasos del alimento de
los reproductores afecta de manera directa el contenido y proporciones de acidos
grasos del vitelo, por lo que resulta necesario establecer no solo las cantidades
absolutas de acidos grasos, sino también sus proporciones relativas en el alimento
para reproductores (Bell, et al., 1997; Bruce et al., 1999; Sargent et al., 1999).

Uno de los primeros estudios sobre la relacion entre la composicion de acidos
grasos del alimento y de los tejidos asociados a la reproduccion fue el realizado por
Lasker y Theilacker (1962) en Sardinops caerulea (= S. sagax). Estos autores
encontraron en general, que los ovarios en los diferentes estadios de maduracién,
tejido sanguineo y embriones obtenidos de organismos silvestres tuvieron un patrén
de composicidn de acidos grasos similar, con excepcion del tejido mesentérico
adiposo que retuvo cantidades mayores de acidos grasos de 18 carbonos. Asi
también observaron que la composicion de acidos grasos de un alimento artificial
modifico la composicidén de acidos grasos del tejido ovarico, sanguineo y mesentérico

adiposo de los organismos en cautiverio. Sugirieron que la acumulacién de acidos
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grasos en los ovarios esta bajo un control metabdlico y es afectada por la
composiciéon del alimento.

Fernandez-Palacios et al. (1995) probaron cuatro alimentos artificiales con
diferentes niveles de AGAI (n-3) (1.13, 1.6, 2.18 y 3.15 % del peso del alimento en
base seca) en reproductores de S. aurata. Encontraron una relacién positiva entre el
nivel de AGAI (n-3) en el alimento y la morfologia de los blastdmeros, pero no con la
tasa de eclosion y la sobrevivencia de eleuteroembriones. No obstante la fecundidad
relativa y el diametro de los embriones fue significativamente mayor cuando se
utlilizé el alimento con el nivel de AGPI (n-3) de 1.6 %. El contenido de AGAI (n-3),
principalmente el 20:5 (n-3) en los embriones aumenté conforme aumenté su
contenido en el alimento. No encontraron diferencias significativas de contenido de
AGS, AGMI, (n-6) y (n-9), aunque si en el 18:0, 18:1 (n-9) y 20:4 (n-6) en embriones
obtenidos con los diferentes tratamientos. Concluyeron que el contenido de AGAI (n-
3) de los embriones no es un buen indicador de la calidad debido a que bajos y altos
niveles estan asociados a la hipertrofia del vitelo y la baja sobrevivencia de
eleuteroembriones, pero si lo son la fecundidad y la morfologia de los embriones.
Recomiendan como el mas adecuado, un nivel de 1.6 % de AGAI (n-3) en el alimento
para reproductores de ésta especie.

Navas et al. (1997) probaron el efecto de un alimento con nivel de AGE alto
(17.4% del total de acidos grasos) en reproductores de D. labrax durante el periodo
vitelogénico, desove o postdesove, y el resto del tiempo alimentaron con un alimento
con nivel de AGE bajo (10.9 %). Encontraron que el alimento con nivel de AGE alto
administrado durante el periodo de vitelogénesis afectd el contenido de acidos
grasos de los embriones, con una incorporacion preferencial del 22:6 (n-3) y una tasa
mayor de 22:6 (n-3)/20:5 (n-3), la cual se relacion6 con una mayor fecundidad y tasa
de eclosion. No encontraron diferencias en el contenido de lipidos totales, polares y
neutros entre los embriones obtenidos con los diferentes tratamientos, sin embargo,
la disminucion en la fecundidad y la baja tasa de eclosion se relacionaron con las
altas concentraciones de triacilglicéridos en embriones, que ocurrieron cuando se
alimentaron a los reproductores con alimento con bajo nivel de AGE durante el

periodo de vitelogénesis.
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Bell et al. (1997) evaluaron el efecto de un alimento artificial con aceite de
pescado y maiz y uno fresco (Boops boops) administrados a reproductores de D.
labrax, sobre la composicién de acidos grasos y clases lipidicas de los embriones.
Ambos alimentos tuvieron 23 % (del total de los acidos grasos) de 22:6 (n-3), pero el
artificial con 18.7 % de 20:5 (n-3) y 1.3 % de 20:4 (n-6), y 7 % de 20:5 (n-3) y 4.8 %
de 20:4 (n-6) el fresco. Estos autores reportaron que el contenido de las diferentes
clases lipidicas en embriones no fue afectado por los alimentos probados. No
obstante, los fosfolipidos de los embriones obtenidos con alimento fresco tuvieron
mayor concentracion de 22:6 (n-3) y 20:4 (n-6), mientras que en los obtenidos con
alimento artificial se acumulé mayormente 20:5 (n-3) y 18:2 (n-6). Con esto sugieren
que es importante que el alimento de reproductores tenga una razén 22:6 (n-3)/20:5
(n-3) mayor que 1 y una razéon 20:5 (n-3)/20:4 (n-6) menor que 3, asi como la
exclusién, en la formulacion, de aceites vegetales con alto nivel de 18:2 (n-6), con el
objeto de mejorar la calidad de los embriones.

Rodriguez et al. (1998) y Almansa et al. (1999; 2001) compararon al inicio, a
mediados y al final de la estacidén reproductiva, la tasa de fecundacion, de eclosion,
la composicion de clases lipidicas y acidos grasos de embriones, génadas, higado y
musculo obtenidos a partir de reproductores de S. aurata alimentados con un
alimento humedo deficiente en AGAI (n-3) y uno con 1.8 % (en base seca).
Encontraron que la composicion, tasa de fecundacion y eclosién de los embriones
obtenidos a partir del alimento con 1.8 % de AGAI (n-3) no fue diferente a lo largo de
la estacion reproductiva. Sin embargo, la composicion de acidos grasos, tasa de
fecundacion y eclosion de los embriones obtenidos a partir del alimento deficiente en
AGPI (n-3) no fue alterado al inicio de la estacion reproductiva, pero si a mediados y
a finales. La composicién de lipidos polares de los tejidos examinados se mantuvo
estable, mientras que el contenido de lipidos neutros fue afectado por el alimento. No
obstante, encontraron una correlacion negativa entre la tasa de fecundacion vy el
contenido de 18:1 (n-9) y 18:3 (n-3) en los fosfolipidos de los embriones.
Concluyeron que es necesario mantener un balance entre los AGAI (n-3) y 18:1 (n-9)

y 18:3 (n-3) en el alimento de reproductores, lo cual es importante durante la estacion
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de desove y antes del inicio de la vitelogénesis para obtener embriones de buena
calidad.

Bruce et al. (1999) probaron dos alimentos artificiales para reproductores de
D. labrax con diferente fuente de AGE (aceite de pescado y aceite de 6rbita de atun)
y los compararon con uno fresco (Boops boops) en dos temporadas reproductivas
consecutivas. El alimento artificial con aceite de orbita de atun tuvo mayor contenido
de 22:6 (n-3) (19.5 % del total de los acidos grasos) y 20:4 (n-6) (1.4 %) que el de
aceite de pescado (con 7.8 % de 22:6 (n-3) y 0.4 % de 20:4 (n-6)). El contenido de
20:5 (n-3) fue similar en los dos alimentos experimentales. El contenido de 22:6 (n-3),
20:5 (n-3) y 20:4 (n-6) en el alimento fresco fue de 221, 6.7 y 4.6 %,
respectivamente. Estos autores reportaron que los embriones obtenidos a partir del
alimento con aceite de pescado contuvieron menos 22:6 (n-3) y 20:4 (n-6) y mas 20:5
(n-3), y resultaron significativamente con menor tasa de eclosion y sobrevivencia a
las 48h solo durante la primera temporada reproductiva; no obstante los embriones
obtenidos a partir del alimento con aceite de 6rbita de atun, ademas de exhibir una
composicién de acidos grasos similar a los embriones obtenidos con alimento fresco,
tendieron a mostrar en ambas temporadas valores mayores de fecundidad, tasa de
sobrevivencia a las 48h y eclosion. Con esto sugirieron que ademas de mantener un
nivel alto de 22:6 (n-3) en el alimento de reproductores, es necesario mantener un
nivel alto de 20:4 (n-6) con respecto al nivel de 20:5 (n-3).

Furuita et al. (2000; 2002; 2003) realizaron una serie de estudios para
determinar el mejor nivel de AGPI (n-3) y 20:4 (n-6) en el alimento de reproductores
de Paralichthys olivaceus. En los dos primeros experimentos probaron diferentes
niveles de AGPI (n-3) (0.4, 0.8, 2.1 % en el primer experimentoy 2.1, 4.8 y 6.2 %, en
el segundo). Encontraron en ambos experimentos que la tasa de eclosion, el
porcentaje de eleuteroembriones normales, la sobrevivencia a los tres dias después
de la eclosion y el indice de actividad de sobrevivencia tendié a ser mayor (aunque
no siempre significativamente) con el nivel de 2.1 %. Encontraron que el contenido
de AGPI (n-3) en embriones correspondia con su nivel en los alimentos de
reproductores, asi como también que el contenido de 20:4 (n-6) fue mayor en

embriones con mejor calidad. Por ello, realizaron un experimento en donde probaron
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tres niveles de 20:4 (n-6) (0.1, 0.6 y 1.2 % del alimento en base seca) en el alimento
de reproductores. Reportaron que el nivel de 0.6% aumentd significativamente la
fecundidad, las tasas de eclosion, de eleuteroembriones normales, de sobrevivencia
al dia tres después de la eclosion y el indice de actividad de sobrevivencia y que el
contenido de 20:4 (n-6) en embriones aumentd con respecto su nivel en el alimento.
Con la informacion generada en los tres trabajos, concluyeron que niveles de AGE
bajos y altos tienen un efecto negativo sobre la calidad de embriones y recomiendan
un nivel de 1.5-2 % de AGPI y uno de 0.6 % de 20:4 (n-6) en el alimento de
reproductores.

Mazorra et al. (2003) realizaron dos experimentos sobre nutricion de
reproductores de Hippoglossus hippoglossus. En el primero probaron dos alimentos
artificiales, uno con alto y otro con bajo nivel de 22:6 (n-3) y 20:4 (n-6) (19.5y 5.4 %;
7'y 0.5 %, respectivamente) y un alimento a base de una combinacion de pescados
frescos, el cual tuvo niveles intermedios entre los alimentos artificiales. Los autores
reportaron que no hubo diferencias significativas entre la fecundidad, la tasa de
fecundacion, la morfologia de los blastomeros y el contenido de 22:6 (n-3) en
embriones obtenidos con los diferentes tratamientos alimentarios. No obstante, el
contenido de 20:4 (n-6) fue significativamente mayor y el de 20:5 (n-3) menor, en los
embriones obtenidos de reproductores alimentados con el alimento con alto nivel de
22:6 (n-3) y 20:4 (n-6). En el segundo experimento, en dos temporadas de desove
consecutivas, probaron dos alimentos artificiales con diferente nivel de 20:4 (n-6) (1.8
y 0.4 %). Encontraron que el contenido de 20:4 (n-6), la tasa de fecundacion, la
morfologia de los blastomeros y la tasa de eclosion fue significativamente mayor en
los embriones obtenidos con el alimento con nivel alto de ese acido graso. No
obstante el contenido de 22:6 (n-3) fue similar en embriones obtenidos con ambos
alimentos. Concluyeron que el 20:4 (n-6) tuvo un efecto positivo en las variables
medidas, por lo que recomiendan un nivel de 1.8 % (del total de los acidos grasos) y

una razon 20:4 (n-6)/20:5 (n-3) de 0.2-0.3 en el alimento de reproductores.
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2.5.2. Estudios sobre requerimientos de proteinas

Los peces no tienen requerimientos de proteinas, sino de una mezcla
balanceada de aminoacidos (Wilson, 1985). Sin embargo, los pocos estudios
realizados en reproductores de especies que presentan ontogenia indirecta y con
estilo reproductivo no protector pelagofilo, se han dirigido a establecer el nivel y/o las
fuentes de proteina que satisfagan los requerimientos de aminoacidos, en lugar de
determinar el requerimiento de los aminoacidos esenciales. En este sentido
Watanabe et al. (1984, sensu Watanabe y Vasallo-Angius, 2003) realizaron una serie
de estudios dirigidos a determinar los componentes alimentarios (deducidos de la
composicion de los ingredientes de los alimentos) que afectan el desempefio de
reproductores y la calidad de embriones de Pagrus major. Estos autores reportaron
que con alimentos con nivel bajo de proteina (35 %), fésforo disponible y AGE, se
obtuvieron embriones con deformidades, tasa de eclosion baja y contenido de
proteinas bajo. Por otra parte, encontraron que con alimentos cuya fuente de
proteina principal fue harina de jibia, se obtuvieron mayor fecundidad, fraccion de
embriones flotantes y tasa de eclosion, y menos deformidades. Concluyeron que el
nivel de proteina optimo estaba alrededor del 45 % y que la harina de jibia fue mejor
fuente de proteina que la de pescado en el alimento de reproductores.

Posteriormente, Cerda et al. (1994) probaron, en reproductores de D. labrax,
dos alimentos isocaldricos e isolipidicos (13 %), uno con 51 % de proteinay 10 % de
carbohidratos y otro con 32 % de proteina y 32 % de carbohidratos. Encontraron que
la fecundidad, fraccion de embriones flotantes y la tasa de eclosién se redujo con el
tratamiento de nivel de proteinas bajo, sin embargo, no encontraron diferencias en la
composicién proximal de las gbnadas y embriones, diametro del glébulo de aceite y
huevo, numero de globulos de aceite, longitud de eleuteroembriones y larvas,
sobrevivencia, y deformidad larvaria obtenidos con los tratamientos alimentarios.
Concluyeron, al comparar con sus resultados la calidad reportada de embriones vy
larvas obtenidas de reproductores alimentados con alimento fresco, que ninguno de
los dos alimentos utilizados fue adecuado para mantener una buena calidad de

embriones, no obstante, el nivel de 35 % de proteina fue demasiado bajo y que las
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diferencias encontradas se debieron a factores nutricios que no se determinaron
(aminoacidos, AGE, minerales y vitaminas).

Por su parte, Fernandez-Palacios et al. (1997) probaron en reproductores de
S. aurata cuatro alimentos artificiales isolipidicos (15-16 %) e isoproteinicos (53-55
%), con diferente fuente de proteinas (harina de calamar o de sardina) y de lipidos
(aceite de calamar o de sardina) y un alimento comercial. Reportaron que la
composicién proximal de los embriones no se vio afectada por los tratamientos
alimentarios. Sin embargo, la fecundidad relativa, tasa de fecundacion y la fraccion
de embriones flotantes fueron mayores con el alimento con harina de calamar.
Concluyen que la harina de sardina y la de calamar cubren los requerimientos de
aminoacidos esenciales de reproductores, y que las diferencias obtenidas son

consecuencia de una mayor digestibilidad de la harina de calamar.

2.5.3. Estudios sobre nutricion de reproductores de P. maculatofasciatus

A la fecha, son solo dos los estudios realizados sobre alimentacion de
reproductores de P. maculatofasciatus. El primero es el efectuado por Rosales-
Velazquez (1997), en el cual prob6é dos alimentos semihumedos (30 y 50 % de
proteinas) y uno fresco (juveniles de Eucinostomus spp.) como alimento para
reproductores. Reporté que el diametro del huevo, la tasa de eclosion, de
sobrevivencia a la transicion a larva, longitud notocordal de eleuteroembriones y de
larvas no fue significativamente diferente entre los embriones-larvas obtenidos con
los tratamientos alimentarios. Sin embargo, el diametro del glébulo de aceite fue
significativamente mayor en embriones obtenidos con el alimento fresco. En una
segunda prueba, al alimentar con alimento fresco al lote de reproductores sometidos
previamente al tratamiento alimentario de 50 % de proteina, encontré un aumentd en
la fecundidad en solo tres dias, por lo que sugirié utilizar ingredientes de origen
marino como fuentes de proteinas y AGPI (n-3) para la elaboracion de alimentos
balanceados para reproductores de esta especie.

El segundo es el efectuado por Avilés-Quevedo (2005) en donde probd, como
alimento para reproductores, a trozos de Mugil sp. descongelado (66 % de proteinas

y 7 % de lipidos, en base seca), Mugil sp. mas cabezas de Dosidicus gigas
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descongelados (68 % de proteinas y 7 % de lipidos, en base seca) y un alimento
hamedo (54 % proteinas y 11 % de lipidos, en base seca). El estudio lo realizé en un
sistema abierto sin control de la calidad del agua, durante la época reproductiva
natural en la bahia de La Paz, B.C.S., México. Esta autora reporta que el diametro
del huevo fue mayor en embriones obtenidos a partir del alimento humedo y el
diametro del glébulo de aceite fue mayor en los obtenidos con trozos de Mugil sp. y
Dosidicus gigas descongelados. No obstante, no encontré diferencias significativas
en la fecundidad relativa, tasa de eclosion y sobrevivencia a la inanicion de los
embriones-larvas obtenidos con los diferentes alimentos. La autora no genera
ninguna explicaciéon, desde un punto de vista fisiolégico-nutricional, de sus
resultados.

Debido a la falta de informacion sobre las necesidades nutricionales de
reproductores de Paralabrax maculatofasciatus, en el presente trabajo se intenta
contribuir al entendimiento del efecto del nivel de proteinas y de los AGE sobre
algunos fendmenos reproductivos y ontogénicos que determinan la calidad de los

embriones, y en consecuencia, de las larvas de esta especie.
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3. Justificacion

Paralabrax maculatofasciatus es una de las pocas especies marinas,
estudiadas a la fecha en México, que han sido cultivadas de forma intensiva a escala
experimental. Es la unica especie en la que se ha logrado la reproduccion
(maduracion, ovulacion y desove voluntario) fuera de su temporada reproductiva
natural, mediante el control de los factores ambientales, sin la necesidad de
induccién hormonal e inseminacion artificial, por lo que la calidad de los embriones
no se ve mermada debido a la manipulacion de los gametos y al estrés causado a los
reproductores. Esto ha permitido la obtencion de embriones de buena calidad en
cualquier estacion del afo y ello a su vez, el desarrollo de estudios para la
evaluacion y estandarizacion de protocolos para la cria de larvas en sistemas
cerrados y para la engorda de juveniles en jaulas flotantes. No obstante, la
tecnologia para su produccidn masiva no ha sido completada, por lo que es
indispensable seguir realizando estudios dirigidos hacia la optimizacion y el control
de cada uno de los procesos del ciclo productivo. Asi, uno de los puntos necesarios
para llevar el cultivo de escala experimental a piloto-comercial, es la sustitucion del
alimento fresco (pescado y calamar) utilizado en la nutricion de los reproductores, por
un alimento artificial completo, debido a que la calidad y disponibilidad del alimento
fresco resultan ser muy variables, lo que a su vez afecta a la calidad y cantidad de
los embriones necesarios para realizar proyecciones de produccion masiva. Por tal
motivo y atendiendo a las recomendaciones propuestas por Rosales-Velazquez
(1997), el presente trabajo pretende ayudar a determinar los niveles de acidos grasos
esenciales y de proteinas en el alimento de reproductores, con los que se puedan
obtener embriones de buena calidad y con esto, contribuir con una parte de la
informacion basica para el disefio de un alimento artificial completo que permita la
nutricion de reproductores de P. maculatofasciatus, asi como también con la

estandarizacion de métodos para la evaluacion de la calidad de embriones y larvas.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes niveles de inclusion de acidos grasos esenciales y
proteinas en alimentos para reproductores de Paralabrax maculatofasciatus, sobre la
calidad de embriones y larvas.

