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RESUMEN

La presente tesis abarco diferentes aspectos involucrados en la alimentacion de larvas de la cabrilla
arenera, Paralabrax maculatofasciatus. Se describi6 el desarrollo del sistema visual. Se estudiaron los efectos
de la intensidad de luz, color del tanque y densidad de alimento en la primera alimentacién, asi como los
efectos de un retraso en la primera alimentacion, tanto en la eficiencia alimenticia como en el desarrollo y
crecimiento. Se describié el desarrollo y distribucion de la actividad enzimatica digestiva. Finalmente se
disend una estrategia de destete con el fin de evaluar el efecto de la misma sobre el desarrollo de la cabrilla
arenera. El sistema visual de la cabrilla arenera sigue un patron general descrito en larvas de otras especies
marinas. Se evidenciaron dos etapas de diferenciacion del sistema visual. La primera relacionada con el inicio
de la alimentacion exdgena y la segunda durante la transformacion a juvenil. Mediante la evaluacion directa
de las larvas con alimento en el tubo digestivo, se establecid la dependencia de la luz y el efecto de la
densidad de alimento como factores que promueven la eficiencia alimenticia durante la primera alimentacion
de la cabrilla arenera. Por su parte, el color del tanque no presenta ningun efecto durante la primera
alimentacion. Un retraso de un dia en la primera alimentacién no tiene efectos significativos en el desarrollo
de la cabrilla arenera, sin embargo, un retraso mayor produce dafios a nivel histolégico y morfométrico, que
pueden afectar la calidad de la semilla producida. La actividad enzimatica digestiva de la cabrilla arenera se
evidenci6 desde el momento de la primera alimentacion (dia 2). A partir del dia 15 se observa un incremento
en la actividad enzimatica digestiva, sugiriendo un proceso de madurez digestiva. Los enterocitos del intestino
anterior y de los ciegos piléricos son los principales sitios de actividad enzimatica digestiva. Se evidencio que
un alimento artificial produce dafios a nivel celular en el higado e intestino posterior (menor area nuclear de
los hepatocitos y menor tamafio de los enterocitos), asi como a nivel morfométrico (menor longitud total,
altura de la cabeza, altura del musculo), los cuales se consideran como sintomas de malnutricién provocados
por el alimento artificial. Por su parte, la absorcion de proteinas es mayor en las larvas alimentadas con
alimento vivo que las alimentadas con una dieta artificial. Los resultados de esta tesis sugieren que las
condiciones de cultivo y alimentacion deben ser adaptadas a las caracteristicas propias de las larvas de la
cabrilla arenera. De esta forma se propone incrementar la intensidad de luz, asi como la densidad de alimento
suministrado. Es necesario realizar mas pruebas acerca del efecto del color del tanque de cultivo sobre el
crecimiento de la cabrilla arenera. Se propone el uso de caracteres histoldgicos y morfométricos como parte
de un plan de evaluacion integral sobre el desempefio de dietas artificiales durante el cultivo de larvas de la
cabrilla arenera.

ABSTRACT

This study describes several aspects related to larval feeding in the spotted sand bass, Paralabrax
maculatofasciatus. The development of the visual system was described. The effects of light intensity, rearing
tank color and prey density during first feeding, and also the effects of a delayed first feeding on larval
development and feeding efficiency were studied. The development and distribution of digestive enzymatic
activity were described. Finally, the effects of an early weaning strategy on the larval development were
described. The visual system of the spotted sand bass larvae follows the same general pattern described for
other teleost larvae. Two differentiation stages were observed. The first one related to the onset of exogenous
feeding, and the second during the transformation to juvenile. Light dependency and prey density effect on
the feeding efficiency at first feeding of spotted sand bass larvae was observed. Rearing tank color has no
effect on feeding efficiency at firs feeding. First feeding delayed by one day has no significant effect on larval
development; however a bigger delay may produce histological and morphological damages, affecting seed
quality. Digestive enzymatic activity was evident from the onset of the exogenous feeding (day 2). From day
15, an increment on the activity was observed, suggesting digestive maturity. The intestinal and pyloric
enterocytes were the main sites for enzymatic activity. An artificial microparticulate feed generate cellular
damage in the liver and the intestines; and in the morphometric level as well, suggesting a poor nutrition
condition due to the artifitial diet. Protein absorption was higher in the live-fed larvae that in the larvae fed
with the artifitial diet. The results suggest that rearing and feeding conditions must be adapted to the larval
feeding and physiological capabilities. An increase in light intensity and prey density is proposed. More
studies related to the effect of rearing tank color on larval development are required. The use of histological
and morphological characters as part of an integral strategy for the performance evaluation of artifitial feeds
during larval spotted sand bass culture is proposed.
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GLOSARIO

Bastones.- Células fotorreceptoras. Son las responsables de la percepcion de la intensidad de la luz (Leeson et
al., 1990).

Borde plumoso.- Proyeccion de la superficie apical de los enterocitos en ambos intestinos que consiste en
numerosas microvellosidades, cada una esta cubierta por una extension de la membrana plasmatica

(Leeson et al., 1990).

Conos.- Células fotoreceptoras, codifican para diferentes longitudes de onda, son las responsables de la

percepcion del color (Leeson et al., 1990).

Destete.- Término adoptado del inglés “weaning”. Se refiere al cambio de alimento vivo, por un alimento
artificial.

Eficiencia alimenticia.- Término que se emplea para evaluar la alimentacion de las larvas (Yin y Blaxter,
1987). Implica la determinacion de la intensidad e incidencia alimenticia.

Eleuteroembrion.- De acuerdo a Balon (1984), fase del periodo embrionario de los peces que comienza
desde el momento de la eclosion hasta que son absorbidos completamente el saco vitelino y el
globulo de aceite.

Enterocitos.- Término que reciben las células epiteliales de la mucosa que reviste a ambos intestinos del tubo
digestivo debido a su funcion de absorcion de nutrientes (Stroband y Dabrowski, 1979).

Enzimohistoquimica.- Técnicas histologicas que tienen por objetivo detectar la actividad enzimatica
(Davenport, 1960).

Hepatocitos.- Células que componen al higado (Leeson et al., 1990).

Inanicion.- Periodo de tiempo en el que no hay alimentacion (Blaxter y Hempel, 1963).

Incidencia alimenticia.- Proporcion de larvas que presentan alimento en el tubo digestivo (Yin y Blaxter,
1987).

Intensidad alimenticia.- Cantidad de presas presentes en el tubo digestivo de las larvas (Yin y Blaxter,

1987).

Mucosa intestinal.- Primera capa que reviste al sistema digestivo, compuesta por células epiteliales
conocidas como enterocitos que son del tipo cilindrico simple 6 seudoestratificado (Leeson et al.,
1990).

Pinocitosis.- Proceso de absorcion celular. Consiste en el envolvimiento de particulas por parte de la
superficie apical del enterocito, a través del borde plumoso. Se asocia principalmente con la
absorcion de proteinas (Watanabe, 1984a) y el sistema inmunologico (Stroband y Dabrowski, 1979).

Punto de no retorno.- Es el tiempo en dias en que el dafio morfologico, histologico y fisiologico en las larvas
producido por inanicion es irreversible, y la muerte es inminente (Blaxter y Hempel, 1963).

Tunica muscular.- Tercera capa que reviste al tubo digestivo, esta compuesta por musculo en arreglo

longitudinal y transversal (Leeson et al., 1990).
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I. INTRODUCCION

Durante las Ultimas dos décadas, el cultivo de larvas de peces marinos ha recibido
gran atencion. La trascendencia de un exitoso cultivo larval recae en que la produccién
constante de semilla permite un abasto permanente de la misma, facilitando la
elaboracién de esquemas de produccion, sin depender de fluctuaciones que pongan en
riesgo la produccién 6 la investigacién. No obstante, lograr esta consistencia productiva
resulta en ocasiones una tarea compleja, principalmente debido a que gran parte de las
altas tasas de mortalidad reportadas en el cultivo de peces marinos, ocurren durante el
periodo larval, de la misma forma que ocurre en el medio natural. Esto ha provocado que
el cultivo de larvas de peces marinos sea considerado como una etapa critica dentro de
los esquemas de produccion. Resaltan ciertas etapas que por su dificultad de sobrellevar
se han establecido como verdaderos “cuellos de botella” que limitan el éxito en el cultivo.
Particularmente importante es la etapa de la primera alimentacién, en donde la larva
debe iniciar exitosamente la bUsqueda y captura de un alimento exdégeno. La ofra etapa
considerada como critica es el momento en que se hace una transicion de un alimento

vivo a un alimento artificial, y que se conoce como destete (del inglés “weaning”).

La implementacién de un alimento artificial lo antes posible, con la consecuente
reduccién en los costos de produccion, se ha convertido en una de las premisas del
cultivo de larvas de peces marinos. Es asi como se han realizado numerosos ensayos en los
cuales se reporta la implementacién de un alimento artificial (Bromley, 1977; Gatesoupe,
1983; Ehrlich et al., 1989; Cahu y Zambonino-Infante, 1994; Chu y Ozkizilcik, 1999; Anguas-
Vélez et al., 2000a). Sin embargo, salvo algunas excepciones en las que se han reportado
resultados alentadores, aun dista el igualar las tasas de crecimiento y sobrevivencia

obtenidas cuando las larvas se alimentan con presas vivas.
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Mltiples han sido las causas a las que se les atribuye el limitado éxito en la
transicion a un alimento artificial durante el cultivo larval de peces marinos. Por nombrar
algunas: intentar el destete desde la primera alimentacién, inadecuadas condiciones de
cultivo; pobre capacidad digestiva de las larvas; inadecuadas caracteristicas fisicas y

guimicas del alimento artificial, entre otras.

La presente tesis surge de una linea de investigacion encaminada a optimizar el
cultivo de larvas de peces marinos, especificamente de la cabrilla arenera, Paralabrax
maculatofasciatus. En una primera etapa, se describié el desarrollo del tubo digestivo de
larvas de la cabrila arenera (Pena, 2000). Ahora, se abordan diferentes aspectos
relacionados con el proceso alimenticio durante el cultivo larval de Paralabrax
maculatofasciatus. Tales aspectos adquieren relevancia y se espera que confribuyan en
la adecuacién de las condiciones de cultivo, en la implementacién de una estrategia de

destete temprano, y en el mejoramiento de la calidad de la semilla producida.

I.1. Parametros de cultivo y el inicio de la alimentacién exdégena.

La transicidon de una nutricién enddégena a una exdgena es considerada como
una efapa decisiva dentro del ciclo de vida de los peces (Balon, 1981, 1985). Inicia
cuando abren la boca y el ano. Es comUn que esto ocurra adn cuando no se hayan
agotado completamente las reservas vitelinas (Govoni et al.,, 1986), dando lugar a un
periodo de nutricion mixta (Balon, 1986). La duracién de este periodo es especifica para
cada especie y es termo-dependiente. Las larvas de la cabrilla arenera, por ejemplo,
tienen un periodo de nutricién mixta que dura menos de un dia a 25° C (Pefa, 2000). En
contraste, en especies templadas como Hippoglossus hippoglossus puede durar hasta tres
semanas a 6° C (Helvik y Karlsen, 1996).

Durante el periodo de nutricion mixta, las larvas deben adaptarse exitosamente de
un tipo de fuente alimenticia a otro para evitar la inanicidon (Yin y Blaxter, 1986). Esto

implica que durante los primeros dias de desarrollo existan cambios drdsticos en la
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morfologia vy fisiologia de las larvas. Todos ellos encaminados al inicio de la alimentacion
exdgena. Los cambios mas significativos que ocurren son el desarrollo de los sistemas
visual y digestivo. En este sentido, Porter y Theilacker (1999) y Roo et al. (1999)
establecieron que existe una sincronizacion funcional y estructural en el desarrollo del ojo
y del tubo digestivo durante el periodo de alimentacion enddgena en larvas de Theragra

chalcograma y Pagrus pagrus, respectivamente.

Durante la primera alimentacion, las larvas incrementan su actividad en la
busqueda de alimento (Blaxter, 1986) hasta que reciben un estimulo asociado a la
disposicidon del mismo, desencadenando el comportamiento alimenticio (Cuenca vy
Garcia-Gallego, 1987). De acuerdo con Hunter (1981), las larvas son depredadores
visuales, por lo que la visidbn juega un papel importante en la orientacion e inicio del
comportamiento alimenticio (Blaxter, 1986). El inicio de la alimentacién requiere de un
adecuado desarrollo del ojo, de lo contrario, las larvas serdn incapaces de localizar el
alimento, disminuyendo asi la sobrevivencia (Helvik y Karlsen, 1996). Al momento de la
eclosién, el ojo de las larvas estd presente, pero no completamente desarrollado. Estd
compuesto de una lente rodeada por una retina formada por células indiferenciadas en
un arreglo concéntrico (Blaxter, 1975). Durante el periodo de alimentacién enddgena
inicia el desarrollo de estratos celulares en la retfina. Estos son, de la lente al exterior: capa
de células ganglionares, capa plexiforme interna, capa nuclear interna, capa plexiforme
externa y capa nuclear externa. Esta Ultima capa estd compuesta por las células
fotorreceptoras: los conos (Fig. 1, pdg. 14) (Blaxter, 1975; Kawamura et al., 1984). Una
caracteristica a resaltar es la ausencia del pigmento visual durante este periodo de
desarrollo. Esta ausencia indica la no funcionalidad del ojo, ya que el pigmento visual es
el responsable de la recepcion de fotones (Kawamura et al., 1984). Para el momento de
la primera alimentacién, aparece el pigmento visual, marcando el inicio de la

funcionalidad del sistema visual.
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Figura 1. Microfotografia de la retina de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) durante el
periodo de alimentacion enddgena. Los conos (flecha) son los tinicos fotorreceptores presentes. No
se observa pigmento visual. El asterisco muestra la capa plexiforme externa, que se ubica por debajo

de los conos; inl = capa nuclear interna, ipl = capa plexiforme interna, gcl = capa ganglionar, le =
lente. Tincion hematoxilina-eosina. Barra =15 pm.
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No sélo el grado de desarrollo estructural de los elementos involucrados en la
alimentacion (i. e. sistemas visual y digestivo) influye en el inicio de la misma. Existen
factores de naturaleza variable cuya interaccién puede limitar 6 incrementar la ingesta.
Kestemont y Baras (2001) enlistan algunos de estos factores presentes tanto en el medio

natural como en condiciones de cultivo, mismos que se presentan en la Figura 2.

CLIMATICOS

Luz
Viento
Lluvia
AMBIENTE DE CUTIVO

Profundidad del tanque

FISICOQUIMICOS
Forma del tanque
Temperatura Color

Oxig.eno Velocidad del agua
Turl;_IIdeZ Calidad e intensidad de luz
p

Ingestién
del
BIOTICOS alimento. CONGENERES
Fitoplancton Densidad
Zooplancton Jerarquia

Depredadores

Figura 2. Algunos de los principales factores que afectan la ingestion al momento de la primera alimentacion
en larvas de peces marinos. Modificado de Kestemont y Baras (2001).

Dentro de un sistema de cultivo, los factores mencionados son manipulados y
controlados por el productor ¢ el investigador, proveyendo las condiciones que
favorezcan la ingesta. En este sentido, la intensidad de luz durante el cultivo es un factor
importante que permite la deteccidn del alimento (Blaxter, 1986). Sin embargo, algunos
autores han establecido que muy bajas o muy elevadas intensidades de luz, segun las

especies, afectan negativamente la eficiencia alimenticia de Ias larvas, es decir, reducen
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tanto el nUmero de larvas que presentan alimento (incidencia alimenticia), como el
numero de presas ingeridas por larva (intensidad alimenticia) (Paul, 1983; Cobcroft et al.,
2001; Downing y Litvak, 2001). Blaxter (1986) propuso un umbral luminoso de 0.1 lux, debajo
del cual, las larvas de peces no se alimentan. No obstante, existen reportes de especies
como Clupea harengus (Batty et al., 1986) donde se ha observado la ingesta en
condiciones de oscuridad, asi como otros estudios que reporten la presencia de alimento
en larvas recolectadas durante el ocaso (Sdnchez-Velasco, 1998). Otros factores en un
sistema de cultivo, como el color del tfanque (Downing y Litvak, 1999a) y la densidad de
alimento (Paul, 1983), presentan un efecto favorable sobre la eficiencia alimenticia de las
larvas de peces al momento de la primera alimentacién.

Bajo este marco, resalta la necesidad de establecer el efecto de diferentes
pardmetros de cultivo sobre la eficiencia alimenticia durante la primera alimentacién, con
ello, serd posible adecuar las condiciones de cultivo de tal forma que se favorezca la
ingestion del alimento durante la transicion a un alimento exdgeno, reduciendo asi, el

riesgo de inanicion.

1.2. Alimentacién durante el cultivo larval.

La utilizacion y optimizacién de alimentos para el cultivo larval representa una de
las principales lineas de investigacion en la larvicultura. La seleccidn de alimentos
apropiados exige que éstos cubran ciertos requerimientos, principalmente alimenticios y
nutricionales (Dabrowski, 1984; Cahu y Zambonino-Infante, 2001). Esto ha traido como
consecuencia que se implementen nuevas estrategias de alimentacién, asi como tipos de
alimento que permitan cubrir estos requerimientos. Los dos tipos de alimento suministrado

durante el cultivo larval son el alimento vivo y el alimento artificial.
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|.2.1. Alimento vivo.

El alimento ingerido por las larvas en el medio natural consiste de zooplancton,
particularmente copépodos en diferentes etapas de su ciclo de vida (May, 1970;
Sdanchez-Velasco, 1998; S&nchez-Velasco et al., 1999), es por ello que durante las primeras
experiencias de cultivo larval se suministraba zooplancton recolectado del medio natural
(May, 1970). A pesar de resultados favorables, el suministro de este fipo de alimento
carece de consistencia y estd sujeto a fluctuaciones naturales de las poblaciones,

poniendo en riesgo la investigacidn, asi como la produccién y calidad de semilla.

Posteriormente, se desarrollaron técnicas de cultivo de ciertas especies de
invertebrados y microalgas. Dentro de las microalgas mds empleadas figuran Tetraselmis
suecica, Isochrysis galvana, Nannochloropsis oculata, Pavlova lutheri, Chaetoceros gracilis
y Chlorella sp. (Tucker, 1998), las cuales se emplean como alimento del zooplancton con
el que se alimentard a las larvas de peces, y en algunos casos funcionan directamente
como alimento de las mismas (Reitan et al., 1997).

Entre las especies de invertebrados mds utilizados como alimento resaltan el
rotifero Brachionus plicatilis. (Fig. 3A, pdg. 18) y el branquidépodo Artemia sp.; este Ultimo se
emplea en diferentes etapas de su ciclo de vida (Fig. 3B-D, pdg. 18). Estos organismos son
empleados como alimento rutinario a nivel mundial. No obstante, estas especies carecen
de dcidos grasos altamente insaturados (HUFAs) de la serie w-3, los cuales son esenciales
para el desarrollo de las larvas (lzquierdo, 1996; Kanazawa, 1997), por lo que requieren de
un enriguecimiento en lipidos previo antes de ser suministradas a las larvas. El
enriguecimiento del alimento vivo se logra mediante el uso de emulsiones comerciales

ricas en HUFAs (Lavens y Sorgeloos, 1996).
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Figura 3. Principal alimento vivo utilizado a nivel mundial. A) Rotifero Brachionus plicatilis, B) nauplios C)
metanauplios y D) juveniles de Artemia sp. A, tomada de internet; B, C y D, Imagenes originales,
Unidad Piloto de Maricultivos, CICIMAR-IPN.

Existen ofros grupos de invertebrados que también han sido utilizados como
alimento; resaltan los copépodos de los géneros Acartia, Paracalanus, Euterpina, Tigriopus
y Tisbe, entre ofros. Los cuales, a pesar de su alto contenido de HUFAs, son
particularmente dificiles de mantener en condiciones de cultivo, lo que los convierte en
una alternativa limitada en su uso (Stottrup y Norsker, 1997). Otros fipos de alimentos
suministrados son los dinoflagelados como Gymnodinium, y ciliados como Paramecium vy
Euplotes, asi como algunos claddceros como Moina y Daphnia. También se han utilizado
larvas de anélidos, moluscos y equinodermos, e incluso, eleuteroembriones y larvas de

peces (May, 1970; Tucker, 1998; Liang et al., 2001).

1.2.2. Alimento artificial.

Una alternativa al uso del alimento vivo, es la implementacién de un alimento
artificial. Esto permitiria reducir los costos de produccidon del alimento vivo, los cuales
suelen ser del orden del 50 % de los gastos totales de produccidén (Liang et al., 2001). A
pesar de esto, la implementacioén de un alimento artificial adecuado para las larvas de
peces, presenta una serie de complicaciones. Resaltan las caracteristicas fisicas

inherentes a la dieta, por mencionar algunas: tamano y forma de la particula, textura,
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lixiviacién, y densidad, que determina la flotabilidad y el tiempo de permanencia en la
columna de agua. Quimicamente, la adecuada composicidon de la dieta representa el
principal reto, ya que debe satisfacer las necesidades nutricionales de las larvas. La
correcta adaptacidn de ambos aspectos forma parte fundamental del proceso de
evaluaciéon del alimento artificial durante el cultivo de larvas de peces marinos (Bengtson,
1993; Person-Le Ruyet et al., 1993).

Existen diferentes tipos de dietas artificiales que han sido ufilizadas durante el
cultivo larval: microparticuladas, microencapsuladas, microaglomerados, hojuelas vy
liquidas (Lazo, 2000; Russiello e Ingley, 2000) (Fig. 4)., y cuyo éxito estd en funcién de la

especie.

Figura 4. Diferentes tipos de dietas artificiales empleadas durante el cultivo de larvas de peces marinos. A)
microcapsulas, B) hojuelas, C) microparticulas.

1.2.3. Protocolos de alimentacion.

En la actualidad, un protocolo tipico de alimentacién durante el cultivo de larvas
de peces marinos inicia con el rotifero Brachionus plicatilis al momento de la primera
alimentacion, seguido de nauplios de Artemia, ambos son enriquecidos en emulsiones

comerciales ricas en lipidos poliinsaturados; posteriormente las larvas se alimentan con
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juveniles de Artemia (Civera et al., 2002). En algunas especies, como Dicentrarchus labrax,
e Hippoglossus hippoglossus se inicia directamente con el uso de nauplios de Artemia
(Zambonino-Infante et al., 1996; Luizi et al., 1999). Una prdctica comun es el agregar
microalgas a los tanques de cultivo. Esta técnica conocida como “agua verde”,
mantiene la calidad del alimento vivo no ingerido en el estanque; estabiliza la calidad del
agua; provee de estimulantes inmunoldgicos y estimula el inicio de la alimentacién
(Marliave, 1994; Lavens et al., 1995; Lazo et al., 2000a).

La siguiente etapa durante la alimentacion de larvas de peces marinos
(generalmente larvas en etapas flexion-postflexion) consiste en un alimento artificial. Esta
sustitucion puede llevarse a cabo de manera abrupta, es decir, de Artemia a dieta
artificial de un dia a otro; ¢ puede redlizarse de manera gradual, suministrando los dos
fipos de alimento al mismo fiempo y eventualmente eliminando la Artemia mientras se
incrementa la cantidad de dieta artificial, este proceso se conoce como co-
alimentacion. Es precisamente la co-alimentacién, la estrategia que ha permitido obtener
los mejores resultados durante el destete de las larvas, ya que se ha demostrado que
permite que la larva se “familiarice” con el nuevo tipo de alimento (Rosenlund et al.,
1997).

AUNn asi, uno de los principales requisitos para decidir cudndo iniciar con la
sustitucién del alimento vivo por uno artificial, es conocer el estado de desarrollo del tubo

digestivo, asi como la capacidad digestiva de las larvas vy sus requerimientos nutricionales.

I.3. Ontogenia del tubo digestivo y de la actividad enziméatica digestiva.

El tubo digestivo de larvas de peces marinos es morfoldgica y funcionalmente
menos desarrollado que el de juveniles y adultos. Al momento de la eclosién, el tubo
digestivo de las especies marinas estd ubicado en posicidn dorsal al saco vitelino y es un
tubo mds o menos recto e indiferenciado (Govoni et al., 1986). También se ha reportado

la presencia del higado y del pdncreas (Calzada et al., 1998). A pesar del incipiente
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grado de desarrollo, se ha registrado la actividad enzimdtica digestiva de proteasas,
carbohidrasas vy lipasas poco después de la eclosion (Sarasquete et al., 1995).

