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RESUMEN

Influencia del alimento vivo sobre el crecimiento y supervivencia durante el
desarrollo temprano del huachinango del pacifico (Lutjanus peru) y del pargo

amarillo (Lutjanus argentiventris)

La nutricion de las larvas representa uno de los principales problemas en la produccion de
peces a gran escala; el objetivo principal de este estudio es analizar la influencia del alimento
vivo y enriquecedores ricos en acidos grasos en la primera alimentacion, bajo distintos
tratamientos, sobre la supervivencia y crecimiento de la larva. El insipiente desarrollo del
tracto digestivo y la limitada maquinaria enzimatica obliga a la bisqueda de alternativas
alimenticias que garanticen un Optimo desarrollo de los cultivo. En las Glltimas décadas se ha
prestado atencion a los alimentos ricos en acidos grasos altamente poliinsaturados por ser
esenciales en la dieta de peces marinos, demostrando mayores tasas de supervivencia a
concentraciones adecuadas segun la especie. Los resultados de este estudio muestran en
ambas especies (L. peru y L. argentiventris), una supervivencia alrededor del 50% al cuarto
dia de ser alimentadas con rotiferos enriquecidos en una proporcioén aproximada de 2:1.5
(DHA:EPA). Aunque el mayor crecimiento se presentd con proporciones mayores de EPA,
se obtuvo una baja supervivencia < 12%. En cuanto a los aminoécidos se observa que la
proporcion entre ellos es constante en los distintos tratamientos, resaltando Lisina como el
aminodcido esencial de mayor abundancia e Isoleucina como el de menor concentracion. Se
concluye que es posible modificar la composicion bioquimica, crecimiento y supervivencia
de las larvas mediante el alimento vivo, obteniendo resultados favorables dentro de los

parametros de calidad.

Palabras clave: alimento vivo, supervivencia larval, Lutjanus sp.
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ABSTRACT

Live Food Influence on Growth and Survival during Early Development of the Pacific

Red Snapper (Lutjanus peru) and Yellow Snapper (Lutjanus argentiventris)

Larval nutrition is one of the main problems in the production of large-scale fish; the main
objective of this study was to analyze the influence of live food enriched with fatty acids on
larval survival and growth on the first feeding under different treatments. The incipient
development of the digestive tract and limited enzymatic mechanism require finding food
choices to ensure optimal development of the culture. In recent decades, attention has
focused on food rich in highly polyunsaturated fatty acids (HUFAS) because they are
essential in the diet of marine fish, showing higher survival rates at appropriate levels
depending on the species. The results showed increased survival in both species (L. peru and
L. argentiventris) around 50% on the fourth day of being fed rotifers enriched in an
approximate ratio of 2:1.5 (DHA:EPA); Although the highest growth was observed with
higher EPA proportions, low survival resulted < 12%. As for amino acids, the ratio between
them was observed constant in the different treatments, highlighting the essential amino acid
lysine as the most abundant and isoleucine as the lowest concentration. We conclude that it
is possible to modify the biochemical composition, growth, and survival of larvae by live

food, obtaining favorable results within the quality parameters.

Key words: live food, larval survival, Lutjanus sp.
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I. INTRODUCCION

Uno de los puntos criticos en el cultivo larval de peces marinos tropicales de interés
comercial, es la primera alimentacion; ya que las limitaciones morfologicas y fisiologicas
que presentan las larvas conllevan a grandes dificultades en hallar el alimento 6ptimo que

les garantice el sano desarrollo y una mayor supervivencia.

Durante los primeros dias de vida la larva de la familia Lutjanidae carece de boca, asi que
cubre sus requerimientos nutricionales a través de las reservas contenidas en el saco vitelino
y gota lipidica (alimentacion enddgena), destacando aminoécidos y acidos grasos esenciales.
La boca normalmente aparece entre el tercer y cuarto dia de vida, esto varia en funcion de la
temperatura y la especie. En el momento de iniciar el cambio de alimentacion (alimentacion
exogena) es importante que las reservas vitelinas no se hayan reabsorbido por completo, asi
la larva contara con la energia necesaria para alimentarse a partir de presas vivas, lo que

aumentara considerablemente la supervivencia larval.

Comunmente se utilizan el rotifero Brachionus plicatilis y el crustaceo Artemia salina por
su facil produccion masiva y la buena aceptabilidad por parte de las larvas, junto con
microalgas de los géneros Chaetoceros, Isochrisis, etc., por los nutrientes y caracteristicas
que aportan para el sano desarrollo de la larva. Otras especies de presas preferidas son ciertos
estadios de algunos copépodos, sin embargo en general son dificiles de cultivar a densidades

lo suficientemente altas como para satisfacer las demandas del cultivo intensivo.

Por lo anterior, se ha optado por enriquecer los cultivos masivos de rotifero y Artemia, ya
que una gran parte de las cepas existentes en el mercado son deficitarias en nutrientes
esenciales. La cuestion de mayor interés en la calidad nutricional de las presas empleadas,
es la presencia y niveles de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga de la serie w3
(20:5w3 y 22:6w3) por ser esenciales para el desarrollo y supervivencia larval. Los rotiferos
puede mejorarse notablemente afiadiendo al medio un sustituto comercial de algas, también

es posible sumergir a los rotiferos en una emulsion rica en acidos grasos poliinsaturdos horas



antes de suministrarlos a las larvas, asi los rotiferos capturan las gotas lipidicas que se forman
y las ingieren, transportandolas. Esta emulsion puede hacerse mediante preparados
comerciales o de aceite de higado de bacalao. También, mejora notablemente el perfil de los
rotiferos al introducirlos en cultivos de microalgas ricas en contenido de acidos grasos

poliinsaturados de cadena larga.

Por lo tanto para superar exitosamente el cambio que implica la primera alimentacion es
necesario disponer de organismos apropiados, tanto cuantitativa como cualitativamente, que
promuevan la adecuada digestion y asimilacion por parte de la larva e identificar el momento
oportuno de alimentacion, ya que el pequefio tamafio de la boca, la carencia de glandulas
digestivas, asi como el incipiente desarrollo del tracto digestivo y las escasas reservas

vitelinas; hacen de esta transicion una etapa compleja y de baja supervivencia larval.

Aunque no se cuentan con estudios sobre la primera alimentacion de Lutjanus peru y
Lutjanus argentiventris, se cuenta con avances importantes en reproduccion (Cruz et al.,
1991; Reyna, 1994; Dumas et al., 2004), a demas, existe un estudio preliminar sobre el
cultivo larval de Lutjanus peru, en el cual se reporta muy baja produccion de juveniles
(Duncan et al., 2002). Ademas, se ha reportado que se adapta con facilidad a las condiciones
de cultivo en jaulas flotantes y presenta una buena tasa de crecimiento (2.64 g dia™)

(Gardufio-Dionate et al., 2010).

En el CIBNOR se han realizado estudios de desoves naturales en estanqueria supralitoral de
L. argentiventris (Muhlia-Melo et al., 2003), desoves inducidos con fotoperiodo y
temperatura, lograndose el cultivo larvario hasta 30 dias de vida con alimento vivo
(Martinez-Lagos, 2003). También se han realizado estudios sobre la eficiencia de utilizacién
del saco vitelino y la mortalidad, entre ellos el de Gracia-Lopez et al. (2004), Barajas-Vega
(2006) y Moreno-Figueroa (2011) quienes investigaron el efecto de la temperatura y
salinidad sobre el crecimiento y sobrevivencia larvaria y el efecto de la temperatura en la

tasa de eclosion y el desarrollo de L. peru y L. argentiventris.



Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar los efectos del alimento vivo
sobre el crecimiento, supervivencia y composicion de &cidos grasos y aminodcidos
esenciales durante el desarrollo temprano de larvas de L. peru y L. argentiventris. con el fin
de controlar mejor los procesos de cria larvaria de peces marinos y principalmente de ambas

especies.



II. ANTECEDENTES

En cuanto a la practica de cultivo de peces marinos, cabe sefialar que su desarrollo comercial
inicid principalemente en paises como Japon, Canad4, Francia, Espafia y Noruega, hace ya

mas de 50 anos (Tucker, 1998).

En las ultimas décadas, el cultivo de peces marinos de importancia comercial del género
Lutjanus sp., ha cobrado un gran interés en consecuencia a la demanda cada vez mayor por
tratarse de especies consideradas como productos de calidad, registrandose elevados
volumenes de captura (Allen, 1985; Fischer et al., 1995; Allen y Robertson, 1994; Cruz-
Romero et al.,1996; Sargent, 2002; Martinez-Lagos, 2003; Santamaria-Miranda et al., 2005;
Herrera-Ulloa et al., 2009; Vasquez-Hurtado et al., 2010). Los lutjanidos son un importante
recurso pesquero en el Golfo de California, principalmente a lo largo de la costa suroeste de

Baja California Sur, México (Rodriguez et al., 1998).

El cultivo de peces marinos se inici6 principalmente en paises como Japon, Canada, Francia,
Espafia y Noruega, hace ya mas de 50 anos (Tucker, 1998). En los afnos 60’s se desarrollaron
las técnicas para la produccion de huevos, larvas y juveniles de Pagrus major en Japon
(Ikenue y Kafuku, 1992). En México, por su parte el desarrollo de la acuicultura marina inicio
en los 80’s y en el afio 2005 comenz6 en Baja California Sur, cuando se realizaron los
estudios para la engorda de pampano Trachinotus paitiensis en jaulas flotantes (Avilés-
Quevedo, 2005).

En las ultimas décadas la evaluacion de la pesca de peces marinos de interés comercial,
indican que el esfuerzo pesquero recae principalmente durante los meses de puesta natural
(Vasquez-Hurtado et al., 2010) y sobre organismos que no han logrado reclutarse a los
“stocks” reproductivos, es decir, no han alcanzado la edad para su reproduccion; por lo que

esta presion de pesca puede llevar al recurso a condiciones criticas (Diaz-Uribe et al., 2004).



La demanda de este tipo de recursos va en aumento, tanto por el incremento de personas por
alimentar, como por una mayor consciencia de estas en alimentarse de forma saludable. Por
lo tanto, se ha tenido interés por superar los retos que conlleve el cultivar peces marinos,

como lo ha sido la alta mortalidad larval observada durante la primera alimentacion.

Se han realizado varios estudios al respecto en distintas especies. En Europa desde hace més
de 40 afios se viene trabajando la larvicultura de peces marinos, en casos como el de la
Dorada (Sparus aurata) y la Lubina (Dicentrarchus labrax) se ha superando escasamente el

15% de supervivencia (Nash y Novotny, 1995).

En el caso de los Pargos (Lutjanidae), son pocas las especies del género Lutjanus sp. donde
se ha logrado el cultivo larval, debido a lo complejo de su cultivo. Las pocas experiencias
adelantadas reportan supervivencias que van desde 0% en la mayoria de los casos hasta un

12.5% en casos excepcionales (Ogle y Lotz, 2000) (Tabla I).



Tabla I. Alimento vivo empleado en cultivo larval de especies de Lutjanus sp.

Especie Alimento Resultados Autor
Lutjanus copepodos Supervivencia 12.5%. Ogle y Lotz,
campechanus Acartia sp. y 2000

Lutjanus analis

Lutjanus

campechanus

Lutjanus peru

Lutjanus guttatus

Lutjanus peru

Lutjanus guttatus

Pseudodiaptomus sp.
Agua clara, mesocosmos y
B. rotundiformis
enriquecidos (HUFAS).
copepodos + protozooario

(Fabrea)

copepodos (E. acutifrons),

rotiferos (B. rotundiformi)
Mesocosmos

Nauplios de copépodos
Mezcla entre nauplios de
copépodos y neonatos de

rotiferos

Mesocosmos

Alta mortalidad.

Supervivencia 1.2%.

Mayor eficiencia alimenticia
a densidades de 10y 15
nauplios/ml

Mort. 80% a los 3 dpe. Alos
171 dpe sup. 1.5%
Incidencia alimenticia
mayor con nauplios en
estadio I-III dens. 10y 15
nauplios ml™. con 3000 lux a
25°C

Sup. 2.82%.

Botero Arango,

2005.

Rhodes y
Phelps, 2006

Zavala-Leal,

2007

Boza Abarca et
al., 2008
Zavala-Leal,

2011

Abdo-de la
Parra et al,
2012

2.1. Generalidades de las especies

El género Lutjanus se encuentra dentro de la familia Lutjanidae, la cual cuenta con 17

géneros y 103 especies. Dentro del género Lutjanus se encuentran 65 especies, de las cuales,

39 estan distribuidas en el Indo Pacifico, 9 en el Pacifico Americano, 12 en el Atlantico

Oriental y 5 en el Atlantico Americano (Anderson, 1987).



En México la pesca de pargos se compone de 13 especies; 6 en el litoral del Golfo de México
y 7 en el Océano Pacifico (Tabla II), contando con un alto valor comercial debido a la

demanda dentro del mercado nacional e internacional (Allen, 1985).

Tabla 11. Distribucion y habitat de Lutjanidos en el Océano Pacifico.

Nombre

Especie Distribucion Autor
comun
. ' ' Nichols y
Lutjanus peru Huachinango  Pacifico del Este desde México hasta
‘ Murphy 1922
del Pacifico Peru (Figl).

Lutjanus

argentiventris

Pargo amarillo

Pacifico del este:  California
meridional a Per(, raro al norte de
Baja California, en las islas Cocos y

en las islas Galapagos (Fig 1).

Peters, 1869

Lutjanus _ Steindachner,
~ Pacifico del Este desde México hasta
guttatus Pargo lunarejo 1869
Peru.
Lutjanus Pacifico del este: California Jordan y
colorado Pargo colorado meridional, E.U.A. a Panama; raro al ~ Gilbert 1882
norte de Baja California, México.
Lutjanus
‘ Giinther,
aratus Mullet snapper  Pacifico del este: México aEcuador. 1864
Lutjanus . o
) ) Pargo Pacifico del este: México meridional ‘
jordani ' o Gilbert, 1898
colmillén a Pert, incluidas las Islas de Mapelo,
Cocos y Galapagos.
Lutjanus Pacifico del este: México

novemfasciatus

Pargo prieto

septentrional a Peru septentrional.

Gill, 1862




Figura 1. Especimenes adultos de L. peru (izquierda) y L. argentiventris (derecha).

En cuanto al comportamiento de L. peru y L. aregntiventris (Fig. 1), a pesar de distribuirse
en distintas profundidades dependiendo sus habitos reproducctivos y alimenticios, no distan
mucho entre si; se alimentan preferentemente de crustaceos, peces pequeios y en menor
medida de moluscos (Santamaria-Miranda et al., 2003; Maeda-Martinez, 1981; Santamaria-
Miranda et al., 2005). Se ha observado que ambas especies presentan dos picos
reproductivos anuales y que interrumpen la alimentacién antes de la puesta. (Aviles-

Quevedo et al., 1996).

La alimentacidn es un factor clave en la reproduccion, porque determina la naturaleza de las
reservas que se movilzaran hacia las gonadas para su reabsorcion por vitelogénesis, proceso
donde el principal elemento de reserva captado por el ovocito es una proteina de origen
hepatico conocida como vitelogenina. De esta manera se originan las reservas endogenas:
saco de vitelo y el (los) globulo(s) de aceite(s), que proveeran al embrion de la energia
requerida para su desarrollo y crecimiento a través de glucdgeno, aminoacidos libres y
triglicéridos (Heming y Buddington, 1988; Fyhn y Govoni, 1995). La composicion

nutricional de las reservas varia segun la especie y condicion de la madre (Kamler, 1976).

Al periodo donde el embrion se nutre a través de la absorcion de las reservas vitelinas, se le
conoce como alimentacion enddgena; y una vez que se da practicamente la absorcion

completa, finaliza el periodo embrionario y comienza la alimentacion exdgena de la nueva



larva; donde se vera forzada a adquirir del medio los nutrientes y energia que cubran sus
necesidades. comenzando la fase larvaria en la que el animaltiene capacidad para ingerir
alimento exogeno a pesar de existir restos de vitelo y gran parte de la gota lipidica (en caso
de poseerla originalmente). Esta primera ingestion de alimento exdgeno supone una de las
etapas mas criticas en la cria larvaria y ocasiona una mortandad importante. En el cultivo de
la mayoria de especiesmarinas, el alimento administrado a las larvas como primera fuente.
De aqui en adelante, se utilizard esta denominacion en referencia al estadioembrionario que

va de la eclosion del huevo hasta la apertura del eso6fago.

