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Glosario.

Acido desoxirribonucleico (ADN): macromolécula que normalmente esta
formada por cadenas polinucleotidicas, unidas por puentes de hidrogeno,
en la cual el residuo azucar es la desoxirribosa. Es la principal molécula de
almacenamiento de la informacion genética (Klug y Cummings, 1999;
Wilbraham y Matta, 1989).

Acido graso: cualquier acido carboxilico (molécula organica que contiene un
grupo carboxilo R-CO,H), de cadena lineal, especialmente aquellos cuyas
cadenas contienen 12 o mas atomos de carbono, pueden ser saturadas o
insaturadas al tener uno o varios enlaces dobles (Lehninger, 1998;
Wilbraham y Matta, 1989).

Acido nucleico: polimero de ribonucleétidos (ARN) o desoxiribonucleétidos (ADN)
que se encuentra principalmente en las células eucariodticas, desempefa un
papel importante en la transmision de las caracteristicas hereditarias, la
sintesis de proteinas y el control de las actividades célulares (Klug y
Cummings, 1999).

Acido ribonucleico (ARN): acido nucleico caracterizado por el aztcar ribosa y la
pirimidina uracilo, generalmente un polinucleétido de cadena sencilla,
importante componente en la sintesis de proteinas. Se reconocen varios
tipos, como el ARN ribosomal, el ARN mensajero y el ARN de transferencia
(Klug y Cummings, 1999)

Alometria: tipo de crecimiento resultante de un cambio en las proporciones de las
estructuras morfolégicas durante la ontogenia, este cambio puede implicar
diferencias substanciales en la forma del cuerpo (Strauss, 1984).

Aminoacido: cualquiera de las subunidades que se unen covalentemente para
formar proteinas (Lehninger, 1998; Klug y Cummings, 1999)

Anabolismo: proceso sintético en el metabolismo celular para construir moléculas
para el crecimiento y la multiplicacién celular, también denominado

metabolismo constructivo (Wilbraham y Matta, 1989; Lehninger, 1998).
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Apoptosis: muerte celular implicada en la regulacién del desarrollo y crecimiento,
puede ser activada como parte del desarrollo normal 6 como consecuencia
de un dafo inducido (Klug y Cummings, 1999; Diccionario esencial de las
ciencias, 2001)

Autolisis: degradacion de los 6érganos o de las células por sus propias enzimas
(Diccionario esencial de las ciencias, 2001)

Borde plumoso: proyecciones de la superficie apical de los enterocitos en el
intestino conformado por numerosas microvellosidades (Wilbraham y Matta,
1989)

Caracter morfométrico: rasgos de la forma de un organismo que pueden ser
obtenidos con de la medicion sistematica del cuerpo o de sus estructuras
morfologicas (Bookstein et al., 1985)

Catabolismo: reacciones que se producen en las células vivas en las que las
sustancias se degradan y se produce energia, también denominado
metabolismo destructivo (Lehninger, 1998; Eckert et al., 1998).

Coalimentacion: técnica empleada en la acuicultura que consiste en la
combinacién de alimento vivo y alimento inerte, permite el
acondicionamiento de las larvas al alimento inerte para que lo acepten mas
rapidamente (Rosenlund et al., 1997).

Destete: en acuicultura se refiere a la transicion de alimento vivo a alimento inerte
(Tucker, 1998).

Enterocitos: célula epitelial del intestino, su funcion es la absorcion de nutrientes
(Eckert et al., 1998).

Lipido: amplia clase de compuestos organicos procedentes de fuentes naturales,
son solubles en solventes organicos e insolubles en agua, se incluyen
compuestos como las grasas, aceites, ceras, acidos grasos, fosfatidos,
carotenoides, glicolipidos, lipoproteinas etc. (Wilbraham y Matta, 1989,
Diccionario esencial de las ciencias, 2001).

Malnutricion: Condicién causada por una dieta imperfecta o una defectuosa

utilizacion metabdlica de los alimentos. Entre las causas mas importantes
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que la provocan son la deficiencia de acidos grasos, carbohidratos,
aminoacidos y proteinas, entre otras (Diccionario esencial de las ciencias,
2001).

Metabolismo: conjunto de reacciones quimicas realizadas por los organismos
vivos. Virtualmente todas las reacciones metabdlicas son catalizadas por
enzimas (Lehninger, 1998).

Microvellosidades: microproyecciones alargadas con forma de dedo cubiertas
cada una por una membrana plasmatica, aumentan el area superficial del
intestino incrementando asi la eficiencia de la absorcion de nutrientes
(Wilbraham y Matta, 1989; Diccionario esencial de las ciencias, 2001).

Nutricion heterotrofa: tipo de nutricion propia de los animales, en la cual la
energia procede de los procesos de digestibn de algunas sustancias
organicas y se utilizan para biosintetizar los materiales requeridos para el
desarrollo del organismo, mediante el cual éstos utilizan el alimento para la
obtencion de la energia relativa al crecimiento, mantenimiento y reparacion
(Eckert et al., 1998; Diccionario esencial de las ciencias, 2001).

Nutriente: elemento, sustancia o compuesto empleado por los organismos para el
crecimiento, mantenimiento y reparacion (Diccionario esencial de las
ciencias, 2001).

Péptido: compuesto formado por la union de dos o mas aminoacidos mediante
enlaces peptidicos (Lehninger, 1998).

Proteina: cualquier péptido con mas de 100 residuos de aminoacidos, sus
constituyentes principales son el carbon, hidrogeno, oxigeno, nitrégeno,
azufre y algunas veces fosforo (Wilbraham y Matta, 1989).

Ribosoma: organulo celular que participa en la biosintesis de proteinas. En su
estructura figuran proteinas y ARN ribosomal, por lo general se encuentran
en el reticulo endoplasmico, en las mitocondrias y en los cloroplastos
(Eckert et al., 1998; Diccionario esencial de las ciencias, 2001).

Sintesis de proteinas: proceso mediante el cual las células sintetizan proteinas a

partir de aminoacidos. Tiene lugar en el citoplasma de las células
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eucaridticas. La sintesis de todas las proteinas esta controlada por lo genes
(Wilbraham y Matta, 1989; Eckert ef al., 1998).

Stock: poblacion 6 conjunto de individuos de una misma especie, que habitan en
un lugar y tiempo dado y permanecen reproductivamente aislados de otras
especies proximas (Diccionario esencial de las ciencias, 2001).

Triacilglicérido: lipido simple formado por glicerol y tres moléculas de un tipo de
acido graso (triéster), también puede ser un lipido mixto, es decir un triéster
con componentes de acidos grasos diferentes, las grasas animales y
vegetales son mezcla de varios triacilglicéridos mixtos diferentes
(Wilbraham y Matta, 1989).

Vacuola digestiva: lisosoma secundario formado por la acumulacion de
sustancias de reserva absorbidas por la célula (Eckert et al., 1998,

Diccionario esencial de las ciencias, 2001).
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Resumen.

Se evaluaron y compararon métodos morfométricos, histolégicos y bioquimicos
para determinar la condicion nutricional de larvas de cabrilla arenera Paralabrax
maculatofasciatus en dos etapas importantes del cultivo: la primera alimentacion y
el destete. La primera alimentacion se evalué ofreciendo rotiferos Brachionus
plicatilis (5/ml) a 3 tanques y restringiendo completamente el alimento a otros 3
tanques. Las muestras se tomaron diariamente a partir del dia 2 después de la
eclosion (dde) hasta el dia 5dde. Se tomaron 30 larvas para la morfometria, 20
para el peso seco, 15 para la histologia y 50 para la bioquimica. Para el destete,
se siguid el procedimiento del laboratorio para la crianza larvaria de la cabrilla
arenera hasta el dia 17dde, en ese momento, a 3 tanques se les ofrecié alimento
vivo (AV) nauplios de Artemia (5/ml) y a otros 3 tanques, una dieta
microparticulada (DMP) se realiz6 una coalimentacion de 4 dias, con proporciones
aproximadas de 75:25, 50:50, 50:50 y 25:75 (AV:DMP). Las muestras se tomaron
cada 6 dias, del dia 15dde hasta el dia 33dde. Para la morfometria, el peso seco y
la histologia se tomaron 10 larvas en el dia 15dde, 5 larvas en el dia 21dde y 3
larvas para los dias 27 y 33dde, respectivamente para cada analisis. Para la
bioquimica, se tomaron 10 larvas en el dia 15dde y 3 larvas a partir del dia 21dde.
Se evaluaron 8 variables morfométricas: Longitud notocordal (LN), longitud total
(LT), didmetro ocular (DO), longitud del premaxilar (LPM), longitud cefalica (LC),
longitud céfalo-ano (LCA), altura de la cabeza (AC) y altura del musculo (AM), se
determind el peso seco y para el destete la tasa de crecimiento especifica (TCE) y
absoluta (TCA). Para el analisis histologico, los cortes se obtuvieron empleando la
técnica de inclusion en parafina y tincion con hematoxilina-eosina y se midi6 la
altura de los enterocitos y el area nuclear de los hepatocitos. Para el analisis
bioquimico, se cuantificaron los acidos nucleicos con la técnica de Schmidt-
Thannhauser (Munro y Fleck, 1966) adaptada para larvas de peces marinos
(Buckley, 1979) y las proteinas totales con la técnica de Lowry et al. (1951). En la
primera alimentacién, el indice ARN/ADN vy el peso seco fueron los indicadores
mas sensibles, al detectar el estado de inanicion debido a una pobre condicidon
nutricional en las larvas sin alimento, desde el dia 3dde. El tiempo de respuesta
fue menor con respecto a la morfometria e histologia (4dde). El indice ARN/ADN
podria emplearse para evaluar la calidad de las larvas al comenzar una corrida
larvaria, previo a la primera alimentacion, ya que desde el dia 2dde se detect6 una
condicion nutricional intermedia. En el destete, el peso seco, la altura de los
enterocitos, el area nuclear de los hepatocitos, el indice ARN/ADN y las proteinas
totales fueron los mas sensibles, al detectar una deficiente condicién nutricional
desde el dia 21dde en las larvas destetadas. El analisis morfométrico fue el mas
tardado, ya que mostr¢ diferencias en el dia 27dde con 4 variables (LT, LN, LCA 'y
AM) y hasta el dia 33dde con las TCE y TCA. Estos resultados nos sugieren que
las larvas destetadas presentaron sefias de malnutricion. Por la simplicidad del
método de extraccidn de acidos nucleicos, la objetividad y el tiempo de respuesta,
se postul6 al indice ARN/ADN como uno de los mejores indicadores para detectar
la condicion nutricional y la calidad de las larvas de cabrilla arenera.
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Abstract.

Morphometrical, histological and biochemical methods were used to determine
nutritional condition in spotted sand bass Paralabrax maculatofasciatus larvae in
two important culture stages: first feeding and weaning. The first feeding was
evaluated offering rotifers Brachionus plicatilis (5/ml) to 3 tanks and restricting the
food completely to other three ones. The samples were taken daily starting on day
2 after hatching (dah) until 5dah. 30 larvae were taken for morfometry, 20 for dry
weight, 15 for histology and 50 for biochemistry. For weaning, the feeding schedule
was as follow: until day 17dah, the normal procedure used in the laboratory for
spotted sand bass larval rearing were followed for all tanks. On this day, live food
(LF) were offered to 3 tanks, Artemia nauplii (5/ml) and a microparticulate diet
(MPD) to the other three tanks. In these three last tanks, a cofeeding period of 4
days was applied with the following proportions of 75:25, 50:50, 50:50 and 25:75
(LF:MPD). The samples were taken every 6 days, from 15dah until 33dah. Ten
larvae were sampled for morphometry, dry weight and histology on 15dah, 5 on
21dah and 3 on 27 and 33dah. For biochemical analysis, 10 larvae were sampled
on 15dah. From 21dah until 33dah, three larvae were sampled. For the
morfometrical analysis, 8 caracters were evaluated: notochordal length (NL), total
length (TL), eye diameter (ED), mandible length (ML), cephalic length (CL),
cephalic-anus length (CAL); head depth (HD) and body depth (BD). Dry weigth,
specific and absolute growth rates were also determined. For the histological
analysis, samples were embedded in paraffin and stained in hematoxylin-eosin.
The enterocyte height and the nuclear hepatocyte area were measured using a
Image analysis system. For biochemical analysis, the nucleic acids were quantified
with Schmidt-Thannhauser method adapted for marine fish larvae (Buckley, 1979)
and the total proteins, with Lowry et al., method (1951). In the first feeding, the
RNA/DNA ratio and dry weight were the most sensitive indicators, they detected
the starving state due to a poor nutritional condition in food restricted larvae, from
3dah. The time of answer was smaller respect to the morfometrical and histological
methods (4dah). In weaning experiment, dry weight, enterocyte height, nuclear
hepatocyte area, RNA/DNA ratio and total proteins were the most sensitive
indicators to detecte a deficient nutritional condition in larvae weaned from 21dah.
Differences were detected later on day 27dah with the morphometric analysis.
These differences appeared in 4 caracters (NL, TL, CAL, BD). Differences in the
specific and absolute growth rates appeared only on 33dah. These results suggest
that the weaned larvae showed signals of malnutrition. In spite of good results
obtained with different indicators, RNA/DNA appears the most promising indicator
to detect the nutritional condition and quality of the spotted sand bass larvae for the
simplicity of nucleic acids extraction method and the objectivity in the
determination.
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INTRODUCCION

Las pesquerias de organismos marinos enfrentan una creciente presion
social, originada por el crecimiento demografico, el deterioro de las condiciones
economicas Yy la alta demanda de alimentos, lo que ha traido como consecuencia
la persistencia de practicas pesqueras dirigidas a especies de alto valor comercial
y por ende, en muchos casos la estabilizacidon en sus volumenes de captura.
Frente a esta demanda de productos de origen marino, el cultivo de peces marinos
representa una buena fuente para generar alimentos con alto valor proteinico
(Bernabé, 1998).

En las ultimas décadas la produccion acuicola de peces marinos ha
mostrado tendencias al aumento y, por esto, la demanda de semilla también se ha
incrementado afno tras afo. La base principal para un cultivo exitoso, es el
abastecimiento en numero suficiente, constante y de buena calidad de semilla. Es
por ello, que el cultivo de larvas de peces marinos ha recibido gran interés, dado
que el abastecimiento de semilla del medio natural no asegura un aporte
constante y pone en riesgo a las poblaciones naturales y a los esquemas de
produccion.

Sin embargo, la produccion de semilla de peces marinos es muy
complicada, ya que la gran mayoria de éstas especies presentan una ontogenia
indirecta, es decir que atraviesan por un periodo larvario (Balon, 1984). La
dificultad de éste periodo, radica en que las larvas eclosionan sin estar
completamente formadas, carecen de un estdmago morfolégicamente funcional y
un sistema visual poco desarrollado. Una vez que absorben las reservas maternas
(vitelo y gota de aceite), requieren de una fuente exégena de alimento, en este

momento la larva debera estar capacitada para ingerir (accion que implica la
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busqueda y captura del alimento) y procesar (digestion, absorcion y metabolismo)
el alimento nuevo para evitar morir por inanicion (Govoni, 1980; Segner, et al.,
1993).

Las especies con ontogenia indirecta son las que presentan una
problematica mas compleja para su alimentacion. Este periodo es el mas
complicado y se convierte en un punto clave debido a que se han reportado las
tasas mas altas de mortalidad (Hunter, 1981). Estudios de larvicultura han
detectado dos etapas criticas en este periodo originadas por la inanicién y la
presencia de un alimento artificial: la primera alimentacién exégena y el destete,
en las cuales, la supervivencia y el crecimiento de las larvas esta determinada por
la calidad, la disponibilidad del alimento y la habilidad para consumirlo (Blaxter,
1988). Es por ello que se debera seleccionar un alimento adecuado que cubra las
necesidades nutricionales y se adapte a las caracteristicas morfofisioldgicas de las
larvas (Dabrowski, 1984; Tucker, 1998).

Los dos tipos principales de alimento suministrado durante el cultivo larvario
son el alimento vivo y el alimento artificial. En la mayoria de los casos, la dieta
inicial de las larvas son las presas vivas (microzooplacton), ya que proporcionan
tamafo adecuado y movilidad reducida, calidad nutricional, digestibilidad y
aceptabilidad; entre estos figuran los rotiferos, la Artemia y los copépodos.

Los rotiferos Brachionus plicatilis (small) y B. rotundiformis (super small),
generalmente son empleados como primera dieta, por su variedad de tallas, desde
60 pm (neonatos) hasta 300 pm (adultos) de acuerdo con la cepa y las
condiciones de cultivo, sus altas tasas de crecimiento poblacional permiten
mantener su cultivo en densidades altas (Lubzens, 1987). La Artemia, que
comunmente representa el alimento sucesivo al rotifero y el nexo con el alimento
inerte, puede emplearse en distintos tiempos por su tamafio (300-500 um) y sus
estadios de vida (nauplio, metanauplio, juvenil y adulto) (Sorgeloos, 2001). Ambos
organismos carecen de acidos grasos altamente insaturados (HUFAs), los cuales

son esenciales para un crecimiento normal y una buena supervivencia de las
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larvas (Watanabe, 1988), por ello deben de enriquecerse con emulsiones ricas en
HUFAs (elaboradas o comerciales) antes de ser ofrecidos a las larvas.