Los primeros dias de vida se caracterizan por un progresivo desarrollo morfoldgico
de las estructuras del tubo digestivo (Tanaka, 1973). Al inicio de la primera alimentacién, el
tubo digestivo presenta una diferenciacién inicial estructural y funcional (Fig. 5). Se
pigmentan los ojos y ocurre la apertura de la boca y del ano. Se observa la presencia del
higado y pdncreas, ambos funcionales. La mucosa en los intestinos anterior y posterior
presenta pliegues en desarrollo y enterocitos con numerosas microvellosidades que en
conjunto aumentan la superficie de absorcién. En algunas especies se ha reportado un
recto corto (Calzada et al., 1998; Pena, 2000). Del mismo modo, es posible distinguir un
estdbmago primordial que ha iniciado su desarrollo. Esta diferenciacion inicial posibilita a
las larvas para la busqueda, la ingestién, la digestion y la absorcidon del alimento vivo

durante la primera alimentacién.

Pancreas

Recto

; Intestino anterior Intestino
Bucofaringe Higado posterior

Figura 5. Diagrama generalizado del tubo digestivo al momento de la primera alimentacion de larvas de
peces marinos. Modificado de Tanaka (1973).
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La actividad enzimdtica digestiva presenta un desarrollo sincrénico a la
diferenciacién estructural del tubo digestivo. En el pdncreas inicia la formacién de
grdnulos de zimdgeno con enzimas hidroliticas como proteasas, lipasas y carbohidrasas, a
partir del segundo dia de desarrollo; los cuales, posteriormente son secretados hacia el
intestino anterior donde son activados (Kurokawa y Suzuki, 1995; 1996). De manera
general, una gran diversidad de actividades enzimdticas digestivas ha sido detectada

durante los primeros dias del desarrollo de las larvas de varias especies (Tabla |, pdag. 23).

Una vez iniciada, la actividad enzimdtica digestiva aumenta gradualmente con el
desarrollo, aunque pueden ocurrr fluctuaciones influenciadas por cambios en la
maduracién del tubo digestivo y po cambios en el tipo y cantidad de alimento
suministrado (Hjelmeland et al., 1988; Munilla-Moran et al., 1990; Zambonino-Infante y
Cahu, 1994; Zambonino-Infante et al., 1996; Cahu et al., 1998).

Los mecanismos de absorcidon varian muy poco entre las especies. De manera
general, la mucosa intestinal secreta pepfidasas y disacaridasas que hidrolizan
oligopéptidos y oligosacdridos -productos de la accién de las enzimas pancredticas- en
péptidos, aminodcidos y monosacdridos, respectivamente, que posteriormente son
absorbidos por los enterocitos con la ayuda de las fosfatasas dcida y alcalina que
intervienen en el proceso de absorcidon de nutrientes al nivel de microvellosidades, en la
region apical de las células intestinales. Los enterocitos del intestino anterior se
caracterizan por la presencia de vacuolas lipidicas digestivas, resultantes de la absorcién

de d&cidos grasos y monoglicéridos de los lipidos hidrolizados.

En el intestino posterior, los enterocitos muestran vesiculas y vacuolas
supranucleares, resultado del proceso de pinocitosis de proteinas que posteriormente son
digeridas infracelularmente (Watanabe, 1982a; 1984a). Algunos autores consideran esta
absorcién, y posterior digestidn intracelular de proteinas, como un mecanismo para

compensar la incompleta digestiéon proteica extracelular, debida al escaso desarrollo del

24



Funcidn digestiva en larvas de Paralabrax maculatofasciatus.

tubo digestivo y/o a la ausencia de un estbmago funcional en las primeras fases del

desarrollo.

Tabla I.- Actividad enzimatica digestiva registrada durante el desarrollo de larvas de diferentes
especies de peces marinos.

TIPO DE ENZIMA ESPECIE EDAD (DIAS) REFERENCIA

Proteasas

Tripsina Sparus aurata 0* Sarasquete et al. (1993)
Theragra chalcogramma 0* Oozeki y Bailey (1995
Lates calcarifer 0* Walford y Lam (1993)
Dicentrarchus labrax 0* Alliot et al. (1977)
Solea senegalensis 2 Ribeiro et al. (1999b)

Aminopeptidasa Chanos chanos 21 Ferraris et al. (1987)
Solea senegalensis 1 Ribeiro et al. (1999a)
Paralichthys olivaceus 0* Kurokawa y Suzuki (1998)
Psetta maxima 1 Cousin et al. (1987)

Quimotripsina Dicentrarchus labrax 0* Alliot et al. (1977)

Pepsina :

p Dicentrarchus labrax 24 Zambobino y Cahu (1994)

Leucil-alanina-peptidasa
Solea senegalensis 6 Ribeiro et al. (1999b)

Carbohidrasas

o amilasa Theragra chalcogramma 0% Oozeki y Bailey (1995)
Sparus aurata 3 Moyano et al. (1996)
Solea senegalensis 3 Ribeiro et al. (1999b)

a glucosidasa Dicentrarchus labrax 0% Alliot et al. (1977)

Lipasas

Lipasa Theragra chalcogramma 0% Oozeki y Bailey (1995)
Solea senegalensis 12 Ribeiro et al. (1999a)

Esterasas

Esterasa no especifica Dicentrarchus labrax 0* Alliot et al. (1977)

Fosfatasas

Fosfatasa alcalina Pleuronectes ferrunginea 3 Baglole et al. (1998)
Sparus aurata 0* Sarasquete et al. (1993)
Chanos chanos 3 Ferraris et al. (1987)
Solea senegalensis 3 Ribeiro et al. (1999b)

Fosfatasa 4cida Sparus aurata 0* Sarasquete et al. (1993)
Solea senegalensis 2 Ribeiro et al. (1999a)
Dicentrarchus labrax 0* Alliot et al. (1977)

* La edad 0 indica el momento de la eclosion.

25



Funcidn digestiva en larvas de Paralabrax maculatofasciatus.

Por su parte, el recto, debido a las caracteristicas de sus enterocitos (menor
cantfidad de microvellosidades), parece estar relacionado principalmente con procesos
de recuperacion de iones y agua, e incluso se ha reportado que actia en la

recuperacion de tripsina (Pedersen y Hjelmeland, 1988).

Una vez diferenciado el tubo digestivo, es comuUn que éste sufra una serie de
torsiones, aumentando el tiempo de permanencia del alimento, asi como la eficiencia
alimenticia de las larvas (Govoni et al., 1986). La aparicién de las gldndulas gdstricas es
considerada como el Ultimo evento de importancia en el desarrollo del tubo digestivo,
igualmente, son la Unica diferencia en la capacidad digestiva entre larvas y juveniles
(Boulhic y Gabaudan, 1992; Person-Le Ruyet et al., 1993; Bisbal y Bengtson, 1995). El tiempo
de aparicion de las gldndulas gdstricas varia de manera interespecifica, pudiendo ocurrir
a los 16 dias en larvas de Paralabrax maculatofasciatus (Pena et al., 2003), a los 20 dias en
Pagrus major (Tanaka, 1973), o a los 31 dias en Paralichthys dentatus (Bisbal y Bengtson,
1995). Pocos dias después de la aparicion de las gldndulas gdstricas, ocurre una transiciéon
en los mecanismos digestivos. Inicia la secrecion de pepsindgeno y dcido clorhidrico con
la consecuente disminucién del pH gdstrico (Segner, 1996). Existe evidencia que sugiere
que al inicio de la actividad proteolitica en el estbmago, el nimero de vesiculas
pinocitéticas en el intestino posterior decrece considerablemente como resultado de la
disminucion de la digestion intracelular (Ribeiro et al., 1999a; Pefa et al., 2003). No
obstante, es posible observar la presencia de vesiculas pinocitdticas tanto en juveniles

como en adultos (Watanabe, 1984b).

I.4. Absorcién de proteinas.

La ausencia de un estédmago funcional en la gran mayoria de las larvas de peces,
sugiere que éstas presentan diferentes mecanismos de digestidon proteica. Iwai y Tanaka
(1968) reportaron la presencia de vesiculas aciddfilas en los enterocitos del intestino

posterior de larvas de Hemiramphus sajori. También observaron que el tamanio de las
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vesiculas aumentaba con el desarrollo y sugirieron que se debian a la absorcién de
proteinas. Posteriormente, Iwai (1969) registrd, en larvas vy juveniles de Cyprinus carpio, una
relacion entre las vesiculas aciddéfilas y un aumento en el nimero de lisosomas que las
rodean, sugiriendo una digestién intracelular.

A partir de entonces se ha reportado la presencia de vesiculas pinocitdticas tanto
en larvas (Watanabe, 1981; 1982a; 1982b; 1984a; Segner y Rdsch; 1998; Pena 2000) como
en juveniles y adultos (Stroband y Dabrowski, 1979; Stroband y van der Veen, 1981;
Watanabe, 1982a; 1982b; 1984b) de diferentes especies que pueden o no presentar un
estémago funcional en los periodos juvenil y adulto.

Watanabe (1982b) describid el proceso de pinocitosis en larvas y juveniles de cinco
especies. Utilizando peroxidasa de rdbano como marcador, clasificd el proceso en cinco
etapas principales: ingestiéon, transporte, acumulacion, digestion y extincidon (Fig. 6, pdg.
26). Cada etapa ocurre a tiempos diferentes entre especies. Sin embargo, el fiempo en
alcanzar la etapa de digestién fue menor en larvas que en juveniles. En este mismo
estudio concluyd que las larvas utilizan la pinocitosis y la digestién intracelular como
mecanismo principal de digestion proteica a falta de un estdmago funcional durante los
primeros dias de desarrollo. Posteriormente, Watanabe (1984b) encontrd que la actividad
pinocitética de las células intestinales disminuye después de la aparicidén de las gldndulas
gdstricas y sugirid que ocurre como resultfado a un cambio de los mecanismos de
digestién proteica. Pena et al. (2003) registraron que las vacuolas pinocitéticas del
intestino posterior de larvas de Paralabrax maculatofasciatus, aparecen a los 4 dias y
eventualmente desaparecen después de la aparicidn de las gldndulas gdstricas, lo que

comprueba la hipdtesis de un relevo en el mecanismo digestivo de proteinas.
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Figura 6. Microfotografia del
intestino posterior. Se observan
las etapas del proceso de
absorcion y digestion intracelular
de proteinas en los enterocitos del
intestino posterior. My,.-
microvellosidades; Pv.- vesiculas
pinocitdticas; V.-vacuola
pinocitoética. Tomado de
Watanabe (1984a).

Estudiar y caracterizar el proceso de absorcion de proteinas, asi como el proceso
de digestién intracelular reviste gran importancia en la nutricién de larvas durante el
cultivo. Por un lado, se puede evaluar la aceptacién de dietas artificiales, ya sean
experimentales o comerciales, y por otfro lado, se puede determinar indirectamente

desarrollo de la funcién digestiva de los enterocitos del intestino posterior.

1.5. Efecto de la inanicién

Ademds de la depredacion, la disponibilidad de alimento es una de las principales
causas de mortalidad de las larvas de peces marinos (McFadzen et al., 1994). Puede
afectar el reclutamiento en las poblaciones naturales (O'Connell, 1980) y aumentar la
vulnerabilidad de las larvas a ser depredadas (Oozeki et al., 1989), asi como la calidad de
la semilla durante el cultivo (O'Connell, 1980, Theilacker, 1986). Varios autores han
demostrado que las larvas de peces son mds susceptibles a la inanicion al momento de la
primera alimentacion, (McGurk, 1984; Martin y Wright, 1987; Yin y Blaxter, 1987; Richard et

al., 1991; Ydfera et al., 1993).
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Los periodos de inanicidn muy prolongados, pueden influir negativamente en la
capacidad de alimentacion y desarrollo posteriores de las larvas (Yufera et al., 1993).
Ademds, las larvas llegan a un punto de deterioro fisico conocido como punto de no
retorno (PNR) (Blaxter y Hempel, 1963). Este punto corresponde al momento donde las
larvas todavia estdn vivas, pero estdn demasiado débiles para alimentarse, aln cuando
el alimento esté disponible, por lo que la muerte es inminente.

Los efectos de la inanicidén (total o temporal) han sido evaluados en larvas de
diferentes especies a nivel morfolégico, en base a mediciones morfométricas (Ehrlich et
al., 1976; Theilacker, 1978; 1986). Yin y Blaxter (1986) en larvas de Gadus morhua vy
Platichthys flesus y YUfera et al. (1993) en larvas de Sparus aurata, utilizaron caracteres
morfoldgicos como la altura de los miotomos, la altura del tubo digestivo, la altura del ojo,
la altura de la cabeza y la longitud del cuerpo como indicadores del estado de nutricidon
de las larvas. Asi mismo, mediante andlisis histolégicos se evaluaron las deformaciones
como la reduccién de la altura de los enterocitos, reduccion del didmetro de los
hepatocitos y afrofia de las fibras de fejido conectivo en larvas de Psetta maxima
(McFadzen et al., 1994), Engraulis mordax (O'Connell, 1976; 1980; Teilacker y Watanabe,
1989), Kareius bicoloratus (Oozeki et al., 1989), Anguilla japonica (Inui y Egusa, 1967),
Clupea harengus, Pleuronectes platessa (Ehrlich et al., 1976), Theragra chalcogramma
(Theilacker y Porter, 1995) y Pomacentrus coelestis (Hall y Bellwood, 1995). Theilacker (1978)
y Kjorsvik et al. (1991) sostienen que el tubo digestivo y las gldndulas asociadas son los
primeros érganos en mostrar los efectos de la inanicién, los cudles se ven reflejados en
alteraciones a nivel histolégico. En anos recientes, se han empleado técnicas bioquimicas
que permiten establecer la condicidén nutricional de las larvas a través de la
determinaciéon de la tasa RNA/DNA (Clemmesen, 1996).

Ya sea con fines de cultivo 6 como medio de estimacion de las tasas de
reclutamiento, es importante conocer el estado de la condicidon nutricional de las larvas

de peces. Gracias a la descripcion de los efectos de la inanicién a nivel morfométrico,
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histoldgico y/o bioguimico, ha sido posible establecer ciertos indicadores de inanicion, por
ejemplo, una mucosa intestinal con una talla inferior a 10 uym (Theilacker, 1978) o una baja
tasa RNA/DNA (Clemmesen, 1996), con los que se puede inferir el estado nutricional de las
larvas, ya sea en el medio natural 6 en el sistema de cultivo. Un indicador debe ser
especifico, en el sentido de que las larvas mal nutridas puedan ser detectadas antes de

alcanzar el punto de no retorno.
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Il. ANTECEDENTES

II.1. Biologia de la especie

La cabrilla arenera, Paralabrax maculatofasciatus (Serranidae: Percoidei) (Fig. 7),
se distribuye desde Monterey, California, hasta Mazatldn, México (Miller y Lea, 1972).
Habita principalmente en fondos rocosos y arenosos. Es un carnivoro de hdbitos diurnos y
nocturnos. Su espectro alimenticio estd basado principalmente de crustdceos y peces
pequenos, aungue ha sido registrada la ingesta de moluscos, gasterépodos y otros
invertebrados (Lluch-Cota, 1995). Su modalidad reproductiva corresponde a la de un
hermafrodita protoginico (Hastings, 1989; Liuch-Cota, 1995).

Es abundante en las aguas del noroeste de México y aiun cuando no es
comercializada en cantidades importantes, alcanza precios elevados en el mercado, y

segun Lluch-Cota (1995), su carne es considerada como de primera calidad.

Figura 7. Espécimen adulto de la cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus.
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I1.2. Experiencias de cultivo

A principios de la década pasada, diferentes centros de investigacién como el
Centro Regional de Investigaciones Pesqueras-La Paz, el Cenfro Interdisciplinario de
Ciencias Marinas-IPN, y la Universidad Auténoma de Baja California Sur, iniciaron los
intentos por implementar diferentes técnicas de cultivo de la cabrilla arenera. Asi, Matus-
Nivéon et al. (1990) con base a ciertos criterios como crecimiento y resistencia a la
manipulaciéon, catalogaron a la cabrilla arenera, entre otras, como una especie con un

buen potencial de cultivo.

Los primeros estudios fueron enfocados al mantenimiento y reproduccion en
cautiverio de la cabrilla arenera. Actualmente, se ha logrado la aclimatacion de los
reproductores y la obtencidn de desoves espontdneos mediante la manipulacién de
fotoperiodo y temperatura (Rosales-Veldzquez, 1997). E incluso se ha reportado la
conclusion del ciclo de cultivo (Martinez-Diaz et al., 2001). Asi mismo, se han publicado un
par de manuales con la tecnologia necesaria para desarrollar el cultivo a escala
comercial de esta especie (Sepesca, 1994; Avilés-Quevedo et al., 1995).

A mediados de la década pasada, comenzaron a abarcarse aspectos
relacionados con el cultivo larval. A partir de entonces, se ha determinado que las
mejores tasas de crecimiento se obtienen con una densidad de siembra de 50 larvas/litro
(Alvarez-Gonzdlez et al., 2001a) y se ha incrementado la sobrevivencia durante el cultivo
larval, de 5 % (Avilés-Quevedo et al., 1995) a 11 % (Alvarez-Gonzdlez et al., 2001a). De
manera paralela con el incremento en la sobrevivencia, se implementd un calendario de
alimentacion que consiste en alimento vivo exclusivamente durante las primeras semanas
de cultivo y un destete tardio aproximadamente a las tres 6 cuatro semanas después de
la eclosién. La Figura 8 (pdg. 31) muestra el calendario de alimentacién empleado

actualmente en la Unidad Piloto de Maricultivos del Centro Interdisciplinario de Ciencias
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Marinas del Instituto Politécnico Nacional durante el cultivo de larvas de la cabrilla

arenerda.

Etapa de desarrollo
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Figura 8. Esquema alimenticio de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) implementado
en la Unidad Piloto de Maricultivos del CICIMAR-IPN, basado en edad y estado de desarrollo.
Basado en Alvarez-Gonzalez (1999), Peiia (2000); ¢ = enriquecido, ne = no enriquecido.

En un primer infento por sustituir el alimento vivo por un alimento formulado,
Anguas-Vélez et al. (2000a) realizaron pruebas de destete por coalimentaciéon a los 15, 25
y 30 dias de edad, utilizando una dieta artificial experimental con un 55 % de proteina.
Obtuvieron una sobrevivencia de 2.7 % y sugirieron que el mejor momento para iniciar el

destete es a los 30 dias. Sin embargo, en ese momento se desconocian los aspectos
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bdsicos de la estructura y de la capacidad digestiva de las larvas que hacen posible la

digestion del alimento.

En una primera etapa por determinar el mejor momento para iniciar el destete de
las larvas de la cabrilla arenera, Pena et al. (2003) describieron el desarrollo del tubo
digestivo y reportaron que a partir del dia 5, éste se encuentra diferenciado en
bucofaringe, esdfago, estdmago, intestinos anterior y posterior y recto. La absorcion de
carbohidratos ocurre en ambos intestinos. Las proteinas son absorbidas en el intestino
posterior y los lipidos en el intestino anterior. Las gldndulas gdstricas se observan en el
estédmago por primera vez alrededor del dia 16 (LT = 7.2 mm a 25° C) y sugirieron que el
destete podria llevarse a cabo una vez que se observa la presencia de las gldndulas
gdstricas. Complementariamente, se ha descrito la ontogenia enzimdtica de larvas de la
cabrilla arenera, detectando actividad enzimdtica desde el momento de la eclosidon y

actividad proteolitica édcida alrededor del dia 12 (Alvarez-Gonzdlez, 2003).

Recientemente, con base a la ontogenia enzimdtica digestiva, Garcia-Gdémez
(2003) realizé el destete de larvas de la cabrilla arenera a los 17 y 22 dias, con tres dietas
microparticuladas cuya principal diferencia era la fuente de proteina (hidrolizado de
proteina de pescado, harina de calamar y harina de sangre). Obteniendo una mayor
sobrevivencia y crecimiento con la dieta a base de hidrolizado de proteina de pescado
cuando el destete se realizé a los 17 dias. Cuando el destete se realizd a partir de los 22

dias, se observd un mejor crecimiento con la dieta basada en harina de calamar.

También se han realizado estudios sobre los requerimientos nutricionales proteicos
de juveniles de la cabrilla arenera. Anguas-Vélez et al. (2000b) reportaron que juveniles de
2.5 g requieren al menos 55% de proteina con una dieta artificial a base de caseina.
Alvarez-Gonzdlez et al. (2001b), recomendaron el uso de una dieta artificial con un
contenido de 45-50 % de proteina para juveniles de 9-40 g. Por su parte, Carrasco-Chdvez,

2004) identificd cuatro fases en el metabolismo de los lipidos y dcidos grasos de larvas de
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la cabrilla arenera, y en juveniles de 0.38 grs, recomendd un nivel de inclusién de lipidos

en la dieta artificial igual a 15 %.
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I11. JUSTIFICACION

A pesar de los avances reportados en los Ultimos anos en el cultivo de larvas de la
cabrilla arenera, aun resaltan dos periodos que se han caracterizado por la presencia de
elevadas tasas de mortalidad y que involucran el proceso dlimenticio, éstos son: la
primera alimentacién exdgena vy la transiciéon de un alimento vivo a una dieta artificial. En
conjunto, ambas etapas determinan en gran medida el éxito del cultivo. Una elevada
eficiencia alimenticia durante estos periodos criticos permitird incrementar las tasas de
sobrevivencia.

Durante ambos periodos, las larvas deben adaptarse a la presencia de un nuevo
alimento. Resulta evidente que un mayor entendimiento de los procesos involucrados en
la obtencidon del alimento tanto en la primera alimentacion, asi como durante el destete
constituye una herramienta de gran utilidad durante el cultivo larval.

Una manera de lograr una mayor comprension del proceso alimenticio es
describiendo el estado de desarrollo de los érganos involucrados en el mismo (i.e. tubo
digestivo y sistema visual). En el caso de la cabrilla arenera, el desarrollo del tubo digestivo
ha sido descrito previamente (Pena et al., 2003). Por lo que ahora se describe el desarrollo
del sistema visual, asi como de la eficiencia alimenticia.

La eficiencia alimenticia se refiere a qué tanto alimento es aprovechado por parte
de las larvas e implica integrar aspectos como éxito de captura de presas, nUmero de
presas ingeridas, tiempo de permanencia del alimento en el tubo digestivo, tasa de
asimilacién del alimento ingerido, tasas de evacuacion, etc. En la presente tesis, el término
eficiencia alimenticia se refiere a la presencia de alimento en el tubo digestivo,
bdsicamente dos evaluaciones son consideradas: la incidencia alimenticia, definida
como el porcentaje de larvas con alimento presente en el tubo digestivo; y la intensidad
alimenticia, la cual es el nUmero de presas dentro del tubo digestivo de las larvas. Estas

evaluaciones permitirdn planificar los esquemas de produccién del alimento vivo.
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Por su parte, la primera alimentacién constituye uno de los principales eventos
dentro del ciclo de vida de los peces, durante el cual, las larvas deben comenzar a
alimentarse. Ahora bien, considerando las tasas de mortalidad observadas durante este
proceso, es importante establecer el efecto de aquellas condiciones de cultivo que
favorezcan el inicio del proceso alimenticio, incrementando asi la eficiencia alimenticia, lo
cual puede traducirse en una mayor sobrevivencia durante los primeros dias de desarrollo.

Ademds, es durante este momento en que las larvas son mds susceptibles a la
inanicién, lo cual puede traducirse en larvas de baja calidad con bajas tasas de
crecimiento y elevada incidencia de deformaciones que ponen en riesgo la calidad de
las larvas producidas. Es por ello que deben evaluarse los efectos producidos por un
retraso en la primera alimentacion, asi, serd posible la identificacion de aquellos
caracteres que denotan cierto grado de inanicién durante el cultivo larval.