El éxito en esta etapa depende fuertemente de la calidad de las reservas, se ha logrado
optimizar la eficiencia del consumo de estas a través de la dieta de la madre y mediante el

control de los parametros ambientales (Williams et al., 2004).

2.2. Primera alimentacion

Una vez que la larva abre la boca debe desarrollar la capacidad de cazar, engullir y digerir
el alimento (Balon, 1985) (Tucker, 1998). La presencia de algunos organos bien
desarrollados como la boca y los ojos antes del completo agotamiento de las reservas, es una
ventaja para la sobrevivencia y rapido crecimiento de la larva, ya que se alimenta por primera
vez de organismos vivos (zooplancton y fitoplancton) (Fukuhara, 1990; Barajas-Vega,
20006). A partir de este momento, si no existiera alimento externo, la larva se mantendra hasta
alcanzar el punto sin retorno, momento a partir del cual la larva no es capaz de alimentarse
aunque disponga de alimento adecuado. Este periodo puede variar segun las condiciones
ambientales; si la especie se desarrolla en su temperatura dptima, se prolongara el tiempo de
estas reservas, lo que representa un aumento de supervivencia (Williams et al., 2004) por
una mayor probabilidad de comer y sobrevivir (Barajas-Vega, 2006) debido a que una vez
que el saco de vitelo es absorbido puede observarse un pequeio remanente de la gota lipidica
(Williams et al., 2004; Suzuki y Hioki, 1979), esto ayuda a cubrir los gastos energéticos en

la transicion de la alimentacion endogena a exdgena (Zavala, 2011). Los componentes
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principales de la gota de aceite son los lipidos neutrales (triglicéridos) que son el principal
suministro de energia para los embriones y larvas en desarrollo (Martinez-Lagos, 2003;
Guillaume et al., 2004). Civera-Cerecedo et al. (2004) reportan que la fase mas delicada y
critica en el cultivo se encuentra entre los 40 y 60 dias sucesivos a la eclosion, con una
mortalidad que a veces rebasa el 90%. La alta mortalidad reportada durante el cultivo
larvario se ha relacionado principalmente a la inadecuada nutricion (Sorgeloos et al., 1991),
debido a que el tracto digestivo de la larva atin no estd completamente desarrollado en el

momento en que abre la boca (Govoni et al., 1986).

2.3. Requerimientos Nutricionales
2.3.1. Proteinas y aminoacidos

De los nutrientes contenidos en el huevo, el glucogeno es el carbohidrato principal y se ha
relacionado como fuente de energia en estadios embrionarios tempranos (Vetter et al., 1983).
Los carbohidratos son los nutrientes utilizados mayormente desde la fertilizacion hasta la
eclosion y se le han atribuido roles nutricionales en el proceso inicial de la segmentacion

(Moroz y Luzhin, 1976).

La proteina, es el componente mas abundante, residiendo en mayor cantidad en el vitelo
como aminodacidos libres. El vitelo provee de estos aminoacidos para el crecimiento de

tejidos y energia por medio de procesos catabolicos.

De manera cotidiana se ha establecido que la cantidad minima de proteina dietaria para la
alimentacion de las larvas es mayor al 50% (Tuckey, 1998). Sin embargo, la cantidad de

proteina debera ser establecida para cada especie.

Una vez que las larvas completan su formacion y se transforman a juveniles sus
requerimientos en proteina disminuyen. No solamente un alto contenido en proteina debe
ser considerado, sino también el perfil de aminoéacidos adecuado, ya que el papel que juegan
los aminoacidos en la fisiologia durante las etapas tempranas de las larvas se da

principalmente durante la maduracion del ovocito y su subsiguiente caida en el desarrollo
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desde embrion hasta la absorcion total del vitelo. Se debe tener especial atencion a las fuentes
de aminoacidos derivadas del alimento vivo para su utilizacidon en relacion a su funcion en
el canal alimentario. El “turnover” proteico es provocado por los flujos de aminoéacidos entre
los grupos de aminodcidos libres y los aminoacidos que forman las proteinas durante el

crecimiento de las larvas (Houlihan et al., 1995; Conceigao et al., 1997).

En el huevo, los aminoacidos libres mas importantes son los neutros, como leucina, valina,
isoleucina, alanina y serina. Este amplio grupo de aminoécidos, varian en concentracion
entre 150-200 mM, generalmente representan cerca del 50% de la osmolaridad del vitelo y
en términos de composicidn relativa, es altamente conservativo en la mayoria de las especies
estudiadas (Thorsen et al., 1993; Rennestad et al., 1996). Empleando técnicas
estoiquiométricas se ha logrado entender que la desaparicion de aminodcidos libres provee
la energia basica para el metabolismo aerdbico durante las fases tempranas de desarrollo
(Fyhn etal., 1993). Ademas, cuando los aminoacidos libres se han agotado, los aminoacidos

polimeralizados con proteinas son utilizados para sostener el metabolismo de la larva.

Se ha determinado, que las larvas de peces marinos regulan la absorcion de aminoéacidos de
manera similar a los invertebrados marinos usando el alimento vivo. Cuando se enfrentan a
condiciones de hiperosmosis, el contenido intracelular de aminodcidos libres se incrementa
via sintesis o transporte transmembrana. Mientras que en condiciones hiposmdticas, los
aminoacidos libres son catabolizados o excretados (Hawkins y Hilbish, 1992). El porcentaje
de proteina de los alimentos vivos, rotiferos y Artemia, utilizados tradicionalmente para la
alimentacion de larvas son muy altos (57 y 55.8% respectivamente) (Lie et al., 1997), por lo
que se considera que el requerimiento de proteina es cubierto totalmente con el uso de estas

presas.

2.3.2. Lipidos y acidos grasos
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Los lipidos son usados principalmente como componentes estructurales en las membranas
celulares o para la produccion de energia. Los requerimientos energéticos se incrementan
después de la eclosion y se mantienen por medio de triglicéridos y ésteres céricos. Aunque
todos los &cidos grasos insaturados sonimportantes para las larvas de peces, es importante
tener en cuenta que los requerimientos entre las especies dulceacuicolas y las especies
marinas varian. De igual manera se debe tener en cuenta que la relacion entre acidos grasos
varia de una especie a otra, y se hace indispensable determinar el valor adecuado para cada
especie, ya que un desequilibrio entre estos puede provocar efectos adversos en las larvas

alimentadas.

El aporte por parte del alimento de los requerimientos lipidicos son sustanciales ya que estas
especies son marinas y no tienen capacidad de elongar y desaturar acidos grasos de 18

carbonos a acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (HUFAS).

Los lipidos son indispensables en los estadios tempranos de los peces ya que son la fuente
principal de energia desde la formacion de la gastrula hasta la eclosion del embrion (Vetter
et al., 1983). El primer proceso que se ha observado durante la privacion de alimento es la
pérdida exponencial de las reservas lipidicas en las larvas de peces (Ehrlich, 1974; Tandler
et al., 1989). Muchos huevos presentan globulos de aceite caracteristicos constituidos
principalmente por triacilglicéridos (Nakagawa y Tuschiya, 1971), por lo que el rol de los
lipidos permite mantener muchas de las funciones esenciales en la nutricion larval de los
peces (Cowey y Sargent, 1979; Watanabey Kiron, 1995; Kanazawa, 1985). De esta manera,
de todos los lipidos presentes en los organismos, los 4dcidos grasos son los mas importantes
al cubrir diversas e importantes funciones corporales, en particular los altamente insaturados
(HUFA) como el acido araquidénico (ARA, 20:4 n-6), el acido eicosapentanoico (EPA, 20:5
n-3) y el acido docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3) (Sargent et al., 1989).

El DHA es especialmente importante para ojos y otros tejidos, por lo que su concentracion

debe ser elevada y las proporciones adecuadas de ARA/EPA/DHA deben calcularse
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(Mourente y Tocher, 1992, Bell et al., 1996; Tocher et al., 1997). Al parecer el DHA es mas
importante en larvas que en peces adultos. Larvas en inanicion de la Sparus aurata retienen

relativamente mas n-3 HUFA que otros &cidos grasos (en particular DHA).

La deficiencia de n-3 HUFA retrasa el crecimiento, induce altas mortalidades y reduce la
resistencia al manejo en larvas (Izquierdo, 1996) asi como en juveniles (Montero et al.,
1998). Adicionalmente, las deficiencias se han asociado con alteraciones anatdémicas como

la hipomelanosis en el lado ocular de Pleuronectes platessa (Kanazawa, 1993).

3. Alimento vivo

En la acuicultura, el alimento vivo es el grupo de organismos que componen el placton
(fitoplacton y zooplacton), el cual contituye la unidad bésica de produccion del material

organico en los sitemas acuaticos.

La totalidad de larvas de peces marinos son zooplanctofagas y las principales presas, en
condiciones naturales, son copépodos y copepoditos, aunque también ingieren rotiferos,
ciliados y larvas de moluscos. En general, las larvas buscan su alimento en la columna de

agua, ignorando completamente las presas bentonicas o hipobentonicas (Jomori, 2001).

La importancia del placton es mayor durante las fases de larvicultura y alevinaje,
independientemente de la estrategia alimenticia del pez durante su vida adulta. Por regla
general, después de la absorcion del saco vitelino, el inicio de la alimentacion exogena de la
larva estara constituida de organismos planctonicos (Lavens y Sorgeloos, 1996; Cestarolli y
Portella, 1997; Lavens y Sorgeloos, 1998), siendo demostrada la esencialidad de organismos
vivos como alimento inicial para post-larvas de peces (Jomori, 2001), ya que practicamente
todas las especies se alimentan de éstos durante su fase postlarval (Logato, 2000; Sipauba-
Tavares y Rocha, 2003). A partir de estudios sobre ontogenia temprana de enzimas

digestivas de los peces marinos, se han generado la hipdtesis de que los alimentos vivos son
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la unica fuente de estas enzimas, por lo cual sin estos alimentos las larvas no sobrevivirian
(Kolkovski, 2001; Sipatba-Tavares y Rocha, 2003), estos alimentos mejoran la microflora
tanto en el tanque como en el tracto digestivo (Reitan et al,. 1994). Ademas, el alimento vivo en
concentraciones adecuadas tiene un bajo efecto sobre la calidad del agua y estimula el
comportamiento predatorio de la larva por la movilidad natural de las presas (Portella et al.,

2002).

La seleccion del alimento vivo utilizado en la acuicultura ha sido con base a caracteristicas
como el alto contenido proteico, abundancia, disponibilidad, alta densidad de cultivo, ciclo
de vida corto, morfologia, comportamiento, movimiento y tamafio aceptable para las etapas
tempranas del cultivo (Sipatba-Tavares y Rocha, 2003). La composicion bioquimica del
alimento vivo es importante para los peces, ya que contienen la mayoria de los elementos
nutritivos que garantizan la sobrevivencia y el 6ptimo desarrollo de las postlarvas, ademas
de servir como base para la formulacion de dietas experimentales para peces. Otras
caracteristicas que justifican su empleo en la larvicultura de peces, son sus bajos efectos
sobre la calidad del agua utilizandose en concentraciones adecuadas y el gran estimulo del
comportamiento predatorio que despierta en la larva por su movilidad natural. Durante los
primeros estadios de vida, algunas larvas son capaces de ingerir directamente las microalgas;
esta alimentacion natural incrementa el apetito de los organismos y mejora la microflora
tanto en el tanque como en el tracto digestivo (Reitan et al., 1994). Los principales factores
que se consideran decisivos para la eleccion de una o varias cepas de microalgas, son el
tamano celular, el grado de valor nutricional, la digestibilidad y que no contengan sustancias

toxicas.

Las microalgas mas empleadas para la alimentacién de las presas y para el control de la
calidad de agua en los sistemas de cultivo son: Chlorella vulgaris, Tetraselmis spp.,
Isochrysis galvana, Monochrysis lutheri, Nannochloropsis spp., C. variegata, Spirulina sp,
entre otras, por el gran potencial para formar cultivos de abundante biomasa, el tamafio (2-

20 um), la digestibilidad y el valor nutricional (Muller-Feuga, 2000).
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Las presas comunmente utilizadas son: protozoarios (Paramecium sp.), rotiferos
(Brachionus sp.), crustaceos (Streptocephalus mackini, Daphnia pulex, Artemia
franciscana) y nematodos (Panagrellus redivivus), entre otros. Los copépodos calanoideos
y algunos harpacoideos (Trgriopus japonicus, Tisbe furcata, Acartia sp. y Euterpina
acutifrons) son cultivados por el perfil nutricional que aportan a las larvas, sin embargo, su
cultivo masivo es complicado lo que ha limitado su uso como alimento vivo (Stettrup y

Norsker, 1999; Nanton y Castell, 1998; Schipp et al., 1999).

Por lo anterior, el grupo de interés lo constituyen los rotiferos, por ser faciles de cultivar
(Fukusho, 1980) y por ser muy lentos al nadar, lo que facilita que sean atrapados por las
larvas que comienzan a desarrollar sus habilidades depredadoras en la columna de agua

(Castell et al., 2003).

Los aspectos nutricionales de los rotiferos han recibido una atencién creciente en los ultimos
20 afios (Rainuzzo et al., 1989; Rodriguez et al., 1998; Lubzens et al., 1997; Lie et al., 1997,
Dhert et al., 2001). Otra ventaja de los rotiferos es que son filtradores no selectivos, es decir,
gran parte de la materia organica en el agua puede servirles de alimento y consumen grandes
cantidades de microalgas, levaduras y bacterias, por lo que los acuicultores los usan como si
fueran cépsulas naturales para complementar el alimento segun las necesidades de las larvas
en cultivo, de esta forma se pueden incluir proteinas, vitaminas, probidticos, antibidticos y
emulsiones lipidicas, entre otros compuestos (Léger et al., 1986; Coutteau y Sorgeloos,

1997; Dhert et al., 2001; Sorgeloos et al., 1991).

En comparacion a los copépodos, que son el principal alimento en la dieta natural de larvas
marinas, los rotiferos presentan niveles bajos en acidos grasos altamente poliinsaturados
(HUFA) (Sargent et al., 1999; Bell et al., 1996). Por tal motivo, es necesario que sean
enriquecidos por medio de emulsiones lipidicas comerciales para mejorar su calidad
(proporcionado el contenido de lipidos y la composicion de acidos grasos adecuados
(Srivastava et al., 2006; Yoon et al., 2010). Otros estudios han demostrado que el

enriquecimiento del alimento vivo influiye en las tasas de supervivencia y crecimiento
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larval, en la pigmentacion y en la resistencia al estrés (Kanazawa, 1997; Rodriguez et al.,
1998; Ishizaki et al., 2001; Copeman et al., 2002; Koven et al., 2003). Por lo tanto, para
asegurar la supervivencia del cultivo durante la primera alimentacion, se debera seleccionar
aquel alimento vivo adecuado que cubra los requerimientos nutricionales minimos de las
larvas. El uso de claddceros como alternativa alimenticia en la larvicultura de siluridos se
han utilizado, algunos estudios muestran un aumento en el crecimiento de larvas alimentadas
con Moina sp., como es el caso del bagre africano Clarias gariepinus y Heterobranchus

bidorsalis (Balcazar et al., 2006).

La supervivencia de larvas de lenguado (Psetta maxima) aumenté de un 14% cuando se
utilizaron rotiferos en la forma tradicional, a un 45% cuando se utilizaron copépodos de la
especie Tisbe holothuriae junto con microalgas y rotiferos (Strettrup y Norsker, 1997). En
Australia se logré producir por primera vez 5000 alevinos del Pargo dorado (Lutjanus

johnii), utilizando el copépodo Acartia sp. en su larvicultura (Schipp et al., 1999).

Figueroa-Lucero et al. (2004b) evaluaron el crecimiento, la sobrevivencia y el desarrollo de
mandibulas de larvas de C. humboldtianum, reportan mortalidades de 20% en larvas de
cuatro semanas de edad alimentadas con rotiferos. Garcia de la Banda et al. (1992)
enriquecieron rotiferos y metanauplios de Artemia con S. lactus y L. bulgaricus para
alimentar larvas de rodaballo (Scophthalmus maximus), cuya sobrevivencia fue seis veces
mayor que la del grupo control. A pesar de que no registraron diferencias significativas en
el crecimiento. Asi mismo, se observaron incrementos en la sobrevivencia y la produccion
del bagre de canal (Ictalurus punctatus) al incorporar al medio una mezcla comercial de

Bacillus spp. (Balcazar et al., 2006).