Los copépodos presentan un alto contenido de acidos grasos altamente
insaturados (HUFA’'s) y una gran variedad de tallas (desde 50 micras) y estadios
de vida (6 estadios naupliares y 6 copepoditos) que permite su amplio uso de
acuerdo a la edad y el tamafo de boca de la larva, sin embargo, su uso masivo es
limitado debido a que resulta complicado cultivarlos y obtener densidades
suficientes para soportar un cultivo. Algunas especies que se cultivan son Acartia
tonsa, Paracalanus sp., Euterpina acutifrons, Tigriopus japonicus y Tisbe furcata
(Tucker, 1998).

El otro tipo de alimento suministrado durante el cultivo larvario, es el
alimento artificial 6 inerte y se ofrece para sustituir el alimento vivo, a esta
sustitucion se le denomina destete. Ofrecer alimento artificial es una alternativa
que ofrece menores costos de produccion, facil disponibilidad en el mercado y una
amplia gama de formulacion nutricional (Lazo, 2000). Los tipos principales de
dietas artificiales son los microparticulados, los microencapsulados y las particulas
complejas (Tucker, 1998; Chu y Ozkizilcik, 1999; Cahu y Zambonino-infante,
2001).

No obstante, en la mayoria de los casos no se ha logrado igualar la
supervivencia ni el crecimiento de las larvas alimentadas con presas vivas, en
comparacién con las larvas alimentadas con dietas artificiales. El éxito limitado de
este tipo de alimento puede atribuirse a factores diversos, tanto de las dietas
(tamafo, homogeneidad y densidad de particulas, balance nutritivo, estabilidad en
el agua, atractabilidad, palatabilidad y digestibilidad) como bidticos y abidticos
dentro del sistema de cultivo (Tucker, 1998), asi como a las particularidades del
sistema digestivo caracteristico de la etapa larval, mismas que implican cambios
inherentes a una diferenciacion estructural y funcional y que estan relacionados
con los procesos enzimaticos y con los mecanismos de absorcién de nutrientes
(Lazo, 2000).
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Adicionalmente, se ha empleado la técnica denominada coalimentacion, la
cual consiste en la combinacion de alimento vivo con alimento inerte e ir agotando
el alimento vivo hasta que unicamente se proporcione alimento inerte. Esta técnica
sirve de acondicionamiento a las larvas para que acepten la dieta inerte
(Rosenlund et al., 1997).

Cualquiera que sea el alimento, es imprescindible conocer el efecto que
tiene sobre el organismo, ya que la carencia de alimento o las deficiencias en la
ingestion, digestion y/o asimilacion de los alimentos puede causar periodos de
inanicion que, de acuerdo a la especie y el tiempo en inanicién, afectara
significativamente el crecimiento y la sobrevivencia de las larvas, e incluso, puede

provocar la muerte.

1.1. La inanicidn y sus efectos en las larvas de peces marinos.

La muerte por inanicién para las larvas ocurre después de estar sometidas
a periodos sin alimento, mas o menos prolongados segun la especie (Clemmesen,
1987). En el medio marino es poco probable encontrar condiciones de inanicion
absoluta, incluso estudios de campo han revelado que la proporcion de larvas en
inanicion es relativamente baja (Elliott y Lagget, 1997, Ramirez et al., 2004). Mas
que la muerte directa por inanicion, las larvas son removidas selectivamente de la
poblacién como consecuencia de su debilitamiento y por la disminucién del grado
de crecimiento, debido a la baja disponibilidad de presas. Es asi como las larvas
permanecen mas tiempo en las clases de talla mas vulnerables a los
depredadores, causando, por consiguiente, una reduccion en la sobrevivencia
(Rooker y Holt, 1996). Esto afecta fuertemente el reclutamiento de juveniles que
se incorporan a un stock, pues se han reportado tasas de mortalidad mayores al
90% para este periodo (O’Connell, 1976; Theilacker, 1978).

En los sistemas de cultivo larvario, aun y cuando se tratan de proporcionar
las mejores condiciones (bidticas y abibticas) para favorecer la ingesta de los

alimentos, pueden presentarse periodos de inanicion. Si este periodo es

Pliego, 2005.



Condicion nutricional de larvas de P. maculatofasciatus 5

relativamente corto las larvas pueden recuperar su condicién. Contrariamente, si el
periodo de inanicibn se prolonga demasiado, la larva puede alcanzar el
denominado punto de no retorno, tras el cual, aunque se facilite el alimento, la
larva es incapaz de alimentarse y muere debido a que sufre un severo deterioro

fisico y fisioldgico (Blaxter y Hempel, 1963; Hunter, 1981; Yin y Blaxter, 1987).

Los efectos de la inanicion en las larvas, ya sea en el medio natural o en
sistemas de cultivo, pueden ser detectados por medio de indicadores de la
condicion nutricional, como son los morfométricos, histolégicos 6 bioquimicos
(O’connell, 1976; Bulow, 1987; Buckley, 1979; Theilacker y Watanabe, 1989).

1.2 Condicién nutricional en larvas de peces.

La condicion nutricional ha sido considerada como un indicador del estado
de salud o fisiolégico del organismo. Algunos autores se refieren a la fortaleza
fisica, estado sanitario o potencial biolégico del organismo que puede reflejarse
mediante el crecimiento y la sobrevivencia (Murphy et al., 1991; Pope y Kruse,
2001). La condicion nutricional ha sido determinada por diferentes métodos, los
cuales pueden agruparse con base a los niveles de organizacién biolégica que
integran: a nivel del organismo, de los tejidos y de las biomoléculas.

A nivel del organismo, el interés se enfoca en detectar cambios
morfologicos, en la forma y tamafo del cuerpo de tal manera que se puedan
expresar diferencias por medio de tasas, vectores y ecuaciones de las medidas
corporales. La relacion peso/longitud, el tipo de crecimiento y diversos caracteres
morfométricos (longitud total y notocordal, altura de la cabeza, diametro del ojo,
altura del cuerpo, etc) se han empleado como indicadores de la condicidon
nutricional, dado que implican que el uso de las reservas energéticas de los tejidos
se reflejan en el aumento 6 disminucion en longitud y peso (Theilacker, 1978;
Pope y Kruse, 2001). Sin embargo, los resultados de estas estimaciones no
siempre resultan lo suficientemente explicitos ni sensitivos a cambios especificos

en la condicion, debido a factores como la pérdida concurrente de peso y longitud
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durante periodos de inanicion, por efectos del crecimiento alométrico y la
osificacion del esqueleto (Yin y Blaxter, 1987).

A nivel histolégico, la condicidon de las larvas ha sido identificada mediante
comparaciones en las modificaciones en el arreglo, la apariencia y el tamafo de
las células. Asi, en larvas mal alimentadas y en inanicion se observan alteraciones
en los epitelios, desorganizacion celular y necrosis en tejidos (O’'Connell, 1976;
Theilacker, 1978; Hepher, 1993).

A nivel bioquimico, la cuantificacibn de biomoléculas y constituyentes
quimicos utilizados como sustratos energéticos han permitido identificar la
condicion en larvas de peces (Buckley y Bulow, 1987; Pope y Kruse, 2001). Por
ejemplo, los lipidos, las proteinas, los aminoacidos, los acidos nucleicos y las
proteasas digestivas (tripsina y quimiotripsina) (Dabrowski et al, 1986; Govoni et
al., 1986; Weber et al., 2003). Entre ellos, la determinacion de acidos nucleicos en
los tejidos de los individuos durante las diferentes etapas de su desarrollo, sirve
para obtener una mejor comprension de la fisiologia de los organismos (Bulow;
1987), particularmente la relacion ARN/ADN, representa una herramienta de alto
desempenio y facil empleo, debido a que se pueden inferir funciones relacionadas
con la formacion de los tejidos y de la condicién nutricional del individuo.

Otros estudios sugieren que el comportamiento alimenticio en las larvas de
peces, puede ser un indicador de la condicion. Sin embargo, su uso aun esta
limitado debido a que no representan una medida constante y universal para
estimar con precision las diferencias en el desarrollo del organismo, ya que no
establecen una relacion directa con los procesos celulares determinantes del

crecimiento (Fuiman et al., 1998).

1.2.1 indice ARN/ADN.

El contenido de acido desoxiribonucleico (ADN) en una célula, organismo o
especie determinada es virtualmente constante en los tejidos somaticos normales
y no puede ser alterado por circunstancias ambientales, ni por cambios

nutricionales o del metabolismo celular, de tal manera que las concentraciones de
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ADN en los tejidos reflejan una referencia estandar para determinar el numero de
células en un tejido (Bulow, 1987).

Por el contrario, la cantidad de acido ribonucleico (ARN) celular,
principalmente el ribosomal, que esta disponible en los tejidos es directamente
proporcional al nivel de sintesis de proteinas, y si puede ser afectado por la
condicion nutricional. Asi, la proporcion entre el contenido de los acidos nucleicos
ARN/ADN en los tejidos de los individuos durante las diferentes etapas de
desarrollo, permite inferir funciones relacionadas con la formacién de los tejidos y
de la condicion fisiolégica del organismo, debido a que refleja la intensidad
metabdlica celular y su crecimiento potencial (Fig. 1) (Bulow, 1987; Buckley vy
Bulow, 1987).

ADN Independiente de la ADN
condicion nutricional

ARNt
ﬁg& Dependiente de la ARNm
condicién nutricional
ARNr ARNr
ARN/ADN l
ARN/aDN

Figura 1. Contenido de ARN y ADN en una larva en inanicién (izquierda) y una larva alimentada
(derecha). El tamarfo de las letras representa la cantidad de acidos nucleicos. Un alto indice
ARN/ADN refleja una mejor condicion nutricional. ARNt-ARN de transferencia, ARNm-ARN
mensajero, ARNr-ARN ribosomal (Tomado de Clemmesen, 1996).
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Clemmesen (1996) propone un modelo tedrico para entender el papel del
ARN/ADN como indicador de la condicion nutricional (Fig. 2). El modelo esta
constituido por 3 fases. En una larva bien alimentada la cantidad de ARN vy la
actividad de los ribosomas es alta. Sin embargo, cuando el alimento es retirado, la
actividad de los ribosomas decrece (fase I); si este periodo sin alimento se
prolonga, alcanzara un nivel en que los ribosomas comienzan a degradarse y a
perderse ARN (fase Il). Finalmente, el numero de ribosomas y el contenido de
ARN disminuyen fuertemente, hasta el grado en donde el contenido de ARN es
similar o igual al de ADN, entonces el indice ARN/ADN alcanza el valor minimo
necesario para sobrevivir (fase Ill). Este valor es de 1.0 independientemente de la
especie (Tabla 1). La escala de tiempo de la reaccion para cada fase depende de
la especie, edad y temperatura. Asi, las larvas mas grandes seran mas resistentes

a la inanicion y requieren de mayor tiempo para llegar a la fase Ill (Buckley 1979;

£HE

Clemmesen, 1996).

ARN total
Con i
alimento Fase |
A =)
e = i ;:{Cﬁ g Fase II
fo R 3R —
Sin = g:} ié Fase I1I
alimento 3¢ 3
ADN constante

Tiempo en dias

Figura 2. Modelo tedrico del indice ARN/ADN en larvas de peces. Los évalos representan el ADN,
los asteriscos a los ribosomas y las barras sobre los asteriscos a la actividad de los ribosomas. Un
mayor numero de barras representa una alta actividad ribosomal. Conforme se incrementa el
tiempo en inanicion, primero disminuye la actividad ribosomal (Fase 1) y luego el niumero de
ribosomas (Fasell). Mientras que el ADN se mantiene constante, asi la cantidad total de ARN y
ADN se igualan (Fase Ill) y se obtiene un indice de 1.0 (Modificado de Clemmesen, 1996).

Pliego, 2005.



Condicion nutricional de larvas de P. maculatofasciatus 9

Actualmente, los esfuerzos de investigacion se dirigen a determinar las
condiciones que permitan incrementar la sobrevivencia y el crecimiento larvario.
Considerando que gran parte del crecimiento larval estd determinado por la
calidad, cantidad y disponibilidad del alimento y sus efectos pueden ser
detectados por medio de indicadores morfométricos, histoldgicos y bioquimicos.
Esta tesis pretende contribuir en la implementacion de un indicador Ilo
suficientemente explicito y objetivo de la condicion nutricional, que permita estimar
el potencial de crecimiento y detectar alteraciones nutricionales (i.e. inanicion,
malnutricién) en el menor tiempo posible en las larvas de la cabrilla arenera
Paralabrax maculatofasciatus, los cuales puedan afectar el crecimiento en esta

etapa y las subsiguientes.
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ANTECEDENTES

La disponibilidad del alimento es una de las principales causas de
mortalidad de las larvas de peces marinos que afecta al reclutamiento (O’'Connell,
1976). Con los indicadores de condicion nutricional ha sido posible constatar que
las larvas que disponen de bajas cantidades de alimento, presentan una condicién
nutricional pobre y pueden ser removidas selectivamente de la poblacion a
consecuencia de la vulnerabilidad a la depredacidn, transporte desfavorable,
susceptibilidad a enfermedades, tasas de crecimiento reducido y prolongacién de
la etapa larvaria (Hunter, 1981; Theilacker, 1978; Ferron y Leggett, 1994; Suthers,
1998).

Son abundantes y multiples los trabajos sobre el uso de indicadores de
condicion nutricional en larvas de peces, la mayoria de ellos estan realizados en
campo para determinar la relacién entre la condicién nutricional y el ambiente e
inferir sobre la probabilidad de supervivencia y reclutamiento. Como se ha
mencionado, son varias las técnicas que han sido desarrolladas para ello y
comunmente se clasifican de acuerdo al nivel de organizacién biolégica que
integran (morfoldgico, histologico, bioquimico). Estas técnicas también han sido
aplicadas a estudios de laboratorio, bajo condiciones controladas, para identificar
alteraciones en la condicion nutricional de las larvas e inferir sobre el crecimiento y

la supervivencia (Catalan, 2003).
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2.1 Métodos de evaluacion de la condicion nutricional.

Los indicadores morfométricos son determinados por medio de mediciones
del cuerpo, esta técnica fue la fuente primaria de informacion para detectar
diferencias entre individuos de un mismo stock. Autores como Shelbourne (1957),
Nakai et al. (1969) y Blaxter (1971) observaron que algunas partes del cuerpo se
modifican respecto a otras, en respuesta a la cantidad de alimento disponible.
Algunas medidas empleadas como indicadores de condicion nutricional de larvas
de Engraulis mordax (O’Connell, 1976) y Trachurus symmetricus (Theilacker,
1986), son la longitud total, longitud del intestino, altura de la cabeza, altura del
cuerpo, diametro del ojo y altura del musculo a nivel del ano. Powell y Chester
(1985) con larvas de Leiostomus xanthurus 'y Catalan (2003) con larvas de
Dicentrarchus labrax, coinciden en que la altura del musculo a nivel del ano, es el
caracter morfométrico que mejor discrimind entre larvas alimentadas y sin
alimentar y detecté estados de inanicion y crecimiento. Mientras Yufera et al.
(1993) emplearon la longitud total, el diametro del ojo, altura de la cabeza y altura
del tubo digestivo para determinar los efectos de la inanicibn en la primera
alimentacion de larvas de Sparus aurata. Bernabé y Guissi (1994) encontraron que
las diferencias en el crecimiento en peso y longitud de las larvas de Dicentrarchus
labrax, alimentadas con dietas inertes fueron detectadas hasta que alcanzaron

tallas consideradas como juveniles.

Los indicadores histolégicos se basan en las variaciones de las células,
tejidos u 6rganos en respuesta al tratamiento alimenticio. Umeda y Ochiai (1975)
con larvas de Seriola quinqueradiata, O’Connell (1976) con larvas de Engraulis
mordax y Theilacker (1986) con larvas de Trachurus symmetricus, coinciden al
encontrar que los primeros organos en sufrir los efectos de la inanicién son el
intestino, pancreas, higado y musculo. De manera general identificaron que las
sefales de inanicion fueron: separacion inter e intracelular amplia, textura
demacrada de las células, material celular almacenado poco destacado y nucleo

pequeio con nucleolo indistinguible. Y de acuerdo al grado de deterioro celular

Pliego, 2005.



Condicién nutricional de larvas de P. maculatofasciatus 12

emplearon diversas clasificaciones para la condicion nutricional. O’Connell (1976)
clasifico a las larvas de Engraulis mordax en condicion: pobre, intermedia y buena,
empleando 11 variables histologicas. Theilacker (1978, 1986) clasifico a las larvas
de Trachurus symmetricus en cuatro estados de condicién: moribundas, inanicién,
recuperables y sanas; con base al grado de deterioro celular del cerebro, tracto
digestivo, higado y musculo.

Theilacker y Watanabe (1989) demostraron que medir la altura de los
enterocitos de la parte media del intestino anterior, fue una herramienta efectiva
para detectar estados de inanicién en larvas de Engraulis mordax criadas en
laboratorio e identificar el historial alimenticio de larvas capturadas en campo.
Asimismo se ha reportado que la disminucion en el diametro y el area nuclear de
los hepatocitos fueron buenos indicadores de la condicidn nutricional y el
crecimiento de larvas de Clupea harengus, Pleuronectes plateas (Ehrlich et al.,
1976), Odontesthes bonariensis (Strissmann y Takashima, 1990) y Scophtahimus
maximus (McFadzen et al., 1994).