Actualmente, la implementacion de una estrategia de sustitucion de alimento vivo
por un alimento artificial, es un paso que se considera como fundamental en el
establecimiento de un cultivo comercial rentable. Numerosas son Ias razones que apoyan
la implementacién de una estrategia de destete temprano. No obstante, antes de realizar
el destete es necesario conocer la fisiologia digestiva de las larvas, para ello, es debe
caracterizar el desarrollo de la capacidad digestiva de las larvas mediante la descripcién
de la onfogenia enzimdtica.

Por ofro lado, la presencia de la dieta artificial como Unico alimento puede
producir efectos que eventualmente se traducen en baja tasas de sobrevivencia. Resalta
la necesidad de caracterizar el efecto de la dieta artificial en el desarrollo de las larvas.
De esta forma podrd optimizarse la estrategia de destete, asi como realizar una
evaluaciéon del desempeno de la dieta artificial durante el cultivo larval, 1o cual permitird

tomar decisiones referentes a la viabilidad de la dieta artificial que se estd empleando.
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IV. HIPOTESIS

Tomando en cuenta el marco anterior. Los estudios realizados con anterioridad
(Pefia, 2000; Alvarez-Gonzdlez, 2003), sugieren que las larvas de la cabrilla arenera siguen
un patrén de desarrollo similar al de otras especies. Sin embargo, aldn existen interrogantes
que pretenden responderse mediante la presente tesis, es asi que se plantearon las
siguientes hipotesis:

e AUn cuando se ha corroborado en experimentos anteriores la ingesta de alimento
por las larvas de la cabrilla arenera, se desconoce el efecto que diferentes
intensidades de luz puedan tener en la eficiencia alimenticia de las larvas. Es de
esperarse que las larvas de la cabrila arenera incrementardn su eficiencia
alimenticia a mayores intensidades de luz, y que, por el contrario, no sean
capaces de alimentarse en condiciones de oscuridad total. Asi mismo, puede
esperarse que tanques de cultivo negros y mayores densidades de alimento
incrementen la eficiencia alimenticia de las larvas de la cabrilla arenera.

e FEl desarrollo del sistema visual en larvas de peces marinos presenta un patron
general que consiste en la aparicion de conos durante el inicio del desarrollo vy la
posterior aparicion de bastones durante la transformacién a juvenil (Evans y
Browman, 2004). Es de esperarse que en las larvas de la carbilla arenera se observe
el mismo patrén de desarrollo.

e Lo temprana deteccidn de larvas que presenten sinfomas de inanicidn y/o
malnutricién constituye una herramienta importante en la larvicultura. En la
presente tesis se realiza una evaluacién, a nivel histoldégico y morfolégico, del
efecto del retraso en la primera alimentacién sobre el crecimiento y desarrollo de
las larvas de la cabrilla arenera. Se pretende comprobar que la inanicién tiene un
efecto negativo en el crecimiento y desarrollo de las larvas, siendo éste mayor,

mientras mds tiempo se restringa la alimentacion.
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e En ofro orden de ideas, mediante técnicas enzimohistoquimicas ha sido posible
establecer los sitios de actividad de las enzimas digestivas, siendo particularmente
importante la mucosa intestinal (Lojda et al., 1979). De esta forma, en esta tesis se
pretende probar que la mucosa intestinal de las larvas de la cabrilla arenera
presenta actividad enzimdtica digestiva desde la primera alimentaciéon, y que la
actividad se incrementa durante el desarrollo.

e Por ofra parte, durante una estrategia de destete temprano, es de esperarse que
las larvas de la cabrilla arenera alimentadas con un alimento inerte presenten un
crecimiento menor al de las larvas alimentadas con alimento vivo.

e De esta forma, el efecto de la dieta artificial sobre el desarrollo podrd evidenciarse
mediante la evaluacion de caracteres histoldgicos y morfométricos, los cudles

podrdn emplearse como indicadores del desempeno de la dieta artificial utilizada.

Con la finalidad de comprobar las hipdtesis aqui expuestas, se han planteado los

siguientes objetivos.
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V. OBJETIVOS

V.1. GENERAL

Describir e integrar aspectos morfoldgicos, fisioldgicos y de cultivo; relacionados
con la alimentacién y funcion digestiva de larvas de la cabrilla arenera, Paralabrax

maculatofasciatus.

V.2. ESPECIFICOS

e Describir el desarrollo estructural del sistema visual y evaluar la eficiencia
alimenticia de larvas de la cabrilla arenera en condiciones de cultivo.

e Determinar el efecto de la infensidad de luz, el color del tanque vy la densidad de
alimento en la eficiencia alimenticia de la primera alimentacién exdégena de la

cabrilla arenera.

e Determinar el efecto del retraso de la primera alimentacidén y establecer
indicadores del estado de nutricién de larvas de la cabrilla arenera.

e Describir el desarrollo y la distribucion de las actividades enzimdaticas digestivas de
fosfatasa alcaling, fosfatasa dcida, dipeptidil aminopeptidasa IV, aminopeptidasa
My esterasa no especifica, de larvas de la cabrilla arenera, por medio de técnicas
enzimohistoquimicas.

e Determinar los efectos del destete con de una dieta artificial microparticulada
sobre el desarrollo, a nivel histolégico y morfolégico de las larvas de la cabrilla

arenerda.
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VI. MATERIAL Y METODOS

Para cada uno de los bioensayos reportados en la presente tesis, se obtuvo un
desove espontdneo de diferentes lotes de reproductores de la cabrilla arenera, los cuales
fueron mantenidos en el laboratorio de Biologia Experimental del Centro Interedisciplinario
de Ciencias Marinas del Instituto Politécnico Nacional (CICIMAR-IPN. Las condiciones de
cultivo de los reproductores fueron las mismas en cada desove obtenido: temperatura y
fotoperiodo de 23°C y 13:11 luz:oscuridad, respectivamente. Los reproductores fueron
alimentados con trozos de sardina y calamar a saciedad aparente. Los reproductores
desovan durante la noche vy los huevos son recolectados a la manana siguiente en un
sistema recolector que consta de una serie de tamices. Seguidamente, se realizé una
evaluaciéon volumétrica del desove, la cual considera a los huevos viables como los que
flotan y a los muertos como los que no flotan (Rosales-Veldzquez (1997).

Posteriormente, los huevos viables fueron transportados a la Unidad Piloto de
Maricultivos del CICIMAR-IPN, y fueron sembrados en una tolva de incubacién de 100 | a
una temperaruta de 25° C y salinidad de 35 ups, y aireacidén constante, hasta el momento
de la eclosidon. Posteriormente fueron sembrados y sometidos a diferentes disefos

experimentales, los cuales se detallan a continuacion.

VI.1. SISTEMA VISUAL Y EFICIENCIA ALIMENTICIA

Los eleuteroembriones fueron sembrados a una densidad inicial de 150
eleuteroembriones/Il en tres fanques de 100 | con agua de mairr filfrada a 25 + 0.2° C, 35 ups
de salinidad y fotoperiodo de 12:12 (luz:oscuridad). La intensidad de luz en la superficie de
los tanques de cultivo era de 500-540 lux. Las larvas se alimentaron una vez al dia (por la
mananal), desde el dia 2 al dia 4 con rotiferos Brachionus plicatilis (1-3 rotiferos/ml); rotiferos

enriguecidos con Selco™ (Artemia Systems, Bélgica) desde el dia 5 al dia 13 (7-10
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rotiferos/ml); nauplios de Artemia enriquecidos (1-4 nauplio/ml) desde el dia 12 al dia 17; y
juveniles de Artemia (0.25 juveniles/ml) desde el dia 14 al dia 22. Las cantidades y tiempos
de enriquecimiento de los rotiferos y los nauplios de Artemia fueron las recomendadas por
el productor. No se suministraron microalgas durante este bioensayo.

VI.1.1. Desarrollo del sistema visual.

Diariamente, desde la eclosidon hasta el dia 14, y posteriormente cada dos dias
hasta el dia 22, un total de 40 larvas fueron recolectadas de manera aleatoria antes de la
alimentacion. Se anestesiaron con metil sulfonato de tricaina (Sargent, USA) (MS-222, 35
mgy/l) y fueron fijadas con formol al 4 %. Posterior a un proceso de deshidratacion en varias
magnitudes de alcohol, fueron incluidas en una doble matriz de alginato y parafina
(Munetén-Gémez et al., 1989). Se obtuvieron cortes sagitales de 5 um de espesor con un
microtomo de rotacién y fueron tenidos con hematoxilina-eosina (Davenport, 1960). Se
analizaron las muestras con un microscopio éptico para describir el desarrollo del ojo.
Adicionalmente, se midid¢ el didmetro de la lente y la altura de las capas de la retina
utilizando el software de andlisis de imagenes Image Pro Plus v4.5 (Media Cybernetics, MD
USA).

VI.1.2. Evaluacion de la eficiencia alimenticia.

Todos los dias desde el dia 2 al dia 12 y cada dos dias hasta el dia 18 y finalmente
el dia 21, treinta larvas de cada tanque fueron recolectadas una hora después de la
alimentacion. Las larvas fueron anestesiadas y fotografiadas con el analizador de
imdgenes Image Pro Plus v4.5, para medir la longitud total (LT), didmetro del ojo (DE) vy
altura de la cabeza (AC). Asi mismo, se determinaron la incidencia e intensidad
alimenticias para cada dia de muestreo. La incidencia alimenticia se determiné como el
porcentaje de larvas recolectadas que presentaban alimento en el tubo digestivo. La
intensidad alimenticia se midid como el nUmero de presas contadas en el tubo digestivo
(Yin y Blaxter, 1987). Ambas mediciones se realizaron con un microscopio estereoscépico

(Olympus, SZ40, Japdn).
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Los datos sobre la incidencia alimenticia fueron tranformados utilizando Varcsen x
antes de realizar los analisis estadisticos. Se realizd una ANOVA de una via. Cuando se

encontraron diferencias significativas, se aplicd una prueba de Tukey (P < 0,05).

VI.2. PRIMERA ALIMENTACION Y EFICIENCIA ALIMENTICIA

En un primer experimento se determiné el efecto de la intensidad luminosa, y en el
segundo se describid el efecto de la densidad de alimento y color del tanque de cultivo

sobre la eficiencia alimenticia de las larvas durante la primera alimentacién.

VI.2.1. Efecto de la intensidad luminosa.

Se determind por triplicado el efecto de cuatro intensidades de luz (0, 100, 400 y
700 lux). Para ello se utilizaron 12 acuarios de vidrio de 101 (30 cm de largo, 20 cm de alto y
20 cm de ancho). La luz se suministré con 8 Idmparas blancas de luz fluorescente de 75
watts c/u (Phillips). Las diferentes intensidades luminosas se obtuvieron colocando los
acuarios a diferentes distancias de la fuente de luz y cubriéndolos con una malla cuando
era necesario. La intensidad luminosa se midié con un fotdmetro (L246373, Extech Inst.
USA) en la superficie del agua. Para proveer una iluminacién homogénea, los acuarios
fueron forrados con papel blanco. Las larvas se sembraron en los acuarios al momento de
la primera alimentaciéon (dia 2), a una densidad de 50 larvas/Il. Después de un periodo de
aclimatacién de dos horas, las larvas fueron alimentadas con rotiferos Brachionus plicatilis
sin enriquecer a una densidad de 3 rofiferos/ml. No se agregaron microalgas en los
acuarios.

Una hora después de la alimentacién, 30 larvas fueron recolectadas de cada
acuario y anestesiadas con MS-222 (35 mg/l). La eficiencia alimenticia se evalué como la
incidencia y la infensidad alimenticia, descritas en el apartado anterior.

Los datos sobre la incidencia alimenticia fueron tranformados utilizando Varcsen x

antes de realizar los analisis estadisticos. Los datos fransformados de la incidencia
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alimenticia y los datos de la intensidad alimenticia fueron analizados con un ANOVA de
una via con la intensidad luminosa como factor. Cuando se encontraron diferencias

significativas entre los tfratamientos, se realizé una prueba de Tukey (P < 0,05).

V1.2.2. Efecto del color del tanque y la densidad de alimento.

Se utilizaron 27 acuarios de vidrio de 10 | (30 cm largo, 20 cm de alto y 20 cm de
ancho), de diferente color (9 blancos, 9 grises y 9 negros). Para proveer una iluminacién
homogénea, los acuarios fueron pintados con pintura epdxica no téxica (Prometal,
Fulmex E-26-B, México). Un dia después de la eclosidn, se sembraron las larvas en los
acuarios a una densidad inicial de 50 larvas/l. Con base a los resultados obtenidos con
respecto al efecto de la intensidad de luz sobre la eficiencia alimenticia, los acuarios se
mantuvieron bajo una intensidad de luz que fluctuaba entre los 500 y 700 lux. Las
condiciones de cultivo fueron temperatura de 25° C vy salinidad de 35 ups, el fotoperiodo

fue de 12:12 (luz:oscuridad).

Al dia 2, las larvas fueron alimentadas con el rofifero Brachionus plicatilis en tres
densidades diferentes (5, 10 y 15 rotiferos/ml) por triplicado para cada color de tanque.
Nannochloropsis oculata se agregd a los acuarios como “agua verde” a una densidad de
300, 000 céls/ml. Una hora después de cada alimentacién, se recolectaron 30 larvas por
acuario y se anestesiaron con MS-222 (35 mg/l). La eficiencia alimenticia se determind

mediante la incidencia y la intensidad alimenticia, descritas anteriormente.

Los datos sobre la incidencia alimenticia fueron tranformados utilizando Varcsen x
antes de realizar los analisis estadisticos. A los datos se les aplicd un ANOVA de 2 vias con
el color del tanque y la densidad de presas como factores. Cuando se enconfraron

diferencias significativas entre los tfratamientos, se realizé una prueba de Tukey (P < 0,05).
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VI.2.3. Efecto del retraso en la primera alimentacion en el desarrollo y eficiencia

alimenticia.

Los eleuteroembriones recién eclosionados fueron sembrados en 12 tanques de
100 | a una densidad inicial de 50 larvas/I. Las condiciones de cultivo fueron de 24 +0,4° C
y 36 ups. Cuatro tratamientos fueron evaluados por triplicado: la primera alimentacion a
partir del dia 2 como control; y un retraso en la primera alimentacién de 1 dia (D1), 2 dias
(D2), y 3 dias (D3). Un lote de larvas se mantuvo en inanicién total.

El régimen alimenticio fue el mismo para todos los tratamientos: rotifero Brachionus
rotundiformis (5 rotiferos/ml) por dos dias; rotiferos enriquecidos con Selco® (Artemia
Systems, Belgium) (5 rotiferos/ml) durante 10 dias; y nauplios de Artemia enriquecidos con
Selco® (3-5 nauplios/ml), durante 10 dias. Las concentraciones y tiempos utilizados del
enriguecedor fueron aquellos recomndados por el productor.

Desde la eclosidn y hasta el dia 19, 30 larvas fueron recolectadas de cada tanque
una hora después de la alimentacion. Se anestesiaron y fotografiaron con el analizador de
im&genes Image Pro Plus v4.5. Se realizd la medicién de 6 caracteres morfométricos:
Longitud total (LT), altura del cuerpo (ACP), didmetro del ojo (DO), altura de la cabeza
(AC), altura del higado (AH), altura del tubo digestivo (ATD) y altura del mUisculo (AM)

(YUfera et al., 1993) (Fig. 9, pdg. 44).
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Figura 9. Diagrama esquematico con las mediciones tomadas en las larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus). AC = altura de la cabeza; ACP = altura del cuerpo; AH= altura del higado; AM
= altura del masculo; ATD = altura del tubo digestivo; DO = diametro del ojo; LT = longitud total.

En cada dia de muestreo, adicionalmente se recolectaron 30 larvas de cada
fratamiento. Se anestesiaron y se fijaron con solucidn Bouin. Después de 24 horas se
preservaron en alcohol etilico al 70 %. Se incluyeron en parafina y se realizaron cortes
histoldégicos de 5 um de espesor. Los cortes fueron tenidos con la técnica histolégica
general de hematoxilina-eosina (Davenport, 1960). Las preparaciones permanentes fueron
fotografiadas con el analizador de imdgenes Image Pro Plus v4.5 y se midieron la altura de
los enterocitos en las dos secciones del intestino (desde la membrana basal hasta la punta
del borde de cepillo) y el drea del nicleo de los hepatocitos (Fig. 10, pdg. 45).

Se determinaron la incidencia e intensidad alimenticia para cada tratamiento en
cada dia de muestreo, siguiendo la metodologia de los capitulos anteriores. El punto de
no retorno se determind como el tiempo en dias en que la incidencia alimenticia de la
primera alimentacién disminuye a menos del 50 % de la incidencia alimenticia mdxima
registrada entre los tfratamientos (Blaxter y Hempel, 1963; YUfera et al., 1993).

Todas las mediciones fueron analizadas con un ANOVA de una via con el tiempo
de inanicién como factor. Cuando se encontraron diferencias significativas entre los

fratamientos, se realizd una prueba de Tukey (P < 0,05).
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Figura 10. Microfotografia de la mucosa intestinal (A) y del higado (B) de las larvas de la cabrilla arenera
(Paralabrax maculatofasciatus) con las mediciones realizdas. Tincion, hematoxilina-eosina. Barras
=20 um. f = alimento, en = enterocitos, p = pancreas.
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VI.3. FISIOLOGIA DIGESTIVA Y ALIMENTACION DE LARVAS

VI.3.1. Desarrollo y distribucion de la actividad enzimatica digestiva.

Los eleuteroembriones fueron sembrados en 12 tanques de 100 | a una densidad
de 50 larvas/l. Las condiciones de cultivo fueron 25.3° C y 35 ups, el fotoperiodo utilizado
fue de 12:12 luz:oscuridad.

Las larvas fueron alimentadas a partir del dia 2 y hasta el dia 4 con el rotifero
Brachionus plicatilis (densidad promedio 1.7 rotiferos/ml). Rotiferos enriquecidos con
Selco® durante los dias 5 al 15 (densidad promedio 7.8 rotiferos/ml). Nannochloropsis
oculata se agregd a los tanques como “agua verde" desde el dia 1 al dia 5 a una
densidad de 300 000 células/ml. Nauplios de Artemia se agregaron durante los dias 12y 13
a una densidad promedio de 1.6 nauplios/ml. Nauplios enriquecidos con Selco® se
agregaron durante los dias 14 al 29 a una densidad promedio de 7.7 nauplios/ml. Artemia
de 12 dias de edad (densidad promedio 0.1 Artemia/ml) fue agregada a las larvas
durante los dias 20 hasta el final del experimento al dia 30.

Se llevaron a cabo recolectas matutinas previas a la alimentacion los dias 2, 6, 10,
15, 20, 25 y 30. Cada dia se recolectaron 30 larvas por cada actividad enzimdtica
determinada. Las larvas fueron anestesiadas con MS-222 (35mg/l) y fotografiadas para el
posterior registro de la longitud total (LT) con la ayuda del analizador de imdgenes Image
Pro Plus v4.5. Inmediatamente después fueron enjuagadas con agua destilada vy
preservadas en nitrégeno liquido (-156° C) y almacenadas a -80° C hasta el momento de
sU procesamiento enzimohistoquimico.

Se utilizaron técnicas enzimohistoquimicas para detectar la presencia de la
actividad de cinco enzimas digestivas (Tabla I, pdg. 48). Estas técnicas permiten la
deteccidén del sitio de produccién de la actividad enzimdtica mediante la precipitaciéon
de un sustrato especifico (Lojda et al., 1979). En el anexo (pdg. 137) se presentan en

detalle las técnicas utilizadas.
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Se realizaron cortes sagitales (10-15 um), de todas las larvas muestreadas, en un
criostato (Carl Zeiss, modelo HMNS505-N, Alemania) (-18° a -25° C) en el laboratorio de
Histologia del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR, La Paz, B.C.S.).
Los cortes fueron incubados en un sustrato especifico y las laminillas fueron selladas
permanentemente con gelatina. En todos los casos, como controles negativos, se
tomaron cortes que fueron incubados en medios sin el sustrato especifico. Todos los
reactivos utilizados en las técnicas enzimohistoquimicas fueron adquiridos de Sigma (St.
Louis, MO).

Las preparaciones histolégicas obtenidas de las pruebas enzimohistoquimicas se
analizaron con la ayuda de un microscopio éptico a diferentes magnitudes (5x, 10x, 40x,
100x). Las regiones que mostraron la presencia de actividad enzimdtica se registraron
mediante el programa analizador de imdgenes Image Pro Plus v4.5.

La evaluacién de la actividad enzimdtica consiste en la identificacion de las zonas
de produccién enzimdtica digestiva mediante una clasificaciéon semicuantitativa de la
intensidad de la reaccién colorimétrica. Las escalas fueron: reaccién negativa (-) (cuando
no se observd coloracidn), reaccién débil (+) (cuando fue ligeramente perceptible),
reacciéon moderada (++) y reaccién fuerte (+++) (cuando fueron claramente observadas).
Este tipo de evaluacién ha sido empleado por Segner et al. (1989) y Gawlicka et al. (1995)

en larvas de Coregonus lavaretus y Acipenser transmontanus, respectivamente.
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Tabla Il. Técnicas enzimohistoquimicas y sustrato especifico utilizado en cada técnica.

Enzima Sustrato especifico pH Tiempo de Referencia

incubaién (min)

Proteasas

Aminopeptidasa M L-Leucil-4-metoxi-f- 6.5 45 Segner et al.,
(E.C.3.4.11.2) naftilamida 1989
Dipeptidil-aminopeptidasa IV Glicil-prolil-4-metoxi-p- 7.2 90 Lojda et al.,
(E.C.3.4.11.2) naftilamida 1979
Esterasas

Esterasa no especifica a-naftil acetato 7.4 30 Segner et al.,
(E.C3.1.1) 1989
Fosfatasas

Fosfatasa alcalina a-naftil fosfato 9.2 60 Lojda et al.,
(E.C3.13.1) 1979
Fosfatasa acida B-glicerofosfato 5.0 60 Lojda et al.,
(E.C3.13.2) 1979

V1.3.2. Efecto del destete en el desarrollo y la condicién nutricional.

VI1.3.2.1. Determinacion del tamafio de la particula.

Previo a la implementacion de la estrategia de destete, fue necesario determinar
el tamano de particula de la dieta artificial a suministrar. Se realizé la medicidon del
tamano de la boca de las larvas siguiendo la metodologia propuesta por Dabrowski y
Bardega (1984). Para ello se midié la longitud de la maxila inferior durante el desarrollo de
la cabrilla arenera. Se asume que la apertura de la boca, al momento de la ingesta,
presenta un dngulo de 45°. De esta forma, se aplicd la siguiente féormula:

Tan (45°) * (longitud maxila inferior)
La Figura 11 (pdg. 49) muestra el tamano de la boca durante el desarrollo de la

cabrilla arenera a 25° C.
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De acuerdo con Hunter (1981), el tamano éptimo del alimento ingerido por las
larvas de peces corresponde a un 40% del tamano de la boca. Asi, se determind que el
tamano de la boca al dia 17 es de 1017.0 £ 197.8 um y el tamano inicial de la particula del
alimento artificial a utilizar en el presente experimento correspondié a 428 pm. Los
intervalos de talla de las microparticulas producidas y administradas fueron de 300-500 (a

partir del dia 17) y 500-700 um (a partir del dia 25).
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Figura 11. Tamaifio de la boca (0) y longitud total (A) de la cabrilla arenera desde la primera alimentacion,
hasta el dia 18 a 25 ° C. Los puntos representan los valores promedios (n=30). Las barras indican la
desviacion estandar. La flecha indica el momento de inicio del destete.

VI1.3.2.2. Condiciones de cultivo y alimentacién
Los eleuteroembriones fueron sembrados en 8 fanques de 120 | a una densidad de

50 larvas/l. Las condiciones de cultivo fueron 25 + 0.4°C y 35 ups. La intfensidad de luz en la

superficie del agua fue de 500-700 lux proporcionada por Idmparas de luz fluorescente

Phillips de 75W, el fotoperiodo fue de 16:08 (luz:oscuridad).
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El diseno experimental consistié en un control cuya alimentacién fue en base a
alimento vivo; y un tratamiento al cual se le suministré una dieta microparticulada a partir
del dia 17, ambos con 4 réplicas.