Hernandez-Martinez et al. (2009), alimentaron a larvas y juveniles de Chrirostoma estor con
B. plicatilis y A. franciscana enriquecidos con Lactobacillus casei Shirota. Obteniendo
beneficios expresados en ganancia de peso, tasa de crecimiento especifico, factor de
condicioén y sobrevivencia de los peces alimentados con la dieta enriquecida, mostrando

76.66% de supervivencia, una tasa de crecimiento especifico del 2.68% g.dia™!, siendo mayor
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el factor de condicion a partir de los 60 y 90 dias. Concluyen que el incremento en la robustez
pudo contribuir a la mayor resistencia de los organismos al manejo y reflejarse en mayor

sobrevivencia, como ha ocurrido en tilapia sometida a dietas con bacterias 4cido lacticas.

Se han programado desoves espontaneos, utilizando en el cultivo larvario la técnica de agua
verde, esta técnica consiste en la crianza de larvas utilizando zooplancton silvestre como
alimento, el cual se mantiene con microalgas en conjunto con las larvas (Hearn, 1996). En
Asia, se ha establecido una metodologia exitosa para la reproduccion del pargo moteado

(Lutjanus analis) mediante la técnica agua verde (Watanabe et al., 1998).

Respecto al enrequicimiento del alimento vivo, Izquierdo-Corser et al. (1999) menciona que
a finales de 1980 y principios de 1990, se prestd mas atencion al nivel de &cido
docosahexaenoico (22:6 n- 3, DHA), observandose que en correlacion con el EPA se obtiene
una buena supervivencia, ademas de promover la calidad y desarrollo de las larvas. También,
en relacion con el EPA, se demostro la importancia del DHA en la resistencia al estrés y la

pigmentacion (Sorgeloos et al., 1991)

Estudios han mostrado que el acido araquidonico (20:4 n - 6, ARA) también puede
desempefiar un papel significativo mejorando el desarrollo de las larvas y la pigmentacion
en varias especies de peces marinos, lo cual promueve la formacién de precursores para la
produccion de eicosanoides (Castell et al., 2003).

Scout y Middltown (1979) reportaron que el crecimiento y supervivencia de las larvas de
Scophthalmus maximus cultivadas con rotiferos alimentados con Dunaliella tertiolecta y
agregados en los tanques de las larvas fue muy bajo comparado con aquellas cultivadas con
Phaeodactilum tricornutum, Pavlova lutheri 6 Isochrysis galbana. Los autores presentaron
evidencia de que los rotiferos alimentados con D. tertiolecta no cubrieron los requerimientos
nutricionales para las larvas debido a la carencia de EPA y DHA. Experimentos con nauplios
de Artemia indicaron que las larvas del turbot no pueden sintetizar EPA y DHA, ellos
sugieren que se usen dinoflagelados (los cuales contienen de 15 a 34% de DHA), ya que se

consideran un alimento facil de digerir, mientras que el uso de microalgas probablemente no
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sea adecuado ya que no son faciles de digerir. Moffat (1981), reportd que las larvas de
Engraulis mordax obtuvieron beneficios nutricionales al ingerir células de Chlorella sp.,
posiblemente obteniendo energia extra y elementos traza adicionales. Retain et al. (1991 y
1994) reportaron que las larvas de Paralichthys alivaceus ingirieron un gran nimero de

c¢lulas de Tetraselmis sp., aunque la eficiencia de absorcion fue insignificante (1-5%).

Algunas larvas de peces marinos requieren EPA y DHA, mientras otras parecen requerir uno
u otro. Las larvas de Scophthalmus maximus requieren ambos, pero las larvas de Clupea
harengus y Pleuronectes platessa solamente necesitan EPA (Lubzens et al., 1989). Para las
larvas de Solea solea ambos son esenciales (Dendrinos y Thorpe, 1987; Gatesoupe et al.,
1977).

El DHA parece ser mas importante que el EPA para algunas especies como Clupea
harengus, Gadus morhua, Caranx sp., Seriola dumerili, Sparus aurata, Oplegnathus
fasciatus, Paralichthys alivaceus, Scophtalmus maximus y Pseudopleuronectes yokohamae
(Takeuchi et al., 1996; Sargent et al., 1999). Takeuchi et al. (1996), encontré que
enriqueciendo Artemia con 1.6 a 2.2% de DHA (0.9-1.1% EPA en 3.3 a 5% de n-3 HUFA)
incrementd la supervivencia y vitalidad de larvas de Caranax sp. Furuita et al. (1996),
reportaron supervivencias similares en larvas del Seriola dumerili alimentadas con Artemia
conteniendo 2.9% n-3 HUFA con concentraciones de 1% de EPA y 1.8% de DHA; asi como,
5.2% n-3 HUFA conteniendo 1.6%de EPA y 3.3% de DHA, aunque sugieren que

porcentajes mayores mejoraran la vitalidad y el crecimiento.

Izquierdo et al. (1996), reportan que para mejorar el crecimiento de larvas de brema roja P.
major se necesitan 3.3 a 3.5% de n-3 HUFA en los rotiferos. Para las dietas Watanabe y
Kiron, (1995) demostraron que es necesario que contengan 6.8% de EPA y 3.6 de DHA en
la Artemia y que las larvas de Opleognathus sp., requieren mas del 3% de n-3 HUFA en los
rotiferos. Tamaru et al. (1998) sugiere un contenido minimo de 0.7% de EPA y 0.5% de

DHA en los rotiferos para las larvas de lisa Mugil cephalus. Los niveles optimos de n-3
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HUFA han sido determinados para muchas larvas de peces marinos entre 0.3 y 39g/kg (dieta

formulada o alimento vivo) en base seca (Izquierdo et al., 1996).

La suplementacion de acidos grasos esenciales a través de la comida viva, principalmente
rotiferos (Olsen et al.,2004 ; Dhert et al., 2001) y Artemia (Watanabe, 1982; Sorgeloos et
al., 1991), se ha llevado a cabo en algunas especies como en la lubina D. labrax, Flounder
Paralichthys olivaceus, gato denton rayado Pseudocaranx, dorada Sparus aurata, dorada
rojo Pagrus major, rodaballo Scophthalmus maximus (Sargent et al.,1997) y se ha

demostrado el requisito de 4cidos grasos en varias especies (Tabla III).
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Tabla III. Requerimientos lipidicos y de acidos grasos para larvas de peces marinos
(expresados como porcentaje de la dieta en base seca).

Especie/lipidos Requerimiento Tipo de dieta Referencia

Sparus aurata 18% Microparticula Salhi et al., 1999.

Sparus aurata 29-37% Artemia Koven et al., 1992

Paralichthys 25% Artemia Furuita, 2000.

olivaceus

Scienops ocellatus  18% Alimentos vivo Brinkmeyer y Holt,
1995.

Dicentrarchus 12%, 7% fosfolipidos ~ Alimento vivo Geurden et al.,

labrax 1997.

Dicentrarchus 30%, 6.6% Microparticula Zambonino-Infante

labrax fosfolipidos y Cahu, 1999.

Scophthalmus 10% Artemia Sargent et al., 1999

maximus

Rhombosolea 14.5-17.5 % Microparticula Hart y Puser, 1996.

tapirina

Gadus morhua 20% Microparticula Baskerville-
Bridges y Kling,
2000.

Dicentrarchus 10%, 25% Microparticula Coutteau et al.,

labrax fosfolipidos 1996.

Paralichthys 1% DHA Alimento vivo Watanabe y Kiron,

olivaceus 1994

Seriola 1% DHA Alimento vivo Watanabe y Kiron,

quinqueradiata 1994

Sparus aurata

Dicentrarchus
labrax
Dicentrarchus
labrax
Sparus aurata

Sparus aurata

2.2-4.4 % DHA/EPA,
1% HUFA

2.2-4.4 % DHA/EPA
1% HUFA

4.4 % ARA, 1%
HUFA

1.4 % DHA/EPA

1.5 % HUFA

Alimento vivo
Alimento vivo
Alimento vivo
Microparticula

Rotiferos
enriquecidos

Coutteau, 1996.
Coutteau, 1996.

Geurden et al.,
1997.

Rodriguez et al.,
1998.

Rodriguez et al.,
1998.
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Dicentrarchus 3% EPA/DHA Microparticula Cahu et al., 1999.
labrax

En diferentes estudios, el crecimiento y la supervivencia de organismos marinos, ha sido
exitoso cuando se utiliza Artemia como alimento con niveles por arriba del 4% de EPA y

malo cuando tiene menos del 3% (Léger et al., 1986; Izquierdo et al., 1999).

Hamasaki et al. (2002) informaron que los niveles elevados de EPA en el alimento vivo
tienen como consecuencia un desarrollo anormal y alta mortalidad de las larvas en
metamorfosis. Sin embargo, el contenido de EPA (base seca) también depende del
porcentaje total de lipidos, por lo que un enriquecimiento con DHA puede compensar la falta

de EPA en la dieta.

En larvas de S. aurata el ARA parece ser importante para su supervivencia, pero no es
eficiente para promover un incremento en el crecimiento como el DHA o EPA, los niveles

Optimos de ARA deben estar entre 0.1 a 1.0% (Salhi et al., 1995).

En Scophthalmus maximus, el alto crecimiento obtenido se ha relacionado con los
fosfolipidos (PL) de la yema del huevo de gallina, en especial con el contenido de ARA
(Castell et al., 2003). Solo unos pocos estudios han comparado y evaluado los
procedimientos de enriquecimiento de rotiferos 6ptimos en algunas especies, como para el
bacalao del Atlantico (Park et al., 2006). Los resultados de estos estudios sugieren que
durante la fase de rotiferos, las larvas requieren una dieta con altos niveles de energia, de

fosfolipidos (PL), y sobre todo, una alta proporcion de DHA / EPA.
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III. JUSTIFICACION

Las limitaciones morfologicas y fisiologicas que presentan las larvas de peces marinos en el
momento de su primera alimentacidon traen como consecuencia altas mortalidades debido al
desconocimiento de los requerimientos nutricionales, que permitan protocolos y técnicas de
alimentacion adecuados segun la especie (Blaxter y Hunter, 1982; Figueroa-Lucero et al.,

2004a; Martinez-Palacios et al., 2006).

Por el perfil de nutrientes, los alimentos vivos hasta el momento son la mejor opcion en la
primera alimentacion, ya que pueden aportar lo necesario para el sano desarrollo de la larva.
Sin embargo, se ha demostrado que se debe disponer de organismos apropiados a la especie,
tanto cualitativa como cuantitativamente para promover el sano desarrollo y una mayor
supervivencia larval. (Tucker, 1998; Alvarez-Lajonchére y Hernandez, 2011; Williams et

al., 2004).

Una buena nutricion dara las bases para un desarrollo temprano y evitard deficiencias que
conlleven a la mortaldad en etapas posteriores. Por lo tanto, se pretende con este estudio
contribuir en identificar aquellos alimentos que favorezcan el crecimiento y supervivencia
durante la primer alimentacion de L. peru y L. argentiventris con el fin de controlar mejor

los procesos de cria larvaria de peces marinos, principalmente de las especies en mencion.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la influencia de distintas composiciones de alimento vivo sobre el crecimiento y
supervivencia del huachinango del pacifico (L. peru) y del pargo amarillo (L. argentiventris)

durante su desarrollo temprano, bajo condiciones fisicoquimicas 0ptimas.

4.2. Objetivos Particulares

1. Valorar el efecto del alimento vivo sobre la eclosion, supervivencia, crecimiento y
absorcion de las reservas energéticas (saco vitelino y gota lipidica) en los distintos

tratamientos.

2. Analizar la influencia de nutrientes esenciales dentro del alimento vivo sobre la
composicion bioquimica (aminodcidos y acidos grasos esenciales) de las larvas en

los distintos tratamientos de alimentacion.

V. HIPOTESIS

Si se utiliza alimento vivo enriquecido para alimentar larvas de L. peru y L. argentiventris
durante la primera alimentacién, entonces aumentard la supervivencia larval bajo

condiciones de cultivo.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Manejo de reproductores y recolecta de huevos

Se obtuvieron huevos y larvas a partir de desoves naturales de reproductores confinados en
estanques supralitorales de 120 m* (Fig. 2) bajo condiciones naturales de fotoperiodo y

temperatura, con un recambio de agua del 10%.

Con el fin de obtener un alto porcentaje de huevos viables, tres meses antes del periodo
reproductivo (Junio a Octubre) fueron alimentados los reproductores de ambas especies a
saciedad con alimento fresco (sardina, lisas, macarela, calamar grande, calamar chico y

cabeza de camaroén).

Figura 2. Estanques supralitorales de 120 m® con stocks de reproductores de L. peru 'y L.
argentiventris. Instalaciones del CIBNOR en la Paz, B.C.S., México.
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Los desoves se recolectaron a mitad del periodo de puesta, por medio de un colector de
huevos que se ubic6 adyacente al estanque (Fig. 3) y los huevos fueron depositandose por
gravedad. El colector consistid en una malla conica de 500 micras, sumergida dentro de un
rotoplas. Asi mismo se llevd a cabo el muestreo del agua del estanque al momento de
recolectar el desove, para analizar: concentracion de oxigeno, pH, amonio, nitritos, nitratos,
alcalinidad, dureza, salinidad y sélidos sedimentables en el laboratorio de “Analisis quimico

del agua” de la misma institucion.

Figura 3. Colector de huevos, adyacente a cada estanque de reproductores.

El trabajo experimental se llevo a cabo en el laboratorio de “Aclimatacion y mantenimiento
de organismos acudticos” y se tomaron las fotografias en el de “Histologia e histoquimica”,

ambos laboratorios ubicados dentro de las instalaciones del CIBNOR.
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6.2. Evaluacion y siembra de huevos

Con el proposito de elegir aquellos desoves con un alto porcentaje de viabilidad para el
disefio experimental, se evalud la viabilidad de los huevos, los que flotaban fueron
considerados como huevos viables, y los que se fueron al fondo se consideraron huevos
inviables (Fig. 4), se valor6 el diametro del huevo y volumen de la gota lipidica (Fig. 5)
(Alvarez-Lajonchere, 2006). Debido al método de recoleccion aplicado se desconoce el total
de huevos desovados ya que se recolectaron aquellos huevos que se mantuvieron en la
superficie del estanque, asi que se eligieron los desoves segiin el volumen de flotabilidad
observado. Utilizandose desoves ocurridos a finales de Julio y principios de Agosto del

2012.

Figura 4. Valoracion del desove de L. peru, en una probeta de 100 ml.
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Figura 5. Se observan huevos fertilizados junto con la gota lipidica de Luzjanus
argentiventris microscopio compuesto objetivo (10x).

Parte del desove se utilizé para medir el didmetro y gota lipidica; tomando un total de 200 y
347 huevos de L. peru y L. argentiventris, respectivamente. Las mediciones se obtuvieron
por medio de un equipo de analisis e imagenes que consta de un microscopio (Olympus Bx-
41); a una ampliacion de 4x y 10x y de una cdmara digital (cool SNAP-Pro color
MediaCybernetics ®). Las imagenes fueron procesadas con el programa Image-Pro Plus

version 5.0 (MediaCybernetics ®).

Una vez evaluado el desove, se aclimato la fraccion viable a la temperatura de los tanques
de siembra (25 °C). En cada tanque de 35 L de agua marina previamente tratada, se sembro
1.5 ml de huevos. Lo que aproximadamente correspondi6 a una densidad de 3,750 huevos

de L. argentiventris y 3,600 de L. peru.

6.3. Condiciones de incubacion

El experimento tuvo una duracién de siete dias, el agua marina usada en los acuarios fue
mantenida bajo un sistema de cultivo estatico con aireacion suave. Se llevo a cabo en el
laboratorio de “Aclimatacion y mantenimiento de organismos acuaticos”, climatizado a 25
°C, con un fotoperiodo 12 horas luz. El sistema de filtracion del agua marina consistio en

pasar el agua atravéz de un filtro de arena, que impidi6 el paso de particulas mayores a 20
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um, seguido de otros dos filtros de 10 um y 5 um, posteriormente se irradid el agua filtrada
a través de lamparas UV (40 watts c/u) y por ultimo el agua paso6 por dos bolsas gaf de 1um.
Después del proceso de filtracion y esterilizacion, los tanques se llenaron a 35 L y se realizo
diariamente los recambios de agua para mantener 0ptimas las condiciones ambientales (Fig.

6).

Figura 6. Laboratorio de Aclimatacion y mantenimiento de organismos acuaticos.