4. 2 Objetivos especificos

1. Evaluar y comparar el efecto de los tratamientos alimentarios de 45 % de
proteinas, 0.5, 1.2 y 1.9 de AGE y 55 % de proteinas, 0.5, 1.2y 1.9 de AGE en
reproductores, sobre parametros reproductivos (fecundidad parcial e indice de

viabilidad de los embriones).

2. Evaluar y comparar el efecto de los tratamientos alimentarios de 45 % de
proteinas, 0.5, 1.2y 1.9 de AGE y 55 % de proteinas, 0.5, 1.2y 1.9 de AGE en
reproductores, sobre parametros morfolégicos de embriones y larvas
(morfologia de los blastomeros, morfometria de embriones y longitud

notocordal de larvas).

3. Evaluar y comparar el efecto de los tratamientos alimentarios de 45 % de
proteinas, 0.5, 1.2 y 1.9 de AGE y 55 % de proteinas, 0.5, 1.2y 1.9 de AGE en
reproductores, sobre indices zootécnicos (tasas de eclosidn, transformacién
larvaria, sobrevivencia larvaria, normalidad larvaria, sobrevivencia al estrés

osmotico, sobrevivencia a la inanicion y normalidad larvaria a la inanicion).

4. Determinar y comparar el efecto de los tratamientos alimentarios de 45 % de
proteinas, 0.5, 1.2 y 1.9 de AGE y 55 % de proteinas, 0.5, 1.2 y 1.9 de AGE
ofrecidos a reproductores, sobre la composicion de acidos grasos de

embriones.
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5. Materiales y métodos

5.1. Sistemas de soporte de vida

5.1.1. Sistema cerrado de induccion al desove

El Sistema cerrado de induccion al desove (SCID) esta disefiado para inducir
a la maduracion gonadal, ovulacion y desove voluntario a peces con estilo
reproductivo no protector pelagofilo, por medio del control del régimen fototérmico.
Este es una de las areas humedas del Laboratorio de Biologia Experimental del
Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas (CICIMAR-IPN). El sistema descrito por
Rosales-Velazquez (1997) fue modificado para la realizacion del presente trabajo.
Esto consistié en anadir dos tanques al sistema y redisenar la unidad de recoleccion
de huevos y la configuracion de las unidades de filtracion y desinfeccién, para
aumentar la capacidad de carga del SCID.

El SCID (Figura 2), esta constituido por seis tanques (unidades de cultivo)
cilindricos de fibra de vidrio con fondo plano y 1,100 | de capacidad. En el centro de
cada tanque esta ubicado un tubo de PVC de 1.5 ” que mantiene el drenaje
superficial y 1 m de columna de agua. Los drenajes son independientes y
desembocan en canastas individuales de recoleccion de huevos (luz de malla de 500
pgm), de las cuales, cuatro quintas partes estan sumergidas dentro de un tanque de
fibra de vidrio de 150 |, que funciona también como un tanque de precipitacion. El
agua de mar, una vez filtrada por las canastas, rebosa a través de un drenaje central
hacia el tanque reservorio de 100 I, ubicado inferiormente. En el reservorio, el agua
es bombeada (bomba centrifuga de 3/4 HP) hacia un filtro mecanico con capacidad
de retencion de 20 um (Jaccuzzi little rock, modelo CFR 100), en donde quedan
retenidos los solidos suspendidos. Posteriormente, una parte pasa a través de dos
inyectores Venturi al espumador, en donde son retenidos los coloides (albuminas,
grasas, etc.) y la otra regresa, por una valvula de liberacién de presién y linea de
retorno, al reservorio. Después del espumador, una parte del flujo es conducido a un
filtro bioldgico de lecho fluido (20 I'min™; 20 | de sustrato) para la oxidacién

bacteriana de NH;*-NH3 y NO,™ y regresa al reservorio. La segunda parte del flujo se
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dirige hacia una unidad de desinfeccién por radiacion UV (8 lamparas de 30 W).
Inmediatamente, el agua es conducida a las unidades de cultivo por la linea de
alimentacion, en donde el gasto es regulado con valvulas de esfera. La descarga es
en sentido tangencial sobre el fondo del tanque, lo que favorece la circulacion tipo
ciclonica y ello a su vez facilita la concentraciéon de sdlidos sedimentados alrededor
del tubo central, asi como también la extraccidn de particulas suspendidas y huevos,
por rebosamiento a la linea de drenado. El gasto para cada tanque es de
aproximadamente 20 I'min™', lo que permite tener una tasa de renovacion de 1.09
veces el volumen total del sistema cada hora.

La temperatura del agua de cultivo (23 °C) es regulada indirectamente por
medio del control de la temperatura ambiental del SCID, con un aire acondicionado a
modo automatico.

El régimen de fotoperiodo (13 L: 11 O) se realiza con un temporizador
electronico y uno mecanico, de los cuales, el primero mantiene encendidas diez
lamparas fluorescentes (luz de dia; 35 W), de 06:30 a 19:30 horas y el segundo seis,
de 07:00 a 19:00 horas.
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Figura 2. Diagrama esquematico del Sistema Cerrado de Induccién al Desove (SCID) utilizado con
reproductores de Paralabrax maculatofasciatus.
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5.1.2. Sistema de cultivo de embriones y larvas

El sistema de cultivo de embriones y larvas (SCEL) es un sistema para evaluar
la sobrevivencia de embriones y larvas durante eventos “decisivos” (eclosion y
absorcion del vitelo, entre otros), bajo condiciones ambientales estandar y de estrés.
Este sistema se disefio, de acuerdo a las necesidades de alta calidad de agua ([O2]
>5 mg-L"; [NHs1 <0.10 mg-L"; [NO2] <10 mg-L™), circulacién no turbulenta y
homogeneidad térmica requeridas para el cultivo de larvas. El sistema fue montado
dentro del area humeda de cultivo de rotiferos en la Unidad Piloto de Maricultura
(UPIMA) del CICIMAR-IPN. Esta area cuenta con temperatura ambiental controlada
(22 °C) por medio de un aire acondicionado y fotoperiodo artificial (12 L: 12 O).

El SCEL (Figura 3) estuvo compuesto de cuatro tanques rectangulares de fibra
de vidrio, fondo plano y 300 | de capacidad. En el centro de cada tanque se ubic6 un
tubo de PVC de 1.5 7, el cual mantuvo el drenaje superficial y una columna de agua
de 30 cm. Cada tanque tuvo drenajes independientes que desembocaban en un
mismo tanque reservorio (tanque de acrilico de 150 | de capacidad). La temperatura
se mantuvo a 23 + 0.5 °C con dos calentadores automaticos sumergibles (Visi-Therm
modelo VTN 300, 300 W, Aquarium-System) ubicados en el reservorio. En éste se
instal6 una bomba sumergible (Aqua Clear 402, Hagen) que bombed agua de mar
hacia un espumador de contracorriente con inyeccion de aire por medio de un difusor
de madera. Al efluente del espumador se adaptd un filtro de carbon activado (Aqua
Clear 20, Hagen) para la remocion de compuestos organicos y nitrogenados. El agua
fue bombeada (bomba sumergible Aqua Clear 802, Hagen) del reservorio, por la
linea de alimentacién, hacia los tanques. En el fondo de cada tanque se ubicd un
sistema de distribucion de descarga, el cual consistié en un rectangulo de tuberia de
PVC de 0.5 ” con poros de 1 mm dirigidos hacia arriba. Ello permiti6 un flujo
ascendente de baja turbulencia y extendido a lo largo y ancho del tanque, asi se
facilité la homogeneidad de la calidad de agua en cada uno de éstos.

Dentro de los tanques se ubicaron las unidades de cultivo (UC), las cuales
consistieron en frascos de policarbonato en posicion invertida (la boca fue la base
descubierta y el fondo la tapa enroscada), con tres ventanas laterales de malla de

200 pgm. Las unidades fueron agrupadas en tres, mediante una varilla que las
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atravesoé en su parte superior, lo que permitié colocarlas dentro de una estructura de
soporte (reja de plastico).

Cada vez que termind la evaluacion de un grupo de desoves, se realizo la
limpieza total del sistema. Ello consisti6 en drenar los tanques, tuberia y tanque
reservorio; luego, tallar, con una esponja y una solucion concentrada de cloro
(solucion comercial de hipoclorito de sodio al 4 %), la superficie de los tanques,
estructuras de soporte y tuberias. Después, enjuagar con agua dulce, secar con una
esponja y dejarlo asi por un dia. Las unidades de cultivo solo se lavaron con agua a
presion y se dejaron secar. Una vez limpio el sistema, se llené lentamente con agua
de mar filtrada (filtro de cartucho de 10 um), esterilizada con radiacion UV (dos
unidades VECTON 25 W, Tropical Marine Centre) y filtrada, al final, con carbdn
activado. La calidad de agua del SCEL fue determinada diariamente por la mafana,

de acuerdo con los métodos descritos en la seccién 5.7.1.
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Figura 3. Diagrama esquematico del Sistema de Cultivo de Embriones y Larvas (SCEL) utilizado con
Paralabrax maculatofasciatus.
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5.2. Animales experimentales

5.2.1. Captura

La obtencion del lote de reproductores se llevdo a cabo en marzo del 2004,
mediante dos salidas realizadas en las inmediaciones de la Bahia de La Paz B.C.S,,
frente a la zona denominada “El Merito”, a bordo de una embarcacién menor con
motor fuera de borda. La captura se efectué por pesca con hilo de nylon, anzuelo y
manto de calamar gigante (Dosidicus gigas) como carnada. Los peces capturados
fueron confinados al tanque vivero de la embarcacién, bajo un constante recambio de
agua. Una vez capturados cerca de 80 peces, se trasladaron al SCID, en donde
fueron distribuidos en aproximadamente 14 individuos por tanque.
La mayoria de los peces presentaron distension de la vejiga gaseosa, causado por el
método y la profundidad de pesca (de entre 8 y 12 m), por lo que flotaban orientados
con el abdomen hacia arriba. No se realizé puncion de la vejiga natatoria, para evitar
focos de infeccion y mayor estrés a los animales. Después de 12 h de estancia en el

SCID, la distensién desaparecio y los peces nadaron normalmente.

5.2.2. Cuarentena, determinacion del sexo, biometria, marcado y distribucion

Se establecio un periodo de dos semanas de cuarentena, con el objeto de dar
tiempo a la reposicién de los peces al estrés causado por la pesca y el cautiverio.
Una vez acondicionados al cautiverio se procedié con la determinacion del sexo,
biometria, marcado y distribucion, siguiendo el procedimiento descrito por Rosales-
Velazquez (1997) con modificaciones. Los especimenes que aparentaron mejor
condicion fueron anestesiados uno a uno con una solucién de MS 222 a 75 ppm.
Posteriormente, los animales se manipularon con una franela humeda, para obtener
esperma u o6vulos por presion abdominal (en direccién desde la insercion de las
aletas toracicas hasta el poro genital), con el fin de determinar el sexo. En caso de no
obtener gametos, se practicaron biopsias ovaricas con una canula de polietileno (1.2
mm diametro externo). Se consideré6 macho cuando no se encontré el oviducto y
hembra cuando éste fue encontrado, aun cuando no se haya logrado la extraccion de

oocitos.
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Una vez determinado el sexo, los peces se pesaron (peso total) en una
balanza electronica (A&D modelo FX-4000; £ 0.01 g) y se midieron (longitud patron)
con un ictiometro convencional (£ 1 mm). Posteriormente, el pedunculo caudal se
perfor6 por medio de wuna aguja previamente esterilizada con flama vy
simultdneamente una marca se inserté en éste. Esta consistid de tres “chaquiras” de
colores, arregladas en serie a través de un hilo de nylon, las cuales indicaron el
tanque, sexo e identidad individual. Una vez colocada la marca, se introdujeron los
extremos del hilo en un pequefio tubo de cobre (empate) y al presionar a éste
lateralmente quedaron unidos. Después de colocar la marca, se aplicaron sobre la
herida, varias gotas de una solucion concentrada de azul de metileno, como
antiséptico.

La distribucion final fue de diez peces por tanque con una proporcién sexual

de seis hembras y cuatro machos.

5.2.3. Condiciones ambientales, y rutinas de alimentacion y mantenimiento

Desde su ingreso al SCID y durante el experimento, los peces estuvieron
sometidos a un régimen fototérmico de 13 L: 11 O y 23 °C para la induccion a la
reproduccion (Rosales-Velazquez et al., 1992; Rosales-Velazquez, 1997). Diario por
la mafana se determind la calidad del agua del SCID, de acuerdo con los métodos
descritos en la seccion 5.7.1. Posteriormente (11:30 horas), las raciones de los
alimentos correspondientes a cada etapa del experimento se pesaron y se les
suministraron a saciedad aparente (hasta que dejaron de comer); después de media
hora de haber dejado de comer, se limpi6 el fondo de cada tanque con un sifén, con
el cual se retir6 el alimento no consumido y los excrementos depositados. La ingesta
se determiné por la diferencia entre el peso de la racion (alimento experimental 1.5 %
y fresco 10 % de la biomasa - tanque™) y la porcién del alimento no consumida.

El agua retirada en la limpieza fue aproximadamente del 10 % (700 I) del
volumen total del sistema y se reemplazd con agua de mar filtrada a través de un
filtro de cartucho de 20 um. La limpieza de las paredes de los tanques se realizd una

vez por semana, misma que consistié en remover con una esponja la biopelicula que
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crece sobre las superficies internas y asi evitar la acumulacion de parasitos (en

periodos enquistados) que pudiesen causar eventualmente una epizootia.
5.3. Alimentos experimentales

5.3.1. Formulacion

Una vez conocida la composicion proximal y de AG de los ingredientes,
determinadas con las técnicas descritas en las secciones 5.7.2 y 5.7.3.,
respectivamente, se realizaron las formulaciones de los alimentos experimentales
(Cuadro 3) en el Laboratorio de Nutricion Acuicola del CIBNOR con el programa de
computo MIXIT v. 4. La formulacién del alimento de “destete” con 45 % de proteina
(Alvarez-Gonzalez et al., 2001a) se tomd como referencia y a partir de ella, con
modificaciones en la lista de ingredientes, se formularon seis alimentos con dos
niveles de proteina (45 y 55 %) y tres de AGE (suma del 20:4 (n-6), 20:5 (n-3) y 22:6
(n-3)) (0.5, 1.2 y 1.9%). El nivel de 45 % proteina se fij6 de acuerdo a los
requerimientos de juveniles de P. maculatofasciatus (Alvarez-Gonzalez et al., 2001a;
Civera-Cerecedo, com pers. CIBNOR) y el de 55 % correspondio al nivel maximo con
el que se pudieron balancear las formulaciones. Ambos niveles estan dentro de los
requerimientos determinados para peces carnivoros estrictos como Plecoglossus
altivelis, 45-55 % (Kanazawa, 1991), Sciaenops ocellatus, 50 % (Robinson, 1991),
Lates calcarifer, 40-45 %, (Boonyaratpalin, 1991), Seriola quinqueradiata, 50 %,
(Shimeno, 1991). Los niveles de AGE se fijaron en un intervalo (lo que permitié
balancear con la limitacion de AGE de los ingredientes), de acuerdo con los
requerimientos de Sparus aurata de 1.6 % (Fernandez-Palacios et al., 1995) y
Paralichthys olivaceus de 1.5 — 2 % (Furuita et al., 2000) y el nivel de AGE de

juveniles de mojarra (Eucinostomus currani) (2.24 %).
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Cuadro 3, Formulas de los alimentos experimentales utilizados para alimentar reproductores de
Paralabrax maculatofasciatus.

Ingredientes (%) 55-0.5 45-0.5 55-1.2 45-1.2 55-1.9 45-1.9
Harina de sardina ® 65.65 47.08 65.65 47.08 65.65 47.08
Hidrolizado de pescado b 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Harina de calamar ? 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Harina integral de trigo © 0.93 19.15 0.93 19.15 0.93 19.15
Aceite de bacalao ° 3.22 3.30 8.32 8.38 13.51 13.86
Aceite de girasol © 10.29 10.55 5.20 5.48 0.00 0.00
Lecitina de soya f 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Alginato de Sodio ¢ 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Premezcla de minerales " 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Premezcla vitaminas ' 0.70 0.70 0.70 0.70 0.70 0.70
Cloruro de colina’ 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13
Vitamina C * 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
BHT' 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004

?PIASA, La Paz, Baja California Sur, México; ® Francia; ° Gluten y Almidones Industriales S.A. de C.V., D.F. México; ¢ Farmacias
Paris, D.F., México ; ® Cristal, D.F., México; " ODANAJI, Distribuidora de Alimentos Naturales y Nutricionales S.A. de C.V.,
México; ¢ ALGIMAR Na-K 56, Alginato de Sodio, pH 8.5, viscosidad 137 cp, CICIMAR-IPN, La Paz, Baja California Sur, México.
" Premezcla de minerales (mg-kg”; SIGMA): CaCl,-2H,0, 2575; MgSO,7H,0, 1491,4; ZnSO47H,0, 27,6; MnCl,-4H,0, 9,6;
CuSO0,-5H,0, 2,5; Kl, 0,0003; Na,SeOs, 0,05; Na;HPO,4, 5715,8; FeSO47H,0, 178,8.

" Premezcla de vitaminas (mg-kg™): Vitamina A (Retinol), 0.602 (ICN); Vitamina D5 (Colecalciferol), 0.042 (SIGMA); Vitamina E
(Tocoferol), 35 (SIGMA); Vitamina K (Menadiona), 7 (SIGMA); Vitamina B, (Tiamina), 0.07 (SIGMA); Vitamina B, (Riboflavina),
2.8 (SIGMA); Vitamina Bs (Piridoxina), 2.1 (SIGMA); Ac. DL-Pantoténico, 14 (SIGMA); Niacina (acido nicotinico), 7 (SIGMA);
Biotina, 0.112 (ICN); Inositol, 210 (SIGMA); Vitamina B4, (Cianocobalamina), 0.014 (SIGMA); Vitamina By (Ac. Fdlico), 0.7
(SIGMA); Vehiculo (harina de sorgo), 6720; ' Sigma, 65%; * Stay-C 35%, Roche; ' ICN.