A partir del dia 2 y hasta el dia 5, se agregd Nannochloropsis oculata a todos los
tanques de cultivo a una densidad de 300,000 células/ml. Las larvas fueron alimentadas a
partir del dia 2 con el rotifero Brachionus plicatillis a una densidad de 5 rotiferos/ml, desde
el dia 3 y hasta el dia 14 se alimentaron con rotiferos enriquecidos con Selco© (Artemia
Systems, Bélgica) a la misma densidad. A partir del dia 12 se agregaron nauplios de
Artemia enriquecidos con Selco© a una densidad de 3 nauplios/ml. La cantidad del
enriguecedor utilizada en los rotiferos y nauplios de Artemia fue la sugerida por el
productor.

La sustitucion de alimento se inicid en cuatro tanques de cultivo a partir del dia 17,
mediante una coalimentacién de 4 dias de duracién (Tabla lll, pdg. 51). La dieta artificial
suministrada es del tipo microparticulada. La fuente de proteina fue harina de pescado y
quistes desencapsulados de Artemia (Tabla IV, pdg. 51), los cuales representan una fuente
de proteina altamente digerible (Garcia-Ortega et al., 2000a). Fue elaborada vy
proporcionada por el Dr. Armando Garcia Ortega del Centro de Investigacién de
Alimentos y Desarrollo de Mazatldn. Dicho alimento ha sido empleado en especies como
Clarias gariepinus (Garcia-Ortega et al., 2000a; 2000b; 2001) y Sphoeroides annulatus
(Garcia-Ortega et al.,, 2003). La composicidon proximal (% peso seco) de la dieta fue

proteinas 48.4; lipidos 12.3; cenizas 9.4 y materia seca 91.5 (Garcia-Ortega et al., 2003).
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Tabla Ill. Estrategia de co-alimentacion aplicada a las larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus). La frecuencia alimenticia fue de 4 alimentaciones/dia con un intervalo de 4 horas
por racion a partir de las 08:00 hrs.

Tipo de alimento

Edad (Dias) Nauplios de Artemia Dieta Artificial

17 3 /ml 0.1 gr

18 2 /ml 0.1 gr

19 1/ml 0.2¢gr

20 1/ml 0.2¢r
21-33 - Saciedad aparente

Tabla IV. Formulacion de la dieta artificial microparticulada utilizada en la estrategia de destete de las
larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus). Los datos representan el nivel de inclusién
(% de peso seco).

Ingrediente % de inclusion
Quistes desencapsulados de Artemia2 74.0
Harina de sardinab 15.7
Aceite de higado de bacalaoc 2.6
Premezcla de vitaminasd 1.7
Premezcla de mineralesd 1.0
CMCe 5.0

* Artemia shell free, INVE Aquculture Inc. UTA, USA.

® Harinas y aceites de Occidente, S.A., Mazatlan, México.
“Drogueria Cosmopolita, S.A. de C.V., México.

4Malta Cleyton, Malta Texo de México S.A. de C.V.

¢ Carboximetilcelulosa sal de sodio, Fluka CEIME, Buchs, Suiza.

VI1.3.2.3 Toma de muestras y analisis.
Los dias 15, 21, 27 y 33, previo a la alimentacién, se realizaron muestreos de 10
larvas por tratamiento. Las larvas fueron anestesiadas con MS-222 (35 mg/l) y se

fotografiaron para medir pardmetros de desarrollo como, la longitud total (LT), didmetro
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del ojo (DO), altura de la cabeza (AC), longitud de la cabeza (LCA) y la altura de la
musculatura a nivel del ano (AM). La medicién se hizo con el programa Image Pro Plus
v4.5. Posterior a la digitalizacion, las muestras (n=10) fueron liofilizadas durante 24h y se
determind el peso seco en una balanza andlitica. Adicionalmente, para evaluar la
condicién nutricional, los mismos dias de muestreo se recolectaron 5 larvas por
fratamiento. Estos individuos fueron anestesiados vy fijados con formol al 4 %. Después de
una deshidratacion en alcohol de graduacion ascendente, fueron incluidas en parafina y
se realizaron cortes histolégicos (5 um) en un microtomo de rotacién. Posteriormente
fueron tenidas con la técnica general hematoxilina-eosina (Davenport, 1960). Las
preparaciones permanentes fueron observadas en un microscopio éptico. Utilizando el
analizador de imdgenes Image Pro Plus v4.5, se tomaron fotografias digitales del intestino
posterior, intestino anterior e higado.

En el intestino anterior se midié la altura de los enterocitos, en el higado se realizd la
medicion del drea del nUcleo de los hepatocitos y en el intestino posterior se llevd a cabo
el conteo y la mediciéon del drea de las vacuolas pinocitéticas. Los resultados obtenidos se
compararon entre el control y el fratamiento de destete.

Los datos de peso seco y las mediciones morfométricas, fueron analizados con una
t de student para cada dia de muestreo. Los valores de la altura de los enterocitos en el
intestino anterior y el drea del nucleo de los hepatocitos fueron analizados con un ANOVA
de una via con el tipo de alimento como factor. Cuando se encontraron diferencias
significativas, se realizé una prueba de Tukey (P < 0,05). El drea de las vacuolas

pinocitéticas en el intestino posterior se analizé con un andlisis de frecuencia Chiz.
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VI1I. RESULTADOS

VIL1. SISTEMA VISUAL Y EFICIENCIA ALIMENTICIA
VII.1.1. Desarrollo del sistema visual.

Al momento de la eclosidon, el ojo estd indiferenciado. La lente estd presente con
un didmetro inicial de 26.0 = 3.1 um. La retina estd formada por células indiferenciadas en

un arreglo concéntrico sin estratificacion (Fig. 12A, pdg. 54).

Al dia 1 se observaron cinco capas celulares en la retina. Desde el exterior al
interior, estas fueron: capa nuclear externa, capa plexiforme interna, capa nuclear
interna, capa plexiforme interna y capa ganglionar. La capa de pigmento epitelial ain no
se observa (Fig. 12B, pdg 54). La capa nuclear externa estd formada por los segmentos

nucleares de los conos en desarrollo.

Al dia 2, la capa de pigmento epitelial se observd en la superficie del ojo,
rodeando la capa nuclear externa de la retina. (Figs. 13A, pdg. 55). Los segmentos
externos de los conos sencillos ya estaban bien formados a partir de este dia (Figs. 13B,

pAg. 55; 14A, pag. 56).

A lo largo del periodo de estudio se observd un incremento en la altura de las
capas de la retina (Tabla V, pdg. 57) y del didmetro del ojo (Fig. 15, pdg. 57). El didmetro
del ojo estd significativamente relacionado a la longitud total r2 = 0.993 (y =-0.021 + 0.077x)

y ala altura de la cabeza r2 = 0.99 (y = 0.048 + 0.294x) (Fig. 16, pdg. 58).
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Figura 12. Microsecciones del sistema visual de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus)
alos 0 y 1 dias de desarrollo. (A) Seccién longitudinal del ojo al momento de la eclosion. La flecha
indica la capa de tejido conectivo rodeando a la retina indiferenciada. Barra = 20 pm. (B) Ojo al dia
1. Formacién inicial de las capas de la retina. Los segmentos exteriores de los conos no estan
totalmente desarrollados. No hay pigmento epitelial. La cabeza de flecha indica la posicion de la
capa plexiforme externa. Tinciéon hematoxilina-eosina. Barra = 15 um. gcl = capa ganglionar; inl =
capa nuclear interna; ipl = capa plexiforme interna; le = lente, m = musculo; onl = capa nuclear
externa; re = retina.
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Figura 13. Microsecciones del sistema visual de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus)
a los dos dias de desarrollo. (A) Seccion longitudinal de una larva al dia 2. El pigmento epitelial
rodea la retina (cabeza de flecha). En el tubo digestivo se observa una valvula intestinal. Barra =
200um. (B) Corte longitudinal de ojo al dia 2. El pigmento epitelial (pel) esta presente a partir de este
dia. El asterisco se refiere a la capa nuclear externa. Barra = 20 um. Tincion, hematoxilina-eosina.
gcl = capa ganglionar; inl = capa nuclear interna; ipl = capa plexiforme interna; le = lente; pel = capa
de pigmento epitelial; ai = intestino anterior; b = cerebro; bc = cavidad bucal; pi = intestino posterior.
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Figura 14. Microsecciones del sistema visual de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus)
a los 8 y 14 dias de desarrollo. (A) Ojo al dia 8. Los segmentos exteriores de los conos estan bien
desarrollados. Barra = 10 um. (B) Conos dobles (flecha) se observan por primera vez al dia 14. Barra
=20 pm. Tincion hematoxilina-epsina. gcl = capa ganglionar; inl = capa nuclear interna; ipl = capa
plexiforme interna; onl = capa nuclear externa; opl = capa plexiforme externa; os = segmentos
exteriores; pel = capa de pigmento visual.
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Funcidn digestiva en larvas de Paralabrax maculatofasciatus.

Tabla V. Altura de las capas de la retina durante el desarrollo de larvas de la cabrilla arenera
(Paralabrax maculatofasciatus). Los valores representan la media (n = 30) (desviacién estandar.). Letras
diferentes denotan diferencias significativas entre columnas (P<0.05). El asterisco indica que ain no se

desarrolla.
Edad (Dias)
Capas de la Retina 1 2 5 14 21
Capa de pigmento * 7.86 (242  11.02(3.52)° 12.16 (2.47)™ 23.80 (8.81)"
Capa nuclear externa 4.45(0.78)" 5.37(2.03)" 6.99(1.98)°  838(0.51)°  18.17 (4.53)"

Capa plexiforme externa 446 (1517 3.14(126)° 547Q234)"  6.26(1.96)°  7.31(1.48)
Capa nuclear interna 21.52 (4.14)  9.11(1.74)> 12,51 (1.89)* 17.25(3.79) 71.29 (22.34)"

Capa plexiforme interna 533 (171"  11.32(3.15° 18.93(5.96)° 22.07(7.24)°  31.56 (7.60)°

Capa ganglionar 17.04 (4.33)" 15.41 (2.87)" 19.34 (4.80)" 20.58 (4.54)* 32.18 (15.43)°
Diémetro de lente 36.92 (2.25) 40.74 (3.21)* 57.86(2.03)° 112.60 (5.56)° 355.04 (6.07)°
9 q r 25

—@— Longitud total
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Figura 15. Longitud total, diametro del ojo y altura de la cabeza (media + desviacion estandar, n = 30)
durante el desarrollo de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus).
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Figura 16. A) Regresion lineal entre el didmetro del ojo y la longitud total; B) Regresion lineal entre el
diametro del ojo y altura de la cabeza. En ambos casos n = 30.
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A partir del dia 14 se observaron por primera vez una serie de conos dobles (Fig.
14B, pd&g. 56), cuya presencia se incrementd en los dias posteriores. A partir del dia 16, se
observaron varias células, presumiblemente provenientes de la capa nuclear interna,
incorpordndose a la capa nuclear externa (Fig. 17A, pdg. 60). Al dia 22, se observaron los
bastones en la capa nuclear externa de la retina (Fig. 17B, pdg. 60), dando como
resultado la formacién de una retina dual, es decir, compuesta por conos y bastones

como fotorreceptores.

VII.1.2. Evaluacioén de la eficiencia alimenticia.

La incidencia alimenticia en la primera alimentaciéon fue de 35 % y se incrementd
significativamente al dia siguiente (96 %). A partir del dia 7 la incidencia fue del 100 % vy se
mantuvo durante todo el periodo de estudio.

La intensidad alimenticia inicial fue de 1 rofifero/larva y se incrementd con el
desarrollo. De hecho, pueden distinguirse tres etapas en funcidn a la intensidad
alimenticia (Fig. 18, pdg. 61). Una primera etapa durante los primeros dias de desarrollo (2-
6) en que la intensidad alimenticia se mantiene por debagjo de los 15 rotiferos/larva.
Posteriormente (dias 7-12) se observa un incremento significativo en el nUmero de presas,
registrdndose la mayor intensidad alimenticia al dia 10 con 56.9 t 9.6 rotiferos/larva. De
hecho, la intensidad alimenticia durante los primeros 12 dias de desarrollo estd
significativamente relacionada con la altura del tubo digestivo r2 = 0.960 (y = 3236.21x 29¢),
Finalmente, el nUmero promedio de rotiferos en el tubo digestivo de las larvas decrece
significativamente después de la adicién de nauplios de Artemia a partir del dia 12. El
numero de nauplios de Artemia se incrementd de 2.8+ 1.9 en el dia 12, a 12.1 £ 3.7 en el

dia 18.
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Figura 17. Microsecciones del sistemna visual de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus) a los 16 y 22 dias. (A) Ojo al dia 16. Células de transicion (flechas) estan
presentes en la capa nuclear externa. Barra = 20 um. (B) Ojo al dia 22. Los bastones (flechas) se
presentan en la retina. Barra = 20 um. pel = capa de pigmento epitelial; onl = capa nuclear externa;
opl = capa plexiforme externa; inl = capa nuclear interna.
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Figura 18. Intensidad alimenticia (nimero de presas ingeridas) de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus) desde la primera alimentacion hasta el dia 21. Se observan tres periodos de
intensidad alimenticia. Los puntos representan los valores promedio (n = 30) y las barras verticales la
desviacion estandar.

VII1.2. PRIMERA ALIMENTACION Y EFICIENCIA ALIMENTICIA

VIl.2.1. Efecto de la intensidad luminosa.

La incidencia e intensidad alimenticia fueron afectadas por la infensidad luminosa.
El porcentaje de larvas con alimento en el tubo digestivo aumenta con la intensidad
luminosa. Las larvas alimentadas a 700 lux muestran una incidencia alimenticia
significativamente superior (P < 0,05) (52 + 4 % larvas con alimento) que las larvas
alimentadas a 100 lux (28 £ 11 % larvas con alimento). No se observé diferencia
significativa (P > 0,05) en la incidencia alimenticia entre las larvas alimentadas a 400 (48 +
10 % larvas con alimento) y 700 lux (52 + 4 % larvas con alimento) (Fig. 19, pdg. 62). El

numero de presas ingeridas por las larvas alimentadas a 100 (1,8 + 0.2 rotiferos/larva), 400
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Funcidn digestiva en larvas de Paralabrax maculatofasciatus.

(2,4 £ 0.3 rotiferos/larva), y 700 lux (2,4 + 0,1 rotiferos/larva) no mostré diferencias
significativas (P > 0,05) (Fig. 20, pdg. 63).

Se observé la presencia de presas en las larvas alimentadas en la oscuridad (0 lux).
Sin embargo, tanto la incidencia alimenticia (1,2 + 2,2 % larvas con alimento) como la
intensidad alimenticia (0,4 + 0,7 rotiferos/larva) fueron significativamente menores (P <

0,05) que las alimentadas en todos los fratamientos con luz.
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Figura 19. Incidencia alimenticia (porcentaje de larvas con alimento) de larvas de la cabrilla arenera
Paralabrax maculatofasciatus) durante la primera alimentacion, a diferentes intensidades de luz. Las
barras verticales representan la desviacion estandar Diferentes letras sobre las barras denotan
diferencia significativa (P < 0,05).

VII.2.2. Efecto del color del tanque y la densidad de alimento.
La incidencia alimenticia no fue afectada significativamente (P > 0,05) por el color
del tanque, pero si por la densidad de presas (P < 0,05) (Fig. 21A, pdg. 64). El porcentaje

promedio de larvas con alimento a 5 rotiferos/ml (52,3 £ 9,2 %) fue significativamente
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menor (P < 0,05) que el registrado a 10 (75,1 £ 1,6 %) y 15 rotiferos/ml (71,1 £0,9 %.). No se

observé diferencia significativa (P > 0,05) entre estas dos Ultimas densidades de presas.

o

Intensidad alimenticia (presas/ larva)
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Figura 20. Intensidad alimenticia (nimero de presas ingeridas) de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus) durante la primera alimentacion, a diferentes intensidades de luz. Las lineas
verticales representan la desviacion estdndar. Diferentes letras sobre las barras denotan diferencia
significativa (P < 0,05).

La intensidad alimenticia fue afectada significativamente por el color del tanque

(P <0,05) y la densidad de presas (P < 0,05) (Fig. 21B, pd&g. 64). De hecho, se observd una

interaccién significativa entre ambos factores (P = 0,0031). El menor nUmero de presas

ingeridas fue registrado en los acuarios blancos a 5 rotiferos/ml (1,9 = 0,9 rotiferos/larva),
pero no se registrd diferencia significativa con los acuarios blancos a 15 rotiferos/ml (2,5 £

1,3 rotiferos/larva) ni con los acuarios negros a 5 rofiferos/ml (2,2 £ 1,1 rotiferos/larval). En los

acuarios grises no se observéd diferencia significativa (P > 0,05) entre las densidades de

presas. Por su parte, en los acuarios negros, la intensidad alimenticia a 5 rotiferos/ml (2,2 £

1,1 rotiferos/larva) fue significativamente menor (P < 0,05) a la observada a 10 rotiferos/ml

(3,6 £ 1,7 rotiferos/larva) y a 15 rotiferos/ml (4,3 + 1,6 rotiferos/larva).
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Figura 21. Eficiencia alimenticia de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) durante la
primera alimentacion a diferentes colores de tanque y densidades de presas. Los valores representan
la media + desviacion estandar. A) Incidencia alimenticia (porcentaje de larvas con alimento). B)
Intensidad alimenticia (niimero de presas ingeridas). Diferentes letras denotan diferencia significativa
(P < 0,05) entre las densidades en un color de tanque.
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VI1.2.3. Efecto del retraso en la primera alimentacion en el desarrollo y eficiencia alimenticia.

Los efectos causados por el retraso de la primera alimentacion fueron evidentes
desde los primeros dias de desarrollo. En el dia 5 se observaron diferencias significativas (P
< 0,05) en todas las medidas morfométricas entre las larvas control y las larvas de los
fratamientos D1 (primera alimentacién retrasada un dia), D2 (primera alimentaciéon
refrasada dos dias), D3 (primera alimentacién retrasada fres dias) y en inanicion (Fig. 22A-
F. pdg. 66). Por su parte, la altura del cuerpo (ACP) vy la altura de la musculatura (AM) en
las larvas del fratamiento D1 fueron significativamente superiores a las registradas en las
larvas de los tratamientos D2 y D3 (Fig. 22C y D, pdg. 66).

Las larvas de los tratamientos D1 y D2 se recuperaron del periodo de inanicion
inicial y sobrevivieron durante todo el experimento. Sin embargo, al final del experimento
se observaron diferencias significafivas en la longitud fotal (LT) cuando se compararon
con las larvas control (Fig. 23, pdg. 67).

En el dia 14, se observaron diferencias significativas (P < 0,05) en todas las medidas
morfométricos entre las larvas control y las del tratamiento D2 (Tabla VI, pdg. 68). Por su
parte, no se observaron diferencias significativas entre las larvas control y las larvas del
fratamiento D1 en ninguna de las mediciones realizadas. Para el dia 17, sélo se observaron
diferencias significatfivas (P < 0,05) en la altura de la cabeza (AC), la AM, y la altura del
higado (AH) entre las larvas control y las del tratamiento D1. Mientras que las larvas del
fratamiento D2 presentaron valores significativamente menores (P > 0,05) que las larvas
control en el didmetro del ojo (DO). la AC, la AM, y la AH (Tabla VI, pdg. 68). Al final del
experimento (dia 19), las mediciones registradas fueron significativamente mayores en las
larvas control al compararlas con las larvas del fratamiento D2, excepto por la altura del
tubo digestivo (ATD) (Tabla VI, pd&g. 68). Las larvas control y las del tfratamiento D1 fueron

diferentes significativamente solamente en la AM (Tabla VI, pdg. 68) y la LT (Fig. 23, pdg.
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67). Las larvas en inanicién total y las del tfratamiento D3 no sobrevivieron mds alld de los

dias 5y 6, respectivamente.
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Figura 22. Morfometria de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus). Después de un
retraso de 0, 1, 2 y 3 dias en la primera alimentacion, y en larvas en inanicion total. Cada valor
representa la media + desviacion estandar (lineas verticales) (n = 30). A) AC = altura de la cabeza;
B) DA = diametro del ojo; C) ACP = altura del cuerpo; D) AM = altura de la musculatura; E) AH =
altura del higado; F) ATD = altura del tubo digestivo. () Control; (o) D1; (V) D2; (v) D3; (m)
inanicion. Letra diferente denota diferencia significativa (P < 0,05).
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Figura 23. Longitud total (LT) de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) después de un
retraso de 0, 1, 2 y 3 dias en la primera alimentacion, y en larvas en inanicion total. Los puntos
representan las medias (n = 30). Las lineas verticales representan la desviacion estandar. Los
simbolos son similares a la figura 22. Letras diferentes denotan diferencia significativa (P < 0,05).

La incidencia alimenticia en la primera alimentacién de las larvas control, D1, D2 y
D3 fue 35 %, 60 %, 90 % y 10 %, respectivamente (Fig. 24, pdg. 69). Esto implica que en las
larvas del fratamiento D3, solamente el 10 % de ellas fueron capaces de ingerir alimento,
mientras que en las larvas del tratamiento D2, el 90 % de ellas fue capaz de ingerir
alimento. Esto indica que el punto de no retorno ocurrié entre los dias 4 y 5. Por otro lado,
la incidencia alimenticia de las larvas control, D1 y D2, alcanzaron el 100 % al dia 9 y éste

se mantuvo durante el resto del experimento.

El nUmero de presas ingeridas al momento de la primera alimentacion también es
afectado por el tiempo que se retrasa la misma (Fig. 25, pdg. 69). La intensidad alimenticia
en la primera alimentacién de las larvas control, D1y D2 fue de 3.6 £ 0.8, 2.8 +1.3,5.2£0.3

y 10.2 = 1.5 rotiferos por larva, respectivamente.
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Tabla VI. Mediciones morfométricas de las larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus)
después de un retraso en la primera alimentacion de 0 (C), 1 (D1) y 2 (D2) dias. Los datos representan
la media (desviacion estandar) (n = 30). Diferentes superindices denotan diferencia significativa (P<
0,05) para una misma edad. Todas las medidas estan dadas en mm.

Edad (dias)
6 10 14 17 19

C 0244 (0,01) 0,293 (0,01)*  0,415(0,03)" 0,538 (0,03)" 0,586 (0,05)*
DO DI 0,194 (0,004 0,277 (0,02) 0431 (0,04)* 0,432 (0,01)® 0,542 (0,004)"
D2 0,172(0,05* 0,254 (0,008)" 0,285 (0,019)° 0,459 (0,068)° 0,477 (0,048)"

C 0,604 (,050) 0,772 (,119)* 1,194 (,132)" 1,683 (,148)* 1,884 (,005)*

AC DI 0,604 (,056)" 0,781 (,085)" 1,199 (,093)* 1,258 (,032)° 1,783 (,005)

D2 0,418 (,052)" 0,651 (,059)* 0,809 (,051)> 1,308 (,120)° 1,424 (0,2)°

C 0,249 (,037)* 0,331 (,062)* 0,598 (,057)" 0,885 (,070)* 1,195 (,108)"

AM DI 0,226(,011)" 0,344 (,051)* 0,609 (,069)" 0,628 (0,05)° 0,762 (,004)°
D2 0,167 (,034)* 0,272 (,019)* 0,342 (,019)* 0,708 (,130)* 0,740 (,115)°

C 0,547 (,041)* 0,690 (,090)* 1,080 (,069) 1,571 (,153)* 1,812 (,003)

ACP D1 0,495 (,019)° 0,710 (,093)* 1,175 (,128)* 1,129 (,068)* 1,682 (,004)*
D2 0377 (,072) 0,618 (,047)* 0,738 (,030)> 1,192 (,133)*  1,325(,183)°

C 0,188 (,020)"* 0,247 (,041)* 0,448 (,054)" 0,637 (,076)* 0,731 (,002)*

AH D1 0,186 (,007)" 0,260 (,016)* 0,552 (,085)" 0,482 (,024)° 0,678 (,007)*
D2 0,097 (,034) 0,232 (,016)* 0,293 (,007)° 0,491 (,012)° 0,533 (,093)°

C 0,121 (,033)* 0,172 (,023)* 0,283 (,027)" 0,432 (,052)* 0,460 (,002)*

ATD DI 0,114 (,019) 0,154 (,007)* 0,256 (,068)° 0,345 (,052)* 0,378 (,003)*
D2 0,048 (,012)* 0,146 (,018)* 0,180 (,017)° 0,389 (,035)* 0,409 (,001)*

DO= diametro del ojo; AC= altura de la cabeza; AM= altura del mtisculo; ACP= altura del cuerpo;
AH= altura del higado; ATD= altura del tubo digestivo.
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Figura 24. Incidencia alimenticia (porcentaje de larvas con alimento) en la primera alimentacion de larvas de
la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus), después de un retraso de 0 (control), 1 (D1), 2
(D2) y 3 (D3) dias en la primera alimentacion. Control = larvas alimentdas el dia 2; D1 = larvas
alimentadas el dia 3; D2 = larvas alimentadas el dia 4; D3 = larvas alimentadas el dia 5. Las lineas
verticales representan la desviacion estandar (n = 3). Letras diferentes denotan diferencia
significativa (P < 0,05). La flecha indica el punto de no retorno (PNR) que ocurre entre los dias 4 y 5.
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Figura 25. Intensidad alimenticia (nimero de presas ingeridas) en la primera alimentacion de larvas de la
cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) después de un retraso de 0 (control), 1 (D1), 2 (D2)
y 3 (D3) dias en la primera alimentacion. Las lineas verticales representan la desviacion estandar (n =
3). Letras diferentes denotan diferencia significativa (P < 0,05). La edad de las larvas es similar a las
de la figura 24.
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El retraso de la primera alimentacién también afectd la estructura celular del
higado y ambos intestinos (Figs. 26 y 27, pdgs. 71 y 72, respectivamente). El higado muestra
una degeneracién progresiva en la textura de los hepatocitos. Se pierde el arreglo en
hileras, caracteristico del higado. Aumenta el espacio intercelular y se pierde la forma
celular. Por su parte, los intestinos anterior y posterior también sufren un proceso
degenerativo, bdsicamente a nivel de la mucosa. El epitelio cilindrico se deforma en un
epitelio cubico. El borde de cepillo en ambos intestinos desaparece casi por completo.