6.4. Porcentaje de eclosion

El porcentaje de eclosion larval se obtuvo por sifonéo del fondo de los tanques para recuperar
y contabilizar los huevos no eclosionados. Estimdndo el porcentaje respecto al total de

siembra.
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Durante cinco dias consecutivos después de la apertura bucal, las larvas de huachinango y

pargo amarillo, fueron alimentadas con seis distintos alimentos, seis réplicas para cada

tratamiento, de las cuales tres se destinaron para calcular la supervivencia larval una vez que

la totalidad de larvas en ayuno murieron por inanicion.

La primer alimentacion consistié en rotiferos (B. plicatilis) y nauplios de copépodos (P.

euryhalinus) no mayores a 100um, manteniendo una densidad de 15 individuos por ml a

partir de las 48 hpe (horas post eclosion). Estos organismos fueron alimentados con

microalgas (Nannochloropsis oculata y Navicula sp.) y tres tratamientos fueron enriquecidos

a distintos niveles de HUFA, acompaniados de un tratamiento en ayuno (Tabla I'V).

Tabla IV. Alimentos experimentales para larvas de Lutjanus peru y L. argentiventris.

Tratamiento Presa < 80pum

Alimento

Rot+mspl Brachionus plicatilis

Coptmspl  Pseudodiaptomus
euryhalinus

Rot+Nanno  Brachionus plicatilis

Rot+Ice 0 Brachionus plicatilis

Rot+Ice 20  Brachionus plicatilis

Rot+Ice 50  Brachionus plicatilis

Navicula sp.

Navicula sp.

Nannochloropsis oculata

Nannochloropsis oculata + Emulsion de AGS
(libre de HUFA) (Nghia, 2008).
Nannochloropsis oculata + Emulsion al 20% de
n-3 HUFA total (relacion de 0,73 DHA/EPA)
(Boersma y Stelzer, 2000).

Nannochloropsis oculata + Emulsion al 50% de
n-3 HUFA total (relacion de 0,84 DHA/EPA)
(Han et al., 2005).

6.6. Cultivo y enriquecimiento del alimento vivo
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El cultivo de zooplancton se llevd a cabo a un lado de los tanques del bioensayo, bajo las
mismas condiciones de laboratorio. El cultivo de copépodos se realizo en un tanque de 250
Ly fueron alimentados con a una densidad de 1000 células por ml. Los rotiferos se cultivaron
en columnas de 250 L y fueron alimentados con N. oculata y en otra con Navicula sp. a una
densidad de 1000 células por ml. N. oculata fue proporcionada por el Laboratorio de
microalgas marinas del CIBNOR y la Navicula sp. por parte de la Unidad Pichilingue de la
Universidad Autonoma de Baja california Sur (UABCS).

El diario enriquecimiento del rotifero se llevo a cabo en un volumen de 20 litros, con base a
lo descrito por Nghia (2007); considerando el volumen y densidad de rotiferos en este
trabajo, se suministr6 diariamente 0.026 g de cada emulsion (Tabla V). Considerando
solamente el volumen a enriquecer, en 20 litros se usaron 4 gramos por dia de cada
tratamiento.

Tabla V. Composicion de acidos grasos de emulsiones ICES usadas para enriquecer
alimento vivo.

ICES* 0 50/0.6
ARA (mgg™) 0.00 10.4
EPA (mgg™) 0.00 261.4
DHA (mgg™) 0.00 163.6
¥N-3 (mgg") 0.00 499.8
IN-6 (mgg™) 2.88 59.5
THUFA (mgg™) 0.00 524.4
DHA/EPA B 0.63
ARA/EPA B 0.04
>N-3/ZN-6 0.00 8.4
SN-3/FAMES (%) 0.00 51.41

*Contenido emulsificado de acidos grasos

La emulsion ICE 20 esta compuesa por la mezcla de ambas emulsiones de ICE 50 y ICE 0,
en proporcion de 1:4 respectivamente.
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6.7. Calculo de la abertura bucal

Como parte de la metodologia para alimentar a las larvas fue conocer el tamafio de su boca
para seleccionar el adecuado tamafio de la presa. La abertura bucal méxima para la primera

alimentacion, se determind con la siguiente ecuacion:

(1) ABM=Lms x V2

Donde, Lms, es longitud maxilar superior, que se multiplica por la constante raiz cuadrada

de dos, con el fin de proporcionar el tamafio de alimento adecuado (Atencio et al., 2010).

6.8. Medidas para valorar el crecimiento y absorcion de las reservas energéticas (saco

vitelino y gota lipidica).

De tres réplicas de cada tratamiento, se tomaron 30 larvas cada 24 horas post-eclosion (hpe)
hasta las 168 hpe. En cada muestreo se midio la longitud notocordal (LN), el volumen del
saco vitelino (VSV) y de la gota lipidica (VGL) de las larvas (Fig. 7). Las imagenes se
procesaron a través de un microscopio (Olympus Bx-41); a una ampliacion de 4x y 10x, y
de una camara digital (cool SNAP-Pro color MediaCybernetics ®). Las imagenes fueron
procesadas con el programa Image-Pro Plus version 5.0 (MediaCybernetics ®).por medio
de fotografias tomadas con una camara digital (cool SNAP-Pro color MediaCybernetics ®).
Las imagenes fueron procesadas con el programa Image-Pro Plus version 5.0

(MediaCybernetics ®).
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Figura 7. Mediciones biométricas realizadas a las larvas de L. peru y L. argentiventris

Se calcul6 la tasa de crecimiento (TC) mediante la siguiente formula:

Lf —Li

TC (mm/dia) =
@) :

Donde: Lf es la longitud final de las larvas (mm) y Li es la longitud de las larvas al momento

de la eclosion (mm).

La férmula propuesta por Blaxter y Hunter (1982) fue usada para calcular el volumen del

saco vitelino (VSV):

s

VSV (mm®) = ——
3) N - 4 ;i
Donde: L es la longitud del saco vitelino (mm) y H es la anchura del saco vitelino (mm).

Para calcular el volumen de la gota lipidica (VGL) se utiliz6 la formula d Williams et al.

(2004):
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. B
VGL (mm?®) = — ar’
4) 3

Donde: r es el radio de la gota lipidia (mm)

6.9. Supervivencia larval

Tres réplicas por tratamiento se usaron para calcular el porcentaje de supervivencia. Por
medio de sifonéo se contabiliz6 el numero de larvas vivas una vez que muri6 por inaniciéon

el tratamiento en ayuno.

6.10. Analisis bioquimicos de larvas y alimento vivo.

Se analiz6 el perfil de acidos grasos y aminoacidos de huevos, larvas recién emergidas, larvas

a las 144 hpe, y del alimento vivo utilizado.

6.10.1. Lipidos

El contenido en lipidos totales se determiné por medio de la técnica Folch et al. (1957), la
cual consiste en una mezcla de cloroformo-metanol. Se pesaron aproximadamente Smg de
cada muestra liofilizada, a las cuales se les adicion6 3ml de la mezcla Folch mas agua, se
agregd6 BHT (2,6-Di-terbutyl-4-methylphenol) al 1%, para evitar la oxidacion.
Posteriormente las muestras fueron sonicadas en ciclos de 15 minutos por tres veces,
manteniéndolas en un bafio de agua con hielo para evitar su descomposicion, al finalizar los

tubos se incubaron en oscuridad por 24 horas a 5°C.

Posteriormente se volvieron a sonicar en frio durante 15 minutos y se centrifugaron a 1,600
g durante cinco minutos a 5°C para recuperar el extracto en otro tubo. Se agrego6 a la masa
residual 2 ml de CHCI3:CH3-O2H, se centrifugd una vez mas bajo las mismas condiciones y

se recupero el extracto restante.
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Se adicioné 1ml de agua destilada al extracto recuperado, se agitd y centrifugd; para ser
separado en dos fases; la fase lipidica se recuperd (CHCls: lipido) en otro tubo y se agrego a
la fase acuosa 1ml de CHCls, repitiendo el procedimiento hasta que la mayor parte de la fase
lipidica fue recuperada, la cual posteriormente fue secada con ntrégeno gaseoso y se procedid

a la cuantificacion de lipidos totales por método gravimetria (Marsh y Weinstein, 1966).

6.10.2. Extraccion y cuantificacion de acidos grasos

Una vez pesada la muestra para el calculo de lipidos, a esta se le agregd 2.5ml de la mezcla
HCI3:CH30H (5%, v/v), a 85°C por 2.5 horas (Sato y Murata, 1988). Se extrajeron los acidos
grasos metil-ésteres (FAME, por sus siglas en inglés) con 1ml de hexano (C6H12), repitiendo
hasta su total extraccion. El extracto de hexano que contenia los FAME, se sec6 con nitrogeno

gaseoso y se resuspendi6 cada muestra a un volumen conocido de hexano.

La determinacion del perfil de los FAME se realizé en un cromatdgrafo de gases GC HP
5890 series II Agilent Technologies, con detector de ionizacion de flama (FID), utilizando
una columna capilar DB-23 (50% Cianopropil-50% metilpolisiloxano) de 60 m de longitud
x 0.25 pm de espesor de pelicula (Supelco Omegamax ™ 250) y 0.25 mm de didmetro interno.
Se inyectd 1 pL de la muestra, sin division (splitless). Se uso Helio de alta pureza como gas
portador, con flujo de: 9.5 ml/min; Hidrogeno a un flujo de 55ml/min y aire a 230 ml/min de
flujo. Dentro de la columna, el flujo de Helio fue de 2.9ml/min. La temperatura del inyector

y del detector fue de 250°C y para el caso del horno se muestra en la Figura 8.
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6 min

230°C

50°C T=23.7 min

Figura 8. Rampas de temperaturas del horno durante la cromatografia de gases.

Se llevo a cabo la identificacion de los FAME comparando los tiempos de retencion entre las
muestras y una mezcla de 37 estdndares de metil esterificados de 4cidos grasos (catadlogo
Supelco 47885-U). Para la curva de calibracion, se tomo en cuenta la pureza de cada acido
graso, Is cuales fueron de 2, 4 y 6%. Se obtuvo el Factor de Correccion (FC) calculando la
pendiente del area vs concentracion, para cada uno de los acidos grasos. Finalmente, se
cuantificé la concentracion (ug/mg) considerando el area entre el Factor de Correccion por

el volumen de resuspencion entre el peso de la muestra.

6.10.3. Aminoacidos

Las muestras fueron liofilizadas, desgrasadas, pesadas y posteriormente hidrolizadas por 24
horas adicionandoles 3 mL de la solucion HCI 6N/fenol; cada vial fue sellado con una tapa
de aluminio con septa, se engargolaron e incubaron a 110°C. Después del tiempo de
incubacion se dejaron enfriar, se destaparon y la muestra se transfirié a un matraz redondo
de 50 mL lavando el vial tres veces con un 1mL de agua desionizada y se evapor6 con ayuda
de un rotaevaporador. Con el fin de eliminar el exceso de acido clorhidrico se agregd 3 mL
de agua desionizada y se realiz6 una segunda evaporacion. La muestra fue recuperada con de
tres lavados de ImL de agua desionizada, filtrada con una membrana de nylon de 0.45 um y

colocada en un vial &mbar; finalmente se guardaron en refrigeracion hasta su analisis.
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El andlisis cromatografico se llevo a cabo en un HPLC (High-performance liquid
cromatographie) modelo 1100 de Agilent technologies, con la metodologia descrita por
(Gratzfeld-Huesgen, 1999). Se us6 como fase movil A: acetato de sodio trihidratado 1.36 g
en 500 ml de agua desionizada adicionada con 90 pl de Trietilamina mas 1.5 ml de
Tetrahidrofurano y ajustado a un pH de 7.2 con acido acético 1-2%. La fase movil B se
preparo con: 1.36 gr de acetato de sodio trihidratado en 100 ml de agua desionizada a un pH
7.2 ajustandolo con 4cido acético 1-2%, mas 200 ml de acetonitrilo y 200 ml de metanol. La
derivatizacion de la muestra se llevo a cabo en linea usando OPA (ortho-phthalaldehyde)
para los aminodcidos primarios y para los aminoacidos secundarios FMOC (9-
fluorenylmethyl chloroformate) mas un buffer de borato 0.4N, pH 10.4. Para evaluar los
tiempos de retencion y las areas de los aminoacidos primarios y secundarios, se prepar6 una
curva con cinco niveles de concentracion, los cuales fueron de: 10, 25, 100, 250 y 1000 pmol

/ pl.

6.11. Analisis estadisticos

Para los analisis estadisticos se empled el programa Statistica 8.0 y SPSS Version 20. Se
probo la homogeneidad de las varianzas mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov (P<
0.05). Los resultados de la eclosién y supervivencia para los distintos tratamientos se
expresaron como porcentajes, por lo tanto fueron transformados mediante la raiz cuadrada
del arco-seno para poder ser analizados estadisticamente a través de un analisis de varianza
de una via. Los demas resultados se expresaron como media + intervalo de confianza. Los
datos del volumen del saco vitelino, gota lipidica y longitud notocordal, fueron comparados
por analisis de varianza de una via (ANOVA) (P< 0.05). En caso de los valores de longitud
notocordal se aplico una prueba de valores extremos de Moore y McCabe (1999). Por ultimo,
se evaluo la significancia de las diferencias observadas entre los tratamientos con la prueba

de agrupamiento de Tukey al 95% de confianza.
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VII. RESULTADOS

7.1. Condiciones de cultivo larval de L. peru y L. argentiventris

A lo largo del experimento de 168 horas post eclosion, los parametros fisico-quimicos se

mantuvieron dentro de los rangos 6ptimos (Tabla VI).

Tabla VI. Parametros fisicoquimicos del agua durante el disefio experimental.

Parametros Lutjanus peru Lutjanus argentiventris
Temperatura (°C) 25+0.40 25+0.91
Salinidad (ups) 35.1+£0.83 34.9 +£0.80
Oxigeno disuelto (mg L) 54+0.29 5.6+£0.21
pH 6.16 £ 0.55 6.1 +0.35
Fotoperiodo (horas luz) 12 12

7.2. Porcentajes de eclosion de L. peru y L. argentiventris

Se obtuvo la media del diametro de los huevos de Lutjanus peru fue de 808 + 1.3 umy 145.4
+ 0.4 um de la gota lipidica, de porcentaje de eclosion, 95.76%. El diametro de los huevos
y gota lipidica de L. argentivenris fue de 786 + 1.8 um y 149 + 0.6 um, respectivamente,
con un porcentaje de eclosion de 97.02%. Los resultados en ambas especies no mostraron

diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos (Tabla VII).



Tabla VII. Porcentajes de eclosion de L. peru y L. argentiventris en los distintos
tratamientos.
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Tratamiento L. peru L. argentiventris
Inanicioén 96.442.4% 97+1.1%
ICE 50 95.9+1.9% 96.8+1.8?
ICE 20 95.3+1.9* 97.4+0.4*
ICEO 96.5+1.7% 96.6+1%
Rot + nanno 94.6+3.4° 96.9+1%

Rot + mspl 96.2+1.3* 97.5+0.6*
Cop + mspl 95.4+2.8° 97+0.9%

*Medias seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas (P<0.05)

7.3. Calculo de la abertura bucal de L. peru y L. argentiventris

La apertura bucal de L. peru y L. argentiventris se observo después de las 48 hpe. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla VIII.

Tabla VIII. Apertura bucal después de 48 hpe de L. peru y L. argentiventris

Lutjanus peru L. argentiventris
ABM (um) LN (mm) ABM (um) LN (mm)
237.6 £0.43 3. 127+ 0.084 216.4+0.28 2.93+0.993

AMB=Apertura Bucal Maxima
LN= Longitud Notocordal.



7.3. Volumen del saco vitelino de L. peru
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Los resultados de las medidas del volumen de saco vitelino en larvas de L. peru (Tabla IX)

muestran diferencias significativas a las 24 hpe, sin embargo a las 48 hpe no se observan

diferencias significativas entre tratamientos. A las 48 hpe, se reduce cerca de la mitad del

volumen, en comparacion de los valores en larvas recién eclosionadas.

Tabla IX. Volumen de saco vitelino de L. peru cada 24 hpe hasta su completa

absorcion.