Entre los indicadores bioquimicos, la determinacion de acidos nucleicos
goza de gran popularidad, especificamente el indice ARN/ADN debido a su rapido
tiempo de respuesta (Buckley 1979; Clemmesen, 1987; Bergeron 1997; Buckley et
al. 1999) y su uso para determinar estados de inanicion, crecimiento y deficiencias
alimenticias (Buckley 1979; Westerman y Holt 1994; Clemmesen, 1996). Autores
como Martin y Wright (1987) con larvas de Morone saxatilis y Richard et al. (1991)
con larvas de Solea solea, son ejemplo de la rapidez con que el indice ARN/ADN
responde a la inanicion, ya que detectaron un indice cercano a 1.0 dos dias
después de restringirles la primera alimentacién y Cunha et al. (2003) en larvas de
Scophthalmus maximus detectaron una condicion pobre 3 dias después de
restringirles el alimento. Independientemente de la especie, diversos autores han
encontrado que el indice ARN/ADN alcanza valores cercanos a 1.0 en periodos
prolongados de inanicidn y previo a la muerte, esto sugiere que es el valor minimo

necesario para sobrevivir (Tabla 1).
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Bulow (1987) encontré que el indice ARN/ADN fue sensible a los cambios a
diferentes dietas de alimentacion y propuso su empleo como un indicador del
crecimiento de larvas, juveniles y adultos de Notemigonus crysoleucas. Buckley
(1979) determind periodos de rapido y lento crecimiento en larvas de Gadus
morhua al alimentarlas con distintas concentraciones de rotiferos y nauplios de
copépodos y detectd periodos de inanicidon en la primera alimentacion de larvas de
Pseudopleuronectes americanus a densidades de 1 rot/ml. Clemmesen (1996)
realizd un analisis de las ventajas y desventajas del ARN/ADN como indicador de
la condicién nutricional, basandose en la experiencia obtenida con larvas de
Cluplea harengus, Scophthalmus maximus y Engraulis anchoita (Clemmesen,
1987; 1994; Clemmesen et al, 1996). El indice ARN/ADN también ha mostrado
buenos resultados para evaluar el crecimiento y las deficiencias alimenticias de
larvas de Sciaenops ocellatum (Holt, 1993), Salmo salar (Sveier et al., 2000) y
Pseudopleuronectes americanus (Ben-Khemis et al., 2000), alimentadas con

dietas artificiales.

Tabla 1. indices ARN/ADN determinados en diversas especies de larvas de peces
sometidas a periodos prolongados de inanicién.

Especie Dias en ARN Referencia
inanicion  ADN

Ammodytes americanus 7 1.5 Buckley, 1984

Morone saxatilis 12 1.2 Wright y Martin, 1985
Scophthalmus maximus 7 1.3 Clemmesen, 1987

Pleuronectes platessa 14 1.0 Hovenkamp, 1990

Solea solea 9 1.1 Richard et al., 1991

Clupea harengus 9 1.3 Ueberschrar y Clemmesen, 1992
Clupea harengus 6 1.2 Clemmesen, 1994

Theragra chalcogramma 7 1.0 Canino et al., 1991

Paralichthys olivaceus 10 1.16  Gwak y Tanaka, 2001
Dicentrachus labrax 17 1.7 Catalan, 2003

Es comun la combinacion de varios indicadores de condicion nutricional.

Segner et al. (1988 y 1993) se apoyaron en indicadores histoldgicos (altura de los
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enterocitos y area nuclear de los hepatocitos) y bioquimicos (ARN/ADN vy actividad
de proteasas) para detectar el estado de nutricion de larvas de Clarias gariepinus,
Coregonus lavaretus,  Scophthalmus maximus y Leuciscus idus melanotus,
alimentadas con dietas inertes y encontraron que ambos indicadores detectaron
estados de inanicion, malnutricion y crecimiento. Weber et al. (2003) evaluaron la
condicién nutricional empleando varios indicadores bioquimicos (ARN/ADN,
proteinas totales, lipidos y trigliceridos totales) en Oncorhynchus mykiss vy
Pimephales promelas, y sugirieron que el indice ARN/ADN fue el mejor debido al
tiempo de respuesta y al tamafio de muestra requerido. Catalan (2003) comparo
indices morfométricos, histolégicos y bioquimicos para determinar la condicién
nutricional de larvas de Dicentarchus labrax en inanicion, ayuno-realimentacion y
alimentacion continua; el autor encontré que de acuerdo al tiempo de respuesta, la
bondad de clasificacion, la relacion con la supervivencia, los tiempos de
procesado, costos y requerimientos especificos. Para la inaniciéon y el ayuno-
realimentaciéon a corto plazo, la variable histolégica separacién de las fibras
musculares y el ARN/ADN fueron similares y propone que la SFM fue mas
adecuada para distinguir larvas en estado nutricional intermedio y el ARN/ADN fue

mas util para la deteccién del crecimiento.

2.2 Cultivo de larvas de cabrilla arenera.

Los estudios realizados con larvas de cabrilla arenera en cultivo durante la
primera alimentacidén son recientes y en ellos se ha observado que las larvas de
cabrilla arenera son depredadores visuales, en las cuales la intensidad de luz, el
color de tanque y la densidad de presas afecta la eficiencia e incidencia alimenticia
al momento de la primera alimentacion, los autores sugieren emplear una
intensidad de luz de 700 lux, tanques de color negro y 10 rot/ml a fin aumentar la
eficiencia e incidencia en la primera alimentacion (Pefia et al., 2004; Pefa et al.,
2005). Pefia y Dumas (2005) evaluaron el efecto del retraso de la primera

alimentacién 1, 2 y 3 dias después de la primera alimentacién, en las larvas de
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cabrilla arenera por medio de siete variables morfométricas (Longitud total,
diametro del ojo, altura de la cabeza, altura del cuerpo, altura del higado, altura de
la valvula intestinal y altura del musculo a nivel del ano) y tres histolégicas (altura
de los enterocitos del intestino anterior y del intestino posterior y area nuclear de
los hepatocitos). Los autores encontraron diferencias significativas en todas las
variables morfomeétricas en el dia 5dde.entre el control y los tratamientos. A nivel
histologico se presentaron diferencias significativas (P<0.05) en la primera
alimentacion entre el control y los tratamientos. A las larvas que se les retraso la
primera alimentacion 1y 2 dias lograron recuperarse pero alcanzaron menor LT al
final de experimento (20dde), a las larvas que se les retraso 3 dias la primera
alimentacion no lograron recuperarse, mientras que el punto de no retorno se

presentd entre los dias 4-5dde.

Respecto a la etapa de destete, se cuenta con el trabajo de Anguas-Vélez
et al. (2000), quienes realizaron un ensayo de destete por coalimentacion a los 15,
25 y 30 dde y encontraron que la supervivencia y el crecimiento de las larvas de
cabrilla arenera iniciadas con la dieta inerte fueron significativamente menores a
los de las larvas que recibieron alimento vivo y sugieren que el destete con una
dieta inerte es posible, pero no debe hacerse antes de los 30 dde, aunque no se
conocian en ese momento las estructuras histologicas y enzimaticas del sistema
digestivo. Posteriormente Pefia et al. (2003) describieron histologica e
histoquimicamente los principales eventos del desarrollo del sistema digestivo y
recomiendan iniciar el destete a partir del dia 16dde (larvas de 9.3mm de longitud
total) cuando observaron la presencia de las glandulas gastricas, mediante una
coalimentaciéon de alimento vivo y dieta artificial. Alvarez-Gonzalez (2003)
describid la actividad enzimatica digestiva de las larvas de cabrilla arenera y
encontré que casi todas las enzimas digestivas se presentan a los 12-25dde, con
base a la actividad enzimatica descrita, realizé el destete en larvas de cabrilla
arenera a los 17 y 22dde, empleando tres dietas microparticuladas (DMP) cada
una con diferentes fuentes proteinicas: hidrolizado de proteina pescado, harina de

calamar y harina de sangre. El autor encontré6 que la mejor sobrevivencia y
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crecimiento lo presentaron al dia 30dde las larvas alimentadas con DMP a base de
hidrolizado de proteina de pescado, cuando el destete se realiz6 a los 17dde y
hasta el dia 40dde con la DMP a base de harina de calamar cuando el destete se
realizd en el dia 22dde.

Los estudios realizados con larvas de la cabrilla arenera durante el cultivo
muestran dos etapas importantes que afectan el crecimiento y la sobrevivencia: la
primera alimentacion y el destete de las larvas. Bajo este contexto, se pretende
evaluar y comparar varios indicadores que nos permitan identificar tempranamente
la presencia de alteraciones nutricionales que puedan afectar el crecimiento en
estas etapas y asi inferir sobre la adecuacién de las caracteristicas bioticas para el

cultivo.
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JUSTIFICACION

En el cultivo larvario, el objetivo principal es proporcionar a las larvas las
condiciones ambientales éptimas y el alimento adecuado (tamafo, cantidad y
calidad) para incrementar la sobrevivencia y el crecimiento. Para lograr que estos
parametros se incrementen, es necesario conocer los efectos del alimento sobre
las larvas. El uso de los indices empleados en las pesquerias para detectar
inanicion en especies que son importantes componentes de la pesca comercial,
también ha sido utilizado con éxito para ampliar el conocimiento acerca de la
condicion de organismos mantenidos en cultivos. Se ha comprobado en diversas
especies capturadas en campo y criadas en laboratorio, que la determinacion de la
condicion de las larvas es adecuada para estimar el potencial de crecimiento y
detectar periodos de inanicion y alteraciones nutricionales.

La cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus, si bien no es considerada
como relevante en términos pesqueros, debido a que presenta una explotacion
incipiente y una baja utilizacion por la pesca comercial debido a que los
ejemplares grandes no se capturan con frecuencia, es considerada como pescado
de primera calidad. Dado que reune buenas caracteristicas biologicas y etologicas
para cautiverio, se ha evaluado el desarrollo del cultivo controlado como una
alternativa de explotacion (SEPESCA-UABCS, 1994; Avilés-Quevedo et al., 1995).
Asimismo, es posible emplearla con gran éxito como modelo experimental, a fin de
desarrollar nuevas tecnologias que puedan ser transferibles para otras especies
que estan siendo fuertemente sometidas a practicas pesqueras, principalmente

aquellas de alto valor comercial.
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La informacion generada a través de varios afnos de investigacion con la
cabrilla arenera ha permitido desarrollar los aspectos basicos para generar la
tecnologia de su cultivo. Sin embargo, para lograr la trascendencia a un cultivo
exitoso, es necesario contar con una buena produccion de semilla. En los ultimos
anos, los estudios realizados con las larvas de cabrilla arenera indican dos etapas
importantes en su cultivo, la primera alimentacion exogena y el destete; las cuales
son un punto clave para el éxito del larvicultivo (Anguas-Vélez et al., 2000; Pefa et
al., 2003; Alvarez-Gonzalez, 2003; Pefia y Dumas, 2005).

El uso de indicadores para determinar la condicion nutricional, como son los
morfométricos, los histolégicos y los bioquimicos, representan una buena
herramienta para detectar alteraciones nutricionales tempranas y estimar el
potencial de crecimiento tanto en la primera alimentacion exdégena, como en el
destete de las larvas de cabrilla arenera, de tal manera que se pueda inferir sobre
la adecuacion de las caracteristicas bidticas para el cultivo larvario y en un futuro

alcanzar una produccion de semilla que sustente un cultivo exitoso.
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HIPOTESIS

Considerando que los indicadores de condicidon nutricional operan a
diferentes escalas temporales, se espera que cuanto menor sea el nivel de
organizacion biologica del organismo (morfologico, celular, molecular), menor
tiempo tarde el indicador en detectar cambios en la condicién nutricional. El indice
ARN/ADN, representara un indicador mas sensible y objetivo a la morfometria
(tamano del cuerpo) y a la histologia (tamario de las células de los enterocitos y de
los hepatocitos), para determinar la condicion nutricional de las larvas de cabrilla
arenera Paralabrax maculatofasciatus, ya que permitira detectar tempranamente la
presencia de alteraciones nutricionales debido a la carencia o deficiencia de
alimento en dos etapas importantes del cultivo larvario: la primera alimentacion y
el destete.
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OBJETIVOS

General:

Evaluar y comparar métodos para determinar la condicion nutricional de las

larvas de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus en cultivo.

Especificos:

Determinar el efecto de la restriccién de la primera alimentacion en la condicién
nutricional de las larvas de cabrilla arenera en cultivo, mediante
indicadores morfométricos, histologicos (altura de los enterocitos y el area
nuclear de los hepatocitos) y bioquimicos (concentracion de acidos

nucleicos y proteinas totales).

Determinar el efecto de una dieta microparticulada en una estrategia de destete
temprano en la condicion nutricional de las larvas de cabrilla arenera,
mediante indicadores morfométricos, histolégicos (altura de los
enterocitos y el area nuclear de los hepatocitos) y bioquimicos

(concentracion de acidos nucleicos y proteinas totales).

Determinar cual método (indicador) es el mas adecuada para detectar cambios en
la condicidén nutricional de las larvas de cabrilla arenera en cada una de

estas etapas.
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MATERIALES Y METODOS

Este capitulo esta organizado en cuatro secciones principales: las dos
primeras incluyen las dos etapas importantes del larvicultivo: la primera
alimentacion y el destete. La tercera seccion incluye a las herramientas de analisis
(morfometria, histologia y bioquimica), estos analisis se realizaron de la misma
manera para cada una de las etapas, sin embargo, cuando se emplearon algunas
modificaciones de acuerdo a la etapa del cultivo, se especifican en el apartado
correspondiente. Finalmente, la cuarta seccion corresponde al analisis estadistico

empleado.

6.1 Experimento I: Primera alimentacion.
6.1.1 Obtencion y mantenimiento de las larvas.

Los embriones de la cabrilla arenera se obtuvieron por medio de una
fecundacion artificial de un desove inducido con el analogo del factor de liberacion
de la hormona Luteinizante (LHRHa) Sigma Chemical [79561-22-1]) en
reproductores capturados del medio silvestre en la temporada reproductiva
(Pliego y Alcantar, 2002).

La incubacion de los embriones se realizé en la Unidad Piloto de
Maricultivos (UPIMA-CICIMAR) en tolvas cilindrocénicas de fibra de vidrio con un
volumen aproximado de 100 It a 25 £ 0.2 °C, 35 + 0.5 ppm, aireacion y circulacion
de agua constante y moderada hasta el momento de la eclosion. Los

eleuteroembriones se sembraron aleatoreamente en el sistema de circulacion
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cerrada para cultivo de larvas de la UPIMA a una densidad de 50 ind L'1,
temperatura de 25.5 + 0.3 °C, salinidad de 35.0 £ 0.3 ppm, fotoperiodo de 14:10
(Luz:Oscuridad), aireacion constante y recambios de agua solamente durante la
noche.

Las condiciones fisicoquimicas del cultivo se monitorearon diariamente, con
un dispositivo electronico YSI modelo 85 para la temperatura, la salinidad y el
oxigeno disuelto y con técnicas colorimétricas para el amonio y los nitritos totales

(Strickland y Parson, 1972) a fin de mantener una buena calidad de agua.

6.1.2 Esquema de alimentacion.

Se formaron dos grupos de larvas por triplicado (6 tanques). A un grupo (3
tanques) se les proporcion6 alimento a partir del dia 2 después de la eclosion
(dde), mientras que al otro grupo (3 tanques) se les restringidé el alimento por
completo. El bioensayo se realizd hasta el dia en el cual sobrevivieron las larvas
sin alimento.

A partir del dia de siembra se agregaron a los tanques de cultivos
microalgas Nannochloropsis oculata a una densidad de 3 x 10° cel/ml, diariamente
hasta el dia 5dde. La primera alimentacidn se inicio en el dia 2dde, en el momento
en que se observo la pigmentacion de los ojos, la apertura de la boca y el ano. Se
proporcionaron rotiferos Brachionus plicatilis a una densidad de 5 org/mi

diariamente hasta el dia 5dde.

6.1.3 Muestreo.

Las muestras se tomaron diariamente a partir del dia 2dde. Las larvas se
capturaron aleatoreamente en cada tratamiento y el muestreo se realizé hasta el
dia 5dde, un dia después al que sobrevivieron las larvas en inanicion. Cada
muestreo se realizé antes de proporcionar el alimento. Se capturaron 30 larvas
para la morfometria y el peso seco, 30 larvas para la histologia y 50 larvas para la

cuantificacion de acidos nucleicos y proteinas totales.
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6.2 Experimento Il: Estrategia de destete.
6.2.1 Obtenciéon y mantenimiento de las larvas.

Los embriones de cabrilla arenera se obtuvieron de un desove espontaneo
de reproductores mantenidos en cautiverio en el Sistema de Induccion al Desove
del Laboratorio de Biologia Experimental del CICIMAR-IPN (Rosales-Velazquez,
1997).

La incubacion de los embriones, la siembra de los eleuteroembriones y la
medicion de las variables fisicoquimicas se realizaron de la misma manera como

se explicé en el apartado 6.1.1.

6.2.2 Esquema de alimentacion.

Se formaron dos grupos de larvas, cada uno por triplicado (6 tanques). A un
grupo de ellos (3 tanques) se les proporcioné alimento vivo (AV) durante el
desarrollo del bioensayo y hasta el final del mismo (Control). Al otro grupo (3
tanques), se les ofrecid una dieta microparticulada (DMP) a partir del dia 17dde
por medio de una coalimentacion.