El drea nuclear de los hepatocitos al momento de la primera alimentacion fue
significativamente mayor (P < 0,05) en las larvas control (16,6 £ 2,1 um2) que en las larvas
de los tratamientos D1, D2y D3 (11,6 £2,5; 10,4 £ 2,6; 10,1 = 2,0 um?, respectivamente). Sin
embargo, a partir del dia 7, no se encontraron diferencias significativas (P > 0,05) entre el
drea nuclear de los hepatocitos de las larvas control, y los fratamientos D1 y D2 (Fig. 28A,
pdag. 73).

Al momento de la primera alimentacion, la altura de los enterocitos en el intestino
anterior no mostrd diferencia significativa (P > 0,05) entre las larvas control y del
fratamiento D1 (15,7 £ 3,3y 14,9 £ 2,1 um, respectivamente). No obstante, la altura de los
enterocitos en estas larvas fueron significativamente mayores que la altura de los
enterocitos de las larvas D2y D3 (10,2 £ 1,9 y 7,2 1,7 um, respectivamente) (Fig. 28B, pdg.
73). Desde el dia 12, no se observd diferencia significativa en la altura de los enterocitos
del intestino anterior entre las larvas control, y fratamientos D1 y D2. En el intestino
posterior, la altura de los enterocitos, de las larvas contfrol al momento de la primera
alimentacion (14,4 £ 1,3 um) fue significativamente mayor (P < 0.05) que la altura en las
larvas de los fratamientos D1 y D2 (11,3 £ 1,5y 10,7 = 1,4 um, respectivamente) (Fig. 28C,
pdg. 73). Al mismo tiempo, éstas fueron significativamente mayores (P < 0,05) que la altura
de los enterocitos en las larvas del tratamiento D3 (8,0 £ 1,2 um). Desde el dia 12 no se
observaron diferencias significativas en la altura de los enterocitos de las larvas control y

los tratamientos D1 y D2.
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Figura 26. Microfotografias del higado de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) después de un retraso de 0, 1, 2 y 3 dias en la primera
alimentacion. A) Larvas control, edad dos dias. Barra = 20 um; B) Larvas del tratamiento D1, edad tres dias. Barra = 20 um; C) Larvas del tratamiento
D2, edad cuatro dias. Barra = 20 um; D) Larvas del tratamiento D3, edad cinco dias. Barra = 10 um. Los asteriscos muestran el citoplasma en los
hepatocitos, ndtese el mayor grado de deterioro celular en la figura D. Las flechas sefialas el ntcleo de los hepatocitos p = pancreas.Tincion,
hematoxilina-eosina.
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(= & - < 3

Figura 27. Microfotografias de la mucosa del intestino anterior (cabezas de flechas) de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) después de
un retraso de 0, 1, 2 y 3 dias en la primera alimentacion. A) Larvas control, edad dos dias. Barra = 50 um; B) Larvas del tratamiento D1, edad tres dias.
Barra = 20 um; C) Larvas del tratamiento D2, edad cuatro dias. Barra = 20 um; D) Larvas del tratamiento D3, edad cinco dias. La flecha muestra la aleta
pectoral, Barra = 100 um. f = alimento. p = pancreas. Tincién, hematoxilina-eosina.
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Figura 28. Mediciones del area nuclear de los hepatocitos y altura de los enterocitos en los intestinos de
larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) después de un retraso de 0, 1, 2 y 3 dias
en la primera alimentacion. Todos los valores representan la media = desviacion estandar (barras
verticales) (n = 30). (A) Area del nacleo de los hepatocitos. (B) Altura de los enterocitos en el
intestino anterior (C) Altura de los enterocitos en el intestino posterior. Diferentes letras denotan
diferencia significativa (P < 0,05) entre tratamientos. Los simbolos son iguales a la figura 22.

75



Funcidn digestiva en larvas de Paralabrax maculatofasciatus.

VI1.3. FISIOLOGIA DIGESTIVA Y ALIMENTACION DE LARVAS

VI1.3.1. Desarrollo y distribucidon de la actividad enziméatica digestiva

El crecimiento de las larvas de la cabrilla arenera siguidé una curva exponencial
(Fig. 29). Al momento de la primera alimentacion (dia 2), la longitud total promedio fue de
2,85 £ 0,28 mm y al dia 30, las larvas presentaron una longitud total de 19,1 £ 2,05 mm, es

decir, incrementaron su longitud total 6,7 veces.
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Figura 29. Curva de crecimiento de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) desde la
primera alimentacion hasta el dia 30. Cada punto representa la media (n = 30).

La actividad enzimdtica digestiva de las larvas de la cabrilla arenera se evidencia
temprano en el desarrollo. Todas las técnicas enzimohistoquimicas que se probaron dieron
una reaccién positiva desde el dia 2 (inicio de la alimentacion exdgena), lo cual indica
gue desde los primeros dias de desarrollo, los enterocitos cuentan con la presencia de

enzimas digestivas que permiten digerir el alimento ingerido.
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VII.3.1.2. Fosfatasa alcalina (E.C. 3.1.3.1).

La actividad de la fosfatasa alcalina se evidencid a partir del inicio de la
alimentacion exdgena, siendo la mucosa de ambos intestinos el Unico sitio donde se
observé la presente enzima, especificamente a nivel del borde de cepillo (Tabla VII) (Fig.
30A-D, pdg. 76). A partir del dia é y hasta el final del bioensayo, se observd la actividad de
la fosfatasa alcalina en el higado (Fig. 30B-C, pdg. 76).

Desde el dia 16 se observd un incremento en la intensidad de la reaccion tanto en
los intestinos como en el higado. A partir del dia 20 en que se observd la presencia de los
ciegos pildéricos, también fue evidente la presencia de la actividad de la fosfatasa
alcalina en la superficie apical de la mucosa pildrica (Tabla V).

Tanto el pdncreas, como el estdmago vy el eséfago, no presentaron actividad de la

fosfatasa alcalina durante todo el periodo de estudio.

Tabla VII. Actividad de fosfatasa alcalina en larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus). Los simbolos indican la intensidad de la reaccion.

Region del Sistema Digestivo

Edad ) ) Intestino Intestino . ) Ciegos
(dias) Esofago Estamago Anterior Posterior Higado Pancreas Piléricos

2 - * + + - - *

6 - * + + + - *

10 - * + + + - *

15 - * e ++ + - *

20 - - +++ ++ ++ - +

25 - - +++ ++ ++ - +

30 - - +++ ++ -+ - +++

* Estructuras no desarrolladas a esta edad.
(-) reaccion negativa; (+) reaccion débil; (++) reaccion moderada; (+++) reaccion fuerte.
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Figura 30. Sitios de actividad (flechas) de la fosfatasa alcalina en larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus). A) Larva de 2 dias. Barra = 50
um. B) Larva de 10 dias. Barra = 200 um. C) Larva de 20 dias. Barra = 100 um. D) Larva de 25 dias. Seccion del intestino anterior. Barra = 20 um. et =
estdmago; ca = cabeza; cv = cavidad bucal; en enterocitos hi = higado; ia = intestino anterior; ip = intestino posterior; m = tiinica muscular; v = vejiga
gaseosa.
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VII.3.1.3. Fosfatasa acida (E.C. 3.1.3.2)

El perfil de actividad de la fosfatasa dcida es similar al observado para la fosfatasa
alcalina. Se observa desde la primera alimentacién en la mucosa intestinal y permanece
hasta el dia 30 (Tabla VII) (Fig. 31B-D, pdg. 78). Para el dia é se observa una reaccién

positiva en el higado (Fig. 31A, pdg. 78) y se mantiene durante todo el periodo de estudio

(Tabla Vill).

La actividad de la fosfatasa dcida muestra un incremento moderado en la
mucosa intestinal, pero no en el higado, a partir del dia 15 (Tabla V). A partir del dia 20 se

observd una débil actividad de la fosfatasa dcida en la mucosa de los ciegos pildricos

(Fig. 31C, pdg. 78), permaneciendo constante hasta el final del experimento.

Al igual que en el caso de la fosfatasa alcalina, el pdncreas, el estdbmago vy el

eséfago, no presentaron actividad durante todo el periodo de estudio.

Tabla VIII1.- Actividad de fosfatasa acida en larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus). Los simbolos indican la intensidad de la reaccion.

Region del Sistema Digestivo

Edad Intestino Intestino Ciegos
Eséfago Estomago Higado Pancreas
(dias) Anterior Posterior Piléricos
2 - * + + - - *
6 - * + + + - *
10 - * + + + - *
15 - * ++ ++ + - *
20 - - ++ ++ + - +
25 - - ++ ++ + - +
30 - - ++ ++ + - +

* Estructuras no desarrolladas a esta edad.

(-) reaccion negativa; (+) reaccion débil; (++) reaccidon moderada; (+++) reaccion fuerte.
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Figura 31. Sitios de actividad (flechas) de la fosfatasa acida en larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus). A) Larva de 6 dias. Barra =200 pm.
B) Larva de 10 dias. Seccion del intestino anterior. Barra = 100 pm. C) Larva de 20 dias. Actividad en dos ciegos piléricos. Barra = 100 um. D) Larva de
25 dias. Seccion del intestino posterior. Barra = 50 um. ¢ = cerebro; cv = cavidad bucal; en = enterocitos; ia = intestino anterior; m = tiinica muscular; sm
= tlnica submucosa.

80



Funcidn digestiva en larvas de Paralabrax maculatofasciatus.

VII.3.1.4. Esterasa no especifica (E.C. 3.1.1.1).

La esterasa no especifica fue detectada desde el dia de la primera alimentacion
(Fig. 32A, pdg. 80) y se mantuvo durante el resto del experimento (Tabla 1X). La intensidad
de la reaccidn permitié observar que los sitios de distribucién fueron tanto en el lumen
como en el borde plumoso y regidn supranuclear de los enterocitos de ambos intestinos
(Fig. 32B, pdg. 80). Asi mismo, fue posible observar una reaccién positiva en el higado
aungue a una menor intensidad (Tabla IX). Este patrdn de distribucién, intestinal y
hepdtico, fue registrado durante todo el periodo de estudio (Tabla IX).

A partir del dia 25, la actividad enzimdtica fue localizada en la mucosa del
estbmago y en los ciegos piléricos (lumen y borde de cepillo) (Fig. 32C-D, pdg. 80). Es
Interesante notar el hecho de que desde el principio de la alimentacién exdgena, la
actividad de la esterasa no especifica fue mds intensa que el resto de las enzimas
determinadas.

Al igual gue las fosfatasas, no se observd actividad de la esterasa no especifica en

el eséfago, ni en el pdncreas (Tabla IX).

Tabla IX. Actividad de esterasa no especifica en larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus). Los simbolos indican la intensidad de la reaccion.

Region del Sistema Digestivo

Edad Intestino Intestino Ciegos
Eso6fago Estémago Higado Pancreas
(dias) Anterior Posterior Piloricos
2 - * +++ +++ + - *
6 - * ++ ++ + - ¢
10 - * ++ ++ + - ¢
15 - * +++ +++ + - *
20 - - +++ o + - -
25 - + +++ +++ + - ++
30 - + -+ - + - -+

* Estructuras no desarrolladas a esta edad.
(-) reaccion negativa; (+) reaccion débil; (++) reaccion moderada; (+++) reaccion fuerte.
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5 P = go SN 1 R
Figura 32. Sitios de actividad de esterasa no especifica en larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus). A) Larva de 2 dias. La actividad se
observa en todo el lumen (asterisco y flecha). Barra =200 pm. B) Larva de 10 dias. Las flechas indican los sitios de actividad. Barra = 200 um. C) Larva
de 20 dias. Se observa actividad en el estdmago (cabezas de flechas). Las flechas indican la actividad en los ciegos piléricos. También se observa
actividad en el higado. Barra = 500 um. D) Larva de 25 dias. Los asteriscos indican la actividad en los ciegos piléricos e higado. Barra = 500 pm. ca =
cabeza; cv = cavidad bucal; es = esdfago; et = estdbmago, hi = higado; m = tinica muscular; mu = musculo axial; o = ojo.

- 3
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VII.3.1.5. Aminopeptidasa M (E.C. 3.4.11.2).

La actividad de la aminopeptidasa M se observd desde el momento de la primera
alimentacion en el dia 2 (Tabla X), bdsicamente, el sitio de actividad fue la mucosa
intestinal (Fig. 33A-B, pdg. 82), a nivel del borde de cepillo de los enterocitos.

Este patrdn de actividad se mantuvo hasta el dia 20 en el que se observd un
moderado incremento en la actividad enzimdtica, alcanzando un mdéximo al final del
periodo de estudio (Tabla X) (Fig. 33C, pdg. 82). De la misma forma, la actividad de la
aminopeptidasa M fue observada en la mucosa de los ciegos pildricos (Fig. 33D, pdg. 82).

Durante todo el periodo de estudio no se observd actividad enzimdtica en el

higado, pdncreas, estdbmago, ni eséfago (Tabla X).

Tabla X. Actividad de aminopeptidasa M en larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus). Los simbolos indican la intensidad de la reaccion.

Region del Sistema Digestivo

Edad Intestino Intestino Ciegos
Eso6fago Estémago Higado Pancreas

(dias) Anterior Posterior Piléricos
2 - * + + - - *
6 - * + + - - *
10 - * + + - - *
15 - * + + - - *
20 - - ++ ++ - - ++
25 - - ++ ++ - - ++
30 - - +++ +++ - - +++

* Estructuras no desarrolladas a esta edad.
(-) reaccion negativa; (+) reaccion débil; (++) reaccion moderada; (+++) reaccion fuerte.
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Figura 33. Sitios de actividad de aminopeptidasa M en larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus). A) Larva de 6 dias. Los sitios de actividad
(flechas) se observan en la mucosa intestina. Barra = 500 pm. B) Larva de 10 dias. Las flechas sefialan los sitios de actividad. Barra = 500 pm. C) Larva
de 15 dias. Las flechas indican los sitios de actividad en la mucosa intestinal. Barra = 500 um. D) Larva de 25 dias. Notese la actividad de la enzima en
los tres ciegos piloricos. Barra = 500 pm. al=alimento; cv = cavidad bucal; et= estdmago; hi= higado; ia = intestino anterior; m = tiinica submucosa; mu=
musculatura axial; o= ojo.
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VI1.3.1.6. Dipeptidil aminopeptidasa IV (E.C. 3.4.14.4).

La actividad de la dipeptidil aminopeptidasa IV fue observada desde la primera
alimentacion (Tabla Xl). Los sitios de actividad fueron el higado y la mucosa de ambos
intestinos (Fig. 34A, pdg. 84).

A partir del dia 15 se observd un incremento en la actividad de esta enzima,
alcanzando un mdximo a partir del dia 20 y permaneciendo sin cambios hasta el final del
periodo de estudio (Tabla Xl). Desde del dia 20, la actividad de la dipeptidil
aminopeptidasa IV fue detectada en los ciegos piléricos (Tabla XlI) (Fig. 34D, pdg. 84) y se
incrementa ligeramente para el dia 30. En contraparte, la actividad de esta enzima en el
higado disminuye ligeramente a partir del dia 20 (Fig. 34D, pd&g. 84).

Al igual que las enzimas digestivas mencionadas anteriormente, no se observd

actividad de la dipeptidil aminopeptidasa IV en el esdfago y pdncreas.

Tabla XI.- Actividad de dipeptidil-aminopeptidasa IV en larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus). Los simbolos indican la intensidad de la reaccion.

Region del Sistema Digestivo

Edad Intestino Intestino Ciegos
Eséfago Estomago Higado Pancreas

(dias) Anterior Posterior Piléricos
2 - * + + + - *
6 - * + + + - *
10 - * + + ++ - *
15 - * ++ ++ ++ - *
20 - - +++ +++ + - ++
25 - - +++ +++ + - +++
30 - - +++ +++ + - +++

* Estructuras aun no desarrolladas a esta edad.
(-) reaccion negativa; (+) reaccion débil; (++) reaccidon moderada; (+++) reaccion fuerte.
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Figura 34. Sitios de actividad de dipeptidil aminopeptidasa IV en larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus). A) Larva de 5 dias. Los asteriscos
denotan los sitios de actividad enzimatica. Barra = 500 pum. B) Larva de 10 dias. La flecha y los asteriscos sefialan los sitios de actividad. Barra = 500
um. C) Larva de 10 dias, vista superior. Los asteriscos sefialan los sitios de actividad enzimatica. La flecha sefiala una aleta pectoral. Barra = 500 um. D)
Larva de 25 dias. Reaccion positiva (asteriscos) en dos ciegos piloricos. Barra = 500 um. ¢ = cerebro; et = estomago; g = vejiga gaseosa; hi = higado; m
= tlnica muscular; mu = musculatura axial; o = 0jo;.
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VII.3.2. Efecto del destete en el desarrollo y condicién nutricional.

La sustitucién del alimento vivo (AV) por la dieta microparticulada (DMP) tuvo un
efecto significativo (P < 0,05) en el crecimiento de las larvas de la cabrilla arenera. Las
larvas que fueron alimentadas con AV tuvieron un mayor peso seco (PS), longitudes
notocordal (LN) y total (LT) y tasa especifica de crecimiento (TEC) que las larvas

alimentadas con la DMP a partir del dia 27 (Tabla XIi).

Tabla XI1. Crecimiento de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) alimentadas con
alimento vivo o una dieta microparticulada a partir del dia 17.

Edad (dias)

AV DMP AV DMP AV DMP AV DMP

LN 455(047¢ 455(042° 7.23 (0947 6.64(0.76) 8.44 (1407 6.83 (049" 1639 (2.73) 936 (1.26)
LT  537(0.55" 536(0.43)° 869 (121" 7.98(0.93) 10.41(1.54)° 8.41(0.59"  20.89 (3.82)  12.11(1.63)"
PS  28.75(0.47)" 28.99(0.08)° 293.64(0.68)" 264.23(2.77) 949.9(24.75)" 628.78(7.03)° 2490.04(14.11)" 1046.11(33.42)"

TEC 5.37° 5.36° 8.02° 6.63° 3.01° 0.87° 11.61° 6.08"

AV = Alimento vivo

DMP = Dieta microparticulada

Las longitudes notocordal (LN) y total (LT) estan en mm.

El peso seco (PS) esta expresado en pg/larva.

TEC = tasa especifica de crecimiento.

Los valores representan la media (desviacion estandar).

Diferentes superindices denotan diferencia significativa (P < 0,05) en cada dia.

Asi mismo, no se observd diferencia significativa entre las larvas alimentadas con
AV y DMP en la altura de la cabeza (AC), longitud de la cabeza (LCA) y didmetro del ojo
(OJ) durante el periodo de estudio (Fig. 35A-C, pdg. 86). Sin embargo, las larvas
alimentadas con AV presentaron valores de la altura del miUsculo (AM) significativamente
mayores (P < 0,05) que las larvas alimentadas con la DMP (Fig. 35D, pdg. 86). Es interesante

resaltar el hecho de que las diferencias significativas fueron evidentes a partir del dia 27.
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Figura 35. Mediciones morfométricas de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus)
alimentadas con alimento vivo (AV) o una dieta microparticulada (DMP) a partir del dia 17. A) AC
= Altura de la cabeza; B) LCA = Longitud de la cabeza; C) DO = Diametro del ojo; D) AM = Altura
del musculo. Los valores representan la media + desviacion estandar. Letras diferentes denotan
diferencia significativa (P<0.05) a cada edad.

El andlisis histoldgico reveld que a partir del dia 21, las larvas alimentadas con AV

presentaban una altura de los enterocitos del intestino anterior (22,02 + 3,28 um) y drea del
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nucleo de los hepatocitos (22,51 £ 3,59 um?), significativamente mayores (P < 0,05) a los

valores observados en las larvas alimentadas con la DMP (16,80 = 3,35 um; 17,93 + 2,21

um?2, respectivamente) (Fig. 36A, B, pdg. 87).

A lo largo del periodo de estudio, e independientemente del tipo de alimento

suministrado, se observaron vacuolas aciddfilas de diferentes tamanos en la regidon apical

de los enterocitos del intestino posterior, resultado de la absorcidon de proteinas por

pinocitosis (Figs. 37 y 38, pAgs. 88 y 89, respectivamente).

El andlisis estadistico de la distribucion de frecuencias del drea de las vacuolas

pinocitéticas indicd que, a partir del dia 21, el drea de las vacuolas observadas en las

larvas alimentadas con el AV presentan un drea significativamente mayor con respecto a

las observadas en las larvas alimentadas con la DMP (Fig. 39, pdg. 90).
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Figura 36. Mediciones de la altura de los enterocitos y area nuclear de los hepatocitos de larvas de la cabrilla

arenera (Paralabrax maculatofasciatus) alimentadas con alimento vivo (AV) o una dieta
microparticulada (DMP) a partir del dia 17. A) Altura de los enterocitos; B) Area del nicleo de los
hepatocitos. Los valores representan la media + desviacion estdndar. Letras diferentes denotan
diferencia significativa (P < 0,05) a cada edad.
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Figura 37. Microfotografias de las vacuolas pinocitdticas (flechas) en el intestino posterior de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus)
alimentadas con alimento vivo (AV) o una dieta microparticulada (DMP). A) Dia 15 AV; B) Dia 15 DMP; C) Dia 21 AV; D) Dia 21 DMP. Los
asteriscos muestran los nucleos de los enterocitos; al = alimento; L = lumen; tc = tejido conectivo. Tincion; hematoxilina-eosina. Barras = 20 pm.
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Figura 38. Microfotografias de las vacuolas pinocitdticas (flechas) en el intestino posterior de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus)
alimentadas con alimento vivo (AV) o una dieta microparticulada (DMP). A) Dia 27 AV, barra = 20 um; B) Dia 27 DMP, barra = 20 um; C) Dia 33 AV,
barra = 50 pm; D) Dia 33 DMP, barra = 20 um. Los asteriscos muestran los niicleos de los enterocitos. Las cabezas de flechas muestran vacuolas
pinocitéticas de menor tamafio. c= células caliciformes; al = alimento; tc = tejido conectivo. Tincidon, hematoxilina-eosina.
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Figura 39. Distribuciones de frecuencias del area de las vacuolas pinocitdticas en el intestino posterior de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus). AV: larvas alimentadas con alimento vivo; DMP: larvas alimentadas con dieta microparticulada. A) Larvas de 15 dias X* = 116.32,
p>0.000, n=1075; B) Larvas de 21 dias; X’= 149.30, p<0.000, n= 1402; C) Larvas de 27 dias; X*= 689.97, p<0.000, n= 2314; D) Larvas de 33 dias; X’=
249.43, p<0.000, n=1720.