Tratamiento 0 hpe 24 hpe 48 hpe
Inanicion 0.160 = 0.0009* 0.042 +£0.0016% 0.0136 + 0.0007*
ICE 50 0.163 +0.001* 0.046 = 0.0013 ¢ 0.0076 = 0.0008 *
ICE 20 0.164 +0.001* 0.055 +0.0015°¢ 0.0125+0.0010°
ICE O 0.164 +0.0009 % 0.044 £ 0.0018* 0.0085 + 0.0008?
Rot + Nanno 0.163 £0.001°? 0.045+0.0014* 0.0115+0.00112
Rot + mspl 0.163 +£0.0012% 0.052 +0.0016"% 0.0089 +0.0007
Cop + mspl 0.164 +0.0009* 0.047 £0.0019 % 0.0082 +0.0010°

*Medias seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas (P<0.05)
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7.4. Volumen del saco vitelino de L. argentiventris

La Tabla X, muestra las medidas de volumen del saco vitelino en larvas de L. argentiventris,
tomadas cada 24 hpe. No encontrando diferencias significativas entre tratamientos. En
comparacion a los resultados mostrados a las 0 hpe, a las 48 hpe se observa un decremento

de un poco mas de dos terceras partes del volumen del saco vitelino.

Tabla X. Volumen de saco vitelino de L. argentiventris cada 24 hpe hasta su completa
absorcion.

Tratamiento 0 hpe 24 hpe 48 hpe

Inanicion 0.150 + 0.002% 0.054 +0.002? 6.44E-04 + 2.86E-05*°
ICE 50 0.148 £ 0.001* 0.056 = 0.001°? 5.86E-04 £2.81E-05°
ICE 20 0.150 +0.001* 0.053 +£0.001* 6.05E-04 +2.14E-05°
ICE O 0.149 + 0.002* 0.055 +0.001° 6.10E-04 +2.37E-05°
Rot + Nanno 0.151 +£0.002% 0.054 +£0.001°? 5.78E-04 +2.38E-05*°
Rot + mspl 0.149 +£0.002? 0.054 +0.002? 6.47E-04 £ 2.94E-05°
Cop + mspl 0.154 +0.001° 0.055 +0.001* 5.93E-04 +2.73E-05°

Medias seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas (P<0.05)

7.5. Volumen de gota lipidica de L. peru

En la Tabla XI se muestran las medidas obtenidas del volumen de gota lipidica en larvas de
L. peru cada 24 hpe en los distintos tratamientos de alimentacion. No encontrando
diferencias significativas de las 0 a las 48 hpe, no obstante a las a las 72 hpe s6lo en cuatro
tratamientos (Rot + ICE 50, Rot + ICE 20, Rot + Nanno, Cop + msp1) aun fue posible medir
el volumen de gota lipidica. Con mayor valor de volumen en el tratamiento de rotiferos
enriquecidos con la emulsién ICE 20, sin embargo estadisticamente no se reporta diferencia

significativa entre tratamientos.



Tabla XI. Volumen de la gota lipidica de L. peru.

Tratamiento 0 hpe 24 hpe 48 hpe 72 hpe
Inanicién 1.56E-03 + 1.80E-05*  1.28E-03 + 2.44E-05° 4.49E-04 = 1.47E-05 0

ICE 50 1.53E-03 + 1.46E-05°  1.32E-03 + 2.29E-05° 4.58E-04 + 1.20E-05° 3.94E-06 + 8.71E-07"
ICE 20 1.54E-03 + 1.90E-05*  1.34E-03 + 2.57E-05° 4.53E-04 + 1.51B-05° 6.70E-06 + 3.42E-06"
ICEO 1.50E-03 + 1.34E-05°  1.27E-03 + 2.16E-05° 4.78E-04 % 1.08E-05° 0°

Rot + Nanno | s3p.03: 1628050 1.36E-03 £ 2386-05° 4.44E-04 + 1.39E-05° 2.31E-06 + 7.45E-07"
Rot + mspl 1.49E-03 + 1.57E-05°  1.36E-03 + 2.43E-05° 4.56E-04 + 9.62E-05° 0°

Cop + mspl 1.52E-03 + 1.53E-05°  1.30E-03 +2.36E-05° 4.52E-04 + 1.22B-05* 3.88E-07 + 1.95E-07°

*Medias seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas (P<0.05)

7.5. Volumen de gota lipidica de L. argentiventris

En larvas de L. argentiventris (Tabla XII) no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos. Sin embargo, al igual que en L. peru, a las 72 hpe aun fue posible medir la gota
lipidica en cuatro tratamientos (Rot + ICE 50, Rot + ICE 20, Rot + Nanno, Cop + mspl).
También el tratamiento de rotiferos enriquecidos con emulsion ICE 20 mostro el valor mas

alto.



Tabla XII. Volumen de la gota lipidica de L. argentiventris.

Tratamiento 0 hpe 24 hpe 48 hpe 72 hpe
Inanicién 1.51E-03 + 3.68E-05°  1.41E-03 + 2.02E-05° 5.93E-04 + 1.19E-05° 0

ICE 50 1.48E-03 + 1.28E-05*  1.50E-03 + 2.99E-05° 5.83E-04 + 1.57E-05°  3.32E-05+ 3.71E-06"
ICE 20 1.58E-03 + 2.45E-05*  1.37E-03 + 2.41E-05° 531E-04+ 1.41E-05°  1.54E-04 +2.16E-05"
ICEO 1.53E-03 + 2.31E-05°  1.47E-03 + 3.70E-05° 5.85E-04 = 1.07E-05° 0°
Rot+Nanno | 53p.05.41.00805¢  1496-03 £ 2.41E-05° 5.71E-04 + 1.02E-05°  2.42B-05 + 3.34E-06"
Rot + mspl 1.54E-03 + 2.72E-05®  1.41E-03 + 2.76E-05* 6.08E-04 + 1.27E-05° 0°

Cop + mspl 1.58E-03 + 1.82E-05°  1.39E-03 + 2.77E-05° 5.85E-04 + 1.58E-05°  1.01E-05+ 2.78E-06"

*Medias seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas (P<0.05)

7.5. Efecto de la alimentacion sobre la longitud notocordal (LN) de L. peru y L.

argentiventris.

En la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos de las mediciones de longitud notocordal
de larvas de L. peru en los 7 tratamientos a partir de las 0 hpe (recién eclosionadas) hasta las
168 post eclosion (hpe), cada 24 horas. En general los tratamientos muestran el mayor
incremento de talla a las 48 hpe, a excepcion del tratamiento de rotiferos enriquecidos con
emulsion ICE 50, donde la mayor talla entre tratamientos y horas post eclosion se observa a

las 72 hpe.
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Se observan diferencias significativas entre larvas recién eclosionadas, homogeneizdndose
las tallas a las 24 y 48 hpe. A partir de las 72 hpe las diferencias son evidentes entre
tratamientos, presentando larvas alimentadas con Rotiferos enriquecidos con emulsion ICE
50 los valores mas altos durante el experimento, seguido por el tratamiento de rotiferos
alimentados con msp1. El tratamiento que se mantuvo en ayuno (inanicion) no sobrevivio a

las 168 hpe.
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Figura 9. Longitud notocordl de las larvas de L. peru en los siete tratamientos, cada 24hpe.
Las medias seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas entre
tratamientos. (P<0.05).
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En el caso de L. argentiventris se observan diferencias significativas a partir de las 0 hpe,
con tendencia a homogeneizarse a las 24 hpe, sin embargo aun se aprecian diferencias
significativas, al igual que alas 48 hpe. El trataiento de inaniciéon disminuye
significativamente a partir de las 72 hpe, no sobreviviendo mas de 144 hpe. Las larvas que
mostraron mayor talla durante el experimento fueron las alimentadas con rotiferos

enriquecidos con ICE 0, rotiferos y copépodos alimentados con msp1 (Fig. 10).
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Figura 10. Longitud notocordal de larvas de L. argentiventris en los siete tratamientos, cada
24 hpe; las medias seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas entre
tratamientos (P<0.05).
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A continuacion se muestran las gréaficas (Figs. 11-17) de los resultados obtenidos por
mediciones de longitud notocordal por tratamiento experimental; tomando en cuenta a ambas
especies. Cabe resaltar que en todas las graficas que L. peru, sin excepcion, se mantiene en
tallas mayores que L. agentiventris. Los valores méximos se observan a las 48 hpe, a

excepcion de ICE 50, donde su maximo se exprexa a las 120 hpe.
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Figura 11. Longitud notocordal de larvas en ayuno hasta la inanicion, las medias seguidas
por una letra diferente indican diferencias significativas entre hpe (P<0.05). L. peru
(mintsculas) y L. argentiventris (mayusculas).
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Figura 12. Longitud

notocordal de larvas alimentadas con rotiferos (B. plicatilis)

enriquecidos con ICE 50. Las medias seguidas por una letra diferente indican diferencias

significativas entre hpe

(P<0.05). L. peru (mintsculas) y L. argentiventris (mayusculas).
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Figura 13. Longitud

notocordal de larvas alimentadas con rotiferos (B. plicatilis)

enriquecidos con ICE 20. Las medias seguidas por una letra diferente indican diferencias

significativas entre hpe

(P<0.05). L. peru (mintsculas) y L. argentiventris (mayusculas).
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Figura 14. Longitud notocordal de larvas alimentadas con rotiferos (B. plicatilis)
enriquecidos con ICE 0. Las medias seguidas por una letra diferente indican diferencias
significativas entre hpe (P<0.05). L. peru (mintsculas) y L. argentiventris (mayusculas).
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Figura 15. Longitud notocordal de larvas alimentadas con rotiferos (B. plicatilis)
alimentados con N. oculata. Las medias seguidas por una letra diferente indican diferencias
significativas entre hpe (P<0.05). L. peru (minusculas) y L. argentiventris (mayutsculas).
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diferencias significativas entre hpe (P<0.05). L. peru (mintsculas) y L. argentiventris
(mayusculas).
7.6. Porcentajes de supervivencia de L. peru y L. argentiventris en los distintos

tratamientos experimentales

En ambas especies, los tratamientos de rotiferos enriquecidos al 20% de HUFAS mostraron
una supervivencia cerca del 50%. Las menores supervivencias las muestran ICE 50 y 0 con
un porcentaje entre 8 y 10%, y porcentajes entre el 20 y 30% con rotiferos (B. plicatilis) y
Copépodos (P. euryhalinus) alimentados con msp1 (Navicula sp.) y N. oculata (Figs. 18 y
19).
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Figura 18. Porcentaje de supervivencia de larvas de L. peru al 7mo dia post eclosion, en los
distintos tratamientos experimentales, junto con el respectivo numero de huevos
eclosionados. Las medias seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas
entre tratamientos (P<0.05).
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Figura 19. Porcentaje de supervivencia de larvas de L. argentiventris al 7mo dia post
eclosion, en los distintos tratamientos experimentales, junto con el respectivo niimero de
huevos eclosionados. Las medias seguidas por una letra diferente indican diferencias
significativas entre tratamientos (P<0.05).

7.8. Composicion bioquimica de aminoacidos y acidos grasos del alimento vivo, de

huevos, larvas recién emergidas y larvas alimentadas al séptimo dia post eclosion

7.8.1. AminoAcidos esenciales

En cuanto a la composicién de aminoacidos en las larvas alimentadas con los distintos

alimentos vivos, se reportan la Valina, Isoleucina, Leusina y Lisina por ser esenciales y

determinantes en el desarrollo temprano de larvas de peces marinos.
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Referente a la Valina, se observa en la Fig. 20, que en las larvas de L. peru existe una mayor
presencia de este aminoacido en los tratamientos de rotiferos (B. plicatilis) y copépodos (P.
euryhalinus) alimentados con msp1 (Navicula sp), seguidos por el tratamiento de rotiferos
enriquecidos con ICE 20. En caso de L. argentiventris no se observa diferencia significativa

entre tratamientos.
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Figura 20. Presencia de Valina en el desove, larvas recién eclosionadas y al 4to dia de
alimentacion con los distintos tratamientos de alimentacion en ambas especies. Las medias
seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas entre tratamientos
(P<0.05). L. peru (mintasculas) y L. argentiventris (mayusculas).
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Se observa que en las larvas de L. peru existe una mayor presencia de Isoleucina (Fig. 21)
en los tratamientos de rotiferos (B. plicatilis) y copépodos (P. euryhalinus) alimentados con
mspl (Navicula sp.), seguidos por el tratamiento de rotiferos enriquecidos con ICE 20. En

caso de L. argentiventris no se observa diferencia significativa entre tratamientos.
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Figura 21. Presencia de Isoleucina en el desove, larvas recién eclosionadas y al 4to dia de
alimentacion con los distintos tratamientos de alimentacion en ambas especies. Las medias
seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas entre tratamientos
(P<0.05). L. peru (mintusculas) y L. argentiventris (mayusculas).
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En la Figura 22, también se observa en los tratamientos de rotiferos (B. plicatilis) y
copépodos (P. euryhalinus) alimentados con msp1 (Navicula sp.), una mayor presencia de
Leucina en las larvas de L. peru, seguidos por el tratamiento de rotiferos enriquecidos con

ICE 20. En caso de L. argentiventris no se observa diferencia significativa entre

tratamientos.
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Figura 22. Presencia de Leucina en el desove, larvas recién eclosionadas y al 4to dia de
alimentacion con los distintos tratamientos de alimentacion en ambas especies. Las medias
seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
L. peru (minusculas) y L. argentiventris (mayusculas).

En la Figura 23, en las larvas de L. peru se observa una mayor presencia de Lisina en los
tratamientos de rotiferos (B. plicatilis) y copépodos (P. euryhalinus) alimentados con msp1

(Navicula sp.), seguidos por el tratamiento de rotiferos enriquecidos con ICE 20. En caso de
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L. argentiventris se observa una mayor concentracion de Lisina en el tratamiento de rotiferos

alimentados con Navicula sp.
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Figura 23. Presencia de Lisina en el desove, larvas recién eclosionadas y al 4to dia de
alimentacion con los distintos tratamientos de alimentacién en ambas especies. Las medias
seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
L. peru (minusculas) y L. argentiventris (mayusculas).

En relacion al contenido de estos cuatro aminoacidos esenciales presentes en el alimento
vivo utilizado para los distintos tratamientos; en la Figura 24 se puede observar que de estos
aminoacidos, la Lisina es el aminoacido més abundante en los seis tipos de alimento, seguido
por la Leucina y en menor y similar proporcion la Valina e Isoleucina. Resaltando una mayor

cantidad de Lisina en los Rotiferos (B. plicatilis) enriquecidos con ICE 0 y en los que fueron
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alimentados solamente con N. oculata. El tratamiento con mayor concentracion de Valina

fue el de Rotiferos (B. plicatilis) alimentados con Navicula sp.
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Figura 24. Aminoacidos esenciales (Valina, Isoleucina, Leucina y Lisina) en los distintos
alimentos vivos utilizados durante el experimento. Las medias seguidas por una letra
diferente indican diferencias significativas entre alimento vivo (P<0.05).
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7.8.2. Acidos grasos esenciales

En caso del 4cido eicosapentanoico (20:5 n-3, EPA) en larvas de L. peru, el mayor nivel se
observa en el tratamiento de rotiferos (B. plicatilis) alimentados con N. oculata, seguido por
el de rotiferos enriquecidos con ICE 20. En larvas de L. argentiventris los mayores niveles

se observan en rotiferos enriquecidos con ICE 0 y ICE 20 (Fig. 25).
30 q

— L peru
== L argentiventris

%

[4¢]

FEPA (mg mg"}

10 4 5[‘ BC C <
g ah ah U 0L B

o B P R k- R, o LR, - i
e 0T _?g.:-_-f-‘- i_dﬂ?»ﬁ.“l g #,._ai‘i‘- _?ﬂfrf‘ _?ﬂtq‘:-{; _'}EF‘:S: .;Qjﬂ\-{:p

W

Figura 25. Presencia de 4cido eicosapentanoico (EPA) en el desove, larvas recién
eclosionadas y al 4to dia de alimentacion con los distintos tratamientos de alimentacion en
ambas especies. Las medias seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas
entre tratamientos (P<0.05). L. peru (mintsculas) y L. argentiventris (mayusculas).
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En la Figura 26, en larvas de L. peru, se observa una mayor presencia de acido
docosahexaenoico (DHA) en el tratamiento de rotiferos (B. plicatilis) alimentados con N.
oculata, seguido por el de rotiferos enriquecidos con ICE 20. En larvas de L. argentiventris
los mayores valores se encuentran en los tratamientos de rotiferos enriquecidos con ICE 0 y

en segundo lugar en el tratamiento de rotiferos enriquecidos con ICE 20.
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Figura 26. Presencia de acido docosahexaenoico (DHA) en el desove, larvas recién
eclosionadas y al 4to dia de alimentacion con los distintos tratamientos de alimentacion en
ambas especies. Las medias seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas
entre tratamientos (P<0.05). L. peru (mintsculas) y L. argentiventris (mayusculas).
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La presencia del acido araquidénico (ARA) en larvas de L. peru es mayor en el tratamiento
de rotiferos (B. plicatilis) alimentados con N. oculata, seguido por el de rotiferos
enriquecidos con ICE 20. Y en larvas de L. argentiventris el mayor valor se observa en el

tratamiento de rotiferos enriquecidos con ICE 0 (Fig. 27).
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Figura 27. Presencia de 4cido araquidonico (ARA) en el desove, larvas recién eclosionadas
y al 4to dia de alimentacion con los distintos tratamientos de alimentacion en ambas especies.
Las medias seguidas por una letra diferente indican diferencias significativas entre
tratamientos (P<0.05). L. peru (mintsculas) y L. argentiventris (mayusculas).
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La composicion de acidos grasos altamente poliinsaturados (HUFAS) en el alimento vivo se
muestra en la Figura 28. Observandose la mayor concentracion de DHA en el tratamiento
de rotiferos (B. plicatilis) alimentados con N. oculata. El tratamiento con mayor
concentracion de EPA fue el de copépodos (P. euryhalinus) alimentados con Navicula sp,

también estos dos tratamientos, presentan el mayor contenido de ARA.
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Figura 28. Acidos grasos esenciales EPA, DHA y ARA, presentes en los distintos alimentos
vivos utilizados durante el experimento. Las medias seguidas por una letra diferente indican
diferencias significativas entre alimentos vivos (P<0.05).
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VIIL. DISCUSION

8.1. Valoracion cualitativa de huevos y larvas

Para evaluar la influencia de distintas composiciones de alimento vivo sobre el crecimiento
y supervivencia larval de ambas especies L. peru y L. argentiventris, durante su desarrollo
temprano, fue necesario evaluar la absorcion de las reservas energéticas (saco vitelino y gota
lipidica), longitud notocordal, porcentaje de supervivencia. Asi como el andlisis de la
composicion bioquimica de 4cidos grasos y aminoacidos esenciales en el alimento y en las

larvas antes y después de ser alimentadas con los distintos tratamientos de alimentacion.