A partir del dia de siembra se agregaron microalgas Nannochloropsis
oculata a una densidad de 3 x 10° cel/ml hasta el dia 8dde. La primera
alimentacion se inicio el dia 2dde en el momento en que se observo la
pigmentacién de los ojos, la apertura de la boca y el ano. Diariamente se
proporcionaron rotiferos Brachionus plicatilis a una densidad de 5 org/ml hasta el
dia 15dde. A partir del dia 5dde los rotiferos fueron enriquecidos durante un
tiempo aproximado de 4hrs con la emulsion comercial SELCO (INVE, Bélgica), en
las cantidades recomendadas por el productor. A partir del dia 15dde, para cada
dia se proporcionaron nauplios de Artemia sin enriquecer a una densidad de 3
org/ml, en el dia 17dde hasta el dia 22dde los nauplios fueron enriquecidos con
SELCO de la misma manera antes descrita. Para el dia 22dde se proporcionaron
juveniles de Artemia enriquecidos en la misma densidad.

Para el grupo de larvas destetadas, se siguid el esquema de alimentacion

anterior hasta el dia 17dde. El destete o la sustitucion del alimento vivo se inicié en
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el dia 17dde por medio de una coalimentacion de 4 dias. Se proporcionaron
nauplios de artemia (3 ind/ml) y DMP (0.1g) con proporciones aproximadas de
75:25, 50:50, 50:50 y 25:75 (AV:DMP) hasta que se alcanz6 el 100% de DMP en
el dia 20dde. A partir de este dia, el alimento se suministré a saciedad aparente
cada 4 horas desde las 8:00 hasta las 20:00hrs (Fig. 3).

La DMP fue elaborada en el Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo A. C. (CIAD, unidad Mazatlan, Sinaloa) con harina de pescado y quistes
desencapsulados de Artemia como fuente de proteina (Garcia-Ortega et al., 2001)
(Tabla 2).
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Figura 3. Esquema de alimentacibn empleado para la crianza larvaria de la cabrilla arenera
Paralabrax maculatofasciatus. Ma: microalgas (Nannochloropsis oculata); R: Rotiferos (Brachionus
plicatilis); nA: nauplios de Artemia, jA: juveniles de Artema; s: sin enriquecer; e: enriquecido. DMP:
Dieta microparticulada. Co: Coalimentacion (75:25, 50:50, 50:50, 25:75, AV:DMP).
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Tabla 2. Formulacion y composicion quimica proximal de la dieta microparticulada
empleada para el destete de larvas de cabrila arenera Paralabrax
maculatofasciatus. Nivel de inclusién en % de peso seco.

Ingrediente % de inclusién
Quistes desencapsulados de Artemia® 74.0
Harina de pescado (sardina)® 15.7
Aceite de higado de bacalao® 2.6
Premezcla de vitaminas® 1.7
Premezcla de minerales® 1.0
CcMmc® 5.0
Analisis quimico proximal
Proteinas 48.4
Lipidos 12.3
Cenizas 9.4
Humedad 8.5

“Artemia shell free, INVE Aq. Inc. UTA, USA.

®Harinas y aceites de occidente S. A., Mazatlan, México.
°Drogueria Cosmopolita S.A de C.V., México.

9Malta Cleyton, Malta toxo de México S.A de C.V.
®Carboxilmetilcelulosa sal de sodio, Fluka CEIME Buscas, Suiza.

6.2.3 Muestreo.

Las muestras se tomaron cada 6 dias a partir del dia 15dde hasta el dia
33dde. Las larvas se capturaron aleatoreamente en cada tratamiento antes de
proporcionar el alimento. Para evaluar la morfometria, el peso seco y la histologia
se tomaron 10 larvas en el dia 15dde, 5 larvas en el dia 21dde y 3 larvas para los
dias 27 y 33dde, respectivamente para cada andlisis. Para la cuantificacién de
acidos nucleicos y proteinas totales se tomaron 10 larvas en el dia 15dde y 3

larvas a partir del dia 21dde.
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6.3 Herramientas de analisis.
6.3.1 Analisis morfométrico.

Las larvas tomadas de los tanques de cultivo fueron anestesiadas con
metilsulfato de tricaina (MS222) en solucion (35 mg L™). Se tomaron fotos con una
camara digital (Hitachi KP-D50) integrada a un estereoscopio graduado
(0.8x:0.12mm hasta 6x:0.018mm, Olympus) y se realizaron mediciones
morfoldgicas con el software ImagePro Plus v.5.

Las medidas determinadas fueron: Longitud notocordal (LN), para larvas
preflexion antes de la aparicion de placa hipurica (de la punta del hocico a la punta
del notocordio). Longitud total (LT) para larvas postflexion. Diametro ocular (DO)
(distancia horizontal entre los margenes de la orbita del ojo). Longitud del
premaxilar o mandibula inferior (LPM). Longitud cefalica (LC) (de la punta del
hocico al borde posterior de la capsula 6tica en larvas en preflexion y hasta el
borde posterior del opérculo en larvas en postflexion). Longitud céfalo-anal (LCA)
(distancia entre la punta del hocico y el ano). Altura de la cabeza (AC) a nivel del

ojo. Altura del musculo (AM) a nivel del ano (Fig. 4).
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Figura 4. Larva de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus donde se indican las variables
morfométricas evaluadas. AC: Altura de la cabeza, AM: Altura del musculo, DO: Diametro del ojo,
LCA: Longitud céfalo-ano, LC: Longitud cefalica, LN: Longitud notocordal, LPM: Longitud
premaxilar y LT: Longitud total (Imagen modificada de Pefia y Dumas, 2005)
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El crecimiento se evalu6 con base a las relaciones longitud notocordal
(mm)-edad (dias) y peso seco (ug)-edad (dias). Se determind la tasa de
crecimiento especifico TCE) mediante la relacion entre el incremento en longitud
promedio al tiempo x (Lx) con respecto a la longitud promedio inicial (L),

expresado en forma porcentual:

rep - nLe)=(nL) o0
Tiempo (dias)

La tasa de crecimiento absoluto se determind mediante la relacion entre el
incremento en longitud promedio al final del bioensayo (Lg) con respecto a la
longitud promedio inicial (L;), expresado en forma porcentual:

InL,)-(nL,)
Tiempo (dias)

TCA:( x100

6.3.2 Analisis histolégico.

Las larvas tomadas de los tanques de cultivo fueron anestesiadas con
MS222 en solucién (35 mg L"), se capturaron y se fijaron inmediatamente en
formol al 10%. El procedimiento histolégico se realizé en el laboratorio de
histologia e histoquimica del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste
(CIBNOR).

Las larvas fueron deshidratadas en alcohol etilico a diferentes graduaciones
(70°, 80°, 90° y 96°), con intervalos de incubacién de una hora entre graduacion,
posteriormente se mantuvieron por 15 minutos en la mezcla de alcohol etilico y
xilol (1:1) y 10 minutos en xilol absoluto. Una vez deshidratadas las larvas, se
incluyeron en parafina Paraplast-xtra con un punto de fusion de 56°C.

Los cortés histolégicos se realizaron con un microtomo de rotacion (Leica

2025), las larvas fueron cortadas en un plano longitudinal con un espesor de 6 um
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de grosor cada 200 um y se tifieron con Hematoxilina de Harris y Eosina azulosa
alcohdlica. Las preparaciones histologicas se montaron con resina sintética.

Las laminillas obtenidas se observaron en un microscopio éptico (Olympus
BX45). De los cortes mas representativos, se tomaron imagenes con una camara
fotografica integrada al microscopio y se analizaron con el software para analisis
de imagenes, ImagePro Plus v.5. El analisis histologico consistio en medir el area
nuclear de los hepatocitos en el higado y la altura de los enterocitos en el intestino
(Fig. 5).

El criterio de seleccion para medir los enterocitos se basé en el reportado
por Theilacker y Watanabe (1989) con algunas modificaciones para adaptarlo a las
larvas de la cabrilla arenera, con base a lo reportado por Pefia y Dumas (2005) en
esta especie. Para la primera alimentacién se midieron los enterocitos del intestino
anterior y los del intestino posterior en su region mas anterior, a fin de evitar
variaciones debidas al desarrollo normal de tejido, se midieron las células de tipo
cilindrico simple. La medicion abarcé desde la membrana basal hasta la region
mas apical, el borde de cepillo (Fig. 5b). Para el destete solo se midieron los
enterocitos del intestino anterior. Se seleccionaron los enterocitos en donde el
nucleo, el borde de cepillo, la membrana basal y la delimitacion de las células
estuvieron claramente identificados. No obstante, no siempre se cubrieron estos
requisitos en las larvas con una condicion nutricional deficiente. En el higado se

seleccionaron los nucleos que estuvieron bien delimitados (Fig. 5¢).
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Figura 5. (a) Microfotografia de larva de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus, 2dde. H:
Higado, IA: Intestino anterior, IP: Intestino posterior. La barra equivale a 200um. (b)
Microsecciones del intestino anterior, Lm: Lumen, Bp: Borde plumoso, Fm: Fibras musculares. Las
flechas con doble cabeza indican la altura de los enterocitos. La barra equivale a 20 ym. (c)
Microsecciones del higado N: Nucleo. La barra equivale a 20um.

6.3.3 Analisis bioquimico.

Las larvas se capturaron vivas con ayuda de una pipeta pasteur, se
enjuagaron 3 veces con agua de mar esterilizada y filtrada con papel millipor, se
colocaron en tubos Eppendorf de 2ml con el menor contenido de agua posible e
inmediatamente se congelaron a -50°C hasta su analisis.

Previo y durante al analisis, todo el material empleado se esterilizo para
evitar la contaminacion con agentes externos. Las muestras se mantuvieron en un
ambiente a una temperatura por debajo de los 8°C para evitar la desnaturalizacion

de los acidos nucleicos (bafio de hielo molido).
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6.3.3.1 Homogenizado de las muestras.

Las muestras se descongelaron sobre una cama de hielo molido,
delicadamente se transfirieron a un tubo de ensaye de 10ml de capacidad y se
ajusté el volumen a 2ml con agua destilada a una temperatura de 4-6°C. La
homogenizacion se realizd con un roturador de células ultrasénico (Sonicator,
Branson 150) a una potencia de 50W y una duracién aproximada de 1-4 minutos
de acuerdo al tamafo de las larvas. En el caso de las larvas de mayor edad (a
partir del dia 27dde) previamente fueron maceradas con un homogenizador de
tejidos (Politron 1200). El tubo de ensaye se mantuvo en bafo de hielo en todo
momento. Del homogenizado se tomaron 1.4ml para la extraccion y cuantificaciéon

de los acidos nucleicos y 0.1ml para la cuantificacion de las proteinas totales.

6.3.3.2 Extraccion y cuantificacion de ARN y ADN.

La extracciéon de acidos nucleicos se realizé con una modificacion del
método de Schmidt-Thannhauser por Munro y Fleck (1966) y la cuantificacion se
realizd con el método de Buckley (1979) adaptado para larvas de peces marinos
(Anexo 1). El método consiste en precipitar el ADN y las proteinas del ARN por
medio de una hidrélisis con un agente alcalino y recuperar el ARN en el
sobrenadante; la separaciéon del ADN de las proteinas se logra mediante la
hidrolisis del ADN con un acido caliente. Se leyo la absorbancia de ARN y ADN
respectivamente, en un espectrofotometro (Beckman DU-640) a una longitud de
onda de 260nm con celdas de cuarzo, la lectura de cada muestra se realizd por
duplicado.

La concentracion de ARN y ADN en el homogenizado original (2ml) se
obtuvo de la siguiente manera:

(A fraccién de ARN — A,y blanco)(2x 2.52)

ARN = (0.030)(1.4)

(A260 fraccion de ADN — A, blanco) (2 X 2.20)

ADN = (0.030)(1.4)
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donde: 2 es el volumen del homogenizado (original), 2.52 y 2.2 corresponden a
los volumenes (ml) de las fracciones de ARN y ADN; 1.4 es el volumen tomado
para la extraccién y 0.030 es la absorbancia a 260nm de 1ug/ml de una solucién
hidrolizada de ARN o ADN. EIl blanco es 1.4ml de agua destilada sometida al
tratamiento de extraccion.

La concentraciéon de ARN y ADN en las larvas se obtuvo de la relacion entre
la concentracion obtenida en el homogenizado y el numero de larvas; y se expresé

como microgramos de ARN 6 ADN por larva.

6.3.3.3 Cuantificacién de proteinas totales.

A partir de dos muestras de 0.1ml del homogenizado original se aplico el
método de Lowry et al. (1951) para la extraccion de proteinas totales (Anexo 2). La
concentracion se calculé con base a una curva estandar de albumina bovina
(BSA) [SIGMA A-4503] y se expres6 en microgramos de proteina por larva, la cual
se obtuvo de la relacion entre la concentracion de proteinas totales en el

homogenizado original y el numero de larvas.
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6.4 Analisis estadistico.

A todos los datos obtenidos se les aplicaron pruebas de normalidad de
variancias de Kolmogorov-Smirnov y de homocedasticidad de variancias de
Brown-Forsythe.

En la primera alimentacion, los datos de peso seco se transformaron con
una raiz cuadrada. Las variables morfométricas con Logaritmo base 10; la altura
de los enterocitos, el area nuclear de los hepatocitos, la concentracion de ARN vy
ADN se transformaron con 1/x. Para el indice ARN/ADN se empled arco seno y
para las proteinas totales logaritmo natural. Las diferencias se detectaron con un
ANOVA de una via para las medidas morfométricas, el peso seco y los datos
obtenidos de la histologia y un ANOVA de dos vias (Factor: dia y tratamiento) y
poshoc de Tukey (P<0.05) para los datos obtenidos del analisis bioquimico.

Para el destete, los datos se transformaron empleando las mismas
funciones que en la primera alimentacion. Se empleo una prueba t para las
medidas morfométricas, el peso seco, la concentraciéon de ARN, ADN y proteinas
totales. Para los datos obtenidos del analisis histolégico se empleo un ANOVA de

una via (Factor: tratamiento).
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RESULTADOS

7.1 Primera alimentacion.

7.1.1 Analisis Morfométrico.

El peso seco de las larvas alimentadas (2.64 + 0.06 ug larva™) fue
significativamente mayor (P<0.05) que el de las larvas en inanicion (1.83 + 0.13 ug
larva™) a partir del dia 3dde (Fig. 6A). Con respecto a la longitud notocordal, las
diferencias significativas entre larvas alimentadas (3.09 + 0.17 mm) y larvas en
inanicion (2.52 £ 0.12 mm) se detectaron hasta el dia 4dde (Fig. 6B). Las larvas
sometidas a inanicidon sobrevivieron hasta el dia 4dde, registrando 1.25 £+ 0.08 pg

larva™ de peso seco y una longitud notocordal de 2.52 + 0.12 mm.
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Figura 6. (A) peso seco y (B) ) Longitud notocordal (media + desv. est., n=6) de larvas de cabrilla
arenera Paralabrax maculatofasciatus en la primera alimentacion. - Alimentadas, =~ Inanicion.
Letras diferentes denotan diferencias significativas (P<0.05) para cada dia. Las larvas en inanicion
sobrevivieron hasta el dia 4dde (t). Cada replica = 30 larvas.
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Las larvas alimentadas mostraron un incremento positivo en todas las
variables morfométricas evaluadas. Por el contrario, los cambios observados en la
morfometria de las larvas sin alimento fueron negativos, es decir, que
disminuyeron de tamafo (Fig. 7). Las diferencias significativas (P<0.05) entre
larvas alimentadas y sin alimentar se detectaron a partir del dia 03dde, con sdlo
una de las siete variables evaluadas, la AM (F = 8.2529; p = 0.0453). Es hasta el
dia 4dde, cuando las diferencias significativas (P<0.05) aumentaron a seis de las
sietes variables evaluadas: la LN, LPM, LC, LCA, AC y AM. En este dia las larvas
restringidas de alimento mostraron un deterioro fisico muy marcado. Importante

resaltar que el DO no mostro diferencias significativas con el tiempo (Fig. 7E).
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Figura 7. Morfometria (media * desv. est, n=6) de larvas de cabrilla arenera Paralabrax
maculatofasciatus en la primera alimentacion. (A) LN: Longitud notocordal, (B) LPM: Longitud
premaxilar; (C) LC: Longitud cefdlica, (D) LCA: Longitud céfalo-ano, (E) DO: Diametro del ojo, (F)
AC: Altura de la cabeza, y (G) AM: Altura del musculo. -+ Alimentadas, -=— Inanicion. Letras
diferentes denotan diferencias significativas (P<0.05) para cada dia. Cada replica = 30 larvas.
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7.1.2 Analisis histolégico.

En el dia 2dde se observo que el tubo digestivo estaba conformado por un epitelio
de tipo cilindrico simple, los enterocitos presentaron un nucleo basal y ovalado y
se observé la presencia del borde plumoso. En el higado, los hepatocitos fueron
numerosos con el nucleo distinguible y no mostraron un arreglo bien definido.