38



5.3.2. Elaboracion

Los alimentos experimentales se elaboraron uno a uno, en las instalaciones de
la Planta de Alimentos Experimentales del CIBNOR, de acuerdo con el protocolo de
fabricacion de Avarez-Gonzalez et al. (2001a). El procedimiento fue el siguiente: una
vez verificadas las férmulas y la hoja de fabricacion, primero, se identificaron los
ingredientes mayoritarios secos (harinas de sardina, calamar, trigo e hidrolizado de
pescado), mayoritarios liquidos (aceites de bacalao, girasol y lecitina de soya),
minoritarios (vitamina C, cloruro de colina y premezclas de vitaminas y minerales) y
aditivos (alginato de sodio e hidroxitolueno butilado o BHT). Los ingredientes
mayoritarios secos fueron tamizados con el fin de homogeneizar el tamano de
particula, a menos de 250 ym. Luego, cada uno de los ingredientes (mayoritarios,
minoritarios y aditivos) se pesd, de acuerdo con las cantidades especificadas en la
hoja de fabricacion. Después, los ingredientes mayoritarios secos se mezclaron
dentro del tazén metalico de la batidora vertical (ARM-30, Thunderbird) a velocidad
lenta, hasta obtener una mezcla homogénea (= 8 min), con lo que se obtuvo la
premezcla 1. Paralelo a esto, los ingredientes minoritarios y aditivos se mezclaron a
mano con una espatula, obteniéndose asi la premezcla 2. Posteriormente, a la
premezcla 2 se adiciond una porcion pequefia (= 200 g) de la premezcla 1, se
pulverizé por porciones (molino de café Braun, modelo 4041) y se volvid a mezclar
manualmente hasta homogeneizarse; ésta mezcla se agregd a la premezcla 1 y se
mezclé a velocidad baja, hasta homogeneizar completamente (= 8 min).
Simultaneamente, con los ingredientes mayoritarios liquidos se hizo una emulsién
(premezcla 3). Una vez incorporadas las premezclas 1y 2, se agrego poco a poco la
premezcla 3 y se mezclé a velocidad media, hasta observar una homogeneizacion
completa (= 5min). Después, a esta mezcla se le agregd agua en pequefias
porciones (30-50 % del peso de la masa) y mezcld (= 5min) hasta tener una masa de
textura adecuada (pufios que no se desmoronan; arcillosa). Para hacer los
comprimidos, la masa se paso de dos a tres veces por un molino de carne (Tor-Rey
modelo 22; cedazo 9 mm) hasta obtener cilindros macizos y largos de superficie lisa;

luego, se distribuyeron en canastas con fondo de red de plastico y fueron secados a
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40 °C en una estufa de conveccion (1600 HAFO SERIES, modelo 1680, VWR), hasta
alcanzar la humedad deseada (8 - 10 %; = 24 h).

La humedad fue supervisada y determinada con una termobalanza (A&D,
modelo AD 4713). Una vez secos los alimentos, se guardaron en bolsas negras, las
cuales fueron etiquetadas y almacenadas a -20 °C (congelador KELVINATOR,
CORPOMEX) hasta su utilizacion. Los alimentos experimentales se cortaron
manualmente en fragmentos de aproximadamente 1 cm de longitud, al momento de
su administracion a los reproductores.

De los alimentos terminados se tomaron muestras al azar, las cuales se
molieron en un mortero para determinar su composicion proximal y de acidos grasos,

de acuerdo con los métodos descritos en las secciones 5.7.2'y 5.7.3.

5.4. Alimentos frescos

5.4.1. Calamar

Se utilizé calamar de California (Loligo opalescens) (Fiesta del Mar, marqueta
de 2.27 kg) fresco congelado, debido a que su calidad y disponibilidad en el mercado
se supuso menos variable y que para entonces, cada marqueta adquirida (siempre
en la misma casa comercial) presuntamente pertenecié al mismo lote de captura. La
adquisicidn se realizé cada tres dias con el objeto de ofrecer a los peces el producto
lo mas fresco posible. La composicion proximal y de AG se determiné a una porcion
de la racion troceada, utilizada para alimentar a los peces, de acuerdo con los

métodos descritos en las secciones 5.7.2 y 5.7.3, respectivamente.

5.4.2. Mojarra

Los juveniles de mojarra (Eucinostomus spp.) se obtuvieron cada tres dias,
por medio de una atarraya de 4 m de diametro y luz de malla de 1cm o de arrastres
de playa con una red de cerco de 20 m de longitud, 2 m de altura y luz de malla de 1
cm. La pesca se efectud en las playas adyacentes a las instalaciones del CICIMAR-
IPN. De la pesca fueron separados juveniles de mojarra, y posteriormente, se

sometieron a un bafio de agua dulce por 30 min para matar a los parasitos externos
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que pudiesen portar. Una vez terminado el tratamiento, se empacaron en bolsas de
plastico (= 200 g por bolsa) y se mantuvieron en un congelador a -20 °C. Unicamente
se suministraron peces entre uno y tres dias de congelamiento, como medida
profilactica. La composicion proximal y de AG se determiné a juveniles completos,
tomados al azar de los utilizados para alimentar a los peces, de acuerdo con los

métodos descritos en los capitulos 5.7.2 y 5.7.3, respectivamente.

5.5. Diseno experimental

Se realizé un experimento para determinar el efecto de diferentes niveles de
de proteinas (45 y 55 %) y acidos grasos esenciales (0.5, 1.2y 1.9 %) en el alimento
de los reproductores de Paralabrax maculatofasciatus, sobre la calidad de los
embriones y larvas. El experimento se divididé en cuatro periodos de un mes (Cuadro
4). Durante cada periodo, a partir de la segunda semana de administracién del
alimento, se evalud la calidad de los embriones y larvas; tiempo suficiente para
verificar el efecto del alimento sobre éstos (Rosales-Velazquez, 1997). La calidad se
evalué con el uso, como variables de respuesta, de parametros reproductivos
(fecundidad y viabilidad), morfolégicos (forma de los blastdmeros, morfometria de
embriones y larvas), indices zootécnicos (tasas de eclosion; transicion larvaria,
sobrevivencia de larvas al tiempo de absorcion del vitelo, normalidad larvaria,
sobrevivencia al estrés osmatico, a la inanicion y normalidad de larvas en inanicién) y
bioquimicos (perfil de acidos grasos de embriones).

En el primer periodo como primer tratamiento testigo, a todos los tanques se
les suministré calamar de California para estandarizar el estado nutricional de los
peces. En el segundo periodo, los alimentos experimentales 55-0.5, 55-1.2 y 55-1.9
se distribuyeron en los tanques 1, 2y 3 y los alimentos experimentales 45-0.5, 45-1.2
y 45-1.9, en los tanques 4, 5 y 6, respectivamente. En el tercer periodo, los alimentos
experimentales 55-0.5, 55-1.2 y 55-1.9 se distribuyeron en los tanques 2, 3y 4 y los
alimentos experimentales 45-0.5, 45-1.2 y 45-1.9, en los tanques 5, 6 y 1,
respectivamente. En el cuarto periodo, como segundo tratamiento testigo a todos los

tanques se les suministraron juveniles de mojarra.
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Cuadro 4. Configuracién del experimento para determinar el efecto del nivel de é&cidos grasos
esenciales y proteinas en el alimento de reproductores de Paralabrax maculatofasciatus sobre la
calidad de embriones y larvas.

Tanque
Periodo 1 2 3 4 5 6
I Calamar Calamar Calamar Calamar Calamar Calamar
1] 55-0.5 55-1.2 55-1.9 45-0.5 45-1.2 45-1.9
i 45-1.9 55-0.5 55-1.2 55-1.9 45-0.5 45-1.2
I\ Mojarra Mojarra Mojarra Mojarra Mojarra Mojarra

5.6. Criterios de calidad

5.6.1. Parametros reproductivos

5.6.1.1. Fecundidad parcial

La fecundidad (numero de embriones) y la fraccion de embriones vivos por
tanque se determind diario, con un método volumétrico (Carrillo et al., 1995) que
consistié en tomar, de las canastas de recoleccion, los huevos y verterlos en una
probeta de 100 ml. Inmediatamente, se aforé a 100 ml con agua de mar (35 %o) y se
vigilo la separacion de embriones vivos (fraccidn flotante) de los muertos (fraccidon
precipitada). El volumen (ml) que ocupd la fraccién flotante, se registré cuando éste
alcanzo su valor minimo. El numero de embriones de ambas fracciones se determiné
multiplicando el volumen de la fraccién correspondiente con el factor de conversion
de 1,867, el cual corresponde al numero de embriones contenidos en 1 ml (Rosales-

Velazquez, 1997). La fecundidad parcial se determiné con la relacién:

FP = EV+EM

En donde: FP = Fecundidad parcial; EV = Embriones vivos; EM = Embriones muertos.

5.6.1.2. Viabilidad de embriones
La fraccion de embriones vivos (viables) se expresé como un porcentaje de la

fecundidad por tanque.
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5.6.2. Parametros morfologicos

5.6.2.1. Morfologia de los blastomeros

Todos los dias, entre las 15:00 y 20:00 horas, se vigil6 la actividad
reproductiva y una vez que se observo el desove, se obtuvieron muestras cada 10
min, tomadas directamente de las canastas de recoleccién con cubetas de 5 ml, para
examinar el desarrollo del embrion. Cuando se encontraron en el estadio de 4
células, se tomaron tres muestras (=100 embriones) de cada tanque y trasladaron a
la UPIMA. Una vez que los embriones alcanzaron el estadio de 8-32 células, se
montaron en una placa de Mazzini y se les tomaron imagenes digitales a 4x con un
microscopio estereoscopico (Olympus modelo SZ40) acoplado a una camara de
video (HITACHI, modelo KP-D50) y el programa de digitalizacion de imagenes
Image-Pro Plus®v. 4.1. Las imagenes tomadas se utilizaron para determinar la forma
de los blastomeros con los criterios propuestos por Shields et al. (1997). Los
embriones se caracterizaron individualmente en la escala de: 1 (deformes), 2 (sub-
regulares), 3 (regulares) y 4 (normales), para los parametros de simetria celular (en
el patron de division), tamafo celular (uniformidad en el tamafio), adhesion celular
(contacto de las membranas), margenes (resolucion de las membranas) e
inclusiones (numero de vacuolas) de los blastomeros (Figura 4). El valor de forma de
los blastdmeros para cada desove se tom6 como el promedio de la suma de los
valores asignados a cada embrién de los cinco parametros morfolégicos (Mazorra et
al., 2003).

k
Y s+t+m+i+a

VF ==

n

En donde: VF = valor de forma de los blastdmeros; s = simetria; a = adhesion; t = tamafio; m =
margenes; i = inclusiones; n = numero de embriones.
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Figura 4. Embriones de Paralabrax maculatofasciatus en fase de segmentacion, con deformidades
extremas en cada parametro determinado. a, embrién en estadio de 16 células con valor de simetria
celular de 1; b, embrién en estadio de 32 células con valor de resolucién de margenes celulares de 1;
¢, embrion en estadio de 32 células con valor de adhesion celular de 1; d, embrién en estadio de 16
células con valor de inclusiones de 1; e, embrién en estadio de 16 células con valor de tamafo celular
de 2; f, embriéon normal en estadio de 32 células.
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5.6.3. indices zootécnicos

Las tasas de eclosion, transicion a larva, sobrevivencia larvaria, normalidad
larvaria, sobrevivencia al estrés osmotico e inanicidn y la normalidad larvaria en la
inanicion, se determinaron, por triplicado, de la fraccion de embriones vivos de cada
desove. Esta se concentré con un tamiz de 300 pm y se enjuagd con agua de mar
filtrada (a 10 ym) hasta quitar todas las particulas posibles. Después, se vertio en un
vaso de precipitado de 500 ml y se trasladdé a la UPIMA, en donde, con un
microscopio estereoscopico (Olympus modelo SZ40), se aislaron y sembraron 100
embriones en cada UC del SCEL, hasta tener 12 UC por desove.

El desarrollo se vigild a nivel de fases, con la observacion directa de los
organismos en las UC. Una vez que los organismos alcanzaron el estado de
desarrollo en el que se evaluaria el indice zootécnico correspondiente, se tomaron
tres UC y cada una se concentrd, con el mayor cuidado posible de no exponer los
organismos al aire, en un vaso de precipitados de 500 ml. Los organismos muertos
se montaron en una placa de Mazzini y se contaron en un microscopio
estereoscoépico (Olympus modelo SZ40). Inmediatamente, los organismos vivos se
anestesiaron con tres gotas de una solucion de MS222 a 75 ppm, se montaron en la
placa de Mazzini, se contaron y en su caso, se registraron los tipos de deformidades
observadas (torciones, posicion del glébulo de aceite). A los organismos vivos (en
fase de embrion, eleuteroembridén o apterolarva) se les tomaron imagenes digitales a
3.5x con un microscopio estereoscépico (Olympus modelo SZ40) acoplado a una
camara de video (HITACHI, modelo KP-D50) y el programa de digitalizacion de
imagenes Image-Pro Plus® v. 4.5. Todos los organismos se concentraron en un vial
de 10 ml y se fijaron en una solucion de formol al 10 %, pH 7 y amortiguado con una

solucién saturada de boratos.
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5.6.3.1. Tasa de eclosion

La tasa de eclosion se evaludé cuatro horas después de observarse la
presencia de eleuteroembriones (tiempo suficiente para que, todos los embriones
con potencial de eclosion, eclosionaran). Este indice se calculé mediante la siguiente

relacion:
TE = [(El) (100))/Em

En donde: TE = Tasa de eclosion; E/ = NUmero de eleuteroembriones; Em = Numero de embriones
sembrados.

5.6.3.2. Tasa de transicion larvaria
La tasa de transicion a larva se evaluo al término de la absorcidn del vitelo (sin
incluir el glébulo de aceite), tres horas después de observar las primeras larvas y se

determind con la relacion:

TL = [(Lv+Lm) (100)/Em

En donde: TL = Tasa de transicion larvaria; Lv = NUmero de larvas vivas; Lm = Numero de larvas
muertas; Em = Numero de embriones sembrados.

5.6.3.3. Tasa de sobrevivencia larvaria
La tasa de sobrevivencia al inicio del periodo larvario se determind con la

relacion:
SL=[(L) (100)J/LT

En donde: SL = Tasa de sobrevivencia al inicio del periodo larvario; L = Numero de larvas vivas; LT =
Numero total de larvas (vivas + muertas).

5.6.3.4. Tasa de normalidad larvaria
La tasa de normalidad larvaria se calculé a partir de la cuenta de larvas
normales (sin deformidad aparente) y deformes (incorrecta posicion del glébulo de

aceite, torsiones en la notocorda y deformidad cefalica) con la siguiente ecuacion:

TNL = [(Ln) (100)J/Lv

En donde: TNL = Tasa de normalidad larvaria; Ln = Numero de larvas normales; Lv = Numero de
larvas vivas.
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5.6.3.5. Sobrevivencia al estrés osmotico

Una vez iniciado el periodo larvario, se evalué la sobrevivencia de las larvas a
un tratamiento agudo de alta salinidad. La concentracion salina y el tiempo de
exposicion se tomaron de los resultados con los que se alcanzé la LC 50, obtenidos
de la informacion que presentd Enciso-Lizarraga et al. (2004). Para realizar ésta
prueba, un tanque del SCEL se aislo del sistema (se cerr6 el drenaje y la linea de
alimentacion) y se agrego sal natural hasta alcanzar la salinidad de 55 %o (los valores
se vigilaron con el sistema multi-pruebas YSI 556 MPS hasta que se estabilizé la
salinidad). Tres UC se tomaron del tanque de incubacién del SCEL y se sumergieron
dentro del tanque con alta salinidad. Después de 32 min de exposicién, se
regresaron las UC al tanque de incubacion y se dio 1 h de recuperaciéon. Pasado este
lapso, se realiz6 la cuenta de las larvas vivas (trasparentes y con latidos) y se calculo

la sobrevivencia con la siguiente relacion:

SLE = [(L) (100)}/SL

En donde: SLE = Tasa de sobrevivencia al estrés; L= Numero de larvas vivas; PSL = Valor de la
supervivencia larvaria.

5.6.3.6. Sobrevivencia larvaria a la inanicion
La sobrevivencia a la inanicion se evalué al dia 5 después de la activacion de
los huevos, que corresponde al tiempo en el que se agotan la mayoria de los AG

ricos en energia (Carrasco-Chavéz, 2004). Este indice se estimo con la ecuacion:

Si = [(Lv) (100)//Em

En donde: Si = Sobrevivencia de larvas a la inanicion; Lv = Numero de larvas vivas; Em = Numero de
embriones sembrados.

5.6.3.7. Normalidad larvaria en inanicion

Se registro el numero de larvas deformes (incorrecta posicién del glébulo de
aceite y torsion de la notocorda) y normales (sin ninguna deformidad aparente) para
determinar la tasa de normalidad de las larvas sobrevivientes a la inanicion, con la

siguiente relacion: NLi = [(Ln) (100))/Lv

En donde: NLi = Larvas normales en inanicion; Ln = Numero de larvas normales vivas; Lv = Numero
de larvas vivas.
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5.6.4. Morfometria de embriones y longitud notocordal de larvas

Las mediciones se realizaron a partir de las imagenes tomadas de los
embriones y las larvas in vivo, con la utilizacion del programa de procesamiento de
imagenes Image-Pro Plus® v. 4.5. La calibracion de las medidas se realizé con la
imagen de una escala de 2,000 ym, tomada con los mismos aumentos de las
imagenes problema.

Los parametros morfométricos (Cuadro 5) de embriones se determinaron de
acuerdo con Lahnsteiner y Patarnello (2005). Las longitudes fueron tomadas con
respecto al eje del embridn y perpendicular a éste.

A treinta larvas se les determiné la longitud notocordal (medida comprendida

entre el extremo de la mandibula superior y la punta de la notocorda).

Cuadro 5. Parametros morfométricos medidos y calculados de embriones de Paralabrax
maculatofasciatus.