8.1.1. Alimento vivo (copépodos, rotifero y artemia)

Las ventajas que se obtienen al utilizar alimento vivo son diversas: rapido crecimiento,
asimilacion directa, alto valor nutricional, la posibilidad de enriquecimiento con comple-
mentos, mayor tolerancia a enfermedades, entre otros. Aunque la tendencia general de la
produccion masiva es hacia la formulacién y elaboracion de alimentos balanceados, el
alimento vivo sigue siendo indispensable, al menos en las fases criticas (larvas y juveniles)
del desarrollo de las especies de interés comercial. Incluso estos organismos son un apoyo
ideal en la produccion acuicola conforme un esquema de armonia con el ambiente,
reduciendo las malas practicas del uso de substancias quimicas y antibioticos (Gatesoupe,
1977). Existen varias experiencias y ensayos respecto a diferentes tipos de alimento vivo
empleado, con resultados similares y/o antagénicos (Anguas et al., 2000; O’Brien-
MacDonald et al., 2006), lo cual revela la dificultad de estandarizar las dietas basadas en el
alimento, ya que son varios los aspectos adicionales que inciden en la especie a alimentar y
la(s) especie(s) a emplear, encontrandose algunos reportes importantes de resaltar tales
como; en un estudio realizado en cabrilla arenera (P. maculatofasciatus) para determinar el
momento adecuado para realizar la transicion a una dieta seca, y su sobrevivencia sin el
suministro de alimento vivo se observaron mejor sobrevivencia y crecimiento en larvas

alimentadas con alimento vivo e iniciadas con pescado crudo que en las larvas iniciadas con
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alimento inerte (Anguas et al., 2000). Un estudio realizado por Lozano et al. (Lozano et al.,
2004) evaluaron el crecimiento de larvas de hurta (Pagrus auriga) alimentadas con artemia
y con alimento inerte, a partir del dia 20 después de la eclosion hasta el dia 30 pos-eclosion,
encontrando diferencias significas en ganancia de peso entre las larvas alimentadas con
artemia y las alimentadas con dieta inerte. O’Brien-MacDonald et al. (2006), reportaron una
cantidad significativamente alta en los niveles de enzimas digestivas para larvas de bacalao
comun (Gadus morhua) alimentadas con rotiferos enriquecidos con lipidos. Esto describe
los niveles de actividad enzimadtica en el alimento vivo (rotiferos) y su potencial contribucion

a la funcionalidad digestiva de la larva de bacalao (Kurokawa et al., 1998).

Se ha sugerido que las enzimas exogenas (presentes en el alimento vivo) compensan la
deficiencia digestiva de las larvas, ya sea digiriendo los nutrientes directamente o activando
los zimogenos producidos por las larvas. Kurokawa et al. (1998) sugieren que las larvas no
dependen de las enzimas exdgenas para la digestion, pero indican que el alimento vivo

estimula la secrecion de enzimas digestivas desde el pancreas.

Para asegurar el crecimiento de las larvas, la presa debera cumplir con determinadas
caracteristicas como son: tamafio adecuado, movimiento lento, alta disponibilidad, apariencia
y estimulo quimico, lo que varia en funcion de la especie (Civera et al., 2004); ademas debera
cubrir los requerimientos nutricionales minimos y ser de facil digestion. La mayoria de las
larvas de peces son cazadoras planctonicas sin importar los habitos alimenticios que tendran
cuando sean adultas (Blaxter y Hunter, 1982). Las larvas se caracterizan por tener una tasa
de crecimiento muy alta. A medida que la larva crece, el tamafio de la comida debe crecer y
es necesario adaptar rapidamente el tamafio del alimento al tamafio de la boca. El alimento
natural presenta una alta diversidad, lo que da la oportunidad a las larvas para que puedan
satisfacer sus requerimientos nutricionales y especialmente para que puedan escoger lo que
necesitan (Verreth, 1999). Para algunas especies la desventaja de una talla pequefia, puede
ser compensada con el tamafo de la boca, el tipo de denticion o que las larvas se desarrollen
donde exista una gran abundancia y diversidad de presas (Civera et al., 2004). En cultivo, la

ingestion de plancton se ha reducido a un pequefio nimero de presas como microalgas (2-20
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um), rotiferos (50-250 um), nematodos (Panagrellus redivivus; 0.2-2mm), crustaceos
(Artemia spp.; 200-500 um), copépodos (Civera et al., 2004). Las microalgas constituyen el
primer eslabon de la cadena trofica. Algunas de las ventajas que aporta la adicion de
microalgas en los tanques de cria larvaria se relacionan con el aporte nutritivo que
proporcionan al ser ingeridas por las larvas o al enriquecer los rotiferos con los que suele
combinarse su administracion. Ademas, se cree que la adicion de microalgas mejora las
condiciones luminicas del medio de cultivo y el comportamiento predador de las larvas

(Olsen et al., 1993).

A partir de la evidencia de la presencia de determinados acidos grasos en las algas, los cuales
estaban ausentes en las levaduras y en las presas, los estudios sobre nutricion larvaria en
especies marinas han focalizado su atencion en los acidos grasos esenciales (EFAs)
(Rennestad et al., 2003; Roo et al., 2009). La mayoria de las microalgas acumulan muy pocos
triglicéridos durante el crecimiento exponencial pero durante la fase estacionaria pueden
acumular una importante cantidad de estos. La composicion de acidos grasos (AG) puede ser
diferente entre las clases de lipidos. La fraccion de almacenamiento, predominantemente,
estd compuesta por los acidos grasos saturados (AGS) y por los acidos grasos
monoinsaturados (MUFA, por sus siglas en ingles), mientras que los acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) comprenden en gran medida la fraccion estructural (Freund-Levi et
al., 2008). Los rotiferos fueron alimentados con el alga N. oculata, la cual es una microalga
marina de 6 especies dentro del género Nannochloropsis perteneciente a la clase de
Eustigmatophyceae. El género es ampliamente utilizado en la acuicultura, debido a su
relativamente alta tasa de crecimiento, resistencia, alto valor nutricional y por su alto
contenido de lipidos. En Nannochloropsis sp., se encontré que los lipidos de almacenamiento
consistian en gran parte del acido palmitico (C16: 0) y el acido palmitoleico (C16: 1), acidos
grasos monoinsaturados (Sargent et al., 1997). Sin embargo, Tocher et al. (1997) encontraron
que al final de la fase estacionaria, el 68% de los triglicéridos en Nannochloropsis oculata
consistieron en el acido eicosapentaenoico (20:5 ®3, EPA); en comparacion con el 8%
durante la fase exponencial. La composicion de los perfiles puede variar enormemente de

una especie de alga a otra y depende de las condiciones de crecimiento. La proporcion de
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HUFA de cada cepa puede ser la mas diversa, debido a la inestabilidad oxidativa de los &cidos
grasos altamente poliinsaturados. La mayor parte de la fraccion de HUFA esta representada
por C20: 4 w6y C20: 5 3 en cultivo y al aire libre, variando de 15% - 20% a 35% -40% del
total de acidos grasos. También fue utilizada la microalga Navicula sp., algunos duefios de
laboratorios de cria de larvas de Ecuador han comentado la aparente mejoria en el crecimiento
de las postlarvas y su aspecto general cuando se hace "bloom" de diatomeas bentdnicas para
alimentar este estadio y aunque son observaciones subjetivas no se han hecho esfuerzos por
usar activamente y de forma generalizada estos cultivos de Navicula, Cymbella y Amphora
sustituyendo el uso de alimento artificial (Griffith et al., 1992). Se conoce que en los
Laboratorios de Produccion de Postlarvas de Camaron de Ecuador y de Brasil han sido usadas
con éxito diatomeas bentonicas de los géneros Navicula y Amphora para Litopenaeus
vannamei. Las diatomeas bentonicas en cultivo tienen la capacidad de colonizar toda la
superficie del reservorio donde habite y de formar pequefios grumos o colonias de células
suspendidas en el agua, formando asi particulas de diferentes tamafos para la alimentacioén
de estos estadios postlarvales de camaron. Ademas, segun Griffith et al. (1992), el valor

nutricional méas importante de estas diatomeas, es el alto contenido de lipidos.

Los copépodos cultivados en conjunto con diferentes especies de microalgas, rotiferos y otros
microorganismos en sistemas de mesocosmos, son importantes porque ellos son una de las
fuentes de alimento vivo mas importantes para la acuicultura marina, habiéndose demostrado
que incrementan la supervivencia y la calidad de las larvas y alevinos que los consumen
directamente. El mesocosmos representa una excelente alternativa para incrementar la
calidad y supervivencia de las larvas, dado que proporciona a estas, gran cantidad y variedad
de presas pequenas (nauplios) de excelente perfil bromatolégico en cuanto al contenido de
acidos grasos poliinsaturados y aminoacidos se refiere. En paises en donde se practica con
¢éxito la acuicultura, la produccion de artémia, microalgas, rotiferos, copépodos y claddceros,
son rutina en sistemas de cultivo semi intensivos e intensivos con alta sobrevivencia de
organismos (Hagiwara et al., 2001; Alvarez-Lajonchére y Hernandez, 2011). El valor
nutricional del alimento vivo varia en funcion del tamafio, alimento usado en su cultivo,

digestibilidad y composicion bioquimica de las diferentes especies (Hagiwara et al., 2001).
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La mayor desventaja que presenta el uso de alimento vivo en larvicultura es el elevado costo
que representa mantener los cultivos de apoyo. Por ejemplo, el cultivo y mantenimiento de
microalgas frescas es costoso en términos de trabajo e infraestructura, por lo cual, la industria
ha considerado necesario generar alimentos alternativos que puedan ser almacenados sin
tener pérdida de sus caracteristicas nutritivas (Garcia-Ortega, 2000; Copeman et al., 2002;

Zambonino y Cahu, 2010).

Por otra parte, en la ultima década se ha tratado de sustituir los alimentos vivos por dietas
microencapsuladas o por técnicas que permitan el almacenamiento por congelado o
liofilizacioén por tiempo indefinido de estos alimentos y en términos generales no resuelven

el problema real que es la demanda constante de alimento vivo y resultan incosteables.

Un incipiente desarrollo del tracto digestivo, lo cual no permite a las larvas de los peces la
adecuada digestion y asimilacion de nutrientes ni la transicion del alimento vivo al inerte

(Figueroa-Lucero et al., 2004a; Martinez-Palacios et al., 2006).

Si bien la dieta “ideal” no ha sido plenamente definida, los recientes avances sobre el
conocimiento de las capacidades digestivas y los requerimientos nutricionales de las larvas
indican que no se estd muy lejos de lograr una dieta que permita reemplazar la utilizacion de
alimento vivo. Sin embargo, existen algunos aspectos nutricionales que aun quedan por
determinar para facilitar su desarrollo para que sean aptas para el cultivo larvario de peces.
Tomando en cuenta lo anterior. Lazo (2000) nos plantea que los principales objetivos de la
investigacion y desarrollo hacia los cuales deberian apuntar las futuras investigaciones, asi
como la determinacion de los niveles de inclusion y proporciones entre aminoacidos libres,
péptidos y proteinas. Se debe tomar en cuenta, que estos valores son susceptibles de variar
durante el desarrollo larvario. Por ejemplo, es probable que las larvas exhiban un
requerimiento alto de aminoacidos libres durante los primeros dias de alimentacion exégena,
seguido por una mayor utilizacion de péptidos y finalmente la digestion eficiente de proteinas

intactas.
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En el caso de los lipidos (ej., HUFAs w-3, DHA: EPA: ARA, fosfolipidos en relacion con
triglicéridos), la identificacion de los niveles y proporciones adecuados han sido
determinados casi en su totalidad. Por lo tanto, el reto actual es mas técnico que académico,
ya que es necesario encontrar ingredientes comerciales que sirvan como fuente de estos
nutrientes y que puedan ser incluidos en las dietas sin elevar en demasia el costo de

produccion (Lazo, 2000).

Tradicionalmente a las larvas de los peces marinos se les da de comer inicialmente rotiferos
(B. plicatilis) de tamafio pequefio (cepa S, 100-240 um) y en general son demasiado grandes
para el tamafio de la boca de las larvas (=100 um), lo cual dificulta su captura e ingestion.
Para algunos autores, los rotiferos del género Brachionus no siempre son eficientes como
alimento vivo, debido a factores como la composicion bioquimica, el comportamiento
natatorio y su tamafo, factores que se han identificado como los principales responsables de
que en la larvicultura de los peces marinos las supervivencias obtenidas sean bajas
(Srivastava et al., 2006; Yoon et al., 2010). Incluso, tanto los microorganismos recién
nacidos como los machos del rotifero no se alimentan, por lo tanto su cantidad y composicion
de nutrientes es baja (Léger et al., 1986; Rainuzzo et al., 1989; Mims et al., 1991). Debido
a que el cultivo masivo de rotiferos estd estandarizado desde hace décadas, se ha optado por
enriquecerlo. Esta enorme tasa reproductiva desarrollada por estos organismos ocurre en la
fase partenogenética de su ciclo vital (Levens y Sorgeloos, 1996), favorecida por un
abundante aporte de alimento, habitualmente formado por microalgas, levaduras de
panificacion o productos comerciales basados en microalgas secas pulverizadas ricas en
nutrientes esenciales. Con estos ultimos, se han conseguido cultivos con densidades que
superan, en ocasiones, los 1000 individuos ml-1 (Moretti et al., 1999).

Sin embargo, se considera como buena alternativa de alimento vivo para larvas de peces
algunas especies de copépodos (Drillt et al., 2011), debido a su abundancia en las aguas
superficiales de las costas donde generalmente representan una fuente de alimento natural
para fases larvarias de peces e igualmente porque tienen en su ciclo de vida una fase de
latencia o desarrollo suprimido, la cual puede presentarse dependiendo de la especie en el

embrion, nauplio, copepodito o fase adulta (Marcus, 2005). Para el caso de algunas especies
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de peces como pargos (Familia Lutjanidae) y meros (Familia Serranidae), cuando sus larvas
son alimentadas con una dieta a base de nauplios de rotiferos y artemia se obtienen bajas
supervivencias de las mismas (Nellen, 1986). Por otra parte, se ha demostrado que al
alimentar las larvas del lenguado Paralichthys olivaceus con una dieta a base de nauplios de
copépodos Calanidos como Schmackeria poplesia se produce incremento en su
supervivencia, asi como en el crecimiento y composicion de los nutrientes de estos peces, en
comparacion con aquellos alimentados con el rotifero B. plicatilis y con Artemia sp.