A partir del dia 3dde comenzaron a notarse pequehas alteraciones
estructurales en la forma, arreglo y tamafio de las células de las larvas sometidas
a inanicién. En el tubo digestivo de las larvas alimentadas se distinguié una mayor
superficie del epitelio y del borde plumoso, acompafiado de un mayor numero de
pliegues. En contraste, las larvas en inanicion mostraron un epitelio mas delgado.
Mientras en el higado solo se observaron células ligeramente mas compactas.

En el dia 4dde las larvas alimentadas presentaron un intestino en donde los
enterocitos se observaron grandes, no presentaron separaciones entre ellas, el
citoplasma fue abundante, se observaron vacuolas supranucleares y el lumen
intestinal fue amplio (Fig. 8A). En contraparte, en las larvas en inanicion se
observo una degeneracién mas severa, los enterocitos estaban notablemente mas
compactos con un citoplasma reducido y las vacuolas intracelulares de los
enterocitos estaban pobremente desarrollas e incluso ausentes (Fig. 8B).

El higado de las larvas alimentadas se caracterizO por presentar
hepatocitos con nucleos grandes, nucléolos distinguibles y citoplasma bastante
destacado (Fig. 9A). En cambio, los hepatocitos de las larvas en inanicion
presentaron nucleos pequeinos y nucleolos indistinguibles, ademas se observaron
sefas de apoptosis, las cuales se identificaron por los nucleos pequefios de tefido

intenso y oscuro (Fig. 9B).
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Figura 8. Microsecciones del tubo digestivo de larvas de cabrilla arenera Paralabrax
maculatofasciatus, dia 4dde. A: Alimentadas, B: Inanicion. La barra equivale a 20um.

Bp: Borde Plumoso H: Higado Lm: Lumen
En: Enterocitos la: Intestino anterior P: Pancreas
Fm: Fibras musculares Ip: Intestino posterior V: Vacuola

Pliego, 2005.



Condicion nutricional de larvas de P. maculatofasciatus 38

Figura 9. Microsecciones del higado de larvas de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus,
dia 4dde. A: Alimentadas, B: Inanicion. La barra equivale a 20um. Notese el tamafio de los nucleos
y el citoplasma de los hepatocitos.

Ac: Apoptosis celular N: Nucleo P: Pancreas
C: Citoplasma Nc: Nucleolo
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Sin embargo, fue hasta el dia 4dde cuando el analisis cuantitativo reveld
que la altura de los enterocitos (16.68 £ 1.18 ym) y el area nuclear de los
hepatocitos (15.18 + 0.27 ym?) de las larvas alimentadas fue significativamente
mayor (P<0.05) que el de las larvas en inanicion (10.0 + 0.12 ym; 8.68 + 0.46 pm?,

respectivamente) (Fig. 10).
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Figura 10. (A) Altura de los enterocitos y (B) area nuclear de los hepatocitos (media + desv. est.,
n=3) de larvas de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus durante la primera alimentacion.
[J-Alimentadas, [l-Inanicién. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P<0.05) para
cada dia. Cada replica = 30 larvas.

7.1.3 Analisis bioquimico.

Los efectos de la restriccion de alimento sobre las larvas se evidenciaron
desde el dia 3dde. El contenido de ARN (0.55 + 0.01 pg larva™), de proteinas
totales (3.12 + 021ug larva’) y el indice ARN/ADN (1.88) fueron
significativamente mayores (P<0.05) en las larvas alimentadas que en las larvas
en inanicion (Fig. 11).

La concentracion de ARN, el indice ARN/ADN vy la concentracion de
proteinas totales se incrementaron con la edad en las larvas a las cuales se les

proporcion6 alimento, alcanzando valores en el ultimo dia de muestreo hasta del
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triple para el ARN (0.73 + 0.02 ug larva™) y del doble para el indice ARN/ADN
(2.46) y las proteinas totales (2.5 + 0.14 pg Iarva'1). Por el contrario, las larvas
restringidas de alimento mostraron una disminucion en dichos valores.

La concentracion de ADN se mantuvo sin cambios significativos (P>0.05)
entre larvas alimentadas (0.29 + 7e™ ug larva™) y larvas en inanicion (0.28 + 0.01
ug larva™) hasta el final del bioensayo. El indice ARN/ADN en las larvas en
inanicion alcanzo el valor de 1.0 en el dia 4dde.

La concentracion de ARN y el indice ARN/ADN fueron los mas sensibles a
los cambios en relacion a la edad de las larvas, ya que mostraron diferencias

significativas desde el dia 3dde, tanto entre tratamientos como entre dias.
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Figura 11. Concentracion de ARN (A), ADN (B), indice ARN/ADN (C) y Proteinas totales (D) (media
* desv. est., n=6) de larvas de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus durante la primera

alimentacion. -+ Alimentadas -2 Inanicion. Letras diferentes denotan diferencias significativas
(P<0.05). Cada replica = 50 larvas.
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7.2 Estrategia de destete.

7.2.1 Analisis morfométrico.

El peso seco de las larvas alimentadas con AV (293.64 + 6.83 ug larva™) fue
significativamente mayor (P<0.05) que el de las larvas alimentadas con la DMP
(264.23 + 2.77 ug larva™) a partir del dia 21dde. Para la longitud notocordal, las
diferencias significativas (P<0.05) entre larvas alimentadas con AV (8.44 + 1.40
mm) y larvas alimentadas con la DMP (7.38 + 0.52 mm) se detectaron en el dia
27dde (Fig. 12). La tasa de crecimiento absoluto (TCA) y la tasa de crecimiento
especifico (TCE) mostraron diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos
alimenticios, hasta el dia 33dde (Tabla 3). Las larvas alimentadas con AV fueron

las que registraron el mayor peso seco, longitud notocordal y tasas de crecimiento.
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Figura 12. (A) Peso seco y (B) Longitud notocordal (media + desv. est., n=3) de larvas de cabrilla
arenera Paralabrax maculatofasciatus durante el destete. —# Alimento vivo, -= Dieta
microparticulada. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P<0.05) para cada dia. Cada
replica = 10 larvas para el dia 15dde, 5 para el dia 21dde y 3 para los dia 27 y 33dde.
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Tabla 3. Tasas de crecimiento de larvas de cabrilla arenera Paralabrax
maculatofasciatus durante el destete.

TCE TCA
Edad
(DDE) AV DMP AV DMP
15 4.79° 4.79° 13.83? 10.212
21 8.012 6.462
27 10.962 6.562
33 22.582 13.55° 7.582 4.57°

Superindices desiguales denotan diferencias significativas (P<0.05) para cada dia. TCE- Tasa de
crecimiento especifico, TCA-Tasa de crecimiento absoluto. AV-Alimento vivo, DMP-Dieta
microparticulada.

Los efectos entre tratamientos alimenticios DMP y AV sobre la morfometria
de las larvas se detectaron en el dia 27dde. El analisis mostré que cuatro variables
(LT, LN, LCA y AM) de las ocho medidas evaluadas incrementaron
significativamente (P<0.05) en las larvas alimentadas con AV. En el dia 33dde las
diferencias morfologicas fueron mayores, ya que ademas se detectaron
diferencias significativas (P<0.05) en la LPM y en la AC. El diametro del ojo (DO) y
la longitud cefélica (LC) no mostraron diferencias significativas (P>0.05) con el

tiempo (Fig. 13).
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Figura 13. Morfometria (media + desv. est, n=3) de larvas de cabrilla arenera Paralabrax
maculatofasciatus durante el destete. (A) LT: Longitud total, (B) LN: Longitud notocordal, (C) LPM:
Longitud premaxilar; (D) DO: Diametro del ojo, (E) LCA: Longitud céfalo-ano, (F) LC: Longitud
cefélica, (G) AC: Altura de la cabeza, y (H) AM: Altura del musculo. - Alimento vivo - Dieta
microparticulada. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P<0.05) para cada dia. Cada
replica = 10 larvas para el dia 15dde, 5 para el dia 21dde y 3 para los dias 27 y 33dde.
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7.2.2 Analisis histolégico.

El analisis cualitativo mostré que los efectos de la sustitucién del AV por la DMP
se presentaron a partir del dia 21dde principalmente en el higado. Las larvas
alimentadas con el AV mostraron células con citoplasma abundante, nucleos
grandes y nucleolos distinguibles dentro de los nucleos (Fig. 14A); caracteristicas
que no fueron tan evidentes para las larvas alimentadas con la DMP (Fig. 14B).
Sin embargo, con este analisis se observaron en este mismo dia que, algunas
larvas alimentadas con la DMP presentaron caracteristicas similares a las larvas
alimentadas con el AV, es decir, células con nucleos grandes, nucleolo visible y
citoplasma abundante, no obstante, se presentaron sefias de apoptosis celular
(Fig. 15).

Para los dias 27dde (Fig. 16) y 33dde (Fig. 17) se observd que los nucleos
y el citoplasma de los hepatocitos fueron de mayor tamafio en las larvas
alimentadas con el AV, a diferencia de las larvas alimentadas con la DMP, las
cuales mostraron nucleos pequefos, citoplasma reducido y sefias de apoptosis
celular. En el intestino anterior, no se detectaron diferencias marcadas entre las
larvas alimentadas con el AV (Fig. 18A) y con la DMP en el dia 21dde con el
analisis cualitativo, la unica diferencia fue que las larvas alimentadas con la DMP
se caracterizaron por presentar epitelios ligeramente mas delgados (Fig. 18B).

Es hasta el dia 27dde cuando el analisis cualitativo del intestino anterior
permitié detectar diferencias marcadas entre tratamientos alimenticios (Fig. 19),
mismas que se incrementaron para el dia 33dde. En este caso, las larvas
alimentadas con el AV mostraron epitelios mas amplios, enterocitos con nucleos
grandes y vacuolas supranucleares de mayor tamafio y numero (Fig. 20A), las
cuales incluso, llegaron a estar ausentes en las larvas alimentadas con la DMP
(Fig. 20B).

Por medio del analisis cuantitativo se logré detectar que, desde el dia
21dde, la altura de los enterocitos (22.53 =+ 1.06 um) y el area nuclear de los
hepatocitos (15.18 + 0.27 pm?®) en las larvas alimentadas con el AV fueron
significativamente (P<0.05) mayores respecto de las larvas alimentadas con la
DMP (Fig. 21).
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Figura 14. Microsecciones del higado de larvas de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus,
dia 21dde. A: Alimento vivo; B: Dieta microparticulada. La barra equivale a 20um. Noétese el
tamario de los nucleos y el citoplasma en los hepatocitos.

Ac: Apoptosis celular N: Nucleo
C: Citoplasma Nc: Nucleolo

Pliego, 2005.



Condicion nutricional de larvas de P. maculatofasciatus 46

Figura 15. Microsecciones del higado de larvas de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus
alimentadas con dieta microparticulada, dia 21dde. La barra equivale a 20um.

Ac: Apoptosis celular N: Nucleo
C: Citoplasma Nec: Nucleolo
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Figura 16.Microsecciones del higado de larvas de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus,
dia 27dde. A: Alimento vivo, B: Dieta microparticulada. La barra equivale a 20um. Nétese el
tamario de los nucleos y el citoplasma de los hepatocitos.

Ac: Apoptosis celular N: Nucleo
C: Citoplasma Nc: Nucleolo
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Figura 17. Microsecciones del higado de larvas de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus,
dia 33dde. A: Alimento vivo, B: Dieta microparticulada. La barra equivale a 20um. Noétese el
tamanio de los nucleos y el citoplasma.

Ac: Apoptosis celular N: Nucleo
C: Citoplasma Nc: Nucleolo
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Figura 18. Microsecciones del intestino anterior de larvas de cabrilla arenera Paralabrax
maculatofasciatus, dia 21dde. A: Alimento vivo, B: Dieta microparticulada. La barra equivale a
20um.

Bp: Borde plumoso En: Enterocitos
C: Citoplasma Lm: Lumen
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Figura 19. Microsecciones del intestino anterior de larvas de cabrilla arenera Paralabrax
maculatofasciatus, dia 27dde. A: Alimento vivo, B: Dieta microparticulada. La barra equivale a
20um.

Al: Alimento En: Enterocitos Lm: Lumen
Bp: Borde plumoso V: Vacuola
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Figura 20. Microsecciones del intestino anterior de larvas de cabrilla arenera Paralabrax
maculatofasciatus, dia 33dde. A: Alimento vivo, B: Dieta microparticulada. La barra equivale a
20pum. Notese el tamafio de los enterocitos.

Bp: Borde plumoso Lm: Lumen
En: Enterocitos V: Vacuola
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Figura 21. (A) Altura de los enterocitos y (B) area nuclear de los hepatocitos (media + desv. est.,
n=3) de larvas de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus durante el destete. []-Alimento
vivo, [J-Dieta microparticulada. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P<0.05) para
cada dia. Cada replica, n = 10 larvas para el dia 15dde, 5 larvas para el dia 21dde y 3 para los dias
27 y 33dde.

7.2.3 Analisis bioquimico.

Las diferencias entre tratamientos alimenticios se evidenciaron desde el dia
21dde. La concentracion de ARN (59.55 + 1.27 ug larva™), ADN (13.07 + 0.02 ug
larva™) y proteinas totales (439 + 48 ug larva™) fueron significativamente mayores
(P<0.05) en las larvas alimentadas con el AV que en las larvas alimentadas con la
DMP. Las larvas alimentadas con AV registraron los valores mas altos al final del
bioensayo (Fig. 22).

El indice ARN/ADN se incrementé fuertemente en las larvas alimentadas
con AV, de 4.14 en el dia 15dde a 6.4 para el dia 33dde. En cambio, el indice
ARN/ADN obtenido en las larvas alimentadas con la DMP disminuyé de 4.25 en el
dia 15dde a 3.8 para el dia 33dde.
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Figura 22. Concentracion de ARN (A), ADN (B), indice ARN/ADN (C) vy Proteinas totales (D)
(media * desv. est.,, n=3) de larvas de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus durante el
destete. -+ Alimento vivo - Dieta microparticulada. Letras diferentes denotan diferencias
significativas (P<0.05) para cada dia. Cada replica = 10 larvas para el dia 15dde y 3 larvas para los
dias 21, 27 y 33dde.
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DISCUSION

Las larvas de peces marinos se caracterizan por presentar tasas de
crecimiento muy aceleradas que demandan altas cantidades de energia. Al
momento de la eclosion, la larva se alimenta de sus reservas maternas (vitelo y
gota de aceite), en el transcurso de esta etapa incrementa en longitud y pierde
masa, principalmente debido al uso de aminoacidos libres y acidos grasos como
fuente primaria de energia (Fyhn y Serigstad, 1987; Fyhn, 1989; Buckley et al.,
1999). Una vez que se han agotado estas reservas, la larva requiere obtener
energia de una fuente externa. Cuando la fuente energética es deficiente,
presentara un crecimiento reducido, mientras que la falta de una fuente de
energia, se compensara por el consumo de sus propias reservas, mediante la
degradacion de biomoléculas (catabolismo) y/o de componentes celulares
(autolisis) para obtener energia (Love, 1980; Wilbraham y Matta, 1990; Pedersen,
1997).

8.1 Primera alimentacién.
Analisis morfométrico.

El peso seco mostré la condicion nutricional de las larvas de cabrilla
arenera desde el dia 3dde, puesto que se encontraron diferencias significativas
entre larvas alimentadas y larvas sin alimentar. Las larvas alimentadas
presentaron una condicion nutricional buena, ya que mostraron incrementos
significativos con el tiempo. Por el contrario, las larvas sin alimento mostraron una
condicion nutricional pobre al registrarse la perdida significativa de peso seco con

el tiempo, lo cual es un efecto de la inanicion. Este resultado concuerda con el
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obtenido en larvas sometidas a inanicion de Solea solea (Richard et al., 1991) en
donde se reporta una perdida significativa de peso seco a partir de los 2 dias
después de que se detecto la apertura de la boca y del ano.

El peso seco en las larvas de peces marinos ha sido definido como la suma
de los componentes organicos e inorganicos, entre los cuales las proteinas y los
acidos grasos, son los cuantitativamente mas importantes (May, 1971; Buckley,
1979; Ronnestad et al., 1999). Se ha observado que en periodos de inanicion
prolongados el organismo satisface sus necesidades energéticas mediante el
catabolismo de sus biomoléculas (Love, 1980).

La pérdida de peso seco en las larvas en inanicion puede explicarse en
funcidn de la degradacion de proteinas (catabolismo proteinico). Este proceso
produce un aumento en los espacios intercelulares y en el contenido de agua,
observandose una relacién inversa entre el contenido de agua y el contenido de
proteinas en el organismo (Love, 1980). El catabolismo proteinico también ha sido
observado en larvas sin alimentar de Pleuronectes platessa y Cluplea harengus
(Ehrlich, 1974; McGurk, 1985) y Scophthalmus maximus (Segner et al., 1993). En
larvas de P. maculatofasciatus durante la primera alimentacién, Carrasco (2004)
confirma que no son lipidos los primeros compuestos que se emplean para cubrir
sus necesidades metabdlicas durante la inanicion, al no encontrar diferencias
significativas entre larvas alimentadas y en inanicién a nivel de lipidos totales y
acidos grasos en los dias 2 y 3dde. Se sugiere, como en otras especies, que son
las proteinas los primeros componentes en agotarse.