92



Funcidn digestiva en larvas de Paralabrax maculatofasciatus.

VIIIl. DISCUSION GENERAL

El desarrollo del cultivo de larvas de peces marinos demanda la integracion del
conocimiento de diferentes aspectos involucrados en la alimentacién, nutricion vy
ambiente de cultivo. En conjunto, un mejor conocimiento de la interaccién de los factores
fisicos, técnicos y bioldgicos ha permitido establecer estrategias de cultivo que alcanzan
su mdximo en el desarrollo de tecnologias de cultivo a escala comercial. Eiemplo de lo
anterior son los estudios realizados con Dicentrarchus labrax (Gatesoupe y Robin, 1982;
Chatain, 1989; Bernabé y Guissi, 1994; Cahu y Zambonino-Infante, 1994; Zambonino-Infante
et al., 1997; Cahu et al., 1999; Fontagné et al., 2000) y Sparus aurata (Sarasquete et al.,
1993; Ferndndez-Diaz et al., 1994; Ronnestad et al., 1994; Salhi et al., 1994; Sarasquete et
al., 1995; Diaz et al., 1997; Kolkovski et al., 1997a; Parra y Yufera, 2000) en Europa y
diferentes especies de lenguados (Fukuhara, 1986; Kanazawa et al., 1989; Kurokawa y
Suzuki, 1998; Furuita et al., 1999) en Japdn. Bajo este marco, la presente tesis abarca
algunos de los aspectos requeridos para desarrollar una mejor planeacién de estrategias
de alimentacién, asi como en la evaluacion del alimento artificial en el cultivo larval,
como un paso hacia el desarrollo de una estrategia infegral de cultivo de la cabrilla

arenerda.

VIIL1. SISTEMA VISUAL Y EFICIENCIA ALIMENTICIA

Las larvas de peces marinos son depredadores visuales (Hunter, 1981). Esto sugiere
gue la eficiencia alimenticia, depende parciaimente de los cambios estructurales del
sistema visual. Los resultados del presente estudio muestran que el desarrollo estructural del
ojo de larvas de la cabrilla arenera sigue un patrédn general similar al reportado para otras
especies de teledsteos (Blaxter y Staines, 1970; Blaxter, 1986; Kvenseth et al., 1996; Roo et
al., 1999), en el cual, se identificaron dos periodos de diferenciacién, ambos con

importantes implicaciones que favorecen el proceso alimenticio de las larvas. El primero
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de ellos como una preparacion hacia el inicio de la alimentaciéon exégena y el segundo

durante el proceso de transformacion a juveniles.

Los primeros cambios estructurales en la retina ocurren durante las primeras 12
horas después de la eclosidon. La diferenciacidon de la capa ganglionar, previa a la
formacion de los conos, indica un desarrollo simulténeo entre los receptores de la retina y
el tallo éptico cerebral (Schwassmann, 1965), lo que permite la transmisién de impulsos
visuales en el momento en que el ojo es funcional (Kvenseth et al., 1996). La aparicion del
pigmento epitelial en la retina es una caracteristica de un ojo funcional, ya que permite la
recepcion de fotones (Kawamura et al., 1984; Carvalho et al., 2004). En las larvas de la
cabrilla arenera, el pigmento visual estd ausente durante el periodo de alimentacién
enddégena y se observa al momento de la primera alimentacién al dia 2. En contraste,
Porter y Theilacker (1999) observaron que desde la eclosion, la retina de larvas de Theragra
chalcogramma presentaba pequenos parches de pigmento. Sin embargo, los autores
sugirieron que el ojo no es funcional, y reportaron que al momento de la primera
alimentacion (4 dias después de la eclosidon) se desarrolla por completo la capa de

pigmento. Desafortunadamente, no reportaron la ingesta de alimento en dicho estudio.

Al igual que en ofras especies de teledsteos como Clupea harengus (Blaxter, 1975),
Pagrus major (Kawamura et al., 1984), Pseudopleuronectes americanus, (Evans y
Browman, 2004), los Unicos fotorreceptores en la retina de la cabrilla arenera al momento
de la primera alimentacion son conos sencillos. A pesar de la evidente funcionalidad del
ojo y por consiguiente, el inicio de la alimentacién exdgena, el sistema visual de las larvas
de peces al momento de la primera alimentacién presenta ciertas limitaciones
funcionales (e. g. bajos niveles de sensibilidad y agudeza visual). Mds adn, ha sido
demostrado que la retina formada por conos sencillos en larvas de peces no puede

reaccionar ante cambios en la intensidad de la luz ambiental (Blaxter y Jones, 1967; Ali,
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1975), lo cual delimita en cierta medida la distribucién y zona de alimentacion de las

larvas en la la columna de agua.

El segundo periodo de diferenciacion estructural en el sistema visual de la cabrilla
arenera consistid en la aparicién de conos dobles y de bastones en la retina a partir del
dia 16 vy finalizando el dia 22. De acuerdo a Sandy y Blaxter (1980), los conos dobles se
forman de la fusidon de dos conos sencillos adyacentes. Kawamura et al. (1984) propuso
que la aparicion de los conos dobles en la retina representaba una preparacion hacia un
tipo de vida benténico, y que su presencia estd asociada a un incremento en la
sensibilidad visual a bajos niveles de luz ambiental. Kvenseth et al. (1996) demostraron que
la aparicion de los conos dobles cambia la organizacion espacial de los fotorreceptores
en la superficie de la retina, lo cual, en conjunto con el incremento en el didmetro del ojo,
han sido propuestos como adaptaciones hacia un incremento de la capacidad visual de
las larvas que les permita buscar presas dentro de un mayor intervalo de intensidad
luminosa, asi como permitir la deteccidon de depredadores (Hairston et al., 1982; Blaxter,
1986; Kvenseth et al. 1996). En el dia 16, durante la etapa de flexién, se observan nuevas
células basales en la capa nuclear externa de la retina de la cabrilla arenera. Estas células
han sido observadas en ofros teledsteos, y si bien los tiempos de aparicién y tallas de las
larvas en que se han observado son especificos; en todos los casos aparecen durante la
fransformacién a juvenil. Ha sido reportado que tales células son precursoras de otro tipo
de fotorreceptores, los bastones (Blaxter y Staines, 1970; Blaxter, 1975; Sandy y Blaxter, 1980;
Blaxter, 1986). Ali (1975) mostrd que la aparicién de los bastones en la retina incrementa la
capacidad visual de las larvas, ya que estas células son mucho mds sensibles que los
conos, lo que trae como consecuencia un incremento en la deteccién e ingestién de
presas. Al dia 22 (etapa de postflexion), el sistema visual de la cabrilla arenera estd
completamente desarrollado en una retina dual (i.e. formada por conos y bastones). En

condiciones naturales, después de un periodo larval plancténico, la cabrilla arenera se
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asienta en un ambiente bentdénico donde se alimenta de invertebrados y peces

pequenos (Lluch-Cota, 1995).

Las implicaciones funcionales dentro del proceso alimenticio de estos dos periodos
de diferenciacién estructural del sistema visual de las larvas de la cabrilla arenera pueden
resaltarse si se considera que el desarrollo ontogenético del tubo digestivo también
determina en cierto grado la eficiencia alimenticia, ya que en el presente estudio, el
numero de presas ingeridas estd significativamente relacionado con la altura del tubo
digestivo (r2=0,960). Recientemente, Pena et al. (2003) describieron el desarrollo
ontogenético del tubo digestivo. De esta forma se puede establecer una sincronizaciéon
morfoldgica y funcional del sistema visual y digestivo, la cual inicia desde el periodo de
alimentacion enddgena y presenta un primer punto de convergencia en el inicio de la
alimentacion exdégena (Tabla Xlll, pdg. 95), cuando ambos sistemas alcanzan cierto grado
de desarrollo que permite el inicio de la alimentacion exdégena, una vez finalizadas las
reservas vitelinas. Si bien el nUmero de presas ingeridas en este momento es relativamente
bajo (1 rotifero por larva) debe considerarse que la densidad de presas puede
incrementar el consumo de las mismas por parte de las larvas, o cual se discutird en el

siguiente apartado.

Los dias subsiguientes se caracterizan por un incremento en el tamano del tubo
digestivo y del ojo, con un consecuente incremento en el nUmero de presas ingeridas. Sin
embargo, no es sino hasta el dia 6 en el que se observa un incremento significativo en el
numero de presas ingeridas por larva. Este incremento significativo observado a partir del
dia 6 puede deberse a la torsién del tubo digestivo (Tabla Xlll, pdg. 95). Pefa et al. (2003)
reportaron que la torsidén del tubo digestivo de la cabrilla arenera ocurre entre los dias 6 -
9. Govoni et al. (1986) asociaron la torsion del tubo digestivo con un incremento en la
capacidad alimenticia de las larvas de peces, incrementando el tiempo de permanencia

de las presas en el tubo digestivo, asi como la digestién y absorcion. Por otra parte, el
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incremento en tamano de los caracteres morfométricos, la aparicibn de nuevos
fotorreceptores y el incremento en el tfamano de la boca, aumentan la capacidad
natatoria y la sensibilidad visual de las larvas, facilitando la deteccidn y captura de presas
mds grandes (Li et al., 1985; Roo et al., 1999), lo cual se observd en los tanques de cultvo

desde el momento en que se infrodujeron nauplios de Artemia.

Tabla XIII. Diferenciacion de los sistemas digestivo y visual durante el desarrollo de las larvas de la
cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus).

. Incidencia
Intensidad alimenticia
Estado de . S . . alimenticia o
desarrollo Edad (dias)  Tubo digestivo Sistema visual (presas por Ia;\l/:‘sdson
larva) alimento)
Tubo recto Lente presente.
. . indiferenciado. Retina
Eleuteroembrion. 0 (eclosion) o . 0 0
Boca y ano indiferenciada.
cerrados.
Tubo recto .
. . Retina
diferenciado en . .
. . . diferenciada en
. Intestinos anterior
2 (primera . estratos.
. . y posterior. Boca . 1 o
alimentacion . Presencia de , 35%
. y ano abiertos. . (rotiferos/larva)
exogena) o conos sencillos.
Actividad . .
o Pigmento visual
enzimatica resente
digestiva*™*. P )
. Incremento del Incremento del
Larva preflexion. - L .
tamafio del tubo tamafio del ojo. 7.15
3-6 digestivo. Aumento en el (rotiferos/larva) 100 %
Absorcion de numero de
nutrientes. conos.
Incremento del
., tamarfio del ojo.
7-10 Torsiéndeltwbo s\ vento en el 20-36 100 %
digestivo. , (rotiferos/larva)
numero de
conos
. Desarrollo del Formacién de 2-12 (nauplios
Larva flexion y . . conos dobles, o
ostflexion 11-22 estomago y ciegos aparicion de fle 100 %
p ’ piléricos. Artemia/larva)

bastones.

*Pefia et al. (2003).
**Alvarez-Gonzalez (2003) y presente estudio.
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Ahora bien, considerando los cambios estructurales en el desarrollo de los sistemas
visual y digestivo descritos anteriormente, es posible sugerir que las condiciones de culfivo
deben adaptarse a las capacidades visuales de las larvas. Por un lado, debido a la baja
capacidad visual durante los primeros dias de desarrollo, es necesario incrementar la
intensidad de luz, asi como la fotofase, de tal forma que se favorezca la ingestién de
presas. Por ofro lado, debido al incremento significativo en el nUmero de presas ingeridas
durante el periodo de torsidn del tubo digestivo, es posible sugerir un incremento en la
densidad de presas durante este periodo se veria reflejado en una mayor intensidad
alimenticia. Finalmente, durante el periodo de transformaciéon a juveniles en el que
aparecen los bastones y las larvas se asientan en el fondo de los tanques de cultivo (obs.
per.), podria suponerse que una disminucidon de la intensidad luminosa, favorezca la
deteccidn de presas. No obstante, se requieren de ensayos posteriores que corroboren las

hipotesis anteriores.

VIII1.2. PRIMERA ALIMENTACION Y EFICIENCIA ALIMENTICIA

VIII.2.1. Efecto de la intensidad de luz, color de tanque y densidad de alimento

Durante la tfransicidén de la alimentacion enddégena a exdgena las larvas son mds
susceptibles ainanicidn ya que deben iniciar la bUsqueda e ingesta del alimento (McGurk,
1984; Martin y Wright, 1987; Yin y Blaxter, 1987; Richard et al., 1991; YUfera et al., 1993), por
lo que la implementacion de condiciones de cultivo que permitan un mejor desempeno
alimenticio durante este cambio, puede incrementar las posibilidades de sobrevivencia.

En el primer experimento se determind que la presencia de luz afectd
significativamente tanto la incidencia, como la intensidad alimenticia de las larvas de la
cabrilla arenera al momento de la primera alimentacién, ya que no se observd alimento
en las larvas en la oscuridad. Blaxter (1965) y Puvanendran y Brown (1998) argumentan
que a mayores intensidades de luz, el aumento en la incidencia alimenticia de larvas de

peces se debe a un incremento en el contraste entre la presa y el entorno.
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Al momento de la primera alimentacion, no se observd diferencia significativa en
la intensidad alimencitia de las larvas alimentadas bajo condiciones de luz (100, 400 y 700
lux). Gulbrandsen (1991) reporté una cantidad similar de presas en el tubo digestivo de
larvas de Hippoglossus hippoglossus en la primera alimentacion. Blaxter (1986) sugirid que
el nimero de presas ingeridas por las larvas de peces estd influenciado por la saciedad y
la tfemperatura.

La casi nula incidencia e intensidad alimenticia observada en la oscuridad en las
larvas de la cabrilla arenera, también ha sido reportada en otras especies marinas, tanto
en ambiente natural como en cultivo (Hunter 1981; Huse 1994; Sdnchez-Velasco, 1998;
Downing vy Litvak, 2001). Huse (1994) sugiridé que la presencia de presas en el tubo digestivo
se debia a la ingestion accidental durante los procesos de osmorregulacion. De acuerdo
con Blaxter (1986), las larvas de teledsteos tienen un umbral de estimulacién visual de 0,01
lux. A menores intensidades de luz no existe el estimulo visual para diferenciar a las presas,
mds aun, la carencia de bastones en la retina de las larvas de peces reduce su
capacidad visual a bajas infensidades de luz (Ali, 1975). Recientemente, Downing vy Litvak
(2001) atribuyeron la ingestion de presas por parte de larvas de Melanogrammus
aeglefinus en la oscuridad, a diferentes modalidades sensoriales como la via quimica, la
presencia de neuromastos libres o la linea lateral.

Ahora bien, en el segundo experimento se obtuvieron resultados un fanfo
inesperados. La incidencia alimenticia no fue afectada significativamente por el color del
tanque, pero si por la densidad de presas. Esto puede atribuirse al grado de desarrollo
estructural del sistema visual de la cabrila arenera al momento de la primera
alimentacion. La presencia de conos sencillos en la retina de las larvas de la cabrilla
arenera durante la primera alimentacién, concuerda con lo reportado en otras especies
(Evans y Browman, 2004). Helvik et al. (2001) reportaron que la mayoria de los conos
sencillos observados en la retina de las larvas de peces durante los primeros dias de

desarrollo son sensibles al color verde. Recientemente, Evans y Browman (2004) reportaron
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que la predominancia de un solo fipo de opsinas en los conos limita la agudeza visual y la
sensibilidad a la longitud de onda, las cuales son las responsables del contraste visual
entre los objetos (e. g. presas) y el entorno.

Por su parte, la interaccidn entre el color del tanque vy la densidad de presas se
observd en los tanques blancos y negros, mientras que en los grises no se observd ningdn
efecto. La mayor intensidad alimenticia de las larvas de la cabrilla arenera al momento de
la primera alimentacién se observd en los tanques negros a mayores densidades de
presas (10 y 15 rotiferos/ml), mientras que la menor intensidad se observd en los tanques
blancos a menor densidad de presas (5 rotiferos/ml). Al respecto puede mencionarse que
el efecto de la densidad de presas en la alimentacién y crecimiento de larvas de peces
estd bien documentado. En efecto, una elevada densidad de presas reduce el tiempo de
buUsqueda por parte de la larva, asi como la distancia de reaccién, incrementa la tasa de
encuentro depredador-presa, y también disminuye el tiempo de manejo de la presa
(Houde 1978; Houde et al, 1980; Werner y Blaxter 1981; Tilseth y Ellertsen, 1984;
Gulbrandsen 1991; 1993; Hart, 1997; Parra y Yufera 2000; Rabe y Brown 2001). Por otro lado,
el hecho de observar un mayor nUmero de presas ingeridas en los tanques de color negro,
sugiere que el color negro proporciona un mayor contraste de los rotiferos en la columna
de agua, favoreciendo su localizacién (Duray et al., 1996, Naas et al., 1996). Mientras que
en los tanques de color blanco el reflejo de la luz, afecta la localizacién de presas al
disminuir el contraste de las mismas con el color del fondo (Naas et al., 1996).

Durante el cultivo larval, una elevada incidencia alimenticia en la primera
alimentacion exdgena puede considerarse como un indicador de que las condiciones de
cultivo son favorables de tal forma que permiten el reconocimiento de las presas y el inicio
del proceso alimenticio. En un estudio reciente, Ashton y Rust (2003) sugirieron que una
incidencia alimenticia superior al 50%, en la primera alimentacién en larvas de Sebastes
melanops, puede considerarse como un buen indicador de la sobrevivencia durante los

siguientes dias de cultivo. En el presente estudio, la incidencia alimenticia de las larvas de
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la cabrilla arenera con respecto a la intensidad de luz sélo fue superior a 50% en las larvas
alimentadas a 700 lux (52%), mientras que con respecto al color del fanque y la densidad
de presas fue superior a 50% en todos los tratamientos excepto en los tanques grises y
blancos a 5 rotiferos/ml (48 y 46%, respectivamente). Con base a esto, podria sugerirse
gue las condiciones de cultivo que mejor favorecen la incidencia alimenticia durante la
primera alimentacién de la cabrilla arenera son una intensidad de luz de 700 lux, el color
de tanque gris 0 negro y una densidad de presas superior a 5 rotiferos/ml. No obstante, el
efecto de la interaccion entre las condiciones de cultivo como el color del tanque, la
densidad de presas vy la intensidad de luz varia de manera interespecifica, ya que existen
reportes contradictorios sobre el efecto de estos factores en el crecimiento de diferentes
especies. Duray et al. (1996) reportaron que no existe diferencia en la sobrevivencia de
larvas de Epinephelus suillus en fanques negros y bronceados (“tan tanks”), pero las larvas
alcanzaron una mayor talla en los tanques bronceados. Chatain y Ounais-Guschemann
(1991) obtuvieron larvas de Sparus aurata con mayor falla en fanques blancos, pero la
sobrevivencia fue mayor en tanques negros. En contraste, los fanques negros favorecieron
un mayor crecimiento en larvas de Stizostedion vitreum (Corazza y Nickum, 1981). Downing
y Litvak (1999b) reportaron que la combinacidn de tanques negros con bajas intensidades
de luz resultan en un menor crecimiento de larvas de Melanogrammus aeglefinus cuando
se comparan con tanques blancos y negros a mayores intensidades de luz.

De los resultados obtenidos en el presente estudio, puede afirmarse que el sistema
visual presumiblemente es la Unica via sensorial involucrada en la alimentaciéon durante los
primeros dias de desarrollo de la cabrilla arenera, asi lo sugiere el hecho de que no se
observé ingestidon de presas en la oscuridad durante la primera alimentacion y a que se
observé una mayor eficiencia alimenticia en los tanques de color negro. Sin embargo, son
necesarios estudios con respecto al papel y desarrollo de otras vias sensoriales, lo que

permitird tener un mejor entendimiento acerca del proceso alimenticio de las larvas, asi

101



Funcidn digestiva en larvas de Paralabrax maculatofasciatus.

como del efecto de estas condiciones de cultivo en el crecimiento y sobrevivencia de las

mismas.

VIII.2.2. Efecto del retraso de la primera alimentacion en el desarrollo y eficiencia alimenticia.

Varios autores concuerdan en senalar que las elevadas mortalidades observadas
durante los primeros dias de desarrollo de los peces son debidas principalmente a
depredacidn, inanicién e infeccion bacteriana, lo cual ha llevado a considerar al periodo
larval como critico en el ciclo de vida, siendo particularmente mds vulnerables durante la
primera alimentacién (Govoni et al.,, 1986). La presencia de larvas con sinfomas de
inanicion durante el cultivo ha sido poco descrita. Generalmente, estos andlisis se realizan
con poblaciones naturales en buUsqueda de elementos que permitan establecer la
dindmica del reclutamiento en las pesquerias (Theilacker y Watanabe, 1989).

En el presente estudio fue posible observar que un retraso en la primera
alimentacion de las larvas de la cabrilla arenera tiene un efecto significativo en el
crecimiento, desarrollo y eficiencia alimenticia de las mismas. Lo cual también ha sido
descrito en larvas de Leuresthes tenius (May, 1971), Morone saxatilis (Rogers y Westin, 1981)
y Sparus aurata (YUfera et al., 1993) en condiciones de cultivo.

La descripcion de caracteres morfométricos e histolégicos permitié distinguir entre
las larvas sometidas a un retraso en la alimentacion. Asi, fue posible distinguir que para el
dia 5, cuando la mortalidad de las larvas en inanicién total alcanza el 100%, todas las
mediciones morfométricas de las larvas control fueron significativamente mds grandes que
las larvas de los tratamientos D1, D2 y D3. Por su parte, también en el dia 5, pero a nivel
histoldgico, se observaron diferencias entre las larvas control y las larvas D1, D2 y D3, sobre
todo en el caso del drea del nicleo de los hepatocitos, lo cual tiene sentfido si se
considera que es precisamente el higado el primer sitio de acumulacién de glucégeno
(Guyot et al., 1995; Pena et al., 2003), el cual utilizan las larvas como fuente de energia

durante los periodos de inanicién (Strissmann y Takashima, 1990).
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Un periodo de no alimentacién muy prolongado lleva a las larvas a cierto grado
de deterioro morfolégico, histoldgico v fisiolégico, del cual la recuperacién no es posible y
por lo tanto, la muerte es inevitable, aun cuando el alimento esté disponible. Este punto
conocido como punto de no retorno (Blaxter y Hempel, 1963), marca el limite de
tolerancia de las larvas ante la ausencia de alimento. En el caso de la cabrilla arenera, el
punto de no retorno ocurre cuando la alimentacién exdgena se retrasa 3 dias (i.e. a los 4-
5 dias después de la eclosion). Lo cual ayuda a entender el hecho de que las larvas D3 no
sobrevivieron a un periodo de inanicién de 3 dias. Resultados similares en cuanto al punto
de no retorno han sido reportados por Lasker et al. (1970) en larvas de Engraulis mordax y
por Yin y Blaxter (1987) para larvas de Clupea harengus, Gadus morhua y Platichthys flesus.
No obstante, el tiempo al cual las larvas llegan al punto de no retorno ha sido asociado a
la especie, duracién del periodo de alimentaciéon enddgena, condicién nutricional de los
reproductores y temperatura del agua (Lasker et al., 1970; Rogers y Westin, 1981).

Un aspecto a resaltar del presente estudio fue que la capacidad de recuperacion
de las larvas de la cabrilla arenera después de un periodo de inanicién, depende del
fiempo en que se restringe el alimento, ya que las curvas de crecimiento de las larvas
control D1 y D2, fueron similares, pero éstas Ultimas larvas fueron significativamente mds
pequenas al final del experimento. La misma capacidad de recuperacion fue reportada
por May (1970) y Rogers y Westin (1981) en larvas de Leuresthes tenius y Morone saxatilis,
respectivamente. Del mismo modo, existen reportes de crecimiento compensatorio en
especies como Pagrus pagrus (Rueda-Gonzdlez et al., 1995; Yin y Blaxter, 1987) sometidas
a ayunos parciales, las cuales crecen igual que los individuos que han sido alimentados.