Parametros Abreviaciones y formulas

Medidos

Diametros minimo y maximo de:

Huevo dmHy DMH

Glébulo de aceite dmGy DMG

Calculados

Diametro promedio de:

Huevo DPH = (dmH + DMH)/2

Glébulo de aceite DPG = (dmG + DMG)/2

Coeficiente de forma de:

Huevo CFH = [(DMH - dmH)/(DMH + dmH)]100
Glébulo de aceite CFG = [(DMG - dmG)/(DMG + dmG)]100
Razon de diametro de:

Huevo DMH/dmH

Glébulo de aceite DMG/dmG

5.6.5. Composicion de acidos grasos de embriones

Los embriones no utilizados en la evaluacién de la calidad con los indices
zootécnicos, se concentraron con un tamiz (300 ym) y se enjuagaron con agua
destilada. Inmediatamente, se secaron, con papel secante, por adsorcion a través de
la malla del tamiz y se pesaron (balanza analitica METTLER TOLEDO modelo

AG245; + 0.01 mg). En seguida, los embriones se empacaron dentro de bolsas de
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plastico, etiquetaron y congelaron (ultracongelador REVCO, modelo ULT 1386-3-
A34). Posteriormente, se liofilizaron y determiné su composicion de AG, de acuerdo
con los métodos descritos en la seccion 5.7.3. La humedad de los embriones se

determind con la diferencia entre el peso humedo y el peso liofilizado.
5.7. Técnicas analiticas

5.7.1. Calidad del agua

En ambos sistemas de soporte de vida, la salinidad (%0 £ 0.001), temperatura
(°C + 0.001) y oxigeno disuelto (mg-L"'+ 0.001) se midié con el sistema multi-pruebas
YSI 556 MPS. Los datos fueron guardados en la memoria del aparato y descargados
a una computadora por medio del programa EcoWatch® v. 3.17, para su posterior
analisis estadistico. Después del registro de los factores anteriores, se tomaron
muestras de agua para determinar la concentracién de NHs* (mg-L”" + 0.01) y NO,?
(mg-L™" + 0.001) por medio de las técnicas colorimétricas propuestas por Strickland y
Parsons (1972), modificadas para pequefos volumenes de muestra (Carrasco
Chavez, 2004) y el uso de un espectrofotometro (SPECTRONIC, modelo Genesys
2).

5.7.2. Andlisis quimico proximal

Los andlisis fueron realizados en el Laboratorio de Bromatologia del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), de acuerdo con AOAC (1995). A
los ingredientes, alimentos experimentales y frescos, se les determiné por triplicado
el contenido de: humedad, por diferencia de peso al secar a 70 °C-24 h™'; proteinas,
mediante el método de microkjeldahl (% N-6.25); extracto etéreo, por el método
soxleth; fibra cruda, con el método de hidrdlisis sucesiva (acido/base); cenizas, por
diferencia de peso al calcinar a 500 °C-24 h™; extracto libre de nitrégeno (ELN), por
medio de la diferencia de 100 - (% proteinas + % extracto etéreo + % fibra cruda, + %
cenizas); energia, solo en los alimentos, mediante el calculo con la siguiente formula:
(fraccidn de proteinas) 5.8 + (fraccidn de lipidos totales) 9.4 + (fraccion de ELN) 4.2 =
Kcal - g (Smith, 1989; Lovell, 1998).
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5.7.3. Analisis de acidos grasos

La extraccion y analisis de lipidos totales y acidos grasos se efectud en el
Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas del CIBNOR. La determinacion se realizé
a los ingredientes mayoritarios de los alimentos experimentales (harinas de sardina,
calamar, integral de trigo; hidrolizado de pescado; aceites de bacalao, girasol y
lecitina de soya), alimentos frescos (calamar y mojarra), alimentos experimentales
terminados y embriones. Todas las muestras analizadas (excepto aceites), fueron
previamente liofilizadas a -50 °C y 0.180 mb durante 24 h (liofilizador LABCONCO,
modelo 77520-J) y posteriormente congeladas a -80 °C (ultracongelador REVCO,
modelo ULT 1386-3-A34), mantenidas asi hasta su analisis. Los reactivos y
solventes utilizados en las técnicas fueron de grado analitico y HPLC bidestilados,
respectivamente. El agua utilizada fue siempre destilada. La manipulacion de las
muestras durante la extraccion con solventes y evaporacion de los mismos se realizé

en una campana de extraccion y se evito, en lo posible, la incidencia de luz directa.

5.7.3.1. Extraccién de lipidos totales

Los lipidos totales se determinaron mediante el método propuesto por Bligh y
Dyer (1956), modificado por Carrasco-Chavez (2004) para pequefias cantidades. El
procedimiento fue el siguiente: en tubos de ensayo de 10 ml se peso, con la mayor
exactitud posible y por triplicado, 100 mg de muestra liofilizada. Inmediatamente se
agregaron 3 ml de una mezcla de cloroformo:metanol (1:2 v/v) y 10 ul de BHT al 0.1
% como antioxidante; se molié con una varilla de vidrio de punta redonda, se llené
con nitrogeno y se sello (tapdn con empaque y cinta de teflén). Luego, para facilitar la
extraccién, las muestras se sometieron a ultrasonido en bafo frio por 3 ciclos de 5
min (sonicador BRANSON, modelo 3510-DHT) y dejaron macerar por 24 h a -20 °C
en obscuridad. Pasado este lapso, se centrifugd a 4,500 rpm y 5 °C durante 15 min
(centrifuga BECKMAN, modelo 349702). Una vez centrifugado, el sobrenadante se
transfirid, con una pipeta Pasteur, a un segundo tubo. El precipitado sélido fue lavado
con 0.5 ml de cloroformo y se repitieron los pasos del ultrasonido, centrifugado y
recuperacion del sobrenadante. Este procedimiento se realizé dos veces.

Ulteriormente fueron agregados 1.8 ml de agua a la solucion recuperada, para
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obtener una proporcion de cloroformo:metanol:agua de 2:2:1.8 y se homogeneiz6
(agitador de tubos BAXTER, modelo S8223-1); se centrifugo a 4,500 rpm y 5 °C por
15 min. Esto permitio la separacion de la solucion en dos fases: una inferior no polar
(de cloroformo y lipidos) y una superior polar (agua, metanol y solutos no lipidicos).
Posteriormente, la fase inferior fue filtrada a través de una pipeta Pasteur empacada
con filtro de fibra de vidrio y cloruro de sodio anhidro para evitar su hidratacion y
contaminacién con las particulas suspendidas de la interfase. Durante el proceso de
filtrado fue transferida a un tercer tubo, en donde se concentré mediante evaporacién
con corriente de nitrégeno. Una vez concentrada la solucion, se trasladé a un vial de
2 ml (peso conocido) con una pipeta Pasteur. Las paredes del tubo se lavaron tres
veces con cloroformo, para obtener el maximo de recuperacién de la solucion. El
cloroformo se evaporo del vial bajo corriente de nitrégeno y el contenido de lipidos
totales se determind por gravimetria (balanza analitica A&D HR-60; + 0.0001 g), con

la relacion:
LT=(PV+LT)-PV
En donde: LT = Lipidos totales; PV = Peso del vial.

Los extractos de lipidos se guardaron secos en atmosfera de nitrégeno, en
viales con empaque y sello de teflén, en obscuridad y a -80 °C para su analisis

posterior de acidos grasos.

5.7.3.2. Extraccion de ésteres metilicos de acidos grasos

Para determinar la concentracion de acidos grasos, los extractos de lipidos
totales se transesterificaron a ésteres metilicos de acidos grasos (EMAG) por medio
de la técnica de metandlisis acida (Sato y Murata, 1988). Los extractos fueron
suspendidos con algunas gotas de hexano, extraidos del vial y transferidos, con
pipeta Pasteur, a un tubo de ensayo de 10 ml. Posteriormente se evaporo el hexano
con corriente de nitrégeno y se agregaron 2.5 ml de una mezcla de acido
clorhidrico:metanol (5:95 v/v); se sell6 con empaque y cinta de teflon y se puso en
bafio Maria a 85 °C por 2.5 h. Transcurrido el tiempo y después de dejar enfriar, se
agregoé 1 ml de hexano; luego se homogeneizd, se agregaron 2 ml de agua y se

volvié a homogeneizar. Este procedimiento originé la separacion de dos fases: una
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inferior (agua e impurezas de la derivatizacién) y una superior (hexano y EMAG). La
fase superior fue extraida con pipeta Pasteur y trasferida a un vial de 2 ml (de peso
conocido). El proceso desde la homogenizacién se repitio dos veces, con el uso de
0.5 ml de hexano cada vez. Después de concentrada la solucién de hexano y EMAG,
el hexano se evapordé bajo corriente de nitrégeno y se determind la concentracion de

EMAG por gravimetria (balanza analitica A&D HR-60; + 0.0001 g), con la relacion:

AG= (PV + AG)- PV
En donde: AG = Acidos grasos; PV= Peso del vial.

Los EMAG obtenidos se guardaron secos en atmdésfera de nitrégeno, en viales
con empaque y sello de teflén, en obscuridad y a -80 °C, hasta su preparacion para

el analisis en el cromatografo de gases.

5.7.3.3. Identificacion y cuantificacion de acidos grasos

En los viales, los extractos secos de EMAG fueron resuspendidos en 1 ml de
hexano. Después se extrajo, con una jeringa cromatografica, un volumen tal que
contuviese 300 ug de EMAG,; se transfiri6 a un inserto contenido en un vial de
inyeccion y aforé a 250 ul con hexano. Una vez preparados los viales de inyeccion,
se montaron en el carrusel del inyector automatico y se especificé la identidad de las
muestras y la rutina de inyeccion, mediante el programa GCD Plus ChemStation
version A.01 (Hewlett Packard®). Para el analisis se utilizdé un cromatografo de gases
acoplado a un espectrometro de masas (GCD Hewlett Packard, modelo G1800B). Se
utilizé, como fase estacionaria, una pelicula de glicol de polietileno de 0.25 ym de
espesor empacada en una columna capilar de silice fundida (supelco Omegawax
250) de 30 m de longitud y 0.25 mm de diametro interno. La fase movil (gas de
acarreo) consistié en Helio a un flujo de 0.9 ml/min. Las condiciones de trabajo y el
programa de temperaturas fueron: la temperatura del inyector de 250 °C; la
temperatura inicial de 110 °C durante 3.30 min, posteriormente aumentd a una tasa
de 30 °C-min”" hasta alcanzar 165 °C, en donde se mantuvo por 2 min. Ulteriormente,

aumentd a una tasa de 2.2 °C-min”' hasta alcanzar 209 °C y se mantuvo asi por 35
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min; la temperatura del detector de 260 °C; el tiempo de corrimiento de 62 min. El
rango de masas de 45:450.

La identificacion de los EMAG se llevé a cabo por medio de la comparacion de
los tiempos de retencidén de los estandares inyectados durante la realizacién de la
curva de calibracion de cada AG, al inicio de la puesta en marcha de la columna
capilar utilizada en el presente trabajo y de los espectros de masas de las bases de
datos NIST02, NIST98 y NBS75K, con el programa GCD Plus ChemStation version
A.01 (Hewlett Packard®).

La cuantificacion se realizé por medio de la integracion del area de cada pico.
El area de la linea base se incluyd en la integracidn, con el propésito de tener un
punto de referencia y disminuir el error de paralaje al delimitar el area bajo la curva
entre réplicas. Una vez identificados los picos y obtenidas las areas, se calculd la

concentracion de cada acido graso con la siguiente relacion:

AG = {[(A/FCL00)/ S (A/FC)|AGT |/ PSM

En donde: A = Area bajo la curva; FC = Factor de correccion (pendiente de la curva de calibracién
para cada AG); PSM = Peso seco de la muestra; AGT = Contenido de acidos grasos totales en la
muestra; AG = Contenido del &cido graso individual.

5.8. Analisis estadisticos

Los resultados fueron organizados y analizados con el criterio del disefio
experimental completamente al azar, debido a las pocas réplicas obtenidas de
algunos tratamientos. Los datos porcentuales se transformaron con la funcion raiz
arco seno. La normalidad y la homoscedasticidad se determinaron a todos los datos,
con las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente; si cumplieron
estos supuestos, se realizdé un analisis de varianza de una via para determinar la
existencia de diferencias entre tratamientos (P<0.05) para cada criterio de calidad.
Cuando hubo diferencias, se aplico la prueba de comparaciones multiples de Holm-
Sidak. A los datos que no se ajustaron a la normalidad y no fueron homoscedasticos
se les aplicé una prueba por rangos de Kruskal-Wallis y cuando se hallaron
diferencias, se utilizd la prueba de comparaciones multiples de Duncan. Los analisis
estadisticos paramétricos se realizaron con el programa SigmaStat® v. 3.0 (SPSS,

Inc.) y los no paramétricos con Statistica® v. 6.0 (StatSoft, Inc).
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6. Resultados

6.1. Calidad de agua de los sistemas de soporte de vida

Las concentraciones (mg - L) de amonio (NH,") y nitrito (NO") (Cuadro 6), se
mantuvieron por debajo de los niveles recomendados para el cultivo de peces
marinos adultos (Tuker, 1998) en el SCID y para el cultivo de larvas (Holt y Arnold,
1983), en el SCEL. En ambos sistemas, la concentracion de oxigeno se mantuvo
cerca de la saturacion, la salinidad préxima al promedio oceanico y la temperatura
cerca de 23 °C, la cual fue recomendada por Rosales-Velazquez et al. (1992) para la
reproduccion en cautiverio de Paralabrax maculatofasciatus mediante induccion
fototérmica, y esta dentro del intervalo térmico de la estacion reproductiva natural en
la Bahia de La Paz (Ocampo-Cervantes, 2002).

La calidad del agua se mantuvo estable, dentro de los niveles aceptables y no
fue estadisticamente diferente entre los tanques de cada sistema, por lo que se
considera que no tuvo un efecto negativo sobre el desempefo reproductivo de los
adultos o algun efecto teratogénico o toxicolégico en embriones y larvas, que pudiese

causar cambios en las variables de respuesta medidas.

Cuadro 6. Factores fisicos y quimicos de los sistemas de soporte de vida de Paralabrax
maculatofasciatus durante el periodo experimental.

Amonio Nitritos Temperatura Oxigeno Salinidad
Tanque (mg NHs"-N-L")  (mg NOz-N-L™) (°C) (mg - L™ (%o)

SCID

1 0.15+0.09 0.03+0.014 23.3+0.6 6.2+04 35.7+0.5

2 0.15+0.07 0.03+0.019 23.3+0.6 6.2+0.4 357+04

3 0.14 £ 0.07 0.03+0.014 23.3+0.6 6.1+0.4 357104

4 0.14 £ 0.07 0.03+0.016 23.3+0.5 6.1+0.4 357+04

5 0.15+0.08 0.03+0.016 23.3+0.6 6.1+0.3 35.7+0.5

6 0.14 +0.08 0.03 £0.016 23.3+0.6 6.1+0.3 357+04
SCEL

1 0.05+0.08 0.01 £ 0.004 23.0+0.5 6.4+07 355+1.0

2 0.05 £ 0.07 0.01 £ 0.006 229+0.5 6.3+0.3 354+1.0

3 0.05 + 0.06 0.01 £ 0.004 229+0.6 6.3+0.3 354+1.0

4 0.05 + 0.08 0.01 + 0.006 22.9+0.6 6.3+0.4 35.3+1.0

Los valores representan la media * la desviacion estandar; no existieron diferencias significativas
(P>0.05).
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6.2. Biometria de reproductores

Los promedios de longitud (cm) y peso (g) por sexo de los reproductores, al
inicio del experimento, se presentan en el Cuadro 7. El promedio de la longitud
patrén y del peso total fueron mayores en machos que en hembras y no resultaron
estadisticamente diferentes entre tanques, por lo que se considera que cualquier
diferencia existente de las variables medidas entre tanques, no es producto de sus

diferencias de talla o peso.

Cuadro 7. Longitud patrén (cm) y peso total (g) por sexo de los reproductores de Paralabrax
maculatofasciatus al inicio del experimento.

Tanque 1 2 3 4 5 6
Longitud patron
3 (n=4) 233+141 222+15 221120 222+09 22+1.4 21.2+0.8
Q (n=86) 18.8+ 1.6 196+22 189+14 19.7+1.8 18+1.7 18.8+0.9
Peso total

3 (n=4) 339.4+451 2955+78.8 2822+783 2895+27.3 276.0+43.0 237.2+231

Q (n=6) 164.0 £ 39.7 201.6+89.4 181.5+47.2 204.6+61.8 146.8+429 165.0+28.2
Los valores representan el promedio * desviacion estdndar; no se encontraron diferencias
significativas entre tanques (P>0.05).

6.3. Alimentos
6.3.1. Composicion quimica proximal de los alimentos experimentales y frescos

Los resultados del analisis de composicion quimica proximal (Cuadro 8),
muestran que los alimentos experimentales tuvieron niveles de proteina préximos al
de su formulacion (45 y 55 %), excepto los alimentos 55-1.2 y 55-1.9, los cuales
resultaron con un nivel mas bajo (53 %).

El nivel de lipidos totales no presenté diferencias estadisticas (oscilé entre el
20y 21 %), por lo que se consideraron como isolipidicos.

El contenido de fibra cruda de los alimentos experimentales no fue
significativamente diferente (varié entre el 0.1 y 0.4 %). Este contenido fue similar en
los alimentos 45-0.5, 45-1.2 y 45-1.9 (0.2 %) y en los alimentos 55-0.5 y 55-1.2
(0.1%), a excepcidn del alimento 55-1.9, que presento el valor mas alto (0.4 %).

El nivel de cenizas fue similar en los alimentos 45-0.5, 45-1.2 y 45-1.9 (cerca
del 11 %) y en los alimentos 55-0.5, 55-1.2 y 55-1.9 (proximo al 15 %). El nivel de
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humedad fue menor en los alimentos 45-1.9 y 55-0.5 (4.4 y 3.2 %, respectivamente),
que en el resto de los alimentos experimentales (cercanos al 6 %).

El nivel de extracto libre de nitrdgeno fue mayor y similar entre los alimentos
45-0.5, 45-1.2, 45-1.9 (proximo al 23 %), con respecto a los alimentos 55-0.5, 55-1.2
y 55-1.9 (aproximadamente el 10 %).

El analisis de composicion quimica proximal de los alimentos frescos (Cuadro
8) mostro que el nivel de humedad fue mayor en la mojarra (80 %) que en el calamar
(75 %).

Los niveles de proteina resultaron con valores muy cercanos entre el calamar
(65 %) y la mojarra (68 %).

El nivel de extracto etéreo fue mayor en el calamar (4.9 %) con respecto a la
mojarra (3.2 %). La fibra cruda no pudo ser detectada en ambos alimentos frescos.

El nivel de cenizas resulté ser mayor en la mojarra (20 %), que en el calamar
(5.9 %).

El extracto libre de nitrégeno fue mayor en el calamar (23.4 %), que en la
mojarra (6.23 %).

6.3.2. Composicion de acidos grasos de los alimentos experimentales y frescos

Los resultados de la composicion de acidos grasos de los alimentos
experimentales y frescos, expresados en mg - 100 mg™"' de materia seca (Cuadro 8),
muestran 40 acidos grasos identificados, los cuales fueron agrupados en clases para
una mejor comparacion entre los alimentos, de acuerdo al numero de enlaces dobles
y a su funcion fisioldgica conocida. Asi, en las clases formadas, se observa que los
niveles de AGS fueron significativamente mayores en los alimentos experimentales
(entre 4 y 7 %) que los encontrados en el calamar (2.5 %) y en la mojarra (1.1 %). De
este grupo de acidos grasos, el 16:0 3,7,11,15 metilo unicamente fue encontrado en
el calamar y el 16:0 iso solo fue detectado en el calamar y la mojarra. El 16:0 anteiso
y el 15:0 jso fueron detectados en los alimentos experimentales, pero no en el
calamar y la mojarra, aunque el 15:0 iso se encontré como traza en la mojarra. Los
acidos grasos 17:0 iso, 19:0, 22:0 y 24:0 no fueron detectados unicamente en el

calamar. El acido graso 16:0 fue el mas abundante AGS en todos los alimentos.