Mediante el uso de los caracteres morfométricos se encontré que la altura
del musculo, fue la primera y unica variable que mostré diferencias significativas
entre larvas alimentadas y larvas sin alimentar desde el dia 3dde. Es dificil
denominar la condicidon nutricional de las larvas en este dia con base a una sola
variable. Diversos autores (Martin y Wright, 1987; Ferron y Leggett 1994; Catalan,
2003) han mostrado que la AM es una de las variables mas sensibles a la carencia
de alimento, debido a que las larvas degradan rapidamente las proteinas del

musculo (Love, 1980). Sin embargo, Theilacker, 1978 y Powell y Chester, 1985;
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consideran que las larvas se encuentran en inanicibn cuando presentan
diferencias significativas, a partir de 4-5 variables morfométricas. A pesar de que
las larvas de cabrilla arenera restringidas de alimento presentaron una menor
condicion nutricional en el dia 3dde, es posible que pudieran recuperarse al ser
alimentadas. Pena y Dumas (2005) demuestran que las larvas de cabrilla arenera
tienen la capacidad para recuperarse al retrasarles la primera alimentacion 1 y 2
dias. Este hecho sustenta la idea de que las larvas sin alimento posiblemente aun
no se encontraban en inanicion. Al respecto, Catalan (2003) denomina a las larvas
de Dicentrarchus labrax como recuperables, cuando tienen la capacidad de
alimentarse después de ser sometidas a periodos sin alimento y no morir por
inanicién. Theilacker y Watanabe (1989) hacen uso de este término cuando las
larvas de Engraulis mordax presentan alimento en el tubo digestivo y muestran
algunas sefas de inanicion.

Fue hasta el dia 4dde, cuando se pudo detectar una condicién nutricional
pobre en las larvas de cabrilla arenera restringidas de alimento, debido a que las
diferencias significativas (P<0.05) se presentaron en seis de las siete variables
evaluadas (LN, LPM, LCA, LC, AC y AM). En este dia se registré la mortalidad
masiva de las larvas sin alimento. Theilacker (1986) considera que las larvas de
Trachurus symmetricus capturadas en el campo, se encuentran en condicidon
nutricional pobre al detectar diferencias significativas con cuatro de once variables
morfométricas evaluadas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Powell y Chester (1985) con larvas de Leiostomus xanthurus y Catalan (2003) con
larvas de Dicentrarchus labrax, quienes empleando variables morfométricas
determinan una pobre condicion nutricional en las larvas sometidas a inanicion
hasta el dia previo a su muerte. Pefia y Dumas (2005) encontraron diferencias
significativas para la morfometria de larvas de Paralabrax maculatofasciatus sin
alimentar hasta el dia 5dde, dia en el cual murieron las larvas.

El diametro del ojo fue la unica variable que no mostr6 cambios
significativos con el tiempo, esto puede atribuirse a la importancia del sistema

visual en la alimentacién ya que las larvas de la cabrilla arenera son depredadores
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visuales (Pena et al., 2004). Este resultado concuerda con el de Catalan (2003) en
larvas de Dicentrarchus labrax, ya que encuentra que el diametro del ojo de las
larvas no sufre cambios significativos durante 10 dias de inanicion y lo atribuye al
papel que juega el sistema visual en la alimentacién de esta especie. Nelson et al.
(1994) y Mittelbach et al. (1999) sugieren que las estructuras de la cabeza
involucradas en los mecanismos de alimentacidon (ojo, mandibula,
branquioespinas, etc) son de los ultimos caracteres morfométricos en sufrir dafos

ante la carencia de alimento.

Analisis histolégico.

Dos dias después de haber eclosionado (2dde), las larvas de cabrilla
arenera presentaron el desarrollo suficiente que les permitid iniciar con la
obtencién y absorcidon del alimento exdgeno, tal como lo reportan Peha et al.
(2003). Sin embargo, al restringirles el alimento se encontré hasta el dia 4dde una
disminucion significativa (P<0.05) en la altura de los enterocitos y el area nuclear
de los hepatocitos, lo cual evidencié que la condicion nutricional en éste grupo de
larvas fue pobre y fue un claro reflejo de los efectos de la inanicion. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en larvas de Engaulis mordax
(Theilacker y Watanabe, 1989), Odontesthes bonariensis (Strissmann vy
Takashima, 1990), Scophthalmus maximus (McFadzen et al., 1994) vy
Pomacentrus coelestis (Hall y Bellwood, 1995) ya que han servido para determinar
estadios de inanicidn. En Paralabrax maculatofasciatus, estas alteraciones son
reportadas en larvas restringidas de alimento (Pefia y Dumas, 2005). Esto se
atribuye a que el higado y el tubo digestivo son de los primeros érganos en sufrir
degeneracion celular cuando no se cubren los requerimientos nutricionales, debido
a que el higado se encarga del almacenamiento de glucégeno y el tubo digestivo
de la digestion y absorcion de los nutrientes provenientes del alimento (Segner et
al., 1993).

Love (1980) y Hall y Bellwood (1995) sugieren que la autolisis celular es un

proceso empleado para satisfacer las necesidades metabdlicas en periodos
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severos de inanicion, este proceso puede ser tan severo e irreversible que causa
atrofia de los tejidos y/u 6rganos y ha sido confirmado por la presencia de necrosis
celular (Striussmann y Takashima, 1990; McFadzen et al., 1997). Posiblemente la
disminucién en la altura de los enterocitos y el area nuclear de los hepatocitos de
las larvas de cabrilla arenera restringidas de alimento se puede atribuir a una
autolisis celular, mientras que la presencia de apoptosis puede ser una sefal de
que experimentaron atrofia celular. Esta idea es apoyada por los resultados
obtenidos por Pefia y Dumas (2005) quienes sugieren que las larvas de cabrilla
arenera son incapaces de digerir apropiadamente el alimento después de
retrasarles 3 dias la primera alimentacion, ya que, aun y cuando las larvas
ingirieron el alimento murieron en los dos dias siguientes. McFadzen et al. (1997)
sugieren que la presencia de necrosis celular es caracteristico en larvas de
Sardina pilchardus en condicion nutricional pobre.

Contrariamente, el incremento significativo en la altura de los enterocitos y
el area nuclear de los hepatocitos, confirmé que la condicién nutricional de las
larvas alimentadas fue buena. En los enterocitos, el incremento en los pliegues de
la mucosa permiti6 aumentar la superficie de absorcién y mantener el alimento
ingerido por un periodo de tiempo mayor. Segner y Rosch (1998) sugieren que el
incremento de la mucosa intestinal permite a las larvas lograr una mejor digestion
y una mayor absorcion de nutrientes provenientes del alimento exdégeno. Ademas,
la presencia de vacuolas en los enterocitos del intestino anterior de las larvas
alimentadas, corresponde a una senal de la funcionalidad de los enterocitos al
acumular y absorber los lipidos del alimento exdgeno (Sarasquete et al., 1995;
Segner y Rosch, 1998; Pefia et al., 2003).

Pena et al. (2003) encontraron que la reaccion PAS positiva en el higado de
larvas de cabrilla arenera al dia 4dde, es una sefial de la funcionalidad de los
hepatocitos al acumular glucogeno. Esto fue corroborado con el analisis
cualitativo, ya que en las larvas alimentadas se observaron hepatocitos con
citoplasma bien desarrollado y que al igual que en este trabajo, ha sido reportado

en otras especies de peces (Love, 1980; Guyot et al., 1995, Sarasquete et al.,
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1995; Robaina et al., 1998; Santamaria et al., 2004). En cuanto al incremento en
el area nuclear, Segner y Rdsch (1990) mencionan que se debe a un alto
metabolismo hepatico. Storch et al. (1983) y Strissmann y Takashima (1990)
sugieren que es producto de una alta sintesis de proteinas, ya que el nucleo

representa el sitio de transcripcion de la sintesis de proteinas.

Analisis bioquimico.

La concentracion de ARN y el indice ARN/ADN fueron sensibles a los
cambios en relacion a la edad, ya que evidenciaron la condicion nutricional de las
larvas de cabrilla arenera desde el dia 3dde. Se determiné que las larvas
alimentadas presentaron una condicion nutricional buena al mostrar incrementos
significativos en la concentracion de ARN y el indice ARN/ADN, a diferencia de las
larvas restringidas de alimento. El decremento significativo demostré una pobre
condiciéon nutricional, poniendo de manifiesto que las larvas se encontraron en
inanicion. Estos resultados muestran la rapidez con que el indice ARN/ADN
respondié a la inanicidén en las larvas de cabrilla arenera, tal como lo reportan
Martin y Wright (1987) con larvas de Morone saxatilis y Richard et al. (1991) con
larvas de Solea solea, al detectar inanicién con el indice ARN/ADN 2 dias después
de la primera alimentacién y Cunha et al. (2003) en larvas de Scophthalmus
maximus, 3 dias después de observar la completa reabsorcion del vitelo y la gota
de aceite.

Los cambios observados en el indice ARN/ADN estan en funcion de los
cambios en la sintesis ribosomal y la produccion de ribosomas (Buckley, 1979),
por eso la disminucién del indice puede ser explicado por la degradacion del ARN
y la permanencia del ADN. Las larvas de cabrilla arenera se apegan al modelo
propuesto por Clemmesen (1996) para entender la funcionalidad del indice
ARN/ADN en larvas de peces, en el cual se detectan tres fases bien delimitadas
de acuerdo con la cantidad de ARN. La Fase | se caracteriza por que la actividad
ribosomal disminuye muy lentamente. La Fase Il, se define por una concentraciéon

de ARN muy baja debido a que la actividad de los ribosomas decrece, hasta el
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grado en que los ribosomas comienzan a degradarse y disminuir en numero.
Finalmente, en la Fase Il se presenta la degradacién de ARN hasta el nivel critico,
el cual se identifica por presentar concentraciones similares a las del ADN,
entonces el indice ARN/ADN alcanza el minimo necesario para sobrevivir (1.0). En
las larvas de cabrilla arenera en inanicion, se detect6 la fase Il en el dia 3dde y la
fase Ill en el dia 4dde cuando el indice ARN/ADN mostr6 el valor de 1.0, lo que
evidencio una pobre condicién nutricional. La escala de tiempo para pasar de una
fase a otra es dependiente de la especie, la edad y la temperatura
(Clemmesen,1996; Buckley et al., 1999). Estos resultados concuerdan con lo
reportado por diversos autores en distintas especies (Buckley, 1984; Wright y
Martin, 1985; Clemmesen, 1987; Hovenkamp, 1990; Richard et al., 1991; Canino
et al., 1991; Ueberschrar y Clemmesen, 1992; Clemmesen, 1994; Morioka et al.,
1996; Catalan, 2003; Gwak et al., 2003) en donde, independientemente de la
especie, se ha observado que el indice alcanza valores cercanos a 1 en periodos
prolongados de inanicion y previo a la muerte.

Se ha propuesto que al punto de no retorno (PNR) le corresponde un nivel
critico del indice ARN/ADN que es dependiente de la especie (Clemmesen et al.,
1997; Chicharo et al., 1998; Gwak y Tanaka, 2001; Ramirez et al., 2004; Sykes et
al., 2004). Pefia y Dumas (2005) encuentran que el punto de no retorno para la
cabrilla arenera con base al analisis morfométrico e histolégico, ocurre entre 4 y
5dde. En este trabajo, puedo confirmarse con el analisis de acidos nucleicos que
el PNR se presentd en el dia 4dde, en el cual se obtuvo el valor del indice
ARN/ADN minimo necesario para sobrevivir y tras el cual, aunque se consuma
alimento ya no lograrian recuperarse. McNamara y Buckley (1994) y McNamara et
al. (1999) sugieren que la maquinaria ribosomal es drastica e irreversiblemente
danada cuando el indice alcanza valores cercanos a 1.0 en larvas de Gadus
morhua sometidas a inanicion, debido a que la cantidad de ARN disminuye
drasticamente poco antes de morir, resultando muy complicado reestablecer la

sintesis de proteinas y por ende una buena condicion nutricional.
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Es importante resaltar que el indice ARN/ADN mostré valores cercanos a
1.0 desde el dia 2dde en ambos tratamientos, dia en el cual se observo que se
agotaron las reservas maternas. Bulow (1987) menciona que el valor mas bajo del
indice se alcanza tras la completa absorcidn de las reservas maternas, previo a la
primera alimentacién exdgena. Buckley et al. (1990) sugieren que la calidad del
vitelo de las larvas de Pseudopleuronectes americanus esta relacionado con la
cantidad de ARN, la formacion de tejidos y el tamaio de la larva al momento de la
primera alimentacion. Generalmente, en la literatura disponible se encuentran
indices por arriba de 2.0 en diferente especies al momento en que agotan sus
reservas maternas y previo a la primera alimentacion exoégena, por ejemplo en
Scophthalmus maximus se encontré un indice de 2.2 (Clemmesen, 1987), en
Morone Saxatilis fue de 2.17 (Martin y Wright, 1987), en Clupea harengus el indice
fue 2.0 (Clemmesen, 1994), para Paralichthys olivaceus fue de 2.15 (Guak et al.,
2003) y en Pseudopleuronectes americanus de 2.7 (Mercier et al., 2004). Es
posible que las larvas de la cabrilla arenera presentaran un indice de ARN/ADN
cercano a 1.0 debido a que la calidad o la cantidad del vitelo no promovi6é una
sintesis ribosomal alta 6 porque el desove obtenido fue inducido hormonalmente
en los reproductores de cabrilla arenera (LHRHa), se ha reportado que los
desoves inducidos con hormonas son de menor calidad que los desoves
espontaneos en funcion de numero de huevos flotantes y tasa de eclosion (Zohar
y Mylonas, 2001).

En trabajos posteriores (datos no publicados), bajo las mismas condiciones
de cultivo, se encontré un indice de 1.7 en el dia 2dde en larvas obtenidas de un
desove espontaneo inducido por temperatura y fotoperiodo. Aun y cuando el
indice ARN/ADN obtenido, no es un efecto de la inanicion, nos demuestra la
utilidad que representa este indice como herramienta para evaluar la calidad de
las larvas antes de comenzar con la primera alimentaciéon. Pefia y Dumas (2005)
reportan que la mortalidad de las larvas de cabrilla arenera restringidas de
alimento se registrd en el dia 5dde; en este trabajo la mortalidad se registré un dia

antes, es decir en el dia 4dde. Esta observacion junto con el bajo indice ARN/ADN
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en las larvas recién eclosionadas, nos sugiere que las larvas del presente trabajo
fueron de menor calidad. Con base a ello, se determiné que las larvas de cabrilla
arenera obtenidas de los desoves inducidos presentaron una condicién nutricional
intermedia, pues a pesar de esta deficiencia, las larvas alimentadas mostraron la
capacidad de mejorar su condicion nutricional al incrementar significativamente el
indice ARN/ADN con la edad. Clemmesen (1987) menciona que las larvas de
Clupea harengus y Scophthalmus maximus se encuentran en condicion nutricional
intermedia cuando presentan indices ARN/ADN bajos y al ser alimentadas, el

indice se incrementa, mejorando su condicién nutricional.

8.2 Estrategia de destete.
Analisis morfométrico.

Los indicadores evaluados en esta etapa, mostraron que la sustitucién del
AV por la DMP retrasé significativamente el crecimiento y disminuyé la condicion
nutricional de las larvas destetadas.

Se detecté una condicidn nutricional deficiente en las larvas alimentadas
con DMP a partir del dia 21dde con el peso seco, al no mostrar incrementos
significativos con el tiempo, lo cual puede atribuirse a una baja acumulacion de
proteinas en los tejidos, como se ha observado en otras especies de peces (Love,
1980). Los caracteres morfométricos evidenciaron esta condicion nutricional en el
dia 27dde cuando cuatro de las ocho variables evaluadas fueron
significativamente menores. Respecto a la tasa de crecimiento especifico (TCE),
se detecto la deficiente condicidn nutricional hasta el dia 33dde, ya que mostro
que las larvas presentaron un crecimiento significativamente menor (P<0.05).

El retraso del crecimiento debido al uso de dietas inertes en comparacion
con el alimento vivo ha sido reportado en varias especies de larvas de peces
(Dabrowski y Kaushik, 1984; Kanazawa et al., 1989; Holt, 1993); especificamente
en las larvas de cabrilla arenera ha sido reportado por Anguas-Vélez et al. (2000)
y Alvarez-Gonzalez (2003). Se atribuye a que las dietas inertes no satisfacen los

requerimientos nutricionales especificos de acuerdo a la etapa de desarrollo del
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organismo, esto puede causar que se reduzca la digestiéon o asimilacion de la
dieta inerte por parte del organismo (Garcia-Ortega, 2000; Lazo, 2000).

Garcia-Ortega et al. (2000) comprobaron que la DMP empleada en este
trabajo cuenta con una alta digestibilidad de proteina, como resultado del
procesamiento del alimento sobre la calidad de proteina, su capacidad autolitica y
la solubilidad de la proteina. Presenta una gran inclusion de aminoacidos libres y
de péptidos de bajo peso molecular lo que facilita la digestion y absorcion en el
tracto digestivo, ademas el perfil de acidos grasos y aminoacidos es muy similar a
los nauplios de Artemia, los cuales son componentes del alimento vivo ofrecido a
las larvas (Garcia-Ortega et al., 1998). Estas caracteristicas han sido reportadas
como primordiales para obtener buenos resultados en el crecimiento de acuerdo
con diversos autores (Fyhn, 1989; Walford y Lam, 1993; Segner et al., 1994; Fyhn
et al., 1995; Rgnnestad et al., 1999).