(Guangxing y Donghui, 2009).

A pesar de presentar movimientos rapidos, por saltos y consecuentemente buen escape del
predador, su nauplio de copépodo es considerado buen alimento para postlarvas de peces,
debido a sus movimientos mas lentos, siendo facilmente capturados por las postlarvas
(Young, 1994; Mujica et al., 1995). El contenido de acidos grasos esenciales (20:5 y 22:6)
en copépodos contrariamente a Brachionus y Artemia, es independientemente del alimento
recibido y suficientemente elevado para mantener los requerimientos nutritivos de las fases
larvarias (Watanabe et al., 1983). Esta caracteristica junto con el intervalo de tamafos de
presa que puede suministrar, apoya la importancia potencial de este tipo de organismos en

la produccion de alevines de especies marinas. (Fukusho et al., 1980).

Sin embargo, el inconveniente de estos es que presentan ciclos de vida largos, comparados
con las demas especies usadas como alimento vivo (Civera et al., 2004; Shields et al., 1999).
Mientras tanto el cultivo de copépodos presenta limitaciones, ya que estos organismos
presentan ciclos de vida largos, comparados con los otros alimentos vivos, ademas se debe
de tener cuidado con la seleccion de especie del copépodo, ya que una seleccion erronea
llevaria a disminuir la posibilidad de su captura por parte de la larva. Los copépodos marinos
han sido objeto de estudio debido a su alta calidad nutricional (McEvoy y et al., 1998;
Shields y et al., 1999; Helland y et al., 2003) y a la idoneidad de tamafio que sus fases
larvarias representan para larvas de especies con tamafio de boca especialmente pequenio

(Doiyetal., 1997a, b; Toledo y et al., 1997; Lee, 2003). A pesar de todo esto, su utilizacion
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en sistemas intensivos de produccion larvaria es esporadica ya que su cultivo, en el caso de
estar estandarizado, ofrece un rendimiento productivo que puede ser insuficiente para

satisfacer la enorme demanda de presas que tiene una planta de cria larvaria (Stettrup, 2000).

Asimismo, constituyen un eslabon muy importante en la cadena tréfica, pues ademas de ser
el alimento fundamental de las larvas de peces marinos y estuarinos en el medio natural
(Zismann et al., 1975; Chekley, 1982; Mcmichel y Peten, 1989), los copépodos son el
principal puente entre el fitoplancton y los niveles superiores de muchas de las cadenas
troficas marinas (Barnes, 1989; Young, 1994; Hopp et al., 1997). Por otra parte, su tipico
movimiento en zigzag es un importante estimulo visual para muchos peces que los prefieren

sobre los rotiferos (Payne et al., 2001).

Los copépodos son probablemente las presas principales, y al aparecer, los de mejor calidad
nutricional. Aun asi, en el cultivo existe un grupo reducido de presas, con las que se trata de
cubrir los requerimientos nutricionales de las larvas (May, 1974). De todas las especies de
copépodos, las utilizadas actualmente son los calanoideos y algunos harpacoideos
(Trgriopus japonicus, Tisbe furcata, Acartia sp. y Euterpina acutifrons), los cuales estan
siendo cultivados (Stettrup y Norsker, 1997; Nanton y Castell, 1998; Schipp et al., 1999).
Algunos estudios han demostrado que los copépodos tienen un perfil nutricional mayor que
la artemia (Delbare et al., 1996; Nanton y Castell, 1998; Payme y Rippingale, 2000; Payne
etal., 2001).

A pesar de que los copépodos son probablemente las presas principales, y al aparecer, los de
mejor calidad nutricional; en el cultivo existe un grupo reducido de presas, con las que se
trata de cubrir los requerimientos nutricionales de las larvas (May, 1974). De todas las
especies de copépodos, las utilizadas actualmente son los calanoideos y algunos
harpacoideos (Trgriopus japonicus, Tisbe furcata, Acartia sp. y Euterpina acutifrons)
(Stettrup y Norsker, 1997; Nanton y Castell, 1998; Schipp et al., 1999).
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La calidad nutricional de los copépodos se caracteriza por los altos niveles de proteina (44-
52%) y buen perfil de aminoacidos (Strettrup, 2000), lo cual promueve una normal
pigmentacidon y un buen desarrollo en las larvas de los peces. La composicion de acidos
grasos varia considerablemente de acuerdo con el alimento usado en su produccion
(Coutteau et al., 1997; Nanton y Castell, 1998, Lira, 2002). Sin embargo, son considerados
una fuente rica en EPA (Nanton y Castell, 1998, Nanton y Castell, 1999; Payme et al., 1998)
y como fuente exdgena de importantes enzimas digestivas que mejoran la digestibilidad de
las presas cuando el intestino de las larvas no es completamente funcional y favorecen el
cambio del consumo de alimento vivo al concentrado artificial, mejorando su condicion
general y elevando los niveles de resistencia a enfermedades (Strettrup, 2000). Otros
organismos usados como presas vivas han sido los cladoceros del género Moina (He et al.,
2001) y larvas trocoforas de moluscos bivalvos, muy comunes en los criaderos de Asia (Liao

etal., 2001).

8.1.2. Enriquecedores para el alimento vivo (rotifero y artemia)

La gran cantidad de acidos grasos esenciales requeridos durante los estadios larvales y
postlarvales, dificilmente son obtenidos Unicamente por sintesis endogena, por lo cual el
déficit debe ser suministrado adicionalmente junto con la dieta, enriqueciéndola a
conveniencia (Prieto y Atencio, 2008). Sin embargo, el enriquecimiento de la dieta no
implica necesariamente un aumento en la talla y peso de las larvas, ya que estas variables
pueden verse afectadas por factores ambientales como la temperatura, el fotoperiodo,
intensidad de la luz y factores relacionados con la alimentacion, tales como la densidad de
siembra, disponibilidad y composicion de alimento en lo que puede reflejarse como una
descompensacidn en el crecimiento, que consiste en un incremento en la heterogeneidad en

la talla a lo largo del tiempo (Kestemont et al., 2003).

Izquierdo et al. (2000) menciona que es preciso observar que el tiempo de enriquecimiento
no sea prolongado, ya que las tallas de las presas podria aumentar (Van Stappen, 1996).
También se menciona su oxidacion. En este trabajo se utilizd como uno de los enriquecedores

principales la Emulsiones ICES (International Council Exploration of the Sea), la cual es
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una emulsion de coco, libre de HUFA, que consiste principalmente de los acidos grasos
saturados); emulsion 50/0.6 (que contiene aproximadamente 50% de n-3 HUFA en los 4cidos
grasos totales, con una relaciéon de DHA / EPA de 0,6); emulsion 30/0.6 (30% de n-3 HUFA
con una relacion de DHA / EPA de 0,6); emulsion al 30/4 (30% de n-3 HUFA con una
relacion de DHA / EPA de 4); y 30/4/ARA emulsion (una mezcla de 75% de 1a 30/4 de la
emulsion y 25% de una emulsion que contiene un 40% de ARA). La cudl fue la que mejor

dio resultado para el crecimiento de las larvas.

En este trabajo se observd menor supervivencia en ICE 0 asi como el ICE 50, debido a que
el exceso, como la deficiencia en la proporcion entre niveles de acidos grasos, provocd
crecimiento tardio, y este crecimiento mencionan otros autores que esta relacionado con la
mortalidad, erosion de la aleta dorsal, degeneracion del higado, dafio en las branquias
combinado con sangrado y oscurecimiento de la superficie dorsal (Bell et al., 1996). Lo cual

logramos observar en algunos tratamientos.

Algunos autores mencionan que el DHA es encontrado mayoritariamente en tejidos neurales
de peces con pigmentacion normal que en aquellos peces no pigmentados, bajos niveles en
la dieta de DHA puede interferir en la sintesis de rodopsina en la retina (Bell et al., 1996;
Copeman et al., 2002; Watanabe, 1993). Esta deficiencia puede interrumpir la transmision
desde la retina al sistema nervioso central de la sefial requerida para accionar la produccion
de la hormona estimuladora de los melanéforos (MSH). Sin esta sefial endocrina, la sintesis
de melanina no puede continuar, dando como resultado deficiencias en la pigmentacion
(Estevez y Kanazawa, 1996). También es importante considerar que un desequilibrio en las
proporciones EPA/AA, puede ocasionar estados de estrés generalizados en los peces, debido
a la alta concentracion de eicosanoides. Estos estados de estrés pueden influenciar
deficiencias en el proceso de pigmentacion y afectar funciones neurales (Lochman y Gatlin,
1993; Sargent et al., 1999), como en ¢l caso del puye (Galaxias maculatus) un
adelantamiento de este proceso, provoca una pigmentacion deficiente (Copeman et al., 2002;

Sanchez, 2005).
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Es importante considerar que al manipular las proporciones EPA/DHA, indirectamente se

estara modificando la proporcion EPA/AA.

Altos niveles de EPA pueden inhibir la produccion de prostaglandinas a partir del AA por
inhibicion enzimatica competitiva afectando el proceso de pigmentacion, dado que EPA y
AA compiten por la enzima ciclooxigenasa, involucrada en la sintesis de prostaglandinas
(Lauff y Hoffer, 1984; Sargent et al., 1999). Estevez et al. (2001) concluye una relacion
negativa entre la cantidad de AA y la pigmentacion (Bell et al., 2003), probablemente porque
los eicosanoides metabolizados del 4cido araquidonico (prostaglandinas E2 y F2), afecte la
actividad de la tirosinasa, enzima esencial involucrada en la produccion de melanina a partir

de L-tirosina. (Slominski et al., 2004).

8.1.3. Variables cualitativas en larvas (eclosion, apertura bucal, longitud notocordal,

volumen saco vitelino y gota lipidica)

Respecto a los porcentajes de eclosion los resultados sugieren que las condiciones de cultivo
en ambas especies fueron adecuadas; ya que si el cultivo se desarrolla estado fuera de los
rangos optimos de las especies, se presentan efectos negativos sobre la capacidad de eclosion
y supervivencia (Portella et al., 2002; Alvarez-Lajonchére y Hernandez, 2011). Lutjanus peru
presentd una media del 95.7%, fluctuando entre el 94.6 y 96.4%. El porcentaje que mostro
L. argentivenris fluctuo entre 95 y 97%, con una media del 97%, sin diferencias significativas
entre tratamientos en ambas especies. Alvarez (2006) menciona que uno de los métodos mas
aplicados para conocer la viabilidad del desove en especies de huevos pelagicos, es
considerar viables solamente los huevos que floten, ya que de ocurrir el proceso de
fertilizacion adecuadamente, los fertilizados seran fundamentalmente los flotantes en un
porcentaje muy alto (>90%), en cambio los no viables son practicamente los no fecundados
y estos tienden a hundirse. También menciona que los huevos de buena calidad usualmente
tienen altos porcentajes de fertilizacion (>90%) y bajos porcentajes de malformaciones (5%).

En cambio, un porcentaje bajo de fertilizacion generalmente indica una baja calidad de
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huevos, lo que produce subsecuentemente una pobre eclosion y larvas de baja calidad
(Alvarez y Hernandez, 2001). Segun este criterio, porcentajes de eclosion arriba del 94%

indican altos porcentajes de fertilizacion y la buena calidad del desove.

En relacion a la apertura bucal, podemos decir que la formacién de la boca y tracto digestivo
durante el desarrollo temprano del huachinango y del pargo amarillo, fue similar a lo descrito
por otros autores (Barajas-Vega, 2006; Moreno-Figueroa, 2011), concordando también con
resultados encontrados en otras especies de lutjanidos (Lim et al., 1985; Doi et al., 1994;

Ming-Yih et al., 2003; Williams et al., 2004; Micale et al., 2006).

En relacion a la apertura bucal y tamano de presa los resultados infieren que para ambas
especies de peces, el rotifero (Brachionus plicatilis) y el copépodo (Pseudodiaptomus
euryhalinus) son presas que la larva es capaz de capturar como primer alimento. Esto se
explica con estudios pasados en varias especies sobre el tamafio de presa adecuado, donde
se recomienda desde un 40 a un 60% de tamano de presa en relacion a la apertura bucal de
la larva (Shirota, 1970; Shirota, 1978; Hunter, 1981; lizawa, 1983; Fernandez-Diaz et al.,
1994; Munk, 199; Cuhna y Planas, 1999; Ostergaard, et al., 2005).

Las larvas de huachinango mostraron una abertura bucal de 237.6 + 0.43 um. Por lo tanto,
segun la bibliografia, L. peru requiere de presas con un tamafio maximo de 140 pm y las
presas ofrecidas menores de 100 pm no sobrepasaron el 42.19% de la abertura total. La
maxima apertura bucal del pargo amarillo resultd de 216.4 + 0.28 um, se entiende entonces
que un tamafio de presa con un tamafio maximo de 129 um es adecuado; las presas
suministradas representaron el 46.29% al ser menores de 100 pm. este porcentaje puede
considerarse dentro del recomendado, que varia entre 40 y 60% en relacion al tamafio de

boca.

En cuanto a la longitud notocordal, Watanabe et al. (1998) reportaron que durante la
alimentacion endogena, la longitud estandar o notocordal (LN), es utilizada como una

medida relativa de la eficiencia de conversion de vitelo. Moreno—Figueroa (2011),
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demuestra que las correlaciones encontradas entre el consumo del saco vitelino y el
incremento de la longitud notocordal siguen un patrén directo entre ambas variables.
También observo que el méximo crecimiento de L. peru ocurre mientras se da la absorcion

del vitelo y hasta la completa absorcion de este.

Los resultados obtenidos de las mediciones de longitud notocordal de larvas de L. peru en
los 7 tratamientos muestran el mayor incremento de talla a las 48 hpe, a excepcion del
tratamiento de Rotiferos enriquecidos con emulsion ICE 50, donde la mayor talla entre
tratamientos y horas post eclosion se observa a las 72 hpe (24 horas después). Asi mismo
se observan diferencias significativas entre larvas recién eclosionadas, homogeneizandose
las tallas a las 24 y 48 hpe. A partir de las 72 hpe las diferencias son evidentes entre
tratamientos, presentando larvas alimentadas con Rotiferos enriquecidos con emulsion ICE
50 los valores mas altos durante el experimento, seguido por el tratamiento de Rotiferos
alimentados con msp1. Las tallas registradas para el tratamiento en ayuno, coinciden con lo
reportado por Barajas-Vega (2006) y Moreno-Figueroa (2011). Este tratamiento muri6 de
inanicion al séptimo dia post eclosion.

Tanto en larvas de L. peru como de L. argentiventris se observa un decremento de talla
posterior al momento de la apertura bucal. Se sabe que el crecimiento durante la absorcion
del vitelo puede ser reducido por el costo de mantenimiento bajo condiciones sub o supra
6ptimas de temperatura, pH, salinidad, luz, bajas concentraciones de O? disuelto, entre otros
(Gracia-Lopez et al., 2004). En este caso Williams et al. (2004) explican que la reduccion
en tamafio al término de la absorcion del saco vitelino se debe a un proceso sintomatico de
absorcion de tejido y es considerado un proceso normal dentro del desarrollo larval de peces
marinos (Jaworski y Kamler, 2002), por tal motivo mientras mas temprano la larva pueda
alimentarse una vez formada su boca y tracto digestivo, mayor sera su posibilidad de

completar su desarrollo y sobrevivir.

En relacion al saco vitelino, la longitud y altura del saco vitelino (SV), son medidas utilizadas

para determinar el volumen del saco vitelino desde la eclosion hasta el agotamiento del
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mismo; con el objetivo de determinar la tasa de consumo y eficiencia de conversion del

vitelo en crecimiento larvario (Williams et al., 2004).

Se reporta para larvas de L. peru a las 0 hpe, un volumen promedio de saco vitelino de 0.163
+0.0009 pum, a las 24 hpe de 0.0472 £ 0.0016 um y a las 48 hpe de 0.0101 + 0.0009 pm. En
L. argentiventris las medidas correspondientes fueron de 0.1501 + 0.0016 um, 0.0543+
0,0014 pm y 0.006 + 0.000 um a las 0, 24 y 48 hpe, respectivamente. A groso modo, en
ambas especies se observa un decremento entre la mitad y tres cuartas partes del volumen

del saco vitelino a partir de las 0 a las 48 hpe.

Los resultados no sugieren que la alimentacion haya ejercido influencia directa sobre el
consumo del volumen del saco vitelino ya que las medidas obtenidas en el presente estudio
en el tratamiento de ayuno, coinciden con lo reportado por Barajas-Vega (2006) y Moreno
Figueroa (2011), donde el objeto de estudio fueron los parametros fisico-quimicos y no la

alimentacion.