56



Los niveles de AGMI resultaron significativamente mayores en los alimentos
experimentales (entre 5y 9.2 %) con respecto al calamar (1 %) y la mojarra (0.6 %).
De este grupo de acidos grasos, el 16:1 (n-10) 7 metilo unicamente fue detectado en
la mojarra y el 20:1 (serie no identificada) en el calamar. Los acidos grasos 22:1 (n-9)
y 22:1 (n-7) fueron detectados en los alimentos experimentales y no en los frescos.
El AGMI mas abundante en los alimentos fue el 18:1 (n-9).

Los niveles de AGPI resultaron significativamente mayores en los alimentos
45-1.9 y 55-0.5 y el calamar (cerca de 6 %), seguidos de la mojarra (3 %), alimentos
55-1.2 y 55-1.9 (1.3 %) y alimentos 45-0.5 y 45-1.2 (0.6 %). De estos acidos grasos,
el 16:2 (n-4) y 22:2 (serie no identificada) solamente se encontraron en el calamar y
el 20:3 (n-6) y 22:4 (n-6) en la mojarra. De la misma manera el 22:5 (n-6) y 22:5 (n-3)
fueron detectados solamente en ambos alimentos frescos. El 20:2 (n-6) y el 18:4 (n-
3) se encontraron en todos los alimentos, con excepcion del calamar. EI AGPI mas
abundante fue el 18:2 (n-6) en los alimentos experimentales, excepto en el alimento
45-1.9, el cual se comportdé como los alimentos frescos en donde el mas abundante
fue el 22:6 (n-3).

El nivel de AGE (suma de 20:4 (n-6), 20:5 (n-3) y 22:6 (n-3)) en el calamar fue
significativamente mayor (6 %) que el encontrado en la mojarra (2.2 %). En los
alimentos experimentales, los niveles de AGE difirieron de los valores
correspondientes a su formulacion, excepto para el alimento 45-0.5 (0.36 %), que
resultd cercano al nivel determinado de 0.5 %. En los alimentos 45-1.9 y 55-0.5, el
nivel de AGE result6 ser el doble de la cantidad determinada en su formulacién (4.1 y
0.9 %, respectivamente) y en los alimentos 45-1.2, 55-1.2 y 55-1.9, resulté por
debajo de sus respectivos niveles (proximo a 0.24 %). Debido a esto, en los
alimentos experimentales, cualquier efecto de éstos sobre alguna variable de
respuesta medida, solo es posible considerarlos en los niveles de AGE de 0.2 %
(alimentos 45-1.2), 1 % (alimento 55-0.5) y 4 % (alimento 45-1.9).

El nivel mayor del acido graso 20:4 (n-6) correspondié a la mojarra (0.18 %),
seguido del calamar, del alimento 45-1.9 (ambos con cerca del 0.1 %) y de los
alimentos 55-0.5, 55-1.2 y 55-1.9 (entre 0.01 y 0.04 %). En los alimentos 45-0.5 y 45-
1.2 el acido araquiddnico se detectdé como trazas y no pudo cuantificarse.
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El nivel mayor del acido graso 20:5 (n-3) se determin6 en el calamar (2 %),
seguido del alimento 45-1.9 (1.5 %), el alimento 55-0.5 y la mojarra (0.4 y 0.3 %,
respectivamente) y el resto de los alimentos con niveles muy bajos (entre 0.07 y 0.13
%).

El nivel del acido graso 22:6 (n-3) fue mas elevado en el calamar, el alimento
45-1.9 y la mojarra (4.0, 2.6 y 1.8 %, respectivamente) que en los alimentos
experimentales (entre el 0.2y 0.5 %).

La razén 22:6 (n-3)/20:5 (n-3) resultdé ser mayor y estadisticamente diferente
en la mojarra (con 6.3) con respecto a los demas alimentos. En los alimentos
experimentales y el calamar no se encontraron diferencias significativas (entre 1.7 y
2.4), a excepcion del alimento 55-0.5, que resulto significativamente mas bajo (1.0).

La razén 20:4 (n-6)/20:5 (n-3) fue significativamente mayor en la mojarra (0.7)
que en los demas alimentos. En los alimentos 55-1.2 y 55-1.9 la razdn fue semejante
(con 0.2) y estadisticamente menor a los alimentos 45-1.9, 55-0.5 y calamar (entre
0.5 y 0.9). En los alimentos 45-0.5 y 45-1.2 no fue posible determinar esta razon,
debido a que el nivel del acido 20:4 (n-6) en estos alimentos fue detectado como

traza.
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Cuadro 8. Composiciéon quimica proximal y de acidos grasos (mg - 100 mg'1 de materia seca) de los alimentos experimentales y frescos utilizados
para alimentar a reproductores de Paralabrax maculatofasciatus.

Alimentos

45-0.5 45-1.2 45-1.9 55-0.5 55-1.2 55-1.9 Calamar Mojarra
Humedad x 5.99+0.10 5.94 + 0.11 4.45+0.02 3.28 £0.11 6.35+0.11 6.15+0.10 75.27 + 0.86 80.20 £ 0.18
Proteina 4511+04 44.94 +0.34 4544 £ 0.16 54.69 + 0.06 52.85+0.19 53.05+0.13 65.61+ 0.25 69.93 + 0.06
Extracto etéreo - - - - - - 494 + 0.10 3.22 £ 0.06
Lipidos totales 21.5+0.33 20.5+0.92 20.0 £ 0.66 20.7+0.28 21.8+0.62 21.7+1.41 - -
Fibra cruda 0.26 + 0.02 0.20 + 0.06 0.23 +0.06 0.09 £ 0.01 0.10 £ 0.02 0.42 +0.04 N.D. N.D.
Cenizas 10.78 £ 0.05 11.15+0.03 11.11 £ 0.03 14.86 £ 0.18 15.14 £ 0.06 15.33+0.12 5.96 + 0.02 20.62 £ 0.24
Extracto libre de Nitrégeno 22.3+0.50 23.0+1.00 23.1+£0.50 9.6 £0.20 10.0 £ 0.80 9.4 +1.00 23.49 6.23
Energia ¥ 5573.9 5499.5 5485.7 5521 5534.5 5511.5 5256.3 4620.2
14:0 0.81 £ 0.004 1.14 £ 0.090 1.07 £ 0.038 0.06 + 0.011 1.20 £ 0.063 1.50 £ 0.023 0.32 +0.002 0.04 £ 0.003
15:0 0.08 + 0.004 0.09 + 0.008 0.08 £ 0.003 0.05 + 0.001 0.10 £ 0.004 0.12 + 0.001 0.02 + 0.002 0.02 £ 0.002
15:0 iso 0.02 + 0.002 0.01 + 0.001 0.01 + 0.001 0.01 + 0.001 0.01 £ 0.002 0.02 + 0.001 N.D. Traza
16:0 3.44 + 0.036 3.72+0.292 0.29+0.093 2.50+0.028 3.82 +£0.205 3.99 + 0.052 1.69 + 0.011 0.53 £ 0.022
16:0 iso N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.01 £ 0.004 0.01 £ 0.001
16:0 3,11,7,15 metilo N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.06 + 0.006 N.D.
16:0 anteiso 0.02 £ 0.002 0.02 + 0.001 0.01 £ 0.002 0.01 £ 0.001 0.02 + 0.001 0.02 £ 0.002 N.D. N.D.
17:0 0.08 + 0.005 0.08 + 0.006 0.06 + 0.003 0.05 £ 0.002 0.09 £ 0.004 0.10 £ 0.002 0.02 £ 0.004 0.03 £ 0.002
17:0 iso 0.02 £ 0.003 0.02 + 0.001 0.02 + 0.001 0.01 +£0.001 0.03 + 0.004 0.03 +0.002 N.D. 0.01 £ 0.002
18:0 1.08 £ 0.008 0.93 £ 0.080 0.05 +0.020 0.72+0.015 0.97 £ 0.052 0.83+0.018 0.40 + 0.001 0.31+£0.020
19:0 0.03 + 0.005 0.02 £ 0.002 0.02 + 0.001 0.02 + 0.002 0.02 + 0.002 0.02 £ 0.003 N.D. 0.01 £ 0.002
20:0 0.10 £ 0.007 0.07 £ 0.005 0.04 + 0.004 0.05 + 0.006 0.07 £ 0.003 0.06 + 0.005 0.02 + 0.004 0.02 + 0.002
22:0 0.19+0.014 0.10 £ 0.007 0.03 £ 0.003 0.08 + 0.005 0.10 £ 0.002 0.05 + 0.005 N.D. 0.03 £ 0.005
24:0 0.21 £0.013 0.11 £ 0.011 0.04 + 0.002 0.10 + 0.001 0.11 £ 0.006 0.08 + 0.004 N.D. 0.08 £ 0.016
16:1 (n-10) 7 metilo N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.01 £ 0.003
16:1 (n-9) 0.04 + 0.006 0.05 £ 0.002 0.05 + 0.002 0.03 + 0.001 0.05 £ 0.003 0.06 + 0.003 0.02 £ 0.004 0.01 £ 0.002
16:1 (n-7) 0.81 £ 0.003 1.12+0.103 1.23 £ 0.046 0.72+0.013 1.18 £ 0.065 1.55+0.023 0.14+0.010 0.10 £ 0.007
16:1 (n-5) 0.03 £ 0.003 0.04 +0.003 0.04 +0.002 0.02 + 0.001 0.04 + 0.001 0.06 + 0.002 0.01 +0.003 0.01 £ 0.001
17:1 * 0.04 + 0.005 0.04 + 0.003 0.04 + 0.001 0.03 + 0.001 0.04 + 0.001 0.06 + 0.002 0.01 + 0.003 0.02 + 0.003

Los valores representan la media + desviacion estandar (n = 3). Literales diferentes entre columnas indican diferencias estadisticas (P<0.05).
N.D., es no detectado. Trazas < 0.01. * Indica que la familia no pudo ser identificada. x Determinacion en base hiumeda. ¥ indica Cal - g'1.
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Cuadro 8. Continuaciéon. Composicion de acidos grasos (mg - 100 mg'1 de materia seca) de los alimentos experimentales y frescos utilizados para
alimentar a reproductores de Paralabrax maculatofasciatus.

45-0.5 45-1.2 45-1.9 55-0.5 55-1.2 55-1.9 Calamar Mojarra

18:1 (n-9) 5.37 £ 0.057 4.34 +0.415 2.70 £ 0.087 3.71+£0.088 3.94 £ 0.198 3.24 £ 0.066 0.27 £ 0.011 0.28 +0.039
18:1 (n-7) 0.56 + 0.008 0.65 + 0.060 0.61+0.018 0.44 £ 0.007 0.66 + 0.038 0.79£0.018 0.20 + 0.007 0.09 + 0.003
20:1 ¥ N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.11 £ 0.007 N.D.
20:1 (n-9) 0.57 £ 0.007 0.88 £ 0.080 0.94 + 0.021 0.27 £ 0.007 0.86 + 0.088 1.18 £ 0.028 0.17 £ 0.003 0.01 +0.001
22:1 (n-9) 0.75+0.010 1.20 £ 0.115 1.31 £ 0.032 0.32+0.012 1.07 £ 0.032 1.68 £ 0.054 N.D. N.D.
22:1 (n-7) 0.19+0.014 0.19+0.015 0.14 + 0.009 0.08 + 0.001 0.18 + 0.004 0.22 +0.011 N.D. N.D.
24:1 (n-9) 0.34 £ 0.024 0.31+0.033 0.24 +0.003 0.16 £ 0.007 0.34 £ 0.021 0.42 £ 0.022 0.07 £ 0.009 0.10£0.014
16:2 (n-4) N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.02 + 0.004 N.D.
18:2 (n-6) 0.89 +0.025 0.94 +0.194 1.12 £ 0.051 5.58 £ 0.142 0.38 £+ 0.027 0.27 £ 0.007 0.03 + 0.006 0.04 +0.003
22:2 * N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.04 +0.001 N.D.
20:2 (n-6) Traza 0.03 £ 0.004 0.05 + 0.001 0.03 £ 0.008 Traza 0.03 + 0.000 N.D. 0.01 £ 0.001
20:3 (n-6) N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.02 + 0.003
20:4 (n-6) Traza Traza 0.09 + 0.002 0.04 + 0.001 0.01 £ 0.001 0.01 +0.000 0.10 + 0.006 0.18 + 0.004
22:4 (n-6) N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.19 £ 0.037
22:5 (n-6) N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.08 £ 0.010 0.11 £ 0.006
18:3 (n-3) 0.04 +0.006 0.03 £ 0.004 0.26 +0.019 0.16 £ 0.003 0.03 +0.003 0.04 + 0.004 0.04 +0.007 0.02 + 0.002
18:4 (n-3) 0.04 £ 0.007 0.04 + 0.001 0.34+0.013 0.10 £ 0.004 0.04 +0.002 0.03 £ 0.003 N.D. 0.02 + 0.002
20:3 (n-3) Traza Traza 0.02 £ 0.002 Traza Traza Traza 0.02 £ 0.009 0.02 £ 0.004
20:5 (n-3) 0.13 £ 0.055 0.08 £ 0.016 1.51 £ 0.046 0.44 £0.014 0.07 £ 0.008 0.08 £0.014 2.01+0.044 0.28 +0.017
22:5 (n-3) N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.15+0.014 0.26 +0.019
22:6 (n-3) 0.27 + 0.037 0.16 + 0.027 2.56 + 0.046 0.46 + 0.016 0.16 + 0.008 0.18 + 0.014 3.96 + 0.042 1.77 £ 0.102
Yy AGS 6.06 £+ 0.02 b 6.31+0.50 ¢ 484 +0.16d 4.23+0.06 e 6.62+0.35a 6.83+0.11ab 2.58+0.05f 1.11+0.099
> AGMI 8.71+0.03 ¢ 8.82+0.82b 7.25+014d 577+0.13 e 8.36+0.29¢c 9.26+0.22 a 1.01+0.04f 062+0.07g
> AGPI 1.33+0.11e 1.27+024f 5.94+0.16 ¢ 6.80+0.18 a 0.68+0.04 g 0.61+0.03g 6.46+0.03b 291+0.16d
> AGE 0.36+0.12e 0.23+0.04 e 416+00b 0.92+0.05d 0.24+0.01e 0.26 +0.03 e 6.07+0.06a 224+0.12¢c
Y (n-6) 0.89+0.03¢c 0.97+0.19¢ 1.26+0.05b 564 +0.15a 0.39+0.02e 0.29+0.01f 0.20+0.02f 0.55+0.03d
Y (n-3) 044+0.13e 0.30+0.05f 469+0.11b 1.16£0.04d 0.29+0.02 f 0.32+0.04 f 6.19+0.04a 236+0.13¢c
22:6 (n-3)/20:5 (n-3) 242+095b 2.05+0.07b 1.70+0.02b 1.05+0.01¢c 227+0.18b 219+0.19b 197+0.04b 6.32+0.19a
20:4 (n-6)/20:5 (n-3) - - 0.06 +0.00d 0.09 +0.00 ¢ 0.20+0.01b 0.20+0.12 b 0.05+0.003d 0.66 +0.03 a

Los valores representan la media + desviacion estandar (n = 3). Literales diferentes entre columnas indican diferencias estadisticas (P<0.05).
N.D., es no detectado. Trazas < 0.01. * Indica que la familia no pudo ser identificada.
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6.4. Criterios de calidad
6.4.1. Parametros reproductivos

6.4.1.1. Fecundidad parcial

No se detectaron diferencias significativas entre los promedios de la
fecundidad parcial (niimero de embriones - tanque - dia™") (Figura 5) de reproductores
sometidos a los alimentos experimentales y frescos. No obstante, se observaron
promedios de fecundidad parcial ligeramente mayores en los reproductores
alimentados con los alimentos frescos y el alimento 55-0.5 (de 31,000 a 34,000
embriones - tanque - dl'a'1), con respecto a los alimentados con los demas alimentos

experimentales (17,000 a 26,000 embriones - tanque - dia™).

80000 -

60000 A -

40000 -

NUmero de embriones

20000 +

0 T T T T T T T T
45-05 45-1.2 4519 55-05 55-1.2 55-1.9 Calamar Mojarra

Tratamientos

Figura 5. Fecundidad parcial promedio de reproductores de Paralabrax maculatofasciatus sometidos
a los tratamientos alimentarios. Las barras indican el valor promedio y los bigotes la desviacion

estandar. No se encontraron diferencias significativas (P > 0.05); Prueba no paramétrica.
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6.4.1.2. Viabilidad de embriones

Los promedios del indice de viabilidad (% de embriones vivos - tanque - dia™)
(Figura 6) de los embriones obtenidos de reproductores alimentados con calamar y
mojarra mostraron los indices significativamente mas altos (con 64 y 63 %,
respectivamente), aunque no fueron estadisticamente diferentes de los obtenidos
con los alimentos 45-1.2, 55-0.5 y 55-1.9 (entre 42 y 47 %). Estos dltimos no
presentaron diferencias significativas con los embriones obtenidos con el resto de los

alimentos experimentales, en los que el promedio fue menor (entre 26 y 30 %).
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Figura 6. Valores del indice de viabilidad (porcentaje de la fecundidad parcial - tanque - dl'a'1)
determinados en los peces reproductores de Paralabrax maculatofasciatus sometidos a los
tratamientos alimentarios. Las barras indican el valor promedio y los bigotes la desviacién estandar.

Literales diferentes indican diferencias estadisticas significativas (P < 0.05). Prueba no paramétrica.
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6.4.2. Parametros morfolégicos

6.4.2.1. Morfologia de los blastomeros

Los embriones en fase de segmentacién obtenidos de reproductores
alimentados con mojarra tuvieron el promedio significativamente mayor del valor de
forma de los blastomeros (18) (Figura 7) con respecto a los promedios alcanzados
por los embriones obtenidos con los demas tratamientos alimentarios (cercanos a
15).
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Figura 7. Valor de forma de los blastomeros de embriones en fase de segmentacién obtenidos de
reproductores de Paralabrax maculatofasciatus alimentados con alimentos experimentales y frescos.
Las barras indican la media y los bigotes la desviacion estandar. Literales diferentes indican

diferencias estadisticas significativas (P < 0.05).
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6.4.3. indices zootécnicos

6.4.3.1. Tasa de eclosion

Los valores promedio de tasa de eclosiéon (Cuadro 9) de los embriones
obtenidos de reproductores alimentados con mojarra (91.5 %) y con el alimento 45-
1.2 (91.3 %) fueron significativamente mayores al promedio que tuvieron los
embriones obtenidos con calamar (73 %). A su vez, éste ultimo no presentd
diferencias significativas con el promedio que tuvieron los embriones obtenidos con

los demas alimentos experimentales (cerca de 80 %).