Sin embargo, el menor crecimiento obtenido en las larvas de cabrilla
arenera alimentadas con la DMP puede atribuirse a que las propiedades fisicas
y/o nutricionales de la DMP no fueron las mas adecuadas para satisfacer los
requerimientos nutricionales especificos de las larvas de la cabrilla arenera, ya
que se carece de informacion sobre estos requerimientos. Asimismo, no debe
descartarse una posible deficiencia en la ingesta de la DMP por parte de las
larvas. Si bien no se evalud la incidencia e intensidad alimenticia, se observé en
los tanques de cultivo desde el inicié del periodo de coalimentacion, que las larvas
no aceptaron rapidamente la DMP; ademas, en el analisis histologico se observé
en las laminillas que pocas larvas presentaron alimento en el intestino en el dia
21dde (dia en el cual las larvas ya se alimentaban solo con la DMP). Aun y cuando
se realizd una coalimentacion para lograr un buen acondicionamiento de las larvas
con el alimento inerte, es probable que el periodo (tiempo) de coalimentacién no
fuera lo suficientemente amplio para que las larvas aceptaran el nuevo alimento
(Rosenlund et al., 1997).

Alvarez-Gonzalez (2003), compard el crecimiento y la sobrevivencia de

larvas de cabrilla arenera alimentadas con tres dietas microparticuladas con
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diferentes fuentes de proteina (hidrolizado de proteina de pescado, harina de
calamar y harina de sangre de res, con un nivel de inclusion del 15% base
hameda) y dos tiempos de inicio del destete (17 y 22dde). Respecto al destete
realizado a los 17dde, el autor encontré diferencias significativas (P<0.05) en el
crecimiento y en las DMPs hasta el dia 30dde, siendo las larvas alimentadas con
la DMP elaborada a base de hidrolizado de proteina de pescado, las que
presentaron el mejor crecimiento, con una LT de 9.6 £ 1.1 mm; siendo similar al
resultado obtenido en este trabajo al dia 33dde (9.3 + 1.2 mm). Sin embargo,
antes de concluir que la dieta empleada en este trabajo fue satisfactoria, es
importante resaltar que los efectos de la DMP son a nivel morfofisiolégico y no
solamente en términos de crecimiento y sobrevivencia. Por esto, debido a las
alteraciones que se observaron en el presente trabajo desde el dia 21dde, se
considera que la dieta artificial todavia pudiera ser mejorada.

Alvarez-Gonzalez (2003) sugiere que el empleo de hidrolizado de proteina
de pescado favorece el crecimiento de las larvas de la cabrilla arenera, ya que es
un producto parcialmente digerido, el cual incorpora péptidos pequefios vy
aminoacidos libres que facilitan la absorcion y digestion en el tracto digestivo. En
cambio, cuando la proteina no es predigerida se requiere invertir un mayor gasto
energético para digerirla, dado que la proteina tienen un mayor nivel de
complejidad (Kolkovski y Tandler, 2000). Cahu et al. (1999) mostraron que la
adiciéon de hidrolizados de proteinas de pescado en la dieta para larvas de
Dicentrarchus labrax facilité la maduracién de los enterocitos e increment6 el

crecimiento y la sobrevivencia al compararlo con dietas carentes de hidrolizado.

Analisis histologico.

Diversos autores han mostrado que la estructura celular del intestino y del
higado de las larvas de peces responden rapidamente a los cambios de dietas
(Segner y Rdsch, 1990; Strussmann y Takashima, 1990; Segner et al., 1993;
Caballero et al., 1999 y 2003). Las larvas de cabrilla arenera no son la excepcion,

la altura de los enterocitos y el area nuclear de los hepatocitos mostraron
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diferencias significativas desde el dia 21dde debido a la sustitucién del AV por la
DMP evidenciando su condicion nutricional.

Con base al analisis cualitativo en el dia 21dde, se observé que las
diferencias en el intestino anterior fueron minimas entre larvas alimentadas con el
AV y la DMP y aunque en el higado las diferencias fueron mas evidentes, es
importante resaltar que algunas larvas destetadas presentaron caracteristicas
cualitativas similares a las larvas alimentadas con el AV; con base a estas
caracteristicas se determind que las larvas destetadas presentaron una condicion
nutricional intermedia en este dia. Estos resultados coinciden con los reportados
por Theilacker y Watanabe (1989) y McFadzen et al. (1994), quienes clasifican a
las larvas en condicién nutricional intermedia, cuando presentan caracteristicas
histolégicas moderadamente afectadas por la falta de alimento. Estas
observaciones nos sugieren que las larvas alimentadas con la DMP presentaron
seflas de una malnutricion prematura, como ha sido reportada en larvas de
Coregonus lavaretus (Segner y Rosch, 1990), Sparus aurata (Robaina et al., 1998;
Caballero et al., 1999; 2003) y Oncorhynchus mykiss (Glencross et al., 2004)
alimentadas con diferentes tipos de dietas artificiales.

Sin embargo, el analisis cuantitativo en dia 21dde, detectdé que las larvas
alimentadas con la DMP presentaron una condicion nutricional deficiente, al
mostrar un tamafo significativamente (P<0.05) menor en la altura de los
enterocitos y el area nuclear de los hepatocitos. En cambio, en las larvas
alimentadas con AV se detectdé una condicion nutricional buena, ya que se
encontraron incrementos significativos en la altura de los enterocitos y el area
nuclear de los hepatocitos.

A partir del dia 27dde las diferencias observadas entre tratamientos
alimenticios, con base al analisis cualitativo fueron bien marcadas y se acentuaron
en el dia 33dde. Igualmente, la altura de los enterocitos y el area nuclear de los
hepatocitos se mantuvieron significativamente menores en las larvas alimentadas
con la DMP hasta finalizar el bioensayo y por ende, las larvas destetadas

presentaron y mantuvieron una deficiente condicién nutricional. Esto apoya la idea
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de que este grupo de las larvas presentaron malnutricion. Este estado de
malnutricion ha sido reportado en larvas de Scophthalmus maximus (Segner y
Witt, 1990), Coregonus lavaretus (Segner y Rosch, 1990) y Sciaenops ocellatus
(Holt, 1993) al alimentarse con dietas artificiales. Esto refuerza el argumento
anteriormente expuesto, de que las propiedades fisicas y/o nutricionales de la
DMP posiblemente no fueron las mas adecuadas para satisfacer los
requerimientos alimenticios especificos de las larvas de la cabrilla arenera
Paralabrax maculatofasciatus.

Sin embargo, existe la posibilidad de que las larvas no presentaron el
tamafno adecuado para ser destetada. La estrategia de destete se realizd
basandose en los principales eventos del desarrollo del sistema digestivo de las
larvas de cabrilla arenera, como son la diferenciacion del tracto digestivo y la
presencia de las glandulas gastricas a los 16dde cuando las larvas midieron en
promedio 7.2 mm de longitud total (Pena et al., 2003), asi como la presencia de
casi todas las enzimas digestivas a los 12-15dde (Alvarez-Gonzélez, 2003).
Asimismo para fines de comparacion con el estudio de este ultimo autor, se
empled el mismo dia de destete. Sin embargo, la diferenciacién en el desarrollo de
las larvas de la cabrilla arenera esta relacionado con la talla, mas que con la edad,
tal y como lo menciona Blaxter (1988) al igual que en otras especies de larvas de
peces; por lo cual, el hecho de que las larvas de este estudio solamente midieron
5.37 mm de longitud total en promedio, en el dia 15dde, cuando se inicié la
coalimentacion, les pudo impedir aprovechar adecuadamente los nutrientes de la
DMP al iniciar el destete, ya que las diferencias observadas en la altura de los
enterocitos puede ser un reflejo de la baja absorcidén de la DMP. Al respecto, Cahu
y Zambonino-Infante (2001) mencionan que proporcionar dietas artificiales
tempranamente a las larvas puede retrasar el desarrollo y dafar la estructura de
los enterocitos, afectando la capacidad digestiva y de absorcion de las larvas.
Segner et al. (1993) encontraron una menor altura de los enterocitos en larvas de
Clarias gariepinus y Coregonus lavaretes al alimentarlas con una dieta artificial.

Asimismo, se ha considerado que la presencia de las vacuolas en los enterocitos
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del intestino anterior es evidencia de la absorcién y acumulacion de lipidos
(Sarasquete et al., 1995; Segner y Rdsch, 1998; Porter y Theilacker, 1999). En las
larvas destetadas de cabrilla arenera, las vacuolas observadas en los enterocitos
del intestino anterior fueron minimas en numero y tamafo durante el transcurso
del experimento. Por el contrario, en las larvas alimentadas con AV se observaron
numerosas vacuolas de distintos tamaros, tal como lo reporta Pefa et al. (2003).
El menor tamano en el area nuclear de los hepatocitos de las larvas de
cabrilla arenera alimentadas con la DMP, puede deberse a un bajo metabolismo
hepatico, tal y como lo sugieren Segner y Roésch (1990) en larvas de Coregonus
lavaretes, al comparar cuatro dietas inertes y zooplancton como alimento vivo; ya
que observaron que en las larvas alimentadas con zooplancton, los nucleos en los
hepatocitos fueron significativamente mayores que en los hepatocitos de las larvas

alimentadas con dietas artificiales.

Analisis bioquimico.

Desde el dia 21dde, se detectd que la condicidon nutricional de las larvas de
cabrilla arenera alimentadas con la DMP fue deficiente, puesto que la
concentracion de ARN, proteinas totales y el indice ARN/ADN mostraron
diferencias significativas respecto al AV.

El incremento observado en las larvas alimentadas con AV, en la cantidad
de ARN, proteinas totales y el indice ARN/ADN fue significativamente mayor y
puso de manifiesto una buena condicion nutricional. Puesto que el incremento en
estos componentes es un claro reflejo de una alta sintesis del ARN ribosomal, la
formacion de nuevos ribosomas, el aumento en la eficiencia de los mismos y
finalmente el aumento en la sintesis de proteinas, como se ha reportado en larvas
de Clupea harengus, Engraulis anchoita, Scophthalmus maximus (Clemmesen,
1996), Salmo salar (Sveier et al., 2000), Paralichthys olivaceus (Guak et al., 2003),
S. maximus (Cunha et al., 2003) y Pseudopleuronectes americanus (Mercier et al.,
2004). Esto nos demuestra que el indice ARN/ADN, es un indicativo del potencial

de crecimiento para las larvas de cabrilla arenera, ya que como lo mencionan
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Houlihan et al. (1995) la incorporacion y depdsito de proteinas en el tejido
muscular es un requisito para un crecimiento exponencial sostenido.

El indice ARN/ADN determinado para las larvas alimentadas con la DMP se
mantuvo significativamente menor desde el dia 21dde hasta el final del bioensayo,
poniendo en evidencia que la sintesis de ARN ribosomal fue baja. De acuerdo con
diversos autores (Fyhn, 1989: Walford y Lam, 1993; Ronnestad et al., 1999) para
que una sintesis Optima de proteinas tenga lugar, es necesario que todos los
aminoacidos estén presentes simultdneamente y en las cantidades adecuadas
(Conceicao et al., 2003; Aragao et al., 2004). El alto contenido de aminoacidos en
los organismos del zooplancton silvestre corrobora esta idea (Dabrowski y
Rusiecki, 1983; Fyhn et al., 1993). Sin embargo, si el equilibrio entre aminoacidos
no es alcanzado, entonces sobreviene una baja incorporacion de aminoacidos y
una actividad ribosomal limitada, reflejandose en un pobre crecimiento (Klug vy
Cummings, 1999). Garcia-Ortega et al. (1998), comprobaron que el perfil de
aminoacidos de la DMP es muy similar al de los nauplios de la Artemia, sin
embargo, es posible que éste perfil no fue el adecuado para las larvas de la
cabrilla arenera, provocando una baja actividad ribosomal debido a una baja
incorporacion de aminoacidos, lo cual se corrobor6é por que el indice ARN/ADN
disminuy6 en una unidad en el dia 21dde y se mantuvo bajo durante el transcurso
del bioensayo, asimismo por el menor tamano del area nuclear de los hepatocitos,
ya que éstos representan el sitio de transcripcidén de la sintesis de proteinas. Esto
nos sugiere que las larvas alimentadas con la DMP presentaron signos de

malnutricion desde el dia 21dde.

8.3 Comparacion y seleccion de los indicadores de la condicion nutricional.
Teniendo en cuenta que los valores obtenidos en cada analisis son

especificos para cada especie (Ferron y Leggett, 1994), los resultados obtenidos

en el presente trabajo, muestran que los indicadores evidenciaron la condicion

nutricional de las larvas de la cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus en
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distintos tiempos de respuesta ante la restriccion de alimento y en el uso de una
dieta artificial (Tabla 4).

En la primera alimentacion, el peso seco y el indice ARN/ADN fueron los
mas sensibles al determinar el estado de inanicién desde el dia 3dde en las larvas
sin alimento, ya que el tiempo de respuesta fue menor con respecto a la
morfometria e histologia, los cuales, detectaron el estado de inanicién en el dia
4dde. El indice ARN/ADN no solo detectd el estado de inanicion desde el dia
3dde, sino que los resultados obtenidos en el dia 2dde, sugieren que este
indicador puede emplearse como una herramienta para evaluar la calidad de las
larvas al comenzar con una corrida larvaria.

Vale la pena mencionar que la técnica de inclusién en parafina para obtener
las muestras histolégicas, posiblemente no permitio detectar diferencias
cuantitativas antes del dia 4dde, dado lo sensible de los tejidos de las larvas en
inanicion a la manipulacién, ya que el analisis cualitativo mostré pequenas
alteraciones celulares en el dia 3dde. Al respecto, se ha reportado que existen
diferencias entre métodos cualitativos (O'Connell 1976; Theilacker, 1986;
Gonzalez et al., 1993; McFadzen et al., 1997) y cuantitativos (Ehrlich et al., 1976;
Theilacker y Watanabe, 1989; Strissmann y Takashima, 1990; Segner et al.,
1993, McFadzen et al., 1994) en la clasificacion de la condicion nutricional, no
obstante, se ha demostrado que el método cuantitativo reduce el sesgo atribuible
a las medidas cualitativas y a las diferencias en la experiencia del observador.

En la estrategia de destete, el peso seco, la altura de los enterocitos, el
area nuclear de los hepatocitos, el indice ARN/ADN vy las proteinas totales fueron
los indicadores que detectaron alteraciones en la condicion nutricional, desde el
dia 21dde en las larvas alimentadas con la DMP. Lo cual nos demuestra que son
indicadores utiles para evaluar la calidad de una dieta artificial. Sin embargo, es
muy probable que un muestreo mas temprano (intervalos de muestreos menores a
seis dias) hubiese permitido separar los indicadores, en cuanto al tiempo de
respuesta, se esperaria que sigan el nivel de organizacion natural de

acontecimientos ante la deficiencia del alimento; es decir, un orden creciente
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bioquimico-histolégico-morfométrico. Esto nos representaria una clara ventaja
para evaluar la calidad del alimento artificial empleado en un esquema de cultivo
larvario, puesto que permitiria decidir rapidamente sobre el alimento que se esta
empleando al detectar los efectos negativos en la condicidon nutricional de las
larvas, antes de que alcancen un nivel de organizacién biolégica mayor, asi se
evitaria alcanzar un grado en donde los danos sean irreversibles, por ejemplo a
nivel morfolégico.

El empleo de acidos nucleicos, especificamente el indice ARN/ADN se
perfila como una de los indicadores mas adecuados para detectar la condicidon
nutricional y la calidad de las larvas de cabrilla arenera, ya que mostrd una alta
velocidad de respuesta frente a la carencia de alimento en la primera alimentacion
y ante un déficit nutricional en la estrategia de destete, ademas de que resulté un
buen indicador del crecimiento, ya que una buena condiciéon nutricional es un
requisito para un crecimiento exponencial sostenido.

El método goza de simplicidad en el procedimiento, requiere de un proceso
minimo antes de realizar los analisis, que en comparacion con las técnicas
histolégicas y otras técnicas bioquimicas, requieren de largos procedimientos vy
personal calificado. Los acidos nucleicos son moléculas relativamente robustas
que pueden ser almacenadas en condiciones relativamente simples
(ultracongelacién -50°C) y por periodos prolongados antes de su evaluacién
(Steinhart y Eckmann, 1992).

A pesar de la simplicidad de la técnica de extraccion y cuantificacion de
acidos nucleicos empleado en este trabajo, presenta la desventaja de que requiere
un gran numero de larvas (al menos 50 para esta especie) e impide evaluar la
variabilidad individual, pues se han reportado variaciones entre individuos de la
misma edad y talla similar de Scophthalmus maximus (Clemmesen, 1987), Clupea
harengus (Raae et al., 1988) y Gadus morhua (Richard et al., 1991). En este
sentido existen técnicas de extraccion y cuantificacion para acidos nucleicos que
permiten la evaluacién a nivel individual, las cuales requieren cantidades de

muestra pequefia hasta de 10 ug de peso seco (Clemmesen, 1996).
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No obstante, Ferron y Leggett (1994) y Suther (1996) sugieren que no
existe un indicador unico y 6ptimo para determinar la condicion nutricional, ya que
a menudo se emplea la combinacion de algunos de ellos para lograr resultados
que fortalezcan el objetivo de estudio. Con base a los resultados obtenidos en este
trabajo, el indice ARN/ADN puede ser perfectamente combinado con otros
métodos para obtener una determinacion mas robusta. Por ejemplo, la
combinacion del indice ARN/ADN y el peso seco, en la primera alimentacion nos
permiten definir con mayor precisidn que el grupo de larvas sin alimento se
encontraron en inanicion desde el dia 3dde, debido a una condicion nutricional
pobre.