Los efectos del retraso en la primera alimentacién de la cabrilla arenera no sélo se
vieron reflejados a nivel histologico y morfométrico. La eficiencia alimenticia también fue
afectada por el retraso de la primera alimentacién. La intensidad alimenticia inicial (i.e. el
numero de presas ingeridas en la primera alimentacion de cada tratamiento) se

incrementd con el tiempo de inanicién. Esto pudo deberse a que después de un periodo
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de inanicidén, las larvas presentfan una respuesta alimenticia activa (Mookerji y
Ramakrishna, 1995; Rueda-Gonzdlez et al., 1995; Hart, 1997; Parra y Yufera, 2000), lo cual
resulta en un incremento en el nUmero de presas ingeridas. Sin embargo, el hecho de que
las larvas del tratamiento D3 no sobrevivieran, sugiere que a pesar de que fueron capaces
de buscar e ingerir alimento después de 3 dias de inanicién, fueron incapaces de digerir el
mismo. Como se menciond anteriormente, al llegar al punto de no retorno, el deterioro a
nivel histoldgico no permitié la correcta digestion del alimento. Lo anterior corrobora lo
descrito por Theilacker (1978) en el sentido de que el tubo digestivo y el higado son los
primeros érganos en resentir los efectos de la inanicion. En efecto, el uso de los tejidos
como fuente de energia durante la inanicién (Collins y Anderson, 1995) produce
alteraciones celulares, lo cual dificulta la digestién del alimento, ya que también se afecta
la actividad enzimdtica digestiva (Yifera et al., 1993).

La descripcién del efecto producido por la inanicidon sobre las larvas de peces en
condiciones de cultivo permite identificar grados de deterioro a nivel celular y morfolégico
que pueden poner en riesgo la calidad de las larvas producidas. Durante este estudio, fue
posible establecer la utilidad de ciertos criterios para identificar aquellas caracteristicas
que denotan un deterioro estructural debido a un retraso en la primera alimentacion.
Tradicionalmente, mediciones (i.e. longitud total, longitud notocordal, altura de la cabeza,
etc) e indices morfoldgicos (i.e. relacién didmetro del ojo/altura de la cabeza, longitud de
la cabeza/longitud total, etc) han sido utilizados para establecer la condicién de las larvas
de peces (Ehrlich et al., 1976; Theilacker, 1978; Yifera et al., 1993).

En la cabrilla arenera, todas las mediciones morfoldgicas mostraron ser un buen
indicador del efecto del retraso en la primera alimentacién en el dia 5. Sin embargo, a
partir del dia 14, sélo se distinguieron diferencias entre las larvas control y las larvas D2.
Mientras que al final del experimento (dia 19), las diferencias entre las larvas control y las
larvas D1 sélo fueron evidentes en la LTy la AM. Por su parte, las caracteristicas histolégicas

también fueron un buen indicador durante los primeros dias de desarrollo, mientras que al
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final del experimento no fue posible distinguir entre las larvas control, D1 y D2. Esto dificulta
la determinacién del efecto de la inanicidén en las larvas durante la segunda semana de
desarrollo mediante el uso de caracteres morfométricos e histoldgicos. La utilidad de estas
técnicas varia entre especies, condiciones de inanicidn y disefios experimentales, lo cual
hace complicada su utilizacién prdctica con fines de comparaciones interespecificas. Por
ejemplo, Ehrlich et al. (1976) utilizaron diferentes mediciones morfométricas para
establecer la condicion de larvas de Clupea harengus y Pleuronectes platessa.
Concluyeron que el dngulo del eje pectoral era un buen indicador del estado de
inanicion de larvas de ambas especies, mientras que la altura del cuerpo no distinguia
entre larvas en inanicién y alimentadas en ninguna de las dos especies.

Existe un consenso generalizado entre diferentes autores que senalan que los
criterios histolégicos son mejores que los morfoldgicos al momento de hacer
comparaciones interespecificas sobre el grado de inanicién de las larvas de peces, ain
cuando se considera que consumen mds tiempo (Theilacker, 1986; Theilacker vy
Watanabe, 1989). En el caso de la cabrilla arenera, los criterios histoldgicos no permitieron
observar los efectos del retraso en la primera alimentacién, ya que a partir del dia 12 no se
observé diferencia significativa en la altura de los enterocitos 6 didmetro del ndcleo de los
hepatocitos en las larvas sometidas a un retraso en la primera alimentacion. Lo cual se
puede considerar como un reflejo de la elevada capacidad de recuperacion exhibida
por las larvas. AUn asi, seria interesante desarrollar estudios que permitan evaluar si existe
algun efecto negativo a nivel fisioldgico mds que en el estructural. En este sentido, desde
hace algunos anos se han utilizado caracteres bioquimicos que permiten estimar el
estado de condicién nutricional. Los mds utilizados son la tasa ARN/ADN (Buckley, 1979;
Clemmesen, 1996), la actividad enzimdtica digestiva (Ueberschdr y Clemmesen, 1992;
Ueberschdar, 1993) y la presencia de lipidos (Fraser et al., 1987). De ellos, el mds utilizado es
la tasa RNA/DNA, la cual permite evaluar, por un lado, la respuesta fisioldgica de las larvas

ante condiciones de malnutricién, y por otro lado, el potencial de crecimiento (Buckley et
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al., 1999), lo que representa una herramienta de gran utilidad en pesquerias y con gran
potencial en la acuacultura como criterio en la evaluacién de la condicién nutricional de
las larvas bajo diferentes condiciones de cultivo y alimentacién. Recientemente, Khemis et
al. (2000) resaltaron el potencial de la determinacion de la tasa RNA/DNA como indicador
de la condicién nutricional de larvas de Pseudopleuronectes americanus al detectar que
las larvas alimentadas con alimento vivo presentaron una mayor tasa RNA/DNA que las
alimentadas con una dieta artificial.

El presente estudio sugiere que el uso de indicadores morfométricos e histoldgicos
son una herramienta valiosa que permite identificar larvas de la cabrilla arenera que
presentan caracteristicas que denotan malnutricion e inanicién durante condiciones de
cultivo, sobretodo durante los primeros dias de desarrollo (dia 5 después de la eclosidn). Lo
cual puede facilitar la evaluacién de la estrategia de cultivo y alimentacién, asi como la
toma de decisiones en cuanto a las condiciones actuales del cultivo. En este sentido, en el
Ultimo apartado de la presente tesis se discute el uso de los caracteres morfométricos e
histoldgicos como criterios para evaluar el efecto de una dieta microparticulada sobre el
desarrollo y crecimiento de las larvas de la cabrilla arenera sometidas a una estrategia de

destete.

VII1.3. FISIOLOGIA DIGESTIVA Y ALIMENTACION DE LARVAS

VI1.3.1. Desarrollo y distribucion de la actividad enziméatica digestiva.

La caracterizacidén de la organogénesis del sistema digestivo asi como de la
ontogenia enzimdtica son pasos fundamentales hacia una mayor comprensiéon de la
fisiologia nutricional de las larvas de peces (Segner, 1996). Gracias a la integracion de
estos estudios, ha sido posible establecer que tanto el fubo digestivo como la actividad
enzimdtica de las larvas de peces estdn lo suficientemente desarrollados al momento de
la primera alimentaciéon para digerir el alimento (Segner et al., 1993). Los dias subsiguientes

se distinguen por un incremento gradual en la actividad enzimdtica, asi como por la
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diferenciacién estructural del tubo digestivo. Durante el proceso de transformacion a
juveniles se adquieren las caracteristicas morfoldgicas y enzimdticas que permiten
desplegar el patrén enzimdtico caracteristico de juveniles y adultos (aparicién del
estédmago y ciegos pildricos, y la secrecidn de pepsina y dcido clorhidrico) (Kapoor et al.,
1975).

Los estudios realizados con las larvas de la cabrilla arenera permiten afirmar que las
larvas siguen el patrén general antes mencionado. En un estudio previo, Pena et al. (2003)
describieron el desarrollo ontogenético del tubo digestivo. Reportaron que al momento de
la primera alimentacién el tubo digestivo presenta una diferenciaciéon inicial en intestino
anterior, intestino posterior y recto. La mucosa intestinal presenta enterocitos con el borde
de cepillo bien desarrollado, el cual se considerd como la evidencia estructural de la
funcionalidad de estas células. Esto fue reforzado por la deteccidn histoquimica de
grdnulos positivos al reactivo de Schiff (un colorante especifico de carbohidratos) en la
region supranuclear de los enterocitos, resultado de la absorcidon de carbohidratos.

En el presente estudio se detectd, desde el momento de la primera alimentacion,
la actividad de las enzimas fosfatasa dcida y fosfatasa alcalina en el borde apical de los
enterocitos. Las fosfatasas son enzimas que hidrolizan enlaces con fésforo y su presencia es
caracteristica de las membranas celulares donde ocurren procesos de absorcion (Lojda et
al., 1979). Esto corrobora el papel que juegan los enterocitos en el proceso de absorciéon
intestinal desde que se agotan las reservas vitelinas. Al igual que en las larvas de la cabrilla
arenerq, su actividad ha sido detectada en el intestino e higado de diferentes especies
(Goel y Sastry, 1973; Mitchell et al., 1986; Cousin et al., 1987; Segner et al., 1989; Gawlicka
et al., 1995; Tengjaroenkul et al., 2002). Baglole et al. (1998) reportaron la presencia de
fosfatasa alcalina en el rindn de larvas de Pleuronectes ferrungines y Paralichthys dentatus
a partir del dia 3, y Cousin et al. (1987) reportaron la presencia de fosfatasa dcida en el
estémago de larvas y juveniles de Scophthalmus maximus. En un estudio previo, Alvarez-

Gonzdlez (2003) reportd la presencia de fosfatasas dcida y alcalina en eleuteroembriones
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de la cabrilla arenera. Debido a que durante el periodo de alimentacion enddgena, la
absorcion de los nutrientes del saco vitelino no ocurre en el incipiente tubo digestivo, la
presencia de estas enzimas se asocia con los procesos de absorcién del vitelo a través del
endotelio de los capilares sanguineos, donde ha sido demostrada la actividad de las
fosfatasas (Lojda et al., 1979; Cousin et al., 1987; Sarasquete et al., 1993).

En las larvas de la cabrilla arenera, la presencia de las fosfatasas fue descrita en el
borde de cepillo de los enterocitos de ambos intestinos desde el dia 2 hasta el dia 30. No
se observd un patrén de distribucidén diferencial entre ambos intestinos. Igualmente,
Baglole et al. (1998) no reportan ninguna distribucion diferencial en la actividad de
fosfatasa alcalina en larvas de Paralichthys dentatus y Pleuronectes ferrunginea. En
estudios realizados en larvas de especies como Ctenopharyngodon idella (Stroband et al.,
1979), Coregonus lavaretus (Segner et al., 1989) y Sparus aurata (Sarasquete et al., 1993),
en los cuales también se utilizd la enzimohistoquimica, si se reportd una mayor presencia
de fosfatasa alcalina en el intestino anterior desde los primeros dias de desarrollo. Estos
resultados sugieren que la absorcidn de nutrientes ocurre de manera mds activa en el
intestino anterior que en el intestino posterior (Stroband et al., 1979; Segner et al., 1989;
Tengjaroenkul et al., 2000).

A partir del dia 15, la intensidad de la reaccién de ambas fosfatasas se incrementd
en ambos intestinos de las larvas de la cabrilla arenera. Posteriormente, se hizo evidente
una reaccion positiva en los ciegos pildricos. Dicho incremento en la actividad enzimdtica
es caracteristico de las larvas de peces (Segner et al., 1989; Moyano et al., 1996). De
hecho, el incremento en la actividad de la fosfatasa alcalina ha sido considerado como
un indicador del proceso de maduracién de la funcién digestiva y de absorcidon de los
enterocitos (Cahu y Zambonino-Infante, 1997; 2001). La maduracién de la funcién
digestiva del intestino también involucra al citosol de los enterocitos, como una
disminucion de la actividad de la enzimas citosdlica leucina aminopeptidasa (Cahu y

Zambonino-Infante, 2001). Simultdneamente, ocurre el inicio de la actividad secretora de
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las gladndulas gdstricas, dando inicio a la digestion proteica dcida. Esto implica que se
incrementa la absorcidn de nutrientes, mienfras que la digestion intracelular disminuye
gracias a la presencia de la pepsina a nivel gdstrico.

Alvarez-Gonzdlez (2003) reportd que el incremento de la actividad de la fosfatasa
alcalina en larvas de la cabrilla arenera ocurre 12 dias después de la eclosion, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio. En ese mismo dia, se
registré el inicio de la actividad pepsina en el estbmago, confimando la madurez
digestiva de la cabrilla arenera. Sin embargo, el autor no presentard datos con respecto a
la talla de las larvas al inicio de la secrecidn de pepsina. Previamente, Pena et al. (2003)
reportaron la presencia de las gldndulas gdstricas en larvas de la cabrilla arenera de 16
dias de edad con una talla promedio de 7,2 mm a 25° C.

Durante el desarrollo de la actividad enzimdtica digestiva de las larvas de peces,
dentro de las enzimas mds estudiadas son aquellas sintetizadas en el pdncreas y que
actiuan en el lumen intestinal participando en la digestién de proteinas. Particularmente,
han sido estudiadas la accién de las endopeptidasas tripsina y quimotripsing, las cuales
han sido reportadas en larvas de muchas especies (Alliot et al., 1977; Takii et al., 1985;
Baragi y Novell, 1986; Oozeki y Bailey, 1995; Cahu et al., 1998; Lazo et al., 2000b). Gracias a
la accién hidrolitica de estas enzimas, se generan polipéptidos que posteriormente son
hidrolizados por una serie de enzimas (exoproteasas) que son sintetizadas en la mucosa
intestinal, y que actian a nivel de la membrana de los enterocitos. Dentro de las
exoproteasas mds estudiadas en las larvas de peces figuran la leucina-aminopeptidasa
(Zambonino-Infante y Cahu, 1994; Tengjaroenkul et al., 2002), carboxilpeptidasa (Baragi y
Lovell, 1986), aminopeptidasa (Mitchell et al., 1986; Cousin et al., 1987; Segner et al., 1989;
Segner et al., 1993; Gawlicka, et al., 1995;) y dipepftidil aminopeptidasa IV (Tengjaroenkul
et al, 2002). Estas enzimas han sido detectadas desde el inicio de la alimentacién

exdgena y su presencia ha sido asociada con la maduracién de los enterocitos.
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En el presente estudio, se detectd por primera vez la accidén de las exoproteasas
aminopeptidasa y dipeptidil aminopeptidasa IV en las larvas de la cabrilla arenera desde
el momento de la primera alimentacion. Al igual que en otfras especies de peces, el sitio
de actividad fue a nivel de la membrana del borde de cepillo e incluso en la regién
supranuclear de los enterocitos en ambos intestinos y en los ciegos piléricos a partir del dia
20. Estas enzimas hidrolizan el enlace amino terminal de los oligopéptidos que han sido
generados de la acciéon hidrolitica de las endopeptidasas (i.e. tripsina y quimotripsina) en
el lumen intestinal (Lojda et al., 1979). Como resultado de la accién de la aminopeptidasa
y dipeptidil aminopeptidasa IV, se producen péptidos mds pequenos y aminodcidos libres
que posteriormente son absorbidos a través del borde de cepillo de los enterocitos.
Debido a que los sustratos de estas enzimas se producen solamente después de la accidn
de las endopeptidasas, la presencia de estas exoproteasas sugiere que las larvas de la
cabrila arenera presentan la maquinaria enzimdtica para realizar la digestion de
proteinas desde el inicio de la alimentacién exégena. En efecto, recientemente, Alvarez-
Gonzdlez (2003) detectd la presencia de tripsina, quimotripsina y leucina aminopeptidasa
en las larvas de la cabrilla arenera desde el momento de la eclosidn y posteriormente se
registrd un incremento gradual en su actividad.

Otro aspecto importante en la capacidad digestiva de las larvas es la de hidrolizar
lipidos. La digestion de lipidos ocurre por la accién de las lipasas y esterasas, las cuales
hidrolizan ésteres carboxilicos de dcidos grasos (Lojda et al., 1979). Recientemente, Peha
et al. (2003) reportaron la presencia de vacuolas supranucleares en los enterocitos de la
cabrilla arenera a partir del dia 6. La presencia de dichas vacuolas ha sido relacionada
con la absorcién y almacenamiento de lipidos (Tanaka, 1973; Watanabe y Sawada, 1985;
Deplano et al., 1991; Sarasquete et al., 1995). En el presente estudio, las larvas de la
cabrilla arenera presentaron la actividad de la esterasa no especifica desde el inicio de la
alimentacion exdégena. En un estudio previo, Alvarez-Gonzdlez (2003) reportd la presencia

de lipasa y esterasa no especifica en larvas de la cabrilla arenera desde el momento de
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la eclosidn, que en conjunto con los resultados presentados en este estudio, permiten
establecer la capacidad que presentan las larvas para digerir lipidos desde el inicio de la
alimentacion exdégena. Mds auln, la presencia de la esterasa no especifica en la regién
supranuclear de los enterocitos sugiere que esta enzima participa de forma activa en los
procesos de digestién intracelular y absorcion de lipidos en la mucosa intestinal (Goel y
Sastry, 1973; Segner et al., 1989; Tengjaroenkul et al., 2000).

A partir del dia 15 se observd la actividad de la esterasa no especifica en la
mucosa de los ciegos piléricos e incluso se observd en el estdbmago. Esto concuerda con
lo reportado por ofros autores en larvas de Pleuronectes ferruginea (Baglole et al., 1998) y
Coregonus lavaretus (Segner et al., 1989). Al igual que en el presente estudio, la presencia
de la actividad de la esterasa no especifica ha sido descrita en los hepatocitos y en las
gldndulas gdstricas de Coregonus lavaretus (Segner et al., 1989). En contraste, Gawlicka et
al. (1995) reportaron la ausencia de esta enzima en el intestino anterior de larvas y
juveniles de Acipenser transmontanus, no obstante, se detectd la presencia de esta
enzima en los enterocitos de los ciegos pildricos.

De manera general, a partir del dia 15 se observd un incremento en las
intensidades de las enzimas digestivas determinadas en el presente estudio, excepto por
la esterasa no especifica. Segner et al. (1989) describieron un patrén similar a partir del dia
13, en larvas de Coregonus lavaretus. El aumento de la actividad enzimdtica durante el
desarrollo de las larvas de peces ha sido registrado en numerosas larvas de peces,
incluyendo la cabrilla arenera (Alvarez-Gonzdlez, 2003), lo cual incrementa la capacidad
digestiva de las mismas (Segner, 1996). Varios autores han senalado que este incremento
en la capacidad digestiva obedece a una mayor canfidad de alimento ingerido y a las
propiedades nutricionales del mismo (Kawai e lkeda, 1972; Lauff y Hofer, 1984; Govoni et
al., 1986; Cousin et al., 1987; Pedersen et al., 1987). No obstante, no se descarta la

posibilidad de que este incremento en la actividad de las enzimas digestivas responda a
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una programacién genética como parte de un proceso natural de maduracién (Segner
et al., 1989; Cahu y Zambonino-Infante, 2001).

Durante la presente tesis, el uso de la enzimohistoquimica permitié detectar los
sitios de actividad enzimdtica. Sin embargo, es particularmente complicado describir
algun incremento cuantitativo de la actividad, lo cual es posible utilizando las técnicas
bioguimicas. El uso de una clasificaciéon semicuantitativa plantea un problema de
interpretacion, impidiendo alguna comparacion practica en cuanto a las causas de los
cambios en la actividad enzimdtica observada. Por ejemplo, Tegjaroenkul et al. (2002) no
observaron efectos en la actividad enzimdtica digestiva de larvas de Oreochromis
niloticus alimentadas con una dieta artificial desde la primer alimentacion utilizando
enzimohistoquimica, mientras que con estudios biogquimicos ha sido posible detectar el
efecto del tipo de alimento en la actividad enzimdtica en larvas de Dicentrarchus labrax
(Zambonino-Infate y Cahu, 1994). En el mismo senfido, en el caso de la esterasa no
especifica detectada por enzimohistoquimica en el presente estudio, no fue posible
observar variaciones durante el desarrollo de las larvas de la cabrilla arenera.
Contrariamente, Alvarez-Gonzdlez (2003), utilizando técnicas bioquimicas, demostré el
efecto de diferentes sustratos y del tipo de alimento vivo en la actividad de la esterasa no
especifica de las larvas.

De lo anterior resalta que ambas técnicas son Utiles en cuanto a la determinacion
de la actividad enzimdtica digestiva de las larvas de peces. Por supuesto, ambas tienen
pros y contras inherentes a cada técnica. Por lo que la eleccién del tipo de técnica debe
estar basada en una evaluacién de los objetivos e hipdtesis que se pretenden comprobar.
Si la intencidn es detectar la presencia y/o corroborar los sitios de actividad de una
enzima especifica, la enzimohistoquimica es la mejor opcidén. Si por el contrario, se desea
comprender la evolucion de la actividad enzimdtica durante el desarrollo larval, asi como
los efectos de diferentes factores como el tipo de alimento, entonces las técnicas

bioguimicas son recomendables.
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La presencia de las enzimas intestinales, como fosfatasa alcalina, fosfatasa dcida,
aminopeptidasa, dipeptidil aminopeptidasa IV y esterasa no especifica, ha sido aceptada
como un indicador de la funcionalidad infestinal en las larvas de peces (Zambonino-
Infante y Cahu, 1994; Baglole et al., 1998). La presencia de estas enzimas en las larvas de
la cabrilla arenera desde el inicio de la alimentacién exdgena permite afirmar que la
funcién intestinal (digestidén y absorcion) estd desarrollada a partir de que se agotan las
reservas vitelinas, permitiendo que las larvas puedan digerir y absorber el alimento

suministrado.

VIII.3.2. Efecto del destete en el desarrollo y condicidn nutricional.

Uno de los principales retos al realizar la sustitucién del alimento vivo por una dieta
arfificial, es establecer el momento adecuado para iniciar el destete. Varias
caracteristicas han sido consideradas como indicadoras de este momento. Por un lado, el
grado de desarrollo morfolégico del tubo digestivo, especificamente a partir de cuando
aparecen las gldndulas gdstricas (Segner et al., 1993; Bisbal y Bengtson, 1995). Por otro
lado, el momento en que ocurre la madurez de la capacidad digestiva (Cahu vy
Zambonino-Infante, 2001; Kolkovski, 2001).

En el caso de la cabrilla arenera, ambos aspectos han sido descritos. Pena et al.
(2003) describieron el desarrollo ontogenético del tubo digestivo y reportaron la presencia
de las gladndulas gdstricas a partir del dia 16, cuando las larvas presentan una longitud
total promedio de 7,2 mm. Por su parte, ha sido reportada la presencia de pepsina a partir
de los 12 dias (Alvarez-Gonzdlez, 2003), que coincide con la madurez intestinal (i.e.
incremento de la accién de las fosfatasas y disminucion en la actividad de las
exoproteasas). Con esto en mente, en el presente estudio se realizd una estrategia de

destete temprano a partir del dia 17.
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Las larvas de la cabrilla arenera aceptaron la dieta artificial desde el inicio del
periodo de coalimentacién, lo cual fue confimado por observacién directa del tubo
digestivo. Esto permite afirmar que la dieta elaborada a base de quistes desencapsulados
de Artemia utilizada en el presente estudio contenia los componentes quimicos necesarios
que funcionan como atractantes y que promueven la ingestion de la dieta artificial
(Dempsey, 1978; Kolkovski et al., 1997b; Hidaka et al., 2000; Papatryphon y Soares; 2000;
Liang et al., 2001).

Al igual a lo observado en ofras especies de peces (Ehrlich et al., 1989; Baskerville-
Bridges vy Kling, 2000; Guthrie et al., 2000; Koven et al., 2001), a pesar de la aceptacion de
la dieta artificial por parte de las larvas de la cabrilla arenera, al final del bioensayo éstas
presentaron una longitud menor que las larvas alimentadas exclusivamente con el
alimento vivo.