En estudios pasados, se han obtenido resultados similares en algunas especies de pargos;
como para larvas de pargo rojo Lutjanus campechanus (Williams et al., 2004) y en larvas

del caballerote Lutjanus griseus (Damas et al., 1978).

Por ultimo, cabe sefialar que las diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos durante las primeras 48hpe se atribuye mas que a la alimentacion, al manejo en
el momento de la siembra, debido a que en este tiempo las larvas atin no son capaces de
alimentarse o recién han abierto la boca, es posible que la aclimatacion de unas condiciones
fisico-quimicas a otras haya repercutido en una desincronizacion de la eclosion y por ende
en la absorcion del saco vitelino. Brown (2011) reporta que la eficiencia del uso de las
reservas energéticas perfecta no existe debido a la perdida de energia por el metabolismo de
mantenimiento; aunado a la tasa de crecimiento, existe una mayor eficiencia en el uso de las
reservas energéticas para ser convertidas en tejido somatico Tucker (1998), esto puede

explicar que a las 48hpe se tienden a una homogeneizacion en la absorcion del saco vitelino.
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En el caso de la gota lipidica, Barajas-Vega (2006) reporta que el consumo de la gota de
aceite a 24°C ocurre en aproximadamente 90 horas después de la eclosion. En las larvas de
ambas especies, al momento de iniciar la alimentacion exdgena, un remanente de gota
lipidica atin fue visible, aunque no medible en todos los tratamientos. Este remanente ha sido
reportado para Lutjanus campechanus y Lutjanus Kasmira (Williams et al., 2004; Suzuki y
Hioki, 1979) y en larvas del caballerote Lutjanus griseus (Damas et al., 1978); lo cual se
atribuye como ayuda para solventar los gastos energéticos en la transicion de la alimentacion
endogena a exogena (Zavala, 2011). Cabe sefialar que en ambas especies en cuatro
tratamientos fue posible la medicion de la gota lipidica a las 72 hpe (Rot + ICE 50, Rot +
ICE 20, Rot + Nanno, Cop + mspl). Mostrando el mayor volumen de gota lipidica aquellas
larvas alimentadas con Rotiferos (B. plicatilis) enriquecidos con la emulsion ICE 20 (6.70E-
06 + 3.42E-06 um para L. peru y 1.54E-04 + 2.16E-05 um para L. argentiventris), sin
embargo, estadisticamente no se reporta diferencia significativa entre estos tratamientos. No
hay estudios referentes sobre un efecto directo de la alimentacion sobre el volumen de gota
lipidica, no obstante el hecho de presentar el mismo patrén de consumo en ambas especies,

sugiere una posible influencia del alimento sobre la gota lipidica.

En relacion a los pardmetros fisico quimicos, podemos decir que el sano desarrollo de
aspectos productivos y reproductivos del cultivo acuicola depende fuertemente de los
parametros fisicoquimicos del agua, estos deben mantenerse dentro de los rangos opimos de
acuerdo a la especie. Para evaluar la calidad del agua principalmente se toma en cuenta:

temperatura, oxigeno, pH, amonio, nitritos, alcalinidad y dureza (Sivira-Sanchez, 2008).

Durante el experimento, el cultivo larval de ambas especies se mantuvo dentro de los
parametros Optimos descritos por Barajas-Vega (2006) y Moreno-Figueroa (2011). La
temperatura se estipul6 a 25°C para ambas especies, ya que estudios anteriores demuestran
tener mayor porcentaje de eclosion entre 24 y 26°C (Lim et al., 1985; Doi et al., 1994;
Williams et al., 2004; Barajas-Vega, 2006; Moreno-Figueroa, 2011), este rango de

temperatura se ha reportado en vida silvestre durante los meses de abril a junio (24-28°C)



75

en las costas del Mar de Cortés en B.C.S., México, donde ambas especies L. peru y L.

argentiventris se distribuyen (Diaz-Uribe et al., 2004).

8.2. Valoracion cuantitativa de huevos y larvas
8.2.1. Analisis bioquimicos, acidos grasos y aminoacidos.

Los alimentos vivos, tal como el fitoplancton, rotiferos, Artemia y tipos variados de
zooplancton, contienen una cantidad significativa de aminoacidos libres (Frolov etal., 1991;
Fyhn et al., 1993; Helland, 1995). Por ejemplo, algunos copépodos calanoideos contienen
mas del doble de concentracion de aminoacidos libres por gramo en base humeda que la
Artemia (Naess et al., 1995). Consecuentemente, los aminoacidos libres pueden variar y
modularse dependiendo del estadio de desarrollo y las condiciones de cultivo (Fyhn y

Govoni, 1995).

Los estudios han demostrado que los lipidos y los aminoacidos son las principales fuentes
de energia metabolica durante las etapas larvales embrionarias de peces marinos. Al
nacimiento, las larvas tienen altos niveles de estas fuentes de energia, pero se reducen
drasticamente durante la fase de alimentacion endogena (Evans et al., 2000). En este
sentido, el contenido de lipidos polares (Coutteau et al., 1997; Izquierdo et al., 2001),
vitaminas (Sandnes, 1991; Merchie) y Aminoacidos (Cowey, 1994; Ronnestad y et al., 1998;
Furuita et al., 2003; Rennestad et al., 2003); han sido motivo de estudio como compuestos
de gran relevancia para asegurar el crecimiento normal de las larvas en cultivo y para

garantizar el éxito del cultivo.

Estudios han demostrado que la formulacion basada en el contenido bioquimico de los
huevos ha cumplido satisfactoriamente con los requerimientos nutricionales de las larvas de
otras especies (Avila y Juario, 1987; Rennestad, et al., 1992; 1994; Fyhn y Govoni, 1995;
Williams et al., 2004; Aristizabal, 2006; Zavala, 2007).
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En cuanto a los acidos grasos, son componentes que se encuentran en cantidades menores en
peces marinos, excepto los de la serie w-3, que son acidos grasos predominantes en el

ambiente marino.

Los lipidos son particularmente importantes en la nutricion del pez, no s6lo por la energia
calorica proporcionada, ya que excede el valor proporcionado por el catabolismo de las
proteinas (Verreth, 1999), sino por proveer acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) y
altamente insaturados (HUFAS) requeridos para el normal funcionamiento de la membrana

celular (Izquierdo et al., 1989; Sargent et al., 1995).

Asi mismo, son indispensables en los estadios tempranos de los peces ya que son la fuente
principal de energia desde la formacion de la gastrula hasta la eclosion del embrion (Vetter
etal., 1983). Los PUFAS de la serie 3 (w-3) mejoran el crecimiento y la sobrevivencia de las
larvas de peces marinos (Izquierdo et al., 1992; Watanabe et al., 1989). La cantidad de acidos
grasos requeridos difieren de especie a especie (Diaz, 2004). Los acidos grasos de mayor
importancia a considerar en un estudio de requerimiento nutricional en larvas de peces son:
acidos grasos esenciales w-3 y w-6, acido docosahexaendico (DHA, 22:6 w-3), acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5 w-3) y acido araquidonico (AA 20:4 w-6). Estos acidos grasos
son esenciales ya que no pueden ser sintetizados por el organismo (Farndale B et al., 1999),
aunque se ha detectado que una buena cantidad de peces tiene la capacidad de transformar el
acido linolénico en DHA y EPA; sin embargo, la velocidad a la cual convierten es demasiado
baja para satisfacer los requerimientos durante el desarrollo larval (Sargent et al., 1995;

Verreth, 1999).

El ADH tiene un alto valor biolégico durante el desarrollo larval y es selectivamente
incorporado dentro del tejido neural contribuyendo a la pigmentacion, agudeza visual y

organos reproductivos (Takeuchi et al., 1996; Watanabe, 1993).
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El EPA juega un papel esencial en ciertas respuestas inmunologicas ya que estd involucrado
en la produccién de eicosaniodes, que a su vez permiten la proliferacion de células T y B.
Las células T son las responsables de controlar la respuesta inmunolédgica, secrecion de
citocinas, necesarias para la liberacion de anticuerpos (inmunoglobulinas) por parte de las
células B, asi como de reconocer y destruir patogenos (Fast et al., 2006; Secombes et al.,

1994).

Por lo mismo, la biomembrana de las células en peces contiene principalmente adcidos grasos
de cadena larga (mayor o igual a 20 carbonos), tal es el caso de los HUFAS, principalmente

el DHA y EPA (Diaz, 2004).

Los requerimientos de AGAI w-3 son mayores en estados larvarios por el rapido crecimiento
y el desarrollo temprano de células especializadas y tejidos, Algunos autores han reportado
los requerimientos de AGAI w-3 para 5 especies de larvas de peces marinos desde 1.2 - 3.9%

de peso seco. (Estevez y Kanazawa, 1996; Izquierdo et al., 1989; Watanabe y Kiron, 1995).

Takeuchi et al. (1994), estudiaron los requerimientos de HUFAS en peces marinos y sugieren
que el DHA es mas eficaz que el EPA como promotor del desarrollo y sobrevivencia larval.
Otros estudios han demostrado que una relacion de 1.13 es suficiente para aumentar la
sobrevivencia de las larvas (Watanabe et al., 1989). También se ha demostrado una mayor
sobrevivencia y vitalidad en larvas de besugo (Pagellus bogaraveo) alimentadas con artemia
enriquecidas con DHA (relacion DHA/EPA=3,8) vs aquellas alimentadas con artemia
enriquecida con EPA. (Takeuchi et al., 1991)

El AA tiene un efecto en la sobrevivencia, siendo un importante promotor del crecimiento de
larvas y post-larvas marinas, mejora la resistencia al estrés y aplicado en las proporciones
optimas junto al EPA y DHA se logra una normal metamorfosis y pigmentacion de la piel

(Estévez et al., 1997).



78

En experimentos realizados con larvas de dorada (Sparus aurata) se observo una mayor
sobrevivencia en larvas alimentadas con rotiferos enriquecidos con AA que con los rotiferos
enriquecidos con DHA (Koven et al., 2001; Sargent et al., 1999), esto probablemente se deba
a que el AA esta involucrado en la sintesis de eicosandides con alta actividad biologica
denominados serie-2 prostanoides y serie 4 leucotrienos y tromboxanos (Copeman et al.,
2002; Estévez et al., 1997; Koven et al., 2001). Estos metabolitos estan involucrados en
varios procesos de regulacion celular incluyendo el control de fluidos y el flujo de
electrolitos, procesos de coagulacion, anti-inflamacion, sistema cardiovascular, funciones
reproductivas, en la modulacion de la transmision en el sistema neural, el funcionamiento del
hipotalamo y regulacion del flujo sanguineo cerebral (Bell et al., 1994; Sargent et al., 1997),
asi como la produccion de hormonas involucradas en la metamorfosis y la pigmentacion

(Estévez et al., 1997).

El mayor porcentaje de supervivencia en ambas especies se observo en el tratamiento de
rotiferos enriquecidos con ICE 20, seguido de los tratamientos de Rotiferos y Copépodos
alimentadoas con Navicula sp. En diferentes estudios, el crecimiento y la supervivencia de
organismos marinos, ha sido exitoso cuando se utiliza niveles por arriba del 4% de EPA y
malo cuando tiene menos del 3% (Léger et al., 1986; Izquierdo et al., 2000). Sin embargo,
el contenido de EPA (base seca) también depende del porcentaje total de lipidos, por lo que

un enriquecimiento con DHA puede compensar la falta de EPA en la dieta.

Aun cuando la supervivencia fue mayor para ICE 20, cabe mencionar que el segundo en
mayor supervivencia fue el tratamiento de copépodos alimentados con Navicula sp. Izquierdo
et al. (2000) mencionan los resultados favorables en supervivencia larval al utilizar presas

naturales.

El tiempo de supervivencia de las larvas, independientemente de la alimentacion, esta
directamente relacionado con la calidad de las reservas vitelinas. Alvares-Lajonchere (2006)
menciona que un alto porcentaje de supervivencia larval es resultado de de la alimentacion

de los reproductores. Izquierdo et al. (2001) y Watanabe y Vassallo- Agius (2003) ponen de
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manifiesto la importancia de nutrientes de naturaleza muy diversa presentes en la dieta de
reproductores de varias especies de peces teleodsteos. Asi, los contenidos de lipidos y
proteinas (Tandler et al., 1995; Fernandez-Palacios et al., 1997), las vitaminas A, C y E
(Blom y Dabrowski, 1995; Fernandez-Palacios et al., 1998; Furuita et al., 2003) y algunos
carotenoides (Harris, 1984) han demostrado jugar un papel decisivo en la calidad de las
puestas. El haber obtenido una supervivencia de siete dias post eclosion y que el saco de
vitelo durara mas de 24hpe, nos indica una buena calidad del desove (Alvares-Lajonchere,

2006; Barajas-Vega, 20006).

Los lutjanidos, por tratarse de peces de ontogenia indirecta, presentan una problematica mas
compleja al momento de la primera alimentacion, debido a la necesidad de aprender a cazar
con rapidez una vez que las reservas de aminoacidos libres se han agotado totalmente;
problemadtica que se agudiza por requerir como primer alimento presas vivas de tamafio muy
pequeio. Por ello la importancia de garantizar desoves de calidad para que las futuras larvas
enfrenten aquellos cambios radicales durante su desarrollo, con mayores probabilidades de

supervivencia (Falk- Petersen, 2001).

En el género Lutjanus, se reconocen principalmente dos periodos de alta mortalidad larvaria
durante su cultivo, el primero corresponde al agotamiento del saco vitelino y gota de aceite,
marcando el comienzo de la primera alimentacion (alimentacion exogena), de 3 a 8 dias
posteriores a la eclosion, el segundo periodo toma lugar alrededor del dia 20 posterior a la
eclosion, causado por cambios fisioldgicos al comienzo de la metamorfosis (Lim et al. 1985;

Emata et al., 1994).

En el cultivo de peces marinos se ha buscado que el alimento no solamente garantice la
supervivencia larval sino que también promueva su rapido crecimiento. Sin embargo, es
primordial atender durante esta etapa de desarrollo temprano la supervivencia larval y
formacion de organos que le permitan una adaptacion a su ambiente, facilitando la
adquisicion de alimento que les permita desarrollarse sanamente. En este trabajo observamos

que los nauplios que contengan concentraciones de 9.3 a 10.4 % de EPA, mejoran el
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crecimiento y la supervivencia de larvas, esto mismo se reporta para la especies de Monrone

saxatilis, en un estudio que utilizaron diferentes concentraciones de EPA (Civera, 2004).
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IX. CONCLUSIONES

e Bajo condiciones optimas de parametros fisicoquimicas se observaron tasas de
eclosion mayores al 94% vy una supervivencia larval en ambas especies de
aproximadamente 144hpe.

e Segun la bibliografia, la apertura bucal méxima que muestran ambas especies, les
permite capturar presas menores de 100 pm durante su primera alimentacion. Por lo
tanto en el presente estudio se descarta al tamafio de presa como causa de mortalidad.

e La mortalidad posiblemente este asociada a la carente composicion nutricional.

e No se observod evidencia que el alimento vivo influya directamente en la absorcion
del saco vitelino, este fue completamente absorbido antes de la primer alimentacion.

e Por el contrario, las observaciones de la gota lipidica en algunos tratamientos (Rot +
ICE 50, Rot + ICE 20, Rot + Nanno, Cop + mspl), indica el posible efecto directo
que tiene el alimento sobre la absorcion de ésta.

e En cuanto a la composicion bioquimica del alimento, se concluye que no
necesariamente se vera reflejada en la composicion de las larvas, sobre todo
tratindose de alimentos enriquecidos como los utilizados en este estudio,
posiblemente por oxidacion o descuido del protocolo de enriquecimiento estas
propiedades se ven alteradas.

e Un alimento enriquecido aunque favorezca la supervivencia larval, no se observo
mayores tasas de crecimiento del cultivo.

e Si bien el ICE 20 presenta el mayor porcentaje de supervivencia, cabe sefialar que
presas naturales como el copépodo, también muestra porcentajes aceptables de
supervivencia. Por lo cual es necesario prestar mayor atencion en el estudio y
produccion de presas naturales como fuente de primera alimentacion.

e Por medio del alimento vivo se puede grantizar cumplir con el requerimiento de
acidos grasos y aminodcidos esenciales de la larva, ya sea con enriquecedores

comerciales o naturales.
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