En la estrategia del destete, la combinacion del indice ARN/ADN con la
altura de los enterocitos y el area nuclear de los hepatocitos, fortalece la idea de
una condicion nutricional deficiente desde el dia 21dde en las larvas alimentadas
con la DMP y descarta la posibilidad de recuperacion, determinado por el analisis
cualitativo de los enterocitos y hepatocitos. Los resultados obtenidos de dicha
combinacioén, nos confirman que las larvas presentaron signos de malnutricion
debido a una baja actividad metabdlica celular, producto de la baja digestion y
absorcién de los nutrientes de la DMP, lo cual se manifesté por la talla

significativamente menor (P<0.05) obtenida desde el dia 21dde.
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Tabla 4. Clasificacion de la condicion nutricional de larvas de la cabrilla arenera
Paralabrax maculatofasciatus, durante dos etapas del cultivo larvario.

Analisis Tiempo de Condicion Clasificacion
respuesta nutricional
Previo a la primera alimentacién DDE
Bioquimica
ARN/ADN 2 Calidad de larva

Primera alimentacion

Morfometria
Peso seco 3 Pobre Inanicion
AM 3 Pobre *
AC, AM, LC, LCA, LN, LPM 4 Pobre Moribundas
Histologia
Cualitativo 3 Intermedia Recuperables
Cuantitativo 4 Pobre Inanicion
Bioquimica
ARN/AND y PT 3 Pobre Inanicion
Destete
Morfometria
Peso seco 21 Deficiente Malnutridas
AM, LCA, LN, LT 27 Deficiente Malnutridas
TCEy TCA 33 Deficiente Malnutridas
Histologia
Cualitativo 21 Intermedia Malnutricion
prematura
Cuantitativo 21 Deficiente Malnutridas
Bioquimica
ARN/ADN, PT 21 Deficiente Malnutridas

DDE: dias después de la eclosion. AC: Altura de la cabeza, AM: Altura del musculo, LC: Longitud
cefalica, LCA: Longitud cefalo-ano, LN: Longitud notocordal, LPM: Longitud premaxilar. PT:
Proteinas totales. TCE: Tasa de crecimiento especifico, TCA: Tasa de crecimiento absoluto. *De
acuerdo con Theilacker (1978) y Powell y Chester (1985) se consideran al menos 4 variables
morfométricas para clasificar a las larvas en inanicién.
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CONCLUSIONES

El indice ARN/ADN vy el peso seco fueron los indicadores mas sensibles, al
detectar el estado de inanicién debido a una pobre condicion nutricional en las
larvas de cabrilla arenera sin alimento desde el dia 3dde. El tiempo de respuesta

fue menor con respecto a la morfometria e histologia.

El indice ARN/ADN no solo permitié detectar estados de inanicion, sino que
podria emplearse para evaluar la calidad de las larvas al comenzar una corrida
larvaria, previo a la primera alimentacion, ya que desde el dia 2dde se detecto una

condicion nutricional intermedia.

En la estrategia de destete, el analisis morfométrico fue el mas tardado en
detectar alteraciones en la condicion nutricional. El peso seco, la altura de los
enterocitos, el area nuclear de los hepatocitos, el indice ARN/ADN vy las proteinas
totales fueron los mas sensibles, puesto que se encontraron deficiencias
nutricionales tempranas, evidenciandose una deficiente condicién nutricional
desde el dia 21dde en las larvas alimentadas con la DMP. No obstante, un
muestreo mas temprano posiblemente hubiera permitido separar estos

indicadores.

Por la simplicidad del método para cuantificar los acidos nucleicos, la
objetividad y el tiempo de respuesta del indice ARN/ADN, se postula como uno de

los mejores indicadores para detectar la condicién nutricional de las larvas de
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cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus, puesto que nos permitira evaluar
con precision el efecto del alimento (vivo y dietas experimentales) y tomar
decisiones respecto al alimento suministrado, antes de que los efectos producidos
por este alcancen un nivel de organizacion mayor, por ejemplo el morfométrico.
Sin embargo, para obtener una determinacibn mas robusta de la condicién

nutricional puede combinarse con otros indicadores, por ejemplo, el peso seco.
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RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos con el indice ARN/ADN, se
recomienda aplicar otras técnicas de extraccion y cuantificacion de acidos
nucleicos, las cuales requieran de bajas cantidades de muestra y permitan
observar la variabilidad entre individuos de edad y talla similar (Clemmesen, 1993;
Berdalet, 2002).

Teniendo en cuenta esto, se recomienda realizar bioensayos con los
eleuteroembriones y con las larvas antes de la primera alimentacidén, para
determinar la calidad de las mismas. Dado la sensibilidad y el tiempo de respuesta
del indice ARN/ADN, se propone evaluar diferentes situaciones de alimentacion,
por ejemplo, distintas densidades de alimento.

Determinar el tiempo de recuperaciéon de las larvas tras aplicar periodos de
inanicién y realimentacién durante las dos etapas criticas del cultivo larvario, para
observar las deficiencias del aporte restringido de alimento y la heterogeneidad en
el consumo del alimento entre larvas.

Realizar un monitoreo mas intenso durante las etapas importantes del
cultivo, antes y después de ofrecer el alimento para determinar si existen
variaciones en el indice ARN/ADN a diferentes horas del dia. Determinar el tiempo
necesario del periodo de coalimentacién con base al comportamiento del indice
ARN/ADN.

Al combinar diferentes herramientas, se recomienda emplear la técnica de
inclusidén en resina para obtener las muestras histolégicas, dado lo sensible de los

tejidos de las larvas en inanicion a la manipulacion.
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Aplicar nuevas técnicas morfométricas a fin de obtener un analisis mas
robusto, por el ejemplo el TrussNetwork (Marco reticular) y/o la geometria
trazadora, ya que estos métodos, disminuyen el error en las mediciones de los
caracteres morfométricos clasicos (posiciones extremas definidas en términos de
distancias maximas o minimas) mediante un conjunto de marcas y medidas del
cuerpo que son homologas de forma a forma, lo que permite caracterizar y
predecir una tendencia de crecimiento y estandarizar formas para la comparacion
individual (Strauss y Brookstein, 1999).

Se recomienda el uso del indice ARN/ADN para evaluar la condicion
nutricional en distintos taxa (Ota y Landry, 1984; Kemp et al., 1993; Wo et al.,
1999; Koueta et al., 2000; Mayrand et al., 2000; John et al., 2001; Parslow et al.,
2001) y para futuros estudios de campo, previa calibracién en laboratorio, a fin de
observar la relacién entre la condicién nutricional, la supervivencia y el ambiente
(Garcia et al., 1998; Chicharo, 1999; Pepin et al., 1999; Chui y Huang, 1999;
Bergeron, 2000; Ramirez et al., 2004; Sykes et al., 2004).
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ANEXO 1.

Método Schmidt-Thannhauser (Munro and Fleck, 1966) para la extraccion de
acidos nucleicos en larvas de peces (Buckley y Bulow, 1987).

1.4ml Homogenizado

+ 0.7ml de HC1O4 (0.6M).
Reposar 15 min. en hielo
Centrifugar a 6000 rpm 10min a 0.4°C

Precipitado /

Sobrenadante
Enjuagar dos veces con 2.0ml de HC1O, (0.2M). Desechar
Centrifugar.
\L _______________________ ~—
Precipitado Sobrenadante
+ 1.12ml de KOH (0.3M). Desechar
Bafio de agua a 37°C lhr.
Reposar en hielo por 30 min.
+ 1.4ml de HCIO, (0.6M).
Centrifugar
\ —
Precipitado Sobrenadante
Enjuagar con 2.0ml de HCIO, (0.2M). Fraccién de ARN
Leer a 260nm.
Centrifugar.
\L _______________________ ~
Precipitado Sobrenadante
+2.2ml de HCIO, (0.6M). Desechar

Bafio de agua a 85°C 15 min.
Reposar en hielo por 15 min.

Centrifugar.
----------------------- \
\L Sobrenadante
Precipitado Fraccion de ADN
(Proteinas) Leer a 260nm.
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ANEXO 2.

Método para determinar proteinas totales (Lowry et al., 1951).

Solucion A Solucion C
Para 100ml de agua destilada: Para 100ml de agua destilada:
0. 4 g de NaOH (0.1N). 1g de C4H4KNaOg4H,0 al 1%.
2g de Na,CO;
Solucion B Solucion D
Para 100ml de agua destilada: Folin-Cicalteu Fenol al 50%
1 de CuSOy4 "5 H,0 al 1%. (Dilucion 1:1, Folin:Agua destilada)
Deberé prepararse al momento.

*La solucién A, B y C debera mantenerse en refrigeracion (4°C)

Reactivo Lowry:
1 parte de Sol A + 1/100 partes de Sol. B + 1/100 partes de Sol. C.

Curva de Calibracion:

Realizar una curva patrén de calibracion empleando 1 mg/ml BSA.

Procedimiento:

1ml de homogeneizado (Muestra).

+ 3ml de reactivo Lowry, agitar vigorosamente.
Reposar 10 min.

+ 0.3ml de reactivo Folin, agitar vigorosamente.
Reposar 10 min.

Leer la densidad optica a 500nm.

*Es estable por 30 min. aproximadamente.
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ANEXO 3.

Tabla a. Resultados del analisis de variancia del peso seco de las larvas de

cabrilla arenera en el primera alimentacion.

DDE SC CcM gl F P
efecto error
02. 0.000496 0.767690 4 0.767690 0.430398
03* 0.112032 88.03809 4  88.03809 0.000719
04* 0.970149 384.1739 4 384.1739 0.000040

*Indica diferencias significativas (P<0.05). DDE- Dias después de la eclosion. SC-suma de
cuadrados, CM-cuadrado medio. gl-grados de libertad.

Tabla b. Resultados del analisis de variancia de la morfometria de larvas de

cabrilla arenera en el primera alimentacion.

DDE SC cm gl F P
efecto error

03
LN 0.000637 0.000085 4 7.516099 0.051823
DO 0.000725 0.000254 4 2.856352 0.166278
LPM 0.000001 0.000857 4 0.001527 0.970702
LC 0.000002 0.000204 4 0.008687 0.930222
LCA 0.000025 0.000032 4 0.772858 0.428976
AC 0.000244 0.000083 4 2960338 0.160444
AM* 0.003125 0.000379 4 8.252933 0.045341

04
LN* 0.012044 0.000053 4 228.1222 0.000112
DO 0.201600 0.000194 4 10.4148 0.052061
LPM* 0.008343 0.000760 4 10.9775 0.029565
LC* 0.007479 0.000069 4 108.3538 0.000481
LCA* 0.005868 0.000148 4 39.7040 0.003242
AC* 0.008157 0.000160 4 50.9033 0.002041
AM* 0.033346 0.000099 4 338.2389 0.000051

*Indica diferencias significativas (P<0.05). SC-suma de cuadrados, gl-grados de libertad, CM-
cuadrado medio. LN: Longitud notocordal, DO: Didmetro del ojo LPM: Longitud premaxilar; LC:
Longitud cefalica, LCA: Longitud céfalo-ano, AC: Altura de la cabeza, y AM: Altura del musculo.
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Tabla c. Resultados del analisis de varianza de la altura de los enterocitos y el
area nuclear de los hepatocitos de las larvas de cabrilla arenera en la primera

alimentacion.

SC CM
DDE efecto error gl F P
02
AE 0.000040 0.000017 4 2.407658 0.195690

ANH 0.000018 0.000027 4 0.651315 0.464895
03
AE 0.000426 0.000158 2.693735 0.176088
ANH 0.000647 0.000387 4 1.672809 0.265519
04
AE* 0.002384 0.000010 4 234.6543 0.000106
ANH* 0.003679 0.000019 4 194.3611 0.000154

*Indica diferencias significativas (P<0.05). AE-Altura de los enterocitos, ANH-Area nuclear de los
hepatocitos. SC-suma de cuadrados, CM-cuadrado medio, gl-grados de libertad.

N

Tabla d. Resultados del analisis de varianza de los acidos nucleicos, el indice
ARN/ADN vy las proteinas totales, de las larvas de cabrilla arenera en la primera

alimentacion.

DDE SC CcMm gl F p
efecto error

02
ARN 0.003184 0.002444 4 1.302947 0.317370
ADN 0.025085 0.003609 4 6.951400 0.057789
ARN/ADN 0.000319 0.000089 4 3.590283 0.131022
PT 0.000049 0.006662 4 0.007304 0.936000

03
ARN* 6.969521 0.011364 4 613.2773 0.000016
ADN 0.029769 0.011278 4 2.6396 0.179554
ARN/ADN* 1.054478 0.001291 4 817.0336 0.000009
PT* 0.320168 0.002706 4 118.3111 0.000406

04
ARN* 6.969521 0.011364 4 613.2773 0.000016
ADN 0.029769 0.011278 4 2.6396 0.179554
ARN/ADN* 1.054478 0.001291 4 817.0336 0.000009
PT* 0.320168 0.002706 4 118.3111 0.000406

*Indica diferencias significativas (P<0.05). PT-Proteinas totales. SC-suma de cuadrados, CM-
cuadrado medio, gl-grados de libertad.
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Tabla e. Resultados de la prueba t del peso seco de larvas de cabrilla arenera

durante el destete.

DDE Media Media gl Valor t P
AV DMP
15 28.74667 28.99000 4 -0.88669 0.425340
21* 293.6400 264.2333 4 6.908754 0.002303
27* 949.9000 628.7778 4 21.61919 0.000027
33* 2490.044 1046.111 4 68.93930 0.000000

*Indica diferencias significativas (P<0.05). DDE- Dias después de la eclosién. gl-grados de libertad.

Tabla f. Resultados de la prueba t de la morfometria de larvas de cabrilla arenera durante

el destete.
DDE Media Media gl Valor t P
AV DMP
27
LT* 1.017564 0.959293 4 5.983243 0.003923
LN* 0.926101 0.868388 4 4.699966 0.009309
LCA* 0.723711 0.656888 4 5.642895 0.004856
AM* 0.286518 0.168306 4 6.297961 0.003248
33
LT* 1.317937 1.082434 4 6.328235 0.003191
LN* 1.212957 0.970044 4 6.601737 0.002728
DO 0.148987 0.065747 4 1.689098 0.166469
LP* 0.263495 0.046375 4 3.208955 0.032621
LC 0.655642 0.549097 4 1.751521 0.154741
LCA* 0.984080 0.801322 4 4.999282 0.007494
AC* 0.588213 0.439461 4 2.950210 0.041961
AM* 0.568691 0.302572 4 5.566926 0.005100

*Indica diferencias significativas (P<0.05). gl - grados de libertad. dde - dias después de la eclosion.
AV- Alimento vivo, DMP-Dieta microparticulada. LT: Longitud total, LN: Longitud notocordal, DO:
Diametro del ojo LPM: Longitud premaxilar; LC: Longitud cefalica, LCA: Longitud céfalo-ano, AC:
Altura de la cabeza, y AM: Altura del musculo.
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Tabla g. Resultados del analisis de varianza de la altura de los enterocitos y el

area nuclear de los hepatocitos de las larvas de cabrilla arenera durante el

destete.
SC CM gl F Jo]

DDE efecto error

21

AE 38.94021 2.815301 4 13.83163 0.020491
ANH 32.15398 0.643289 4 49.98374 0.002112

27

AE 82.50128 2.208090 4 37.36320 0.003627
ANH 51.29761 0.874393 4 58.66651 0.001562

33

AE 90.1625 8.745562 4 10.3095 0.032563
ANH 145.4087 0.560355 4 259.4937 0.000087

*Indica diferencias significativas (P<0.05). AE-Altura de los enterocitos, ANH-Area nuclear de los
hepatocitos. SC-suma de cuadrados, gl-grados de libertad, CM-cuadrado medio.

Tabla h. Resultados de la Prueba t de los acidos nucleicos, el indice ARN/ADN y

las proteinas totales, de las larvas de cabrilla arenera durante el destete.

DDE Media Media gl Valor t p
AV DMP

21
ARN* 0.01680 0.02561 4 -13.6107 0.000169
ADN* 0.07651 0.08500 4 -28.6990 0.000009
ARN/ADN* 27.10887 19.40899 4 12.0374 0.000273
PT* 0.00230 0.00360 4 -4.0108 0.015986

27
ARN* 0.00524 0.00854 4 -13.9710 0.000152
ADN* 0.02578 0.03102 4 -3.0082 0.039622
ARN/ADN* 29.43165 21.32286 4 5.3820 0.005761
PT* 0.00079 0.00149 4 -2.8206 0.047799

33
ARN* 0.00188 0.00763 4 -3.0619 0.037588
ADN* 0.01169 0.02572 4 -18.6208 0.000049
ARN/ADN* 40.30980 23.04788 4 1.9960 0.011664
PT* 0.00030 0.00093 4 -4.6804 0.009445

*Indica diferencias significativas (P<0.05). gl - grados de libertad. dde - dias después de la eclosién.
AV- Alimento vivo, DMP-Dieta microparticulada.
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