6.4.3.2. Tasa de transicion larvaria

Los promedios de la tasa de transicion larvaria (% larvas vivas y muertas
observadas) (Cuadro 9) resultantes de los embriones que se transformaron a larvas,
obtenidos de reproductores sometidos a los tratamientos alimentarios (entre 51y 71

%) no presentaron diferencias estadisticas.

6.4.3.3. Tasa de sobrevivencia larvaria
Los promedios de la sobrevivencia larvaria (Cuadro 9) que resultaron de las
larvas vivas observadas durante la transicion larvaria no mostraron diferencias

significativas entre los tratamientos alimentarios (entre 27 y 48 %) de reproductores.

6.4.3.4. Tasa de normalidad larvaria

Los resultados de la tasa de normalidad larvaria (% larvas normales - larvas
vivas™) (Cuadro 9) muestran que solo el promedio que tuvieron las larvas obtenidas
de reproductores alimentados con calamar (51.3 %) fue significativamente menor a
los promedios que tuvieron las larvas obtenidas con los demas tratamientos

alimentarios (entre 81y 93 %).
6.4.3.5. Tasa de sobrevivencia al estrés osmotico

Los resultados de la prueba de sobrevivencia al estrés osmoético agudo (%

larvas vivas después una hora de recuperacion) (Cuadro 9) muestran que el
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promedio de la sobrevivencia de larvas obtenidas de reproductores alimentados con
mojarra (73.1 %) fue significativamente mayor a los promedios que tuvieron las
larvas obtenidas con el resto de los tratamientos alimentarios. A su vez, el promedio
que tuvieron las larvas obtenidas con calamar (22.2 %) fue significativamente menor
al que tuvieron las larvas obtenidas con el alimento 45-1.2 (42.6 %) y éste no mostré
diferencias estadisticas con los promedios de las larvas obtenidas con los demas
alimentos experimentales (entre 31y 44.3 %).

6.4.3.6. Tasa de sobrevivencia a la inanicion
Los promedios de la tasa de sobrevivencia a la inanicién (Cuadro 9), de larvas
obtenidas de reproductores alimentados con alimentos frescos y experimentales no

presentaron diferencias significativas.

6.4.3.7. Tasa de normalidad larvaria en la inanicion

Los resultados de la evaluacion de la normalidad larvaria a la inanicion
(Cuadro 9) mostraron que los promedios que tuvieron las larvas obtenidas de
reproductores sujetos a los tratamientos alimentarios no fueron significativamente

diferentes.

Cuadro 9. indices zootécnicos de embriones y larvas de Paralabrax maculatofasciatus obtenidos de
reproductores alimentados con alimentos experimentales y frescos.

Parametros zootécnicos 55-0.5 45-1.2 45-1.9 Calamar Mojarra
(n=9) (n=6) (n=3) (n=36) (n=15)
Tasa (%) de:
Eclosion 822+15.1ab 91.3+580a 783+1.2ab 735+10.8b 91.5+7.7a
Transicion larvaria § 58.8 £ 30.8 71.5+£930 51.5+4.9 589+134 63.6+8.8
Sobrevivencia larvaria § 48.4 £ 25.2 452 +1510 27942 48.2+10.7 382173
Larvas normales § 81.6+23.1a 939+590a 823+95a 51.3+19.8b 89.6+8.7a
Estrés osmotico 31.0+13.7bc 426+ 12.6b 443 +79bc 222+12.6c 73.1+20.5a
Inanicién § 244 +19.9 283+11.8 10.0+6.2 23.2+10.1 299+741

Larvas normales en inanicion § 97.2+5.30 98.5+1.70 83.8+ 14 95.3+6.00 954 +5.2

Los valores representan la media + desviacion estandar. Literales diferentes entre columnas indican
diferencias estadisticas (P<0.05). § indica prueba no paramétrica.
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6.4.4. Parametros morfométricos de embriones

Los parametros morfométricos medidos (diametro minimo y maximo) del
glébulo de aceite y del huevo, son presentados en el Cuadro 10 pero no son
considerados en la descripcion debido a que solo fueron registrados para calcular los

parametros coeficiente de forma y razén del diametro.

6.4.4.1. Diametro promedio del globulo de aceite

El diametro promedio del glébulo de aceite en los embriones obtenidos de
reproductores alimentados con mojarra (186.5 pm) fue significativamente mayor
(Cuadro 10) a los que tuvieron los embriones obtenidos con los otros tratamientos
alimentarios. Los diametros promedio de los embriones obtenidos con los alimentos
55-05, 45-1.2 y 45-1.9 (182.2, 181.2 y 179.2 ym, respectivamente) no mostraron
diferencias significativas entre ellos, y solo los dos primeros fueron significativamente

menores al promedio que tuvieron los embriones obtenidos con calamar (180.4 um).

6.4.4.2. Coeficiente de forma y razén del diametro del glébulo de aceite

Los promedios del coeficiente de forma y razéon del diametro del glébulo de
aceite de embriones obtenidos de reproductores alimentados con mojarra (2.7 y 1.05,
correspondientemente) fueron significativamente mayores a los promedios que
tuvieron los embriones obtenidos con los demas tratamientos alimentarios (Cuadro
10). Los promedios de los embriones obtenidos con calamar (2.1 y 1.04) y el
alimento 45-1.2 (2 y 1.04) fueron significativamente mayores a los promedios que
mostraron los embriones obtenidos con los alimentos 55-0.5 (1.2 y 1.02) y 45-1.9 (1.4
y 1.02).

6.4.4.3. Diametro promedio del huevo

El valor del diametro promedio del huevo fue significativamente mayor en
embriones obtenidos de reproductores alimentados con el alimento 45-1.9 (912 pm),
con respecto del promedio que mostraron los embriones obtenidos con los alimentos
55-0.5 (882 um), 45-1.2 (880 pm), mojarra (879 um) y calamar (857 um). A su vez, el

66



promedio que mostraron los embriones producidos con el calamar fue

significativamente menor al de los demas (Cuadro 10).

6.4.4.4. Coeficiente de forma y razén del diametro del huevo

Los promedios del coeficiente de forma y la razén del diametro del huevo de
los embriones obtenidos de reproductores alimentados con mojarra (1.2 y 1.02)
fueron significativamente mayores a los de los demas (de 0.8 a 0.9 y 1.01,

correspondientemente) (Cuadro 10).

6.4.5. Longitud notocordal de larvas

Los promedios de la longitud notocordal de larvas (Cuadro 10) obtenidas de
reproductores alimentados con los alimentos 55-0.5 y 45-1.2 presentaron los valores
mas altos (2,830 y 2,844 um) y fueron significativamente diferentes de los promedios
que tuvieron las larvas obtenidas con el resto de los alimentos. Los promedios
resultantes de las larvas obtenidas con el alimento 45-1.9 (2,792 ym) y el calamar
(2,767 um) no presentaron diferencias significativas entre ellos, pero si con el de las

larvas obtenidas con mojarra, el cual mostré el valor mas bajo (2,694 um).
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Cuadro 10. Parametros morfométricos de embriones y longitud notocordal de larvas de Paralabrax maculatofasciatus obtenidas de reproductores
alimentados con alimentos experimentales y frescos.

55-0.5 45-1.2 45-1.9 Calamar Mojarra

Glébulo

Diametro (um):
Maximo § 1845+89b 185.0+59b 181.8+4.7c¢c 184.3+73b 191.8+13.1a
Minimo § 179.8+7.8a 1774+6.3b 176.6+4.0b 176.5+7.0b 181.2+10.5a
Promedio § 182.2+8.1b 181.2+53b 179.2+39c¢ 180.4 + 6.6 bc 186.5+11.3 a
Coeficiente deforma§ 1.2+x1.1c¢ 20+16b 14+t11c¢ 21+15b 27+20a
Razén del diametro§  1.02+0.02 ¢ 1.04+£0.03b 1.02+0.02¢c 1.04 £0.03b 1.05+0.04 a
Huevo

Diametro (um):
Maximo § 889.8+13.7b 889.3+23.0b 920.5+9.7 a 866.0+11.2c¢c 890.3+31.1b
Minimo § 8749+134b 872.3+23.1bc 905.0+104 a 849.6 +10.7d 868.9+32.7c¢c
Promedio § 882.3+123b 880.8+22.1b 912.7+8.7 a 857.8+9.2¢c 879.6 +309b
Coeficiente de forma§ 0.8+0.6b 09+0.7b 08+05b 09+0.7b 1.2+09a
Razoén diametro § 1.01£0.01b 1.01£0.01b 1.01+£0.01b 1.01+£0.01b 1.02+0.01a

Larvas

Longitud notocordal § 2830.7 + 124.6a 2844.1+90.6a 2792.0+1450b 2767.5+131.8b 2694.6+1449¢c
Los valores representan la media + desviacion estandar. Literales diferentes entre columnas indican diferencias estadisticas (P<0.05). § indica
prueba no paramétrica.

68



6.5. Composicion de acidos grasos de embriones

El tratamiento 55-1.2 no pudo ser analizado y se incluyeron en el analisis de
acidos grasos embriones obtenidos de un desove voluntario realizado en el SCID, de
reproductores madurados en campo, los cuales fueron considerados como de
campo.

Los resultados de la composicion de acidos grasos de embriones (ug
embrién™ en base seca) (Cuadro 11) mostraron 35 acidos grasos identificados de los
40 encontrados en los alimentos experimentales y frescos. Para su descripcion
fueron agrupados en clases, de acuerdo al nivel de insaturaciones y su funcion
fisiolégica conocida.

El peso seco promedio del embrion no presentd diferencia significativa entre
los tratamientos alimentarios de reproductores, sin embargo, los embriones
obtenidos con mojarra y el alimento 45-1.2 mostraron los valores mas altos (29.9 y
30 g - embrién™, respectivamente).

No se detectaron diferencias significativas en la composiciéon de AGT de los
embriones obtenidos de reproductores alimentados con los diferentes tratamientos,
no obstante los embriones obtenidos con mojarra alcanzaron el valor mayor (4.76 ug
- embrion™) y los valores menores los obtenidos con los alimentos 55-1.9 y 45-0.5
(3.89y 3.58 ug - embrién™, respectivamente).

La concentracion de AGS de los embriones no fue estadisticamente diferente
entre los tratamientos alimentarios de reproductores, aunque los embriones
obtenidos con los alimentos 55-1.9 y 45-0.5 presentan los promedios menores (0.88
y 0.76 pg - embrion™, correspondientemente). Los acidos grasos 15:0 iso y 16:0 iso
no fueron detectados en embriones provenientes de reproductores alimentados con
los alimentos experimentales y calamar, pero si en los obtenidos con mojarra y de
campo. El acido graso 17:0 iso solo fue detectado en los embriones de campo y los
obtenidos con alimentos frescos. El acido graso 16:0 3, 11, 7, 15, que unicamente
fue detectado en el calamar, no se encontré en los embriones obtenidos con éste
alimento. El acido graso 24:0 que se detecté en todos los alimentos con excepcidn
del calamar, no fue detectado en los embriones producidos con los respectivos

tratamientos alimentarios. Los AGS que representaron las mayores concentraciones
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en los embriones obtenidos con todos los alimentos fueron, de mayor a menor, el
16:0, 18:0 y 14:0.

La concentracion de AGMI de los embriones presentd diferencias significativas
entre los tratamientos alimentarios de reproductores. Los embriones obtenidos con
los alimentos 45-1.2, 45-1.9 y con mojarra, mostraron la concentracion mayor (0.86
Hg - embrién™ el primero y 0.81 ug - embrién™ los dos Gltimos), sin embargo no
difirieron estadisticamente de los embriones obtenidos con los alimentos 55-0.5, 45-
1.9 y de campo, los cuales a su vez, no presentaron diferencias significativas con los
obtenidos de los alimentos 55-1.9, 45-0.5 y calamar, que presentaron los valores
menores (0.59 pg - embridén™ para el primero y el tercero, y 0.48 ug - embrion™ para
el segundo). En los embriones de campo no se detectaron los acidos grasos 16:1 (n-
5) y 22:1 (n-9) y éste ultimo tampoco fue detectado en los obtenidos con mojarra,
aunque si en los embriones producidos con los demas tratamientos alimentarios,
solo que en cantidades traza. El acido graso 20:1 (serie no identificada), aunque se
encontré en el calamar, no fue detectado en los embriones obtenidos con este
alimento. El acido graso 22:1 (n-7) que solo fue detectado en los alimentos
experimentales, no lo fue en los embriones producidos con esos alimentos. Los
AGMI con mayor concentracion en los embriones obtenidos con todos los
tratamientos alimentarios fueron, en orden de magnitud, el 18:1 (n-9), 16:1 (n-7), 18:1
(n-7)y el 16:1 (n-9).

La concentracion de AGPI de embriones obtenidos de reproductores
sometidos a los tratamientos alimentarios no difirié significativamente, no obstante se
observo que los embriones obtenidos con mojarra y el alimento 55-0.5 mostraron los
promedio mas altos (2.87 y 2.83 ug - embrion™, respectivamente). Los acidos grasos
18:2 (serie no identificada), 20:3 (n-6), 22:4 (n-6) y 22:5 (n-6) fueron detectados solo
en los embriones de campo y los producidos con mojarra, y los dos ultimos acidos
grasos también en los obtenidos con calamar. El acido graso 18:4 (n-3) solamente no
fue detectado en embriones obtenidos con calamar. El &cido graso 22:2 (serie no
identificada), que se encontré unicamente en el calamar, no lo fue en embriones

obtenidos con ese alimento fresco. Los AGPI mas abundantes de los embriones
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obtenidos de reproductores bajo los diferentes tratamientos alimentarios fueron, de
mayor a menor, el 22:6 (n-3), 20:5 (n-3) y el 18:2 (n-6).

La concentracion de AGE de embriones obtenidos de campo y de
reproductores alimentados con alimentos experimentales y frescos no presenté
diferencias estadisticas, aunque se observo la mayor concentracion promedio en los
embriones producidos con mojarra (2.28 ug - embridén™) y la menor en los obtenidos
con el alimento 45-1.9 (1.88 pg - embrion™).

La concentracion del acido 20:4 (n-6) presentd diferencias significativas en los
embriones provenientes de campo y de peces alimentados con mojarra, ya que
presentaron una concentracion mayor (0.14 y 0.13 ug - embridn™, respectivamente)
que los embriones obtenidos con los demas tratamientos alimentarios (cerca de 0.5
g - embrion™).

La concentracién del acido 20:5 (n-3) no fue diferente estadisticamente entre
los embriones provenientes del campo y producidos por reproductores alimentados
con los alimentos experimentales, calamar (cerca de 0.4 pg - embrién™) y solo los
obtenidos con el tratamiento 45-1.9 no presentaron diferencias significativas con los
obtenidos con la mojarra, los cuales presentaron el promedio significativamente mas
bajo (0.25 ug - embrion™).

A pesar de que la concentracion de acido 22:6 (n-3) en los alimentos fue muy
variable (entre 0.2 y 4%), no existieron diferencias significativas en los embriones
obtenidos de reproductores bajo diferentes tratamientos alimentarios, no obstante los
provenientes de reproductores alimentados con mojarra, calamar y con el alimento
45-1.2, mostraron los promedios mas altos (entre 1.7 y 1.9 pg - embric')n'1) con
respecto a los de campo y los obtenidos con el alimento 45-1.9, que resultaron ser
los mas bajos (cerca de 1.5 ug - embrion™).

La razén 22:6 (n-3)/20:5 (n-3) en los embriones provenientes de los
reproductores alimentados con mojarra presentd el valor mas alto (7.68) y fue
significativamente diferente a los embriones producidos con los demas alimentos,
incluyendo a los embriones de campo. Los embriones de campo y los obtenidos con

los alimentos experimentales y calamar no presentaron diferencias entre si, excepto
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los embriones obtenidos con el alimento 45-1.2, que fue significativamente mayor a
los embriones de campo.

La razén 20:4 (n-6)/ 20:5 (n-3) de embriones obtenidos de reproductores
alimentados con mojarra (0.5) resultdé significativamente mas alta que la de los
obtenidos con los demas alimentos experimentales y los de campo. A su vez, el valor
de los embriones obtenidos de campo (0.3) fue significativamente mayor que el de
los obtenidos de reproductores a los que se les suministraron los alimentos
experimentales y el calamar (entre 0.09 y 0.12).

La concentracién de acidos grasos de la serie n-6, no fue estadisticamente
diferente entre los embriones obtenidos de campo y los de reproductores sujetos a
los diferentes tratamientos alimentarios, no obstante, los promedios mayores se
encontraron en los embriones obtenidos de campo (0.32 pg - embrion™) y los
obtenidos con los alimentos 45-1.9, 55-0-5 y mojarra (0.58, 0.55 y 0.35 pg - embrién”
' respectivamente).

La concentracion de acidos grasos de la serie n-3 no mostré diferencias
significativas entre embriones obtenidos de campo y de reproductores bajo los
tratamientos alimentarios, sin embargo los peces alimentados con el tratamiento 45-
1.2 y el calamar tuvieron los promedios mas altos (2.50 y 2.42 g - embrién™,

correspondientemente).
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Cuadro 11. Composicién de acidos grasos de los embriones (ug - embrion™ en base seca) obtenidos de reproductores de Paralabrax

maculatofasciatus alimentados con alimentos experimentales y frescos, y de reproductores madurados en campo.