Los resultados obtenidos en esta tesis con respecto al crecimiento de las larvas
alimentadas con la dieta arificial son similares a los reportados por Alvarez-Gonzdlez
(2003). En dicho estudio se compard el crecimiento y sobrevivencia de las larvas de la
cabrilla alimentadas con tres dietas artificiales, cuya diferencia fue la fuente de proteina
utilizada (hidrolizado de proteina de pescado, harina de calamar y harina de sangre de
res, a un nivel de inclusion de 15 % base hUmeda, como sustitutos de harina de sardina) y
el dia de inicio del destete (dias17 y 22). En las larvas destetadas a partir del dia 17, el
mejor crecimiento se observé en las larvas alimentadas con el hidrolizado de pescado,
que a los 30 dias presentaron una LT de 9,6 £ 1,1 mm longitud notocordal. Dichos
resultados son superiores a los obtenidos en el presente estudio (9,36 £ 1,1 mm longitud
notocordal a los 33 dias). Al respecto, las diferencias pueden atribuirse a la presencia del
hidrolizado de proteina, el cual incorpora en la dieta péptidos pequenos y aminodcidos
libres que facilitan su digestiéon y absorcidén en el tubo digestivo de las larvas, asi como
inducir una maduracién temprana de la funcidén digestiva de las larvas (Zambonino-

Infante et al., 1997; Kolkovski, 2001). No obstante, los quistes desencapsulados de Artemia
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gue se utilizaron como principal fuente de proteina en la dieta artificial utilizada en el
presente estudio contienen proteinas cuyo peso molecular flucta entre los 7,4 y 49,2 kDa
(Garcia-Ortega, 2000), lo cual la presenta como una atractiva fuente de proteinas que
puede ser digerida y asimilada por las larvas de la cabrilla arenera. Ademds, los perfiles de
aminodcidos y dcidos grasos no difieren a los de nauplios de Artemia (Garcia-Ortega et
al., 1998). En este sentido, Kolkovski et al. (1997b) demostraron que la adicidon de extractos
de Artemia en dietas artificiales ofrecidas a larvas de Sparus aurata incrementaban Ia
ingesta de dichas dietas.

Con respecto a la formulacion de las dietas artificiales, recientemente, Koven et al.
(2001) y Kolkovski (2001) propusieron que las diferencias obsevadas en el crecimiento de
larvas alimentadas con una dieta microparticulada y alimento vivo pueden deberse a
que las dietas artificiales carecen de factores nutricionales que no promueven una éptima
respuesta digestiva por parte de las larvas, facilitando la digestion y asimilacién de la
dieta. Asi mismo, demostraron que para que una dieta microparticulada sea considerada
como adecuada para mantener las tasas de crecimiento y sobrevivencia aceptables, su
formulacion no debe basarse simplemente en “imitar” la composicion bioquimica del
alimento vivo, sino que deben incorporarse factores nutritivos como neuropéptidos que
regulan el control hormonal de la alimentacién y secrecidén enddcrina, como bombesing,
la cual estimula la actividad enzimdtica y la peristalsis.

Un aspecto que debe tomarse en cuenta durante la planeacion de una estrategia
de destete es la duracion del periodo de coalimentacién, el cual es considerado un paso
importante en el proceso de destete (Rosenlund et al., 1997; Canavate y Ferndndez-Diaz,
1999; Lazo, 2000; Lazo et al., 2000a). De hecho, mientras mayor sea este periodo de
fransicion, mejores resultados se observan en cuanto al crecimiento de las larvas (Hart y
Purser, 1995). Durante el presente estudio, posterior al periodo de coalimentacion se
observé una elevada tasa de mortalidad en las larvas, lo cual sugiere gue una

coalimentacién de 4 dias no fue suficiente para que las larvas se adaptaran a un nuevo
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alimento. No obstante, este aspecto requiere de mds estudios que permitan establecer la
duracion 6ptima del periodo de coalimentacion.

Muchos de los bioensayos en los que se emplea una dieta artificial, evalian los
efectos de estas dietas sobre las larvas en términos de sobrevivencia y crecimiento. Sin
embargo, no puede pasarse por alto el hecho de que una dieta artificial produce efectos
morfofisioldgicos en las larvas de peces. La descripcidon de estos efectos puede ser una
herramienta valiosa para evaluar la calidad y adecuacion de las dietas artificiales
(Bengtson, 1993). De esta manera, varios autores han reportado el uso de caracteres
histoldgicos a nivel hepdtico e intestinal (Segner et al., 1987; 1988; 1993; Segner y Witt, 1990;
Segner y Rosch, 1990; Baskerbille-Bridges et al., 2000 Caballero et al., 2003), fisioldgicos
como la tasa RNA/DNA, actividad enzimdtica, eficiencia de la asimilacién (Shimeno et al.,
1981a, 1981b; Holt, 1993; Nolting et al., 1999; Khemis et al., 2000) e incluso conductuales
(Stradmeyer, 1989). Con esto en mente, se describié el efecto de la dieta
microparticulada en el desarrollo de las larvas utilizando criterios morfométricos e
histoldgicos.

El uso de la dieta artificial produjo efectos a nivel histoldégico y morfométrico en las
larvas de la cabrilla arenera. Histolégicamente, los valores del drea del nicleo de los
hepatocitos y y la altura de los enterocitos fueron significativamente mds pequenos que
los valores registrados en las larvas alimentadas con el alimento vivo a partir del dia 21 (al
final del periodo de coalimentacion). Estos resultados son comparables a los observados
por Segner y Résch (1990) en larvas de Coregonus lavaretus, quienes evaluaron el efecto
de cuatro dietas artificiales y alimento vivo (zooplancton) en la estructura histoldgica del
higado. Ellos reportaron que en las larvas alimentadas con alimento vivo (zooplancton) el
nucleo de los hepatocitos era mds grande y sugirieron que esta caracteristica era
indicativa de un elevado metabolismo hepdtico. Anteriormente, Segner et al. (1988)
demostraron que el tamano del ndcleo de los hepatocitos es un indicador de la condicién

nutricional de los peces, lo cual fue corroborado posteriormente por StrGssman vy
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Takashima (1990) y Segner et al. (1993). Aligual que en el higado, la diferencia en la altura
de los enterocitos puede considerarse como un reflejo de la condicion nutricional de las
larvas debido a una baja absorcién de la dieta artificial. Segner et al. (1993) reportaron un
efecto similar en la altura de los enterocitos en larvas de Clarias gariepinus y Coregonus
lavaretus alimentadas con dietas artificiales, comparadas con larvas alimentadas con
alimento vivo (nauplios de Artemia). Cahu y Zambonino-Infante (1994, 2001) reportaron
que el destete temprano retrasa el desarrollo y particularmente pueden afectar la
capacidad de absorcion y digestion intracelular de las larvas, ya que pueden danar la
estructura de los enterocitos, asi como las funciones secretoras del pdncreas. Esto sugiere
que las larvas de la cabrilla arenera alimentadas con una dieta artificial a partir del dia 17,
presentan signos de malnutricién ya que tanto el nicleo de los hepatocitos (sitio de
franscripcién de la sintesis de proteinas) como los enterocitos (sitio de absorcion vy
fransporte de los nutrientes) reflejan la actividad metabdlica celular, la cual puede variar
en funcién al estado nutricional (Theilacker y Watanabe, 1989; Strismann y Takachima,
1990; Segner et al., 1993).

Por otro lado, morfoldgiamente las larvas de la cabrilla arenera alimentadas con la
dieta artificial también presentaron valores morfométricos significativamente inferiores que
las larvas alimentadas con alimento vivo. Fuera de la longitud total é el peso, no se
encontraron reportes sobre los efectos morfométricos de una dieta artificial sobre el
crecimiento de las larvas de peces. Es interesante notar el hecho de que los efectos a un
nivel morfométrico sélo se detectaron al dia 27 en la AM. Esta diferencia en el tiempo en
que se detectaron los efectos histoldgicos y morfoldgicos, sugiere que los efectos
morfoldgicos son un reflejo de la respuesta fisioldgica de las larvas, la cual, a su vez, es
influenciada por la presencia de la dieta artificial.

Durante el presente estudio se observd la presencia de vacuolas pinocitdticas en
la regién supranuclear de los enterocitos del intestino posterior, en las larvas de la cabrilla

arenera alimentadas ya sea con alimento vivo o con la dieta arfificial. Ha sido
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demostrado que la presencia de estas vacuolas en la superficie apical de los enterocitos
del intestino posterior es debido a la absorcidn de proteinas ¢ polipéptidos por pinocitosis
en larvas y juveniles de peces (Watanabe, 1981). En un estudio previo, Pena et al. (2003)
reportaron la aparicién de éstas vacuolas en el intestino posterior en larvas de la cabrilla
arenera a partir del dia 6. En ese mismo estudio, para el dia 16 el nUmero y tamano de
dichas vacuolas disminuye, coincidiendo con la aparicién de las gldndulas gdstricas y
finalmente desaparecen alrededor del dia 24. El calendario de alimentacion empleado
en ese estudio fue: rotiferos del dia 2-13, nauplios de Artemia enriquecidos durante los dias
13-17; Artemia de 12 dias de edad durante los dias 14 a 26 y una dieta artificial semiseca
del dia 20-30. Estos resultados contrastan con lo encontrado en el presente estudio donde
se observaron vacuolas pinocitéticas aun después de la aparicién de un estdmago
funcional. Varios factores deben considerarse al respecto. Por un lado, el calendario de
alimentacion fue diferente, en el presente frabajo no se administraron adultos de Artemia
y los nauplios de Artemia se dieron hasta el dia 20. A pesar de esto, la diferencia principal
puede ser atribuida a la naturaleza de la dieta artificial utilizada. Desafortunadamente, no
se tienen mds datos acerca de la composicion proximal de la dieta artificial utilizada por
Pefna et al. (2003), lo cual podria brindar mds elementos para explicar esta discrepancia
en los resultados. Sin embargo, la presencia de vacuolas pinocitdticas ha sido reportadas
en juveniles de ofras especies (Watanabe, 1982a). Watanabe (1984) senala que en los
juveniles de peces, aln cuando existe un estdbmago funcional (que implica la hidrdlisis
dcida por parte de la pepsina), el tiempo requerido para llevar a cabo la digestidon
intfracelular es mucho mayor que en las larvas, o cual es apoyado por el hecho de que el
nivel de actividad de las enzimas citosdlicas disminuye con el inicio de la funcionalidad
dcida, como parte del proceso de maduraciéon de tubo digestivo (Cahu y Zambonino-
Infante, 2001).

A pesar de la presencia de vacuolas pinocitéticas en el intestino de las larvas de la

cabrila arenera bajo diferentes regimenes alimenticios, se observaron diferencias
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significativas en cuanto al didmetro de las vacuolas. Las vacuolas presentes en las larvas
alimentadas con alimento vivo son mds grandes y numerosas que las observadas en las
larvas alimentadas con la dieta artificial. Esta diferencia da un indicio de la capacidad de
absorcidon y transporte de los enterocitos, que puede estar relacionado con las
caracteristicas nutricionales de los alimentos, asi lo sugirieron Baskerville-Brigdes y Kling
(2000) quienes reportaron la presencia de vacuolas pinocitéticas mds grandes en larvas
de Gadus morhua alimentadas con alimento vivo que las alimentadas con dietas
microparticuladas.

Considerando los resultfados del presente estudio, se puede afirmar que los
caracteres histoldgicos y morfométricos representan una herramienta Util en la evaluacién
de la calidad de las dietas artificiales empleadas en el cultivo de la cabrilla arenera.
Siendo mds recomendables los histoldgicos ya que permiten identificar los efectos
producidos por la dieta artificial antes que a nivel morfométrico. Esto representa cierta
ventaja durante el cultivo de larvas, ya que permitiria tomar decisiones acerca de la dieta
suministrada antes de que los efectos producidos por la misma sean irreversibles y se
ponga en riesgo la calidad de la semilla producida.

Por otro lado, si bien las mediciones histolégicas de la absorcién de proteinas no
permitieron una firme estimacion cuantitativa de la tasa de absorcién proteica y digestiéon
intfracelular, si permiten tener una idea general acerca de la funcionalidad de los
enterocitos. De esta forma, el hecho de observar vacuolas mds grandes y numerosas en
las larvas alimentadas con alimento vivo sugiere que las proteinas presentes en el alimento
vivo se absorben y acumulan mds rdpidamente que las presentes en la dieta

microparticulada.
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IX. CONCLUSIONES

IX.1. Sistema visual y eficiencia alimentica.

El desarrollo del sistema visual de las larvas de la cabrilla arenera sigue un patrén
general descrito en larvas de peces, el cual consiste en la aparicién de conos y la
posterior aparicion de los bastones.

La presencia de pigmento visual en la retina a partir del dia 2 en larvas de la
cabrilla arenera es un indicador de la funcionalidad del ojo, ya que permite la
captacion de fotones.

Dos periodos de diferenciacidén son evidentes durante el desarrollo del sistema
visual de las larvas de la cabrilla arenera. Uno durante el periodo de alimentacion
enddégena (desde la eclosidon hasta el dia 2) como preparacién al inicio de la
alimentacion exdgena y otro, como una adaptacidén hacia un cambio de vida
bentdénico al momento de la transformacién a juvenil (dias 14 al 22).

La intensidad alimenticia (nUmero de presas ingeridas) de las larvas de la cabrilla
arenera se incrementa significativamente durante el periodo de torsién del tubo

digestivo que ocurre durante los dias 6 - 9 a 25° C.

IX.2. Primera alimentacion y eficiencia alimenticia

Las larvas de la cabrilla arenera son depredadores visuales que a una intensidad
de luz de 700 lux incrementan siginificativamente la incidencia alimenticia
(porcentaje de larvas con alimento). Sin embargo, la infensidad luminosa no
presenta ningun efecto significativo sobre el nUmero de presas ingeridas por larva.

Durante la primera alimentacion, las larvas de la cabrilla arenera alimentadas con
mayores densidades de presas presentan una mayor eficiencia alimenticia. Por su

parte, el color del tanque de cultivo no afecta de manera significativa la
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incidencia alimenticia, presumiblemente por el grado de desarrollo de la retina al
momento de la primera alimentacion.

e Las larvas de la cabrilla arenera tienen una amplia capacidad de recuperacion a
un periodo de inanicidn inicial, no superior a 3 dias, posteriormente, el punto de no
retorno ocurre entre los 4 y 5 dias después de la eclosién.

e Los criterios histolégicos (altura de los enterocitos y didmetro de los hepatocitos) y
morfométricos (ACP, DO, AH, ATD, AM y AC) representan un buen indicador del
grado de inanicion de las larvas de la cabrilla arenera durante los primeros 5 dias
de desarrollo.

e Los criterios morfométricos (AM y LT) son un buen indicador del grado de inanicién
a partir de las dos semanas de desarrollo en larvas que han sido sometidas a un
retraso de un dia en la primera alimentacion, mientras que el DO, la AC, la AM, la
ACP vy la AH permiten distinguir a las larvas que han sufrido un retraso de dos dias

en la primera alimentacioén.

IX.3. Fisiologia digestiva y alimentacion de larvas.

e Aligual que en larvas de otras especies, la actividad enzimdatica digestiva en las
larvas de la cabrilla arenera es evidente desde el inicio de la alimentacion
exdgena (dia 2).

e Los enterocitos son los principales sitios de actividad de las fosfatasas dcida vy
alcalina, aminopeptidasa M, dipeptidii aminopeptidasa IV y esterasa no
especifica, esto corrobora el papel que presentan en la digestion y absorcidén de
nutrientes.

e Existe un incremento en la actividad enzimdtica digestiva alrededor del dia 15,

senalando el inicio de la madurez digestiva de las larvas de la cabrilla arenera.
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e Eluso de una dieta artificial produjo efectos a nivel histoldégico que se evidencian a
partir del dia 21 y que posteriormente se reflejan a nivel morfométrico a partir del
dia 27, sugiriendo cierto grado de malnutricidon en las larvas de la cabrilla arenera.

e La deteccidn de los danos a nivel histoldgico es una herramienta Util en las
estrategias de evaluacion de una dieta artificial durante el cultivo de las larvas de

la cabrilla arenera.
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X. RECOMENDACIONES

Con base a los resultados expuestos en la presente tesis, se recomienda seguir un
esquema de culfivo con las condiciones necesarias que favorezcan un incremento en la
eficiencia alimenticia de las larvas de la cabrilla arenera. La tabla XIV (pdg. 122) resume

las condiciones de cultivo recomndadas.

Igual de importante resulta establecer un calendario de alimentacion basado en
el grado de desarrollo de las larvas que permita optimizar el crecimiento y supervivencia
de las mismas. La figura 40 (pdg. 122) muestra un calendario de alimentacién de acuerdo
a factores como el famano de la boca vy la talla total de las larvas de la cabrilla arenera.
Asi, se recomienda inciar el destete a partir de los dias 17 6 18, realizando la transicién de
nauplios de Artemia a la dieta artificial, eliminando el suministro de juveniles y adultos de
Artemia. Es importante establecer un periodo de co-alimentacién no menor a 7 dias, de
tal forma que se de el tiempo adecuado a las larvas de adaptarse al nuevo alimento. Es
recomendable que a partir del inicio del periodo de coalimentacion se incremente la
frecuencia alimenticia a 3 6 4 veces al dia. El tamano inicial de particula del alimento
artificial ha de ser similar al tamano de los nauplios de artemia (300-500 um).

Por otfro lado, durante la presente tesis se establecieron caracteres histoldgicos vy
morfométricos que permiten evaluar el grado de inanicién de las larvas de la cabrilla
arenera. Dichos andlisis representan una herramienta importante dentro de los esquemas
de evaluacion de las condiciones de cultivo y del tipo de alimento suministrado. Es por ello
que se recomienda realizar un monitoreo de las larvas en cultivo, principalmente antes,
durante y después de los dos periodos criticos relacionados con la alimentacion, i.e.

primera alimentacion y destete.
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Tabla XIV. Condiciones recomendadas durante el cultivo de larvas de la cabrilla arenera (Paralabrax

maculatofasciatus).
Condiciones Valores
Temperatura 24 -25°C
Salinidad 34 - 35 ups

Intensidad de luz 700 lux, minimo

10 rotiferos/ml
Densidad de presas )
5 nauplios/ml

Negro con fondo

Color de tanque

Fotoperiodo

blanco

10:14

Alimento artificial (300-500 pm)

Y

(450um)

@o-zsopm) Brachionus plicatilis

T

Microalgas i

) | !

(o e v

o] her - J E

WX o -' '

] { ',I 1 :' . :
2 5 10 15 25 30 Edad (dias)
2.85 3.46 4.47 6.40 14.82 19.1 Talla (mm)
223 319 688 937 Boca (um)

Figura 40. Esquema de alimentacion recomendado durante el cultivo de larvas de la cabrilla arenera

(Paralabrax maculatofasciatus).
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XI. PERSPECTIVAS

A pesar del avance logrado durante los Ultimos anos en el cultivo de larvas de la
cabrilla arenera, aun existen aspectos relacionados con la alimentacién y nutricidon que
deben estudiarse de tal forma que pueda tenerse una vision integral sobre la fisiologia
digestiva de las larvas de la cabrilla arenera.

Asi, la descripcidn del comportamiento alimenticio de las larvas de la cabrilla
arenerq, aportard elementos valiosos con respecto al proceso alimenticio que puedan
considerarse durante el inicio de la alimentacion exégena y durante la transicién de un
alimento vivo a un alimento inerte.

Igual de relevante es elaborar estudios que permitan esclarecer el grado de
participaciéon de otras vias sensoriales como la quimica y mecdnica en el proceso
alimenticio de las larvas de la cabrilla arenera.

La evaluacién de diferentes dietas artificiales permitird lograr avances en la
determinacién de los requerimientos nutricionales de las larvas de la cabrilla arenera; y en
conjunto con la implementaciéon de un esquema de evaluaciéon del desempefo de la
dieta sobre la condicidon nutricional de las larvas, serd posible proponer estrategias de

cultivo integrales que permitan incrementar la supervivencia de las larvas.
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XIV. ANEXO

Técnicas enzimohistoquimicas

FOSFATASA ALCALINA (E.C. 3.1.3.1). Azo-couplig modified alter Pearse (1953). Tomado de
Lojda et al. (1979).

Medio de incubacion:

1-Naftol fosfato, sal de sodio or 1-naftol dcido fosférico 25-50 mg
Disolver en Tris-HCI bufer, pH 9.2-9.4 50 ml
Fast blue BB, RR, B, VB, or Fast red TR 50 mg

Agitar fuertemente, checar pH, si es necesario, ajustar con NaOH, filtrar.

Tiempo de incubacién:

3-60 minutos a temperatura ambiente ¢ a 37° C.

Tratamiento post-incubacion:

Eliminar medio de incubacién

Enjuagar con agua destilada

Colocar en formol 4%, a temperatura ambiente, durante varias horas para eliminar
burbujas de aire en el tejido.

Enjuagar con agua corriente

Cuando sea necesario, contratenir los nucleos con Nuclear Fast Red o hematoxiling,
dependiendo del colorante utilizado.

Montar.

FOSFATASA ACIDA (E.C. 3.1.3.2). Metal salt procedure modified after Gomori (1950).
Tomado de Lojda et al. (1979).

Medio de incubacion:

0.1 M bufer acetatopH 50 6 50 ml
0.24 % Nitrato de plomo 50 ml
3 % 2-Glicerofosfato 10 ml

Agitar y dejar a la temperatura de incubacion durante 10-30 min, filtrar.

Tiempo de incubacién:
10-60 minutos a 37 ° C 6 2 hrs a temperatura ambiente.

Tratamiento post-incubacion:

Eliminar medio de incubacién

Enjuagar en dos cambios de agua destilada, 1 minuto en cada uno
Colocar en sulfuro de amonio amarillo 0.5 -1 %, 1-2 minutos
Enjuagar en agua destilada

Montar.
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ESTERASA NO ESPECIFICA (E.C. 3.1.1.1). Simultaneous azo-coupling with 1-naphthyl acetate
and stable diazonium salts modified after Gomori (1952). Tomado de Lojda et al. (1979).

Medio de incubacion:

1-Naftol acetato 10 mg
Disolver en acetona T ml

0.1 M buffer fosfato, pH 7.4 50 ml

Fast Blue B 50-100 mg

Mezclar bien v filtrar.

Tiempo de incubacién:
3-30 minutos a temperatura ambiente.

Tratamiento post-incubacion:

Eliminar el medio de inclusidn

Lavar en agua destilada

Formol 4 % varias horas (elimina las burbujas presentes en el tejido)
Lavar en agua corriente 10 minutos

Montar.

AMINOPEPTIDASA M (E.C. 3.4.11.2). Simultaneous azo-coupling modified alter Nachlas et al.
(1960). Tomado de Lojda et al. (1979).

Medio de incubacion:

L-Alanil- 6 L-lucil-4-metoxi-2-naftilamida 5mg
Disolver en N,N-dimetilformamida 0,5 ml
0.1 M bufer fosfato o buffer acetato, pH 6.5-7.5 10 ml
Fast blue B 10 mg

Mezclar y filtrar.

Tiempo de incubacién:
5-45 minutos a temperatura ambiente ¢ 37° C.

Tratamiento post-incubacion:

Eliminar medio de incubacion

Enjuagar con agua destilada

Colocar en sulfato de cobre 2 % por 5 minutos
Enjuagar con agua destilada

Colocar en formol 4 % por 2 horas

Enjuagar con agua destilada

Montar.

DIPEPTIDYL AMINOPEPTIDASA IV (E.C. 3.4.14.4). Simultaneous azo-coupling after Lojda
(1977). Tomado de Lojda et al. (1979).

Medio de incubacion:

Glicil-propil-4-metoxi-2-naftilamida 4 mg
Disolver en N,N-dimetilformamida 0,5ml
Buffered Fast blue B 10 ml
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(10 mg fast blue B disueltos en 10 ml de 0.1 M buffer fosfato, pH 7.2-7.5)
Mezclar bien vy filtrar.

Tiempo de incubacién:
5 - 90 minutos a temperatura ambiente o 37° C.

Tratamiento post-incubacion:

Eliminar medio de incubacién

Enjuagar con agua destilada

Colocar en sulfato de cobre 2 %, de 15 minutos a varias horas
Enjuagar con agua destilada

Colocar en formol 4 % varias horas

Enjuagar con agua destilada
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