Acido graso 55-0.5 55-1.9 45-0.5 45-1.2 45-1.9 Calamar Mojarra De campo XX
(n=3) (n=3) (n=3) (n=4) (n=3) (n=14) (n=13) (n=1)

14:0 0.079+0.015 0.078+0.006 0.066 £0.003 0.086+0.012 0.085+0.018 0.070+0.006 0.097 +0.011  0.096 + 0.003
15:0 0.008 £0.001 0.007 +£0.002 0.006 £0.000 0.009+0.002 0.012+0.001 0.007+0.001 0.016+0.002 0.035 + 0.001
15:0 iso N.D. N.D N.D N.D N.D N.D 0.002 £ 0.001 0.004 + 0.000
16:0 0.698 £+ 0.065 0.668+0.079 0.648+£0.035 0.723+0.106 0.663+£0.064 0.689+0.061 0.742+0.079 0.655+ 0.016
16:1 (n-9) 0.021£0.003 0.016+0.001 0.014+0.000 0.030+0.006 0.026 £0.002 0.017 +0.003 0.032+0.004 0.030 £ 0.001
16:1 (n-7) 0.133+0.013 0.142+0.008 0.124+£0.006 0.158 +0.024 0.137£0.024 0.127 £+0.012 0.171+£0.020 0.207 + 0.005
16:1 (n-5) 0.004 +£0.001 0.005+0.000 0.004+0.000 0.006+0.001 0.006+0.001 0.004+0.000 0.006+0.001 N.D
16:0 iso 0.004 + 0.000 0.004 +£0.000 0.003 +0.000 0.005#%0.002 0.005+0.001 0.004+0.000 0.009+0.002 0.011+0.001
16:0 anteiso N.D N.D N.D N.D N.D N.D 0.004 + 0.003 0.005 £ 0.000
16:1 (n-10) 7 metilo  0.007 £ 0.003 0.008 £ 0.001 0.007 £0.000 0.008 £0.002 0.007 +£0.001 0.009 £0.001 0.009 +0.001 0.009 + 0.000
17:0 0.006 £ 0.005 0.007 +0.001 Traza 0.008 +0.002 0.011£0.001 0.008 +0.001 0.017 £0.002 0.028 + 0.001
17:1* 0.006 £0.001 0.007 +£0.001 0.006 £0.000 0.009+0.003 0.008+0.000 0.007+0.001 0.020+0.003 0.025 + 0.001
17:0iso N.D N.D N.D N.D N.D 0.003 £ 0.000 0.003 +0.000 0.005 £ 0.000
18:0 0.130+0.082 0.111+0.017 0.035+0.061 0.155+0.017 0.128+0.022 0.141+0.025 0.168 +0.024 0.178 £ 0.006
18:1 (n-9) 0.428 +0.210 0.285+0.037 0.229+0.012 0.480+0.097 0.448+0.078 0.312+0.076 0.434+0.059 0.339 +0.016
18:1 (n-7) 0.076 £+ 0.018 0.071 £0.009 0.056 +£0.003 0.090+0.019 0.091+0.013 0.059+0.005 0.092+0.016 0.093 + 0.004
18:2% N.D N.D N.D N.D N.D N.D 0.014 £ 0.004 0.010 £ 0.001
18:2 (n-6) 0.500 £ 0.784 0.072+0.064 0.020£0.001 0.152+0.091 0.525+0.120 0.008 +0.002 0.189+0.089 0.038 + 0.002
19:0 0.005+0.006 0.001 £0.000 0.001+£0.000 0.002+0.001 0.002+0.001 0.002+0.001 0.004+0.001 0.005+0.000
18:3 (n-3) 0.018 £0.026 0.007 +£0.005 0.002 £0.000 0.011+£0.007 0.022 +£0.004 0.003+0.001 0.012+0.002 0.021 £ 0.001
18:4 (n-3) 0.012+0.014 0.006 +0.004 0.003 +£0.000 0.008+0.004 0.017 £0.003 N.D 0.007 £0.001 0.016 + 0.000
20:0 0.008 £ 0.004 0.006 + 0.001 0.006 £ 0.000 0.009 + 0.002 0.008 +£ 0.002 0.007 + 0.001 0.009 + 0.001  0.012 £ 0.001

Los valores representan la media + desviacion estandar. Literales diferentes entre columnas indican diferencias estadisticas (P<0.05). § indica
prueba no paramétrica. n.d. = no detectado. * indica que la familia no pudo ser identificada. 2K indica embriones obtenidos de reproductores
madurados en campo y desovados en el SCID.
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Cuadro 11. Continuaciéon. Composicién de acidos grasos de los embriones (ug - embrion™ en base seca) obtenidos de reproductores de
Paralabrax maculatofasciatus alimentados con alimentos experimentales y frescos, y de reproductores madurados en campo.
Acido graso 55-0,5 55-1,9 45-0,5 45-1,2 45-1,9 Calamar Mojarra De campo )X
(n=3) (n=3) (n=3) (n=4) (n=3) (n=14) (n=13) (n=1)
20:1 (n-9) 0.02 + 0.007 0.02 + 0.007 0.01 £ 0.001 0.03 £ 0.008 0.03 + 0.006 0.02 £ 0.002 0.02 £ 0.002 0.01 £ 0.000
20:2 (n-6) Traza Traza Traza Traza 0.02 £ 0.004 Traza 0.01 £ 0.004 0.02 £ 0.000
20:3 (n-6) N.D N.D N.D N.D N.D N.D 0.01 £0.005 0.02 £ 0.002
20:4 (n-6) 0.04 £ 0.009b 0.04 £+ 0.005b 0.04 £0.001b 0.04 £ 0.008b 0.04 + 0.004b 0.05+0.002b 0.13+0.026a 0.14 + 0.006a
20:3 (n-3) Traza Traza Traza Traza Traza Traza Traza Traza
20:5 (n-3) 0.38 £+ 0.104a 0.40+0.057a 0.40+0.022a 0.38+0.097a 0.33+0.014ab 0.42+0.022a 0.25+0.031b 0.44 +0.015a
22:0 Traza Traza Traza Traza Traza Traza Traza Traza
22:1 (n-9) Traza Traza Traza Traza Traza Traza N.D N.D
22:4 (n-6) N.D N.D N.D N.D N.D 0.03 £ 0.005 0.09 +0.023 0.07 £ 0.001
22:5 (n-6) N.D N.D N.D N.D N.D 0.02 £ 0.004 0.07 £0.019 0.05+0.003
22:5 (n-3) 0.09 +0.025 0.12+0.016 0.11 £ 0.005 0.12 £ 0.030 0.12+0.015 0.11 £0.017 0.18 £ 0.025 0.28 £ 0.011
22:6 (n-3) § 1.77 £ 0.794 1.77 £ 0.299 1.75 £ 0.096 1.97 £ 0.381 1.52 £ 0.042 1.87 £0.141 1.90 £ 0.245 1.50 £ 0.047
24:1 (n-9) 0.02 + 0.006 0.02 + 0.005 0.02 + 0.001 0.03 + 0.005 0.03 + 0.005 0.03 + 0.005 0.03 + 0.003 0.03 + 0.002
Peso de embridn 284 +24 28.6 +3.3 27.0+1.7 30.2+0.7 27.7+0.5 27.7+14 299+3.0 27.5
Total AGT 4.50+0.320 3.89 £ 0.336 3.58 +£0.133 4.56 + 0.636 4.32+0.377 4.06 + 0.229 4.76 £ 0.551 4.34 + 0.156
> AGS 0.95+0.139 0.88 + 0.091 0.76 £ 0.024 1.00 £ 0.132 0.92+£0.110 0.94 + 0.069 1.08 £ 0.115 1.05 £ 0.047
> AGMI 0.73+0.226ab 0.59+0.058b 048+0.024b 0.86+0.157a 0.81 £ 0.120ab 0.59+0.087b 0.81+0.099a 0.74 +0.029ab
> AGPI 2.83+0.111 2.43 +0.303 2.34£0.126 2.70 £0.455 2.59 +£0.157 2.53+0.174 2.87 £ 0.099 2.54 £ 0.081
> AGE § 2.19 + 0.906 2.21 £ 0.360 219+ 0.119 2.40 £0.482 1.88 £ 0.040 2.31+£0.152 2.28 +0.274 2.08 + 0.065
> (n-6) 0.55+0.786 0.12 + 0.063 0.06 + 0.002 0.20 + 0.091 0.58 +0.114 0.11 £ 0.009 0.35+0.101 0.32 £ 0.007
>(n-3)§ 2.28 +0.883 2.31+0.364 2.28+0.124 2.50 +0.487 2.01£0.043 242 +0.169 2.36 +0.276 2.19+0.073
22:6 (n-3)/20:5 (n-3) 4.51£1.027bc  4.41 £ 0.143bc 4.34 £+ 0.028bc 5.18 £ 0.437b 4.62 £ 0.267bc 441 +0.316bc 7.68 £0.930a 3.37 £0.022c
20:4 (n-6)/20:5 (n-3) 0.10 + 0.008¢c 0.095 + 0.006c 0.09 £ 0.001c  0.12+0.015¢  0.12 +0.017¢c 0.12+0.007c  0.50 £ 0.095a 0.31 +0.012b

Los valores representan la media + desviacién estandar. Literales diferentes entre columnas indican diferencias estadisticas (P<0.05). N.D., es no

detectado. Trazas < 0.01.

y desovados en el SCID.

* Indica que la familia no pudo ser identificada. 2K indica embriones obtenidos de reproductores madurados en campo
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7. Discusion

7.1. Efecto de la composicion del alimento sobre los parametros reproductivos

Estudios realizados sobre la alimentacion (composicion de AG, proteinas,
vitaminas, régimen alimentario, entre otros) de reproductores, han demostrado que
deficiencias alimentarias tienen como consecuencia una reduccion de la fecundidad
(Izquierdo et al., 2001).

En este estudio, la fecundidad parcial no present6 diferencias significativas
entre reproductores sometidos a los alimentos frescos y experimentales. No
obstante, se observé un patron general en donde los valores mayores de fecundidad
parcial se obtuvieron de los reproductores alimentados con los alimentos que
presentaron los niveles de AGE mas altos, y parecieron ser independientes del nivel
de proteinas de estos alimentos. Resultados similares fueron reportados en
Hippoglossus hippoglossus (Mazorra et al., 2003), Sparus aurata (Fernandez-
Palacios et al., 1995) y Paralichthys olivaceus (Furuita et al., 2000; Furuita et al.,
2002).

Esta tendencia podria ser el resultado de la accién de los AGE,
particularmente del 20: 4 (n-6), como precursor de la prostaglandina PGF2, que actua
en la ovulacion (Goetz y Grarczinsky, 1997) y funciona como feromona postovulatoria
que sincroniza el comportamiento reproductivo (Sorensen y Stacey, 2004). Por lo que
el contenido de este acido graso en el alimento pudo condicionar la cantidad de
huevos ovulados y la frecuencia de la actividad reproductiva.

El nivel de proteinas de los alimentos experimentales (en base seca) no afecto
negativamente la fecundidad parcial de los reproductores sometidos a estos
alimentos. El nivel de 45 % de proteinas utilizado en el presente trabajo es el mismo
que Watanabe y Vasallo-Angius (2003) reportaron como el nivel de proteinas que
satisface el requerimiento de reproductores de Pagrus major.

El indice de viabilidad (% de embriones que flotan) en este trabajo representa
la tasa de fecundacion. Los valores mayores del indice de viabilidad los tuvieron los
embriones obtenidos con los alimentos frescos, aunque no presentaron diferencias

significativas con los embriones obtenidos con los alimentos 45-1.2, 55-0.5 y 55-1.9,
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los cuales a su vez no fueron significativamente diferentes de los obtenidos con los
alimentos 45-0.5, 45-1.9 y 55-0.5, quienes presentaron los valores menores. Los
valores mayores parecen estar relacionados con el contenido de 20:4 (n-6) en el
calamar y la mojarra. Furuita et al. (2000; 2002) probaron diferentes niveles de AGE
en el alimento de reproductores de P. olivaceus y encontraron que bajos y altos
contenidos de AGE resultan en un efecto negativo sobre la viabilidad. No obstante, al
revisar la composicion de los alimentos que éstos autores utilizan, se pudo observar
que los mayores valores de viabilidad corresponden a los alimentos con mas alto
nivel de 20:4 (n-6). Lo mismo puede observarse en los resultados de Rodriguez et al.
(1998) en S. aurata.

Esto puede deberse a que el 20:4 (n-6) es precursor de la PGE, que estimula
la produccion de testosterona en el tejido testicular, mientras que el 20:5 (n-3) es
precursor de la PGEj3, la cual tienen un efecto inhibidor en la sintesis de esteroides
estimulada por hormonas gonadotropinas (Bell et al., 1996; Asturiano et al., 2000;
Rurangwa et al., 2004), lo cual sugiere un efecto sobre la calidad y la cantidad del
esperma producido, y en consecuencia, un efecto sobre las tasas de fecundacién

alcanzadas.

7.2. Efecto de la composicion de acidos grasos de los alimentos experimentales y
frescos suministrados a reproductores sobre la composicion de acidos grasos de los
embriones

Los peces marinos de mayor importancia en acuacultura a nivel mundial,
estan incluidos en la clasificacion de los estilos reproductivos propuesta por Balon
(1990) dentro de la seccién etologica de los no guardianes, en el grupo ecoldgico de
los esparcidores de huevos en sustrato descubierto y en el gremio de los
desovadores pelagicos. Las especies de peces incluidas en este estilo reproductivo
presentan ontogenia indirecta, la cual se caracteriza por la produccion de un gran
numero de huevos (alta fecundidad) con poco vitelo (huevos oligolécitos) que al
finalizar la nutricion enddégena el embrion se transforma en una larva, la cual es
basicamente una entidad alimentaria que desarrollara cambios ecomorfofisioldgicos

(entre pasos ontogénicos) que culminaran en la metamorfosis en juvenil (Balon,
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2002). Las sustancias que se transfieran de los reproductores al embridn, a través de
la vitelogénesis (proteinas, vitaminas, AGE, hormonas, entre otras) (Brooks et al.,
1997), tendran un efecto sobre el desarrollo normal de los 6rganos y sistemas del
embrién, y por ende, sobre las capacidades ecofisioldgicas de las larvas producidas
(calidad).

Gran parte de los estudios realizados sobre la interaccién de la nutricion con la
reproduccién — calidad de embriones y larvas, han determinado que la composicion
de AGE del alimento suministrado a reproductores se ve reflejada en la composicion
de AGE de los embriones producidos. Esto ha sido reportado en Sardinops sagax
(Lasker y Theilacker, 1962), Sparus aurata (Fernandez-Palacios, et al., 1995;
Rodriguez et al., 1998; Almansa et al., 2001), Dicentrarchus labrax (Bell et al., 1997,
Navas et al., 1997; Bruce et al., 1999), Pagrus major (Watanabe y Vasallo-Angius,
2003) y Paralichthys olivaceus (Furuita et al., 2000, 2002).

En este estudio, se encontré un comportamiento diferente en la acumulacion
de los AG en el vitelo de los embriones. El peso seco total, el contenido de AGT,
AGS, AGE, AGPI, AG (n-6), AG (n-3) y de 22:6 (n-3) se mantuvieron dentro de una
aparente estabilidad y sin diferencias significativas en embriones obtenidos de
reproductores alimentados con mojarra, calamar y los alimentos experimentales, asi
como en embriones obtenidos a partir de reproductores madurados en campo, a
pesar de las marcadas diferencias en la composicion de esas mismas clases de AG
en los alimentos. No obstante, el contenido de 20:4 (n-6) y 20:5 (n-3) presentd
diferencias estadisticas entre los embriones y se vio afectado conforme a su
contenido en los alimentos.

Estos resultados son congruentes con los encontrados por Mazorra et al.
(2003) y Salze et al. (2005) quienes probaron en reproductores de Hippoglossus
hippoglossus y Gadus morhua, respectivamente, alimentos con diferentes niveles de
22:6 (n-3) (0.5, 1.8 y 3.9 %, los primeros y 1.2 y 2.5 %, los segundos) y no
encontraron diferencias significativas en el contenido de este acido graso en los
embriones obtenidos con los diferentes alimentos, mientras que el contenido de 20:4
(n-6) y 20:5 (n-3) presentd una tendencia a aumentar con respecto al contenido del

alimento.
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Durante la vitelogénesis (sensu lato), los acidos grasos son movilizados de las
reservas corporales (tejido adiposo mesentérico, higado o musculo) (Sheridan, 1994;
Sargent, 1995a) y del alimento (Wiegand, 1996; Rainuzzo, et al., 1997), a través de
apoproteinas al higado, en donde son incorporados a la vitelogenina (principalmente
los AGPI en la fraccién polar) y a las diferentes lipoproteinas de baja densidad
(principalmente AGS y AGMI, en la fraccion neutra) precursoras del vitelo (Sargent,
1995a; Wiegand, 1996; Tocher, 2003). Debido a que los AG son transportados por
proteinas, se ha sugerido que el contenido de AGE en los oocitos debe estar
afectado por influencia genética (Pickova et al., 1997), ya que las proteinas
transportadoras presentan especificidad por ciertos AG, como ocurre con las
proteinas unidas a los AG, que son las proteinas de trasporte intracelular de AG
(Storch y Thumser, 2000; Tocher, 2003). Esta puede ser la razon por la cual el 22:6
(n-3) tendié a mantener una concentracion alta entre los embriones obtenidos con los
diferentes alimentos y los AG 20:1 (n-9), 22:1 (n-9) y 22:1 (n-7), que se encontraron
solo en los alimentos experimentales, fueran detectados en cantidades pequehas en
los embriones obtenidos con esos alimentos.

La discriminacion de la acumulaciéon de los AG 20:1 (n-9), 22:1 (n-9) y 22:1 (n-
7) en el vitelo ha sido reportada por Henderson et al. (1984) para Mallotus villosus y
por Henderson y Altamar (1989) en Clupea harengus.

Las diferencias encontradas en el contenido de 20:4 (n-6) y 20:5 (n-3) en
embriones, se debe a que por su semejanza estructural compiten por los mismos
sistemas enzimaticos (Sargent, et al., 1999, 2002), lo que podria ocurrir también con
las proteinas de transporte, por lo que la cantidad relativa de estos acidos grasos
regularia su mutua presencia en los embriones. Es por esto que la razén 20:4 (n-
6)/20:5 (n-3) en los embriones obtenidos con calamar y los alimentos experimentales
fuera significativamente menor que los obtenidos con mojarra, en los cuales la razén
fue mayor, pero mas cercana a la de los embriones obtenidos de campo. Esto es
debido a que el contenido de 20:4 (n-6) en los embriones obtenidos con mojarra y los
de campo fue practicamente el mismo.

Ferry et al. (1997) realizaron un estudio sobre habitos alimentarios de

Paralabrax maculatofasciatus en Bahia de Los Angeles, Baja California, México y
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mencionaron que es un carnivoro generalista con un amplio espectro trofico que
incluye, entre las especias que consume en su periodo adulto, a Eucinostomus
gracilis.

Los reproductores utilizados en este estudio provinieron de la zona
denominada el Merito en La Bahia de La Paz, la cual esta bordeada de playas
arenosas en donde Eucinostomus spp. son abundantes, por lo que suponemos que
Eucinostomus spp. son presas comunes de P. maculatofasciatus en esa zona
durante la temporada reproductiva, y de ahi la posible explicacion, al menos parcial,
del contenido de 20:4 (n-6) encontrado en los embriones de campo.

No obstante, el contenido de 20:5 (n-3) fue significativamente mayor en los
embriones obtenidos de reproductores alimentados con calamar, alimentos
experimentales y en los embriones obtenidos de campo, que los obtenidos con
mojarra. Por esto, la razén 22:6 (n-3)/20:5 (n-3) fue significativamente mayor en los
embriones obtenidos con mojarra, seguidos por los obtenidos con calamar y los
alimentos experimentales, y por ultimo en los obtenidos de campo, que fueron
significativamente menores. Estos resultados corresponden con los encontrados por

Cejas et al. (2003) en Diplodus sargus.

7.3. Efecto de la composicion de AG de los embriones sobre su calidad

Los embriones de la mayoria de los peces del suborden Percoidei que estan
dentro del gremio reproductivo de los pelagofilos presentan un glébulo de aceite, el
cual esta compuesto principalmente por AGMI y AGS en la fraccién de lipidos
neutros (Wiegand, 1996). Los acidos AGS y los AGMI son utilizados por los
embriones principalmente como fuente de energia (Sargent, 1995a,b; Wiegand,
1996; Carrasco-Chavez et al., 2004) a partir del inicio del la formacién del periblasto
al inicio de la epibolia (Heming y Buddington, 1988).

En el presente estudio, el valor significativamente mayor del diametro
promedio del glébulo de aceite lo presentaron los embriones obtenidos de
reproductores alimentados con mojarra, con respecto a los diametros promedio de
los embriones obtenidos con calamar y alimentos experimentales. Esto puede ser

debido a que lo embriones obtenidos con mojarra presentan el mayor contenido de
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AGS, AGMI y AGPI. Lavens et al. (1999) mencionaron un aumento en el diametro del
glébulo de aceite de embriones de Psetta (=Scophthalmus) maxima al enriquecer con
capsulas de AGE la macarela suministrada a los reproductores. Fernandez-Palacios
et al. (1995) presentaron resultados, sin discutir, de diametros de glébulos de aceite
de embriones obtenidos de reproductores de S. aurata alimentados con alimentos
experimentales con diferentes niveles de AGE. En sus resultados no se observa una
relacion entre la composicion de los alimentos y el diametro del glébulo de aceite.

Los resultados del presente estudio contrastan con los obtenidos por Rosales-
Velazquez (1997) en embriones de P. maculatofasciatus obtenidos de reproductores
alimentados con mojarra y alimentos semihumedos (lipidos de origen vegetal), en los
cuales registra diametros del glébulo de aceite 16% menores que los reportados en
este trabajo. Butler et al. (1982) determinaron en embriones de P. maculatofasciatus
obtenidos en campo (San Diego, California) un diametro promedio de 170 ym, el cual
resulta menor a los obtenidos en este estudio. No obstante, estan dentro del intervalo
que ellos mencionan (160-190 pym).

El coeficiente de forma y la razén de diametro del globulo de aceite fueron
propuestos por Lahnsteiner y Patarnello (2005) como indicadores de calidad de
embriones de S. aurata y Diplodus puntazzo. Valores de 0 para el coeficiente de
forma y 1 para la razén de diametro indican glébulos de aceite esféricos y los valores
alejados de estos, formas elipsoidales. En este trabajo los globulos de aceite de los
embriones obtenidos con mojarra presentaron los valores significativamente mas
altos de ambos parametros. Sin embargo, nunca resultaron tan altos como los
valores obtenidos en embriones de S. aurata determinados como de mala calidad
(glébulos extremadamente elipsoidales) por Lahnsteiner y Patarnello (2005), que
fueron de 0.9 para la razén de didmetro y 4.44 para el coeficiente de forma. Esto
sugiere que la razon de diametro y el coeficiente de forma del glébulo de aceite no
fueron parametros que permitieran hacer una distincion de la calidad de los
embriones en P. maculatofasciatus bajo las condiciones experimentales de este
estudio, debido a que no se presentaron en ningun tratamiento, glébulos de aceite

con formas extremadamente elipsoides.
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El diametro del huevo de embriones obtenidos con el alimento 45-1.9 fue
significativamente mayor que en los embriones obtenidos por los demas alimentos, y
no parece estar relacionado con la composicién de AG de los embriones o de los
alimentos con los que se obtuvieron. Esto es similar a los resultados obtenidos por
Fernandez-Palacios et al. (1995) en S. aurata. Por el contrario, Lavens et al. (1999)
reportaron un incremento en el diametro del huevo en embriones obtenidos de
reproductores de S. maximus alimentados con macarela enriquecida con capsulas de
AGE.

Los valores de diametro promedio del huevo en embriones obtenidos de
reproductores bajo los diferentes tratamientos alimentarios contrastan con los
diametros del huevo determinados de los embriones obtenidos con los diferentes
tratamientos experimentales por Rosales-Velazquez (1997), los cuales variaron entre
770 y 820 ym y su promedio fue menor en aproximadamente 8% con respecto a los
determinados en este trabajo. Asi también contrastan con el valor del diametro del
huevo (840 um) reportado por Butler et al. (1982), el cual resulta menor a los
determinados en este estudio.

Balon (1999), menciond que el tamafno del huevo no puede ser tomado como
un indicador de calidad debido a que puede variar por el aumento del espacio
perivitelino y que es mas recomendable determinar la densidad del vitelo o la razén
de volumen entre el blastodisco y el vitelo.

El coeficiente de forma y la razén de diametro del huevo de embriones
obtenidos de reproductores alimentados con mojarra, fue significativamente mayor a
los obtenidos con el resto de los alimentos. Estos valores indican el grado de
esfericidad del huevo, por lo que los obtenidos con mojarra fueron mas elipticos. La
razon puede deberse a que el espacio perivitelino pudo haber sido menor en estos
embriones, lo cual les confirio la forma eliptica por el aumento de presién del embridn
sobre el vitelo durante su desarrollo en la fase de embridon. Los embriones obtenidos
cuando se alimentdé a reproductores de P. maculatofasciatus con mojarra,
presentaron mejor calidad (sobrevivencia al estrés osmoético agudo, ver mas
adelante) comparados con los obtenidos con el resto de los alimentos, por lo que

ambos parametros pueden ser tomados como indicadores de calidad para los
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embriones de esta especie. No obstante, Lahnsteiner y Patarnello (2005) no
encontraron correlacion entre estos parametros con la calidad de embriones de S.
auratay D. puntazzo.

La longitud notocordal de las larvas obtenidas de reproductores alimentados
con mojarra fueron menores que las obtenidas con los otros tratamientos
experimentales y no parece haber una relacion con el contenido de AG de sus
respectivos embriones. Sin embargo fueron 15% menores con respecto a las
longitudes reportadas por Rosales-Velazquez (1997) para la misma especie y
mayores a las reportadas por Butler et al. (1982), las cuales midieron 2,200 um.

La morfologia de los blastomeros (simetria celular, tamafo celular, adhesion
intercelular, entre otros) ha sido utilizada como un criterio de calidad del embrion en
Gadus morhua (Kjgrsvick y Lonning, 1983; Kjgrsvick et al., 1994; Mangor-Jensen y
Holm, 1994; Pickova et al., 1997; Nissling et al., 1998, Vallin y Nissling, 1998; Salze
et al., 2005), H. hippoglossus (Bromage et al., 1994; Shields et al., 1997; Mazorra et
al., 2003), P. maxima (Kjarsvick et al., 2003) y S. aurata (Fernandez-Palacios et al.,
1995), Melanogrammus aeglefinus (Rideout et al., 2004) o como un criterio de
calidad del ambiente (xenobidticos que causan efectos teratogénicos)
(Westernhagen, 1998).

En el presente estudio, el valor de forma de los blastbmeros de embriones en
fase de segmentacion obtenidos de reproductores alimentados con mojarra fue
significativamente mayor que el de los obtenidos con el resto de los alimentos y
coincide con el alto contenido de 20:4 (n-6) y el valor mayor de la razén 20:4 (n-6)/
20:5 (n-3) en los embriones obtenidos con mojarra, los cuales fueron similares a los
determinados en embriones obtenidos de campo. Estos resultados son congruentes
con los reportados por Pickova et al. (1997) y Salze et al. (2005) en G. morhua y por
Mazorra (2003) en H. hippoglossus.

Una posible explicacion puede estar en que la divisidon celular es un evento
que requiere de la mayor coordinacién de los procesos que involucran la mitosis y la
adhesién celular en la formacion de membranas. Los eicosanoides de la serie 2,
formados a partir del 20:4 (n-6), presentan la mayor actividad biolégica y estan

implicados en los procesos paracrinos de regulacion celular, como mensajeros
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intercelulares (Sargent, 2002) y moduladores de la produccion de proteinas (Cahu et
al., 2003). Bajo este esquema, es posible sugerir que las diferencias observadas en
los tratamientos fueron debidas al contenido de 20:4 (n-6) de los embriones y su
interaccion con las proteinas responsables de la adhesion celular (Truong e lkura,
2002).

La tasa de eclosion fue significativamente mayor en los embriones obtenidos
con mojarra y los alimentos experimentales que en los embriones obtenidos con
calamar. Rosales-Velazquez (1997) determind, para la misma especie, tasas de
eclosion parecidas a estos resultados. Por otro lado, en el presente estudio la tasa de
eclosidon no parece tener relacion con la composicion de los embriones y su
respectivo valor de forma de los blastobmeros. Esto contrasta con los resultados
obtenidos con G. morhua (Kjgrsvick y Lonning, 1983; Kjersvick, 1994; Mangor-
Jensen y Holm, 1994; Pickova et al., 1997; Nissling et al., 1998; Salze et al., 2005),
H. hippoglossus (Bromage et al., 1994; Shields et al., 1997; Mazorra et al., 2003), S.
maximus (Kjarsvick et al., 2003) y S. aurata (Fernandez-Palacios et al., 1995), en
donde la tasa de eclosion tiene una relacion directa con la morfologia de los
blastémeros.

Por el contrario, Vallin y Nissling (1998) estudiaron las deformidades del
blastodisco en embriones de Gadus morhua y observaron que tales malformaciones,
en algunos casos, fueron corregidas en el curso del desarrollo y que estos embriones
eclosionaban normalmente. Estos autores concluyeron que no diferia la viabilidad
entre eleuteroembriones con historial de deformidades durante la fase de
segmentacion con los que no fueron deformes.

Los resultados del presente trabajo sugieren que la tasa de eclosion en
Paralabrax maculatofasciatus no es un parametro fiable de calidad de embriones,
debido a que se observd que eclosionaron embriones de mala calidad (bajos valores
de forma de los blastomeros). Esto puede deberse a que la eclosion es un evento
disparado por las condiciones ambientales y ha sido sefialado como un evento que
no corresponde, en algunas especies, a un umbral ontogénico (Balon, 2002), como
ha sido evidenciado en Coregonus albula 'y C. lavaretus (Luczynski y Kolman, 1987)

y Gadus morhua (Jordaan et al., 2006) y podria suceder con P. maculatofasciatus.
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En los umbrales se esperarian las mayores mortalidades debido a la pérdida de la
sincronizacion de los sistemas de drganos (Kovaé, 2000) que mantendrian la
homeorresis (Balon, 2002) en el proximo paso ontogénico (estado estabilizado) y por
ende la autopoiesis del organismo (Maturana y Varela, 1994).

La transicion y la sobrevivencia de larvas obtenidas de reproductores
alimentados con los alimentos frescos y experimentales no mostraron diferencias
significativas. Los valores resultaron 60% menores que los reportados por Rosales-
Velazquez (1997) para larvas de P. maculatofasciatus obtenidas de reproductores
alimentados con mojarra y alimentos experimentales. La transicion larvaria ha sido
sefalada como un umbral ontogénico importante (periodo critico) por el inicio de la
alimentacion exogena y la sincronizacion de los sistemas que conlleva dicha
trasformacion (Balon, 2002). Los resultados de este estudio no muestran una
relacion entre la composicion de los embriones, y la transicién y sobrevivencia
larvaria. No obstante, la sobrevivencia tendidé a ser menor en larvas obtenidas con el
alimento 45-1.9 y la normalidad larvaria en larvas obtenidas con calamar, sin
embargo no parece estar relacionado con la composicion de los embriones.

Estos resultados contrastan con los obtenidos por Furuita et al. (2000; 2002 y
2003) en P. olivaceus y los de Fernandez-Palacios et al. (1995) en S. aurata, quienes
probaron diferentes niveles de 20:4 (n-6) o AGE en el alimento de reproductores y
encontraron una relacion entre el contenido de estos acidos grasos en el alimento de
reproductores y la sobrevivencia larvaria. Estos autores concluyeron que niveles muy
altos o muy bajos de estos AGE tienen efecto negativo sobre la sobrevivencia
larvaria.

En el presente trabajo, las larvas obtenidas de reproductores alimentados con
mojarra presentaron mayor sobrevivencia a la prueba de estrés osmotico que las
obtenidas de los demas tratamientos alimentarios. El contenido de 20:4 (n-6) en los
embriones parece estar implicado en estos resultados. No se encontraron reportes
de estudios similares sobre estrés osmético agudo en larvas recientemente
transformadas, sin embargo, si sobre el efecto del nivel de 20:4 (n-6) en el alimento

sobre la resistencia de larvas. Van Anholt et al. (2004) revelaron que el
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enriquecimiento del alimento de larvas de Sparus aurata con 20:4 (n-6) mejora la
sobrevivencia de estas a un estrés hiposmoético agudo.

La explicacion de los resultados de estos trabajos y los encontrados en el
presente estudio puede estar en que el 20:4 (n-6), como en los mamiferos, es el
AGPI mas abundante en la composicion de las membranas celulares de la hipdfisis
(Singh y Caroll, 1970) y sus metabolitos (prostaglandinas de la serie 2) estan
implicados, en conjunto con la hormona liberadora de la hormona corticotropica
producida en el hipotalamo, en la liberacion de la hormona adrenocorticotréopica
producida en la hipdfisis (Katoh et al., 2004; Ganga et al., 2006), la cual estimula la
produccion de cortisol en el tejido interrenal (lwama, 1998; Mommsen et al., 1999;
Bell y Sargent, 2003). El cortisol estimula la proliferacion de ionocitos y la actividad
Na'/K*-ATPasa (Varsamos et al., 2005), lo cual es la respuesta del organismo hacia
el estrés para mantener su balance osmaético. Por lo que se puede sugerir que la
sobrevivencia significativamente mayor de las larvas obtenidas de reproductores
alimentados con mojarra fue consecuencia de una respuesta mejor de
osmorregulacion al estrés salino, debido a un mayor contenido de 20:4 (n-6) en los
fosfolipidos de sus membranas.

La sobrevivencia y la normalidad a la inanicion no fueron diferentes entre las
larvas obtenidas con los tratamientos alimentarios, por lo que no parece estar
relacionado con la composicion de AG de los embriones y no ha sido reportado para
otras especies. Sin embargo, se pudo observar que en todos los tratamientos, las
larvas que presentaron el glébulo de aceite en posicion lateral con respecto al
cuerpo, morian antes que las que no presentaron esta deformidad, posiblemente
debido a la incapacidad de estas en la utilizacion del glébulo de aceite durante la
etapa de nutricion mixta. Esta deformidad puede tener también implicaciones sobre
el equilibrio hidrostatico y la natacion de las larvas y ello a su vez, en las capacidades
de depredacién de estas en la primera alimentacion, lo que parece ser una
consecuencia de la pérdida de la sincronizacién del proceso del desarrollo
heterocrénico (Kovac, 2000) de los sistemas de nutricion (funcion del periblasto que

rodea el glébulo de aceite) y de locomocion.
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8. Conclusiones
De acuerdo con las condiciones experimentales que prevalecieron en el presente

estudio y el tipo de analisis que se realizd, se concluye que:

La fecundidad parcial, viabilidad, y calidad de embriones y larvas no fue
afectada por las diferencias del nivel de proteinas de los alimentos
experimentales y frescos, por lo que se puede sugerir tentativamente el nivel de
45 % como suficiente para nutricion de reproductores de Paralabrax
maculatofasciatus.

El contenido de 20:4 (n-6) y de 20:5 (n-3) en los embriones fue afectado por el
contenido de estos acidos grasos en los alimentos experimentales y frescos,
mientras que el resto de los acidos grasos, en su generalidad, tuvieron un
comporamiento mas estable en los embriones, a pesar de sus contenidos en los
alimentos.

De las pruebas de calidad, solo la sobrevivencia larvaria al estrés osmdético y
la morfologia de los blastdmeros tuvieron, aparentemente, una relacion mayor
con el contenido mayor de 20:4 (n-6) y la mayor razén 20:4 (n-6)/20: 5 (n-3), que
correspondieron a los embriones obtenidos de reproductores alimentados con
mojarra, por lo que en éste trabajo, la morfologia de los blastomeros y el
contenido de 20:4 (n-6) en los embriones tuvieron un valor predictivo sobre la
sobrevivencia al estrés osmético agudo.

La tasa de eclosion no es un buen criterio de calidad para esta especie,
debido a que las mayores mortalides ocurrieron durante la fase de
eleuteroembrion y no en la de embridn, lo cual es evidencia de que este proceso
no corresponde a un umbral.

Niveles entre 1 % y 2 % de 22:6 (n-3) en el alimento de reproductores son
suficientes para obtener niveles normales en los embriones y niveles de 20:4 (n-
6) mayores a 0.18% y una razon 20:4 (n-6)/20:5 (n-3) de 0.5 en el alimento de

reproductores son necesarios para obtener embriones de buena calidad.
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9. Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios para determinar el efecto del nivel de 20:4 (n-
6) en el alimento de reproductores de Paralabrax maculatofasciatus sobre la calidad
de los embriones y larvas, evaluandola con los criterios utilizados en este trabajo. Asi
también, estudiar la ontogenia de P. maculatofasciatus con el enfoque de la teoria
del desarrollo en saltos, para determinar los eventos que son umbrales del
desarrollo, con lo cual se tendria un punto de referencia general con el que se podria
generar mejores mecanismos explicativos durante los periodos embrionario y

larvario, en los trabajos de nutricion de reproductores.

A pesar de los cuidados que se tuvieron para evitar la oxidacion de los AGE,
los alimentos experimentales no resultaron con los niveles de AGE esperados, por lo
que se recomienda reducir los riesgos de oxidacion durante el proceso de
elaboracién y el almacenamiento, como almacenar los alimentos en condiciones no
oxidantes (atmosfera de nitrogeno, liofilizados) y a la temperatura mas baja posible (-
60 °C).

El método de incubacion para la evaluacion de los indices zootécnicos resultd
eficiente pero presento los siguientes inconvenientes:
1. Las instalaciones del SCEL demandan mucho espacio e infraestructura
especializada.
El mantenimiento del SCEL demanda mucho tiempo
No es posible dar un seguimiento individual al desarrollo de los organismos en
las unidades de cultivo, lo cual seria muy util para determinar un efecto mas
directo de los factores experimentales sobre las variables medidas.
4. La manipulacion de los organismos puede ser una variable mas que
incremente el error experimental.
Por lo que se recomienda adoptar los métodos de incubacion en placas de
cultivos celulares, propuestos por Carrillo et al. (2000) y Unuma et al. (2004), para la

evaluacion de la calidad con los criterios descritos en este trabajo.
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